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1 Uvod

Imunitni systém savct lze rozdélit na nespecifickou (vrozenou) a specifickou (adaptativni)
slozku. Tyto dv¢ ¢asti spolupracuji na ochrané jedince (Medzhitov 2007). Vrozena imunita je
pii infekci aktivovana rychleji a slouzi jako prvni nespecificka obrana proti patogentim, Které
vnima prostiednictvim PRRS (receptory pro rozpoznavani vzorcd). Toto oznaceni zahrnuje
celou skalu receptorti, které podle jejich struktury délime do péti skupin, ato TLR, NLR, CLR,
ALR a RLR, které budou podrobnéji popsany dale. Vyznacuji se schopnosti ptimo detekovat
konzervované mikrobidlni struktury (oznacované jako PAMPs), anebo molekulové struktury
spojené s ponicenim tkan¢ (DAMPS). To je mozné diky extracelularnim doménam, které tento

ligand rozpoznaji, ¢imz se spusti kaskada déju vedouci k aktivaci bunky (Li a Wu 2021).

Aktivace bun€k nesouci tyto receptory (makrofagy, dendritické buniky, granulocyty a dalsi)
vede k produkci prozanétlivych cytokint, které je mozno laboratornimi metodami detekovat
a kvantifikovat (Li a Wu 2021). Naptiklad stimulace TLR receptorti zpusobuje expresi
a uvolnéni TNF-q, IL-1p a IL-6, které koordinuji naslednou lokalni i systemickou zanétlivou

odpovéd’ (Medzhitov 2007).

Existuje mnoho druhit PAMPs, na které bunika miiZe reagovat s rliznym zpisobem a riiznou
intenzitou. Proto byla v této praci otestovana ¢tvefice TLR ligandd: LPS, LTA, FLAG
a POLY(I:C). Byla pozorovana reakce bunék na tyto stimuly pomoci metod qRT-PCR, ELISA

a prutokové cytometrie.

Efektorové mechanismy nespecifické imunity po aktivaci dale patogen jednak nici, ale také
napomahaji k zahajeni adaptativnich imunitnich procesi, a to zejména prezentaci antigenti na
povrchu antigen prezentujicich bunék (dendritické bunky, makrofagy nebo B-lymfocyty)
a produkei cytokint (Yumoto et al. 2018; Medzhitov 2007).

Adaptativni imunitni systém aktivuje imunitni odpovéd’ v zavislosti na konkrétni hrozbé. To
je umoznéno specifickymi receptory, které navazuji vzdy konkrétni typ antigenu.
V organizmu vznik4 béhem vyvoje rozsahly repertoar téchto receptort s nahodnou, ale uzkou
specifitou, a to diky somatické rekombinaci genovych segmentii obsazenych v zarode¢né linii
(Medzhitov 2007). Tyto receptory se vyskytuji na T a B lymfocytech jako T-bunécné
receptory a protilatky. Aktivace tohoto typu imunity spocivd v klondlni expanzi malého
mnozstvi antigenné specifickych lymfocytid. Proces expanze ale trva delsi dobu (vrcholu
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dosahuje asi 10 dni po aktivaci), proto jsou pozorované charakteristické znaky zanétu spise

dilem vrozené imunity (Barton 2008; Nicholson 2016).

1.1 Zanét

Zanét je obranna odpovéd’ organismu vyvolana infekci ¢i poranénim tkané (Zhang
a Sun 2015). Vyvinul se jako adaptativni mechanismus pro znovunastoleni homeostazy.
Hlavni funkci tohoto imunitniho procesu je potlaceni infekce a zahojeni zpiisobené¢ho

poskozeni organismu (Medzhitov 2008).

Tento proces je energeticky velmi ndrocny a zahrnuje poniceni tkané organismu. Idedln¢ ma
tedy zanétliva reakce rychly prubéh a zaroven je co nejvice specificka vici konkrétnimu

stimulu (Zhang a Sun 2015).

Jedna se o vicestupnovy proces zprostiedkovany mnoha mediatory, které reguluji specifické
aspekty zanétlivé odpovédi (Fioranelli et al. 2021). Piestoze se jedna o fyziologicky, pro zivot
nutny, mechanismus, deregulovana reakce mize vést k excesivnim a dlouhodobym zméndm
tkané, coz mlize zpusobit chronicky zanét, organové selhani ¢i sepsi (Barton 2008; Zhang

a Sun 2015).

1.1.1 Bunky podilejici se na zanétlivé odpovédi

Buniky nespecifického imunitniho systému exprimuji invariantni receptory rozpoznavajici
signaly mikrobialni infekce, ¢i detekuji poranéni v organismu. Pfedev$sim se jedna
o0 fagocytujici buniky, jako makrofagy, neutrofily a dendritické buiiky, ale tfeba 1 Zirné bunky,
NK buriky, fibroblasty, epitelové bunky a endotelové buiiky (Barton 2008; Wynn a Vannella
2016).

1.1.1.1 Makrofagy

Mezi klicové buiiky podilejici se na obnové a regeneraci tkdni patii monocyty a tkanové
makrofagy. Maji riizné funkce, jako je prezentace antigenil, fagocytéza mrtvych bunck
a produkce cytokini a chemokini (Mohammadi et al. 2019). Poruchy regulace makrofagi
ajejich cytokini vedou K nekontrolované produkci prozanétlivych molekul a rastovych
faktorii, coz ma za nasledek poskozeni tkané a rozvoj patologické fibrozy (Wynn a Vannella
2016).



Makrofagy se vyvijeji béhem embryogeneze z erytro-myeloidnich progenitorti Zloutkového
vacku (EMP), které¢ davaji za vznik pre-makrofagiim. Ty poté kolonizuji vyvijejici se organy,
kde se diferencuji do tkanové specifickych makrofagti (Mass et al. 2023). Mezi né mizeme
fadit kostni osteoklasty, mikrogliové buiniky z centralni nervové soustavy, Kuppferovy bunky

jater a mnoho dalsich (Mosser a Edwards 2008).

V postnatadlnim obdobi se monocyty diferencuji ze spolecného myeloidniho progenitoru
Vv kostni dfeni. Tyto bunky davaji vzniknout i dal$im typtim bunék, jako jsou granulocyty,
zirné buniky a dendritické bunky. Postupné z této buiiky vznikaji monoblasty, pro-monocyty
a nakonec zralé monocyty, které jsou uvoliiovany do krevniho ob&hu. Monocyty migruji
z krve do tkani, kde dopliuji populace tkdnovych makrofagt. Tim je udrzovdna homeostaza

organizmu pii boji proti infekci (Mass et al. 2023; Mosser a Edwards 2008).

Prestoze existuje mnoho riznych fenotypli makrofagi, obecné¢ se da fici, Ze se déli do dvou
subpopulaci, které¢ jsou ovlivnény polarizaci T-bun¢k na Thl a TH2 — M1 a M2 makrofagy.
Tyto dvé skupiny se li§i zpisobem jejich aktivace. Zatimco makrofagy M1 jsou aktivovany
takzvané klasicky, M2 makrofagy jsou aktivovany alternativné. Cytokiny produkované Tnl
v reakci na mikrobialni podnéty (pfedevsim IFN-y) polarizuji makrofagy na fenotyp MI.
Fenotyp M2 je naopak stimulovan cytokiny IL-4 a IL-13, které jsou produkované Tn2
lymfocyty (Biswas et al. 2012).

