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Abstrakt

Fagocytarne bunky cirkulujice v krvnom riecisku hraji kIti¢ovu ulohu ako v obrane organizmu
pred patogénmi, tak v patologii zapalovych ochoreni. Cielené ovplyvnenie ich funkcii ma teda
potencialne vyuzitie pre moduldciu imunitnej odpovede, hlavne behom zéapalovej faze.
Predlozena diplomova praca bola zamerand na sledovanie vplyvu elektrickych pulzov na
najabundantnejsiu populaciu fagocytov v l'udskej periférnej krvi, a to neutrofilov. Teoreticka
Cast’ prace popisuje ulohu neutrofilov v rozvoji imunitnej odpovedi a ucinky elektrického pola
na rézne bunky. Dal$ou doleZitou astou prace bola optimalizacia elektrickej stimulacie buniek
s vyuzitim unikatnej platformy so sietou zlatych elektréd. 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 stimulacia indukovala aktivaciu neutrofilov, avs§ak
Statisticky vyznamny vplyv bol zaznamenany len u vlozenych elektrickych pulzov o velkosti
1V, a to v pripade produkcie ROS a pri vel'kosti pulzov 10 mV a 100 mV u degranulacie
metaloproteinazy MMPS8. Absencia vyznamnych efektov u vacsiny sledovanych parametrov
bola pravdepodobne sposobena neziadanou aktivaciou neutrofilov v kontrolnych vzorkach.

KPacové slova

Aktivacia neutrofilov, citrulinacia H3, degranuléacia, elektrickd stimulacia, MAPK,
metaloproteinaza, myeloperoxiddza, 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 MMPS8
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
vrodenej imunity, ktoré prichddzaju do miesta zapalu z krvného obehu na zaklade
chemotaktickych signalov. Po prichode na poSkodené miesto rozpoznavaji a eliminuju
patogény ¢i iné telu Skodlivé latky roznymi mechanizmami. Hlavnym mechanizmom, ktory
neutrofily vyuzivaji na nasu obranu je fagocytoza, pri ktorej "pozieraju" 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 uvolfiuji bud’ do fagozému, alebo do extracelularneho
prostredia pri procese zndmom pod pojmom degranulacia. Tieto antimikrobialne proteiny vSak
zohravaju ulohu aj pri tvorbe NETs (neutrofilnych extracelularnych pasci), nie az tak davno
objavenom elimina¢nom mechanizme neutrofilov. Neutrofilné extracelularne pasce vznikajuce
pri tomto procese pozostavaju z DNA S§truktur uvolnenych v dosledku dekondenzacie
chromatinu, priCom vo svojej Struktire maju naviazané prave antimikrobialne proteiny
pochadzajice z grantl a histony. Tento komplex spolu vytvara siet, do ktorej je patogén
zachyteny a nasledne usmrteny.

Okrem tejto ochrannej funkcie v§ak mdzu neutrofily predstavovat kritické bunky, ktoré prilis
dlhym zotrvavanim v miestach zapalu spdsobuji poSkodenie tkaniv nadmernym vykonavanim
likvidacnych mechanizmov a navodzuju chronicky stav zapalu. A preto kontrolované
ovplyvnenie ich funkcii je dolezitou stratégiou pri tychto ochoreniach. V sucCasnosti sa
k liecbam chronického zapalu vyuzivaju Sirokospektralne lieciva, ako su glukokortikoidy
¢i nesteroidné protizapalové lieky alebo rozne fyzikalne metoddy pre chronické kozné rany.
Nevyhodou tychto moznosti je, ze bud’ neovplyviiuji funkciu neutrofilov, alebo naopak mozu
ovplyviiovat ich aktivitu potencidlne Skodlivym sposobom. Elektricka stimuldcia 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 , volny“ alebo ,,nedotknuty*) chrani
telo pred Skodlivymi vplyvmi prostredia aje nevyhnutny pre prezitie. Je zlozeny 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 zaistuje homeostazu
a integritu organizmu. [1; 2] Okrem nervového systému je to najkomplexnejsi systém, ktorym
l'udské telo disponuje. Zdrava imunita dokaze odhalit a potlacit infekciu, rozpoznava
hostitel'ské bunky ako vlastné, ¢im ich chrani pred utokom ataktiez ma paméat
z predchadzajuceho kontaktu s infekciou. [3]

Imunitnu reakciu vyvolavaju cudzorodé latky alebo vlastné poSkodené bunky ¢i tkanivové
Struktary. Imunitné reakcie voci nim zaistuju vo vzajomnej kooperacii imunitné mechanizmy.
Tie mozno rozdelit do dvoch zéakladnych kategoérii: neSpecificky (vrodeny) a Specificky
(ziskany) mechanizmus. NeSpecifické mechanizmy su evoluCne star§ie a pozostavaju zo
zloziek bunecnych a humoralnych. Bune¢né zlozky zahrfilaji monocyty, dendritické bunky,
makrofagy, granulocyty a prirodzene cytotoxické bunky (NK), ale aj bunky epitelu koze, pl'ic
acfreva tvoriace rozhranie medzi organizmom ajeho prostredim. Humorélne zlozky
neSpecifickej imunity tvori komplementovy systém, lektiny, interferony a iné sérové proteiny.
[4; 5] Specifické mechanizmy reagujt na cudzorodé latky o uréitej Strukture, ktoré nazyvame
antigény. Tie sa rozpoznavaju prostrednictvom vysoko Specifickych molekul ako su protilatky,
humoralna zlozka Specifickej imunity, i antigénne Specifickych receptorov B-, T-lymfocytov,
bunecna zlozka Specifickej imunity. Charakteristickym rysom Specifickej zlozky imunity je
imunologicka pamét’ a k aplnému rozvoju Specifickej imunitnej reakcie je treba niekol’ko dni
az tyzdnov. [4]

2.1.1 Imunocyty

Imunitnej reakcie sa zucastiiuje vel'ké mnozstvo roznych typov buniek, ktoré sa oznacuju pod
sthrnnym pojmom imunocyty. Najvyznamnejsiu tlohu zohravaju leukocyty. Leukocyty (biele
krvinky) maju rozmanita §truktaru a funkciu, av§ak maja spolocny pévod. Vsetky imunocyty
(ale aj krvné dosticky a erytrocyty) sa tvoria z pluripotentnych kmeniovych buniek kostnej
drene. [1] Kmeniové bunky sa v dreni udrzuji v malom pocte cely zivot. Pod vplyvom réznych
faktorov sa potom ich cCast’ diferencuje na rozne typy leukocytov (Obr. 1), ktoré potom
sprostredkovavaju imunitnu 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 si pozorovatelné pod mikroskopom po ofarbeni buniek. Granulocyty
maju vo svojej cytoplazme husto sfarbené granuly a patria k nim eozinofily, bazofily
a neutrofily, pricom neutrofily st najpocetnejSim typom a hraji zasadnt ulohu pri vrodene]
obrane pred infekciami. Bazofily a eozinofily maju tlohu pri alergickych reakciach a likvidacii
parazitov. [7] Medzi agranulocyty sa radia monocyty a lymfocyty. Lymfocyty sa d’alej delia
na B- aT- lymfocyty a si zodpovedné za Specificki imunitni odpoved. Predpona v nazve
vyplyva z miesta ich diferenciacie, atym jetymus (T-lymfocyty) alebo kostna dren
(B-lymfocyty). [8] Akondhle sa aktivuju, spustaju rozne imunitné reakcie. Aktivované
B bunky, tiez zndme ako plazmatické bunky, produkuji vysoko $pecifické protilatky, ktoré sa
viazu na agens vyvolavajuce imunitni odpoved’. T bunky, nazyvané pomocné T bunky
vylucuju latky, ktoré privolavaju d’alsie imunitné bunky a poméahaju koordinovat’ ich odpoved'.
Dalsia skupina nazyvana cytotoxické T bunky zas napad4 virusom infikované alebo inak
pozmenené bunky. [9] Monocyty su charakterizované schopnostou fagocytovat, produkovat
cytokiny a prezentovat’ antigén. Akonahle opustaju krv a migruji do tkaniv, mdézu sa
diferencovat na makrofagy a dendritické bunky. [10]

10
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2.2 Neutrofilné granulocyty

Neutrofilné granulocyty (neutrofily), tiez zname ako polymorfonuklearne leukocyty (PMNL),
st najzastupenejSou zlozkou nielen polymorfonuklearnych granulocytov, ale aj celkovo
leukocytov cirkulujucich v periférnej krvi cloveka. Tieto bunky ako ¢ast vrodeného imunitného
systému tvoria hlavni obrannu liniu proti patogénom. [11; 12] Miestom produkcie neutrofilov
je kostna dren, kde sa z kmenovych buniek diferencuju na zrelé neutrofily vybavené granulami
s mnozstvom antimikrobidlnych latok. Zrelé neutrofily su z kostnej drene neustale uvolniované
do obehu v poctoch az 10'! za deii pri beznych podmienkach. Tieto leukocyty maju pomerne
kratky polcas v krvi (kedysi sa predpokladalo, ze priblizne Sest’ az osem hodin) a nasledne su z
obehu odstrafiované v slezine, peCeni a samotnej kostnej dreni. [13]

V cirkulacii zdravych jedincov sa neutrofily nachadzaju v kludovom stave, avSak pri
zapalovych podmienkach, za ucelom udrzania homeostatickych podmienok, aktivované
endotelialne bunky vychytavaju prechadzajuce neutrofily. Tie nasledne migruji 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).
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Obr. 2: Prechod leukocytu ku miestu zdapalu. [15]

V prvom kroku dochéadza ku vytvoreniu slabych a prechodnych adhéznych interakcii medzi
leukocytmi a endotelialnymi bunkami postkapilarnych vendznych stien v tesnej blizkosti
zapaleného tkaniva. [16] To je umoznené aktivaciou endotelialnych buniek sprostredkovanou
cytokinmi (napr. TNF, IL-1), ktoré st produkované mononukledrnymi 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
viazby medzi integrinmi a ich ligandmi vedu k spomaleniu leukocytov a ku ich pevnej adhézii.
Nasleduje rolovanie a plazenie pozdiz endotelu za uelom najdenia miesta, v ktorom bude
prebiehat transmigracia neutrofilov z krvného rieCiska do zapaleného tkaniva pomocou
chemotaktického gradientu. Tento aktivny a usmerneny pohyb neutrofilov zaistuju
chemotaktické faktory (chemotaxiny), ktoré si uvolfiované v mieste zapalu a mézu pochadzat
priamo z baktérii (malé peptidy obsahujuce aminokyselinu N-formylmetionin) alebo mdzu
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, dalej TL receptory, integrinové receptory,
FcR a GPC receptory rozpoznavajuce fMLP. [17; 18; 19] Transmigracia v§ak zavisi od mnoho
roznych faktorov, ako je napriklad distribticia a hustota integrinovych ligandov,
chemoatraktantov, cytokinov ¢i adhezivnych ligandov. [20]

2.2.1 Likvida¢né mechanizmy neutrofilov

Neutrofily ako prva linia vrodenych imunitnych buniek prichadzaju do miesta bakterialnej
infekcie, kde vyvijaju rozne antimikrobialne mechanizmy zabrafiujuce rozsireniu patogénov
(Obr. 3). Akonahle je identifikovana cudzia molekula alebo endogénna hrozba za¢nu neutrofily
spustat’ obranné reakcie zahriiajuce fagocytozu, degranulaciu ¢i netézu. [21; 11] Neutrofil tiez
moze mat regulacné funkcie spojené s produkciou chemokinov a cytokinov, aby upozornil
d’alSie bunky v blizkosti nebezpeCenstva, a tym maximalizoval imunitni odpoved hostitela.
[14]

