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1 Teoreticky uvod

1.1 Zanét

Zanét je koordinovand lokalni obrannd reakce organismu vyvoland mikrobidlni infekci ¢i
poranénim tkané v téle vyssich obratlovcl a predstavuje kriticky mechanismus pro preziti (Liu et
al., 2017). Tento proces je energeticky velmi narocny. Hlavni funkci zanétu je eliminovat infekeci,
opravit poskozenou tkan a vratit organismus do stavu homeostazy (Barton, 2008). Imunitni systém
reaguje na poSkozeni tkan€, kdy dochazi ke spusténi multifaktorialni sit¢ chemickych latek, které
iniciyji a udrzuji reakci organismu tak, aby dokazal vylécit postizenou tkan (Liu et al., 2017). Cely
proces je velmi presné€ regulovany, protoze naruSeni rovnovahy tohoto mechanismu muaze vést k

poskozeni tkan€ nebo ke vzniku chronického zanétu (Kevin J. Tracey, 2002).

Mezi spoustéce, které vyvolaji zanétlivou reakci patii poSkozeni tkané, infekce patogennimi
mikroorganismy nebo tkanovy stres. Kazdy z téchto spoustéci predstavuje odliSny stres pro

imunitni systém hostitele (Barton, 2008).

Imunitni systém je tvofen dvéma spolupracujicimi vétvemi. Vrozend imunita pouziva invarianti
receptory k detekci a signalizaci mikrobialni infekce, tyto signaly maji dvé hlavni funkce: spustit
zanétlivou kaskadu, ktera pomaha omezit infekci a aktivovat adaptivni imunitni systém. Adaptivni
imunita spociva ve tvorbé malého mnozstvi mikrobialné specifickych lymfocytt, coz je proces
velice ucinny a specificky. Je ale podminén né€kolika dny, nez se plné rozvine, proto
charakteristické znaky zanétu jsou zarudnuti, teplo, otok, bolest, které souvisi s rozpoznavanim
vrozeného imunitniho systému (Barton, 2008, Kevin J. Tracey, 2002). Zanétliva odpoveéd na
infekci se da rozdélit do Ctyt ruznych fazi: rozpoznani infekce, rekrutaci bunék do mista infekce,

eliminace zdroje zahrnujici vyfeSeni zanétu a navrat k homeostaze (Barton, 2008).

Kdyz imunitni butiky narazi na patogen, uvadi do pohybu lokalni zanétlivou reakci, ktera zamezi
rozSiteni infekce. To zahmuje predevSim aktivaci a migraci leukocytd (neutrofily, monocyty,
eozinofily) z cévniho systému do mist poskozeni. (Belgiovine et al., 2016; Liu et al., 2017). Tyto
kroky zahrnuji aktivaci a zvySenou expresi Clenu selektinové rodiny adhezivnich molekul
(L-,P-,E- selektin). Dochazi k sekreci chemokinu, které rekrutuji specifické populace leukocyt a
efektorové bunky. Ty pak urcuji pfirozené prostiedi pro vyvoj zanétlivé reakce (Liu et al., 2017).
Uspé&sné vyieseni zandtlivé reakce je zalozeno na fadé faktort. Na bun&ené urovni je tieba snizit

pocet imunitnich bunék v misté zanétu, na makroskopické urovni je tfeba obnovit integritu tkané



pomoci aktivace tkanové rezidentnich bunék, které zahaji reparaci a navrat k homeostazi (Schett
& Neurath, 2018). Obnova homeostaze a zdravi je podminéna tim, ze je zanét regulovan
protizanétlivymi reakcemi, které musi byt rychlé, reverzibilni, lokalizované, adaptivni na zmény a
integrovany nervovym systémem (Kevin J. Tracey, 2002). Schopnost rychle reagovat na zanétlivou
invazi musi byt v rovnovaze se schopnosti zdrzet se reakce. Oboji maze zpusobit nezadouci stav
v organismu, nadmérna imunitni reakce mize vyvolat autoimunitni onemocnéni. Pokud se zanét
roz§ifi do krevniho obéhu dochazi k sepsi az septickému Soku. Zanétliva reakce muze byt
v kone¢ném dusledku nebezpecnéjsi nez samotny stimulus, ktery ji vyvolal (Kevin J. Tracey, 2002;
Carl Nathan, 2002, Suzuki, 2019). Pficiny, fyziologicky ucel a patologické dusledky zanétu jsou
shrnuty v Obr.1.

Spousteéc zanétu Poskozeni tkané

Tkanovy stres a

Infekce porucha funkce
i <)
Zanet )
Fyziologicky ucel / \
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sepse a /nebo rust nadoru

Obr.1: Priciny, fyziologické a patologické dusledky zanétu, upraveno podle Medzhitov, 2008



1.1.2 Pruabéh reakce pri akutnim zanétu
Akutni zanétliva reakce zpusobena infekci nebo posSkozenim tkan€, vyvolava koordinovany piisun

krevnich slozek do mista infekce nebo poskozeni. Receptory pro rozpoznavani vzorci (PRR) jsou
proteiny cirkulujici v krvi nebo jsou exprimovany na receptorech bunék vrozené imunity. Patogeny
vstupujici do t€la kazi, peroralné nebo vdechnutim jsou rozpoznavany pomoci PRR
prostfednictvim molekularnich vzorcti asociovanych s patogenem (PAMPs), které vyvolavaji

zanétlivou reakci (Medzhitov, 2008, Brannon et al., 2022).

U mikrobialni infekce dojde ke spusténi receptori vrozené imunity jako jsou Toll-like receptory
(TLR) a NOD (nucleotide-binding oligomerization-domain protein) -like receptory (NLR).
Pocatecni rozpoznani infekce je zprostredkovano rezidentnimi makrofagy, dendritickymi butikami
(DC) a neutrofily, které jsou prvnimi bunikami interagujicimi s invazivnimi patogeny (Medzhitov,
2008, Brannon et al., 2022). Aktivované makrofagy a DC funguji jako antigen prezentujici butiky
a fagocytuji cizorodé latky a télesa, dale migruji do lymfatickych uzlin, kde prezentuji antigen

lymfocytim (Brannon et al., 2022).

Po aktivaci jsou makrofagy hlavnim zdrojem rustovych faktori a cytokinu, které ovliviuji
endotelialni, epitelialni a mezenchymalni buiiky v mistnim mikro-prostfedni (Mantovani et al.,
2008). Aktivované endotelové butiky uvolfiuji zanétlivé cytokiny, napt.: tumor nekrotizujici faktor
(TNF) a interleukiny (IL-1, IL-6, IL8 a IL.-12) (Brannon et al., 2022). Bezprostfedné poté dochazi
k vyvolani lokalni zanétlivé reakce, kdy se do mista se dostavaji plazmatické proteiny a neutrofily.
Neutrofily lokalizuji zanét na zaklade uvolfiovanych cytokint a chemokint a poté se pomalu vali
podél endotelu a pomoci regulovanych molekul selektinu exprimovanych na povrchu endotelu
lokalizuji pfesnou polohu zanétu. Po dosazeni zanétlivého mista se zvysi exprese integrinii na
endotelu, ktery se pevné pfilne k neutrofilim prostfednictvim LFA1, ¢imz iniciuje transmigraci.
Dale aktivované neutrofily vylucuji na svém povrchu selektiny (P-selektin a L-selektin) (Brannon
et al., 2022). Kusmrceni patogent pouzivaji neutrofily né€kolik mechanismt napf.: uvoliiovani
reaktivnich forem kysliku (ROS), reaktivnich forem dusiku (RNS) nebo produkci extracelularnich
pasti neutrofild (NET) (Barton, 2008; Medzhitov, 2008, Brannon et al., 2022). Tyto latky vSak
nedokazi rozli§it mezi neptatelskou a hostitelkou tkéani, a proto dochéazi k poskozeni mistni tkang,
kterému nelze zabranit. Po zadrzeni infekce dojde pomoci apoptotickych neutrofila k rekrutaci
monocytd a bunék adaptivni imunity, aby zahajily zanétlivou reakci. Usp&$na akutni zanétliva

reakce vede k eliminaci puvodct zanétu a drazdivych latek, které jsou z téla organismu odstranény



(Medzhitov, 2008, Brannon et al., 2022). Nasleduje reparace tkan¢, ktera je fizena predevs§im

makrofagy sidlicimi v mistni tkani a rekrutovanymi makrofagy (Medzhitov, 2008).

Existuji také zanétlivé stavy zptsobené sterilnim onemocnénim bez patogennich pficin. Jedna se o
mechanicka poskozeni, vznik krevnich srazenin nebo chemické drazdivé latky, které zpusobi
poskozeni na bunécné nebo tkanové arovni, coz muze iniciovat uvoliiovani molekularnich vzorct
asociovanych s poskozenim (DAMPs). Na uvolnéné DAMPs reaguji rezidentni imunitni bunky,
coz vede k produkci zanétlivych cytokini (TNF a IL-1). I pfesto, ze neni pfitomen patogen,
neutrofily pouzivaji stejnou taktiku k potlaceni zanétlivé reakce, nadmérné uvoliiovani ROS a NET
muize zpisobovat poskozeni v okolnich burikach hostitele, coz mtize vést k dalsich patologickym

stavim (Brannon et al., 2022).

Pokud se nepodati zanétlivou reakci patogen ¢i sterilni onemocnéni odstranit, zanétlivy proces
pretrvava. Méni svou charakteristiku, kdy neutrofily jsou nahrazeny makrofagy, v ptipadé infekce
i T-lymfocyty. Kdyz i tento systém selze, vznika chronicky zanét, ktery muze byt dusledkem

dalSich pfi¢in poskozeni tkan€ a vzniku mnoha onemocnéni (Barton, 2008; Medzhitov, 2008).

1.1.3 Chronicky zanét

Chronické zanétlivé stavy jsou spojeny s pretrvavajicimi fyziologickymi reakcemi, které mohou
vést k degradaci tkani a riznym onemocnénim. Ke vzniku chronického zanétu prispiva vice faktort
v€etné uvolniovani zanétlivych mediatorti, produkovanymi imunitnimi i neimunitnimi bufikami

(Liu et al., 2017). V chronickém zanétu vsak hraji roli predevsim aktivované makrofagy.

Chronicky zanét podporuje vznik mnoha onemocnéni, mezi které mohou patfit kardiovaskularni
onemocnéni, neurodegenerativni onemocnéni, metabolicky syndrom ¢i autoimunitni onemocnéni.
Mezi potencialni piiciny vzniku chronickych onemocnéni patii: hromadéni starnoucich bunék,
pretrvavajici infekce, aktivované makrofagy, nerovnovaha mezi pro- a proti-zanétlivymi

mediatory, genové mutace, epigenetické modifikace nebo Spatny zivotni styl (Liu et al., 2017).