Pii infekci patogenem jsou nejdiive pfitomny zejména makrofagy typu MI. Produkuji
prozanétlivé molekuly, jako je TNF-a, IL-1p, IL-12 a IL-23, coz napomaha rekrutaci dalSich
imunitnich bunék, niCeni patogenti a aktivaci adaptativni imunity (Biswas et al. 2012;

Mohammadi et al. 2019).

Po eliminaci hrozby nésleduje ukonceni zanétu, k cemuz ptispivaji makrofagy M2. Pfitomnost
apoptotickych bungk, imunitnich komplexti a IL-10 indukuje polarizaci makrofaghi na M2
které tlumi probihajici zanétlivou reakci. Dochazi k remodelaci tkané a k navratu homeostazy
(Biswas et al. 2012). M2 makrofagy ale hraji roli nejen pii remodelaci tkani pifi zanétu, ale
I pti fyziologickych procesech, naptiklad pii vyvoji mlééné zlazy a organogenezi ledvin, ¢i
pankreatu (Pollard 2009).



1.1.1.2 Granulocyty

Granulocyty obsahuji specificka cytoplazmaticka granula. RozliSuji se tfi hlavni skupiny
granulocytd, ato neutrofily, bazofily a eosinofily. Toto rozdéleni je podminéno obsahem

granul, které ovliviiuje, jak se jednotliva granula barvi (Sieminska et al. 2021).

Zralé eozinofily se uvoliuji do krve z kostni diené vlivem zanétlivych podnéti jako GM-CSF
(granulocyto—makrofagovy kolonie stimulujici faktor). Jsou schopné aktivace a rekrutace do
tkani, pokud jsou pfitomny vhodné podnéty, predevsim eotaxiny a IL-5 (Rosenberg
etal. 2013).

Bazofily jsou nejméné pocetné granulocyty v Krvi. V ptipadé potieby migruji do tkani. Jejich
granula obsahuji heparin, histamin a dal$i mediatory. Hraji roli v riznych imunitnich reakcich,
zejména v té€ch alergickych a proti-parazitarnich (Miyake a Karasuyama 2017; Sieminska

et al. 2021).

Nejhojnéji zastoupenymi granulocyty v periferni krvi jsou neutrofily. Maji fadu efektorovych
mechanismi, jimiz ni¢i patogen. Ty zahrnuji zejména fagocytdézu, degranulaci a tvorbu
extracelularnich pasti (NETs). Jejich repertoar funkci je ovS§em mnohem $irsi. Neutrofily maji
schopnost reagovat na velké mnozstvi signali a odpovidat produkci nékolika cytokind

a dal8ich molekul, které reguluji zanétlivou odpoveéd’ organismu (Rosales 2018).

Z krve mohou byt neutrofily mobilizovany do mista infekce nebo zanétu procesem
leukocytarni adhezni kaskady. Extravasace leukocytti zahrnuje nékolik krokt. Pavodni tfi
kroky — kouleni, adheze a transmigrace — byly pozdé&ji doplnény o zpomalené kouleni,
posilovani adheze, plazeni, paracelularni a transcelularni migraci a migraci skrz bazalni
membranu. Endotelové bunky v blizkosti mista infekce exprimuji adhezivni selektiny.
Ty maji funkci receptora pro glykoproteinové ligandy exprimované neutrofily, jako naptiklad
molekula PSGLI. Jejich interakce zptisobuje prvni navazani a valeni neutrofilti po endotelu.
Neutrofil je nasledné aktivovan chemokiny, které zvysuji afinitu leukocytarnich B2 integrind.
2 integriny se navazuji na adhezni molekuly, z nichz nejvyznamnéjsimi jsou ICAM molekuly
na buinikach endotelu. To zplisobuje pevnou adhezi neutrofilu a umoziuje dalsi krok,

transmigraci (Chavakis et al. 2009; Ley et al. 2007).
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Obr. 1: Leukocytova adhezni kaskada (ptevzato z Ley et al. 2007)

Neutrofily pak migruji do mista infekce a fagocytuji patogeny. Ty jsou poté rozloZzeny pomoci
latek obsaZenych v granulich, jako je elastdza, katepsin G a proteinaza 3. V pfipadé, Ze se
v tkani TNF-a vyskytuje bez pfitomnosti mikroba, neutrofil uvoliiuje obsah téchto granuli do
extracelularniho prostoru a vytvari tak nehostinné prostiedi zabranujici Sifeni potencionalnich
infekce. Dal§i moznosti obrany organismu je tvorba NETs. Jde 0 vlaknité sité vytvorené
jadernymi a granularnimi komponenty neutrofilu, pfedevSim histony, chromatinem
a globularnimi proteiny. Tato struktura imobilizuje patogen a pozdéji se podili na jeho
likvidaci. Neutrofily nevyhnutelné podléhaji apoptoze a jsou odklizeny makrofagy (Barton
2008; Lee et al. 2017).

1.1.1.3 Dendritické buriky

Hlavni funkci dendritickych bunék (DC) je prezentace antigent T-buiikdm. Kromé toho také
vylucuji cytokiny a rtstové faktory, které jsou diilezité pro aktivaci a diferenciaci T-bunék.
Dendritické bunky jsou tedy klicové pro propojeni vrozené a adaptivni imunity. Nachdzeji se
prakticky ve vSech tkdnich. Nalézt je miiZeme ve stavu zralém ¢i nezralém, pfic¢emz prezentace
antigenll jsou schopné pouze zralé¢ DC. Zrani je spusténo narusenim tkanové homeostazy, at
uz poskozenim nebo infekci. B€hem zrani DC dochazi k reorganizaci jejich cytoskeletu, coz
vede ke zvyseni jejich pohyblivosti. Soucasné se zvysuje i exprese MHC II a kostimulacnich

molekul. Buiiky zaroven zaéinaji produkovat prozanétlivé cytokiny (Patente et al. 2019).



1.1.2 Znaky aktivace zanétlivé odpovédi

Makroskopické projevy zanétu jako prvni popsal Aulus Cornelius Celsus (30 BC-38 AD),
ktery definoval jeho ¢tyfi kardialni znaky: dolor (bolest), calor (zteplani), rubor (zacervenani),
tumor (otok). K nim byl pozdé&ji ptidan znak paty, functio laesa (omezeni funkce) (Tracy
2006).

Existuje mnoho biomarkerd, podle nichz lze rozpoznat zanét na mikroskopické arovni. Pro
jejich pouzitelnost v klinickém laboratornim prostfedi je podstatné, aby byly stabilni
a ziskatelné neinvazivnimi metodami. Zaroven by mélo byt mozné je stanovit co nejrychleji

a nejefektivné;ji, ale tak, aby vysledky byly stale validni (Menzel et al. 2021).

Intracelularni mediatory, jako je nuclear factor-kappa B (NF-«B), Nuklearni faktor
aktivovanych T bunék (NFAT) a aktivator protein 1 (AP-1), mohou byt povazovany za
nitrobunécné biomarkery, ale pro obtiznost jejich kvantifikace nejsou bézné pouzivany pro

detekci zanétu (Roe 2021).

Mezi Cast&jsi biomarkery zanétu patii oxidaéni stres (OS), ackoliv ten muze byt jak pticinou,
tak dusledkem zanétu. Nizka uroven OS je fyziologicka, z klinického pohledu jsou podstatné
spise chronicky zvysené hodnoty. Klinicky nejcastéji sledované znaky zanétu jsou reaktanty
akutni faze, ptredev§im C-reaktivni protein (CRP), sérovy amyloid A a haptoglobin. Typicky

se tvofi na pocatku zanétu a jsou vylu¢ovany jatry (Menzel et al. 2021).