12
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fagozém

fagolyzozoém

Obr. 3: Antimikrobidlne mechanizmy vyuZivané neutrofilmi. Fagocytoza zahiia pohlcovanie
mikroorganizmu do fagocytarnej vakuoly, ktord 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 uvoliuji obsah svojich granul. Ked' je mikroorganizmus prili§
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 odstraniovanie patogénov,
apoptickych a senescentnych buniek ¢i inych cudzorodych latok. Neutrofily st jednym
z hlavnych typov buniek aktivne zapojenych do tohto procesu, a tak prispievaju k udrzaniu
homeostazy tkaniva a ku obrane pred napadnutim patogénmi. [22] Po kontakte, neutrofily
pohltia mikroba do fagocytickej vakuoly nazyvanej] fagozom, ktory sa nasledne spoji s
okolitymi lyzozémami (Specifické a neSpecifické granuly neutrofilov) za vzniku
fagolyzozomu. V tychto utvaroch su mikroby a Castice usmrcované a rozlozené 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 uvoliovat
extracelularne do prostredia v mieste infekcie alebo intracelularne vo fagolyzozéme 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, premienia peroxid vodika na vysoko baktericidne pdsobiacu kyselinu
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chlornu (HOCI). Tieto kyslikaté derivaty maja schopnost obmedzit’ rast baktérie, pretoze mézu
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
pochadzajicimi z granul neutrofilov. [24]

2.2.1.2 Degranuldcia

V pripade, ze nenastane fagocytdza a nevznikne fagozom d’alSim z moznych mechanizmov
usmrtenia mikroorganizmov je degranulacia do vonkajSieho prostredia bunky, ktora spociva
v exocytoze granul s obsahom antibakterialnych latok do prostredia. Neutrofily obsahuju
najmenej Styri rozne typy granul, a to primarne (azurofilné), sekundarne (Specifické), terciarne
(gelatinazové) granuly a sekrecné vezikuly (Obr. 4). [24]

Azurofilné Specifické Gelatindzové Sekretné
granule granule granule vezikuly
‘/Il U l\—/ -Ii
Fagocytéza Intracelularne a Migracia a Adherencia
a ROS ) extr.arcelulame ) extravazicia
mikrobialne usmrtenie
Ivaeluperpoxidi%a Laktoferin Gelatinaza CD14
Neut:roﬁhla'elastaza Gelatinaza Leukolyzin CD11b/CD18
Kawpsm G Kolagenaza Lyzozym FPR
Proteazf1—3 NGAL CD11b/CD18
Defenziny Lyzozym
BPI Katelicidin J /
7 "y -

Obr. 4: Obsah granul neutrofilov. Azurofilné granuly, ktoré obsahujii kyslé hydroldzy a mikrobicidne
proteiny, filzujii s fagozémami za vzniku fagolyzozému shiziaceho pre destrukciu patogénov. Specifické
granuly sa ucastnia ako intraceluldrneho, tak aj extraceluldrneho mikrobialneho usmrtenia a s bohaté
na antibiotické latky. Granuly gelatindzové sa mobilizuji, ked neutrofil roluje pozdls endotelu
a obsahuje enzymy degradujiice matricu a membranové receptory. Sekrecné vezikuly obsahuji
membrdanové receptory, ktoré su kliicové pre chemotakticky riadenu migrdciu a pre vytvorenie pevného
kontaktu s endotelom. [25]

Primarne granuly su hlavnym miestom pre uskladnenie najtoxickejSich mediatorov.
Obsahuji myeloperoxidazu a spektrum neutrofilnych serinovych proteaz (NSP) ako
katepsin G, neutrofilna elastaza, proteaza-3 a proteaza-4. NSP su rozhodujucim faktorom pre
efektivne fungovanie neutrofilov a vyrazne prispievaju k imunitnej ochrane proti bakterialnym
infekciam. Napr. neutrofilna elastdiza moze 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 granulach sa tiez nachadza katiéonovy antimikrobialny
peptid, baktericidny protein zvySujuci permeabilitu (BPI), ktorého viazba na lipopolysacharidy
(LPS) vedie ku zvySeniu permeability bakteridlnej membrany, hydrolyze fosfolipidov
a nakoniec ku smrti baktérie. [26; 27]

Sekundarne granuly neobsahuji myeloperoxidazu asu charakteristické pritomnostou
laktoferinu. Tento glykoprotein viazaci zelezo je pritomny vo vécSine biologickych tekutin
cicavcov auvolnuje 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 v§ak okrem laktoferinu
obsahuju Siroka Skalu dal§ich antimikrobialnych zlucenin ako napr. kalprotektin, katelicidin
LL-37, s gelatinazou asociovany lipokalin (NGAL) a lyzozym. [27]

Terciarne granuly tiez nazyvané gelatinazové si chudobné na antimikrobialne latky, ale
slizia ako miesto pre uskladnenie mnohych metaloproteinaz, ako je gelatindza (MMP9)
a kolagenaza (MMPS), ktoré su schopné degradovat’ vSetky druhy proteinov extracelularne;
matrice. [27; 28]

Sekrec¢né vezikuly sluzia ako zasobné organely membranovych proteinov obalenych okolo
matrice plazmovych proteinov. Su vytvorené endocytézou pocas dozrievania neutrofilov
v kostnej dreni. Behom degranulacie sekrecné vezikuly inkorporujii svoju membranu do
povrchovej membrany neutrofilov a su plne integrované do povrchu pocas transendotelialne;
migracie neutrofilov. Uplna charakterizacia obsahu proteinov v sekreénych vezikulach este nie
je znama. [14]

Ku degranulacii dochadza az vo chvili, ked” st aktivované signalne drahy veduce od
receptorov umiestnenych na povrchu bunky alebo vo vnutri fagozomu. Takyto signal aktivuje
procesy v cytoplazme veduce ku presunu granul ku bunecnej alebo fagozomalnej membrane a
naslednej sekrécii ich obsahu. Toto je ddlezity kontrolny mechanizmus, pretoze neutrofily su
bohaté na proteazy, ktoré mozu poskodzovat’ aj vlastné tkaniva. [29]

2.2.1.3 NEToza

Okrem fagocytozy a degranulacie neutrofily tiez pouzivaju antibakterialnu stratégiu pomocou
posobenia neutrofilnych extracelularnych pasci (NETs). Kontakt baktérie s fagocytmi sposobi,
ze neutrofily extruduji 3D Struktiru pozostavajucu z dekondenzovane] DNA/histonov, ktora
nesie so sebou antimikrobialne peptidy a enzymy uvolnené z grantl. Tento cely proces je
znamy pod pojmom NET6za a moze byt spustany v reakcii na lipopolysacharidy, GM-CSF
allL-8. NETs su zlozené zvlakien DNA asociovanych s histonmi a antibakterialnymi
proteinmi. Tento komplex spolu vytvara siet’, do ktorej sa moze patogén zachytit’ a nasledne je
usmrteny antimikrobialnymi peptidmi (Obr. 5). [27; 30]
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Obr. 5: Baktéria Salmonella chytend v NETs. [31]

Proteiny NETs st primarne katidnové (DNA-viazice) baktericidne proteiny zahriajuce
histony, defenziny, neutrofilnu elastazu, proteazu-3, katepsin G, laktoferin a myeloperoxidazu.
Obzvlast vyznamnou komponentou NETs je komplex ST00A8/9 znamy ako kalprotektin, ktory
tvori 40 % neutrofilnych cytosolickych proteinov, ktoré su lokalizované na NETs. Tieto
proteiny umoziuja usmrcovat druhy Candida a zamedzit rast Aspergillus fumigates. [14]

Dekondenzacia chromatinu je spojena z citrulinaciou histonu H3. Citrulinacia je
posttransla¢na 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 uzko spojeny s tvorbou ROS. Produkcia ROS je zodpovedna za aktivaciu
azurozoému, proteinového komplexu zlozeného z MPO, serinovej protedzy, neutrofilnej
elastazy a katepsinu G. Produkovany peroxid vodika je spotrebovany myeloperoxidazou za
tvorby kyseliny chlornej a inych oxidantov. Generacia oxidantov pomocou MPO uvoliiuje
neutrofilni elastadzu z azurozomu, ¢o umoziuje jej translokaciu do jadra. Nasledne v jadre
napomaha dekondenzécii chromatinu, ktora je kl'i¢ovou udalostou v tvorbe NETs. Nakoniec
sa cytoplazmatické prostredie zmieSa sjadrovym materidlom, pretoze membrana jadra
a cytoplazmy sa rozpadaju, ¢o vedie k uvol'neniu neutrofilnych extracelularnych pasci. [21; 27]
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23 Zapal

Zapal je suhrnom fyziologickych reakcii ako odpoved’ na porusenie integrity organizmu, ktoré
vedu ku ochrane proti infikovaniu poskodeného miesta, ku jeho lokalizacii a nasledne
zahojeniu. Za vyvolanie zapalu su zodpovedné rozli¢né Struktiry, medzi ktoré patria hlavne
infekéné mikroorganizmy, ale taktiez moézu zépal vyvolat’ poranenia spdsobené chemickymi
alebo fyzikalnymi vplyvmi. [4] Zapalové reakcie su charakterizované bolest'ou, zaCervenanim,
teplom a opuchmi v mieste infekcie, Co odraza tri typy zmien v zasiahnutych cievach. Prvou je
zvaCSenie priemeru ciev veduce ku zvySenému prekrveniu, atym ku zvySeniu tepla
a zaCervenaniu. Namiesto toho, aby boli pevne spojené, sa endotelialne bunky obklopujuce
stenu cievy separuju, a to nasledne vedie ku prestupu tekutin a bielkovin z krvi a ich lokalnej
akumuléacii v tkanive. To sa prejavi opuchom a bolestou, ale aj akumulaciou plazmatickych
proteinov napomahajucich v obrane hostitel'a. Druha zmena spociva v tom, ze endotelialne
bunky na povrchu ciev sa aktivuju, ¢o vedie ku exprimovaniu adhezivnych molekul, ktoré
podporia viazbu cirkulujucich leukocytov. Po pripojeni leukocytov ku endotelu nasleduje ich
prienik do tkaniv (znamy pod pojmom extravazacia), kde mozu splnit’ svoju obrannu funkciu.
Akonahle zacne zapal, prvé bunky pritahované ku miestu infekcie su neutrofily. Nasleduju
monocyty a v neskorSich §tadiach zapalu sa vyskytuju aj iné leukocyty ako eozinofily
a lymfocyty. [8]

Zapal je ustrednou zlozkou imunitnej odpovede. Existuju dva typy zapalu, ato akttny
a chronicky. Akutny pretrvava v radoch niekolkych minut, hodin ¢i dni a dochadza ku
kompletnému zahojeniu poraneného tkaniva. Naproti tomu chronicky zapal pretrvava dlhSie
a vzdy vedie v urcitej miere ku destrukcii tkaniva a jeho naslednému nahradzovaniu vazivom.
Zatial' ¢o akutny zapal je fyziologickou obrannou reakciou, chronicky zapal je obvykle
patologicky a moze byt’ spdsobeny 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 su prvymi bunkami prichadzajacimi ku miestam infekcie, a preto zohravaju kl'aCova
ulohu v zéapalovych procesoch. [33] Tieto bunky mozu byt rychlo aktivované prozapalovymi
stimulmi, pricom migruju na infikované a zapalené miesto, kde bojuju proti infekcii a pokial je
stav zapalu akutny ddjde ku plnej reparacii poskodeného tkaniva. Chemokiny, lipidové
mediatory, fragmenty komplementu a produkty rozpadu tkaniv spastaju migraciu neutrofilov
do chorych tkaniv. Pri lokalnej aktivéacii uvolfiuju transmigrované neutrofily svoje cytotoxickeé
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 st
charakterizované az prili§ dlhym pritokom neutrofilov, ato napr. pri cystickej fibroze,
chronickej obstruk¢nej chorobe pltc, reumatoidnej artritide, aterosklerdze, zapale obliciek ¢i
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kardiovaskularnych ochoreniach. U chorob ako Lupus a chronicka parodontalna choroba boli
zas pozorované zmeny vo funkénosti neutrofilov, a to nizka hustota granul, znizena schopnost’
fagocytozy azvysSena tvorba NETs. [12; 35] Celkovo mozno konStatovat, ze chronické
zapalové procesy su zavaznym patologickym procesom vyskytujucim sa napriec¢ l'udskou
populéciou a je potreba ich lieCit. V sucasnosti existuju rozne lieCebné postupy, ktoré budu
diskutované v nasledujucom texte.

