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1. UVOD

1.1. KLISTATA

Klistata jsou krevsajici, obligatni ektoparazité obojzivelnikl, plazl, ptakd a savca
(Black a Piesman 1994). Po komarech jsou druhymi nejvyznamnéj$imi pienaseci lidskych
onemocnéni. Klistata ndlezi do kmene clenovci (Arthropoda), podkmene klepitkatci
(Chelicerata), tiidy pavoukovci (Arachnida), podtiidy roztoci (Acari), fadu Parasitiformes a
podiadu klistatovci (Ixodida) (Nava et al. 2009). Podiad klistatovci zahrnuje 3 celedi:
klistakovité (Argasidae, ,,mékka™ klistata), klistatovité (Ixodidae, ,tvrdd*“ klistata) a
Nuttalliellidae (Black a Piesman 1994). Do ¢eledi Nuttalliellidae patii jediny druh, ktery sdili
znaky jak klistakovitych, tak klistatovitych (Mans et al. 2011).

Pro klistatovité je typickd pfitomnost chitinizovaného hibetniho Stitku. Klistakoviti
hibetni Stitek postradaji (Nava et al. 2009). Klist'akoviti a klist'atoviti se taktéz 1i$i ve zpisobu
prijmu krve. Klistatoviti saji na hostiteli po dlouhou dobu (nékolik dni az tydni), pficemz
nasaji vice nez stonasobek své télesné hmotnosti. Piijatou krev zahust'uji sekreci nadbyte¢né
vody zpét do hostitele pfes slinné zlazy. Klistdkoviti naopak saji velmi rychle, v fadech minut
az hodin. Obecné jsou schopni nasat mnozstvi krve odpovidajici dvou az desetinasobku jejich
pocatecni télesné hmotnosti. Nadbyte¢nou tekutinu vyluéuji koxalnimi zlazami (Mans et al.
2011).

Celed’ Ixodidae se dale d&li na dvé hlavni morfologické a fylogenetické skupiny —
Prostriata a Metastriata. Do skupiny Metastriata spadaji 4 podcéeledi: Amblyomminae,
Haemaphysalinae, Rhipicephalinae a Bothriocrotoninae. Skupina Prostriata zahrnuje pouze
podceled’ Ixodinae s jedinym rodem Ixodes (Black a Piesman 1994, Klompen et al. 2002).

Zastupci rodu Ixodes jsou rozsifeni po celém svété, véetné Antarktidy. Z hlediska
prenosu lidskych nemoci jsou obzvlasté vyznamné 4 druhy: Ixodes scapularis na vychodé
Severni Ameriky, I. ricinus v Evropé€ a zapadni Asii, |. persulcatus v severovychodni Evropé

a severni Asii, a |. pacificus na zapadé Spojenych statt (Nicholson et al. 2009).



1.1.1. KLISTE OBECNE (IXODES RICINUS)

|. ricinus je nejb&zngjsim klidtétem ve stfedni Evropé (Overzier et al. 2013). Zivotni
cyklus klistéte obecného zahrnuje tfi vyvojova stadia — larvu, nymfu a dospélého jedince
(samce a samici) (obr. 1). Pro larvy a nymfy je sani krve esencialni k pfechodu do dalsiho
vyvojového stadia. Pro samice je zase pfijem krve nezbytnym ptedpokladem k nakladeni

vaji¢ek (Estrada-Pena 2015).

Obr. 1: Vyvojova stadia kliStéte obecného: A — sestinohd larva, B — osminoha nymfa, C — samice, D —

samec. Obrazek pievzat z Siuda a Nowak 2006.

. ricinus parazituje na vice nez 300 druzich obratlovct od savci po plazy a ptaky.
Vyznacuje se trojhostitelskym Zivotnim cyklem, coZ znamena, Ze kazdé vyvojové stadium saje
na jiném hostiteli (obr. 2) (Herrmann a Gern 2015). Larvy a nymfy napadaji hostitele vSech
velikosti, upfednostiuji vSak hlodavce, ptaky a jeStérky (Matuschka et al. 1991, Medlock et
al. 2013). Dospélci saji hlavné na vétsich savcich, naptiklad na skotu ¢i vysoké zvefi (Medlock
et al. 2013, Overzier et al. 2013).

Klisté obecné obvykle vyckava na hostitele od tinora/bfezna do zati/fijna (Herrmann a
Gern 2015). Jakmile nalezne na hostiteli vhodné misto k sdni, pomoci ozubenych chelicer
roziizne pokozku a do vzniklé ranky vsune hypostom (Nuttall a Labuda 2008). Sajici klisté
peristaltickymi pohyby injikuje do hostitele svym tstnim tstrojim sliny (Estrada-Pefia 2015).
S postupujici dobou sani se mnozstvi vyluCovanych slin zvySuje a slinné Zlazy kliStéte
prochazi rychlou strukturdlni reorganizaci. Velikost slinnych 714z i jejich obsah se mohou
béhem sani zvétsit az 25nasobné. Jakmile je klisté nasaté a odpadne z hostitele, slinné zlazy

podléhaji apoptdze (Kazimirova a Stibraniova 2013).
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Klisté obecné je vektorem vird, bakterii, rickettsii a prvokil zptisobujicich onemocnéni
u lidi i zvifat. Mezi nemoci pienaSené timto druhem klistéte patii kliStova encefalitida,
lymeska borelidza, lidskd granulocytarni anaplasmodza, tularémie, rickettsiové skvrnité

horecky a babesioza (Medlock et al. 2013).

(Bfm

Eggs Hatching
Blood meal;
No of reduced 6-10 days
biood mea:
Life cydle:
e \an 2.6 years Larva
\ \ Blood meal:
Moulting Moulting 24 days
Blood meal: %
4-6 days Nymph
Moulting

U ™®

Obr. 2: Trojhostitelsky Zivotni cyklus kliStéte obecného: Z nakladenych vajicek se vylihnou larvy,
které aktivné vyckavaji ve vegetaci na hostitele. Po dokonceni sani larvy odpadaji z hostitele na zem a prochazi
metamorfozou na nymfy, které nasledné vyckavaji na dalsiho hostitele. Nasaté nymfy odpadaji na zem, kde se
z nich stavaji dospéli jedinci (Estrada-Pefia 2015). Sajici i nenasaté samice vylucuji feromony, kterymi lakaji
samce Kk pafeni (Bouman et al. 1999). K pafeni obvykle dochazi na hostiteli. Po spafeni a nasati samice odpadaji
Z hostitele a na chranéna mista na zemi s vysokou vlhkosti vzduchu kladou tisice vaji¢ek (Estrada-Pefia 2015).

Obrazek prevzat z Herrmann a Gern 2015.

1.2.  UCINKY KLISTECICH SLIN

Prisati klistéte zptisobi naruseni pokozky a popraskani krevnich vlase¢nic. V reakci na
mechanické poSkozeni kiize kliStétem by u hostitele za normalnich okolnosti doSlo ke
konstrikci cév, agregaci krevnich desti¢ek, aktivaci koagulac¢ni kaskddy a k vytvotreni
zanétlivé odpovédi doprovazené svédénim nebo bolesti. Tyto obranné mechanismy hostitele

by naruSily sani klistéte a vedly kjeho rejekci, coz by se negativné podepsalo na



zivotaschopnosti a reprodukénich schopnostech klistéte (Kazimirova 2008, Francischetti et al.
2009).

Vzdorovat obranné reakci hostitele a dokoncit n€kolik dni trvajici sani klistéti
umoziuje velky pocet bioaktivnich proteint a lipidi obsaZenych ve slinach s antiagregac¢nimi,
fyziologicky aktivni slozky klistécich slin jsou diferencidlné produkované v prabéhu sani,
obecné& puisobi redundantné a ve svych uéincich jsou pleiotropni (Kazimirova a Stibraniova
2013, Chmelar et al. 2016).

Latky ve slinach klistéte nejen ze umoziuji sajicimu klistéti pfekonat hemostatickou a
imunitni odezvu hostitele, ale taktéz jsou vyuzivany fadou patogent prenaSenych klistaty k
usnadnéni prenosu z klistéte na hostitele a k nasledné kolonizaci hostitele. Usnadnéni ptenosu
patogenii na hostitele u¢inkem substanci ve slindch klistéte se oznacuje jako slinami
asistovany pienos (SAT) (Nuttall a Labuda 2008). SAT byl poprvé popsan u viru Thogoto
(Jones et al. 1987, Jones et al. 1989) a zanedlouho byl zaznamenan i v ptipadé dalSich
patogenti pienasenych klistaty véetné spirochét z komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato
(naptiklad Pechova et al. 2002, Zeidner et al. 2002, Machackova et al. 2006). Prvnim
identifikovanym SAT faktorem (neboli molekulou ve slinach klistéte, jez napomaha prenosu
patogentl) je protein Salp15 klistéte I. scapularis. Salp15 se vaze na vnéjsi povrchovy protein
B. burgdorferi sensu stricto OspC, ¢imz chrani spirochétu pied destrukci zprostfedkovanou

protilatkami hostitele a usnadiuje ji tak kolonizaci hostitele (Ramamoorthi et al. 2005).

1.2.1. VLIV KLIiSTECICH SLIN A JEJICH SLOZEK NA VYBRANE BUNKY
PRIROZENE IMUNITY

Rozhrani mezi klistétem a hostitelem piedstavuje pokozka. Pokozka obsahuje celou
fadu bun¢k véetné keratinocytti, endotelialnich bun€k a rezidentnich leukocytl. Rezidentni
leukocyty zahrnuji, mimo jiné, eosinofily, Zirné buniky, dendritické buniky a makrofagy. Po
prisati klistéte se tyto buiiky dostavaji do bezprostiedniho kontaktu se slinami ¢i hypostomem,
coz vyusti v uvolnéni prozanétlivych cytokinti a chemokind, a tudiz i v rekrutaci zanétlivych

bunék (napfi. neutrofild a monocytt) do mista sani klistéte (Heinze et al. 2012).



1.2.1.1. NEUTROFILNI GRANULOCYTY

Neutrofilni granulocyty jsou prvnimi buiikami rekrutovanymi do mista zanétu (Kruger
et al. 2015). Jedna se o vysoce pohyblivé fagocyty. Fagocytované mikroorganismy neutrofily
degraduji ve fagolysosomu prostfednictvim produkce reaktivnich forem kysliku (ROS),
antimikrobialnich peptidi a proteaz (napt. katepsinu G, neutrofilni elastazy a proteinazy 3).
Neutrofily mohou znicit patogeny i bez fagocytdzy sekreci antimikrobidlnich faktort do
extracelularniho prostfedi (Pham 2006). Nadto bylo zjisténo, ze jaderna DNA aktivovanych
neutrofild mize byt extrudovana do mimobunécného prostoru, kde vytvoii ,,past™ schopnou
zadrzet a zabit bakterie (Menten-Dedoyart et al. 2012). Krom¢ likvidace mikroorganismu
neutrofily béhem casné faze infekce produkuji fadu chemokinti, kterymi rekrutuji dalsi typy
leukocytt (Scapini et al. 2000).

Neutrofilni granulocyty obvykle infiltruji misto sani klistéte ve velkém poctu, a to jak
b&hem prvniho sani, tak i béhem opakovanych sani klist'at na témze hostiteli (Brown a Knapp
1980, Brossard a Fivaz 1982, Gill a Walker 1985, Gill 1986, Walker a Fletcher 1986, Heinze
etal. 2012).

Extrakty ptipravené ze slinnych zlaz klist'at ¢i pfimo konkrétni proteiny v klistécich
slinach (napt. ISL 929, ISL 1373, TSLPI, Salp16 Iperl a Iper2, Ir-LBP) inhibuji migraci
neutrofili bud’ in vitro smérem k chemoatraktantu, nebo in vivo do mista sani kli$téte
(Hajnicka et al. 2001, Beaufays et al. 2008, Peterkova et al. 2008, Guo et al. 2009, Schuijt et
al. 2011, Hidano et al. 2014). Potla¢eni migrace neutrofilii 1ze z¢asti pti¢ist schopnosti
komponent klistécich slin vazat diilezité chemoatraktanty a aktivatory neutrofild jako jsou IL-
8 (Hajnicka et al. 2001, Hajnicka et al. 2005, Peterkova et al. 2008) a leukotrien Bs (LTB4)
(Beaufays et al. 2008). Proteiny ve slinach klist'at mohou rekrutaci neutrofili dale narusit
snizenim exprese P2 integrind na povrchu neutrofili (Guo et al. 2009) nebo inhibici aktivace
komplementu (Schuijt et al. 2011).

Kromé potlaceni migrace neutrofili mohou klistata interferovat i se schopnosti
neutrofili fagocytovat a zabijet mikroorganismy (Montgomery et al. 2004, Schuijt et al. 2011).
Sliny, extrakty ze slinnych Zldz (SGE) nebo jednotlivé proteiny klistécich slin naptiklad
redukuji produkci ROS neutrofily (Guo et al. 2009, Menten-Dedoyart et al. 2012, Hidano et
al. 2014).

Slozky klistécich slin mohou taktéZ zkracovat pieZivani neutrofilti. Kuptikladu protein
ve slinach klistéte I. ricinus Ir-LBP (Ixodes ricinus leukotriene Bs-binding protein) vazbou na

LTB4 potlacuje antiapopticky ucinek LTB4 (Beaufays et al. 2008)
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1.2.1.2. MAKROFAGY

Ptitomnost monocytt/makrofagti v blizkosti tistniho ustroji klistéte byla zaznamenana
behem prvotniho i béhem naslednych sani klistat na témze hostiteli (Brown a Knapp 1980,
Walker a Fletcher 1986, Guo et al. 2009). Makrofagy sekretuji cytokiny a chemokiny, kterymi
mohou rekrutovat zanétlivé bunky do mista sani klistéte (Arango Duque a Descoteaux 2014).
Téz jsou schopné prezentovat antigeny klistécich slin lymfocytim, a tak ptispivat k vytvoreni
rezistence vucéi opakovanym sanim klist'at (Nithiuthai a Allen 1985).

Sliny, SGE nebo nekteré komponenty slin kliStat inhibuji riizné prozanétlivé aktivity
makrofagl. V prvé fadé klistata svymi slinami redukuji produkci oxidu dusnatého (NO) a
superoxidu (Urioste et al. 1994, Kopecky a Kuthejlova 1998, Kuthejlova et al. 2001). Dale je
ucinkem SGE potlacena schopnost makrofagli fagocytovat spirochéty Borrelia afzelii
(Kyckova a Kopecky 2006). Je pravdépodobné, Ze praveé potlacend produkce NO a superoxidu
makrofagy spolu se snizenou schopnosti makrofagh fagocytovat spirochéty pfispiva
k pozorovanému zvySenému piezivani borelii v pfitomnost SGE klistéte I. ricinus (Kuthejlova
et al. 2001). Mimoto sliny klistéte 1. scapularis a protein Iris (Ixodes ricinus
immunosuppressor) klistéte I. ricinus inhibuji u makrofagt stimulovanych LPS produkci
cytokint IL-6, TNF-o a IL-12p40 a chemokinu IL-8 (Leboulle et al. 2002, Chen et al. 2012).

1.2.1.3. EOSINOFILNI GRANULOCYTY

Eosinofily jsou u zdravych jedinct pfitomny v nizkém poctu. Ke zvySeni mnoZstvi
eosinofili v krvi a tkanich vSak dochazi pii parazitarnich onemocnénich a alergickych
zangtech. Eosinofily sekretuji fadu cytokinti, chemokind, ristovych faktorti a lipidovych
mediatortd zahrnutych v rozvoji 1 odeznivani zanétlivého procesu a v reparaci tkani (Isobe et
al. 2012, Davoine a Lacy 2014).

Eosinofily infiltruji misto sani kliStéte nezavisle na tom, zda kliSt'ata saji na hostiteli
poprvé ¢i opakované. VEtsi pocet eosinofilll je nicméné v blizkosti ustniho ustroji klistéte
pritomen v piipad€ opakovaného vystaveni hostitele sajicim klistatim (Brown a Knapp 1980,
Brossard a Fivaz 1982, Gill a Walker 1985, Gill 1986, Walker a Fletcher 1986, Ushio et al.
1995, Krause et al. 2009). Nekteti autofi predpokladaji, ze prave eosinofily spolecné s basofily
a Zirnymi bunikami pfispivaji k rejekci klistéte hostitelem (Gill a Walker 1985).

V soucasné dobé neexistuje moc védeckych studii zabyvajicich se ucinky klistécich
slin na eosinofily. Nicméné se zda, ze klist'ata mohou prostiednictvim svych slin inhibovat

migraci eosinofilti do mista sani. Extrakty ze slinnych Z1az mnoha druhti klistat totiZ obsahuji
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komponenty schopné vazat chemotaktické faktory pro eosinofily jako jsou RANTES (CCLYS)
a eotaxin (CCL11) (Hajnickéd et al. 2005, Vancova et al. 2007). Piikladem konkrétniho
proteinu s antichemokinovou aktivitou je Evasin 4 klistéte Rhipicephalus sanguineus. Tento
protein vaze a neutralizuje vétSinu CC chemokinti véetné RANTES a eotaxinti (CCL11,

CCL24 a CCL26) (Déruaz et al. 2013).