Mezi dalsi béZzné€ sledované faktory patii prozanétlivé cytokiny. Spadaji mezi né chemokiny,
interleukiny, interferony, lymfokiny, adipokiny a tumor nekrotizujici faktory. Hlavnimi
uvolnovanymi cytokiny v reakci na infekci patogeny jsou interferony, dale pak tumor
nekrotizujici faktor a (TNF-a) a interleukiny jako IL-1p, IL-6, IL-8 a jejich receptory, které
jsou vylucovany z riznych bunék po stimulaci endotoxiny, jako je LPS (lipopolysacharid). Ty
mohou byt produkovany imunitnimi bunikami, napfiklad makrofagy, monocyty, lymfocyty,
neutrofily, zirné bunky a endotelové a epitelialni buiiky (Menzel et al. 2021).

Tumor nekrotizujici faktor alfa byl pojmenovan na zakladé své cytotoxické aktivity viaci
nadorovym bunkam (Carswell et al. 1975). Kromé t¢ ma TNF-o mnoho funkci pfi udrzeni
homeostazy, ¢i v patogenezi (Kalliolias a Ivashkiv 2016). Vsichni ¢lenové ligandové rodiny
TNF jsou exprimovany jako transmembranové proteiny typu Il (Kany et al. 2019).

Transmembranova forma muze byt za pomoci TNF-a-konvertujiciho enzymu (TACE)



proteolyticky Stépena, ¢imz je uvolnén rozpustny TNF-a (Kalliolias a lvashkiv 2016). Tato
forma ma zvysenou biologickou aktivitu. Hlavnim zdrojem TNF-a jsou makrofagy a T-bunky,
ale i B-buiiky, neutrofily a endotelové buiiky. TNF-a se vaZe na transmembranové receptory
typu I, a to konkrétné na TNF receptor I (TNFR-I) a TNF receptor Il (TNFR-II). TFNR-I je
exprimovan na v§ech buitkach kromée erytrocyti a TNFR-II se nachézi pouze na endoteliadlnich
a imunitnich bunikach. TNFR-II muze byt aktivovan i transmembranovym TNF (Kany

etal. 2019).

Interleukin-1 (IL-1) je Gstfednim mediatorem vrozené imunity a zanétu. Rodina IL-1 zahrnuje
7 ligandt s agonistickou aktivitou (IL-1a a B, IL-18, IL-33, IL-36a, B, y), tfi antagonisty
receptort (IL-1Ra, IL-36Ra, IL-38) a protizanétlivy cytokin (IL-37). Pfestoze jsou IL-la
alL-1p kédovany rliznymi geny, mohou se vazat na stejny receptor (Kany et al. 2019).
Prekurzor IL-1a se nachazi v intracelularnim prostoru a v mnoha typech bunék véetné
hepatocytti, nefrotického epitelu, endotelu a epitelidlnich bunék gastro-digestivniho traktu
(Netea et al. 2015). Primarnimi zdroji IL-1p jsou po jejich aktivaci imunitni bunky, jako jsou
monocyty, makrofdgy a dendritické buniky. Tyto cytokiny jsou syntetizovany ve formé
neaktivnich prekurzori, které musi byt aktivovany S$tépenim prozanétlivymi kaspazami
(Medzhitov 2007). VSechny bunky vrozeného imunitniho systému exprimuji nebo jsou

ovlivnény ¢leny rodiny IL-1. Je hlavnim patogennim mediatorem zanétlivych, autoimunitnich,

infek¢nich a degenerativnich onemocnéni. (Garlanda et al. 2013).

Rodina cytokint interleukinti (IL)-6 je skupina cytokind, kterou tvoii IL-6, IL-11, CNTF
(ciliarni neurotroficky faktor), LIF (leukemicky inhibi¢ni faktor), OSM (onkostatin), CT-1
(kardiotrofin 1), CLC (kardiotrofinu podobny cytokin) a IL-27 (Rose-John 2018). Je
vylu¢ovan T-buiikami, monocyty, makrofagy, endotelovymi buitkami a fibroblasty. Podili se
na reakci akutni faze, zrani B lymfocyti a diferenciaci makrofag (Kany et al. 2019). Zaroven
podporuje diferenciaci T bunék (T helper) na subpopulaci TH2 a soucasné inhibuje polarizaci
Th1 pomoci dvou molekuldrnich mechanizmu. IL-6 aktivuje transkripci zprosttedkovanou
transkripénim faktorem NFAT, coz vede k produkci IL-4 T bunikami a jejich diferenciaci na
Th2. Zéaroven IL-6 zvySuje expresi supresoru cytokinové signalizace (SOCS)-1, ¢imz
negativné ovliviiuje expresi interferonu y a tim i diferenciaci bun¢k na Tn1l (Diehl a Rincén

2002).

Sledovanim biomarkert Ize dlouhodobé pozorovat progres, ¢i funkénost 1é¢by zanétu (Prasad

et al. 2016).



1.1.3 Povrchové znaky aktivace imunitnich bunék

Na povrchu bun¢k je mozné detekovat znacné mnozstvi povrchovych znaka. U nékterych

z nich je mozné pozorovat zménu jejich exprese pii aktivaci (Duan et al. 2016).

Pomoci priatokové cytometrie 1ze zjistit rizné povrchové markery imunitnich bunék, které
mohou byt klicové pii detekcei naptiklad zanétu, ale 1 jinych onemocnéni. Prikladem mtize byt
CD38, ktery je exprimovan na povrchu bun¢k periferni krve u pacienti s B-bunécnou
chronickou lymfocytarni leukemii, a je vyuzivan jako dulezity prognosticky faktor pro vyvoj

nemoci (Ibrahim et al. 2001).

Pii pozorovani odpovédi na exogenni stimul, jako je napiiklad LPS, je mozné na imunitnich
bunikach, hlavné na téch antigen prezentujicich (napiiklad na dendritickych bunkach,
makrofazich a neutrofilech), ale i na B a T bunkach, pozorovat zvySenou expresi povrchovych
molekul, jako jsou CD40, CD80, CD86, CD95 a MHC tfidy II ve srovnani s kontrolnimi,
neaktivovanymi skupinami (Taddio et al. 2021; Nolte et al. 2007).

Zvysena exprese molekul CD80, CD86 a MHC tiidy II charakterizuje aktivovanou buiku.
Duvodem zvysené exprese téchto znaku je jejich dulezita role pii antigenni prezentaci

T-lymfocytim (Saito et al. 2020).

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC) tfidy I a tfidy II hraje kli¢ovou roli diky své
schopnosti navazat a prezentovat peptidovy antigen CD8+, respektive CD4+ T-buiikam.
MHC I primarné prezentuje endogenni antigeny, zatimco MHC Il antigeny exogenni.
Molekuly MHC II. ttidy, zasadni pro zahajeni antigenné specifické imunitni odpovédi
(Holling et al. 2004), jsou konstitutivné exprimovany skupinou specializovanych bunék, které
oznacujeme jako profesionalni APC (antigen prezentujici bunky). Mezi né mizeme zafadit
monocyty, makrofagy, dendritické bunky a B-lymfocyty. Nékteré bunky epitelialnich tkani,
fibroblasti a keratinocytll jsou schopné, za pfitomnosti prozanétlivych cytokint, indukovat

expresi MHC |l molekuly, i kdyz nepatii mezi profesionalni APC (Holling et al. 2004).