2.3.2 Liecba zapalu

Ako typicky priklad chronického zapalu a lie€by tychto ochoreni boli vybrané kozné chronické
rany. V sucasnosti existuju rozne lieCebné 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 su neinvazivne, ako napr. kompresné bandazovanie,
krytie ran, hyperbaricka kyslikova terapia ¢i ultrazvuk (Obr. 6). [36] Tieto metédy mdzu byt
drahé, Casovo narocné a prili§ pomalé. Pri pouziti chemickych agents ako st steoridy c¢i
nesteroidné protizapalové lieky (NSAIDs) zas existuju rozne nebezpecné vedlajsie ucinky
pri ich dlhodobom pouzivani. [37]

Moznosti liecby chronického zapalu

A 4
Neinvazivne metody

i

Debridement Blekiaols
ramny stimulécia
| . |
NahradakoZe I Kompresné
| bandaze
—
Antibiotika [ Obvizy na ]
rany
Steroidy/ \
NSAIDs Ultrazvuk

Podtlakova
terapia

it

Obr. 6: Vybrané metody pri liecbe chronického zapalu. [38]

Napriek mnozstvu moznosti tak zostava liecba chronického zapalu vyznamnou ekonomickou
zatazou a klinickym problémom. Vyuzitie elektrickej stimulacie na lieCbu akutnych aj
chronickych ran predstavuje neinvazivnu terapiu s minimalnymi vedl'aj§imi u¢inkami. [38; 39]
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24 Interakcia elektrického pol’a s biologickymi systémami

Ako prvy, kto zmeral elektricky prad v oblasti zranenej 'udskej pokozky bol nemecky fyziolog
Emil Du Bois-Reymond, a to 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 elektrofyzioldgia a bolo preukazané, ze endogénne generované elektrické
prudy maju rozhodujucu ulohu v ddlezitych 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
desatro¢iach oblast vyskumu presunula ku terapii s externe aplikovanym EP. [40] Externé EP
moze byt definované ako neendogénne bioelektrické pole generované z externych zdrojov
energie aplikované na bunky ¢i tkaniva pomocou elektrod. V stiCasnosti sa v experimentoch
invitro pouzivaju rézne druhy elektricke; stimulacie. LiSit sa moézu typom vlozeného
elektrického prudu (jednosmerny, striedavy, pulzujuci prad atd’.) alebo rozsahom stimulacnych
parametrov (amplitada, frekvencia, trvanie). [39; 41; 42]

] -E =
Z0 Eo0 £ 0
= 2, =
o o o
cas cas &as

Striedavy prad Jednosmerny priud Pulzujici prud

(AC) (DC) 120

Obr. 7: Najvyuzivanejsie formy elektrického prudu pri liecbe akutnych a chronickych ran. [38]

Pre §tadie in vitro a in vivo su komeréne dostupné rady elektrickych stimulacnych zariadeni.
Materialy, ktoré sa vyuzivaja pre elektrédy su uhlik, platina, iridium, zlato, titan, volfram,
platinovo-iridiové zliatiny, nitrid titaniCity ¢i nehrdzavejuca ocel’. [39; 41] Nasledujuca Tab. 1
zhfia rozne druhy materialu pre elektrody, ktoré su v sucasnosti vyuzivané pre stimulaciu
buniek a tkaniv.
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Tab. 1: Elektrody vyuzivané pre in vitro a in vivo elektricki stimuldciu buniek a tkantv. [41]

Material elektrod Stimulované bunky/tkaniva

2D a 3D bunkov¢ kultary srdca

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

kmenové bunky mysi; 2D kultary ludskych
mezenchymalnych kmenovych buniek

V klinickom prostredi sa teraz elektrickd stimulacia pomocou externého EP vyuziva
intenzivne, hlavne pre ozivenie poskodenych a postihnutych tkaniv v nervosvalovom systéme
apre urychlenie hojenia zranenych muskuloskeletalnych tkaniv, ako je kost & kibova
chrupavka. Spolocne tieto biofyzikalne mechanizmy prispievaju ku potlaCeniu ochoreni kosti
typu osteoartroza a osteonekroza. Dalej bolo tiez dokazané, e priama stimulacia mozgu je
prinosna pre lieCbu Parkinsonovej choroby, ato zlepSenim symptomov prostrednictvom
stimuléacie bazalnych ganglii. [41; 43] Elektricka stimulacia sa tiez pouziva v niekol’ko d’alSich
disciplinach ako je elektroanalgézia na kontrolu chronickej bolesti, kardiostimulatory na
regulaciu tepu, kochlearna stimuldcia na podporu sluchu a obnovenie mobility T'udi
s ochrnutymi koncatinami. [36]

2.5  U&inky EP na bunky

Elektrické ovplyvnenie biologickych systémov/buniek s EP moéze vyvolat priaznivé
biochemické a fyziologické reakcie za predpokladu, 7e dizka expozicie asila EP je v ramci
limitov tolerancie. Vplyv EP na osud mnohych buniek v organizme je znamy, avSak

prevladajuci mechanizmus jeho interakcie s biologickymi systémami nie je stale uplne jasny.
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[41] U réznych typov buniek cicavcov vratane kmeniovych buniek je dobre preskimana rada

rozli¢nych molekularnych mechanizmov aktivovanych stimulaciou pomocou EP.

AN /\‘ b

Elektricke
\ pole /\.

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

Ako je mozné vidiet' na Obr. 8, EP ovplyviluje v bunkéch radu signalnych drah bunec¢nych
procesov a fyziologickych funkecii. Elektrické pole moduluje hladiny intracelularneho vapnika,
sekundarneho mediatora riadiaceho pocetné bunkové procesy a signalizacné kaskady, ktoré zas
riadia proliferaciu a diferenciaciu buniek. EP mdze tiez ovplyviiovat migraciu buniek,
orientaciu buniek pocas mitdézy ¢i navodit’ riadeni bunkovi smrt- apoptozu. [41; 43]

V nasledujicom texte si vybrané vplyvy EP diskutované podrobnejsie.

2.5.1 Vplyv EP na signalne drahy

Aktivacia signalnych drah je jednym z moznych mechanizmov, ktorym elektricka stimulécia
ovplyviiyje funkciu bunky. Stimulacia pomocou EP moze 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 (MAPKs) su rodinou
serin/treonin kinaz, ktoré sa podielaju na riadeni bunkovych odpovedi na Siroku skalu
extracelularnych signalov vratane EP. [43] Signalna MAPK kaskada predstavuje mechanizmus,
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ktory bunke umoziiuje vnimat extracelularne signaly a reagovat’ na ne vhodnym sposobom.
Sekvencna aktivacia proteinkinaz v tejto drahe sprostredkovava regulaciu spektra biologickych
dejov ako je proliferacia, diferencidcia, metabolizmus ¢i apoptoza v zavislosti na type stimulu
a bunke. [44] U cicavcov su zname tri hlavné MAPK podskupiny, a to JNK, p38 a ERK.
MAPKs lezia v kaskade proteinkindz. MAP kindza je aktivovana niekol'kostupiiovou
fosforylatnou kaskadou kinaz, v ktorej v kazdom kroku predchadzajuca kinaza aktivuje
nasledujicu, pricom aktivovand MAP3K aktivuje MAP2K at4 nakoniec aktivuje MAPK
(Obr. 9). [45; 46]

Fyziologické a environmentalne signaly

A 4

Substrat

Génova expresia

$

diferenciacia, proliferacia, apoptoza a prezitie

Obr. 9: Schéma roznych typov MAPK, intracelularnych enzymov, ktorych aktivacia extracelularnymi
signalmi ovplyvituje bunkovi aktivitu a funkciu. [47]

MAPKs su aktivované prostrednictvom fosforylacie hydroxylu na zvyskoch treoninu
atyrozinu a aktivovana MAPK néasledne moze fosforylovat d’al§ie proteiny v cytoplazme
ajadre. [45; 46] ZvySena MAPK aktivita indukovana EP bola zaznamenana u diferenciacie
leukemickej buneénej linie HL-60. [41] Studie s fibrosarkomom a gliomovymi bunkami
preukazali, ze EP spusta tvorbu peroxidu vodika prostrednictvom aktivacie NADPH oxidazy.
Nadmerna produkcia superoxidu pocas tohto procesu podporuje fosforylaciu ERK, ¢o nasledne
vedie ku MAPK aktivacii, reorganizacii cytoskeletu a migracii. Iné §tadie tiez uvadzaja ucast
MAPK signalnej drahy v galvanotaxii, spolu s d’al$imi bukovymi odpoved’ami na EP. [43]
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2.5.2 Daliie vybrané mozné efekty EP na bunky

Jednym z bezprostrednych ucinkov z hl'adiska bunkovej odpovede na stimulaciu pomocou EP
je zvySenie hladiny intracelularneho vapnika. ZvySenie hladiny sa uskutociiuje dvoma
zakladnymi spdsobmi, a to bud’ privodom Ca* z extracelularneho priestoru cez iénové kanaly
ulozené v plazmatickej membrane, alebo uvolfiovanim Ca®* zvnatornych zisob
v endoplazmatickom retikulu (ER) prostrednictvom Specializovanych receptorov/kanalov na
ER. Vapnikom sprostredkovana signalizacia reguluje mnoho réznych bunkovych procesov a
ovplyviiyje takmer kazdy aspekt zivota bunky. [41]

Membranové ATPazy st schopné absorbovat definované kvanta elektrickej energie
z elektrickych poli so Specifickou frekvenciou a vel'kostou, ¢o mdze byt vyuzité na regulaciu
aktivity membranovych proteinov. Ked aplikované pole zasiahne mitochondridlnu membranu,
moze zvysit aurychlit’ syntézu ATP. Preto by mohol byt kazdy bunkovy proces, ktory je
obmedzeny energetickou dostupnostou vyvazeny aplikovanym elektrickym pradom. ATP je
kriticky ddlezita molekula pre fungovanie prakticky kazdej bunky a jej syntéza a spotreba mdze
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 modzu ovplyviiovat bunkové odpovede, a to zmenou kinetiky alebo
afinity interakcii medzi ligandom a receptorom. [49]

Nedavne vyskumy naznacuju, ze glykolipidy v plazmatickej membrane sa modzu pod
vplyvom EP redistribuovat’ a zhromazd'ovat’ do nanodoménovych Struktar, znamych tiez pod
pojmom lipidové rafty. Nasledna polarizacia raftov vedie ku riadenej migracii buniek. Lin
a spol. nedavno preukazali vznik raftov a bunkovi migraciu riadentt EP. Lipidové rafty sa tiez
mozu podielat’ na mnohych biologickych javoch, ako su axonalne vyrastky nervovych buniek
¢i u hojenia ran a imunitnych reakcii. [50]

Tieto efekty EP boli okrem experimentov na kmefiovych bunkach [41] testované aj na
roznych inych typoch buniek podiel'ajucich sa na hojeni ran, ako su makrofagy, fibroblasty,
epidermalne bunky, baktérie ¢i endotelidlne bunky. Taktiez sa preukazali zmeny v bunkove;j
migracii, proliferacii a orientacii, zvySeni syntézy proteinov a dokonca aj antibakteridlne
ucinky EP. [36]

2.5.3 Liecba zapalu pomocou EP

EP sa vyuziva vliecbe roznych ochoreni spojenych s chronickym zapalom. NajcastejSie
uplatnenie zatial’ nachadza v liecbe chronickych koznych ran. Kozné rany vytvaraja endogénne
EP, ktoré sa zucastiiuje mnohych procesov hojenia ran. Tieto pozorovania viedli k hypotéze, ze
aplikovana elektrickd stimulacia moze podporovat chronické hojenie ran imitaciou
prirodzeného elektrického prudu, ktory sa vyskytuje v koznych zraneniach (Obr. 10). [51]
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Pri aplikovani elektrickej stimulacie in vivo klinické Stidie preukazali priaznivé ucinky na
uzatvaranie rany a rychlost hojenia. Okrem toho, bola zaznamenana aj zvySena angiogenéza,
kontrakcia rany a antibakterialne ucinky. [36]

Ukazalo sa, ze nielen 'udské koza ale aj mozog, svaly, srdce a kosti produkuju prirodzené

elektrochemické signaly. [36]

e
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Obr. 10: Neposkodena koza ma urcity endogénny elektricky potencial, co je spésobené aktivinym
transportom sodikovych ionov cez Na*/K* ATPdzové pumpy v epiderme. NaruSenim epitelu zacne
vplyvom tohto endogénneho potencidalu prechdadzat prid nazyvany ako “prud poranenia“. Tento
potencial o velkosti priblizne 10-60 mV je meratelny v okoli rany cca 2-3 mm a smeruje negativnym
polom ku strede jamy a pozitivnym k jej okrajom, ¢im pritahuje bunky ku rane. Prud je udrZovany vo
vihkom prostredi a prestane pdsobit pri vyschnuti rany. [36; 51]

Okrem chronickych koznych ran sa aplikuje terapia pomocou EP pre liecbu zapalovych
ochoreni ako lupienka, tendinitida, reumatodind artritida [52], osteoartritida i neuritida. [37]
Existuje vSak znacna variabilita vo forme aplikovaného elektrického pola, trvani liecCby, davke

a type rany. [36]
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3 CIEL PRACE

Aj napriek mnozstvu experimentov preukazujucich vplyv elektrického pola na rézne typy
buniek st 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 pdsobenia elektrického pol'a na neutrofilné granulocyty. Za
tymto ucCelom boli vybrané parametre pre vykonanie experimentalnej Casti zobrazené
v nasledujucej schéme.