1.3. CYSTEINOVE PROTEAZY

Protedzy jsou enzymy katalyzujici hydrolyzu peptidovych vazeb v polypeptidickém
fetézci (PeriSi¢ Nanut et al. 2014). Dle mista, ve kterém §tépi peptidicky fetézec, se proteazy
déli na exopeptidazy a endopeptidazy (Otto a Schirmeister 1997). Exopeptidazy Stépi
polypeptidicky fetézec na jeho N-konci (aminopeptidazy) nebo C-konci (karboxypeptidazy),
kdezto endopeptiddzy katalyzuji hydrolyzu peptidovych vazeb uvniti polypeptidického
tetézce (PeriSi¢ Nanut et al. 2014). Protedzy téZ mohou byt rozdéleny dle reaktivnich skupin
pritomnych v aktivnim mist¢ na, mimo jiné, serinové protedzy, cysteinové proteazy,
aspartatové protedzy a metaloprotedzy (Grzonka et al. 2001).

Cysteinové protedzy maji ve svych aktivnich mistech trojici aminokyselin cystein,
histidin a asparagin (Verma et al. 2016). Jedna se 0 proteiny s molekulovou hmotnosti
priblizné 21-30 kDa, jez vétSinou vykazuji nejvyssi hydrolytickou aktivitu pii pH 4-6,5
(Grzonka et al. 2001). Aby se piedeslo nekontrolované proteolyze, aktivita cysteinovych
protedz je regulovana na Urovni transkripce, translace, degradace proteind a aktivace
zymogenu. Navic existuji specifické inhibitory cysteinovych proteaz (Grzonka et al. 2001,
Turk et al. 2012).

Cysteinové proteazy jsou pritomné u vird, bakterii, prvoki, rostlin, hub a savci.

24

katepsiny (Otto a Schirmeister 1997).

1.3.1. CYSTEINOVE KATEPSINY

Katepsiny patii do nejvétsi a nejlépe charakterizované rodiny cysteinovych proteéz,
C1 rodiny enzymt podobnych papainu (Turk et al. 2012). U lidi bylo identifikovano celkem
11 cysteinovych katepsint, a to katepsiny B, C, F, H,K, L, O, S, V, W a X (Verma et al. 2016).



Cysteinové katepsiny jsou zejména endopeptidazy (Fonovi¢ a Turk 2014). Lisi se mezi
sebou expresi 1 specifitou, coz ptispiva k jejich rozdilnym fyziologickym funkcim (Perisi¢
Nanut et al. 2014). VétSina katepsint je exprimovana ve vSech tkanich, pouze katepsiny K, S,
V a W jsou vazany jen na urcité typy bunék a tkani (Fonovi¢ a Turk 2014). Zpisob Stépeni
substratu, distribuce a nékteré funkce jednotlivych cysteinovych katepsinti jsou shrnuty
v tabulce |I.

Katepsiny vyzaduji pro dosazeni optimalni aktivity redukujici, mirn¢ kyselé prostiedi.
Takové podminky panuji naptiklad v lysosomech. Proto bylo na cysteinové katepsiny
zpocatku nahlizeno jako na vnitrobunééné enzymy zodpovédné za nespecifickou degradaci
intracelularnich a extracelularnich proteini v endosomech a lysosomech (Turk et al. 2012).

Avsak pozdéji vyslo najevo, ze katepsiny mohou byt za urc¢itych podminek uvoliiovany
do cytosolu, translokovany na bunéény povrch nebo sekretovany do mimobunééného prostoru.
Diky tomu se mohou kromé proteolyzy Vv endosomech a lysosomech ucastnit celé tady
dalezitych fyziologickych procest véetné prezentace antigeni MHC glykoproteiny II. tfidy,
remodelace kosti, diferenciace keratinocytil, angiogeneze, apoptdzy a aktivace prohormont a
proenzymi. Na druhou stranu zvySeni exprese a aktivity katepsini se zda byt asociované
s rozvojem ruznych patologickych stavl, naptiklad kardiovaskuldrnich chorob, obezity,
revmatoidni artritidy, osteoartritidy, periodontitidy, Alzheimerovy choroby a rakoviny.
V ptipadé rakoviny hraji katepsiny dulezitou roli v progresi a invazi nadorti (Conus a Simon

2010, Turk et al. 2012, Fonovi¢ a Turk 2014).



Tab. I: Distribuce, zpiisob §tépeni substratu a vybrané funkce cysteinovych katepsini.

‘ ZPUSOB STEPENi
NAZEV SUBSTRATU DISTRIBUCE FUNKCE
apoptdza zprostiedkovana lysosomy
o degradace komponent ECM
. endopeptidaza y " , ; ;
katepsin B karboxvdinentidiza vSudypiitomny TLR signalizace
yapep produkce TNF-a
prezentace antigend MHC 11
aktivace serinovych protedz
katepsin C aminodipeptidaza vSudyptitomny asociovanjch s funkcemi NK bunék,
P pep P Y cytotoxickych T lymfocyti, zirnych
bunék a neutrofilt
. 1 y ” , TLR signalizace
katepsin F endopeptidaza vSudyptitomny prezentace antigenti MHC II
katepsin H .endoPep tldaz.a, vSudypfitomny degradace komponent ECM
aminomonopeptidaza
prevazne v TLR signalizace
. 1 osteoklastech a
katepsin K endopeptidaza ot degradace komponent ECM a
synovidlnich remodelace kosti
fibroblastech
TLR signalizace
prezentace antigend MHC 11
katepsin L endopeptidaza vSudyptitomny vyvoj CD4* T lymfocyti
degradace komponent ECM
odbouravani kostni tkan€ osteoklasty
katepsin O - vSudyptitomny -
pr;:gzgs v TLR signalizace
katepsin S endopeptidaza g” , degradace komponent ECM
prezentujicich rezentace antigentit MHC 11
bunkach p &
. . thymus prezentace antigend MHC 11
k \Y £ .
atepsin endopeptidiza varlata vyvoj CD4* T lymfocyti
cytotoxické L, .
Katepsin W B T lymfocyty funkce cytotcgiigl;}lfffég lymfocyti a
NK buniky
. kti mi T lymfocytt
. karboxymonopeptidaza y ., , aktivace a migrace ’yr? ocym
katepsin X 2 karboxvdinentidiza vsudypfiitomny adheze makrofagl
yepep maturace dendritickych bun¢k
(=) neni zndmo

Pouzité zkratky: CD — cluster of differentiation (diferencia¢ni skupina), ECM — extracelularni matrix, MHC —

hlavni histokompatibilni komplex, MHC II — MHC glykoprotein II. téidy, NK — natural killer (,,pfirozeny

zabije¢*), TLR — toll-like receptor, TNF — tumor necrosis factor (faktor nadorové nekrozy).

Udaje prevzaty z Colbert et al. 2009, Conus a Simon 2010, Fonovi¢ a Turk 2014.

~9~




1.4. CYSTATINY

Cystatiny jsou reverzibilni, pevné se vazajici a kompetitivni inhibitory cysteinovych
proteaz patficich do rodin C1 (proteazy podobné papainu) a C13 (legumainové protedzy)
(Ochieng a Chaudhuri 2010, Magister a Kos 2013). Jsou piitomné u obratlovct, bezobratlych,
rostlin i prvokt (Schwarz et al. 2012). Cystatiny jsou si evolu¢né piibuzné — spadaji do tzv.
cystatinové superrodiny. Jednotlivi ¢lenové cystatinové superrodiny se d€li na zaklade
podobnosti primarnich sekvenci, molekulové hmotnosti, po¢tu disulfidovych vazeb a
subcelularni lokalizace do 3 hlavnich skupin. Tyto 3 skupiny zahrnuji cystatiny 1. typu
(stefiny), cystatiny 2. typu a cystatiny 3. typu (kininogeny) (Oliveira et al. 2003).

Cystatiny 1. typu (stefiny) jsou neglykosylované inhibitory o zhruba 100
aminokyselinovych zbytcich a molekulové hmotnosti pfiblizn€ 11 kDa. Jedna se hlavné o
intracelularni proteiny bez signalni sekvence a disulfidovych vazeb (Oliveira et al. 2003,
Ochieng a Chaudhuri 2010).

Cystatiny 2. typu jsou proteiny o molekulové hmotnosti 13—15 kDa tvoiené ptiblizné
115 aminokyselinovymi zbytky. Soucésti jejich molekuly je signalni sekvence a dvé
disulfidové vazby. Cystatiny 2. typu jsou obecné neglykosylované, existuji ale vyjimky. Na
rozdil od stefint jsou sekretovany mimo buiiku a nachazi se hlavné v biologickych tekutinach
(Oliveira et al. 2003, Schwarz et al. 2012).

Cystatiny 3. typu zahrnuji kininogeny krevni plazmy. Kininogeny jsou vétsi a
komplexnéjsi nez cystatiny 1. a 2. typu. Jedna se o proteiny s molekulovou hmotnosti 60-120
kDa a zhruba 355 aminokyselinovymi zbytky. Obvykle jsou glykosylované, obsahuji osm
disulfidickych mustki a tfi domény cystatini 2. typu, z nichz dvé vykazuji inhibi¢ni aktivitu.
Cystatiny 3. typu jsou podobné jako cystatiny 2. typu sekretovany mimo buiiku (Oliveira et
al. 2003, Ochieng a Chaudhuri 2010, Schwarz et al. 2012).

Vedle cystatinti 1., 2. a 3. typu byla popsana fada proteinti podobnych cystatinim, které
navzdory vysoké sekvencni homologii s cystatiny nejsou schopné inhibovat aktivitu
cysteinovych protedz. Mezi tyto proteiny patii napiiklad fetuiny a glykoprotein bohaty na
histidin (Grzonka et al. 2001, Ochieng a Chaudhuri 2010, Turk et al. 2012).

1.4.1. CYSTATINY KLISTAT

Cystatiny 1. 1 2. typu byly identifikovany u fady kliSt'at nalezicich do ¢eledi Argasidae

a Ixodidae. Intenzivnéji jsou studovany cystatiny 2. typu, protoZe jsou na rozdil od stefinli
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sekretovany mimo bunky. Klistéci cystatiny jsou potentnimi inhibitory cysteinovych proteaz
podobnych papainu, nedokdzou vsak u¢inn¢ inhibovat legumainové protedzy.

Ptitomnost cystatini byla zjiSténa ve slinnych zlazach a/nebo sttevech klist’at. Klistéci
cystatiny maji fadu funkci. Potlacuji imunitni reakci hostitele na sani klistéte, jsou zahrnuté
Vv prirozené imunit¢ kliStéte a taktéz se ucastni regulace traveni krve a embryogeneze (Schwarz
etal. 2012).

Mezi funkéné charakterizované cystatiny klistat naleZicich do rodu Ixodes patii
sialostatin L a sialostatin L2 kliStéte I. scapularis. V této praci pak byly dale ve dvou mySich
modelech akutniho zanétu testovany na ptipadné protizanétlivé ucinky cystatiny G1 a G9

klistéte I. ricinus.

1.4.1.1. SIALOSTATIN L

Sialostatin L (SialoL) je cystatin 2. typu exprimovany ve slinnych Zlazach klistéte I.
scapularis. Cystatinu byl dan nazev sialostatin L, protoze inhibuje katepsin L. Vedle katepsinu
L ma sialoL schopnost inhibovat papain a katepsiny V, C a S (Kotsyfakis et al. 2006,
Kotsyfakis et al. 2007).

SialoL potlacuje proliferaci cytotoxickych T lymfocytd in vitro (Kotsyfakis et al.
2006).

Dale sialoL redukuje maturaci dendritickych bun¢k navozenou LPS a inhibuje
proteolyzu invariantniho fetézce. Inhibice degradace invariantniho fetézce ma za nasledek
narusenou schopnost dendritickych bunék prezentovat antigeny CD4" T lymfocytim. Proto
sialoL taktéZ interferuje s antigen specifickou proliferaci CD4" T lymfocyti. Diky potladeni
proliferace CD4" T lymfocytl v reakci na specificky antigen se predpoklada, Ze sialoL je
schopen zabranit vzniku autoimunitnich onemocnéni. Naptiklad u mysi trpicich roztrouSenou
skler6zou podani sialoL oddalilo nastup nemoci a zmirnilo jeji symptomy (Sa-Nunes et al.
2009).

Navic sialostatin L inhibici produkce IL-9 Th9 lymfocyty a Zirnymi buikami zabraniuje
rozvoji experimentalné navozeného astmatu (Horka et al. 2012, Klein et al. 2015).

Kromé¢ interakce s aktivitami CD4"a CD8" T lymfocyti sialoL tlumi akutni zanétlivou
reakci. Po intraplantarni aplikaci karagenanu (CAR) bylo totiz pozorovano zmenseni otoku
tlapek u téch mysi, jimz byl CAR podén spolu se sialoL. SialoL taktéz inhiboval migraci
neutrofilti do tlapek mysi v reakci na podani CAR (Kotsyfakis et al. 2006).
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1.4.1.2. SIALOSTATIN L2

Sialostatin L2 (SialoL2) je stejné jako sialostatin L cystatin 2. typu exprimovany ve
slinnych zlazach klistéte 1. scapularis. SialoL.2 ma podobnou aminokyselinovou sekvenci jako
sialoL. a taktéz vykazuje obdobnou afinitu pro katepsiny L a V. Na druhou stranu vsak
sialostatin L2 neni tak ii¢innym inhibitorem katepsinti C a S jako sialoL.

Krom¢ afinity ke katepsinim C a S se sialoL a sialoL.2 dale lisi v antigenicité¢ a
dynamice transkripce v prab¢hu sani klistéte. S postupujici dobou sani klistéte na hostiteli se
transkripty sialoL2 hromadi ve slinnych zldzach, kdezto mnozstvi transkripti sialoL mirné
klesd. Ztoho lze usuzovat, Ze sialostatin L2 napomdha klistéti dokoncit sani, a to
pravdépodobné modulaci imunitni odpovédi hostitele. Skutecné tfada klistat, v nichz byla
potlacena exprese sialoL a sialoL2 pomoci RNA interference, nebyla schopnd dokoncit sani a
nasledné zemftela. Klistata, kterym se podafilo dokoncit sani na hostiteli, méla snizenou
hmotnost oproti kontrolni skupin¢ a také nakladla mensi pocet vaji¢ek (Kotsyfakis et al. 2007).
Narus$ena schopnost sat krev byla pozorovana i u nymf klistéte 1. scapularis vzapéti po jejich
pfisati na morcata imunizovana sialoL2 (Kotsyfakis et al. 2008).

Sialostatin L2 nejen Ze napomaha uspésnému sani klistéte, ale taktéz podporuje pienos

spirochét B. burgdorferi z klistéte na hostitele (Kotsyfakis et al. 2010).

V nasledujicich dvou podkapitolach (1.5. a 1.6.) budou charakterizovany dva mysi
modely akutniho zanétlivého procesu — peritonitida navozena aplikaci thioglykolatového
média (thioglycollate-induced peritonitis) a otok tlapek vyvolany podanim karagenanu

(carrageenan-induced paw edema). Pravé tyto dva in vivo modely totiz byly v této praci uzity

-----

1.5.  PERITONITIDA NAVOZENA APLIKACI
THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

Peritonitida se, jakozto klasicky experimentalni model akutniho zanétu, uziva
k hodnoceni migrace leukocyti do peritonealni dutiny. Zanétlivé odpovédi se nejcastéji
dosahuje intraperitonedlnim podanim 1 ml 3% nebo 4% thioglykolatového média (TGM).

V nestimulované peritonedlni dutiné myS$i se nachédzeji hlavné B lymfocyty, T

lymfocyty a rezidentni makrofagy (Ray a Dittel 2010). Uginkem zanétlivého ¢&i infekéniho
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stimulu nicméné dochazi k dramatické zméné v poctu bunck a zastoupeni jednotlivych
bunécnych populaci v peritonedlni dutin€ (Cassado Ados et al. 2015). Aplikace TGM vyusti
v masivni piiliv neutrofili a monocytd. Monocyty nasledné diferencuji v tzv. zanétlivé
makrofagy. Tento zanétlivy proces je dale doprovazen zvySenymi hladinami prozanétlivych

cytokind v peritonealni tekutiné¢ (Wan et al. 2009).

1.5.1. BUNKY MYELOIDNI LINIE PRITOMNE V PERITONEALNI DUTINE
MYSI V PRUBEHU PERITONITIDY

1.5.1.1. REZIDENTNI MAKROFAGY

Funkci rezidentnich peritonedlnich makrofagt je udrzovani fyziologickych podminek
Vv peritonealni duting€ a v pfipadé potieby zahajeni akutni zanétlivé odpovédi (Cassado Ados
et al. 2015). Rezidentni makrofagy jsou totiz schopny zachytit zanétlivy podnét a v reakci na
néj stimulovat migraci neutrofild produkci chemokini MIP-2 (macrophage inflammatory
protein 2) a KC (keratinocyte chemoattractant) (Cailhier et al. 2005). Kromé migrace
neutrofill navozuji rezidentni makrofagy i migraci monocyti sekreci chemokinu MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1) (Henderson et al. 2003).