Molekuly CD80 a CD86, diive souhrnné oznacované jako B7, se vyskytuji na APC buikach.
Jde o ligandy povrchovych molekul CD28 a CTLA-4. CTLA-4 a CD28 jsou strukturné
ptibuzné molekuly, které se vyskytuji predev§im na povrchu T-lymfocytd (van der
Merwe et al. 1997). Navazani CD28 a CD80 nebo CD86 napomaha pienosu aktivacnich

signall a tim 1 aktivaci T-buné€k. Inhibice této interakce blokuje imunitni odpovéd’. CTLA-4



je exprimovan T-buiikami az po aktivaci a vaze se na CD80 a CD86 s vyssi afinitou nez CD28
(Linsley a Ledbetter 1993). Ma spise inhibi¢ni funkci, a proto hraje roli pii potlaceni nadmérné

expanze jiz aktivovanych T bunék (Kearney et al. 1995).

1.1.4 Prdbéh zanétlivé reakce

Zanétliva reakce se déli na Ctyfi faze: rozpoznani infekce, rekrutace bunék do mista infekce,
eliminace mikrobi a odeznéni zanétu spojené s navratem K homeostazi. Tato reakce vrozené
imunity probihd soucasn¢ s aktivaci imunity adaptativni, a to prezentaci antigeni APC
bunikkami naivnim lymfocytim. Je zde patrnd spoluprace obou typii imunity pii aktivaci

lymfocytu (Barton 2008).

Na rozpoznani infekce se podili vicero typti bun¢k. Tyto bunky exprimuji PRR receptory,
které jsou schopné rozpoznat infekci €i poranéni. Nejvyznamnéj$i buiiky v raném stadiu
infekce jsou makrofagy a dendritické buiiky sidlici ve tkanich (Brannon et al. 2022).
Kone¢nym vysledkem rozpoznani patogenu je aktivace fagocyt a zirnych bunék spojend
S uvolnénim prozanétlivych cytokinll a pfipravenych mediatort, jako naptiklad TNF, II-1§
a IL-6. Uvolnéné cytokiny zahajuji kaskadu udalosti vedouci k aktivaci lokalniho endotelu,
vazodilataci a zvySeni propustnosti cév. To umoznuje migraci leukocytli a sérovych proteinil

do mista infekce (Barton 2008; Medzhitov 2007).

Béhem nékolika hodin po rozpoznani infekce dochézi k rekrutaci neutrofil a monocytii do
mista zanétu. Dochazi k agresivnimu niceni patogent. Vedlej$im uc¢inkem této obranné reakce
je produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku, které poskozuji okolni tkan (Prame Kumar
et al. 2018).

-----

a oprava postizeného mista. Hraji zde roli mediatory odvozené od lipidii, zejména lipoxiny,
protektiny a resolviny. Lipoxiny zastavuji pfiliv neutrofilti, ale podporuji rekrutaci monocytu.
Napomahaji vychytavani apoptotickych bun¢k makrofagy a odstraniovani odumftelych bunék
a tkanovych zbytkd. Makrofagy, neutrofily a epitelidlni bunky spousti produkci SLPI
(secretory leukocyte protease inhibitor) a IL10 and TGF-B. To vede k atlumu zanétu a hojeni
(Barton 2008; Ortega-Gomez et al. 2013).



1.1.4.1 Chronicky zanét

Na rozdil od akutniho zanétu, ktery je Castou reakci na exogenni patogeny, je chronicky zanét
zpusoben spiSe endogennimi ligandy uvolnénymi poskozenim tkané€. Chronicky zanét je
charakteristicky dlouhodobym uvoliiovanim prozanétlivych cytokinti. Dlouhodoby zanét
muze vést k nenavratnému poskozeni tkéani, fibrogenezi a rozvoji mnoha onemocnéni. Mirny
chronicky zanét je spojen s autoimunitnimi, neurologickymi nebo kardiovaskularnimi

onemocnénimi, s rakovinou ¢i metabolickym syndromem (Suzuki 2019; Liu et al. 2017).

Mezi rizikové faktory pro vznik chronického zanétu a s nim spojenych onemocnéni patii
a prozanétlivymi cytokiny, aktivované makrofagy a hromadéni piestarlych bunék (Liu

et al. 2017).

1.2 Pattern Recognition Receptors (PRRs)
1.2.1 Aktivace PRRs

Pro aktivaci nespecifické imunitni odpovédi je nutné, aby pfislusSné imunitni buniky byly
schopné rozeznat antigen a adekvéatné na néj zareagovat. Dlouhou dobu se véfilo,
Ze imunologicka odpovéd’ vrozené ¢asti imunitniho systému je zcela nespecificka, protoZe na
rozdil od bunék adaptativni imunity nemaji antigeny specifické receptory. Tato domnénka
byla piekondna praci imunologa Janewaye Jr., ktery piiSel s konceptem tzv. receptorii

rozpoznavajicich vzorce (PRRS). (Li a Wu 2021; Janeway et al. 2001).

Ackoliv je znamo vice druhti typi PRRs, miizeme identifikovat n€kolik jejich spolecnych
charakteristik. Tyto receptory jsou kédovany zarodecnou DNA buiiky. Jsou neklondlni, diky
¢emuz jsou bunky daného typu, co se specifity tyce, identické. Detekce patogenu je zaroveil
nezavisla na bunééném zivotnim cyklu a imunologické paméti (Akira et al. 2006). Jak bylo jiz
zminéno, primarnimi pivodci zadnétu jSou mikrobidlni infekce a poSkozeni tkang. PrestoZze
jsou tyto stimuly odlisné, organismus na n¢ reaguje podobnym zplisobem (Brannon
et al. 2022).

PRRs rozpozndvaji mikrobidlni molekuly, znamé jako molekularni vzory asociované
s patogeny (PAMPs). Tyto molekuly jsou esencidlni pro ochranu mikrobialniho organismu,
a proto je pro patogeny obtizné je modifikovat (Akira et al. 2006). Hlavnimi PAMPs jsou
mikrobidlni nukleové kyseliny, vcéetné DNA (napf. nemetylované CpG motivy),

10



dvouvldknovd RNA (dsRNA), jednovladknova RNA (ssRNA) a 5'-trifosfatovda RNA,
lipoproteiny, povrchové glykoproteiny a membranové komponenty jako peptidoglykany,
kyselina lipoteichoova, lipopolysacharid (LPS) a glykosylfosfatidylinositol (Spanou
etal. 2017).

U sterilniho poranéni, na rozdil od toho s pfidruzenou infekci, nedojde k poruseni fyzické
bariéry a nedochazi proto k zanesenim mikrobi do rany (Barton 2008). Je zachovano
naptiklad pfi ischemii, ischemicko-reperfuznich poranénich a traumatu. Ackoli neni takovéto
zranéni doprovazeno infekci, vyvolava mnoho déjii s ni spojenych, jako je aktivace DC ¢i
infiltrace neutrofily a monocyty (Gallucci et al. 1999; Chen et al. 2007). To je umozZnéno
uvolnovanim endogennich latek z poskozenych tkani, které oznacujeme jako molekularni
vzorce asociované s poskozenim (DAMPs) (Zindel a Kubes 2020). Existuje fada endogennich
molekul spojenych s nekrotickym odumiranim bunék. Patfi mezi né napiiklad proteiny
tepelného Soku, B-defensin, hyaluronan, krystaly kyseliny mocové a dalsi biomolekuly. Roli
TLR v aktivaci zanétu je u sterilniho poranéni obtizné studovat, protoze i v laboratornich

podminkach existuje vysoka Sance mikrobialni infekce, ktera mize zkreslit vysledky (Barton

2008).