Y
\ Elh icka /

ektricka

\ stimulacia

/ Inkubécia po réznu dobu \

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

Obr. 11: Schéma zobrazujiica vybrané parametre pre experimentalnu cast prdce.
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4 EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzity material
4.1.1 Biologicky material

V tejto praci bola pouzita krv zdravych darcov, ktora bola odobrata odbornou sestrou v sulade
s etickym povolenim na Biofyzikalnom ustave AV CR, v.v.i. po podpisani informovaného
suhlasu. Krv bola ihned’ spracovana za ucelom zisku neutrofilov.

4.1.2 Pouzité 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, Svaj&iarsko
Lovibond, UK

Nikon, Japonsko

OWON Technology, Cina
SLT, Rakusko

Tecan, Svajciarsko

Stimulacna platforma E-Plate 16

Sonikator HD2070 sonopuls

Prictokovy cytometer BD FACSVerse™

Vodna kipel’ SUB Aqua Pro

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

Centrifuga 5417R, Centrifuga 5804R, Mini Spin Plus
Vodny kupel' SUB Aqua Pro

pH meter pH211 Microprocessor pH Meter

Vortex Lab Dancer vario Yellow Line

Pocitac bunick 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 chemikdlie behom experimentdlnej casti.

Spolocnost, Zem pévodu

Chemikdlia

Abcam, UK

Agfa HealthCare, Belgicko
Aditiva, Ceska republika
Amresco, USA

Braun Melsungen AG, Nemecko
Bio-Rad Laboratories, USA

Cell Signaling Technology, USA

Fluka BioChemika, Svaj&iarsko
Lachema, Ceska republika

Life Technologies, India

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

R&D Systems, USA

Roche, Svaj¢iarsko

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

Ustal'ova¢ G354, Vyvojka G150
Susené odtucnené mlicko

BSA

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

Protilatka: Anti-rabbit [gG-HRP, p38 MAPK,
Phospho-p38 MAPK (Thr180/Tyr182), SAPK/JNK,
Phospho-SAPK/JNK (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

Fosfatazov¢ inhibi¢né tablety (PhosSTOP),
Proteazové inhibicné 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

Acetdtovy pufer
(pH4.4)

Laemmli pufer
(5x koncentrovany)

Lyzacny pufer

NaCl (1,8% roztok)

PBS pufer
(pH7,5)

Roztok TMB
(20 mM)

Roztok H2O2
(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 H>O;
pH upravené na 4,4; uchovavané v chladnicke

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

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

1,8 g NaCl; rozpustené v 100 ml destilovanej vody; prefiltrované cez
filtranu membranu (0,22 um); sterilne rozplnené po 5 ml do
skiumaviek; uchovavané v chladnicke

8,0 g NaCl; 0,2 g KCI; 0,2 g KH2POy; 2,3 g NaHPO4 - 12 H20;
doplnené do 1000 ml destilovanou H>O; pH upravené na 7.,5;
uchovavané pri 4 °C

4.8 mg TMB; 1 ml DMF; uchovavané v chladnicke

38 ul H2O2; 5 ml destilovana H,O

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 spat’ na hodnotu 7,2; pridané 0,94 g
Na;COs3 a pH upravené na 7,3; doplnené do 1000 ml destilovanou
H>O; prefiltrované cez filtratni 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 upravene na 8,3 a doplnené
do 1000 ml destilovanou H2O; pouzivat’ 1krat koncentrovany riedeny
destilovanou H20; uchovéavané pri RT

30,3 g TRIS; 144,9 g glycin; 5 g SDS; pH upravené na 8,3 a doplnené
do 1000 ml destilovanou H2O; pouzivat' lkrat koncentrovany
(100 ml 10krat koncentrovany + 200 ml MeOH + 700 ml destilovana
H»0); 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 H>O; k premytiu membran
pouzivat lkrat koncentrovany riedeny destilovanou H>O;
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 H20; uchovavané
pri 4°C
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1,5M TRIS HCI
pufer (pH 8,8)

5% mlieko
(blokovaci 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 odtucnené 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).

= D

s 7 s plazma + trombocyty
centrifugacia
Bufty coat —_—

" | monocyty + lymfocyty

Histopaque

Histopaque
granulocyty + erytrocyty

Obr. 12: Metoda separdacie neutrofilov je zaloZend na rozdielnej hustote separovanych buniek. Pri
aplikovani odstredivej sily sa Castice pohybujit 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 zmieSana s 10 ml 3% dextranu
v centrifugacnej skimavke a nechand po dobu 45 minut pri RT pre sedimentaciu erytrocytov
na dno skiamavky. Supernatant (buffy coat) bol odobrany a opatrne navrstveny na 10 ml
Histopaque 1077 v skimavke 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, a to pre
vyrovnanie osmolality, nasledované premieSanim Pasteurovou pipetou. Celkovy objem
v skimavke bol doplneny na 45 ml pomocou PBS. Néasledne bola prevedena centrifugacia pri
190g po dobu 10 minut 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 poctu neutrofilov a ich viabilita na
potitadi buniek CASY (Innovatis, Svaj&iarsko). Nakoniec boli neutrofily nariedené v RPMI na
pozadovant koncentraciu 4-10° buniek/ml. Thned po nariedeni nasledovala elektricka

stimulacia.
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4.2.2 FElektricka stimulacia

Jamky stimulacnej platformy (ACEA Biosciences, USA) boli vymyt¢ etanolom denaturovanym
s metanolom a potom eSte trikrat s destilovanou vodou. Izolované anariedené neutrofily
o koncentracii 4:10° buniek/ml boli v mnozstve 100 pl napipetované do jamok stimulacne;
platformy a ponechané 30 minut v inkubéatore 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 a dizke pulzu 100 ms po dobu 10 minut. Boli vkladané pulzy o velkosti elektrického
napatia 10 mV, 100 mV a 1 V (vid’ Obr. 14 ) a ako negativna kontrola sluzili jamky, do ktorych
sa nevpustali ziadne pulzy (0 V). Po tejto stimulacii bola stimula¢na platforma inkubovana po
rozne dlhu dobu pri 37 °C. Spracovanie vzoriek pre analyzy je d’alej uvedené v nasledujucich
kapitolach popisujucich jednotlivé metodologické postupy.

stimulacna
platforma

Obr. 13: Ukazka naadherovanych neutrofilov v jamke stimulacnej platformy zachytena 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 amplitidy bola menend postupne na 10 mV, 100 mVa 1V.

4.2.3 Detekcia proteinov pomocou metody Western blot

Western blot je metoda vyuzivana pre kvalitativne a semikvantitativne stanovenie proteinu vo
vzorke. Pri tejto technike sa zmes proteinov separuje na zaklade molekulovej hmotnosti, pricom
proteiny st nasledne prenesené na membranu. Membrana sa potom inkubuje s protilatkami

Specifickymi pre dany protein, ktoré umoznia jeho vizualizaciu.
4.2.3.1 Pripravavzoriek

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 jamkéch bolo pridanych 100 ul lyza¢ného
pufru, ktory sa nechal pdsobit’ 5 min a nasledne bol odobrany do skiimaviek 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 stanovend 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 H>0, na med'ny kation Cu*. Nasleduje reakcia Cu*
katiénu s kyselinou bicinchoninovou za vzniku fialového komplexu, ktory sa da stanovit
spektrofotometricky, priCom intenzita sfarbenia je priamo tmerna koncentracii proteinov.
Vzorky boli po vyhodnoteni spektrofotometrického merania na pristroji Sunrise (TECAN,
Rakusko) nariedené na priblizne rovnaku koncentraciu, ato 600 pg/ml. Nasledne 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 sposobi narusSenie primarnej, sekundarnej a kvartérnej Struktiry
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 metéda SDS-PAGE, pri ktorej st vplyvom SDS proteiny
denaturované, ziskavaju 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 pg) do jamok gélu, pricom bolo vzdy
do kazdého gélu napipetované aj 3 ul standardu (Thermo Fisher Scientific, USA), ktory sluzil
na aproximaciu velkosti proteinu a monitorovanie separacie. Nasledovalo spustenie
SDS-PAGE (BioRad, USA), pri ktorej doslo ku separacii proteinov podl'a 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 -

0,5 M TRIS pH 6,8 [ml] - 56
Akrylamid 30% [ml] 12 4

SDS 10% [ml] 1.8 1.8
TEMED [ul] 45 45
APS” 10% [pl] 250 250

Ed
APS a TEMED boli do gélu pridavané vzdy ako posledné zlozky

4.2.3.3 Prenos proteinov

Separované proteiny boli prenesené na polyvinylidendifluoridovi membranu pomocou
blotovacieho zariadenia (BioRad, USA), kedy doslo k presunu proteinov z gélu na povrch
membrany pdsobenim jednosmerného elektrického pradu o velkosti 230 mA po dobu
posobenia 2,5 h. Po celu dobu bola aparatira chladena pomocou l'adu a 'adovych blockov.
Nasledne boli membrany blokované umiestnenim do blokovacieho roztoku, aby neskor nedoslo
ku nespecifickej vazbe protilatok na povrch membrany. Blokovanie prebiehalo po dobu 1 h pri
RT na roleri (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 v blokovacom roztoku, pri€om primarna protilatka Specificky
interagovala so skimanym proteinom. Pre odstranenie prebytocnej nenaviazanej protilatky boli
potom membrany premyté trikrat v TBST pufti a nasledne 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 viaziica primarnu protilatku bola
konjugovana s chrenovou peroxidazou. Po inkubacii boli membrany opét trikrat premyté v
TBST pufri. Potom bol na membrany naneseny chemiluminiscenény substrat obsahujtci
luminol. V pritomnosti chrenove] peroxiddzi bol luminol oxidovany, ¢o viedlo ku vzniku
produktu v excitovanom stave. Tento produkt sa stabilizoval uvol'nenim fotonov svetla, ¢o bolo
zaznamenané na radiografickom filme (Agfa, Belgicko). Mnozstvo svetla bolo priamo umerné
mnozstvu chrenovej peroxidazy, a tym teda aj mnozstvu proteinu.

Tab. 5: Riedenie pouzitych protildatok pre dané proteiny.