Kratce po podani TGM dojde k vymizeni rezidentnich makrofagl z peritoneédlni
dutiny. Tato tzv. ,,macrophage disappearance reaction* je pravdépodobné zptuisobena migraci
makrofagih do omenta (tukové tkané tvorené dvojitou vrstvou mezotelidlnich bunék, jez
spojuje zaludek, slinivku bfisni, slezinu a tlusté stfevo). Pozdé&ji se rezidentni makrofagy
navraceji do peritonedlni dutiny, aby se zde spolu se zanétlivymi makrofagy podilely na
ukonceni (rezoluci) zanétlivého procesu (Okabe a Medzhitov 2014, Cassado Ados et al. 2015).
Tyto navrativsi se rezidentni makrofagy intenzivné proliferuji, dokud opét nedosdhnou poctu,

Vv jakém byly v peritonealni dutiné ptitomny pfed vznikem zanétu (Davies et al. 2011).

1.5.1.2. NEUTROFILN{ GRANULOCYTY

Neutrofily jsou prvnimi buiikkami, které se po poddni TGM objevuji v peritonealni
dutiné mysi. Migruji zejména v reakci na chemokiny KC a MIP-2, pficemz vyuzivaji B2
integriny LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) a Mac-1 (macrophage-1 antigen)
spolu s asP1 integrinem (Call et al. 2001, Henderson et al. 2001).

Ukolem neutrofilti je fagocytovat invadujici mikroorganismy a jiné cizorodé &astice,
co pronikly do organismu. Pozd&ji béhem odeznivani zadnétu neutrofily podléhaji apoptdze a
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vznikl4 apoptoticka téliska jsou fagocytovana sousednimi zanétlivymi makrofagy. Maly pocet
neutrofili, co neni eliminovan programovanou bunétnou smrti, migruje do spadovych
lymfatickych uzlin (Gautier et al. 2013). Apoptotické neutrofily se podili na utlumeni zanétlivé
reakce napiiklad produkci annexinu Al. Annexin Al inhibuje dals$i akumulaci neutrofilt
V misté zadnétu potlacenim migrace neutrofilli a stimulaci jejich apoptdzy. Taktéz podporuje
rekrutaci monocytl a odstranéni apoptotickych bun¢k makrofagy (Scannell et al. 2007,
Sugimoto et al. 2016).

1.5.1.3. MONOCYTY

Monocyty, jejichz migrace je umoznéna expresi a4f1 integrinu, jsou rekrutovany do
peritonealni dutiny soucasné s neutrofily. Reaguji zejména na chemokin MCP-1, ktery je
vzapéti po injikaci TGM uvoliovan rezidentnimi makrofdgy a mezotelidlnimi bunikami
peritonea. Rekrutované monocyty postupné diferencuji a maturuji v zanétlivé makrofagy.
Béhem maturace dochazi ke zvétSovani velikosti a granularity bun¢k a ke zvySovani exprese

F4/80 antigenu (Henderson et al. 2003).

1.5.1.4. ZANETLIVE MAKROFAGY

Zanétlivé makrofagy vzniklé z monocytl jsou schopné v reakci na signdly okolniho
mikroprostiedi v prub¢hu zanétlivé odpovédi menit sviyj fenotyp. Dvéma obecné uznavanymi
typy aktivovanych makrofagl jsou M1 (klasicky aktivované) makrofagy a M2 (alternativné
aktivované¢) makrofagy. M1 makrofagy jsou producenty ROS, NO a prozanétlivych cytokind,

a tudiz jsou spojené s rozvojem zanétu a destrukci tkani. M2 makrofagy na druhou stranu

rrrrr

2014).

V pribéhu peritonitidy se v peritonealni dutiné nejprve nachazi M1 makrofagy, ale
pozdéji jsou M1 makrofagy vystiiddny M2 makrofagy s nékterymi rysy M1 makrofagt. Tyto
hybridni M1/M2 makrofagy oznacované jako makrofagy rezolu¢ni faze (resolution-phase
macrophages) napomadhaji znovuosidleni peritonedlni dutiny lymfocyty a navratu k
homeostaze. To je dano mimo jiné tim, Ze rozpoznavaji a fagocytuji apoptotické buiky,
produkuji chemotaktické faktory pro B a T lymfocyty (Bystrom et al. 2008, Stables et al.
2011).
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Zanétlivé makrofagy jsou z peritonedlni dutiny posléze odstranény zejména
prostfednictvim apoptoézy, ackoli béhem odeznivani zanétu dochdzi v menSi mife i

k vycestovani makrofagu do lymfatickych uzlin (Gautier et al. 2013).

1.5.1.5. EOSINOFILNi GRANULOCYTY

Eosinofily se dostavaji do peritonealni dutiny po podani TGM s urcitym zpozdénim.
To je dano tim, ze chemokiny zprostiedkovavajici rekrutaci eosinofilii jsou produkovany
leukocyty, které migruji do peritonealni dutiny pied eosinofily. Dominantni roli v akumulaci
eosinofilti v peritonealni dutiné hraje zejména chemoatraktant LTB4 (Tager et al. 2000).
hojivymi u¢inky. Mimo jiné produkuji protektin D1, ktery inhibuje migraci neutrofild,
stimuluje fagocytozu apoptotickych bunck makrofagy a podporuje vycestovani fagocyti do

lymfatickych uzlin a sleziny (Schwab et al. 2007, Yamada et al. 2011).

1.6. OTOK TLAPEK VYVOLANY PODANIM KARAGENANU

Otok mysich tlapek je modelem akutni zanétlivé odpovédi, kterého se v ¢im dal veétsi
zahrnutych v zanétlivém procesu a k hodnoceni bolesti v misté¢ zanétu (Necas a BartoSikova
2013). Pro otok tlapek je charakteristické zvySeni vaskularni permeability vedouci
k extravazaci tekutiny a proteind a k akumulaci leukocytll v zanétlivém lozisku (Posadas et al.
2004). Za ucelem navozeni otoku tlapek se intraplantdrn€é do zadnich tlapek mysi aplikuje
Cerstvé pripraveny roztok 1-3% karagenanu ve fyziologickém roztoku v davce 50-150 pl na
tlapku (NecCas a BartoSikova 2013). Narast velikosti zadni tlapky mysi v disledku otoku
vyvolaného injikaci CAR je k vidéni na obrazku 3.

1.6.1. PRUBEH OTOKU TLAPEK

Injikace karagenanu zpiisobi vznik edému, pro ktery je typicky bifazicky prabéh.
Béhem prvni faze (0-24 h po aplikaci CAR) se vytvaii otok o nizké intenzité, jehoz velikost
nezavisi na davce podaného karagenanu. Ve druhé fazi (24-96 h po injikaci CAR) dosahuje

edém obvykle vyssi intenzity ve srovnani s prvni fazi a projevuje zavislost na davce podaného
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karagenanu. Prvni a druha faze se taktéz lisi zastoupenim typl bun¢k v misté zanétu. Za 4 h
po aplikaci CAR v tlapce pievladaji neutrofily, kdezto mezi 48 a 72 h po injikaci CAR byla
zaznamenana intenzivni akumulace makrofagii, eosinofili a lymfocytd. V priubehu druhé faze
otoku tlapek je navic zvySené mnozstvi cirkulujicich leukocytl a krevnich desti¢ek. Jak edém
ve druhé fazi zanétu, tak i leukocytdza a trombocytdza dosahuji maxima zhruba za 72 h po

aplikaci CAR (Henriques et al. 1987).

Normal Control
- '

Obr. 3: Otok tlapek vyvolany podanim karagenanu. Normal: Zadni tlapka mysi, do niz nebyl
injikovan CAR. Control: Zadni tlapka mysi, do niz bylo subkutdnn¢ injikovano 100 pl 1% CAR.
Obrazek pievzat z Gupta et al. 2015.

1.6.2. IMUNITNI MECHANISMY ZAHRNUTE V OTOKU TLAPEK

1.6.2.1. HISTAMIN, SEROTONIN, BRADYKININ A PROSTAGLANDINY

V akutni zanétlivé odpovédi na injikaci CAR je zahrnuta celda fada mediatort.
Zvysenou vaskularni permeabilitu a vznik otoku maji na svédomi histamin, serotonin (5-
hydroxytryptamin), bradykinin a prostaglandiny. (Posadas et al. 2004). Prostaglandiny jsou
latky se silnymi vazodilata¢nimi G¢inky, které ale mélo zvySuji cévni permeabilitu. Na druhou
stranu bradykinin a histamin vyrazn€ zvySuji vaskularni permeabilitu, ale nejsou uc¢innymi
vazodilatatory. Dle tzv. hypotézy dvou medidtori je exsudativni ucinek histaminu a

bradykininu zesilovan vazodilatacni aktivitou prostaglandinti (Williams 1977).
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1.6.2.2. OXID DUSNATY

DalSim dtlezitym mediatorem v otoku tlapek je oxid dusnaty. NO svou vazodilata¢ni
aktivitou ptispiva ke vzniku otoku (Salvemini et al. 1996). Navic bylo zjisténo, ze NO zvysuje
tvorbu prozanétlivych prostaglandinti (Salvemini et al. 1993). NO taktéz reaguje se
superoxidem za vzniku peroxynitritu (ONOO"). Peroxynitrit je jakozto molekula s velkymi
oxida¢nimi G¢inky schopny zplsobit peroxidaci lipidi a poskozeni bun¢k. Ptipadny rozpad
peroxynitritu muze vyustit v tvorbu dalsich toxickych molekul (Beckman et al. 1990, Pacher
et al. 2007).

1.6.2.3. NEUTROFILNI GRANULOCYTY

Akumulace neutrofili v tlapkach a jejich aktivace taktéz piispiva k formaci otoku
tlapek. Neutrofily totiz mimo jiné produkuji reaktivni formy kysliku, jako jsou superoxidové
anionty (O2") a hydroxylové radikaly (Bannister et al. 1982). Superoxidové anionty piispivaji
k peroxidaci lipidd, zvySuji vaskularni permeabilitu a poskozuji tkan€. Dale superoxidové
anionty zprostfedkovavaji migraci neutrofilti, nebot’ jejich odstranéni zptisobilo inhibici otoku
tlapek a potlaceni infiltrace tlapek neutrofily (Salvemini et al. 1996). Nadto, jak je uvedeno v
podkapitole 1.6.2.2., tvorba O, v pfitomnosti NO vede ke vzniku cytotoxického peroxynitritu
(Beckman et al. 1990).
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2. CILE PRACE

L Zavedeni a optimalizace in vivo modeld akutniho zanétu (peritonitida navozena aplikaci
thioglykolatového média, otok tlapek vyvolany podanim karagenanu), kterych by bylo

mozno vyuzit pii studiu protizanétlivych tc¢inkt klistécich imunomodula¢nich proteinti.

] Otestovani protizanétlivych Gc¢inkt cystatinh G1 a G9 klistéte Ixodes ricinus

Vv optimalizovanych modelech.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. VYCET CHEMIKALII A PROTILATEK

Seznam chemikalii a protilatek uzivanych pii provadéni jednotlivych experimentt je

uveden v tabulce 1.

Tab. I1: Chemikalie a protilatky pouzité béhem experimentalni prace.

; , KATALOGOVE
NAZEV VYROBCE CISLO
alternativni thioglykolatové o . )
médium (TGM 1) Sigma-Aldrich 70157-100G
azid sodns Avondale Laboratories neziigténo
y Limited !
blokator Fc receptort eBioscience 14-0161-81
BSA (30%) Biosera SA-296/100
dexametazon Sigma-Aldrich D4902-100MG
Difco™ tekuté thioglykolatové
médium (TGM 2) BD 225640
Dulbecctiv PBS (10x) Biosera XC-S2066/500

Gibco® PBS (10x); pH 7,4

Thermo Fisher Scientific

70011036

halotan Sigma-Aldrich B4388-125ML
chlorid sodny PENTA 16610-31000
indometacin Sigma-Aldrich 18280-5G
isotypova kontrola APC eBioscience 17-4321-81
isotypova kontrola FITC eBioscience 11-4031-81
isotypova kontrola PE eBioscience 12-4321-81
isotypova kontrola PE-Cy7 eBioscience 25-4321-82
isotypova kontrola PerCP-Cy5.5 eBioscience 45-4031-80
karagenan Sigma-Aldrich 22049-5G-F
lih rafinovany; 96,4% LIHO - Blanice spol. s.r.o. 1170

mineralni olej

Sigma-Aldrich

M5904-500ML
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propidium jodid eBioscience 00-6990-42
protilatka proti CD3e znaCena eBioscience 11-0031-82
FITC
protilatka proti CD4 znacena eBioscience 17-0041-82
APC
protilatka proti CD8a znacena eBioscience 25-0081-81
PE-Cy7
protilatka proti CD11b znacena BD Biosciences 557396
FITC
protilatka prog ECD19 znafena eBioscience 12-0193-81
protilatka proti CD45 znacena L i i
PerCP-Cy5.5 eBioscience 45-0451-82
protilatka Izrot} F4/80 antigenu eBioscience 25-4801-82
znacena PE-Cy7
protilatka proti Ly-6C znac¢ena eBioscience 17-5932-80
APC
protilatka prot|13 Iéy-6G znacena BD Biosciences 551461
protilatka proti Siglec-F znacena L
PerCP-Cy5.5 BD Biosciences 565526
roztok pro lyzu erytrocytt (1x) eBioscience 00-4333-57
trypanova modf Sigma-Aldrich T6146-25G
voda pro bunééné kultury bez Biosera LM-T1707/1000
pyrogent
deionizovand voda Sigma-Aldrich W4502-1L

3.2. MYSI

V experimentech byly uZivany samice inbredniho kmene C57BL/6N doddvané firmou
Velaz (Praha, Ceska republika). Stafi mysi v dobé pokusti se pohybovalo v rozmezi 8-13
tydnd. MysSi byly chovany ve zvéfinci v budové C Prirodovédecké fakulty JihocCeské
univerzity pfi teploté 20-22 °C, relativni vlhkosti vzduchu zhruba 30 % a fizené fotoperiod¢
12/12. Krmeny byly komerc¢ni granulovanou smési pro hlodavce a napdjeny sterilni
destilovanou vodou s pH upravenym na hodnotu 3 pfidanim 1M kyseliny chlorovodikové.
Krmivo i voda byly podavany ad libitum. Mysi nebyly uzivany v in vivo experimentech ihned

po dovozu, nybrz jim byl poskytnut ¢as k adaptaci na nové prostiedi (minimalné 2 tydny).
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Vsechny experimenty byly provedeny v ramci schvaleného pokusu na zvitatech MSMT
19085/2015-3.

3.3. INDOMETACIN

-----

K tlumeni bolesti a zanétu (Ong et al. 2007). V fadé studii byla zaznamenana schopnost
indometacinu inhibovat migraci neutrofilti in vivo (Errasfa a Russo-Marie 1989, Garjani et al.
2008, Pereira et al. 2009, Olabissi et al. 2011).

Zasobni roztok INDO o koncentraci 10 mg/ml byl pfipravovan vzdy maximalné¢ den
pfed zahajenim pokusu rozpusténim v 96,4% ethanolu. Ze zasobniho roztoku byly nésledné
odebirany konkrétni davky pro pridani do thioglykolatového média nebo karagenanu.
V ptipad¢ peritonitidy bylo potfebné mnozstvi zasobniho roztoku INDO dale fedéno
fyziologickym roztokem (0,9% roztok NaCl v deionizované vodé (Sigma-Aldrich)) pro

dosazeni inokula¢ni davky 10 ml/kg télesné hmotnosti mysi.

3.4. DEXAMETAZON

-----

2007). Kortikoidy jsou Siroce a UspéSné vyuzivany k 1écb¢ tady akutnich a chronickych
zanétlivych onemocnéni jako jsou astma a riizné autoimunitni choroby (Barnes 1998, Schicke
et al. 2004). Dexametazon je schopny inhibovat in vivo migraci neutrofilil (naptiklad Errasfa
a Russo-Marie 1989, Hannon et al. 2003, Nonato et al. 2012), monocytti (Meacock a Kitchen
1976, Getting et al. 1997) i eosinofilti (Zuany-Amorim et al. 1993, Das et al. 1997, Teixeira et
al. 1998).

Pro uziti v pokusech byl DEX pfipravovan stejnym zpusobem jako indometacin (viz

podkapitola 3.3.).

3.5. CYSTATINY G1, G2, G9

Rekombinantni cystatiny G1, G2 a G9 klistéte I. ricinus byly kin vivo pokusim
poskytnuty v ramci spoluprace Katedry medicinské biologie s Laboratoii genomiky a
proteomiky vektorti na Parazitologickém tstavu AV CR. Cystatiny byly piedistény od LPS
smluvni vyzkumnou organizaci ARVYS Proteins (Trumbull, USA). Uchovavany byly pfi
teploté -75 °C.
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3.6. PERITONITIDA NAVOZENA APLIKACI
THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

3.6.1. THIOGLYKOLATOVE MEDIUM

K navozeni peritonitidy byla uzivana dvé thioglykolatovd média (TGM) od raznych
vyrobctl — alternativni thioglykolatové médium od firmy Sigma-Aldrich (TGM 1) a Difco™
tekuté thioglykolatové médium od firmy BD (TGM 2). Ob¢ thioglykolatova média byla
pfipravovana jako 3% rozpusténim ve vodé pro bunécné kultury (Biosera) a nasledné byla
sterilizovana v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 min. Sterilni thioglykolatova média byla
uchovavana ve stinu pii pokojové teploté s polootevienym vickem za ucelem umoznéni
oxidace. TGM 1 bylo dovoleno oxidovat minimaln¢ 14 dni, nez bylo pouzito k navozeni
peritonitidy. TGM 2 obsahovalo na rozdil od TGM 1 redoxni indikator resazurin, jenz je
v redukované formé& bezbarvy a v oxidované formé rizovy. Proto se TGM 2 krétce po pfiprave
rozdélilo na dvé rozdiln€ zabarvené ¢asti. K indukei peritonitidy byla uzivana horni oxidovana

(tedy rizova) ¢ast média.