1.2.2 Typy PRRs

V soucasné dobé¢ je identifikovano pét hlavnich skupin PRR receptorti na zakladé jejich
proteinové homologie, a to CLRs (C-type lectin receptors), RLRs (RIG-1 like receptors),
NLRs (Nucleotide-binding oligomerization domain-like receptors), ALRs (AIM2-Like
Receptors) a TLRs (Toll Like Receptors) (Brubaker et al. 2015). Receptory se lisi jak svou
lokalizaci, tak i typy ligandd, které detekuji. V reakci na navazani ligandu na receptor se
spousti kaskada dé&t, které vedou ke vzniku transkripcnich faktor( a expresi prozanétlivych

mediatort (Takeuchi a Akira 2010).
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Tab 1: PRRs a priklady jejich ligandua

Upraveno podle Takeuchi a Akira 2010, Ali Imani Fooladi et al. 2011 a Brubaker et al.

2015)
PRRs UMISTNENI LIGAND PUVODCE

TLR

TLR1 Plazmaticka membrana  Triacyl lipoprotein Bakterie

TLR?2 Plazmaticka membrana  Lipoprotein Bakterie, virus,

parazit

TLR 3 Endolyzozom dsRNA Virus

TLR 4 Plazmatickd membrana LPS Bakterie, virus

TLR5 Plazmaticka membrana  Flagelin Bakterie

TLR6 Plazmaticka membrana  Diacyl lipoprotein, Bakterie, virus
zymosan, LTA

TLR 7 (lidsky TLR  Endolyzozom SSRNA, Bakterie, virus

8

T)LR 9 Endolyzozom Nemethylovana Bakterie, virus,
CpG DNA protozoa

TLR 10 Endolyzozom Neznamy Neznamy

TLR 11 Plazmaticka membrana  Profilin-like Protozoa
molekula

RLR

RIG-I Cytoplazma Kratka dsRNA RNA a DNA virus

MDAS5 Cytoplazma Dlouh4 dsRNA RNA virus

(Picomaviridae)

LGP2 Cytoplazma Nezndmy RNA virus

NLR

NOD1 Cytoplazma iIE-DAP Bakterie

NOD2 Cytoplazma MDP Bakterie

CLR

Dectin-1 Plazmaticka membrana  B-Glucan Fungi

Dectin -2 Plazmaticka membrana  B-Glucan Fungi

MINCLE Plazmatickd membrana ~ SAP130 Fungi

ALR

AlIM?2 Plazmaticka membrana, DNA Virus

jédro
IFI16 Plazmaticka membrana, = DNA Virus

jadro
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Rodina NLR receptorti se nachazi v cytoplazmé. Skladaji se ze tii domén, N-koncové
regulacni domény, nukleotid vazebné domény (NACHT) a C-koncové domény bohaté¢ na
leucin (LRR). Kromé& N-koncové domény je slozeni NLRsS konzervativni. LRR doména
rozpoznava PAMPs a DAMPs a vaze se s nimi, ¢imz aktivuje doménu NACHT. Doména
NACHT ptenasi signal do N-koncové domény, nacez se spousti kaskada deju, které maji za

nasledek produkci prozanétlivych mediator (Zhou et al. 2023).

Transmembranové proteiny CLRs obsahuji jednu nebo vice domén vazajicich sacharidy na
mikroorganismech. Tyto domény urcuji sacharidovou specifi¢nost receptoru. CLRs se
na regulaci prozanétlivé reakce se podili bud’ pfimou indukci genové exprese prozanétlivych
cytokinti, nebo modulaci TLR signalizace. Uplatiiuji se zejména pti detekci a obran¢ proti

houbovym onemocnénim(Takeuchi a Akira 2010; Geijtenbeek a Gringhuis 2009).

RLRs jsou cytoplazmatické receptory skladajici se ze dvou N-koncovych domén, centralni
helikdzové domény a C-koncové regulacni domény. Rozpoznavaji genomickou RNA
a dsRNA vir. Jejich exprese je vyrazné€ zvySena jako odpovéd u bungk, které jsou

stimulovany IFN typu I, nebo za piitomnosti virové infekce (Takeuchi a Akira 2010).

ALRS detekuji zejména intracelularni DNA. Obsahuji doménu PYHIN, kterd umoziuje
interakci protein-protein, a doménu HIN-200, ktera se vaze na DNA. Jejich aktivace vede
k tvorb¢ inflamazom1, které podporuji tvorbu prozanétlivych cytokint a IFN a indukuji formu

bunééné smrti oznacované jako pyroptoza (Brubaker et al. 2015).
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Obr. 2: Typy PRRs a jejich aktivaéni drahy (pievzato z Shekarian et al. 2017)

1.3 Toll Like Receptory (TLR)

Toll byl ptivodné identifikovan jako gen, ktery hraje vyznamnou roli v embryogenezi pfi
formaci dorzoventralni osy u drozofily. O deset let pozdéji byla objevena jeho role
Vv protiplisfiové imunité a zanedlouho byl nalezen homolog i u savct, ktery byl nazvan Toll

Like Receptor neboli receptor podobny Toll (Duan et al. 2022).

Dosud bylo identifikovano 222 TLR u bezobratlych a 28 TLR u obratlovci. U savcii bylo
nalezeno celkem 13 TLR receptortl, pfi¢emz receptor 11,12 a 13 se vyskytuje pouze u mysi
(Ali Imani Fooladi et al. 2011; Sameer a Nissar 2021). TLR jsou exprimovany na imunitnich
bunkach, jako jsou neutrofily, bazofily, eozinofily a lymfocyty, ale i na epitelovych

a endotelovych bunkach, fibroblastech a na bunikach hladkého svalstva (Brubaker et al. 2015).

Receptory vrozené¢ imunity TLR mohou byt rozdéleny do dvou odlisSnych subpopulaci
s ohledem na jejich ligandovou specifitu a distribuci, a to na povrchové a intracelularni. Mezi
povrchové TLR fadime TLRI1, 2, 4, 5, 6 a 10. TLR3, 7, 8 a 9 se vyskytuji na bunécnych
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membrandch endoplazmatického retikula, endozomi a lyzozomt. Receptory vyskytujici se na
povrchu bunééné membrany rozpoznéavaji mikrobidlni membranové lipidy a zaroven detekuji
endogenni ligandy uvolnéné z poskozenych tkéni nebo nekrotickych bunék. Intracelularni
receptory rozpoznavaji piredevsim mikrobialni nukleové kyseliny (Miyake 2007; Sameer
a Nissar 2021).

Pozdé¢ji byly v télnich tekutinach, jako je krev, sliny, plazma a mozkomisni mok, detekovany
rozpustné TLR formy (sTLR). Tyto receptory interferuji s aktivaci signalnich drah
povrchovych TLR, a tim snizuji prozanétlivou aktivaci bun¢k (Behzadi et al. 2021).