Detegovany protein Blokovaci roztok  Primdrna protildtka  Sekundarna 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 koncentricia metaloproteiniz MMP9 (gelatinaza) a MMPS
(kolagenaza) uvol'nenych 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 ul primarnej protilatky (capture
antibody) a dosticka bola inkubovana pri RT do druhého diia. Potom bola primarna protilatka
odsatd a premyta premyvacim roztokom (0,05% Tween 20 v PBS) pomocou premyvacky
(SLT, Rakusko). Nasledne boli jamky blokované pridanim 300 ul reagenéného riedidla
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(0,1% BSA v PBS) po dobu 1 h pri RT. Reagenc¢né riedidlo bolo odsaté a dosticka znova
dvakrat premyta premyvacim roztokom. Do jamok bola napipetovana kalibra¢na rada Standardu
a vzorky (supernatanty) v mnozstve 100 ul a dosticka bola inkubovana pri RT po dobu 2 h.
Obsah jamok bol po uplynutom ¢ase odsaty a dvakrat premyty premyvacim pufrom. Potom
bolo do jamdk napipetované po 100 pl sekundarnej protilatky (detection antibody) a ponechané
pri RT 2 hodiny. Po odsati a dvojnasobnom premyti jamok bolo napipetované po 100 pl
Streptavidinu znac¢eného chrenovou peroxidazou (Streptavidin-HRP) a ponechané v tme po
dobu 20 minut pri RT. Po odsati a dvojnasobnom premyti bol do jamdk pridany roztok TMB,
pricom prebehla reakcia (enzym chrenova peroxidaza katalyzovala oxidaciu TMB v
pritomnosti peroxidu vodika), pri ktorej vzniklo modré sfarbenie jamdk. Dosticka sa nechala
este niekol’ko minut pri RT a potom bolo do jamdk napipetované 50 pul 2N H>SOs (stop
solution), ¢o spOsobilo zastavenie reakcie a zmenu modrého sfarbenia na zIté. Nakoniec bola
zmerana absorbancia pri 450 nm.

4.2.5 Stanovenie myeloperoxidizovej aktivity

MPO je lyzozoméalny enzym pritomny v primarnych granulach neutrofilov a behom
degranulacie po aktivacii neutrofilov je uvol'fiovany von z bunky do prostredia. Aktivita MPO
bola stanovovand v supernatantoch pomocou chromogénneho substratu TMB. Princip
stanovenia spociva v oxidacii TMB pomocou MPO za pritomnosti H20O2, pricom vznika
farebny produkt.

Vzorky boli spracované rovnakym spdsobom ako na stanovenie metaloproteinaz pomocou
ELISA (vid sekcia 4.2.4). Nasledne bola pripravena reak¢na zmes pozostavajuca z 1 ml
300 mM octanu sodného, 110 pl 20 mM TMB roztoku a 10 pl 60 mM roztoku H20». Vzorka
o objeme 15 pl bola napipetovana spolu so 105 ul reakénej zmesi do 96-jamkovej dosticky
a ihned’ bola zmerana absorbancia pri 655 nm (Tecan, Svaj&iarsko) v priebehu 2,5 min.

4.2.6 Meranie produkcie ROS

Pre overenie aktivacie neutrofilov elektrickou stimuldciou bola merana produkcia ROS s
vyuzitim proby Amplex Red (N-acetyl-3,7-dihydroxyfenoxazin). Tato proba nema
fluorescencné vlastnosti a az enzymom katalyzovana oxidacia Amplex Red pomocou ROS
produkuje vysoko fluorescencny resorufin (vid® Obr. 15), ktory ma excitaéné maximum pri
563 nm a emisné maximum pri 587 nm. [53]
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Obr. 15: Oxiddacia Amplex Red na resorufin. [54]

Ihned’ po elektrickej stimulacii bola do jamok stimulacnej platformy pridand proba Amplex
Red tak, aby jej koncentracia €inila 0,1 uM. Platforma bola nésledne inkubovana pri 37 °C,
pricom v priebehu 1h, 2h, 3h a 4h bola z jamdk odoberand Cast' supernatantu do
fluorescenc¢nej dosticky, kde bola potom zaznamenavana fluorescencia pomocou fluorimetra
(Tecan, Svajéiarsko). Excitané maximum bolo nastavené na 560 nm a emisné maximum na
600 nm.

4.2.7 Analyza povrchovych markerov pomocou prietokovej cytometrie

Pre skamanie aktivacie neutrofilov bola prevedena analyza markerov, ktoré su pri aktivacii
exprimované na povrch neutrofilov. Analyza bola prevedena pomocou prietokovej cytometrie,
pri ktorej su bunky konjugované s fluorescencne znafenou protilatkou namierenou proti
ur¢itému imunofenotypickému znaku (povrchovému markeru) na povrchu bunky. Pomocou
tohto znaku potom mozu 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 ul) odobraty a jamky boli preplachnuté pomocou PBS. Potom
bolo pridanych 50 pul 10x nariedeného PBS EDTA a ponechané po dobu 5 min posobit’.
Medzicasom boli pripravené polypropylénové skumavky preplachnuté 0,1% zelatinou (pre
blokaciu nespecifickej vazby adherencie neutrofilov) a bolo do nich napipetované 2 ml média
RPMI I Do takto pripravenych skimaviek bolo po uplynuti 5 min pridané po 100 ul 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 1. 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 lade 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 F'adového RPMI.
Vzorky boli umiestnené na I'ad do tmy a o najrychlejSie analyzované pomocou prietokového
cytometra (BD Bioscience, USA).
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4.2.8 Statisticka analyza

Data 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 c¢isel s hypotetickou hodnotou, ktora sa rovna v naSom pripade 100 %. Tato hodnota
nema ziadny rozptyl, pretoze su voc€i nej vztiahnuté ostatné hodnoty v ur€itom dni merania.
V kazdom teste boli data vyjadrené ako priemer + Standardnd chyba priemeru (SEM).
Statisticka vyznamnost' bola definovana pri hodnote P < 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 Detekcia aktivacie MAP kinaz

Hlavnou signalizacnou dréhou, ktora riadi reakcie na externu stimulaciu elektrickym pradom
je aktivacia MAPK signalnej kaskady. [41] Kedze zlozky MAPK signaliza¢nej drahy su
kinazy, detekcia ich aktivacie zahfila stanovenie ich fosforylatného stavu. Pre toto
vyhodnotenie bola pouzitd metoda 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 o znamej molekulovej hmotnosti.
Namerané data vo forme skenu radiografického filmu sa pri tejto metdde este kvantifikuju
s vyuzitim denzitometrického merania. Pomocou neho sa da zistit’ intenzita bendu a vysledkom
je opticka hustota, ktora udava semikvantitativne mnozstvo ziadaného proteinu.

V sucasnosti su zname tri rézne druhy MAP kindz, a to p38, ERK a JNK. Pre vSetky tieto
kindzy bola detegovana ich expresia a fosforylaény stav. Aktivovany stav kindzy bol
preukazany fosforylacnou formou normalizovanou na celkovt hladinu proteinov. Ako je mozné
vidiet na Obr. 16, doslo ku aktivacii MAPK signalizacnej 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 1V

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

Okrem MAP kinazy p38, bol vykonany Western blot aj pre ostatné kinazy z MAPK
signalizacnej kaskady, ato konkrétne u ERK aJNK kinaz pre zistenie ich expresie po
elektrickej stimulécii a taktiez ich fosforylaéného stavu. Vysledky u oboch tychto MAP kinaz
boli negativne, nebola detegovana ziadna expresia, a teda ani fosforylacia. Data preto nie su ani
uvedeng.
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5.2 Stanovenie produkcie metaloproteiniz MMP8 a MMP9

Pre stanovenie uvolfiovania metaloproteinaz MMP8 a MMP9 zo stimulovanych neutrofilov
bola prevedena sendvicova ELISA. Boli pouzité supernatanty zo vzoriek z neutrofilov
o 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 podl'a kalibra¢nej krivky prepocitané na konkrétnu koncentraciu pre jednotlivé
vzorky. Nasledne boli hodnoty vztiahnuté ku negativnej kontrole (100 %), za ktora sa
povazovala vzorka bez ovplyvnenia elektrickymi pulzmi. Ako je mozné vidiet na Obr. 17
hladina enzymu MMP8 bola signifikantnejSie zvySend len pri intenzite vlozeného napétia
100 mV a 1 V. U metaloproteinazy MMP9 je zas mozné pozorovat naznak trendu, ze vlozené
napétie indukovalo uvoltiovanie, avSak detegované rozdiely neboli §tatisticky vyznamné.
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Obr. 17: Hladina produkcie metaloproteinaz stanovend pomocou ELISA v supernatantoch a) MMPS;
b) MMP9. Vzorky boli podrobené elektrickej stimuldcii o roznej intenzite po dobu 10 minut. Ako
negativna kontrola bola urcenda vzorka bez elektrickej stimulacie (100 %) voci ktorej boli ostatné
hodnoty vztiahnuté. Citlivost stanovenia dosahovala u MMP8 rozmedzie hodnét 500 az 4000 pg/ml
a u MMP9 30 az 2000 pg/ml. Kazdy stlpec predstavuje priemer + SEM z experimentov uskutocnenych
v duplikdte; n = 3-4. Statisticky vyznamné rozdiely medzi negattvnou 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
negativnej kontrole (100 %), za ktorti sa povazovala vzorka bez ovplyvnenia elektrickymi
pulzmi. Z vyhodnotenych vysledkov je zrejmé, ze elektrickd stimulacia indukovala mierne
zvySenie uvoltiovania MPO, avSak tieto rozdiely opat’ 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 stimulacie (100 %) voci ktorej boli ostatné hodnoty vztiahnuté. Kazdy
stlpec predstavuje priemer + SEM 7 experimentov uskutocnenych v duplikdte; n = 5.

5.4  Meranie produkcie ROS

Dalsim vyhodnocovanym parametrom bola produkcia radikalov po ovplyvneni buniek.
Analyza bola prevedena s vyuzitim Amplex Red, vysoko Specifického fluorogénneho substratu
pre peroxidazovu aktivitu zavisli na H2O2, pri¢om bola merana fluorescencia s rasticim casom.
Ku ovplyvnenym bunkam bola pridand Amplex Red, pricom v priebehu 4 h bolo odoberané
meédium obsahujuce zoxidovanu Amplex Red, ktora bola umerna mnozstvu vyprodukovanych
radikélov. Vystupom merania bola stredna intenzita fluorescencie (MFI), ktora bola nésledne
vztiahnuta ku negativnej kontrole (100 %) tzn. bez ovplyvnenia. Na Obr. 19 je zobrazené ako
boli radikaly produkované postupne s casom. Je mozné vidiet, ze ich produkcia s ¢asom
stupala. Statisticky vyznamné rozdiely oproti neovplyvnenej kontrole boli zaznamenané pri
ovplyvneni elektrickymi pulzmi o velkosti 10 mV pri ase po 2h,v ¢ase po 3 h to bolo
u pulzov o vel'kosti 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 velkostou 1 V, a to vo vSetkych Casoch merania.
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Obr. 19: Fluorimetrické stanovenie produkcie ROS. Vzorky boli podrobené elektrickej stimulacii
o0 réznej intenzite po dobu 10 minut. Za negativiu kontrolu bola urcend vzorka bez elektrickej stimuldcie
po 1 h (100 %) voci ktorej boli ostatné hodnoty vztiahnuté. Kazdy stlpec predstavuje priemer + SEM
Z experimentov uskutocnenych v duplikdte; n = 3.

5.5 Detekcia citrulinacie histonu H3

Mnoho vyskumov zistilo, ze citrulinacia histonov je ddlezitym molekularnym mechanizmom
pri NETo6ze spojenej s aktivaciou neutrofilov. [55] Pre overenie, ¢i doslo ku citrulinacii histonu
H3 po ovplyvneni elektrickou stimulaciou bola vyuzita metéda Western blot. Z Obr. 20 mozno
usudit, ze elektricka stimulacia indukovala citrulinaciu histonu ako v ovplyvnenych vzorkach,
tak aj v negativne] kontrole bez vyznamnych rozdielov.

citrulinovany
H3 (17kDa)

ov 10mV 100mV v

Obr. 20: Vysledok Western blotu lyzdatov neutrofilov ukazujiici 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 rdadiografického
filmu; n = 3.

5.6  Expresia povrchovych markerov CD11b a CD15

Cielom tohto experimentu bolo zistenie, ¢i vlozené elektrické pulzy zvySia aktivaciu
neutrofilov, ktora sa prejavi zvySenou expresiou povrchovych markerov CD11b a CDI15
predstavujucich molekuly exprimované na povrch neutrofilov pri ich aktivacii. Toto stanovenie
bolo uskutocnené pomocou prietokovej cytometrie. Pri tejto metdode sa najprv na zaklade
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priameho rozptylu svetla, ktory nadm poskytuje informacie o velkosti bunky a bo¢ného
rozptylu, ktory zas dava informécie o granularite bunky vybera ("vygatuju"-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 naslednu analyzu.