3.6.2. NAVOZENIi PERITONITIDY

Peritonitida byla u mysi indukovana intraperitonealni injikaci 1 ml 3% TGM 1 nebo
1ml 3% TGM 2 ¢i ptipadné 200 ul 3% TGM 2. V nékterych experimentech byly mySim
krom& TGM intraperitonealné¢ poddvany i indometacin, dexametazon ¢i rekombinatni
cystatiny. V téchto pfipadech byly mysi napted zvazeny s pfesnosti na gramy a 30 min, 1 h
nebo 24 h pred injikaci TGM jim bylo aplikovéano pfislusné mnozstvi 1éki €i cystatind ve
fyziologickém roztoku tak, aby vysledny objem inokula¢ni davky byl 10 ml/kg télesné
hmotnosti mysi. Léky ¢i cystatiny byly vétSinou ve stejném mnoZstvi taktéZ podany zaroven
s TGM. Vyzkouseny byly nasledujici kombinace thioglykolatového média, indometacinu,

dexametazonu a cystatinit G1/G9:

e INDO (2 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 1 h pfed podanim TGM 2, INDO (2 mg/kg)
soucasn¢ s i.p. aplikaci 1 ml 3% TGM 2

e INDO (5 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 24 h pted podanim TGM 1, INDO (5 mg/kg,
10 ml/kg mysi) i.p. 30 min pied podanim TGM 1, i.p. aplikace 1 ml 3% TGM 1

e INDO (5 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 30 min pfed podanim TGM 2, INDO (5 mg/kg)
soucasn¢ s i.p. aplikaci 200 pl 3% TGM 2
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e DEX (5mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 1 h pfed podanim TGM 2, DEX (5 mg/kg) soucasné
S 1.p. aplikaci 200 pl 3% TGM 2

e G1/G9 (2 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 1 h pied podanim TGM 2, G1/G9 (2 mg/kg)
soucasn¢ s i.p. aplikaci 200 pul 3% TGM 2

K injikaci 1 ml TGM 1 nebo TGM 2 byly uzivany injekéni stiikacky o objemu 1 ml s jehlami
27 G. K aplikaci mensSich objemti TGM, 1ékti a cystatint byly pouzity 1 ml inzulinové injek¢ni

stiikacky s integrovanou jehlou 30 G.

3.6.3. PERITONEALNIi LAVAZ

Po uplynuti pfislusného casového tseku (2, 4, 8, 24, 48, 72 nebo 96 h) od
intraperitonealni injikace thioglykoldtového média byly mysi uspany kombinaci mineralniho
oleje a halotanu v poméru 1 : 1 a nasledné byly usmrceny zlomenim vazu. Usmrcené mysi
byly prichyceny $pendliky k polystyrenové desti¢ce. Klize na btise byla roziiznuta niizkami a
opatrné oddélena od pobfisnice. Paklize doslo k neimyslnému profiznuti peritonea, vznikly
otvor byl uzavien pomoci peanu. K vyplachu peritonealni dutiny byly uzivany dvé 10 ml
injekeéni stiikacky s jehlami 23 G, obé naplnéné 5 ml ledové chladného PBS. Nejprve byla
skrze tukovou tkan v blizkosti reprodukénich organt zavedena prvni injekéni stiikacka a
veskery jeji obsah byl vyprazdnén do peritonedlni dutiny. Zhruba 1 ml PBS byl vzapéti nasan
zpét do stiikacky. Nésledné byla do druhé strany peritonedlni dutiny vsunuta druhd injekcni
stiikacka. Obsah druhé stfikacky byl postupné injikovan do peritonealni dutiny, zatimco do
prvné zavedené, témet prazdné stiikaCky byl soucasné nasavan z peritonedlni dutiny PBS
s bunéénym infiltratem. Obecné se dafilo z peritonealni dutiny zpétné ziskavat 8—9 ml PBS.
Vyplachy byly béhem zpracovavani dalSich my$i i1 néslednych manipulaci s butikami

uchovavany na ledu v centrifuga¢nich zkumavkach o objemu 15 ml.

3.6.4. ZPRACOVANI BUNEK A JEJICH POCITANI

Vyplachy peritonealnich dutin jednotlivych mysi byly centrifugovany pii 500 g a 4 °C
po dobu 5 min. Po vyliti supernatantu byly bunécné pelety resuspendovany v 500 pl roztoku
pro lyzu erytrocytl. Nasledovala 30 s inkubace pii pokojové teploté. Po skonceni inkubace
byly buiiky v lyzaénim roztoku dolity do 15 ml ledové chladnym PBS a opé&t centrifugovany
pii 500 g a4 °C po dobu 5 min. Po stoCeni byl supernatant odlit a bunécné pelety byly dle své
velikosti nej¢asteji resuspendovany bud’ v 500 pl, nebo 1 ml FACS pufru (destilovana voda,

0,1% azid sodny, 0,1% BSA, 1x Gibco® PBS).
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Pro rozliSeni Zivych a mrtvych bun¢k byly vzorky smichény s 0,5% vodnym roztokem
trypanové modii. Buiiky byly pocitiny v Biirkerové nebo Neubauerové komirce pod
svételnym mikroskopem pii 100nasobném zvétSeni. Vzdy byl urovan pocet zivych i mrtvych

bunék.

3.6.5. PRUTOKOVA CYTOMETRIE

K 100 pl FACS pufru s buiitkami bylo pfidano 10 pl 100x nafedéného blokatoru Fc
receptord. PO 5 minutové inkubaci na ledu byly bunééné suspenze dale smichany bud’
s fluorescenéné znaCenymi protilaitkami, nebo s pfisluSnymi isotypovymi kontrolami.
Protilatky 1 isotypové kontroly byly piedifedény 20x rozpusténim ve FACS pufru a
Kk suspenzim bun¢k byly pridany v takovém mnozstvi, aby protilatky byly v kone¢ném
vysledku nafedéné 500x a isotypové kontroly 400x. Protilatky uzivané k rozpoznani
jednotlivych bunéénych populaci myeloidni a lymfoidni linie jsou uvedené v tabulce I11. Po
pfidani protilatek a isotypovych kontrol byly vzorky inkubovany 30 min ve tmé pfi teploté
4 °C. Po skonceni inkubace byl ke vSem vzorkiim pfidan 1 ml FACS pufru. Nasledovala
centrifugace pfi 500 g a 4 °C po dobu 5 min. Supernatant byl odlit a pelety byly
resuspendovany v 500 pl FACS pufru. Nakonec bylo ke vSem vzorkim vyjma téch
S isotypovymi kontrolami pfiddno 5 pl propidium jodidu (PI) pro odliSeni zivych a mrtvych
bunck.

Procentuélni zastoupeni bunéénych populaci v jednotlivych vzorcich bylo zjistovano
pomoci pritokového cytometru BD FACSCanto™ I (BD Biosciences) a softwaru BD
FACSDiva™. Nastaveni priitokového cytometru (napéti na fotodetektorech) je uvedené
v tabulce IV.

Spojenim analyzy vzorki na prutokovém cytometru s poc¢itanim bunék pod svételnym

mikroskopem byly nakonec stanoveny pocty jednotlivych bunéénych populaci ve vzorcich.

~ 24 ~



Tab. III: Protilatky uzivané k identifikaci jednotlivych bunéénych populaci myeloidni a

lymfoidni linie. V tabulce jsou uvedeny fluorochromy, jimiz byly protilatky znagené, povrchové antigeny

rozeznavané jednotlivymi protilatkami a bun&¢né populace, K jejichz identifikaci byly protilatky zejména

pouzity.
PROTILATKA | FLUOROCHROM R(;%)l:f(;zcl\ﬁg\?g Y I:PgIDI\iJESANCAE
ANTIGEN

MYELOIDNI LINIE

1 FITC CD11b buriky myeloidni

linie

2 PE Ly-6G neutrofily

3 APC Ly-6C monocyty

4 PE-Cy7 F4/80 antigen makrofagy

5 PerCP-Cy5.5 Siglec-F eosinofily
LYMFOIDNI LINIE

1 PerCP-Cy5.5 CD45 leukocyty

2 PE CD19 B lymfocyty

3 FITC CD3e T lymfocyty

4 APC CD4 CD4* T lymfocyty

5 PE-Cy7 CD8a CD8* T lymfocyty

Tab. IV: Napéti na fotodetektorech priitokového cytometru.

MYELOIDNI LINIE LYMFOIDNI LINIE
PARAMETR NAPETI (V) PARAMETR NAPETI (V)

FSC 250 FSC 260
ssC 418 sscC 420
APC (Ly-6C) 440 APC (CD4) 440
FITC (CD11b) 400 FITC (CD3e) 600
PE (Ly-6G) 400 PE (CD19) 400
PE-Cy7 (F4/80) 604 PE-Cy7 (CD8a) 780
PE - Texas Red (PI) 663 PE-Texas Red (PI) 663
PerCP-Cy5.5 (Siglec-F) 605 PerCP-Cy5.5 (CD45) 605
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3.7. OTOK TLAPEK VYVOLANY PODANIM KARAGENANU

Pted zapocetim experimentti byly mysi zvazeny s pfesnosti na gramy a velikost jejich
levych tlapek byla zméfena prostfednictvim mikrometru (Mitutoyo, ¢islicovy krok 0,001 mm,
pfesnost + 2 um, katalogové ¢islo 227-201). Otok levych tlapek byl indukovén intraplantarni
injikaci 40 pl 1% A-karagenanu. 1% karagenan (CAR) byl vZdy pfipravovan maximalné den
pfed zacatkem pokusu rozpuSténim ve fyziologickém roztoku (0,9% roztok NaCl
Vv deionizované vod¢ (Sigma-Aldrich)). Nékterym skupindm mysi byl CAR aplikovan spolu
s indometacinem (2 mg/kg), dexametazonem (1 mg/kg nebo 2 mg/kg) ¢i rekombinantnimi
cystatiny G1/G2/G9 (1 mg/kg nebo 2 mg/kg). K intraplantarnimu podéani karagenanu byly
uzivany inzulinové injek¢ni stiikacky o objemu 1 ml s integrovanou jehlou 30 G.

2, 4, 6, 24, 48, 72 a 96 h po injikaci karagenanu byla meétfena velikost tlapek
mikrometrem. Po uplynuti posledniho ¢asového intervalu (72 nebo 96 h) byly mysi uspany
kombinaci mineralniho oleje a halotanu v poméru 1 : 1 a nasledné byly usmrceny zlomenim
vazu.

Narust velikosti tlapek (v %) v jednotlivych ¢asovych intervalech byl pocitan pomoci
vzorce:

B-A
A
kde A je velikost tlapky pied podanim CAR a B je velikost tlapky 2, 4, 6, 24, 48, 72 nebo
96 h po podani CAR.

*100

3.8. STATISTICKE VYHODNOCENI DAT

Vsechny vysledky jsou vyjadfeny jako aritmeticky primér + stfedni chyba priméru
(SEM). Statisticka analyza dat byla provedena v ptipad¢ 2 skupin prostiednictvim Studentova
t-testu (neparového) a v ptipadé¢ 3 a vice skupin prostfednictvim jednocestné analyzy variance
(one-way ANOVA) nasledované Tukeyovym HSD (honestly significant difference) post-hoc
testem. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami jsou znacené hvézdickami (* p < 0,05;
* * p < 0,01). K vylou€eni piipadnych extrémnich hodnot byl uzivan Dean-Dixontv test se

zvolenou hladinou vyznamnosti 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. PERITONITIDA NAVOZENA APLIKACI
THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

41.1. ,,GATING“ STRATEGIE

V ramci pocatecnich experimenti byly zvoleny vhodné kombinace protilatek proti
povrchovym znakiim buné¢k (viz tab. III), byly nastaveny detektory pritokového cytometru
(viz tab. IV) a taktéz byly zavedeny strategie pro urcovani bunéénych populaci na prutokovém
cytometru. Zpusob postupné identifikace jednotlivych populaci myeloidni linie je zndzornény
na obrazku 4. Zptsob postupného ,,gatovani‘ jednotlivych bunéénych populaci lymfoidni linie
je pak uveden na obrazku 5. Zvolené ,,gatovaci® strategie byly nasledné uzivany k ur¢ovani
procentudlniho a pocetniho zastoupeni neutrofili, monocytli, makrofagl, eosinofild, B
lymfocyti a T lymfocyt v peritonealnich dutinach mysi v riznych ¢asovych intervalech po
intraperitonealnim podani TGM 1 nebo TGM 2. Znalosti dynamiky vyskytu bunécnych
populaci béhem peritonitidy pak bylo zamysSleno vyuzit k vybéru vhodnych casovych

intervalll pro testovani vlivu rekombinantnich cystatinli na jednotlivé bunééné populace.

4.1.2. DYNAMIKA VYSKYTU BUNECNYCH POPULACI V PERITONEALNICH
DUTINACH MYSI V RUZNYCH CASOVYCH INTERVALECH PO
PODANI TGM 1 NEBO TGM 2

4.1.2.1. POCET ZIVYCH BUNEK

Z peritonealnich dutin mysi, jimZ nebylo podano TGM (Casovy interval 0 h), bylo
ziskano pfiblizn€ 1 700 000 + 200 000 Zivych bun¢k. Po indukei peritonitidy injikaci 1 ml
TGM 1 byl pocet bun€k v peritonealnich dutinach v jednotlivych ¢asovych intervalech
podobny ¢i dokonce niz$i ve srovnani s poctem bunék v nestimulovanych peritoneédlnich
dutinéach (obr. 6A). Injikace 1 ml TGM 2 na druhou stranu vyustila v intenzivni migraci bun¢k
do mista zané&tu. Pocet Zivych bunék se zacal vyrazné zvySovat kolem 8. hodiny po aplikaci
TGM 2 a maxima doséhl za 48 h po podani TGM 2, kdy bylo peritonedlni lavazi ziskano
zhruba 32 000 000 + 3 000 000 bungk (obr. 6B).
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Obr. 5: Strategie ,,gatovani® jednotlivych bunéénych populaci lymfoidni linie. Jedna se o

bunéény infiltrat ziskany z peritonedlni dutiny mysi 96 h po i.p. aplikaci TGM 1. VylouCenim udalosti

Tvwr

(jednotlivé buriky) a shluky dvou a vice bunék (B). Singlety byly dle intenzity fluorescence PI separovany na
zivé a mrtvé buiky (C). Ze zivych bunck byly na zékladé vysoké exprese CD45 vyclenény leukocyty (D).
Z leukocytt byly dale dle exprese CD19 a CD3e separovany B lymfocyty (CD19%) a T lymfocyty (CD19 ~,
CD3e") (E). T lymfocyty byly nakonec na zakladé exprese CD4 a CD8a rozdéleny na CD4* T lymfocyty a CD8*
T lymfocyty (F).

V peritoneélnich dutinach bez zanétu byly pfitomny hlavné B lymfocyty, T lymfocyty,
rezidentni makrofagy a malé procento eosinofili (pfiloha 1 — obr. 22). Intraperitonealni
injikace thioglykolatového média vyustila v pfiliv neutrofilli, monocytl a eosinofilli do

peritonealnich dutin, vymizeni rezidentnich makrofagl a objeveni se zanétlivych makrofaga.
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Obr. 6: Pocet Zivych bunék ziskanych peritonealni lavazi v riznych ¢asovych intervalech po
podani TGM: A — pocet zivych bun&k pfitomnych na misté zanétu 4, 8, 24, 48, 72 a 96 h po aplikaci TGM 1,
B — pocet zivych bunék pfitomnych na misté zanétu 2, 4, 8, 48 a 72 h po injikaci TGM 2; 0 h — pocet zZivych

bunék v peritonealnich dutinach mysi, jimz nebylo injikovano TGM. Jednotlivé skupiny byly tvofené 2—6 mySmi.

4.1.2.2. NEUTROFILNI GRANULOCYTY

V peritoneélnich dutinach mysi, jimz nebylo aplikovano TGM, nebyly zaznamenany
zadné neutrofily (pfiloha 1 — obr. 22). Pfitomnost neutrofilti v bunéném infiltratu byla zjisténa
za 4, 8 a 24 h po injikaci TGM 1, pficemz nejvyssiho procentudlniho (26,5 + 8,5 %) a
pocetniho (430 000 + 180 000) zastoupeni neutrofilii bylo dosaZeno za 4 h od indukce
peritonitidy. Po 48 h od aplikace TGM 1 neutrofily z mista zanétu prakticky vymizely (obr.
7A a 7B). Intraperitonealni podani TGM 2 vedlo k vyraznéjsi migraci neutrofild, jez byla
pozorovatelnd jiz za 2 h po injikaci média. Neutrofily dosahly nejvyssiho pocetniho zastoupeni
za 8 h od vyvolani peritonitidy (4 800 000 + 630 000) a v peritonealnich dutinach pietrvavaly
v pomérné vysokych poctech i v ¢asovych intervalech 48 h (2 500 000 + 340 000) a 72 h
(1200 000 £ 200 000) (obr. 7D). Ac¢koli nejvice neutrofilii bylo peritonealni lavazi ziskano po
8 h od vyvolani peritonitidy, nejvyssiho procentualniho zastoupeni neutrofily dosahly za 4 h
po injikaci TGM 2 (62,9 = 8,2) (obr. 7C). Tento nesoulad je zpuisoben vyznamnym nartstem
procentudlniho podilu monocytil v peritonedlnich dutinach v 8 hodinovém intervalu oproti 4

hodinovému intervalu (pfiloha 1 — obr. 24A a 24B).
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Obr. 7: Dynamika vyskytu neutrofilii (buiiky CD11b*, Ly-6G*) v peritonealnich dutinach
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4.1.2.3. MONOCYTY

w7

V peritonealnich dutinach bez zanétu se nenachazely zadné monocyty (pfiloha 1 — obr.