Rizikové faktory zivotniho prostiedi a zivotniho stylu (Obr.2) mohou podporovat vznik
systémového chronického zanétu (SCI). Ten muZe vést k nékolika onemocnénim, které predstavuji

hlavni pfi€iny umrti na celém svété (Furman et al., 2019).
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Obr.2: Piiciny chronického systémového zanétu, upraveno podle Furman et al., 2019

Mezi nejCastéjsi spoustéCe patii chronické infekce, fyzicka neinnost, obezita, stfevni dubidza,
nevhodna strava, socialni izolace, psychicky stres, poruchy spanku, naruseny cirkadialni rytmus
nebo expozice k xenobiotikim (Obr.2). Mezi disledky SCI patii metabolicky syndrom, diabetes
mellitus druhého typu, chronické onemocnéni ledvin, nealkoholické ztu¢néni jater (NAFLD),
kardiovaskularni onemocnéni, neurodegenerativni poruchy, autoimunitni onemocnéni ¢i rakovina

(Furman et al., 2019).

Metabolicky syndrom je patologicky stav, pti kterém zanétlivé buriky pronikaji do tukové a jinych
tkani, kde se hromadi. Prozanétlivé mediatory (cytokiny) jsou nadmérné vyluCovany zanétlivymi
buitkami a vedou k rozvoji ateroskler6zy. Pokud dojde k chronickému ovlivnéni cév, dochazi

k degradaci tkani nebo dysfunkeci jinych organt (Suzuki, 2019).

Mezi autoimunitni zanétlivé nemoci patfi chronicka stfevni onemocnéni jako je Crohnova choroba
nebo ulcerdzni kolitida, ty postihuji distalni cast tenkého nebo tlustého stfeva. Dale pak
revmatoidni artritida, ktera je nejzavaznéjsim zanétlivym onemocnénim kloubt (Schett & Neurath,

2018).

V prabéhu zanétu ziskavaji dulezitou roli makrofagy, a to bud’ zasadni pro- nebo proti-zanétlivou

funkci. Jejich fyziologicka zména je zalozena na vnitinich 1 vnéjSich mechanismech, které ovliviiuji



prepinani funkce makrofagi a mohou pfedstavovat novy koncept v feSeni 1écby chronickych

zanétu (Schett & Neurath, 2018).

1.2 Makrofagy

Makrofagy jsou bunky imunitniho systému, které predstavuji jeden ze zakladnich kament
pfirozené imunity. Uplatiuji se jako antigen prezentujici buiky a fagocyty.
Jedna se o multifunk¢ni typ bunék, ktery je pfitomny ve vétsin€ tkani u obratlovcd. Hraji roli ve
vSech aspektech biologie organismu, at’ uz se jedna o vyvoj, homeostazu, opravy tkani nebo
imunitni reakce na patogeny. Vét§inou jsou v organismu jiz v pribéhu embryogeneze, u dospélych
savcu se nachazeji ve vSech tkanich. Makrofagy vykazuji funk¢ni a morfologickou rozmanitost tak,

Ze neustale méni svij funkéni stav v reakci na zmeénu fyziologie (Wynn et al., 2013).

Makrofagy se vyvijeji béhem embryogeneze, kdy vznikaji ze zloutkového vacku erytro-myeloidni
progenitory (EMPs), které kolonizuji embryonalni tkané€ a diferencuji se na tkafoveé specifické
makrofagy jiz v prubéhu téhotenstvi (Mass et al., 2023). V postnatalnim vyvoji vznikaji monocyty
ze spole¢né hematopoetické kmenové buiiky (HSC) pochéazejici z kostni dfené. Prochazeji mnoha
diferencia¢nimi kroky, nasledné jsou uvoliiovany do periferni krve, odkud putuji do tkani, kde
doplnuji populace tkanovych makrofagt (Gordon & Taylor, 2005, Mosser & Edwards, 2008, Mass
et al., 2023).

Makrofagy 1ze rozdélit do dvou skupin podle ptivodu (Obr.3.)

- Prenatalni vyvoj
o Ze zZloutkového vacku
o Z fetalnich jater
- Postnatalni vyvoj
o Z kostni dfené — diferenciace monocytu, ktera dava vzniknout dvéma fenotyptim

monocytu a tkanove specifickym makrofagim (Obr.3)



Prenatalni puvod Postnatalni puvod

e ’\
-
>

ta1ni iaterr S ¢ - noatické  Ba¥né mveloidn
SRR Fetalni jaterni , Monocyty Kostni dfen Hematopoetické Bézne myeloidni Monocyty
monocyty Zloutkového vacku buriky progenitorové
L ] bunky
Tkanove specifické makrofagy
: A : Makrofag
angerhansov . veolamn é Cervené Aetalofilic
Osteoklasty Mikroglia Langerhansovy Kupfferovy Alveolami Bil e b marghtaini  Metalofilicky
. . bufiky > makrofagy makrofégy makrofagy 4 makrofag
burky A v - zony v
Kosti CNS Kuze Jatra Plice Slezina

Obr.3: Pavod makrofagt, upraveno podle (Mosser & Edwards, 2008)

Tkanove specifické makrofagy, které se od sebe 1isi, jak morfologicky, tak funkéné v zavislosti na
typu tkané, kde se nachazeji, vznikaji vlivem lokalnich cytokint a dalSich faktort. Z toho divodu
se nazyvaji i raiznymi jmény (Obr.3) (Kadomoto et al., 2022). Osteoklasty uvoliuji mineraly z kosti
do krve, mikroglie zajistuji imunitni dohled v mozku, Langerhansovy buiky interaguji s
T-lymfocyty v kazi, Kupfferovy buriky v jatrech se podileji na likvidaci mikrobt a odpadnich latek
jako jsou bunécné zbytky z krevniho ob&hu, alveolarni makrofagy v plicich slouzi jako obrana proti
inhalovanym patogenim a makrofagy ve slezin€ jsou zodpovédné za odstrafiovani starych

cervenych krvinek (Davies et al., 2013; Mosser & Edwards, 2008; Pei & Yeo, 2016).

1.2.1 Funkce makrofagu
Makrofagy hraji zasadni roli pfi likvidaci patogent, apoptotickych bunék a bunécnych zbytku. Jsou

strategicky rozmistény po celém téle, aby detekovaly invazi mikrobialnich patogenti. Makrofagy
detekuji endogenni signaly nebezpeci, které jsou pritomny v Castech nekrotickych bunék. Pro
ucinnou detekci infekce jsou makrofagy vybaveny fadou receptord, které umoziiuji rozpoznavani
opsonizovanych patogenu prostiednictvim PRR, komplementu nebo Fcy receptorti (FcyRs). Mimo
to jsou makrofagy hlavnim zdrojem senzorickych proteind, jako je slozka komplementu C1q, ktera

po navazani na opsonizované patogeny spousti prozanétlivou kaskadu komplementu. Makrofagy



tak 1ze povazovat za jeden z primarnich senzorti nebezpeci v téle obratlovci (Hou et al., 2023;

Mass et al., 2023; Mosser & Edwards, 2008).

Aktivované makrofagy migruji do mist infekce a uvolfiuji do svého okoli latky, které piispivaji
k likvidaci patogent, coz pak muze vyvolat akutni nebo chronicky zanét (viz kapitoly 1.1.2 a 1.1.3).
Signalizacni latky muazeme rozdélit na enzymy (proteolytické, antibakterialni), chemokiny,
cytokiny — at’ uz prozanétlivé (IL-13, TNF-a, IL-6) nebo protizanétlivé (IL-10, TGF-B) (Gordon,
2003).

V nepftitomnosti infekce se makrofagy diky svému prostorovému rozmisténi v organech dostavaji
do centra pozornosti a odstranuji potencionalni infekce, které by mohly vyvolat zanétlivé nebo
imunitni reakce. To zahrnuje pfedevSim odstraiiovani odumirajicich bun¢k, které vznikaji pii
procesu pozitivni nebo negativni selekce v imunologickych organech jako je brzlik, slezina, kostni
dren a lymfatické uzliny. Neschopnost makrofagt v¢as odstranit apoptotické buriky ma za nasledek
prechod od apoptozy k nekroze nebo nekroptéze (imunogenni forma bunécné smrti), ktera muze

skoncit vyvolanim tkanového zanétu (Mass et al., 2023).

1.2.2 Subpopulace makrofagi
Od objevu makrofagt se predpokladalo, ze existuje jen jeden typ, vysledky poslednich let ale

ukazuji, ze existuje vice podtypu makrofagti. Makrofagy mohou byt polarizovany na klasicky
aktivované (M1) a alternativné aktivované (M2), kdy makrofagy M2 se d¢li na podkategorie M2a,
M2b, M2c a M2d. Tyto makrofagy se lisi svymi povrchovymi markery, vylu€ovanymi cytokiny a
biologickymi funkcemi viz. Obr.4. Makrofagy M1 jsou povazovany za prozanétlivé a M2 za

protizanétlivé, nicméné M1 makrofag se miize zménit na M2 a naopak.
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Obr.4: Shrnuti rozdilu mezi makrofagy M1 a M2, jejich povrchovymi markery, vylu¢ovanymi
cytokiny a biologickymi funkcemi, upraveno podle Yao et al., 2019

1.2.2.1 Makrofagy M1
Klasicky aktivované makrofagy M1 se podileji na obrané proti bakterialni a virové infekci a na

zabijeni zhoubnych nadorovych bunék. Fenotyp M1 je iniciovan z klidového stavu makrofagu,
které¢ jsou zodpoveédné za odpovéd na PAMPs. Po aktivaci lipopolysacharidem (LPS) a Thl
cytokiny (pfedevsim IFN-y) se makrofagy polarizuji na makrofagy M1 a vyznacuji se povrchovymi
znaky TLR-2, TLR-4, CD80, CD86, iNOS a MHC-II. Tyto bunky uvoliuji razné cytokiny a
chemokiny (napf.: TNF-q, IL-10, IL-1p, IL-6, IL-12, CXCL9 a CXCL10), které poskytuji pozitivni
zpétnou vazbu nepolarizovanym makrofagim. Tyto faktory meéni vice nepolarizovanych
makrofagu do stavu M 1. Exprese M1 gent reguluje klicové transkripéni faktory, jako jsou STATI,
STATS, IRF3 a IRF5 (Chanput et al., 2013; Kadomoto et al., 2022; Mantovani et al., 2005; Yao et
al., 2019). M1 makrofagy se tak podili na udrzovani homeostaze v téle pomoci podpory zanétu,coz
zajistuje obranu proti infekci, ale i1 proti nadorovymi buiikdm (Belgiovine et al., 2016; Qiu et al.,

2019).