Pomocou protilatok znacenych fluorochromom bola vyhodnotend relativna priemerna
intenzita fluorescencie (RFU), ktora predstavuje kol'ko bolo vo vzorke relativneho mnozstva
fluorochromu, 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 skimanych
receptoroch a relativne velka expresia bola zaznamenana bohuzial aj v pripade negativnej
kontroly.
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Obr. 22: Reprezentativne histogramy 7 prietokovej cytometrie zobrazujiuce typické rozloZenie CDI11b
znacenej fluorochromom APC (vlavo), CD15 znacenej pomocou FITC (vpravo).
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Obr. 23: Vysledky z prietokovej cytometrie preukazujuce hladiny povrchovych markerova) CD11b a b)
CD15. Vzorky boli podrobené elektrickej stimulacii o roznej intenzite po dobu 10 minut. Jednotky RFU
boli prepocitané na % negativiej kontroly ku ktorej boli ostatné hodnoty vztiahnuté, pricom ako

negativna kontrola slizila vzorka bez elektrickej stimuldcie (100 %). Kazdy stlpec predstavuje
priemer + SEM 7 experimentov uskutocnenych v duplikate; n = 2.
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6 DISKUSIA

Predlozena diplomova praca pojednava o mechanizme posobenia elektrického pola na
neutrofily, kIiCové bunky neSpecifickej imunity. Na zaklade literatiry [56] boli vybrané
parametre elektrickej stimulacie, o zahriialo pouzitie elektrickych pulzov o frekvencii 1 Hz
a dizke pulzu 100 ms po dobu 10 minit. Velkost vkladaného elektrického napitia dosahovala
hodnét 10 mV, 100 mV a1 V 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 roznymi metédami diskutovanymi nizsie.

Jednou z hlavnych a zaroven najlepSie prestudovanych signalnych drah, ktord zohrava
dolezitd ulohu v mnohych aspektoch imunitne sprostredkovanych zéapalovych odpovedi je
signalna MAPK transduk¢na draha. Tato kaskada je hlavnym signalizaCnym systémom, ktorym
bunky prenésaju extracelularne signaly do bunkového jadra. [44] Behom experimentalnej Casti
bola testovana hypotéza, i elektricka stimulécia aktivuje v neutrofiloch tato signalnu drahu.
Aktivacia sa prejavuje fosforylaciou jednotlivych kindz MAPK drahy. Tieto proteinkinazy
modzu modulovat’ aktivitu inych intracelularnych proteinov pridanim fosfatovych skupin na ich
serin/treonin aminokyseliny. [57] Aktivacia jednotlivych kindz bola skimand pomocou
fosforylatného stavu normalizovaného na celkovy stav kinazy 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
stimulacia nemala ziadny vplyv na aktivaciu tejto kindzy. 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 spdsobené tym, ze aj bunky v kontrolnych jamkach bez
aplikovaného prudu boli aktivované behom procesu ich izolacie a potom hlavne vdaka
adherencii na povrch jamok stimulacnej platformy. Nasledne potom aplikacia EP neindukovala
ziadny d’alsi signifikantny nérast fosforylacie sledovanych MAP kinaz.

V reakcii na mediatory infekcie ¢i zapalu mobilizuji neutrofily intracelularne granuly
auvoltiuju ich kontrolovanym spdsobom v procese znamom pod pojmom degranulacia.
Uvolnenie roznych latok z granul do extracelularneho prostredia pomaha zabijat’ baktérie, ale
za patologickych podmienok sa tieto toxické latky vyluuji do obehu, ¢o moze viest ku
systémovému zapalu a poSkodzovat tak hostitel'ské tkanivo. [58] Bolo preukazané, ze
nadmerna degranulacia neutrofilov je beznym znakom mnohych zépalovych ochoreni. [29]
Jednou zo zloziek tychto granil su metaloproteinazy, proteolytické enzymy schopné
degradovat’ zlozky extracelularnej matrix alebo aktivovat rastové faktory a cytokiny. Su
rozdelené do roznych podskupin podl'a ich substratovej Specifity a molekularnej struktury. My
sme sa zaoberali kolagenazou (MMP8) a gelatinazou (MMP9), ktorych hladina produkcie bola
stanovend pomocou senvicovej ELISA. MMPS je skladovana ako latentny enzym (pro-MMP8)
v §pecifickych granulach a je rychlo uvolfiovana degranulaciou pri aktivacii neutrofilov. [59]
Hladina MMPS8 bola zvySena pri pulzoch o intenzite vlozeného napitia 100 mV a1V so
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Statistickou vyznamnostou. Metaloproteinaza MMP9 skladovana v gelatinazovych granulach
zas zohrava dolezitii ulohu pri extravazacii a migracii neutrofilov vd’aka svojej schopnosti
degradovat’ hlavné zlozky bazalnej membrany. Tato metaloproteinaza je taktiez uvoltiovana
z gelatindzovych granul behom aktivacie neutrofilov. [60] Pocas experimentov bolo
pozorované, ze vlozené napitie nemalo vyraznejsi vplyv na zvySenie hladiny MMP9 oproti
negativne] kontrole, u ktorej bolo zaznamenané dokonca podobné mnozstvo hladiny. Tieto
vysledky naznacuju, Ze nielen mediatory ako fMLP, IL-8 a TNF [60], ale aj elektricka
stimuléacia indukuje uvolnenie tejto metaloproteinazy.

Dalsi proteinovy marker pouZivany pre exocytozu tentoraz primarnych granul je MPO.
Myeloperoxidaza, najabundantnej§i enzym tychto granul, katalyzuje oxidaciu chloridovych
ainych halogenidovych i6nov v pritomnosti peroxidu vodika za vzniku kyseliny chlérnej
a d’alsich vysoko reaktivnych produktov, ktoré sprostredkovavaju ucinné antimikrobialne
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 pozorovanad rovnako vo vSetkych vzorkach vratane negativnej kontroly. Koordinacia
uvolnovania MPO degranulaciou nie je Uplne objasnend, avsak existuju dokazy, ze zvysSené
hladiny ROS a aktivacia p38 MAPK zohravaji v tomto procese vyznamnu ulohu. [61] To
koreluje s vysledkami tejto prace, kedy boli pozorované ako zvySené hladiny ROS a aktivacia
p38 MAPK, tak aj hladiny exocytozy MPO v tych istych vzorkach. MPO je tiez znama ako
hlavna zlozka potrebna pre NETs [62], Co takisto koreluje s vysledkami, ktoré preukazuju
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 aniény a ROS odvodené z tohto
radikalu. Medzi ROS patri napr. hydroxylovy radikal, kyselina chlorna ¢i peroxid vodika. [63]
Kvdli svojej stabilite a membranove] permeabilite sa H>O; zvyCajne voli ako marker pre
kvantifikaciu extracelularneho uvol'tiovania 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 peroxidazovu aktivitu zavisla na H>O»,
pricom bola merana fluorescencia s rasticim ¢asom behom 4 h. S rastucim ¢asom rastla aj
hladina fluorescen¢ného produktu, ¢o znamenalo aj zvysujuicu sa tvorbu H>O. Najvacsi rozdiel
produkcie voci kontrole, ktora bola stanovend pre vzorku bez ovplyvnenia apri 1h, 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 napétia 1 V mal vyraznejsi vplyv na
zvySenie produkcie ROS.
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Dal§im skimanym parametrom behom experimentov bola detekcia tvorby citrulinovanych
histonov, €o je Specifickym ukazovatelom tvorby NETs. Neutrofily iniciuji tvorbu NETs
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
stimulécii neutrofilov. Pre toto otestovanie bola vybrana metoda Western blot. Bolo zistené, ze
elektricka stimulacia indukovala citrulinaciu histonu vo vSetkych ovplyvnenych vzorkach a aj
v negativne] kontrole bez vyznamnych rozdielov. Podobne ako v pripade aktivacie MAP kinaz,
absencia rozdielu medzi kontrolou a stimulovanymi bunkami moze byt spojend s predoslou
aktivaciou buniek spdsobenou ich izolaciou a naslednou adherenciou na platformu. V literatire
sa tiez uvadza, ze citrulinovany histon H3 moze pochadzat nielen z procesu tvorby NETsS, ale
aj z mrtvych buniek [55], takze u stimulovanych neutrofilov nemusela nutne prebehnut
NEToza.

Cielom posledného prevedeného experimentu bolo overenie, ¢i vlozené elektrické napitie
zvysi aktivaciu neutrofilov, ktora sa prejavi zvysenou expresiou povrchovych markerov CD11b
aCDI15. CDI11b je receptor z rodiny integrinov, ktory zohrava doéleziti ulohu pri adhézii
neutrofilov ku endotelialnym bunkam vazbou na adhéznu molekulu ICAM-1. [65] Po aktivacii
neutrofilov sa CD11b translokuje z intracelularneho priestoru do plazmatickej membrany. Tato
zvySena povrchova expresia sluzi ako zaklad pre vysSie spominanu 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. Dali povrchovy marker charakteristicky pre aktivaciu neutrofilov je
sacharidovy antigén CD15, znamy aj pod pojmom Levis X, ligand pre selektiny ucastniace sa
adhézie neutrofilov. [67] Ani u tohto 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 tato
metodu by bolo treba vyrazne zvysit pocet technickych opakovani, aby mohli byt hodnotené
aj takéto malé rozdiely. Taktiez je mozné, ze vysledky ovplyvnili aj mftve bunky, ktoré mohli
byt zahrnuté pri "gatovani" neutrofilov. Dalou moznostou je, e po pridani protilatky proti
danym markerom, pre ktoru st na povrchu neutrofilov receptory, zacali neutrofily fagocytovat’
tuto protilatku z okolia. A preto nastala zvySend 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 skimany stav ich
aktivacie. Bolo preukédzané, ze pouzitad stimulacia mala vplyv len u vlozenych elektrickych
pulzov o velkosti 1 V, a to v pripade produkcie ROS a u degranulacie metaloproteinazy MMP8
pri pulzoch o velkosti 10 mV a 100 mV. V ostatnych pripadoch merania neboli preukazané
ziadne vyznamné rozdiely medzi ovplyvnenymi bunkami aneovplyvnenou 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 vel'mi 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 budticnosti by bolo
potrebné modifikovat experimentalny pristup tak, aby nedochadzalo ku nechcenej aktivacii
neutrofilov. Celkovo mozno zhrnut, ze vyskum vplyvu EP na neutrofily by mohol mat
potencialne vyuzitie v liecbe chronického zapalu, kedy by sa pomocou elektrickej stimulacie
ovplyviiovali mechanizmy, ktoré neutrofily nadmerne vyuzivajui prave pri tomto type ochoreni.

47



ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

(1]
(2]

(3]

(4]

(5]

[6]

(7]

(8]

[9]

[10]

PETR, Jilek. Imunologie. Grada, 2014, 96 s. ISBN 978-80-247-4822-1.

How does the immune system work?. InformedHealth [online]. Cologne, Germany:
Institute for Quality and Efficiency in Health Care, b.r. [cit. 2018-10-29]. Dostupné z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279364/

ASHLEY, Lentz a Freezor ROBERT. Principles of immunology. Nutrition in Clinical
Practice. 2003, 18(6), 451-460. Dostupné také z:
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1177/0115426503018006451

JIRINA, Hoftejsi Vaclav Bartinkova. Zdklady imunologie. Triton, 2009, 320 s. ISBN
9788073872809.