¢na

tu zjist

W

¢ zané

t

U na mis

likaci TGM 1 byla pfitomnost monocyti

iap

In

22). Po intraperitoned

A

h intervalech 4, 8 a 24 h. Po¢ty monocytl ziskanych peritoneélni lavazi 4,
8 a 24 h po podani TGM 1 byly srovnatelné (zhruba 46 000 =+

v 4

r

zejména v ¢asovyc

12 000). Nejvyssiho

procentualniho zastoupeni (5,3 = 0,5 %) dosahly monocyty za 8 hod od navozeni peritonitidy

4

r

V€ Srovnani

(obr. 8A a 8B). Aplikace TGM 2 vyvolala intenzivnéj§i migraci monocyti

suzitim TGM 1. Monocyty se zacaly na misté¢ zanétu objevovat 4 h po injikaci TGM 2 a

24

pretrvavaly zde jesté v 72 hodinovém intervalu. Nejvyssiho procentualniho podilu z zivych
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bunck (14 + 0,2 %) dosahly monocyty v ¢asovém intervalu 8 h. Naopak nejvyssi pocet
monocytl (1 960 000 = 170 000) byl ziskan peritonedlni lavazi 48 h po podani TGM 2 (obr.
8C a 8D). Tento nesoulad mezi nejvyssim procentudlnim a pocetnim zastoupenim monocyti
je =zapfi¢inén narastem procentualniho podilu makrofagh a zejména pak eosinofili
V bunéénych infiltratech ziskanych 48 h po navozeni peritonitidy oproti infiltratim ziskanym

8 h od zacatku zanétu (ptiloha 1 — obr. 24B a 24C).
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Obr. 8: Dynamika vyskytu monocyti (buiiky CD11b*, Ly-6C"9") v peritoneslnich dutinach
myS$i v riznych ¢asovych intervalech po aplikaci TGM: A — procentuélni podil monocytt ze Zivych
bunék ziskanych peritonealni lavazi 4, 8, 24, 48, 72 a 96 h po podani TGM 1; B — pocet monocytl ziskanych
peritonealni lavazi 4, 8, 24, 48, 72 a 96 h po injikaci TGM 1; C — procentualni podil monocytt ze zivych bun¢k

I~y

ziskanych peritonealni lavazi 2, 4, 8, 48 a 72 h po podani TGM 2; D — pocet monocytl ziskanych peritonealni

lavazi 2, 4, 8, 48 a 72 h po injikaci TGM 2; 0 h — procent. podil monocytt ze Zivych bunék a po¢et monocytl u

mysi, jimz nebylo injikovano TGM. Jednotlivé skupiny byly tvofené 2—6 mySmi.
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4.1.2.4. MAKROFAGY

V nestimulovanych peritonedlnich dutinich predstavovaly rezidentni makrofagy 30,2

wr

+ 3,6 % vSech zivych bunck (pfiloha 1 — obr. 22). Kratce po intraperitonedlnim podani TGM 1
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tlivé makrofagy dosahly nejvyssiho procentudlniho podilu ze zivych bun¢k (45,5 + 1,9)

Vv Casovém intervalu 72 h (obr. 9A a 9B). Pod
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4.1.2.5. EOSINOFILNI GRANULOCYTY

Eosinofily ptfedstavovaly pouhych 3,5 + 2 % vSech Zivych bunék v peritonealnich

cetni

r

i ani po

~7

tu (pfiloha 1 — obr. 22). Po injikaci TGM 1 se procentudln

ané

4

dutinach bez z

24

pfili§ nezménilo. Pocty eosinofili ziskanych peritonedlni lavazi se s vyjimkou casového

24

zastoupeni eosinofilii v jednotlivych ¢asovych intervalech oproti 0 hodinovému intervalu
intervalu 24 h pohybovaly v fadech desetitisict (obr. 10A a 10B). Injikace TGM 2 na druhou

éna po

tu zejmé
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0 na mis

o
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4
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v r

48 a 72 h od indukce peritonitidy. Nejvétsiho procentualniho podilu ze zivych bunék (34,1 +

ahly eosinofily za 48 h od aplikace TGM 2

¢tu (11 000 000 £ 700 000) dos

7) 1 nejvyssiho po
(obr. 10C a 10D).
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41.2.6. BLYMFOCYTY

B lymfocyty byly nejvice zastoupenou bunéfnou populaci v nestimulovanych
peritonealnich dutinach (46,6 + 0,9 % vsech zivych bungk, viz pfiloha 1 — obr. 22). Injikace
TGM 1 vedla k pfevazné mirnému snizeni poctu B lymfocytli na misté¢ zanétu oproti 0
hodinovému intervalu (obr. 11B). Procentudlni podil B lymfocyti ze zivych bunék se
Vv prub¢hu peritonitidy navozené TGM 1 vyrazné neménil (obr. 11A). Intraperitonealni podani
TGM 2 zpiisobilo pokles poctu B lymfocyt v ¢asovych intervalech 2 a 4 h. Tento pokles byl
nasledovan mirnym pocetnim nartstem B lymfocytii. Nejvyssich poctl (zhruba 1 200 000 +
140 000) dosahly B lymfocyty 8 a 48 h po podani TGM 2 (obr. 11D). Procentudlni zastoupeni
B lymfocyti v peritonealnich dutinach v prubéhu peritonitidy indukované TGM 2 postupné
klesalo (obr. 11C). Nesoulad mezi procentualnim podilem B lymfocyti ze Zivych bunék a
jejich poctem 8, 48 a 72 h od vyvolani peritonitidy je v ptipad¢ 8 hodinového intervalu dan
velkym procentualnim zastoupenim neutrofili a monocyti (ptiloha 1 — obr. 24B) a v piipadé
intervald 48 a 72 h zase vyraznou pievahou eosinofilti a makrofagi (ptiloha 1 — obr. 24C a

24D).
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V peritoneéalnich dutinach bez zanétu byl pomér poétu CD4" T lymfocytd ku poctu
CD8" T lymfocytt piiblizné€ 5 : 1. Po intraperitonealni aplikaci TGM 1 tento pomér kolisal
v rozmezi od 3 : 1 do zhruba 5 : 1. Po podani TGM 2 se pomé&r poc¢tu CD4" T lymfocytl ku
po¢tu CD8* T lymfocyti pohyboval v rozmezi od cca 4 : 1 do 7 : 1. Mezi peritonitidou
navozenou TGM 1 a peritonitidou navozenou TGM 2 nebyly pozorovany zadné vyrazné
rozdily v dynamice poméru poétu CD4" T lymfocytd ku poétu CD8" T lymfocyth
V jednotlivych ¢asovych intervalech (pfiloha 1 — obr. 23A a 23B).

4.1.3. OPTIMALIZACE DAVKY THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

Po zjisténi dynamiky procentudlniho a pocetniho zastoupeni neutrofilii, monocyti,
makrofagl, eosinofill, B lymfocytl a T lymfocytii v jednotlivych ¢asovych intervalech po
podani TGM 1 nebo TGM 2 bylo dal§im cilem upravit davku bud’ TGM 1 nebo TGM 2 tak,
aby se mohly projevit pripadné protizanétlivé ucinky cystatini Gl a G9. Davka byla
optimalizovana s vyuzitim bézné¢ uzivanych protizanétlivych 1ékti indometacinu a
dexametazonu, jez by dle literatury mély mit inhibicni uc€inky na migraci bunék myeloidni
linie do mista zanétu (napiiklad Errasfa a Russo-Marie 1989, Das et al. 1997, Getting et al.
1997). Byly proto zkouseny riizné kombinace TGM 1, TGM 2, INDO a DEX. Tu kombinaci,
pfi niz by doslo k inhibici migrace bunék myeloidni linie INDO a/nebo DEX, pak bylo
zamysSleno pouZit k testovani cystatinll. K optimalizaci davky TGM byl vybran casovy
interval 4 h, nebot’ primarnim cilem bylo otestovat U¢inky cystatini G1 a G9 na infiltraci
neutrofild, a praveé v 4 hodinovém intervalu dosahovaly neutrofily nejvyssiho procentualniho
podilu ze zivych bun€k ze vSech testovanych casovych intervali (obr. 7A a 7C).

Jako prvni byla vyzkousena kombinace 1 ml TGM 2 s indometacinem v davce 2 mg/kg

télesné hmotnosti mysi v nésledujicim aplikacnim schématu:

e INDO (2 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 1 h pied podanim TGM 2, INDO (2 mg/kg)
soucasné s i.p. aplikaci 1 ml 3% TGM 2

Vramci této kombinace nedoSlo ke sniZzeni poctu buné€k myeloidni linie
Vv peritonealnich dutinach mysi, jimZz byl podan INDO, ve srovndni s mySmi, jimZ byl
injikovan pouze fyziologicky roztok (obr. 13).

Napodruhé byl k indukci peritonitidy uzit 1 ml TGM 1, nebot’ zanétlivy proces
vyvolany injikaci TGM 1 se vyznacoval niz§im poctem bunék myeloidni linie v peritonedlnich

dutinach ve srovnani se zanétlivym procesem zplisobenym podanim TGM 2. TaktéZ bylo
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zvySeno mnozstvi indometacinu z 2 mg/kg na 5 mg/kg télesné¢ hmotnosti mysi a bylo upraveno

davkovani INDO.

e INDO (5 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 24 h pied podanim TGM 1, INDO (5 mg/kg,
10 ml/kg mysi) i.p. 30 min pi‘ed podanim TGM 1, i.p. aplikace 1 ml 3% TGM 1

Dle oc¢ekavani podani 1 ml TGM 1 ve srovnani s injikaci 1 ml TGM 2 vyustilo v nizsi
pocet myeloidnich bun¢k (konkrétné neutrofilti a eosinofilil) v misté zanétu (ptiloha 2 — obr.
25A, 25B a 25D). Avsak i pies slabsi zanétlivou odpovéd a jiné davkovani INDO se
nepodafilo dosahnout statisticky signifikantni inhibice migrace myeloidnich bunék do

peritonealnich dutin mysi, jimz byl intraperitonealn¢ injikovan indometacin (obr. 14).

12 -
10 -

v

9O 8 +
— "
53
2]
&
— &)
s 6 + ]
&3
-_— % 2]
&
UV ~— i
RIS mmmr i 5
> 4 - B o
EECERR Rty ety 5
B Rty &3
e e 1
EECER Rty Rttty 5
B Rty &3
- BNt ekttt ]
Q o i
BEERR Rt 2]
0 s e ]
BEERR Rt 2]
o] s ety ]
BEERRRRE R oot )
ot o
o fienh iy
0 BEREERS wEh PR,

0,9% NacCl 0,9% NaCl + INDO

rwr

Obr. 13: Pocet bunék myeloidni linie ziskanych peritonealni lavazi 4 h po injikaci 1 ml
TGM 2: 0,9% NaCl — skupina 3 mysi, jimz spolu s TGM 2 nebyl podan INDO; 0,9% NaCl + INDO — skupina
3 mysi, jimz byl spolu s TGM 2 dvakrat podan indometacin (2 mg/kg).
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K indukci peritonitidy bylo proto znovu pouzito TGM 2, avSak tentokrat za ucelem
oslabeni zanétlivé odpovédi bylo na misto 1 ml TGM 2 myS$im injikovano pouze
200 ul TGM 2. Opét byl podavan indometacin v mnozstvi 5 mg/kg télesné hmotnosti mysi,
ovSsem s pozménénym davkovanim. Vedle INDO byl nyni pouzit i dexametazon v davce 5

mg/kg télesné hmotnosti mysi.

e INDO (5 mg/kg, 10 mi/kg mysi) i.p. 30 min pied podanim TGM 2, INDO (5 mg/kg)
soucasné s i.p. aplikaci 200 pl 3% TGM 2

e DEX (5 mg/kg, 10 ml/kg mysi) i.p. 1 h pfed podanim TGM 2, DEX (5 mg/kg)
soucasné s i.p. aplikaci 200 pl 3% TGM 2

Peritonitida navozena injikaci 200 pl TGM 2 se vyznaCovala vys$§Simi pocty
myeloidnich bun¢k (konkrétné neutrofiltl) v misté zanétu ve srovnani s podanim 1 ml TGM 1
a niz8imi pocty myeloidnich bunék (konkrétné neutrofill) ve srovnani s podanim 1 ml TGM 2
(ptiloha 2 — obr. 25A a 25B). Prekvapive vsak doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni poc¢tu
monocytll v peritoneédlnich dutindch mysi, jimZ bylo injikovano 200 ul TGM 2 ve srovnani
s my$mi, kterym byl intraperitonealné aplikovan 1 ml TGM 1 nebo 1 ml TGM 2 (piiloha 2 —
obr. 25C). Taktéz bylo u mysi injikovanych 200 pul TGM 2 pozorovano statisticky signifikantni
zvyseni eosinofili oproti mysim, kterym byl podan 1 ml TGM 1 (pfiloha 2 — obr. 25D).

V peritonealnich dutinich mysi, jimz byl injikovan INDO nebo DEX, doslo oproti
my$im, jimz nebyl aplikovan Zadny 1€k, ke statisticky vyznamnému sniZeni poctu myeloidnich
bunék (obr. 15A). Konkrétné byla indometacinem a dexametazonem statisticky signifikantné
potlacena infiltrace peritonedlnich dutin neutrofily (obr. 15B) a monocyty (obr. 15C). Podani
INDO statisticky vyznamné nesniZilo pocet eosinofilll v peritonealnich dutinach. DEX zjevné
redukoval pocet eosinofilii na misté zdnétu, ovSem ani toto dle jednocestné analyzy variance
nebylo statisticky vyznamné (obr. 15D). Za sniZeni poc¢tu bunék na misté zanétu bylo ¢astecné
zodpovédné jejich zvySené umirdni zpisobené podanim indometacinu a dexametazonu
potlacoval DEX. Obzvlasté vyraznd byla inhibice migrace monocytii dexametazonem (obr.

15C).
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Pocet bunék myeloidni linie (A), neutrofili (B), monocytu (C) a eosinofila (D)
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42.  OTOK TLAPEK VYVOLANY PODANIM KARAGENANU

42.1. OPTIMALIZACE

V ramci optimalizace metody bylo tfeba urcit davku karagenanu, jez by se uzivala
k navozeni otoku tlapek u mysi, a stanovit ¢asové intervaly, ve kterych by se méfila velikost
jakozto pozitivni kontrola inhibice otoku.

Ponévadz se v celé tadé studii otok tlapek indukuje intraplantarni injikaci 50 pl 1%
karagenanu (napiiklad Hannon et al. 2003, Posadas et al. 2004, Olabissi et al. 2011, Liao et al.
2013), v jednotlivych experimentech byl uzivan pravé 1% CAR. Pouze podavané mnozstvi
karagenanu bylo sniZzeno z 50 pl na 40 pl, nebot’ inzulinové injekce uzivané k intraplantarni
aplikaci CAR mély stupnici po 20 pl.

Velikost tlapek byla méfena dle dfive popsaného postupu 2, 4, 6, 24, 48, 72 a nékdy i
96 h po injikaci CAR (Posadas et al. 2004).

Otok tlapek navozeny poddnim 40 pul 1% CAR mél bifazicky pritbé¢h. Béhem prvni
faze (0-24 h od indukce zanétu) dosahoval otok nejvyssi hodnoty 4 h po podani CAR (napf.
obr. 18 a 20). Behem druhé faze (24-96 h od indukce zanétu) zpravidla nebylo pozorovéano
zadné maximum, nebot’ velikosti tlapek zejména 72 a 96 h po injikaci CAR si byly podobné
(obr. 17 a 19). Mezi prvni a druhou fazi vétSinou nebyly zaznamenany Z4dné vyrazné rozdily
Vv intenzité otoku (naptiklad obr. 17, 18 a 20).

Indometacin je hojné uZivan jakozto pozitivni kontrola pii testovani latek
Olabissi et al. 2011, Hassimotto et al. 2013, Liao et al. 2013). U mysi, jimz byl podan INDO
v davce 2 mg/kg télesné hmotnosti spolu s CAR, skute¢né doslo ke zmenseni otoku tlapek ve
srovnani s mySmi, jimz byl podan CAR samotny. Redukce otoku tlapek indometacinem byla
statisticky signifikantni v ¢asovém intervalu 4 h. Intraplantarni injikace 40 pl fyziologického
roztoku spolu s INDO v davce 2 mg/kg télesné hmotnosti mysi nevedla ke zvétSeni velikosti
tlapek (obr. 17). Tudiz otok byl zplisoben pouze podanim karagenanu.