Peptidoglycan
Lipoarabinomannan
Triacyl tGPIl-mucin
lipopeptides HA Flagellin

Diacyl lipopeptides
LTA
Zymosan LPS Profilin

L

plasma
membrane

Obr. 3: Extracelularni a intracelularni TLR receptory s jejich ligandy (pievzato z (El-Zayat
etal. 2019)

1.3.1 Struktura TLR receptor(

TLR fadime mezi integralni transmembranové proteiny typu I. Obvykle se skladaji ze tii
domén: N-koncové domény (NTD), stfedni transmembranové domény a C-koncové domény

(CTD).

N-koncova doména, neboli ektodoména, je extraceluldrni struktura, rozpoznévajici
a navazujici piislusny ligand. Ma formu zakiivené solenoidové struktury obsahujici 19-25
tandemovych repetic bohatych na leucin (LRR). Kazda repetice obsahuje 24-29 aminokyselin

v konzervovaném motivu xLxxLxLxx (Sameer a Nissar 2021).
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Sklada se ze Ctyt casti: konvexni plocha, konkavni plocha a vzestupné a sestupné smycky.
Konvexni plocha tvofi variabilni ¢ast domény a je slozena z nékolika sekundarnich struktur
jako a helixy, B-turns a smyckové struktury. Naproti tomu konkdvni plocha je vysoce
konzervovana ¢ast ektodomédy, a je tvofena kratkymi B-fetézci skladajicimi se v paralelni

-sheet konfiguraci.

B-turn

|11

N-terminal
Convex |3 ]

surface

Obr. 4: Struktura ektodomény TLR receptoru, (pfevzato z Behzadi et al. 2021)

Stfedni transmembranova doména ma formu jediného a-helixu a napojuje se na intracelularni
doménu. CTD interaguje Sriznymi adaptorovymi molekulami a spousti signalni drahu
prostfednictvim své homologni domény toll-1L-1 receptoru (TIR)(Manavalan et al. 2011; Gay
et al. 2006; Sameer a Nissar 2021; Behzadi et al. 2021).

TIR doména obsahuje tii motivy, a to box1, box 2 a box 3. Boxy la 3, jsou konzervované
sekvence, které jsou spole¢né pro TIR doménu IL-1 receptoru i TLR receptoru. Box 2 se ale

u téchto dvou receptoru lisi (Behzadi et al. 2021).

Struktura domény je tvofena péti paralelnimi B-sheet vlakny, ktera jsou uzaviena péti a-helixy.
Na n¢ se vaze 8 smycek, které jsou pojmenované podle vldken, které spojuji. Napiiklad
smycka BB, ktera spojuje vlakno BB (druhé vldkno B) se Sroubovici aB (druhou Sroubovici
), hraje dilezitou roli pfi interakci dvou TIR domén. TIR doména je pro kazdy typ TLR
receptoru specificka, ale vykazuje velkou podobnost. Napiiklad u TLR 1 a TLR6 byla
zaznamenana podobnost az 87 % (Behzadi et al. 2021).
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1.3.2 Aktivace TLRs

Struktura a ligandova specifita jednotlivych typta TLR receptorti se lisi, nicméné sdileji mnoho
spole¢nych ryst pii jejich aktivaci. VEtSina znamych TLR receptorti vyuziva konvexni povrch
LRR domény k vazb¢ ligandt, vyjimkou je TLR4, ktery navazuje LPS prostfednictvim MD2

molekuly na konkavnim povrchu (Botos et al. 2011).

Vazba ligandu na TLR receptor zprostitedkovava dimerizaci ektodomén, coz je proces, kdy se
dva TLR receptory spoji do paru. Tvorba homo —¢i hetero — dimeru méni prostorovou
orientaci cytoplazmatickych domén TIR, coz umoziuje jejich aktivaci, a tim i iniciaci signalni
kaskady vedouci k imunitni odpovédi. Vlastni signalizaéni kaskdda zavisi na typu ligandu,
interagujicim TLR a adaptorové molekule zapojené do signaliza¢ni drahy (Sameer a Nissar
2021; Botos et al. 2011).

Adaptorové molekuly jsou charakteristické pritomnosti TIR domény v jejich struktufe. Jsou
rekrutovany k dimerizovanému TLR receptoru a predéavaji informaci dél do bunky.
Radime mezi n¢:
I.  myeloidni diferencia¢ni protein primarni odpovédi 88 (MyD88)

ii.  Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein (TIRAP)

iii.  TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f (TRIF)

iv.  TRIF-related adapter molecule (TRAM)

v.  B-cell adaptor for phosphoinositide (BCAP)

vi.  Sterilni protein obsahujici a-a armadillo-motiv (SARM)

Signalizaci jako takovou délime na dvé odlisné drdhy podle Gcastnicich se adaptorovych
molekul, a to MYD88-dependentni a TRIF-dependentni (Sameer a Nissar 2021).
Dimerizované receptorové domény TIR jsou rozpoznavany dvéma membranovymi
adaptorovymi proteiny: adaptorovym proteinem TIRAP a TRAM. Na tyto struktury se
nasledn¢ navazuji adaptorové molekuly MyD88 respektive TRIF (Duan et al. 2022).

1.3.2.1 Draha dependentni na MYD88

Jedna se o drahu vyuzivanou v§emi znamymi TLR receptory, kromé TLR3. Jak bylo zminéno,
MYDS88 se miize vazat na receptorovy dimer bud piimo, anebo pfes TIRAP molekulu.
MYDS8S8 rekrutuje kinazy asociované s IL-1 receptorem (IRAK) a tvoii s nimi komplex
oznacovany jako myddozom. Nasleduje kaskada déjii vedouci fosforylaci NF-xB inhibi¢niho
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proteinu (IkBa), coz umozni jeho degradaci. Tim je NF-kB uvolnén k pfemisténi do jadra, kde

pusobi jako transkripéni faktor indukujici expresi prozanétlivych cytokini (Duan et al. 2022)

1.3.2.2 TRIF dependentni draha

Exprese IFN indukovana TLR3 nebo TLR4 nezavisi na MyD8S8, ale je fizena TRIF molekulou.
TRAM adaptor umoziuje navazani TRIF molekuly na dimerizovany TLR4 receptor. Neni
jasné, zdali se v ptipadé¢ TLR3 receptoru navazuje TRIF piimo, nebo za vyuziti nezndmé
adaptorové molekuly. Jeho navazani ale indukuje vznik triffozomu, ktery aktivuje bunku
nékolika zpusoby. Jednim znich aktivace NF-kB a tvorba cytokini, jako v piipadé
myddozomu. Druha cesta vede k dimerizaci transkripiniho faktoru IRF3 (IFN regulatory
factor 3). Homodimer IRF3 stimuluje expresi IFN typu I (Kawasaki a Kawai 2014).
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Obr. 5: Schéma TLR aktiva¢nich drah. Na obrazku jsou zahrnuty i regula¢ni molekuly

tlumici aktiva¢ni drahy. (pfevzato z Kawasaki a Kawai 2014)

V této praci jsme se zaméfili na testovani Ctyt riiznych TLR ligandd, kazdy vazajici se na jiny
TLR receptor. NaSim cilem bylo zjistit, jaky vliv ma stimulace témito aktivatory na bunécnou

prozéanétlivou odpoved'.
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2 Cile prace

Zmeéieni a zmapovani citlivosti dvou bunécnych linii imunitnich bun€k na aktivaci pomoci

ruznych TLR agonistii pomoci qRT-PCR, sn-ELISA a pritokova cytometrie.
Diléi cile:
1. Zpracovat literarni reSersi na téma role PRR v zanétlivé aktivaci