1.2.2.2 Makrofagy M2
K polarizaci M2 dochazi v reakci na Th2 cytokiny IL-4, IL-13, IL-10, IL-33 a TGF-f. Makrofagy

M2 lIze identifikovat podle exprese povrchovych molekul, jako jsou manitolovy receptor, CD206,
CD163, CD209, FIZZ1. M2 makrofagy vykazuji vyssi expresi cytokini a chemokint, jako jsou
IL-10, TGF-B, CCL1, CCL17, CCL18 a CCL22, které dale smétuji nepolarizované makrofagy k
polarizaci do stavu M2. Kli¢ové jsou transkripéni faktory STAT6 a IRF4, regulujici expresi M2
genll. M2 makrofagy pfispivaji k procesu prevence infekci, obnové tkani, angiogenezi a
imunomodulaci, hraji roli pfi infekci parazity, tlumi zanét, alergii a maji vliv na progresi nadort

(Bashir et al., 2016; Biswas & Mantovani, 2010; Chanput et al., 2013; Yao et al., 2019)

Makrofagy M2 lze dale rozdélit do nékolika dalSich podskupin M2a, M2b, M2c a M2d, které maji

specifické funkce v téle organismu (Obr.5).
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Obr.5: Shrnuti rozdild mezi subpopulacemi M2 makrofagii — M2a, M2b, M2c a M2d, na zakladé

povrchovych markert, produkce cytokint a funkce, upraveno podle Yao et al., 2019

1.2.2.3 Makrofagy M2a
Diferenciace na tuto populaci je stimulace cytokiny IL-4 nebo IL-13 a vyznacuje se zvySenou

expresi cytokind TNF-q, IL-1a, IL-1pB, IL-6, IL-12 a chemokinid CXCL-9, CXCL-10, CXCL-11.
M2a makrofagy zvysuji endocytickou aktivitu, podporuji riist bunek, obnovu tkani a maji obecné

protizanétlivé ucinky (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Yao et al., 2019).
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1.2.2.4 Makrofagy M2b
Makrofagy M2b jsou aktivovany pomoci kombinované expozice imunokomplexu a agonisti TLR

a IL-1p (Wang et al., 2019). Uvolfiyji pro- i proti- zanétlivé cytokiny jako jsou TNF -a, IL-1[,
IL-6 aIL-10. Na zaklad¢ exprese cytokini a chemokinii M2b makrofagy reguluji intenzitu imunitni
a zanétlivé reakce. Podporuji diferenciaci Th2 bunék, rozvoj nadora a parazitarnich, bakterialnich
a plisiovych infekci tim, ze inhibuji imunitni a zanétlivou reakci (Shapouri-Moghaddam et al.,

2018; Wang et al., 2019; Yao et al., 2019).

1.2.2.5 Makrofagy M2c
Makrofagy M2c jsou znamé jako inaktivované makrofagy jsou indukované glukokortikoidy,

IL-10 a TGF-B. Tyto bunky vylucwji IL-10, TGF-p, CCL16, CCL18 a se podileji predevsim na
fagocytoze apoptotickych bunék. Maji silné protizanétlivé ucinky, a to vlivem uvoliiovanim

velkého mnozstvi IL-10 (Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Wang et al., 2019; Yao et al., 2019).

1.2.2.6 Makrofagy M2d
Makrofagy M2d jsou indukované agonisty TLR uvoliuji IL-10 a vaskularniho endotelidlniho

rastového faktoru (VEGF), diky jejich pfitomnosti v nadorovém mikroprostiedi jsou nazyvané jako
tumor-asociované makrofagy (TAM) a prispivaji k angiotenzi a metastazovani nadora (Shapouri-

Moghaddam et al., 2018; Yao et al., 2019).

1.2.2.7 Makrofag M4
Jedna se pomérmé nové klasifikovanou subpopulaci makrofagu, vznikajici indukci chemokinem

CXCLA4, ktera meéni svij fenotyp a produkuji nékteré prozanétlivé cytokiny konkrétné IL-6 a
TNF-o0. M4 makrofagy se vyskytuji v aterosklerotickych placich, exprimuji matrixovou
metaloproteinazu 7 (MMP), na zakladé, které byly identifikovany (Chanput et al., 2013; De Paoli
et al., 2014; De Sousa et al., 2018).

1.3 Bunéc¢na linie THP-1

Monocytarni bunééné linie THP-1 byla derivovana z periferniho krevniho ob&hu jednoletého
chlapce s akutni monocytarni leukémii (Tsuchiya et al., 1980). Linie reaguje na lipopolysacharid
(LPS) ama vétSinu signalnich drah jako zanétlivé monocyty (Adati et al., 2009; Baxter et al., 2020).
Diferencované makrofagy maji znaky podobné jako makrofagy rezidentni tkan€ a buriky pfirozené
imunitni odpovédi. K diferenciaci linie na makrofagy se pouzivaji stimula¢ni latky phorbol 12-
myristat 13-acetat (PMA) nebo dihydroxyvitamin D3 (VD3), které indukuji jejich diferenciaci
(Daigneault et al., 2010). Samotné piidani PMA nebo VD3 vede k tomu, ze se buriky pfichyti na

dno kultivacni lahve a pfijmou morfologii hvézdice. Tyto buiikky pak mohou exprimovat nékteré
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makrofagové markery (napt. CD14 nebo CD36), mohou fagocytovat ¢i uvolfiovat vyssi hladiny
TNF, nez nediferencované buriky bez pusobeni PMA. Pro diferenciaci makrofagovych subpopulaci

z THP-1 bunék se pouzivaji konkrétni stimulanty (viz kapitola 1.2.2 Subpopulace makrofagu).

1.3.1 Povrchové markery

Lidské makrofagy délime do dvou aktivacnich stavi na zakladé jejich reakci na podnéty.

Makrofagy M1 vykazuji fenotyp, ktery siln€ reaguje na molekularni vzory asociované s patogeny
(PAMPs) nebo na Thl cytokiny. M1 fenotyp je charakterizovan také vysokou produkci
prozanétlivych cytokinl, dale pak expresi PRR jako jsou TLR a NLR (Chanput et al., 2013;
Kadomoto et al., 2022).

Makrofagy M2 jsou derivovany pomoci Th2 cytokint. Existuji ctyfi podskupiny makrofagi M2 —
M2a, M2b, M2c a M2d (viz kapitola 1.2.2.2). Tyto tiidy lze identifikovat na zaklad¢é produkce
raznych povrchovych znakt a chemokina (Baxter et al., 2020; Chanput et al., 2013; Kurynina et
al., 2018). Charakteristické znaky jsou vypsany v tabulce 1.
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Tabulka 1: Klasifikace molekul, upraveno podle (Huang et al., 2018; Martinez et al., 2006)

Makrofagy Latka Zkratka
M1 Cytokin/chemokin CXCL-9
CXCL 9
Cytokin/chemokin CXCL-10
CXCL 10
DNA binding faktor IRF-1
Interfenon regulacni faktor 1
Transkripcni faktor STAT-1
PrenaseC signalu a aktivator transkripce 1
M2a Enzym ALOX-15
Arachidonat 15 - lipoxygenaza
Membrdanovy receptor MRC-1
Manozovy receptor C typ 1
Cytokin/chemokin CCL-17
CCL-17
Enzym TGM-2
Transglutaminéaza 2
Membranovy glykoprotein CD200R
CD200 receptor
M2c¢ Membranovy receptor CD-163
Diferenciacni klastr/cluster of differentiation 163
Soucast komplementu CI1QA
Retézec A komplementu Clq
Extraceluldrni medidtor SEPP1

Selenoprotein P1
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1.4 Interakce klisté x hostitel

Kliste je krev sajici ektoparazit, ktery se pomoci hypostomu ptichyti na svého hostitele a je schopen
se nékolik dni krmit az do nasyceni. Infikovana klistata jsou vektory celé Skaly virovych a
bakterialnich onemocnéni, ale mohou byt také prenaSeci hub, prvokia ¢i helminti (Kotal et al.,
2015). Mezi epidemiologicky vyznamné choroby prenaSené klistaty patii kliStova encefalitida,
borelidza, klistaty zptisobena skvrnita horecka a babezidza (Kazimirova et al., 2017; Kotal et al.,

2015).

Kuze je prvnim hostitelskym organem, se kterym se klisté setka b€hem svého sani. Kozni imunitni
buriky hraji kli¢ovou roli v pocatecni reakci klisté-hostitel. Klisté potiebuje relativné dlouhou dobu
k tomu, aby se plné nasytilo krvi hostitele, proto se u n¢j vyvinuly mechanismy, které potlacuji
obranné imunitni reakce (Abbas et al., 2022). Prunik kaZzi a jeji mechanické poskozeni vyvolava
hostitelovu imunitni, zanétlivou, hemostatickou a hojivou reakci vedouci k odstranéni nebo
odmitnuti klistéte. Klist'ata se tomu brani tim, ze sekretuji koktejl bioaktivnich molekul ve svych
slinach, které pusobi proti riznym slozkam obrannych reakci hostitele, jako je hemostaze, vznik
zanétu nebo hojeni ran (Kazimirova et al., 2017; Poole et al., 2013). Tyto imunomodula¢ni
vlastnosti klistéte, poméhaji prekonat prvni linii obrany, proti poranéni a Casné interakci klisté-
hostitel v koznim rozhrani a mohou tak byt zasadni pro tspéSny prenos infekci (Kazimirova et al.,

2017).

Bylo prokazano, ze sliny klistat reguluji aktivni migraci mnoha bunécnych typu a aktivitu
chemokinovych proteind. Slozky klistécich slin maji supresivni u¢inky na vrozenou imunitu a to
tim, ze reguluji poCet neutrofila a fagocytt, dale vliv na adherenci, apoptozu a aktivitu NK bunék
(Kotal et al., 2015). Sliny klist'at obsahuji molekuly, které fidi angiogenezi hostitele a hojeni ran
po krmeni. Ve vysoké koncentraci se ve slinach vyskytuji prostaglandiny, napt. prostaglandin E2
(PGE2), ktery zvysuje vazodilataci a zmirfiuje zanét pomoci regulace produkce cytokini (Poole et

al., 2013).

Mezi makrofagy a kliStécimi slinami bylo identifikovano mnoho interakci, coz naznacuje, zZe
makrofagy hraji roli v obrané hostitele. Uginky slin nebo extraktu ze slinnych zlaz (SGE) na
makrofagy jsou shrnuty v Obr.6. Sliny 1 SGE inhibuji produkci TNF, INF-y, NO a schopnost
fagocytozy. Sliny samotné inhibuji produkei IL-B, IL-6, IL8 a expresi CCL5 a sTNFRI, zvySuji
vSak produkci IL-4, IL-10 a PGE> a podporuji migraci makrofagi. SGE inhibuje, kromé vyse
zminéného, produkci IL-12p40, superoxidu, a expresi CD40, CD69, CD80 a CD86.
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Obr.6: Interakce mezi makrofagem, extraktem ze slinnych zlaz a slinami klistéte, upraveno podle

Kotal et al, 2015.