Indometacin v davce 2 mg/kg sice redukoval otok tlapek vyvolany podanim CAR,
ovSem byl $patné rozpustny v ethanolu i karagenanu. Z toho dtivodu bylo tieba vyzkouset jesté
jiny protizanétlivy 1ék. Vedle INDO se k potlaceni otoku tlapek hojné uziva dexametazon
(naptiklad Henriques et al. 1987, Hannon et al. 2003, Nonato et al. 2012). U mysi, kterym byl
spolu s CAR injikovan DEX v davce 1 mg/kg nebo 2 mg/kg télesné hmotnosti, byla vskutku
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pozorovana vyrazna inhibice otoku tlapek. ZmenSeni velikosti otoku bylo ve srovnani
s mySmi, jimz byl podan CAR bez DEX, statisticky signifikantni 4, 6 a 24 h od vytvofeni
zanétu. Mezi obéma davkami DEX (1 mg/kg a 2 mg/kg) nebyly napadné rozdily v jejich
schopnosti redukovat otok tlapek (obr. 18). DEX inhiboval otok tlapek G¢innéji nez INDO
(obr. 17 a obr. 18).

Kviili u¢inngjsi inhibici otoku tlapek ve srovnani s INDO a také lepsSi rozpustnosti

Vv karagenanu byl proto pfi nasledném testovani cystatini jakoZzto pozitivni kontrola uzivan

dexametazon.

e=—fy— 1% CAR
60 1 — @- 1% CAR+INDO (2 mg/kg)
50 4 —#—0,9% NaCl + INDO (2 mg/kg)

t otoku tlapek (%)

naras

z

0 2 4 6 24 48 72 96
¢as (h) po injikaci CAR
Obr. 17: Narist velikosti tlapek (v %) 2, 4, 6, 24,48, 72 a 96 h po podani CAR oproti velikosti
tlapek pred injikaci CAR: 1% CAR — skupina 3 my3i, jimZ byl injikovan pouze CAR; 1% CAR + INDO —
skupina 3 mysi, jimz byl spolu s CAR podan indometacin v davce 2 mg/kg; 0,9% NaCl + INDO — 1 mys, jiz

byl spolu s fyziologickym roztokem injikovan indometacin v davce 2 mg/kg. Statisticky vyznamny rozdil mezi
skupinami 1% CAR a 1% CAR + INDO je ozna¢en hvézdickou.
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Obr. 18: Narist velikosti tlapek (v %) 2, 4, 6, 24,48, 72 a 96 h po podani CAR oproti velikosti
tlapek pi‘ed injikaci CAR: 1% CAR — skupina 4 mysi, jimz byl injikovan pouze CAR; 1% CAR + DEX
(1 mg/kg) — skupina 4 mysi, jimz byl spolu s CAR podan dexametazon v davce 1 mg/kg; 1% CAR + DEX
(2 mg/kg) — skupina 3 mysi, jimZ byl spolu s CAR podan dexametazon v davce 2 mg/kg. Statisticky vyznamné

rozdily mezi skupinami 1% CAR a 1% CAR + DEX (1 mg/kg) nebo skupinami 1% CAR a 1% CAR + DEX

(2 mg/kg) jsou oznaéené hvézdickami.

42.2. TESTOVANI CYSTATINU G1 A G9

Po urceni vhodné davky CAR k navozeni otoku tlapek, vybéru ¢asovych intervall pro
meéteni velikosti tlapek mikrometrem a srovnani miry zmenseni otoku INDO nebo DEX
nasledovalo testovani cystatinit G1 a G9 na jejich schopnost inhibovat otok tlapek indukovany
podanim 40 pl 1% CAR. JakoZto pozitivni kontrola inhibice zanétlivého procesu v tlapkach
byl vzdy uzivan DEX v mnoZstvi 1 mg/kg télesné hmotnosti mysi, nebot’ davka 1 mg/kg byla
dostate¢na k vyznamnému snizeni otoku tlapek (viz obr. 18).

Nejprve byly testovany cystatiny G1 a G9 v davce 1 mg/kg télesné hmotnosti mysi. U
mys$i, jimz byly injikovany cystatiny ¢i dexametazon spolu s CAR doslo ve srovnani s mySmi,
jimz byl poddn CAR samotny, k statisticky vyznamnému potlaceni otoku tlapek v ¢asovych
intervalech 2, 6 a 24 h. DEX navic statisticky signifikantn¢ snizoval otok tlapek v ¢asovém
intervalu 4 h a vyznamna redukce otoku tlapek cystatinem G9 byla zaznamenana i1 48 h po

injikaci CAR. Cystatiny G1 a G9 potlac¢ovaly otok tlapek podobnou mérou (obr. 19).
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Obr. 19: Nariist velikosti tlapek (v %) 2, 4, 6, 24,48, 72 a 96 h po podani CAR oproti velikosti
tlapek pred injikaci CAR: 1% CAR - skupina 4 mysi, jimz byl injikovan pouze CAR; 1% CAR + DEX —
skupina 4 mysi, jimz byl spolu s CAR podan dexametazon v davce 1 mg/kg; 1% CAR + G1 — skupina 4 mys$i,
jimz byl spolu s CAR podan cystatin G1 v davce 1 mg/kg; 1% CAR + G9 — skupina 4 mysi, jimz byl spolu
s CAR podan cystatin G9 v davce 1 mg/kg. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami 1% CAR a 1% CAR
+ DEX, 1% CAR a 1% CAR + G1 nebo 1% CAR a 1% CAR + G9 jsou oznacené hvézdickami.

V nasledujicich dvou experimentech, v nichz byl testovan cystatin G1 v davce 1 mg/kg
¢1 2 mg/kg a cystatin G9 v davce 2 mg/kg, vSak obdobna statisticky signifikantni redukce
otoku tlapek zaznamenéna nebyla (obr. 20 a 21). Dexametazon na rozdil od cystatind
vyznamné potlacil otok v obou experimentech. V prvnim pfipadé bylo statisticky vyznamného
snizeni otoku tlapek dosazeno pouze v casovém intervalu 4 h (obr. 20), ve druhém piipad¢ pak
byl otok dexametazonem vyznamn¢ inhibovan v ¢asovych intervalech 4 a 6 h (obr. 21). Vedle
dexametazonu a cystatinlt G1 a G9 byl mySim injikovan i cystatin G2 (obr. 20 a 21). Od
cystatinu G2 se, vzhledem K jinym pokustm, v nichz nevykazoval vyrazné protizanétlivé
ucinky, neocekavalo zadné vyznamné potlaceni zanétlivého procesu v tlapkach. Podani
cystatinu G2 tak mélo vyloucit pfipadnou nespecifickou redukci otoku tlapek zpiisobenou
podanim proteinu spolu s CAR. Cystatin G2 byl tedy pouzit jako negativni kontrola

k cystatinim G1 a G9, u nichz byla protizanétliva aktivita predpokladana.
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Obr. 20: Narust velikosti tlapek (v %) 2, 4, 6, 24, 48 a 72 h po podani CAR oproti velikosti

tlapek pied injikaci CAR: 1% CAR — skupina 4 mysi, jimZ byl injikovan pouze CAR; 1% CAR + DEX
— skupina 4 mysi, jimz byl spolu s CAR podan dexametazon v davce 1 mg/kg; 1% CAR + G1- skupina 4 mysi,
jimz byl spolu s CAR podan cystatin G1 v davce 2 mg/kg; 1% CAR + G2 — skupina 4 mysi, jimz byl spolu
s CAR podan cystatin G2 v davce 2 mg/kg; 1% CAR + G9 — skupina 4 mysi, jimz byl spolu s CAR podan
cystatin G9 v davce 2 mg/kg. Statisticky vyznamny rozdil mezi skupinami 1% CAR a 1% CAR + DEX je oznacen

hvézdickou.

45 - —ak— 1% CAR
T ee@®+ 1% CAR + DEX (1 mg/kg)
1% CAR + G1 (1 mg/kg)
= @ = 1% CAR + G2 (1 mg/kg)
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25 +
20 -

t otoku tlapek (%)
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7
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0 2 4 6 24 48 72

¢as (h) po injikaci CAR

Obr. 21: Nariist velikosti tlapek (v %) 2, 4, 6, 24, 48 a 72 h po podani CAR oproti velikosti
tlapek pi‘ed injikaci CAR: 1% CAR — skupina 4 mys3i, jimz byl injikovan pouze CAR; 1% CAR + DEX
— skupina 3 mysi, jimz byl spolu s CAR podan dexametazon v davce 1 mg/kg; 1% CAR + G1 — skupina 4 mysi,
jimz byl spolu s CAR podan cystatin G1 v davce 1 mg/kg; 1% CAR + G2 — skupina 4 mysi, jimz byl spolu
s CAR podan cystatin G2 v davce 1 mg/kg. Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami 1% CAR a 1% CAR

+ DEX jsou oznacené hvézdickami.
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S. DISKUSE

5.1. PERITONITIDA NAVOZENA APLIKACI
THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

5.1.1. DYNAMIKA VYSKYTU BUNECNYCH POPULACI V PERITONEALNICH
DUTINACH MYSI V RUZNYCH CASOVYCH INTERVALECH PO
PODANI TGM 1 NEBO TGM 2

5.1.1.1. BUNECNE POPULACE V PERITONEALNICH DUTINACH
NESTIMULOVANYCH TGM

Dle Misharina et al. Ize z peritonedlni dutiny nestimulované thioglykolatovym médiem
ziskat zhruba 1-3 x 10° bunék (Misharin et al. 2012). V této praci bylo vyplachem
peritonealnich dutin bez zanétu obdrZeno piiblizné 1 700 000 £ 200 000 Zivych bunék. Ziskané
zivé bunky se skladaly z ptiblizn¢ 47 % B lymfocytd, 30 % rezidentnich makrofagti a 8,5 %
T lymfocytl. Toto procentudlni zastoupeni bunéénych populaci zhruba odpovida tvrzeni Raye
a Dittelové, Ze Zivé buiiky ziskané z nestimulovanych peritoneédlnich dutin mysi jsou tvofené

z 50-60 % B lymfocyty, z cca 30 % makrofagy a z 5-10 % T lymfocyty (Ray a Dittel 2010).

5.1.1.2. REZIDENTNI MAKROFAGY

Kratce po intraperitoneélni injikaci thioglykolatového média (Casové intervaly 2, 4 a
8 h) doslo k zna¢nému sniZeni poctu rezidentnich makrofagl v peritonealnich dutinach. Tento
jev, v anglicky psané literatufe oznacovany jako ,,macrophage disappearance reaction®, b&ézné
nastava po intraperitonedlni injikaci TGM (Ghosn et al. 2010, Gautier et al. 2013). Vymizeni
rezidentnich makrofagl je pravdépodobné zptisobeno jejich migraci do omenta (Jonji¢ et al.

1992, Okabe a Medzhitov 2014).

5.1.1.3. NEUTROFILNI GRANULOCYTY. MONOCYTY A ZANETLIVE
MAKROFAGY

Udéava se, Ze neutrofily jsou prvnimi bunikami rekrutovanymi do mista zdnétu a taktéz
jsou dominantni buné¢nou populaci béhem casné faze akutniho zanétlivého procesu (Ryan a
Majno 1977, Kruger et al. 2015). Tomuto plné¢ odpovidd dynamika vyskytu neutrofild

Vv peritonealnich dutindch po injikaci TGM 2. Neutrofily byly peritoneélni lavazi ziskany jiz
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za 2 h po podani TGM 2 a v Casovych intervalech 4 a 8 h byly nejpocetnéji zastoupenou
bunécnou populaci.

Ptitomnost monocytli byla v peritonealnich dutindch zaznamenana jiz za 4 h od
indukce peritonitidy. Po podani 200 pul TGM 2 monocyty v ¢asovém intervalu 4 h
predstavovaly dokonce 8,8 + 1,6 % vsech zivych bun¢k ziskanych peritonedlni lavazi. Toto
pozorovani je v souladu se zjiSténim Hendersona et al., Ze monocyty migruji do peritonealnich
dutin stimulovanych TGM soucasn¢ s neutrofily v reakci na MCP-1 uvoliiovany rezidentnimi
makrofagy a mezotelialnimi buiitkami, které lemuji peritoneum (Henderson et al. 2003). I ptes
podobny zacatek migrace nicméné neutrofily infiltrovaly misto zanétu rychleji a ve vétSich
poctech nez monocyty. Nejvyssi pocet neutrofild (4 800 000 = 630 000 bunék) byl
peritonealni lavazi ziskan za 8 h po podani TGM 2, kdeZto nejvice monocyti (1 960 000 +
170 000 bungk) bylo v peritonealnich dutindch zaznamenano za 48 h od injikace TGM 2.

Rekrutované monocyty diferencovaly v zanétlivé makrofagy. Diferenciace monocytt
v makrofagy, béhem niz dochézi ke zvétSovani velikosti a granularity bunék, ke zvySovani
exprese F4/80 antigenu a MHC 1I a ke snizovani exprese Ly-6C, byla v priabéhu peritonitidy
navozené TGM zaznamenana fadou autori (Henderson et al. 2003, Ghosn et al. 2010).
Prechodu monocytli v makrofagy odpovida dynamika vyskytu monocytii a zanétlivych
makrofagl v ¢asovych intervalech 8, 48 a 72 h po podani TGM 2. Zanétlivé makrofagy se
Vv peritonealnich dutindch zacaly objevovat mezi 8 a 48 h od indukce peritonitidy, tedy v dobg,
kdy dochézelo k intenzivni migraci monocytii. Mezi 48. a 72. hodinou od injikace TGM 2 se
pocet zanétlivych makrofagli nadale zvySoval, kdezto pocet monocyti prudce poklesl,

pravdépodobné prave proto, Ze se z nich staly makrofagy.

5.1.1.4. EOSINOFILNI GRANULOCYTY

V peritonedlnich dutinach bez zancétu byla krom¢ B lymfocytli, rezidentnich
makrofagl a T lymfocytl zaznamendna pfitomnost malého procenta eosinofilli. Dle Misharina
et al. skute¢né¢ mohou zhruba 2-3% vsech bunck v nestimulované peritonealni dutiné tvoftit
neutrofily, monocyty, Zirné bunky a eosinofily (Misharin et al. 2012).

JiZ behem prvniho dne zénétlivé odpoveédi indukované TGM 2 se pocet eosinofill
mirné zvySoval, avSak vyrazny pocetni nartst nastal aZ mezi 8 a 48 h od injikace TGM 2.
V Casovém intervalu 48 h bylo peritonealni lavazi ziskano cca 11 000 000 + 700 000
eosinofill, v casovém intervalu 72 h pak pocet eosinofilti poklesl z 11 000 000 += 700 000
buné¢k na piiblizné 6 700 000 + 640 000 bunék. Tager et al. pozorovali podobny trend nartistu

~ 49 ~



poctu eosinofilll v pritbéhu peritonitidy indukované TGM (Tager et al. 2000). Taktéz Misharin
et al. zaznamenali velky pocet eosinofilti v peritonealnich dutinach 72 h po injikaci TGM a
dale zjistili, ze eosinofily jsou hlavni buné¢nou populaci, co kontaminuje kultury makrofaga
ziskané vyplachem peritoneélnich dutin stimulovanych TGM (Misharin et al. 2012).
Opozdénd migrace eosinofili ve srovnani s migraci neutrofild ¢i monocyt
pravdépodobné souvisi s tim, Ze chemoatraktanty zprostfedkovavajici rekrutaci eosinofilii
jsou produkovany leukocyty, které migruji do peritonealni dutiny pied eosinofily (Tager et al.
2000). Dominantni roli v akumulaci eosinofila v peritonealni dutiné hraje zejména leukotrien
B4, jehoz zdrojem mohou byt, mimo jiné, neutrofily, monocyty, makrofagy i samotné

eosinofily (Bray 1983, Tager et al. 2000).

5.1.1.5. LYMFOCYTY

Dynamika vyskytu B lymfocytt a T lymfocytd v peritonealnich dutinach
stimulovanych TGM 2 byla obdobna. Kratce po injikaci TGM 2 doslo k poklesu obou
subpopulaci lymfocyti. Mezi 4. a 8. hodinou od indukce peritonitidy se ale pocet B a T
lymfocytt zase zacal mirn€ zvySovat. Tento pocetni narast korespondoval s migraci neutrofilii
a monocytl do peritonealnich dutin. Nejvice B i T lymfocytd bylo zaznamendno v ¢asovém
intervalu 48 h. Féralova et al. pozorovali obdobnou dynamiku migrace lymfocytd do
peritonealnich dutin po injikaci TGM. I jim se podafilo ziskat nejvyssi pocet lymfocytl
peritonealni lavazi za 48 h od podani TGM (Féral et al. 2006). Ackoli lymfocyty byly
Vv pribehu zanétlivého procesu vyvolaného TGM 2 rekrutovany do peritonealnich dutin, jejich
migrace zdaleka nedosahovala takové intenzity jako migrace bun€k myeloidni linie.