2. Kultivovat bunééné kultury imunitnich bunék IC-21 a PMJ2-R
3. Provést sérii aktivacnich pokust s riznymi TLR agonisty (LTA, POLY(I:C), FLAG,

LPS)
4. Vyhodnotit aktivaci pomoci qRT-PCR, sn-ELISA a pratokové cytometrie
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3 Material a metody

3.1 Chemikalie a material

Tab. 2: Chemické slozeni kultivaéniho média

NAZEV VYROBCE KATALOGOVE CiSLO
RPMI-1640 zakladni médium Biosera LM-R163/500
BOFES - 10% Biosera FB-1001B/500
1% Antibiotika — PNC, SMC Biosera XC-A4122/100
BME Sigma-Aldrich M6250

Tab. 3: Vybrané TLR aktivatory

NAZEV VYROBCE KATALOGOVE CiSLO
LPS Sigma Aldrich L2880-10MG
FLAG InvivoGen tlrl-bsfla
LTA Merck Life Science L3265-5MG
spol
POLY(I:C) InvivoGen tlrl-pic

Tab. 4: Prehled materialti pro qRT-PCR, sn-ELISA a pritokovou cytometrii

NAZEV VYROBCE KATALOGOVE CISLO
gqRT-PCR
NucleoSpin RNA, Mini kit for Macherey - Nagel 740955.250
RNA purification
Ethanol VWR International 20821.321
Transcriptor First Strand ROCHE 04897030001

cDNA Synthesis Kit cDNA
Synthesis Kit

FastStart Universal SYBR® ROCHE 04913914001
Green Master (ROX)
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RNAse Free H20 BioConcept 3-07F04-1
sn-ELISA

DuoSet ELISA kit R&D Systems DYO008
Pritokova cytometrie

PBS Biosera XC-S2066
AZID AlfaAesar 14314
BSA biowest P6154-500GR
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3.2 Metody

3.2.1 Kultivace bunéénych kultur

Pro vyuziti v experimentech byly kultivovany bunééné linie PMJ2-R a IC-21, které jsou
dlouhodob¢ uchovavany na katedre Skolitele. Buiiky byly uchovavany v inkubéatoru pfi teploté
37 °C a pasaz byla provadéna pravidelné t¥ikrat tydné pro zaruceni jejich rovnomérného ristu.
Béhem pasaze bylo ménéno médium za Cerstvé. Slozeni kultivacniho média lze vidét v tab. 2.
Dale byly pouzity primarni buiiky derivované z kostni dfen¢ a stimulované GM-CSF pro jejich
diferenciaci na dendritické bunky a makrofagy. V praci byly pouzity pravé makrofagy, které

byly ptipraveny Mgr. Zuzanou Berankovou.

3.2.2 Aktivace bunécnych linii

Bunky byly spocitany pomoci Biirkerovy komirky a nasazeny do 24 jamkového panelu
v 0,5 ml média (RPMI + 10% BOFES + GL + ATB + ME) o koncentraci 10%/1 ml. Pted
dal$im postupem se nechaly 24 hodin usednout. Poté bylo builkdm vyménéno médium
za 300 pl bezsérového RPMI média a bunky byly stimulovany vybranymi TLR ligandy
v piislusnych koncentracich za uc¢elem navozeni zanétlivé reakce. Pro kazdy pouzity ligand
slouzil jeden triplikat jako neaktivovana kontrola, a dalsi triplikat byl stimulovany vybranym
aktivatorem. Ligandy a jejich pouzité koncentrace mizeme vidét v tab. 5. Bunky byly

nasledné zpracovany v zavislosti na pouZivané metod¢.

Tab. 5: Ligandy a jejich finalni koncentrace pouzita k aktivaci

Ligand Pouzita koncentrace
LPS 500 ng/mi
FLAGELIN 100 pM
POLY (I:C) 10 pg/ml
LTA 10 pg/ml

Béhem experimentu byly bunky nejdiive stimulovany obvykle uc¢innou koncentraci LPS

100 ng/ml. Ukazalo se, Ze bunky nebyly touto koncentraci aktivovany, a pracovni koncentrace
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byla tedy pro zbytek pokusi zvysena na 500 ng/ml. Uginna koncentrace flagelinu byla

stanovena podle protokolu autora Marlena A. Moorse (Moors et al. 2001), zatimco

koncentrace LTA byla vybrana na zakladé¢ dostupné literatury (Han et al. 2006). Pracovni

koncentrace POLY (I:C) byla pro nas experiment zvolena na zakladé jeho u¢inkl pii stimulaci

plicnich makrofagi (Mantov et al. 2022).
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takovyto panel B) Schematické znazornéni postupu prace (pouzity obrazek byl vytvoren

v programu BioRender.com)
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3.2.3 Quantitative Real Time Polymerase Chain Reaction

Pro vyhodnoceni aktivace bunécnych linii byla zvolena mira exprese prozanétlivych cytokint
TNF-0, IL-1B a IL-6, a to jak na urovni mRNA, tak na urovni proteinové. Zména genové

exprese vybranych proteint byla detekovana metodou qRT-PCR.

3.2.3.1 lzolace RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci izolacniho kitu NucleoSpin RNA, Mini kit for RNA
purification od firmy Macherey-Nagel. Buiikam byl 24 hodin po aktivaci odebran supernatant
a pro izolaci byly pouzity buiky ptisedlé na desticce. Pfi postupu byl dodrzen protokol

vyrobce.

Po poslednim promyti byla RNA zachycena na membrané filtra¢ni kolonky eluovana 40 pl
RNase-free vody centrifugaci po dobu jedné minuty na 11 000 x g. Ziskand RNA byla
skladovana pii teploté -80 °C.

3.2.3.2 Transkripce RNA na cDNA

Pro provedeni reverzni transkripce, €ili pfepsani RNA do cDNA, bylo nejprve nutné zméfit
koncentraci vychozi RNA. K tomuto tcelu byl vyuZit spektrofotometr Synergy H1 za pouziti

cvwr

urceno finalni mnozstvi RNA, které bylo pouZito pro reverzni transkripci u vSech vzorkd.

Reverzni transkripce byla provedena pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche). Pti postupu byl dodrZen protokol pro standardni RT-PCR proceduru, ktery byl dodan

vyrobcem.

VSechny komponenty byly rozmrazeny, zcentrifugovany a ponechany na ledu. K H20
(v kvalité pro molekularni biologii) byl pfidan vzorek RNA tak, aby byla v kazdém vzorku
stejna koncentrace RNA. Nasledné byl piidan 1 ul Anchored-oligo(dT)1s Primer v koncentraci
50 pmol/ul. Vysledné mnozstvi ¢inilo 13 pl. Dale byl pfipraven mastermix reagenti podle

Tab. 6.
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Tab. 6: Pfiprava mastermixu pro jednu reakci

Reagencie MnozZstvi (ul)
Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 5x 4
conc.
Protector RNase Inhibitor, 40U/l 0,5
Deoxynucleotide Mix, 10mM 2
Transcriptor Reverse Transcriptase,20U/ul 0,5
Finalni mnozstvi mastermixu pro 1 reakci 7

Mastermix byl smichén s diive pfipravenym roztokem templétu a primeru na vysledny objem
reakce 20 pl a vzorky byly krétce centrifugovany, aby byl cely vzorek na dné¢ zkumavky.
Reverzni transkripce probihala v gradientovém PCR cycleru (Biometra Tone) po dobu
30 minut pii teploté 55 °C, pfiCemz reverzni transkriptdza byla inaktivovana Sminutovym

zahfivanim na 85 °C. Ziskané vzorky cDNA byly uchovany pfi -20 °C.