Studium slin na molekularni urovni ukéazalo, Ze inhibitory serinovych protedz tzv. serpiny hraji
klicovou roli v interakci klisté-hostitel. Jedna se predevsim o inhibici hemostatickych procesu
hostitele a modulaci vrozené a adaptivni imunitni reakce u obratlovci (Abbas et al., 2022; Kotal et

al., 2015).

1.5 Serpiny

Jeden z mechanismi homeostaze v téle jedince je regulace proteolytickych enzymt ve tkanich
pomoci endogennich inhibitort. Tyto proteiny se nachazeji v krevni plazmé, kde existuje nékolik
tiid inhibitora proteaz, nejvice zastoupeny jsou inhibitory z nadrodiny oznacované jako serpiny
(zkratka anglického serine protease inhibitors). Serpiny byly nalezeny u zvifat, rostlin, virQ,
bakterii a archei (Law et al., 2006; Potempa et al., 1994) Celkem bylo identifikovano vice jak
18 000 serpinii (Spence et al., 2021).

Serpiny hraji dalezitou roli v regulaci fyziologickych drah fizenych serinovymi proteazami, jak uz
napovida jejich ndzev, a to jak v obratlovcich, tak u bezobratlych. Jednd se o procesy jako

koagulace hemolymfy a krve, fibrinolyza, zanét nebo aktivace komplementu. Jsou ale 1 serpiny,
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které jsou neinhibicni, jako napfiklad nékteré prenaseCe hormonti, nadorové supresory nebo
hormony modulujici biologické procesy jako je regulace krevniho tlaku (Abbas et al., 2022; Law

et al., 2006; Potempa et al., 1994; Silverman et al., 2010).

U klist’at jsou serpiny exprimovany v riznych vyvojovych stadiich a tkanich, coz mtze ukazovat
na jejich roli ve fyziologii klistéte nebo v interakci mezi klistétem a hostitelem. Rizné Grovné
exprese v tkanich naznacuji, ze by se mohly serpiny podilet na vyvoji (pfitomnost ve vajecnicich)
nebo v regulaci traveni krve (pfitomnost ve stfeve). Jejich exprese a pritomnost ve slinnych zlazach
nebo slinach ukazuje, ze by mohly hrat roli pfi sani klist'at a tim ovliviiovat mechanismus rezistence

hostitele a usnadriovat tak prenos patogent (Abbas et al., 2022).

1.5.1 Iripin-3

Iripin-3 je serpin exprimovany ve slinnych zlazach klistéte Ixodes ricinus, ktery siln€ inhibuje
proteolytickou aktivitu kallikreinu a matriptazy. Nukleotidova sekvence Iripinu-3 ma 1182 bp a
koéduje protein o 377 aminokyselinach s predpokladanou mol. hmotnosti piiblizné 42 kDa.
Iripin-3 je schopen modulovat adaptivni imunitni odpovéd’. Snizuje produkci prozanétlivého
cytokinu IL-6 u makrofagu z kostni diené stimulovanych LPS. Dale potlacuje proliferace CD4+ T

bunék a inhibuje Th1 imunitni reakci (Chlastdkova et al., 2021).

1.5.2 Iripin-5

Iripin-5 je serpin vyskytujici se ve slinnych zlazach klistat Ixodes ricinus, kde pusobi jako
modulator obrannych mechanismu hostitele. Narusuje migraci neutrofilti a potlacuje produkci
nitricoxidu a méni funkce komplementu. Iripin-5 vykazal nejvyssi inhibi¢ni specifitu vici dvéma

neutrofilnim proteazam: lidské neutrofilni elastaze a proteinaze 3 (Kascakova et al., 2021).
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2 Cile prace

- Oveéfit metody diferenciace makrofagti z THP-1 linie lidskych monocyti pomoci detekce

exprese markerd specifickych pro jednotlivé subpopulace.
- Provést morfologické porovnani subpopulaci makrofagu.

- Otestovat vliv vybranych klistécich serpint na zanétlivou aktivaci riznych makrofagovych

subpopulaci.
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie a material

Chemikalie Vyrobce Katalogové ¢islo
Kultivace a stimulace
THP-1 linie ATCC TIB-202
RPMI 1640 medium Gibco 11875093
BOFES Biotech FB-1001B/500
L-glutamin Biotech LM-D1102/500
antibiotika Sigma-Aldrich AS5955
BSA Thermo Fisher Scientific 37525
2-merkaptoethanol Sigma- Aldrich 444203
trypanova modf Thermo Fisher Scientific A18600.14
PMA Thermo Fisher Scientific J63916.MCR
LPS Thermo Fisher Scientific L23352
Rekombinantni lidsky IL-4 Bio-techne 204-1L/CF
Rekombinantni lidsky IL-10 Bio-techne 1064-IL/CF
Rekombinantni lidsky INF-y ~ Bio-techne 285-1F
Iripin -3 Vlastni vyroba
Iripin -5 Vlastni vyroba
Izolace RNA
NucleoSpin® RNA, Mini kit Macherey-Nagel 740955.250
for RNA purification
3-mercaptoethanol Sigma- Aldrich 444203
ethanol Sigma- Aldrich 1085430250
Priprava cDNA
Transcriptor First Strand Roche 04 896 866 001
cDNA Synthesis Kit
RT-PCR
FastStart Universal SYBR® Roche Diagnostics 43671200
Green Master (ROX)
DNA/RNAse free voda Invitrogen 10977-035

3.2 Bunéc¢na kultura THP-1

THP-1 je suspenzni lidska monocytarni leukemicka bunécna linie, derivovana z pacienta s akutni
monocytarni leukémii. K pokusiim byla pouzita 11.-13. pasaz linie, ktera byla ulozena v tekutém

dusiku na pracovisti Skolitele.
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3.2.1 Kultivace, pasazovani
Kultivace téchto bun¢k probihala v kultivacnich lahvich T-25 pfi  koncentraci

300-500 tisic bunék/ml. Obsahem kultivacniho média bylo: RPMI 1640 + 10 % BOFES +
1 % L-glutamin + 1 % antibiotika (ATB) + 0,1 % 2-merkaptoethanol (ME). Buiky byly pravidelné
pasazovany, kazdé dva az tfi dny, a to pouze odebranim prebyteCného materidlu a doplnénim

Cerstvého média.

3.3 THP-1 diferenciace

3.3.1 Diferenciace makrofagu
THP-1 buriky byly nejprve diferenciovany pomoci PMA (phorbol 12-myristat 13-acetat) na MO

makrofagy. Kultivace probihala ve 12-ti jamkovych panelech v koncentraci 500 tis. bunék/ml a
objemu 1 ml. Pokus byl jesté 1x opakovan, celkem tedy probéhla dvé méfeni a nich byly vybrany

reprezentativni vysledky k vyhodnoceni.

Uvodnim pokusem bylo zjisténo, 7e pii koncentraci 300 tisic bunék/ml vychazejici z
dostupnych protokola (Baxter et al., 2020; Smith et al., 2015), bylo vyizolovano nedostate¢né
mnozstvi RNA. Do jamek byla proto pfidana suspenze bunék, aby vysledna koncentrace byla

500 tis. bunék v 1 ml.

Proces stimulace probihal 72 hodin. Nejprve byla vytvofena suspenze kultivovanych bunék, ke
kterym bylo pfidano PMA v koncentraci 20 ng/ml a to bezsérovém médiu (100 ml RPMI +
1% ATB, 0,1% ME + 1% BSA). Po uplynuti doby 72 hodin, bylo vyménéno médium za kultivacni
a bunky se inkubovaly dalsich 72 hodin. Buriky ptisobenim PMA ziskaly schopnost adherence ke
dnu jamek. Timto procesem byly vytvoreny buriky MO — ¢ili neaktivované makrofagy.

3.3.2 Diferenciace makrofiagovych subpopulaci
Po uplynuti stimula¢ni a inkuba¢ni doby byly buiiky znovu stimulovany nyni uz podle konkrétni

subpopulace. Celkem byly pouzity Ctyfi 12-ti jamkové panely pro populace M1, M2a a M2c,
populace MO nebyla jiz ni¢im stimulovana a tvofila kontrolni vzorek, této skupiné bylo jen
vyménéno médium. Stimulace trvala 48 hodin. Vysledkem této stimulace byly Ctyfi skupiny
makrofagt, kontrolni skupina MO a subpopulace M1, M2a a M2c. Pfislusny stimulant a jeho

koncentrace jsou uvedeny v tabulce 2.

19



Tabulka 2: Rozdéleni subpopulaci podle typu stimulace

Subpopulace Stimulace Koncentrace
M1 IFN-y 20 ng/ml
LPS 250 ng/ml
M2a IL-4 20 ng/ml
M2c¢ IL-10 20 ng/ml

3.3.3 Stimulace LPS, Iripinem-3 a Iripinem-5

Po 48 hodinach diferenciace bunék na jednotlivé subpopulace bylo vSem testovanym burikam
vyménéno médium za médium bez séra. Po péti hodinach bylo pfidano médium se stimulanty.
Celkem bylo 12 vzorka ve 4 skupinach po tfech opakovanich, jedna skupina zistala kontrolni,
druha byla stimulovana 100 ng/ml LPS, treti LPS a 3uM Iripinem-3 a ctvrty LPS a
3uM Iripinem-5. Aktivace zanétu trvala 24 hodin a pted uplynutim doby byly jesté vS§echny vzorky
vyfotografovany pod mikroskopem k nasledné morfologické analyze. Po 24 hodinach byla

vyizolovana RNA, ktera byla dale zpracovana a analyzovana.

3.3.4 Izolace RNA
Pro izolaci RNA byla pouzita souprava NucleoSpin® RNA, Mini kit for RNA purification od

Macherey-Nagel, izolace probihala pomoci kolonek dle navodu vyrobce. Hodnoty koncentrace
vyizolované RNA byly zméfeny na microplate readeru Synergy H1 (Biotech) za pouziti Take3-trio
modulu. Hodnoty koncentrace RNA se u prvniho pokusu pohybovaly v rozmezi od 90 ng/ul do
200 ng/ul a lisily se podle typu stimulace. Nejméné RNA bylo v obou piipadech vyizolovano ze
vzorkt bunék subpopulace M1. Konecné mnozstvi RNA pro reverzni transkripci bylo 1 ug,
ptipadné bylo upraveno podle vzorku s nejnizs§i koncentraci. V pfipadé prvniho pokusu bylo
pouzito 1 ug RNA a v piipadé druhého pokusu 600 ng, z divodu nizké koncentrace RNA u M1

subpopulace, kdy nejniz§i namétrena koncentrace RNA byla 47 ng/ul.