V nestimulovanych peritonealnich dutindch byl pomér poétu CD4" T lymfocyti ku
po¢tu CD8" T lymfocyt zhruba 5 : 1. Po navozeni peritonitidy injikaci TGM 2 tento pomér
kolisal v rozmezi od cca 4 : 1 do 7 : 1. V periferni krvi my$i inbredniho kmene C57BL/6
starych 1-5 mésici byly v riznych studiich zaznamenany nasledujici poméry CD4*
T lymfocytt ku CD8" T lymfocytim: cca 1 : 1 (Pinchuk a Filipov 2008), 1 : 1 az 3 : 1 (Xie et
al.2016)a 1 :1az6:1 (Fink et al. 1992). S rostoucim vékem mysi se pomér CD4"a CD8" T
lymfocytt snizoval (Fink et al. 1992, Pinchuk a Filipov 2008, Xie et al. 2016). Poméry poctu
CD4" a CD8" T lymfocyth zjisténé v této praci jsou tedy ve srovnani s vysledky vyse
uvedenych studii analyzujicich zastoupeni subpopulaci T lymfocytd v periferni krvi spise

vysoké a nejvice odpovidaji idajim uvedenym v posledni jmenované studii.
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5.1.1.6. THIOGLYKOLATOVA MEDIA

K indukci peritonitidy byla uzita dvé rtzna thioglykolatova média — alternativni
thioglykolatové médium od firmy Sigma-Aldrich (TGM 1) a Difco™ tekuté thioglykolatové
médium od firmy BD (TGM 2). Zanétlivé odpovédi navozené injikaci TGM 1 a TGM 2 se od
sebe napadné lisily. Intraperitonealni podani TGM 2 vyvolalo ve srovnani s injikaci TGM 1
intenzivnéjsi zanétlivy proces s vyrazné vysSimi pocty neutrofilii, monocyti a zanétlivych
makrofagi v peritonedlnich dutinach. Pomérné vysoké mnozstvi neutrofilii a monocytti bylo
ziskano peritoneélni lavazi jesté¢ 48 a 72 h po injikaci TGM 2, kdeZto po podani TGM 1 se
Vv téchto casovych intervalech v peritonealnich dutindch jiz prakticky zadné neutrofily a
monocyty nenachazely. Ob¢é média se liSila i v dynamice vyskytu eosinofilii v misté zanétu.
Zatimco vramci zanétu indukovaného intraperitonedlnim podanim TGM 1 nedoslo
k napadnym zménam v procentudlnim a pocetnim zastoupeni eosinofilii oproti peritonealnim
dutindm bez zanétu, injikace TGM 2 vedla v ¢asovych intervalech 48 a 72 h k markantni
migraci eosinofili do peritoneédlnich dutin.

Jak TGM 1, tak i TGM 2 se skladala ze stejného mnozstvi peptonu z kaseinu,
kvasni¢ného extraktu, dextrozy, chloridu sodného, L-cystinu a thioglykolatu sodného. TGM 2
vSak na rozdil od TGM 1 obsahovalo jesté redoxni indikator resazurin a malé mnozstvi agaru.
Agar je polysacharid extrahovany ze stejného kmene ¢ervenych fas (ruduchy) jako karagenan.
Karagenan se v in vivo experimentech b&Zzn¢ uziva k indukci zanétu, a tak neni prekvapivé, ze
1 u agaru byly zjistény prozanétlivé ucinky. Napiiklad Avila et al. vyvolali u potkanti kmene
Wistar injikaci agaru zanétlivou odpovéd’ vyznacujici se vyskytem mnoha neutrofild a
monocytl/makrofagli spolu s menSim mnozstvim lymfocyti a eosinofilii (Avila et al. 2016).
V jiné studii byl zase agar uzit k navozeni otoku tlapek u hlodavcti (Okoli et al. 2007). Je tedy
mozné, ze pozorované rozdily mezi pribéhem peritonitidy indukované TGM 1 a peritonitidy

indukované TGM 2 jsou aspon z¢asti zptisobené absenci agaru v TGM 1.

5.1.2. OPTIMALIZACE DAVKY THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

Davka TGM pro testovani cystatinii G1 a G9 byla optimalizovana prostfednictvim

Y L

migrace bun€k myeloidni linie do peritoneédlnich dutin stimulovanych 200 pul TGM 2.
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5.1.2.1. INDOMETACIN A NEUTROFILY

Indometacin (5 mg/kg) podany 30 min pied TGM 2 a poté znovu spolu s TGM 2
statisticky signifikantné inhiboval migraci neutrofild do peritonedlnich dutin (P < 0,05).
Schopnost INDO potlacit rekrutaci neutrofili do mista zanétu byla zaznamendna v fad¢
riznych experimentalnich modell akutniho zanétu (Errasfa a Russo-Marie 1989, Garjani et
al. 2008, Pereira et al. 2009, Olabissi et al. 2011).

Ackoli je znamo, ze INDO potlacuje migraci neutrofilti in vivo, doposud neni Gplné
jejichz hlavnim mechanismem u¢inku je inhibice cyklooxygenazy (Ong et al. 2007).
Cyklooxygenaza (COX) je enzym katalyzujici syntézu prostaglandini H2 a G2 z kyseliny
arachidonové. Prostaglandin H; je nésledné konvertovan do celé fady eikosanoidi vcetné
prostaglandini Ez, D2, Fa,, prostacyklinu a tromboxanu A (Dubois et al. 1998).
Prostaglandiny E> a F», napomahaji migraci neutrofili do mista zanétu (Arnould et al. 2001,
de Menezes et al. 2005, Lemos et al. 2009). INDO inhibici COX snizuje produkeci téchto
prostaglandind, coz miiZe mit za nésledek 1 potlaceni migrace neutrofili (Arnould et al. 2001,
de Menezes et al. 2005, Menezes et al. 2008, Lemos et al. 2009).

Ackoli hlavnim mechanismem ucinku NSAIDs je inhibice syntézy prostaglandini,
Kk potlaceni migrace neutrofild by mohlo dochéazet i jinymi mechanismy, nezavislymi na
inhibici COX. V piitomnosti INDO bylo napiiklad pozorovano rychlé snizeni exprese L-
selektinu na povrchu neutrofili, coz vedlo k inhibici adheze neutrofili k endotelidlnim

buiikam (Diaz-Gonzalez et al. 1995).

5.1.2.2. INDOMETACIN A MONOCYTY

INDO statisticky signifikantné potlacoval vedle migrace neutrofili i migraci monocytt
vyvolanou injikaci 200 pl TGM 2 (P < 0,05).

BohuzZel neexistuje moc studii, jez by se zabyvaly u¢inkem INDO na migraci
monocytd in vivo. V nékolika studiich vSak byl zaznamenan vliv INDO na rekrutaci
mononukledrnich bunék, jejichz soucasti jsou vedle lymfocyti prav€é monocyty. Diive se
ptedpokladalo, Ze nékteré NSAIDs mohou plisobenim piimo na povrch mononuklearnich
buné¢k zabranovat jejich migraci do mista zanétu (Willoughby a DiRosa 1972). Dokonce se
uvadélo, Ze NSAIDs uc€innéji interferuji s migraci mononukledrnich bunék nez s migraci
neutrofili (Nielsen a Bennedsen 1983). In vitro skute¢né byla zaznamenana inhibice

chemotaxe monocytli n€kterymi NSAIDs, inhibi¢ni G€inky konkrétné INDO ale byly slabé a
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projevily se pouze pii vysokych koncentracich (Nielsen a Bennedsen 1983). Na druhou stranu
v experimentalnim modelu pleuritidy INDO (5 mg/kg) v ¢asovém intervalu 24 h potlacil

migraci mononuklearnich bunék vyvolanou injikaci karagenanu (Meacock a Kitchen 1976).

5.1.2.3. INDOMETACIN A EOSINOFILY

INDO (5 mg/kg) podany 30 min pfed TGM 2 a znovu soucasn¢ s TGM 2 statisticky
vyznamné nesnizil pocet eosinofil v peritonealnich dutinach stimulovanych 200 pul TGM 2.
Podobn¢ INDO nepotlacil migraci eosinofili vyprovokovanou podanim ovalbuminu do
peritonealnich dutin mysi senzibilizovanych ovalbuminem (Zuany-Amorim et al. 1993).

Neschopnost INDO potlacit rekrutaci eosinofili do mista zanétu by mohla byt

wrwe

2002).

5.1.2.4. DEXAMETAZON A NEUTROFILY

DEX (5 mg/kg) podany 1 h pted TGM 2 a opét soucasné¢ s TGM 2 statisticky
signifikantné inhiboval migraci neutrofilti vyprovokovanou injikaci 200 ul TGM 2 (P <0,01).

Potlaceni migrace neutrofili dexametazonem bylo pozorovédno v fadé modela
experimentdlniho zanétu vcetné peritonitidy indukované karagenanem, zymosanem a
glykogenem (Errasfa a Russo-Marie 1989, Getting et al. 1997, Teixeira et al. 1998, Hannon et
al. 2003, Pereira et al. 2009, Nonato et al. 2012).

Existuje fada mechanismi, jimiZ DEX muZe potlacit rekrutaci neutrofil do mista
zangtu. V prvé fad¢ dexametazon zvySuje u cirkulujicich neutrofili a monocytl expresi
annexinu Al (Perretti a Flower 1996). V mnoha in vitro a in vivo studiich byla prokazana
schopnost annexinu A1 inhibovat migraci neutrofilti (Errasfa a Russo-Marie 1989, Getting et
al. 1997, Lim et al. 1998, Teixeira et al. 1998, Walther et al. 2000). Tudiz skrze stimulaci
syntézy a uvoliiovani annexinu A1 dokéze DEX nepfimo potlacit infiltraci zanétlivého loZiska
neutrofily.

Dale je DEX schopny interferovat s rekrutaci neutrofili do mista zanétu inhibici
exprese adhezivnich molekul ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule 1) a ICAM-
1 (intercellular adhesion molecule 1) aktivovanymi endotelialnimi buiikami (Cronstein et al.
1992, Tailor et al. 1999) a taktéz potlacenim produkce chemokini MIP-2 a KC (Tailor et al.
1999, Schramm et al. 2000).
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5.1.2.5. DEXAMETAZON A MONOCYTY

V peritonedlnich dutindich mysi, jimz byl podan DEX, doslo ke statisticky
vyznamnému snizeni po¢tu monocytii oproti mySim, jimz byl podan pouze fyziologicky
roztok (P < 0,01). Taktéz v experimentalnich modelech pleuritidy a peritonitidy navozené
zymosanem doslo k potla¢eni migrace monocytii/mononuklearnich bun¢k do mista zanétu
(Meacock a Kitchen 1976, Getting et al. 1997).

Annexin Al je schopny vedle migrace neutrofili inhibovat i migraci monocyti. Tudiz
jednim z mechanismt, jimiz DEX potlacuje rekrutaci monocytl, je stimulace exprese
annexinu Al (Getting et al. 1997). DEX dale muize snizovat pocet zivych monocytl
v zanétlivém lozisku inhibici sekrece chemoatraktantu MCP-1 (Slavin et al. 1995, Dhawan et

al. 2007) a navozenim apoptdzy monocytti (Schmidt et al. 1999).

5.1.2.6. DEXAMETAZON A EOSINOFILY

U mysi, jimZz byl podan DEX, doSlo ve srovnani s mySmi, jimZz byl injikovan
fyziologicky roztok bez dexametazonu, k znaénému snizeni poctu eosinofild v peritonealnich
dutinach. To, Ze toto snizeni poctu eosinofilii neni dle jednocestné analyzy variance statisticky
signifikantni (P = 0,063), je pravdépodobné zplisobeno nestejnym poctem mysi v jednotlivych
skupinach a/mebo velkou smérodatnou odchylkou indometacinové skupiny. Kazdopadné
inhibice migrace eosinofili DEX byla pozorovana v fadé¢ in vivo studii (Zuany-Amorim et al.
1993, Das et al. 1997, Teixeira et al. 1998).

DEX muZe sniZovat pocet Zivych eosinofill na misté zanétu inhibici uvolfiovani
eosinofilll z kostni dfené¢ (Das et al. 1997), navozenim apoptodzy eosinofild (Druilhe et al.
1996) a potlacenim produkce IL-5 (Rolfe et al. 1992, Okayama et al. 1994). U mysi i lidi IL-
5 stimuluje proliferaci a diferenciaci prekurzort eosinofili ve zralé eosinofily, prodluzuje
pfezivani eosinofild inhibici jejich apoptdzy, ma chemotaktické G€inky na eosinofily, zvySuje
adhezi eosinofild k endotelialnim bunkam a podnécuje efektorové funkce eosinofili (Kouro a
Takatsu 2009). Tedy potla¢enim produkce IL-5 je DEX schopny inhibovat migraci eosinofili
do mista zanétu a zaroven sniZovat prezivani téch eosinofill, jez se do zanétlivého loziska

dostaly.

5.1.3. TESTOVANI CYSTATINU G1 A G9

Klistata spolu se slinami vylu€uji komponenty, které jim umoziuji interferovat
s rekrutaci neutrofild, monocytli a eosinofill do mista sdni. V prvé fadé mohou slozky
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obsazené v kliStécich slinach inhibovat migraci vySe zminénych bunék potlatenim exprese
adhezivnich molekul jako jsou P2 integriny, P-selektin a VCAM-1 (vascular cell adhesion
molecule 1) (Montgomery et al. 2004, Maxwell et al. 2005, Guo et al. 2009). Déle mohou
nekteré komponenty klistécich slin vazat LTB4 (Beaufays et al. 2008) a nékteré chemotaktické
faktory, kuptikladu MCP-1, RANTES a eotaxin (Hajnicka et al. 2005), a tak inhibovat
chemotaxi neutrofill, monocytli a eosinofili do mista sani klistéte. Chemotaxi zanétlivych
bunék muze klisté dale potlacit inhibici aktivace komplementu, nebot’ v ramci komplementové
kaskady vznikaji fragmenty C3a a C5a s chemotaktickymi uc¢inky na leukocyty (Schuijt et al.
2011).

Mezi slozky klistécich slin s potencidlnimi inhibi¢nimi G¢inky na chemotaxi neutrofild
béhem zanétlivého procesu patii i cystatiny. Naptiklad lidsky cystatin C inhiboval chemotaxi
neutrofild indukovanou fragmenty slozek komplementu (Leung-Tack et al. 1990). Podobné
sialostatin L Kklistéte I. scapularis potlacil rekrutaci neutrofild do zadnich tlapek mysi
vyprovokovanou intraplantarni injikaci karagenanu (Kotsyfakis et al. 2006).

V ramci této prace cystatiny G1 a G9 klistéte I. ricinus statisticky vyznamné snizily
pocet bunck myeloidni linie rekrutovanych do peritoneédlnich dutin stimulovanych TGM.
Podéni cystatinu G9 dale vedlo k signifikantni inhibici migrace neutrofilti vyvolané injikaci
TGM (P < 0,05). Cystatin G1 sice také potlacil rekrutaci neutrofilii do peritonealnich dutin,
ovSem toto jiZ nebylo statisticky signifikantni (P = 0,071). Inhibice migrace neutrofilii
cystatiny G1 a G9 v pribéhu peritonitidy koresponduje s vysledky Michaely Kubickové, ktera
se vV ramci své bakalaiské prace vénovala vlivu cystatinii na adhezi neutrofili k vybranym
proteinim ECM in vitro. Cystatin G9 o koncentracich 1 uM a 3 uM statisticky vyznamné
sniZil adhezi neutrofilt k lamininu. Cystatin G1 o koncentraci 1 pM na druhou stranu nem¢l
na adhezi neutrofilii k lamininu Zadny vliv a urcité potlaeni adheze, které vSak nebylo
vyznamné, bylo pozorovano az pti koncentraci 3 uM (Kubickova 2016). Je tedy mozné, Ze
schopnosti cystatini interferovat s adhezi neutrofild k proteinim ECM.

Injikace cystatini G1 a G9 rovnéZ vyustila v niZ§i poc¢et monocytl v peritonedlnich
dutindch stimulovanych TGM (v ptipadé¢ G9 P < 0,05). PonévadZz monocyty diferencuji v
makrofagy (Henderson et al. 2003, Ghosn et al. 2010), cystatiny G1 a G9 by mohly sniZzovat
vedle poctu neutrofilli a monocytll i mnozstvi zanétlivych makrofagl v zanétlivém loZisku.
Pocet eosinofill ve stimulovanych peritonealnich dutindch nebyl vyznamné ovlivnén podanim

cystatintl.
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52. OTOK TLAPEK VYVOLANY PODANIM KARAGENANU

5.2.1. OPTIMALIZACE

5.2.1.1. PRUBEH OTOKU TLAPEK

Otok tlapek indukovany podanim karagenanu mé¢l bifazicky prabéh. Do zhruba 4 h od
intraplantarniho podani CAR se otok tlapek postupné zvétSoval, ovSem tento pocatecni 4
hodinovy nartst byl vzapéti nasledovan poklesem otoku. B€éhem druhého dne experimentu
zacal otok tlapek opét nartistat a pretrvaval i 4. den od injikace CAR. Henriquesova et al.,
Hannon et al. a Posadasova et al. pozorovali podobny bifazicky pritbéh, byt’ asto s rychlej$im
zacatkem opétovného nartstu otoku (Henriques et al. 1987, Hannon et al. 2003, Posadas et al.
2004). Jak prvni, tak i druhd faze byly obdobné intenzity. Dle Henriquesové et al. velikost
otoku tlapek béhem prvni faze nezavisi na ddvce podaného CAR, kdezto velikost otoku béhem
druhé faze se zvySuje srostouci davkou CAR (Henriques et al. 1987). Tedy pokud by
Kk indukci otoku tlapek byl namisto 1% CAR wuzit napf. 3% CAR, druhd faze otoku by

pravdépodobné dosahovala vyssi intenzity nez prvni faze.