CLARK, Rachael a Thomas KUPPER. Old Meets New: The Interaction Between Innate
and Adaptive Immunity. Journal of Investigative Dermatology. 2005, 125(4), 629-637.
DOI: https://doi.org/10.1111/j.0022-202X.2005.23856.x. ISSN 0022-202X. Dostupné
také z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022202X15324763

PRINYAKUPT, Jaroonrut a Charnchai PLUEMPITIWIRIYAWEJ. Segmentation of
white blood cells and comparison of cell morphology by linear and naive Bayes
classifiers. Biomedical engineering online. 2015, 14, 63-63. DOI: 10.1186/s12938-015-
0037-1. ISSN 1475-925X. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4485641/

BEENHOUWER, David O. Chapter 17 - Molecular Basis of Diseases of Immunity.
Molecular Pathology. San Diego: Academic Press, 2009, s. 291-304. DOL
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-374419-7.00017-2.  ISBN  978-0-12-374419-7.
Dostupné také z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123744197000172

MURPHY, Kenneth, Travers PAUL, Walport MARK a Janeway CHARLES. Janeway's
immunobiology. New York: Garland Science, 2012. ISBN - 978-0815342434.

L., Dean. Blood and the cells it contains. Blood Groups and Red Cell Antigens.
Bethesda (MD): National Center for Biotechnology Information (US), 2005. Dostupné
také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2263/

CHIU, Stephen a Ankit BHARAT. Role of monocytes and macrophages in regulating
immune response following lung transplantation. Current opinion in organ
transplantation. 2016, 21(3), 239-245. DOI: 10.1097/MOT.0000000000000313. ISSN
1531-7013. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4858348/

48


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK279364/
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10
https://doi.Org/10.llll/j.0022-202X.2005.23856.x
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022202X15324763
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4485641/
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-374419-7.00017-2
http://sciencedirect.com/science/article/pii/B97
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK2263/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4858348/

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

ZARBOCK, Alexander. Neutrophil Adhesion and Activation under Flow.
Microcirculation , 2009, 16, 31-42 s. DOIL: 10.1080/10739680802350104. ISSN 1073-
9688. Dostupné také z: http://doi.wiley.com/10.1080/10739680802350104

ROSALES, C. Neutrophil: A Cell with Many Roles in Inflammation or Several Cell
Types?. Front Physiol. 2018, 9, 113. DOI: 10.3389/fphys.2018.00113. ISSN 1664-
042X. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29515456

FURZE, R. C. a S. M. RANKIN. Neutrophil mobilization and clearance in the bone
marrow. Immunology. Nov, 125(3), 281-8. DOI: 10.1111/j.1365-2567.2008.02950.x.
ISSN 1365-2567. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19128361

BORREGAARD, Niels. Neutrophils, from marrow to microbes. 2010, 33, 657-670 s.
DOI: https://doi.org/10.1016/j.immuni.2010.11.011. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21094463

DAMIJANOV, Ivan. ROBBINS AND COTRAN PATHOLOGIC BASIS OF DISEASE,
7TH EDITION. Shock. 2005, 23(5), 482-483. Dostupné také z:
https://journals.lww.com/shockjournal/Fulltext/2005/05000/ROBBINS_AND_COTRA
N_PATHOLOGIC_BASIS_OF_DISEASE,.16.aspx

SUSSAN, Nourshargh. Leukocyte Migration into Inflamed Tissues. 2014, 41(5), 694-
707 s. Dostupné také z: https://doi.org/10.1016/.immuni.2014.10.008

NGUYEN, Giang T., Erin R. GREEN a Joan MECSAS. Neutrophils to the ROScue:
Mechanisms of NADPH Oxidase Activation and Bacterial Resistance. Frontiers in
cellular and infection microbiology. 2017, 7, 373-373. DOI: 10.3389/fcimb.2017.00373.
ISSN 2235-2988. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5574878/

FERENCIK, Miroslav. Imunitni systém: informace pro kazdého. Grada Publishing a.s,
2005, 236 s. ISBN 8024711966.

CICCHETTI, Gregor, Philip G. ALLEN a Michael GLOGAUER. Chemotactic
Signaling Pathways in Neutrophils: from Receptor to Actin Assembly. Critical Reviews
in Oral Biology & Medicine. 2002, 13(3), 220-228.
DOI: 10.1177/154411130201300302. Dostupné také z:
https://journals.sagepub.com/doi/abs/10.1177/154411130201300302

KARENBERG, K., H. HUDALLA a D. FROMMHOLD. Leukocyte recruitment in
preterm and term infants. Mol Cell Pediatr. Dec, 3(1), 35. DOIL: 10.1186/s40348-016-
0063-5. ISSN 2194-7791. Dostupné take z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27778308

KENNY, E. F., A. HERZIG, R. KRUGER et al. Diverse stimuli engage different
neutrophil extracellular trap pathways. Elife. 06, 6. DOI: 10.7554/eLife.24437. ISSN
2050-084X. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28574339

49


http://doi.wiley.com/10.1080/10739680802350104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29515456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19128361
https://doi.Org/10.1016/j.immuni.2010.ll.011
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21094463
https://journals.lww.com/shockjournal/Fulltext/2005/05000/ROBBINS_AND_COTRA
https://doi.Org/10.1016/j.immuni.2014.10.008
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5574878/
https://journals.sagepub.com/doi/abs/10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27778308
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28574339

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

CHACKO, B. K., S. B. WALL, P. A. KRAMER et al. Pleiotropic effects of 4-
hydroxynonenal on oxidative burst and phagocytosis in neutrophils. Redox Biol. 10, 9,
57-66. DOIL: 10.1016/j.redox.2016.06.003. ISSN 2213-2317. Dostupné také z:
https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27393890

URBAN, C. F., S. LOURIDO a A. ZYCHLINSKY. How do microbes evade neutrophil
killing?. Cell Microbiol. Nov, 8(11), 1687-96. DOI: 10.1111/j.1462-5822.2006.00792 x.
ISSN 1462-5814. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16939535

COWLAND, Jack B. a Niels BORREGAARD. Granulopoiesis and granules of human
neutrophils. John Wiley & Sons Ltd, 2016, 273, 11-28 s. Dostupné také z:
https://doi.org/10.1111/imr.12440

LAWRENCE, Shelley Melissa, Ross CORRIDEN a Victor NIZET. Age-Appropriate
Functions and Dysfunctions of the Neonatal Neutrophil. Frontiers in Pediatrics. Shelley
Melissa Lawrence,Pediatrics, Neonatal-Perinatal Medicine,

UCSD,USA slawrence @ucsd.edu, 2017, 5(23). DOI: 10.3389/fped.2017.00023. ISSN
2296-2360. Dostupné také z:

https://www frontiersin.org/article/10.3389/fped.2017.00023

CALAFAT, Jero, Hans JANSSEN, Edward F. KNOL, Johan MALM a Arne EGESTEN.
The bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) is membrane-associated in
azurophil granules of human neutrophils, and relocation occurs upon cellular activation.
Journal of pathology, microbiology and immunology. 2008, 108(3), 201-208. Dostupné
také z: https://doi.org/10.1034/;.1600-0463.2000.d01-45.x

TENG, Tie-Shan, Ai-ling JI, Xin-Ying JI a Yan-Zhang LI. Neutrophils and Immunity:
From Bactericidal Action to Being Conquered. Journal of Immunology Research. 2017,
2017, 14. DOI: 10.1155/2017/9671604. Dostupné také z
https://doi.org/10.1155/2017/9671604

MURAV'EV, R.A., V.A. FOMINA a V.V. ROGOVIN. Gelatinase Granules of
Neutrophil Granulocytes. Biology Bulletin. 2003, 30(4), 317-318. DOI:
https://doi.org/10.1023/A:1024848004025. ISSN 1062-3590. Dostupné také z:
https://doi.org/10.1023/A:1024848004025

LACY, Paige. Mechanisms of degranulation in neutrophils. Allergy, asthma, and clinical
immunology: official journal of the Canadian Society of Allergy and Clinical
Immunology . 2006, 2(3), 98-108. DOIL: 10.1186/1710-1492-2-3-98. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2876182/

GALLUCCI, Stefania, Roberto CARICCHIO a Philip L. COHEN. Cellular Injury and
Apoptosis. The autoimmune diseases. 2014, s. 245-256. Dostupné také z:
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384929-8.00017-4

50


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27393890
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16939535
https://doi.org/10
mailto:slawrence@ucsd.edu
https://www.frontiersin.org/article/10.3389/fped.2017.00023
https://doi.Org/10.1034/j.1600-0463.2000.d01-45.x
https://doi.Org/10.1023/A:1024848004025
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2876182/
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384929-8.00017-4

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

BRINKMANN, V. a A. ZYCHLINSKY. Neutrophil extracellular traps: is immunity the
second function of chromatin? J Cell Biol. Sep, 198(5), 773-83. DOL
10.1083/jcb.201203170. ISSN 1540-8140. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22945932

WANG, L., F. S. WANG a M. E. GERSHWIN. Human autoimmune diseases: a
comprehensive update. J Intern Med. Oct, 278(4), 369-95.
DOI: 10.1111/joim.12395. ISSN 1365-2796. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26212387

KRUGER, Philipp, Mona SAFFARZADEH, Alexander N. R. WEBER et al
Neutrophils: Between host defence, immune modulation, and tissue injury. PLoS
pathogens. 2015, 11(3), 1004651-1004651. DOI: 10.1371/journal.ppat.1004651. ISSN
1553-7374. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4357453/

CHISTIAKOV, D. A., Y. V. BOBRYSHEV a A. N. OREKHOV. Neutrophil's weapons
in atherosclerosis. Exp Mol Pathol. Dec, 99(3), 663-71. DOLI:
10.1016/j.yexmp.2015.11.011. ISSN 1096-0945. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26551083

SELDERS, Gretchen S., Allison E. FETZ, Marko Z. RADIC a Gary L. BOWLIN. An
overview of the role of neutrophils in innate immunity, inflammation and host-
biomaterial integration. Regenerative biomaterials. 2017, 4(1), 55-68. DOI:
10.1093/rb/rbw041. ISSN 2056-3418. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5274707/

HUNCKLER, Jerome a Achala DE MEL. A current affair: electrotherapy in wound
healing. Journal of multidisciplinary healthcare. 2017, 10, 179-194. DOI:
10.2147/JMDH.S127207. ISSN 1178-2390. Dostupné také zZ:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5404801/

ODELL, Robert a Richard SORGNARD PHD. Anti-inflammatory effects of electronic
signal treatment. 2008, 11, 891-907 s.

UD-DIN, S. a A. BAYAT. Electrical Stimulation and Cutaneous Wound Healing: A
Review of Clinical Evidence. Healthcare (Basel). Oct, 2(4), 445-67. DOI:
10.3390/healthcare2040445. ISSN 2227-9032. Dostupné také zZ:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27429287

THAKRAL, Gaurav, Javier LAFONTAINE, Bijan NAJAFI, Talal K. TALAL, Paul
KIM a Lawrence A. LAVERY. Electrical stimulation to accelerate wound healing.
Diabetic foot & ankle. 2013, 4, 1034024022081. DOI: 10.3402/dfa.v4i0.22081. ISSN
2000-625X. Dostupné také z: https:/ www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC3776323/

ZHAO, M. Electrical fields in wound healing-An overriding signal that directs cell
migration. Semin Cell Dev Biol. Aug, 20(6), 674-82. DOI:

51


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22945932
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26212387
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4357453/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26551083
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5274707/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5404801/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27429287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC3776323/

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

10.1016/j.semcdb.2008.12.009. ISSN 1096-3634. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19146969

THRIVIKRAMAN, G., S. K. BODA a B. BASU. Unraveling the mechanistic effects of
electric field stimulation towards directing stem cell fate and function: A tissue
engineering perspective. Biomaterials. Jan, 150, 60-86. DOLI:
10.1016/j.biomaterials.2017.10.003.  ISSN  1878-5905.  Dostupné  také z:
https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29032331

PE, Houghton. Electrical stimulation therapy to promote healing of chronic wounds: a
review of reviews. Dovepress [online]. Chronic Wound Care Management and Research,
2017, 20174, 25-44 [cit. 2019-01-18]. DOL:

https://doi.org/10.2147/CWCMR.S101323. Dostupné z:
https://www.dovepress.com/electrical-stimulation-therapy-to-promote-healing-of-
chronic-wounds-a--peer-reviewed-fulltext-article-CWCMR

LIU, Qian a Bing SONG. Electric field regulated signaling pathways. The International
Journal of Biochemistry & Cell Biology. 2014, 55, 264-268. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.biocel.2014.09.014. ISSN 1357-2725. Dostupné také z:
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272514002969