Vyizolovana RNA byla pfepsana reverzni transkripci do cDNA podle protokolu vyrobce
Transcriptor First Strand c¢DNA Synthesis Kit (Roche). Reverzni transkripce probihala
v gradientovém PCR cykleru Biometra Tone, po dobu 60 minut pfi teploté 50 °C. Inaktivace
probéhla zvysenim teploty na 85 °C po dobu 5 minut, a pfed vyjmutim z cykleru byly vzorky
udrzovany pii teploté 4 °C. Vzorky cDNA byly uchovany pii -20 °C a pred analyzou qRT-PCR
byly 10x zfedény pomoci RNAse free H20.
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3.3.5 Kvantitativnhi RT-PCR

Kvantitativni RT-PCR analyza byla pouzita jak k analyze nékolika markert, subpopulaci
makrofagu tak gent zanétlivych cytokind. Pouzit byl FastStart Universal SYBR® Green Master
(ROX) od Roche. Vyhodnoceni probihalo 384 jamkovych destickach a cykleru CFX384 (BioRad).

Koncentrace jednotlivych slozek byla pouzita podle tabulky 3.

Vlastni reakéni podminky qRT-PCR byly nastaveny podle tfikrokového protokolu a upraveny
nasledovné: pocatecni denaturace 95°C/5 min, nasledovalo 40 cykld (95 °C/10 s, 60 °C/15 s,
72 °C/10 s) a dale denaturace 95°C/10 s a analyza ktivky tani, ktera zacinala na 65°C, zvySovala
se po 0,5 °C probihala do 95 °C a kazdy jednotlivy krok trval 5 s . Na kazdé reak¢ni desce byla
vzdy ptitomna také negativni kontrola. Zakladni vyhodnoceni dat probihalo v programu Bio-Rad
MAESTRO. Uvodni pokus slouzil k vybéru vhodného referenéniho genu, ktery byl pak pouzivan
k normalizaci vysledka. V prubéhu vyhodnocovani pokust byla také kontrolovana kiivka tani, aby
byla odhalena ptipadna syntéza vice produkti. Na zakladé této analyzy bylo zjisténo, Ze u
zanétlivého cytokinu IL-6 dochazelo ke vzniku dvou produktd. Z tohoto divodu pak byly
testovany dva dalSi pary primera IL-6 a pro dalsi testovani byl vybran pouze jeden, ktery netvoril

vice produktu.

Tabulka 3: Mnozstvi a seznam pouzitych latek na qRT-PCR

Latka Mnozstvi/jamka
SYBR Green 7,5 ul

10 uM primer forward + reverse 0,3u+03u
H>O 4.9 ul

cDNA (template)* 2ul

celkem 15 ul

* pro prvni pokus byla koncentrace cDNA v roztoku 100 ng/ul (celkem tedy 200 ng v reakci), pro
druhy pokus byla koncentrace cDNA v roztoku 60 ng/ul (celkem tedy 120 ng v reakci)
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Tabulka 4: Pouzité sekvence primert (Baxter et al., 2020; Kurynina et al., 2018; Martinez et al.,
2006)

Zanétlivé markery

GGTACATCCTCGACGGCATCT forward
Human IL-6

GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC reverse

GGTACATCCTCGACGGCATCT forward
Human IL-6_02

GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC reverse

CCAGCTATGAACTCCTTCTC forward
Human IL-6_04

GCTTGTTCCTCACTACTCTC reverse

GAGAGTGATTGAGAGTGGACCAC forward
Human IL-8

CACAACCCTCTGCACCCAGTTT reverse

CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG forward
Human TNF-q

ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC reverse

CCACAGACCTTCCAGGAGAATG forward
Human IL-1p

GTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG reverse

Markery k uréeni subpopulace M1

GCTGGTTCTGATTGGAGTGC forward
Human CXCL-9

GAAGGGCTTGGGGCAAATTG reverse

CCTTATCTTTCTGACTCTAAGTGG forward
Human CXCL-10

CTAAAGACCTTGGATTAACAGG reverse

GGAAGGGAAATTACCTGAGG forward
Human IRF-1

CTCCAGGTTCATTGAGTAGG reverse

CAATGCTTGCTTGGATCAGC forward
Human STAT-1

GTGATAGGGTCATGTTGCTAGG reverse

Markery k urcéeni subpopulace M2

CAGATGTCCATCACTTGGCAG forward
Human ALOX-15

CTCCTCCCTGAACTTCTTCAG reverse

CTTCTCTGCAGCACATCCAC forward
Human CCL-17

CAGATGTCTGGTACCACGTC reverse

CGAGGAAGAGGTTCGGTTCACC forward
Human MRC-1

GCAATCCCGGTTCTCATGGC reverse

Human CD200R CTGTACATAGAGCTACTTCCTGTTCC forward
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GCATTTCATCCTCCTCAACAACTGG reverse

GCAGTGACTTTGACGTCTTTGCCC forward
Human TGM-2

GTAGCTGTTGATAACTGGCTCCACG reverse

Markery k urceni subpopulace M2c

GAGGAGACCTGGATCACATGTGA forward
Human CD-163

GACCACAGCCAAGTTGTTGACACAC reverse

GAGCATCCAGTTGGAGTTGAC forward
Human C1QA

CAAGTCCTCGGTCACCATAGA reverse

GTGGAGCTGCCAGAGTAAAAG forward
Human SEPP-1

CCAGGCTTCTCCACATTGCTG reverse

Markery referencnich genu

TTCCGCTCGTCCGCCTAATAC forward
Human RPL-37

GGCCAGTGATGTCTCAAAGAG reverse

ACAAAGCACATGCTGCCCAGTG forward
Human RPL-32

TTCCACGATGGCTTTGCGGTTC reverse

GAAGGTGAAGGTCGGAGTC forward
Human GAPDH

GAAGATGGTGATGGGATTTC reverse

TGGCACCCAGCACAATGAA forward
Human ACTB

CTAAGTCATAGTCCGCCTAGAAGCA reverse

CCTGGCGTCGTGATTAGTGAT forward
Human HPRT-1

AGACGTTCAGTCCTGTCCATAA reverse

3.3.6 Vyhodnoceni vysledki
Fotografie z mikroskopu byly vyfotografovany pomoci mikroskopu Nikon Eclipse TsR2

s invertovanou kamerou DFK 33UX174 dale zpracovany v programu NIS-Elements L. Grafické
zobrazeni vysledkl bylo vytvoreno v programu BIORAD Meastro a Microsoft Office 365 — Excel.
Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism pomoci metody
jednocestna ANOVA. K porovnani skupin mezi sebou byl pouzit post-hoc Tukey test. Statisticky
vyznamné rozdily mezi skupinami jsou v grafech oznaceny hvézdickami (* pro p < 0,05, ** pro p
< 0,01, *** pro p < 0,001). VSechny grafy ve vysledcich zobrazuji aritmetické praméry ze

stanovenych hodnot a chybové tsecky v grafech predstavuji stiedni chybu priméru (SEM).
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4 Vysledky
4.1 Vysledky qRT-PCR

4.1.1 Vybér vhodnych primeru a referen¢niho genu

4.1.1.1 Vybér referen¢niho genu
Cilem tohoto pokusu bylo vybrat vhodny referencni gen pro analyzu. Na zakladé publikace Baxter

et al., 2020, byly jako referen¢ni otestovany geny pro RPL-37 a RPL-32, dale pak GAPDH, ACTB
a HPRT-1, jejichz primery byly pfitomny v laboratofi Skolitele.

Na zakladé kiivky tani byl vyfazen gen pro RPL-37, ktery tvofil dvojity produkt (Obr. 7) a nebyl
tedy pro analyzu vhodny.
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Obr.7: Ktivka tani pro pét para primert referen¢nich genti, obrazek vytvoren v programu
BIORAD Meastro
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Na zakladé kvantifikace byly vyfazeny také geny pro HPRT-1 a GAPDH (Obr.8), protoZe mély
vysoké hodnoty Ct, které navic byly dost variabilni.

V tvahu tak pfipadaly geny pro ACTB a RPL-32, které mély hodnoty Ct kolem 20. cyklu (Obr.8).
Jako nejvhodngjsi byl zvolen gen RPL-32, jehoz hodnoty Ct vykazovaly nejvétsi homogenitu.

Amplification

Cycles

Obr.8: Vysledky analyzy kiivek qRT-PCR obrazek vytvofen v programu BIORAD Meastro
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4.1.1.2 Vybér primeru pro IL-6
V prabéhu prvnich analyz doslo k opakované detekci dvojitého produktu u dilezitého genu pro

prozanétlivy cytokin IL-6. Na zakladé literatury byly vybrany a otestovany dalsi dva pary primerd,
z nichz byl vybran ten, ktery tvoril jen jeden produkt. Z vysledki kfivky tani (Obr.9) je vidét
dvojity produkt pavodniho IL-6_01, vysledky IL-6_04 nevedly k syntéze pozadovaného produktu
a tento par primerua byl tedy vyfazen Jediny vhodny par primera se nakonec ukazal IL-6_02, ktery
vedl k produkci jediného produktu.
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Obr.9: Analyza kiivky tani pro tfi pary primerd, obrazek vytvoren v programu BIORAD
Meastro
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4.2 Morfologie subpopulaci bunék

Cilem tohoto pokusu bylo orientatné porovnat morfologii jednotlivych subpopulaci pomoci

svételného mikroskopu. Ziskané fotografie tvoti pouze ilustrativni doplnéni analyzy.

Z tohoto pokusu nejsou jednoznacné zavéry, protoze rozdily mezi jednotlivymi subpopulacemi
makrofaga byly minimalni. K rozliSeni subpopulaci je proto nutné pouzit specifické molekularni

markery.

Jednotlivé buiiky byly stimulovany po dobu 72 hodin PMA, po tzv. rest time, ktery trval 72 hodin
doslo ke stimulaci bunék dle subpopulace (48 hodin) a nasledné k zanétlivé aktivaci 100 ng/ml
LPS, po niz buiikky byly ponechéany v inkubatoru po dobu 24 hodin. Pred izolaci RNA doslo
k vyfotografovani bunék pomoci mikroskopu Nikon Eclipse TsR2 s invertovanou kamerou DFK
33UX174 a zpracovany v programu NIS-Elements L. Vysledky obsazené v Obr. 10 tvori
reprezentativni vzorek dané subpopulace — nestimulované (A, B, C, D) a stimulované LPS

(E,F,G,H).