5.2.1.2. VLIV INDOMETACINU NA OTOK TLAPEK

INDO (2 mg/kg) podany spolecné¢ s CAR statisticky signifikantné redukoval otok
tlapek v ¢asovém intervalu 4 h (P < 0,05). Ke zmenseni otoku tlapek INDO doslo v celé fadé
studii (Sugishita et al. 1981, Henriques et al. 1987, Garjani et al. 2008, Olabissi et al. 2011,
Hassimotto et al. 2013, Liao et al. 2013).

Na vzniku otoku tlapek se spolu s histaminem, serotoninem a bradykininem podili i
prostaglandiny jakoZto latky se silnymi vazodilataénimi u¢inky (Posadas et al. 2004). Syntézy
prostaglandini se vedle cyklooxygendzy Ucastni i enzym fosfolipdza Az. Fosfolipdza A:
uvolnuje z fosfolipidii bunéénych membran kyselinu arachidonovou. Uvolnéna kyselina
arachidonova je nasledné konvertovana COX na prostaglandin Hz, ktery je dal§Simi enzymy
metabolizovan na ruzné prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany (Balsinde et al. 2002,
Ricciotti a FitzGerald 2011). Existuji dvé izoformy cyklooxygenazy. 1zoforma COX-1 je
konstitutivné exprimovand v mnoha tkénich, naptiklad v krevnich destickach, ledvindch a ve
stievech (Nantel et al. 1999). Je zodpovédna zejména za biosyntézu prostaglandinti zahrnutych
vV homeostatické regulaci. Naopak izoforma COX-2 ve vétSiné tkani za fyziologickych

podminek neni exprimovana vibec ¢i jenom v nizké mife, ale jeji expresi vyrazné zvysuji
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rizné stimuly vcetné prozanétlivych cytokint a rastovych faktord (Dubois et al. 1998). Na
rozvoji otoku tlapek se podili obé izoformy COX (Posadas et al. 2004).

INDO je neselektivni inhibitor cyklooxygenazy, coz znamena, ze ma schopnost
inhibovat jak COX-1, tak COX-2 (Mitchell et al. 1993). Nadto bylo zjisténo, Ze INDO rovnéz
inhibuje aktivitu fosfolipazy Az, ¢imz snizuje dostupné mnozstvi prekurzoru prostaglandinti —
kyseliny arachidonové (Kaplan et al. 1978, Franson et al. 1980). Tudiz INDO v podstaté¢
potlacuje produkci prostaglandinii na dvou trovnich, a tim i efektivné redukuje otok tlapek.
Ke snizeni otoku tlapek by dale mohla pfispivat schopnost INDO inhibovat infiltraci mista

zanétu neutrofily a monocyty.

5.2.1.3. VLIV DEXAMETAZONU NA OTOK TLAPEK

DEX statisticky vyznamné snizoval otok tlapek navozeny podanim 1% CAR zejména
Vv Casovych intervalech 4 a 6 h. Inhibice otoku tlapek DEX byla pozorovana v mnoha studiich
(Henriques et al. 1987, Duncan et al. 1993, Hannon et al. 2003, Wise et al. 2008, Nonato et al.
2012, Reis et al. 2013).

Existuje fada mechanismi, jimiz DEX redukuje otok tlapek. V prvé fadé je DEX
schopny potlacovat produkci a aktivitu fosfolipazy A2 a COX-2 (Nakano et al. 1990, Gewert
a Sundler 1995, Newton et al. 1998). Inhibici obou enzymi DEX, podobné jako indometacin,
sniZzuje tvorbu prostaglandinii v misté zanétu (Sudlow et al. 1996, Newton et al. 1998).

Vedle prostaglandint k rozvoji otoku tlapek piispivaji i superoxid a oxid dusnaty.
Superoxidové anionty zvySuji vaskuldrni permeabilitu, podporuji rekrutaci bunék do mista
zanétu a poSkozuji tkané. NO maé vazodilatacni ucinky, zvySuje tvorbu prozanétlivych
prostaglandind stimulaci aktivity COX-1 a COX-2 a reakci se superoxidem dava vznik
peroxynitritu, ktery nasledné poSkozuje bunky (Salvemini et al. 1996). Syntéza oxidu
dusnatého z L-argininu je katalyzovana enzymem NO syntdzou (NOS). Byly rozpoznany tfi
izoformy NOS: neurondlni NOS (nNOS), endotelidlni NOS (eNOS) a inducibilni NOS
(iNOS). Jak eNOS, tak i nNOS jsou konstitutivni izoformy, kdezto iNOS je syntetizovana de
novo V reakci na bakteridlni endotoxiny a/nebo prozanétlivé cytokiny (Handy a Moore 1998).
DEX snizuje produkci superoxidu fagocyty (Maridonneuau-Parini et al. 1989) a taktéz
potlacuje tvorbu NO inhibici exprese iNOS (Radomski et al. 1990, Kunz et al. 1996).

DEX tedy redukuje otok tlapek potlacenim produkce prostaglandind, superoxidu a NO.
K potlaceni produkce téchto mediatorii zfejmé prispiva 1 schopnost DEX inhibovat migraci

zanétlivych bunék.
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5.2.2. TESTOVANI CYSTATINU G1 A G9

Inhibi¢ni ucinky cystatint G1 a G9 na migraci neutrofilii a monocytli pozorované
vV ramci peritonitidy by mohly vést ke snizeni otoku tlapek. Neutrofily produkuji reaktivni
formy kysliku, jako jsou superoxidové anionty a hydroxylové radikély (Bannister et al. 1982).
Monocyty, jakozto fagocytujici bunky, taktéz tvoii ROS (Weiss et al. 1978) a déle jsou
prekurzory makrofagt — producentii superoxidu, prostaglandini a oxidu dusnatého (Kunkel et
al. 1982, Hartung et al. 1983, Assreuy et al. 1994). Zeslabeni migrace neutrofilti a monocyti
podanymi cystatiny by tedy mohlo vyustit v niz§i mnozstvi superoxidovych aniont, NO a
prostaglandinii v tlapkach, a tim padem i k potlaceni otoku tlapek.

V pocatecnim experimentu bylo skutecné zaznamendno statisticky vyznamné snizeni
otoku tlapek u téch mysi, jimZ byly spolu s CAR podéany cystatiny G1 a G9. V nésledujicich
dvou experimentech se vSak i pfes totoznou metodiku a tésnou c¢asovou navaznost
jednotlivych pokust tento vysledek nepodaftilo zopakovat. DEX na rozdil od cystatinu G1
vyznamn¢ snizil otok tlapek ve vSech tfech experimentech. Z toho Ize usuzovat, Ze absence
redukce otoku u mysi, kterym byl podan cystatin G1, je pravdépodobné zplisobena nizkou
protizanétlivou aktivitou cystatinu G1. Je sice mozné, ze cystatin G1 skute¢né snizil pocet
neutrofili a monocytl rekrutovanych do tlapek, ovSem tato redukce poctu bunék jeste
nemusela byt dostateéna k vyznamnému potlaceni otoku tlapek. Napiiklad Kotsyfakis et al.
podanim 3 pM sialostatinu L v ¢asovém intervalu 4 h nedosahli statisticky signifikantniho
snizeni otoku tlapek. Na druhou stranu stejna koncentrace sialostatinu L byla v Casovém
intervalu 4 h dostate¢nd k statisticky vyznamné inhibici (P < 0,001) rekrutace neutrofili do
tlapek (Kotsyfakis et al. 2006). TudiZ by bylo vhodné v budoucnosti vedle méfeni velikosti
otoku tlapek hodnotit i intenzitu migrace neutrofili do tlapek stanovenim aktivity ¢i mnoZstvi
myeloperoxidazy v tlapkach.

Cystatin G9 byl na rozdil od cystatinu G1 testovan pouze ve dvou experimentech,
znichZ vjednom doSlo k statisticky vyznamnému sniZeni otoku, a ve druhém naopak
vyznamna redukce otoku tlapek zaznamenana nebyla. Tudiz o schopnosti cystatinu G9

sniZovat otok tlapek zatim nelze Cinit Zadné definitivni zavéry.
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6. ZAVER

Béhem vypracovavani této diplomové prace byly optimalizovany dva mysi modely
akutniho z&nétu — peritonitida navozena aplikaci thioglykolatového média a otok tlapek
vyvolany podanim karagenanu.

V ramci optimalizace experimentalni peritonitidy byly napied zvoleny strategie pro
identifikaci neutrofili, monocyti, makrofagl, eosinofili, B lymfocyti a T lymfocyti na
pratokovém cytometru. Zvolené strategie ,,gatovani‘‘ byly nasledn¢ uzity k zjis§téni dynamiky
vyskytu vyse zminénych bunécnych populaci v peritonealnich dutindich mysi v riznych
casovych intervalech po intraperitoneélni injikaci dvou thioglykolatovych médii od odlisnych
indometacinu a dexametazonu upravena davka TGM pro testovani cystatin G1 a G9
Vv ¢asovém intervalu 4 h.

Optimalizace otoku tlapek zahrnovala vybér vhodné davky karagenanu pro navozeni
zanétlivého procesu, zjisténi dynamiky otoku tlapek v Casovych intervalech 2, 4, 6, 24, 48, 72
a 96 h po intraplantdrni injikaci CAR a porovnani schopnosti indometacinu a dexametazonu
snizit otok tlapek. Uginngjsi z obou 1éka byl pozdgji pii testovani cystatind uZivan jako
pozitivni kontrola potlaceni otoku tlapek.

Po dokonceni optimalizace peritonitidy a otoku tlapek byla v obou modelech akutniho
V ptipad€ peritonitidy byla hodnocena schopnost cystatint G1 a G9 potlacit infiltraci
peritonealnich dutin myeloidnimi bunkami, neutrofily, monocyty a eosinofily. V ramci otoku

tlapek byl testovan antiedemat6zni ucinek cystatinti G1 a G9.

6.1. PERITONITIDA NAVOZENA APLIKACI
THIOGLYKOLATOVEHO MEDIA

e Difco™ tekuté thioglykolatové médium (BD) vyvolalo ve srovnani S alternativnim
thioglykolatovym médiem (Sigma-Aldrich) siln€jsi zanétlivou odpovéd’ s vyrazné
vy$§imi  poCty neutrofild, monocytl, =zanétlivyjch makrofigh a eosinofill
Vv peritonealnich dutinach.
peritonitidy pro testovani cystatintt G1 a G9 v ¢asovém intervalu 4 h zvolena davka 200
ul 3% Difco™ tekutého thioglykolatového média (BD).
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6.2.

Cystatin G1 statisticky signifikantné¢ inhiboval migraci myeloidnich bunék do

peritonealnich dutin stimulovanych TGM.

Cystatin G9 statisticky signifikantné inhiboval migraci myeloidnich bunék, neutrofilti a

monocytl do peritonealnich dutin stimulovanych TGM.

OTOK TLAPEK VYVOLANY PODANIM KARAGENANU

Pro indukci otoku tlapek u mysi byla zvolena davka 40 ul 1% A-karagenanu.

Otok tlapek navozeny podanim 40 ul 1% CAR mél typicky bifazicky pribéh (prvni faze:
0-24 h po podani CAR, druha faze: 24-96 h po podani CAR).

Pro pozitivni kontrolu potlaceni otoku tlapek byl vybran dexametazon v davce 1 mg/kg
télesné hmotnosti mysi.

V vodnim experimentu cystatin G1 statisticky signifikantné snizil otok tlapek.
V nasledujicich dvou opakovanich dané¢ho experimentu se vSak schopnost cystatinu G1
redukovat otok tlapek nepodatilo potvrdit.

Vliv cystatinu G9 na otok tlapek je z divodu nedostate¢ného poétu provedenych

experimentl zatim nejasny.
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7. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

0,9% NaCl
APC

AV CR

BD

BSA

CAR

CC chemokiny

CCL
CD
CD3e

CD4

CD8a

CD11b

CD19

CD45

COX
COX-1
COX-2
DEX
DNA
ECM

fyziologicky roztok

allophycocyanin

Akademie véd Ceské republiky

Becton, Dickinson and Company

bovine serum albumin; hovézi sérovy albumin
Carrageenan; karagenan

skupina chemokini, jejichz prvni dva konzervované cysteinové
zbytky na N-konci molekuly spolu ptimo sousedi

CC chemokine ligand

cluster of differentiation; diferenciacni skupina

povrchovy glykoprotein exprimovany thymocyty a zralymi T
lymfocyty

povrchovy glykoprotein exprimovany vétSinou thymocytd,
subpopulaci zralych T lymfocytl (pfedev§im pomocnymi T
lymfocyty) a dendritickymi buiikami

povrchovy glykoprotein exprimovany vétSinou thymocytt,
subpopulaci zralych T lymfocytt (hlavné cytotoxickymi T
lymfocyty) a dendritickymi buiikami

transmembranovy glykoprotein exprimovany granulocyty,
makrofagy, myeloidnimi dendritickymi butikami, NK butikami
atd.

transmembranovy glykoprotein exprimovany v§emi
vyvojovymi stadii B lymfocytd kromé plazmatickych bunék
transmembranovy glykoprotein exprimovany vSemi buiikami

hematopoetického ptivodu s vyjimkou zralych erytrocytt a
krevnich desticek

cyklooxygenaza

cyklooxygenéza 1 (konstitutivni izoforma COX)
cyklooxygenaza 2 (inducibilni izoforma COX)
dexametazon

deoxyribonucleic acid; deoxyribonukleova kyselina

extracelularni matrix
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F4/80 antigen transmembranovy protein exprimovany vétSinou zralych
makrofagl, peritonedlnimi eosinofily a subtypy dendritickych

bunck

FACS fluorescence-activated cell sorting; tfidéni bun¢k aktivované
fluorescenci

Fc fragment crystallizable; krystalizovatelny fragment

FITC fluorescein isothiocyanate

FSC forward scatter; pfimy rozptyl

IL interleukin

INDO indometacin

1.p. intraperitonealné

Ir-LBP Ixodes ricinus leukotriene Bs-binding protein; lipokalin ve
slinach klistéte Ixodes ricinus

ISL 929/1373 proteiny ve slinach klistéte Ixodes scapularis

KC keratinocyte chemoattractant

kDa kilodalton

LPS lipopolysacharid

LTBa4 leukotrien B4

Ly-6C lymphocyte antigen 6 complex, locus C; protein exprimovany

na povrchu monocytii/makrofagu, endotelidlnich bunék,

granulocytil a nékterych lymfocyt

Ly-6G lymphocyte antigen 6 complex, locus G; protein exprimovany
na povrchu granulocytl v periferni krvi

MCP-1 monocyte chemoattractant protein 1
MHC major histocompatibility complex; hlavni histokompatibilni
komplex

MHC I MHC glykoproteiny II. tiidy

MIP-2 macrophage inflammatory protein 2

NaCl chlorid sodny

NK natural killer; ,,pfirozeny zabijec*

NO oxid dusnaty

NOS NO syntaza
eNOS endotelialni NO synt4za (konstitutivni izoforma NOS)
INOS inducibilni NO syntéza (inducibilni izoforma NOS)
nNOS neuronalni NO syntdza (konstitutivni izoforma NOS)
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NSAIDs

Oz
OspC
PBS

PE

PE-Cy7
PerCP-Cy5.5
Pl

RANTES
RNA

ROS

Salp15

Salp16 Iperl/Iper2

SAT
SGE
SialoL
SialoL2
Siglec-F

SSC
TGM

TGM 1

TGM 2
Th9 lymfocyty
TLR
TNF
TSLPI

non-steroidal anti-inflammatory drugs; nesteroidni

rrrrrr

superoxidovy aniont, superoxid
outer surface protein C; vnéjsi povrchovy protein C borelii

phosphate buffered saline; fyziologicky roztok pufrovany
fostaty

phycoerythrin

phycoerythrin-cyanine 7

peridinin-chlorophyll-protein complex-cyanine 5.5
propidium iodide; propidium jodid

regulated on activation, normal T cell expressed and secreted
ribonucleic acid; ribonukleova kyselina

reactive oxygen species; reaktivni formy kysliku

protein ve slinach klistéte Ixodes scapularis

proteiny ve slinach klistéte Ixodes persulcatus
saliva-assisted transmission; slinami asistovany pienos
salivary gland extract; extrakt ze slinnych zlaz

sialostatin L

sialostatin L2

sialic acid-binding immunoglobulin-like lectin F; lektin
exprimovany hlavné na povrchu eosinofilt a alveoldrnich

makrofagh

side scatter; bo¢ni rozptyl

thioglykolatové médium

alternativni thioglykolatové médium (thioglycollate broth) od
firmy Sigma-Aldrich

Difco™ tekuté thioglykolatové médium od firmy BD

T helper type 9 cells; pomocné T lymfocyty typu 9

toll-like receptor

tumor necrosis factor; faktor nadorové nekrozy

tick salivary lectin pathway inhibitor, protein ve slinach kliStéte
Ixodes scapularis
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