KESHET, Y. a R. SEGER. The MAP kinase signaling cascades: a system of hundreds
of components regulates a diverse array of physiological functions. Methods Mol Biol.
2010, 661, 3-38. DOI: 10.1007/978-1-60761-795-2_1. ISSN 1940-6029. Dostupné také
z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20811974

ZHANG, Wei a Hui Tu LIU. MAPK signal pathways in the regulation of cell
proliferation in mammalian cells. Cell Research. 03/01/online, 12, 9. DOL:
10.1038/sj.cr.7290105. Dostupné také z: https://doi.org/10.1038/sj.cr.7290105

XU, Bing-e, Fred ROBINSON, Gray PEARSON, Kevin BERMAN, Mahesh
KARANDIKAR, Tara BEERS GIBSON a Melanie H. COBB. Mitogen-Activated
Protein (MAP) Kinase Pathways: Regulation and Physiological Functions®. Endocrine
Reviews. 2001, 22(2), 153-183. DOI:  10.1210/edrv.22.2.0428. ISSN 0163-
769X. Dostupné také z: https://dx.doi.org/10.1210/edrv.22.2.0428

WANG, J. a Y. XIA. Assessing developmental roles of MKK4 and MKK?7 in vitro.
Commun Integr Biol. Jul, 5(4), 319-24. DOIL: 10.4161/cib.20216. ISSN 1942-0889.
Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23060952

TEISSIE, J., B. E. KNOX, T. Y. TSONG a J. WEHRLE. Synthesis of adenosine
triphosphate in respiration-inhibited submitochondrial particles induced by microsecond
electric pulses. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 1981, 78(12), 7473-7477. 1ISSN 0027-8424. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC349290/

52


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19146969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29032331
https://doi.org/10.2147/CWCMR.S101323
https://www.dovepress.com/electrical-stimulation-therapy-to-promote-healing-of-
https://doi.Org/10.1016/j.biocel.2014.09.014
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1357272514002969
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2081
https://doi.org/10.1038/sj.cr.7290105
https://dx.doi.Org/10.1210/edrv.22.2.0428
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23060952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC349290/

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

WOLF-GOLDBERG, Tami, Alexander BARBUL, Nadav BEN-DOV a Rafi
KORENSTEIN. Low electric fields induce ligand-independent activation of EGF
receptor and ERK via electrochemical elevation of H+ and ROS concentrations. BBA -
Molecular Cell Research. 2013, 1833(6), 1396-1408. DOI:
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2013.02.011.

LIN, Bo-Jian, Shun-Hao TSAO, Alex CHEN, Shu-Kai HU, Ling CHAO a Pen-Hsiu
Grace CHAO. Lipid rafts sense and direct electric field-induced migration. Proceedings
of the National Academy of Sciences of the United States of America. 2017, 114(32),
8568-8573. DOI: 10.1073/pnas.1702526114. ISSN 1091-6490. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5559012/

ASHRAFI, M., T. ALONSO-RASGADO, M. BAGUNEID a A. BAYAT. The efficacy
of electrical stimulation in lower extremity cutaneous wound healing: A systematic
review. Exp Dermatol. 02, 26(2), 171-178. DOI: 10.1111/exd.13179. ISSN 1600-
0625. Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27576070

JOHNSON, Mary and Waite Lee and Waite Gabi. Noninvasive treatment of
inflammation using electromagnetic fields: Current and emerging therapeutic potential.
Biomedical sciences instrumentation. 2004, 40, 469-74.

ZHOU, Mingjie, Zhenjun DIWU, Nataliya PANCHUK-VOLOSHINA a Richard P.
HAUGLAND. A Stable Nonfluorescent Derivative of Resorufin for the Fluorometric
Determination of Trace Hydrogen Peroxide: Applications in Detecting the Activity of
Phagocyte NADPH Oxidase and Other Oxidases. Analytical Biochemistry. 1997, 253(2),
162-168. DOL: https://doi.org/10.1006/abio.1997.2391. ISSN 0003-2697. Dostupné také
z: http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0003269797923915

Y AN, Fei, Serene WILLIAMS, Guy D. GRIFFIN, Ramesh JAGANNATHAN, Susan E.
PLUNKETT, Kenneth H. SHAFER a Tuan VO-DINH. Near-real-time determination of
hydrogen peroxide generated from cigarette smoke. Journal of Environmental
Monitoring [online]. 2005, 7(7) [cit. 2019-03-20]. DOI: 10.1039/b502061a. ISSN 1464-
0325. Dostupné z: http://xlink.rsc.org/?DOI=b502061a

LI, Yongqing, Baoling LIU, Eugene Y. FUKUDOME et al. Identification of citrullinated
histone H3 as a potential serum protein biomarker in a lethal model of
lipopolysaccharide-induced  shock.  Surgery. 2011, 150(3), 442-451. DOLIL
10.1016/j.surg.2011.07.003. ISSN 1532-7361. Dostupné také z:

https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC3170094/

HERNANDEZ, Damian, Rodney MILLARD, Priyadharshini SIVAKUMARAN et al.
Electrical Stimulation Promotes Cardiac Differentiation of Human Induced Pluripotent
Stem Cells. Stem Cells International. 2016, 2016, 1-12 s. DOI: 10.1155/2016/1718041.

HOMMES, D. W., M. P. PEPPELENBOSCH a S. J. H. VAN DEVENTER. Mitogen
activated protein (MAP) kinase signal transduction pathways and novel anti-

53


https://doi.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC5559012/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27576070
https://doi.org/10.1006/abio.1997.2391
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S00032697979239
http://xlink.rsc.org/7DOP-b502061a
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC3170094/

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

inflammatory targets. Gut. 2003, 52(1), 144-151. ISSN 0017-5749. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC1773518/

LEY, Klaus, Hal M. HOFFMAN, Paul KUBES, Marco A. CASSATELLA, Arturo
ZYCHLINSKY, Catherine C. HEDRICK a Sergio D. CATZ. Neutrophils: New insights
and open questions. Science Immunology. 2018, 3(30), 4579.

DOI: 10.1126/sciimmunol.aat4579. Dostupné také z:
http://immunology.sciencemag.org/content/3/30/eaat4579.abstract

ZAMPINI, R, M. E. ARGARARAZ, D. C. MICELI a S. A. APICHELA. Detection of
the matrix metalloproteinases MMP-2 and MMP-9 and tissue inhibitors of
metalloproteinases TIMP-1 and TIMP-2 in llama (Lama glama) oviduct. Reprod Domest
Anim. Jun, 49(3), 492-8. DOL: 10.1111/rda.12317. ISSN 1439-0531. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24750476

NAGAOKA, I. a S. HIROTA. Increased expression of matrix metalloproteinase-9 in
neutrophils in glycogen-induced peritoneal inflammation of guinea pigs. Inflamm Res.
Feb, 49(2), 55-62. DOI: 10.1007/s000110050559. ISSN 1023-3830. Dostupné také z:
https://www .ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10738943

KHAN, Amjad A., Mohammed A. ALSAHLI a Arshad H. RAHMANL
Myeloperoxidase as an Active Disease Biomarker: Recent Biochemical and Pathological
Perspectives. Medical sciences (Basel, Switzerland). 2018, 6(2), 33. DOLI:
10.3390/medsci6020033. ISSN 2076-3271. Dostupne také zZ:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC6024665/

METZLER, Kathleen D., Tobias A. FUCHS, William M. NAUSEEF et al.
Myeloperoxidase is required for neutrophil extracellular trap formation: implications for
innate immunity. Blood. 2011, 117(3), 953. DOIL 10.1182/blood-2010-06-
290171. Dostupné také z: http://www.bloodjournal.org/content/117/3/953.abstract

WINTERBOURN, Christine C., Anthony J. KETTLE a Mark B. HAMPTON. Reactive
Oxygen Species and Neutrophil Function. Annual Review of Biochemistry. 2016, 85(1),
765-792. DOI: 10.1146/annurev-biochem-060815-014442. ISSN 0066-4154. Dostupné
také z: https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-060815-014442

BRINKMANN, Volker, Ulrike REICHARD, Christian GOOSMANN, Beatrix
FAULER, Yvonne UHLEMANN, David S. WEISS, Yvette WEINRAUCH a Arturo
ZYCHLINSKY'. Neutrophil Extracellular Traps Kill Bacteria. Science. 2004, 303(5663),
1532. DOI: 10.1126/science.1092385. Dostupné také z:
http://science.sciencemag.org/content/303/5663/1532.abstract

KIM, Donghyuk a Christy L. HAYNES. The role of p38 MAPK in neutrophil functions:
single cell chemotaxis and surface marker expression. The Analyst. 2013, 138(22), 6826-
6833. DOI  10.1039/c3an01076g. ISSN  1364-5528. Dostupné také z:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC3867262/

54


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC1773518/
http://immunology.sciencemag.Org/content/3/30/eaat4579.abstract
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24750476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10738943
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC6024665/
http://www.bloodjournal.Org/content/117/3/953.abstract
https://doi.org/10.1146/annurev-biochem-060815-014442
http://science.sciencemag.org/content/303/5663/1532.abstract
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC3867262/

ZOZNAM POUZITYCH ZDROJOV

[66]

[67]

ABDEL-SALAM, Bahaa K. A. a Hossam EBAID. Expression of CD11b and CD18 on
polymorphonuclear neutrophils stimulated with interleukin-2. Central-European journal
of immunology. 2014, 39(2), 209-215. DOI: 10.5114/ceji.2014.43725. ISSN 1426-3912.
Dostupné také z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4440019/

NAKAYAMA, F., S. NISHIHARA, H. IWASAKI et al. CD15 Expression in Mature
Granulocytes Is Determined by 1,3-Fucosyltransferase IX, but in Promyelocytes and
Monocytes by 1,3-Fucosyltransferase 1V. 2001, 276, 16100-6 s. DOI:
10.1074/jbc.M007272200.

55


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/PMC4440019/

ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

APC alofykokyanin

APS peroxodisiran amonny

AR Amplex Red

ATP adenozintrifosfat

BSA bovinny sérovy albumin

BPI baktericidny protein zvySujuci permeabilitu
GM-CSF faktor stimulujtci kolonie granulocytov a makrofagov
DNA deoxyribonukleova kyselina

DTT ditiotreitol

EDTA etyléndiamintetraoctova kyselina

EGFR receptor epidermalneho rastového faktora
ELISA enzymova imunoanalyza

EP elektrické pole

ER endoplazmatické retikulum

ERK kinaza regulovana mimobunkovym signalom
EtOH etanol

FITC fluorescein izotiokyanat

fMLP N-formylmetionin-leucyl-fenylalanin
HEPES 4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina
HRP chrenova peroxidaza

ICAM-1 medzibunkové adhézna molekula 1

IL-1P interleukin 1 beta

IL-8 interleukin 8

kDa kilodalton

(jednotka predstavujuca molekulovu hmotnost 1000 daltonov)

LFA-1 antigén suvisiaci s lymfocytovou funkciou
LPS lipopolysacharid

Mac-1 makrofagovy antigén 1

MAPK mitogénom aktivovana proteinkinaza
MeOH metanol
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MFI
MMPS
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

stredna intenzita fluorescencie (mean fluorescence intensity)
metaloproteinaza medzibunkovej hmoty 8
metaloproteinaza medzibunkovej hmoty 9
myeloperoxidaza

neutrofilné extracelularne pasce

bunka-prirodzeny zabijac

nesteroidné protizapalové lieky

neutrofilné serinové proteazy

peptidylarginindeiminazy

fosfatovy pufer

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

polymorfonuklearne leukocyty

fenylmetylsulfonyl chlorid

proteinkinaza o velkosti 38 kDa

relativna intenzita fluorescencie (relative fluorescence intensity)
izbova teplota

dodecylsiran sodny

elektroforéza v polyakrylamidovom géli v pritomnosti
dodecylsiranu sodného

Standardna chyba priemeru (standard error of the mean)
Tris pufer s pridavkom Tween 20

N,N,N' N'-tetrametyletylénediamin

faktor sposobujtci nekrézu nadoru

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

polysorbat 20
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