Z obrazku lze soudit, ze subpopulace makrofagh M1 tvoii vice pseudopodii a tvoii hvézdicovitou
morfologii nez subpopulace ostatni. Stimulace LPS neméla na subpopulace viditelny vliv, kromé
subpopulace MO, kde se buriky jevily mensi a protahlejsi s vybézky. Jednoznacné zavéry vsak neni

mozné v této analyze udélat.
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Kontrolni skupina

Subpopulace M0

Subpopulace M1

Subpopulace M2a

Subpopulace M2c¢

Obr.10: Obrazové porovnani morfologie subpopulaci makrofagi. Kontrolni vzorky: A) MO
nestimulovana populace, B) subpopulace M1 stimulovana 20ng/ml IFN-y a 250 ng/ml LPS, C)
M2a subpopulace stimulovana 20 ng/ml IL-4, D) subpopulace M2c stimulovana 20 ng/ml IL-
10, stimulace probihala po dobu 48 hodin. Vzorky obsahujici LPS (E,F,G,H) byly vystaveny
stimulaci po dobu 24 hodin. Snimky byly pofizeny po 24 hodinach stimulace LPS.
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4.3 Vysledky qRT-PCR analyzy exprese znaki subpopulaci

Cilem tohoto pokusu bylo ovéfit, zda stimulace makrofagi byla uspé$na a doslo k vytvoreni
konkrétni subpopulace. Ovérovani bylo zalozeno na expresi konkrétnich markerti pro subpopulace
podle protokolu Baxter et al., 2020, Pouzity byly nestimulované kontrolni vzorky kazdé
subpopulace (MO K, M1 K, M2a K a M2c¢ K). Vysledky byly vzdy vztazeny k nestimulované

kontrolni subpopulaci MO. Bohuzel, ne pro vSechny geny se podafilo ziskat n¢jaka data.

4.3.1 Vysledky exprese pro urceni subpopulace M1

Pro ureni subpopulace M1 byly testovany
markery CXCL-9, CXCL-10, IRF-1 a
STAT-1. Jako kontrolni vzorek byla pouzita
nestimulovana subpopulace MO, ke které byly
vztazeny vysledky exprese vSech testovanych
markerd. Pouzitelné vysledky vysly pouze
u markeru CXCL-9 (Obr. 11), kde je vidét
nekolikatisicinasobné vys§i exprese nez

u ostatnich subpopulaci makrofaga.
U ostatnich markerd pro ureni subpopulace
M1 (CXCL10, IRF-1 a STAT-1) nebyla
naméfena téméf zadnad exprese, a proto

nebyly zahrnuty do vysledku analyzy.

Relativni exprese

CXCL-9

35000 -
30000 -
25000 -
20000 -
15000 -
10000 -
5000 A

(T O
N N

Obr.11: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese
markeru CXCL-9 pro ur€eni subpopulace M1,
testovany byly vSechny subpopulace — M0, M1,
M2a a M2c, kdy vysledky jsou porovnavany
s kontrolni skupinou MO.

4.3.2 Vysledky exprese pro urceni subpopulace M2a

Pro urceni subpopulace M2a byly testovany markery CCL-17, CCL-18, TGM-2, MRC-1,
ALOX-15 a CD200R. Jako kontrolni vzorek byla pouzita nestimulovana subpopulace MO, ke které
byly vztazeny vysledky exprese vSech testovanych markert. Vysledky pro urceni subpopulace M2a

vysly pouze u markerd ALOX-15, MRC-1 a CCL-18.

U genu pro ALOX-15 (Obr.12A) byla méfitelna exprese i u kontrolni skupiny MO, u subpopulace

M1 méfitelna nebyla. U subpopulace M2a je vidét témeéf 10x vysSSi exprese oproti kontrolni

skuping, zaroven je méfitelna exprese u subpopulace M2c.
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Relativni exprese

Vysledky exprese genu pro MRC-1 (Obr. 12B) ukazuji urcitou expresi u kazdé subpopulace, kdy
subpopulace M1 ma nejnizsi expresi a subpopulace MO a M2c¢ velmi podobnou. I pfesto je exprese

u subpopulace M2a asi 6x vys$§i, nez u ostatnich subpopulaci.

Vysledky exprese genu pro CCL-18 (Obr. 12C) nam ukazuji, ze doslo k minimalni expresi
u kontrolni subpopulace MO a ke zvysené expresi u subpopulaci M1 a M2c¢, exprese u subpopulace
M2a byla ptiblizné 80x vyssi, nez u ostatnich subpopulaci. Z vysledki méfeni exprese M2 znakt

lze tici, ze se jedna o subpopulaci M2a.

U dalSich testovanych markert M2a: CCL-17, TGM-2 a CD200R nebyla naméfena zadna exprese,

proto vysledky nejsou prezentovany.

A ALOX-15 mB MRC-1 C CCL-18
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Obr.12: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese markera A) ALOX-15, B) MRC-1, C) CCL-18

pro urceni subpopulace M2a, testovany byly v§echny subpopulace — MO, M1, M2a a M2c,
vysledky jsou u vSech testovanych markert porovnavany s kontrolni skupinou MO.
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4.3.3 Vysledky exprese pro urceni subpopulace M2c
Jako markery subpopulace M2c byly testovany geny pro C1QA, CD-163 a SEPP1. Jako kontrolni

vzorek byla pouzita nestimulovana subpopulace MO, ke které byly vztazeny vysledky exprese
vSech testovanych markerti. Vysledky pro urCeni subpopulace M2c vySly pouze u markerd

CD-163 a C1QA (Obr. 13).

U testovaného genu pro CI1QA (Obr. 13A) je vidét zvySend exprese u vSech testovanych
subpopulaci. U kontrolni subpopulace MO byla exprese vyssi, podobné jako u subpopulace M1.
Zaroven byla nejnizsi exprese subpopulace M2a, nicméné vzhledem k velkym rozptylim i u

vysledkt exprese subpopulace M2c, nebyl zadny rozdil statisticky prukazny.

U genu pro CD-163 (Obr. 13B) je méfitelna exprese u vSech testovanych subpopulaci. Rozdily

v expresi u tohoto testovaného markeru nejsou tak vysoké jako u ostatnich, ale i presto je vidét

nejvyssi exprese
u subpopulaci M2a a Ag ) C1QA 3Bs ] CD-163
M2c. Zvysledki @ 8 8 3.
= 77
exprese markeru 6 4 52-5 :
o . 2 -
CD-163 lze fici, ze s€ = i ] .f
S €15 - ‘
jedna o subpopulaci M2 = g 1 2 4 I
i = < N S
s inklinaci Q14 \ 00,5 - -
| ¢kl ¢ | SN
k subpopulaci M2c. o - © ) e =
= = = S s =
Bohuzel tato data
nejsou statisticky ~ Obr.13: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese markeru A) C1QA, B)

CD-163 pro urceni subpopulace M2c, testovany byly vSechny
subpopulace — M0, M1, M2a a M2c, kdy vysledky jsou u vSech
testovaného genu pro testovanych markert porovnavany s kontrolni skupinou MO.

prukazna. U dalsiho

SEPP1 nebyla namétena

zadna exprese, proto nebyl zahrnut do vysledka.
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4.3.4 Exprese zanétlivych markeru v nestimulovaném stavu u kontrolnich

vzorku
Cilem tohoto pokusu bylo zjistit bazalni stav exprese markeri zanétu v neindukovaném stavu. Jako

kontrolni vzorek byla pouzita nestimulovana subpopulace MO, ke které byly vztazeny vysledky
exprese vSech testovanych markert (Obr.14). Na zakladé vysledki exprese zanétlivych markert
bylo zjisténo, Ze vzorky subpopulace M1 vykazuji daleko vyssi expresi prozanétlivych cytokindg,
uz vnestimulovaném stavu, nez ostatni subpopulace makrofagi. U genu pro TNF-a
nékolikanasobné, u gent pro IL-1B a IL-8 desetinasobné a u genu pro IL-6 az stonasobné
(u Obr. 14C byly z tohoto davodu vysledky logaritmovany funkci log10). Z téchto vysledkt by se
dalo fici, Ze mira exprese zanétlivych markera se da povazovat za subpopula¢ni marker bunék M1.
Zaroven se tim potvrzuje, ze buinky M1 vykazuji zvySenou expresi na zanétlivé markery uz

v nestimulovaném stavu.
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Obr.14: Vysledek exprese zanétlivych cytokinti IL-1f (A), chemokinu IL-8 (B) a cytokinu IL-6
(C), TNF-o. (D).
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4.3.5 Porovnani vysledku exprese zanétlivych markeri u subpopulace bunék M0
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Obr.15: Morfologické srovnani subpopulace MO po 24hodinové stimulaci: LPS (B), a inkubaci
Iripinu-3 a LPS (C) a Iripinu-5 a LPS (D). Kontrolni vzorky (A) bez stimulace. Grafy ukazuji
vysledky exprese zanétlivych cytokint IL-1B (E), IL-6 (F), chemokinu IL-8 (H) a cytokinu

TNF-a (G).
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Obrazova dokumentace slouzi jako doplnéni analyzy a je pouze ilustrativni, nelze z ni vyvodit
jednoznacné zaveéry. Muzeme ale fict, Ze u stimulace LPS u bunék populace MO (Obr. 15B) se
bunky jevi mensi, ovalngjsi, granularngjsi, stejné jako bunky inkubované Iripinem-3 a LPS
(Obr. 15C), na rozdil od bunék inkubovanych Iripinem-5 a LPS, kde maji buiiky vice pseudopodii
a jevi se na prvni pohled vétsi. Fotky byly pofizeny po 24hodinové stimulaci, predtim, nez doslo

k vyizolovani RNA.

Vysledky exprese zanétlivych markerti jsou vztazeny ke kontrolni nestimulované skupiné (K).
U analyzy exprese cytokinu IL-1f (Obr. 15E) je vidét nejvétsi zvySeni po oSetfeni Iripinem-3
aLPS. Vyssi exprese je i uvzorkd oSetienych Iripinem-5 a LPS. Podobny trend je vidét i
u vysledkll exprese chemokinu IL-8 (Obr. 15H), kde je nejvyssi exprese u vzorku oSetienych
Iripinem-3 s LPS. Stejné tak je vys$si exprese u vzorkl oSetfenych Iripinem-5 s LPS. Mezi t€mito
dvéma testovanymi markery se li§i mira exprese, kdy u IL-1p (Obr. 15E) je rozdil v fadu stovek a

u IL-8 (Obr. 15H) je v fadu desitek.

Nejvétsi rozdily jsou jednoznacné u exprese cytokinu IL-6 (Obr. 15F), kde se rozdily hodnot
exprese pohybuji v fadu tisicti. Nejvyssi odpoveéd’ je ve skupiné oSetiené Iripinem-5 a LPS, vysoka
exprese vysla i u vzorkd stimulovanych jen LPS. U vzorku oSetfenych Iripinem-3 a LPS doslo
k velkému poklesu v porovnani s ostatnimi. Naopak nejvyssi je exprese u vzorku, ke kterym byl

pfidan Iripin-5 a LPS, témet 8000x vyssi, nez u kontrolniho vzorku.

Obdobny trend je i u vysledkt exprese cytokinu TNF-a (Obr. 15G), kde je ale velky rozdil v mife
exprese. Zde se pohybuje v fadu jednotek az desitek, nicméné opét je nevyssi exprese u vzorkl
oSetfenych Iripinem-5 a LPS a poméme vysoky pokles u vzorka oSetfenych Iripinem-3 a LPS. Jako
u jedinych vysledkd je zde vidét i mirna exprese u kontrolniho vzorku, ktera neni u zadného

predchoziho testovaného markeru.
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4.3.6 Porovnani vysledku exprese zanétlivych markeru u subpopulace bunék M1
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Obr. 16: Morfologické srovnani subpopulace M1 po 24hodinové stimulaci: LPS (B), a inkubaci
Iripinu-3 a LPS (C) a Iripinu-5 a LPS (D). Kontrolni vzorky (A) bez stimulace. Grafy ukazu;ji
vysledky exprese zanétlivych cytokint IL-1p (E), IL-6 (F), chemokinu IL-8 (H) a cytokinu
TNF-a (G). Vysledky exprese zanétlivych markert jsou vztazeny ke kontrolni nestimulované
skupiné (K).
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Bunky kontrolni skupiny (Obr. 16A) a buiiky stimulované LPS (Obr. 16B) maji v porovnani
s ostatnimi vice pseudopodii a zaujimaji hvézdicovitou morfologii, na rozdil od bunék
inkubovanych Iripinem-3 a LPS (Obr. 16C) a Iripinem-5 a LPS (Obr. 16D), u téchto skupin se

bunky jevi mensi.

U téchto vysledku je tfeba brat v potaz i vysledky z Obr.14, kdy byly porovnavany jednotlivé
subpopulace mezi sebou a to u kontrolnich vzorkt (K). A¢ rozdily v expresi mezi stimulovanymi
a nestimulovanymi buitkami nejsou tak vysoké, absolutni hodnoty exprese jsou u M1 subpopulace

nejvyssi, protoze M1 makrofagy vykazuji vysokou bazalni expresi zanétlivych markera.

U vysledki exprese cytokinu IL-1f (Obr. 16E) je vidét nejvyssi exprese na stimulaci LPS. Exprese
Iripinu-3 s LPS je niz$i, nez exprese na stimulaci LPS. Obdobné& niz§i exprese je i u bunék
oSetfenych Iripinem-5 s LPS. U cytokinu IL-6 (Obr. 16F) buiiky stimulované LPS maji nejvyssi
expresi, ale buriky oSetfené Iripiny-3 a 5 a LPS maji obdobnou odpovéd’, ktera snizuje expresi
IL-6. U chemokinu IL-8 (Obr. 16H) je zvySena exprese u vSech testovanych skupin. Nejvyssi
vykazuji buiiky oSetfené Iripinem-3 a 5 a LPS. Tyto vysledky se tak lisi od ostatnich tim, ze je zde
vyssi exprese u obou testovanych skupin se serpiny Iripin-3 a 5, na rozdil od testovanych markera

IL-1P a IL-8, kde je nejvyssi exprese u bunék stimulovanych pouze LPS.

U bunék testovanych na expresi cytokinu TNF-a (Obr. 16G) je vidét, ze zanétlivou aktivaci snizuje
oSetteni Iripinem-3 a LPS, podobné jako u cytokinu IL-1f. U oSetfeni Iripinem-5 a LPS je naopak

vidét vys§si exprese, nez po stimulaci samotnym LPS.
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4.3.7 Porovnani vysledku exprese zanétlivych markerta u subpopulace bunék M2a
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Obr. 17: Morfologické srovnani subpopulace M2a po 24hodinové stimulaci: LPS (B), a inkubaci
Iripinu-3 a LPS (C) a Iripinu-5 a LPS (D). Kontrolni vzorky (A) bez stimulace. Grafy ukazu;ji
vysledky exprese zanétlivych cytokint IL-1p (E), IL-6 (F), chemokinu IL-8 (H) a cytokinu
TNF-a (G). Vysledky exprese zanétlivych markert jsou vztazeny ke kontrolni nestimulované

skupiné (K).
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Bunky kontrolni skupiny (Obr. 17A) a buiiky inkubované Iripinem-3 a LPS (Obr. 17C), Iripinem-
5 a LPS (Obr. 17D) nevykazuji zasadni rozdily. Buiky stimulované LPS (Obr. 17B) se v porovnani

s ostatnimi jevi podlouhlejsi a maji vice pseudopodii.

U vysledkd exprese cytokinu IL-1f (Obr. 17E) je vidét nejvyssi exprese na oSetfeni Iripinu-3
a LPS. Exprese u bunék stimulovanych LPS je vyssi, nez vysledky exprese u bunék osetfenych a
Iripinem-5 a LPS. Zde je vidét, ze nedochazi k vyraznému poklesu zanétlivé aktivace. Obdobny
trend je vidét i u vysledki exprese chemokinu IL-8 (Obr. 17H), tedy nejvyssi expresi u bunék
oSetfenych Iripinem-3 a LPS. Zde je 1 vidét vyssi exprese u bunék oSetfenych serpiny, nez u bunek
stimulovanych LPS. U cytokinu IL-6 (Obr. 17F) je vidét snizeni zanétlivé aktivace u obou skupin
oSetfenych Iripinem-3 a 5 a LPS. U cytokinu TNF-a (Obr. 17G) je vidét nejvyssi exprese u bunék
stimulovanych LPS, zaroven je vidét, ze k vyS$Simu snizeni exprese dochédzi po oSetreni

Iripinem-3 a LPS, nez po oSetieni Iripinem-5 a LPS.
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4.3.8 Porovnani vysledku exprese zanétlivych markera u subpopulace bunék M2¢
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Obr. 18: Morfologické srovnani subpopulace M2c po 24hodinové stimulaci: LPS (B), a inkubaci
Iripinu-3 a LPS (C) a Iripinu-5 a LPS (D). Kontrolni vzorky (A) bez stimulace. Grafy ukazuji
vysledky exprese zanétlivych cytokini IL-1B (E), IL-6 (F), chemokinu IL-8 (H) a cytokinu
TNF-a (G). Vysledky exprese zanétlivych markerd jsou vztazeny ke kontrolni nestimulované
skupiné (K).
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Butiky kontrolni skupiny (Obr. 18A), butiky stimulované LPS (Obr. 18B), buiiky inkubované
Iripinem-3 a LPS (Obr. 18C) a Iripinem-5 a LPS (Obr. 18D) nevykazuji zasadni rozdily, které by

bylo mozné identifikovat na zaklad¢ fotografii ze svételného mikroskopu.

U vysledkd exprese cytokinu IL-1B (Obr. 18E) je vidét nejvysSi exprese po oSetieni
Iripinu-3 s LPS, na rozdil u bunék oSetfenych Iripinem-5 a LPS, kdy doSlo k mirnému snizeni
zanétlivé aktivace. U cytokinu IL-6 (Obr. 18F) doslo ke snizeni exprese po oSetfeni Iripinem-3 a
LPS, ale ne u bunék osetrenych Iripinem-5 a LPS. U cytokinu TNF-a (Obr. 18G) je vidét snizeni
exprese po oSetfeni Iripinem-3 a LPS, nicméné u oSetieni Iripinem-5 a LPS je vidét vyssi exprese
nez po stimulaci LPS. U chemokinu IL-8 (Obr. 18H) je vyssi exprese po oSetieni Iripinem-3 a 5 a

LPS, nez po stimulaci LPS. Tento trend se opakuje u vSech subpopulaci bunék.
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5 Diskuse

Lidské monocyty z bunécné kultury THP-1 jsou b&zné pouzivanymi prekurzory pro vytvoreni
makrofagovych populaci in vitro. Prvnim cilem bylo stimulovat buné¢nou kulturu THP-1 tak, aby
vykazovala fenotyp podobny klasifikovanym subpopulacim primarnich makrofagt. Problematikou
polarizace makrofaghi se zabyval Murray et al., 2014, ktery shrnoval potize v terminologii,
postupech, nejasném rozdéleni M1 a M2 makrofagti. Existuji publikace vénujici se pouze stimulaci
bunécné kultury THP-1 pomoci PMA k vytvoreni populace makrofagi (Hirsch & Krug, 2014;
Lund et al., 2016) a nicméné existuji i publikace, které se vénuji polarizaci makrofagl, jejich

rozdéleni a funkcim (De Paoli et al., 2014; Shapouri-Moghaddam et al., 2018; Tedesco et al., 2018).

Experimentalni pokus vychazel ze standardizovaného protokolu pro diferenciaci THP-1 bunék dle
Baxter et al., 2020, ktery shrnuje poznatky poslednich let do jednoho protokolu. V pribéhu prvnich
experimentd bylo zjisténo, ze doporuCené mnozstvi bunécné suspenze pro zakladni stimulaci
300 000 bunék/ml (Baxter et al., 2020) neni dostate¢né pro ziskani potfebného mnoztvi RNA.
Publikace Hirsch & Krug, 2014 definovala idealni mnozstvi bunéfné suspenze na
250 000 - 500 000 bunék/ml. Z toho divodu byla zvolena nejvyssi doporucena koncentrace na
500 000 bunek/ml. Koncentrace PMA (20 ng/ml), dle Baxter et al., 2020 byla zachovana a

osvéddila se.

Prvni porovnani mezi subpopulacemi bylo pomoci morfologickych znakd, které byly viditelné pod
mikroskopem. U kontrolnich skupin na Obr.10 je vidét, ze buriky zacaly vykazovat vyssi adherenci
a zvétSeni svého objemu, coz je vsouladu sjinymi autory (Daigneault et al., 2010).
Dale je vidét rozdil mezi MO a ostatnimi subpopulacemi, kdy nestimulovana subpopulace MO ma
nejvyssi koncentraci protahlych bunék s vybézky a ovalnymi jadry, coz potvrzuji predchozi prace
(Kurynina et al., 2018). Buriky s hvézdicovitou nebo vietenovitou morfologii jsou specifikovany
jako Ml1(Baxter et al., 2020). U subpopulace M2a existuje publikace zabyvajici se rozdilnou
morfologii mezi MO, M1 a M2a subpopulaci ovéfenou na zakladé¢ fluorescence (P. Li et al., 2021).
Bohuzel na zéklad€ pouhého pozorovani svételnym mikroskopem je obtizné kvantifikovat rozdily
mezi buitkami, proto nelze vyvodit jednoznacné zavéry, které by potvrzovaly morfologické rozdily

mezi skupinami M1, M2a a M2c.

Vybér referencnich genti byl v souladu s publikacemi, které se vénovaly stimulaci THP-1 a jejimu
vyhnoceni pomoci qRT-PCR. Geny pro ATCB, GAPDH (Kurynina et al., 2018), RPL-37 (Baxter
et al., 2020), RPL-32 a HPRT-1 byly v laboratofi Skolitele jiz testovany jako referencni geny pro
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jiné lidské bunécné kultury, proto byly do testovani vhodného referen¢niho genu zahrnuty.

Z testovanych gent byl nakonec zvolen gen pro RPL-32 z divodia popsanych v kapitole 4.1.1.1.

Pro uspésné urCeni makrofagovych subpopulaci bylo vyuzito genové exprese specifickych
povrchovych markerd, cytokini a chemokint, které vychazely z publikaci (Baxter et al., 2020;
Huang et al., 2018; Martinez et al., 2006; Murray et al., 2014), jsou shrnuté v tabulce 1.

U subpopulace MO nebyly testovany specifické povrchové markery, protoze se jednalo o kontrolni
skupinu, ktera nebyla ni¢im stimulovana, jednalo se monocyty diferencované na makrofagy. Proto

vSechny vysledky byly vztazeny k této skupiné jako ke kontrolni.

Subpopulace M1 byla charakterizovana pomoci nékolika markerti, viz tabulka 1. Jednalo se o
chemokiny CXCL-9 a CXCL-10 dale IRF-1 a transkripcni faktor STAT-1. Navzdory tomu, zZe
CXCL-10 byl zminén jako marker pro M1 nékolikrat (Baxter et al., 2020; Genin et al., 2015) jeho
exprese byla tak nizka, ze nebylo mozné ji vyhodnotit. Jediny marker, u kterého byla exprese
mnohonasobné vyssi, nez u ostatnich byl chemokin CXCL-9. Ten je zminén jako chemokin
reprezentujici specifickou M1 subpopulaci (Chanput et al., 2013; Mantovani et al., 2004).
U ostatnich testovanych genti pro IRF-1 a STAT-1 nebyla naméfena detekovatelna exprese, a proto

nebyly zahrnuty do vysledka této prace.

U subpopulace M2a byla ovérena vysoka exprese MRC-1, coz odpovida publikacim (Baxter et al.,
2020; Chanput et al., 2013). Exprese chemokinu CCL-18 byla také nejvyssi u bunék subpopulace
M2a, kdy publikace (Genin et al., 2015) hovoii o THP-1 bunééné linii stimulované cytokiny IL-4
a IL-13, coz odpovida stimulaci M2a subpopulaci. Vysoka exprese genu pro ALOX-15 byla
zminéna u standardizovaného protokolu (Baxter et al., 2020). U ostatnich testovanych markert
byla exprese nizka nebo nedekovatelna, proto vysledky exprese gent pro TGM-2 a CD200R nejsou
zahrnuty ve vysledcich této prace. Jediné statisticky vyznamné vysledky pro charakterizaci M2a
subpopulaci, vysly u exprese chemokinu CCL-18.

Subpopulace M2c¢ byla charakterizovana expresi geni pro CIQA a CD-163. CD-163 je
klasifikovan jako charakteristicky znak M2c (Baxter et al., 2020), pfesto je Vv
nekterych publikacich uvadén jako M2a (Genin et al., 2015; Mantovani et al., 2004). V publikaci
Huang et al., 2018 je exprese CD-163 definovana jak pro M2a, tak pro M2c subpopulace. Coz by
vysvétlovalo vyssi expresi bunék subpopulace M2a. Gen pro C1QA byl v publikaci (Baxter et al.,
2020) klasifikovan jako M2¢, coz odpovida ziskanym vysledkim. Marker SEPP1 nebyl zahrnut do

vysledku, protoze jeho exprese nebyla detekovatelna.
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Vysledky méteni zanétlivych gent pro TNF-a, IL-1p, IL-6 i IL-8 u kontrolnich vzork v Obr.14
ukazuji, ze exprese subpopulace M1 jsou nejvySsi, coz je vsouladu s publikacemi
(Chanput et al., 2013; Genin et al., 2015). Odpovida to i obecné pfijimané klasifikaci M1
subpopulace jako prozanétlivych makrofagi (Chanput et al., 2013; Kadomoto et al., 2022;
Yao et al., 2019). Stejné tak bylo potvrzeno, ze M2 buiiky jsou charakterizovany nizkou produkci

prozanétlivych cytokint.

Opakované bylo prokazano, ze serpiny z klistat maji protizanétlivé ti¢inky (Chmelar et al., 2012;
Chmelar et al., 2017; Prevot et al., 2009) také bylo prokazano, ze nekolik klistécich serpini ma
antiagregacni, antikoagulacni, a/nebo imunomodulacni vlastnosti (Chlastadkova et al., 2021).
Snizeni zanétlivé aktivace pomoci serpint bylo ovéfeno u nékolika studii, u hovézich makrofagi
se jedna o markery TNF — o a INF-y (Brake & Pérez De Leon, 2012) a u mysich makrofagt
odvozenych z kostni dien¢ (BMDM) se jedna o cytokin IL-6 (Chlastakova et al., 2021 Abbas et
al., 2022).

V tomto pokusu se podatilo ovéfit, Ze dochazi ke snizeni zanétlivé aktivace u cytokinu IL-6 u obou
testovanych serpint (Iripin-3, Iripin-5) a to u subpopulaci M1, M?2a, které byly oSetfeny
Iripinem-3 a 5 aLPS. Tento rozdil byl statisticky prikazny. Caste¢né to potvrzuje hypotézu
z publikace (Kascakova et al., 2021), ze Iripin-5 vykazuje protizanétlivou aktivitu, kdy bylo
zjisténo, ze Iripin-5 vedl k poklesu migrace neutrofily a produkce NO makrofagy (IC-21 bunécna
linie). Zaroven doSlo ke snizeni zanétlivé aktivace u bunék M2c¢ oSetfenych Iripinem-3 a LPS.
Iripin-3 snizoval expresi cytokinu IL-6 u bunék BMDM (Chlastakova et al., 2021) , coz je

v souladu s vysledky prezentovanymi v této praci.

Serpiny Iripin-3 a Iripin-5 pochazeji z klistéte Ixodes ricinus , ze kterého byl vyizolovan také serpin
Iris, ktery se vaze na monocyty nebo makrofagy a potlacuje produkci TNF — a. (Prevot et al., 2009).
Ke snizeni exprese TNF-a doslo u vSech testovanych subpopulaci oSetfenych Iripinem-3 a LPS,
vcetné kontrolni skupiny MO makrofagti. Signifikantni vysledky jsou vSak jen u subpopulaci M1,
M?2a a M2c. Ke snizeni exprese doslo 1 u testovanych bunék BMDM v publikaci (Chlastakova et
al., 2021). O obdobném snizeni zanétlivé aktivace u TNF — o u hovézich makrofagu hovori i studie
(Brake & Pérez De Leon, 2012), ktera vSak testovala extrakt ze slinnych zlaz klistéte Rhipicephalus
microplus, nikoliv jednotlivé molekuly. U Iripinu-5 doslo k opa¢nému jevu u subpopulaci MO, M1

a M2c, kdy byla zvySena exprese zanétlivého cytokinu TNF-o.
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V piipadé dalSiho testovaného zanétlivého cytokini IL-1p doslo u subpopulace M1 doslo ke
snizeni zanétlivé aktivace u obou testovanych serpind, u Iripinu-3 se jedna o signifikantni vysledek.
V ptipadé Iripinu-3 odpovidaji vysledky publikaci (Chlastakova et al., 2021), kdy doslo ke snizeni
transkripce gent IL-1 u bunék BMDM.

Vysledky u zanétlivého markeru IL-8, ukazuji zvySenou aktivaci u vSech tfi subpopulaci po
stimulaci Iripinem-3 s LPS i Iripinem-5 s LPS. Ve studii (Zhou et al., 2020) se zabyvali vlivem
klistécich exosomu na zanétlivou stimulaci lidskych keratinocytd pomoci LPS. Zde bylo ovéfeno,
Ze tyto exosomy inhibuji hojeni tkani pravé prostrednictvim upregulace molekul jako je IL-8, coz
odpovida ziskanym vysledkim predevsim u Iripinu-3. Podobné vysledky jsou i v publikaci
(Chlastakova et al., 2023), kde byl testovan Iripin-1 izolovany z Ixodes ricinus, kdy bylo ovéfeno,
ze Iripin-1 zesiluje sekreci chemokinu pro neutrofily (KC), coz je mysi analog IL-8 (Hol et al.,

2009), u mysich peritonalnich bunék in vitro.

Z vysledka analyzy lze fici, ze Iripin-3 by mohl mit vliv na zanétlivou aktivaci u subpopulace
makrofagi M1. Signifikantni vysledky vysly u tii (IL-1B, IL-6 a TNF-a) ze Ctyf testovanych
zanétlivych markerd. Tyto zanétlivé cytokiny byly také testovany v predchozich studiich
vénovanym serpinum z klistéte Ixodes ricinus (Chlastakova et al., 2021), kde doslo také ke snizeni
exprese u vSech tii testovanych gent, ov§em pouze u Iripinu-3 nikoliv u Iripinu-1. V publikaci je
zanétliva aktivace meétrena nejen pomoci qRT-PCR, ale i imunodetekéni metodou ELISA, ktery
stanovuje piimo koncentraci danych cytokind, produkovanych do média. V pfipad€ testovani
metodou ELISA bylo ovéfeno, ze Iripin-3 je Gi¢innym inhibitorem u syntézy i sekrece cytokinu

IL-6. V této praci byla data oveéfovana pouze metodou qRT-PCR.
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6 Zavér

V praktické Casti této prace se podafilo diferencovat tii rizné subpopulace makrofagi. Zanétlivé
M1 a protizanétlivé M2a a M2c, coz bylo ovérovano na zakladé exprese povrchovych markert. Ve
vétsiné pripadu vsak vysledky nejsou statisticky vyznamné. Obrazova analyza neukazala zadné
viditelné rozdily mezi jednotlivymi subpopulacemi, ale spiSe mezi jednotlivymi stimulacemi.

Rozdily mezi buinkami, které byly pozorovany jsou v souhlasu s publikovanymi vysledky.

Z analyzy vSak nelze vyvodit zadné jednoznacné zavéry.

Bylo ovéfeno, ze zanétlivé makrofagy M1 jsou aktivované jesté pfed samotnou stimulaci a vykazuji
silnou expresi zanétlivych markert. Na zaklade vysledkt by se dalo fici, Ze zanétlivy cytokin IL-6

lze povazovat za specificky pro populaci M1.

Vysledky zanétlivé aktivace a jejich reakce na kliStéci serpiny Iripin-3 a Iripin-5 ukézaly
jednoznacné vysledky u testovaného serpinu Irpinu-3. Podafilo se ovéfit, ze snizuje zanétlivou
aktivaci u subpopulace makrofagii M1 a to v piipadé tii ze Ctyf testovanych zanétlivych markert.
Do budoucna by jisté stalo za to ovéfit, jestli 1ze pomoci Iripinu-3 snizit zanétlivou aktivaci, jak
v tkanovych kulturach, tak v tkanich modelovych zvitat in vivo. Pokud se podafi objasnit princip
jeho funkce na modelovych organismech, mohl by byt kandidatem pro dalsi vyzkum v lidské

mediciné.

Tato prace si kladla za cil vytvorit subpopulace makrofagu z lidskych liniovych THP-1 bunék.
Otestovat vliv klistécich serpint Iripinu-3 a Iripinu-5 na zanétlivou aktivaci téchto vytvorenych

subpopulaci makrofagu. Tyto cile byly splnény.
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