3.2.3.3 Stanoveni exprese

Pro qPCR byl pouzit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) a primery navrzené pro
jednotlivé sledované geny (TNF, IL-1p, IL-6).

Vzorky cDNA byly rozmrazeny a 10x nafedény RNase free vodou. Byly pfipraveny
mastermixy pro sledované geny. Dohromady byl pro kazdy gen pfipraven mastermix pro 48
reakci (viz Tab. 7). Do jamek na desti¢ce bylo napipetovano 13 pl mastermixu a do kazdé
Z nich bylo pfidano po dvou mikrolitrech pfislusného nafedéného vzorku cDNA templatu.

Vyhodnoceni probihalo pomoci cycleru CFX384 (BioRad) a CFX96 (BioRad).
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Tab. 7: Slozeni mastermixu pro qPCR

Komponenty Mnozstvi (ul)
Supermix 2x 360
100 pl Forward Primer 1,44
100 pl Reverse Primer 1,44
Voda (PCR-grade) 261,12
Templat 96
Celkové mnozstvi mastermixu 720

Reakéni podminky gPCR byly nastaveny nasledovné: pocatecni denaturace 95 °C/3 min, poté
40 cykla (95 °C/10 s, 60 °C/30 s), dale denaturace 95 °C/10 s a analyza kiivky tani, ktera
zaCinala na 65 °C, zvySovala se po 0,5 °C/5 s a probihala do 95 °C.

Vyhodnoceni dat probihalo v programu Bio-Rad MAESTRO. Soucasti experimentu byl
I pokus pro ur¢eni vhodného referen¢niho genu, ktery byl nasledné pii analyze pouZzivan
k normalizaci vysledkt. Pti vyhodnocovani pokust byla brana v potaz i kiivka tani za G¢elem

odhaleni syntézy vice produktt.

3.2.4 Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent assay (sn-ELISA)

Pro detekci produkovanych cytokint IL-1f, IL-6 a TNFa byla uplatnéna metoda sn—ELISA.
Proto tuto analyzu byly vyuZity supernatanty odebrané 24 hodin po aktivaci. Pro v§echny

detekované cytokiny byl pouzit kit DuoSet ELISA (RnD systems).

Postup pro vSechny detekované latky byl stejny, lisily se pouze pouzité koncentrace primarni

protilatky, standardu a detekéni protilatky (viz Tab. 8).
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Tab. 8: Pracovni koncentrace protilatek v metodé sn-ELISA.

TNF-a IL-1p IL-6
Standard 15,6 — 2000 pg/ml 15,6 — 1000 pg/ml 15,6 — 1000 pg/ml
Primarni protilatka 800 ng/mi 4 pg /ml 2 pg/ml
Detek¢ni protilatka 75 ng/ml 250 ng /ml 75 ng/ml

Primarni protilatka byla nafedéna v ELISA Plate Coating Buffer (soucast kitu) na pracovni
koncentraci a nakoutovana na 96 jamkovou desticku v objemu 50 pl. Desticka byla ptikryta
folii a vickem a inkubovéna ptes noc ve vlhké komurce pfi laboratorni teploté. Nasledujici den
byla promyta 300 pl promyvaciho roztoku (Wash buffer). Promyti bylo opakovano tiikrat.
Nésledovalo blokovani mist pro nespecifické vazby za pouziti roztoku Reagent Diluent (1x),
ktery byl do jednotlivych jamek napipetovan po 300 ul. Blokovéni probihalo po dobu jedné
hodiny ve vlhké komiirce za pokojové teploty. Desticka byla dale opét tiikrat promyta 300 pl

promyvaciho roztoku.

Do kazdé jamky byly ptidany vzorky, a to vzdy po 50 pl. Pro vytvoteni kalibraéni kiivky byl
standard fedén v Reagent Diluent (1x) na pfisluSné koncentrace a poté byl napipetovan ve
stejném mnozstvi jako vzorky. Desticka byla opét prikryta folii a vickem a inkubovéna ptes
noc ve vlhké komfirce za pokojové teploty. Po ukonceni inkubace byla desticka tfikrat promyta
300 pl promyvaciho roztoku. Nasledné byla aplikovana detekéni protilatka, ktera byla pfedem
nafedéna v Reagent Diluent (1x) na pracovni koncentraci. Desticka ptikryta vickem byla opét
inkubovéna ve vlhké komtrce za pokojové teploty, tentokrat po dobu 2 hodin, a poté byla opét
tiikrat promyta. Bylo ptidano 50 pl Streptavidin-HRP (nafedén 1:39 v Reagent Diluent (1x))
do kazdé¢ jamky. Dalsi inkubace probihala ve stejném prostiedi jako ty pfedchozi, tentokrat
vSak jen po dobu 20 minut. Nasledné promyti bylo provedeno opét 300 ul promyvaciho
roztoku a tentokrat bylo opakovano Ctyfikrat pro zajiSténi kompletniho odmyti
Streptavidinu - HRP. Ke vzorktim bylo pfidano 100 pl barevného substratu (smichany Color
Reagent A a B v poméru 1:1) a desticka byla inkubovana cca 20 minut za laboratorni teploty

ve tme. Naslednym ptidanim 50 ul Stop Solution byla barevna reakce ukoncena.

Me¢éfteni absorbance probihalo pfi vinové délce 450 nm na pfistroji Tecan Infinite M Plex.
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Obr. 7: Schématické zndzornéni sn-ELISA

3.2.5 Pratokova cytometrie

Pomoci pritokové cytometrie byly detekovany povrchové markery aktivace makrofagh CD80,

CD86 a MHCII.

Nejprve bylo ptipraveno 0,5 1 FC pufru (PBS, 0,1% BSA, 0,1% AZID). Dale byly pfipraveny

20x fedéné pracovni roztoky protilatek.

Buiiky byly sklizeny pipetou po 24 hodinach aktivace, pteneseny do 1,5 ml eppendorfek
a stoCeny na 500 x g na 5 min pii 4 °C. Ziskany pelet byl rozsuspendovan v 1 ml promyvaciho
pufru a pienesen do 5 ml FC zkumavek. Buiiky byly stoceny na 500 x g na 5 minut pii 4 °C.
Supernatant byl odstranén, ale bylo ponechdano cca 100 ul pufru, ve kterém byl pelet
rozsuspendovan. K buiikkam byly pfidany fluorescencné znacené protiladtky v takovém

mnozstvi, aby jejich finalni fedéni bylo 400x. Pouzité protilatky jsou rozepsany v tab. 9.
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Tab. 9: Protilatky uzivané k identifikaci povrchovych antigent

Rozpoznavany antigen Fluorochrom
CD 80 Fluoresceinisothiocyanate (FITC)
CD 86 Allophycocyanin (APC)
MHC 11 Phycoerythrin (PE)

Poté byly vzorky inkubovéany 25 min ve tmé pfi teploté 4 °C. Po skonceni inkubace byl ke
vSem vzorkiim pfidan 1 ml FC pufru a nasledovala centrifugace pii 500 g a 4 °C po dobu

5 min. Supernatant byl kompletné odstranén a pelety byly rozsuspendovany v 300 ul FC pufru.

Zména exprese zanétlivych povrchovych antigeni zplsobenych riznymi aktivatory byla

meéfena prutokovym cytometrem NovoCyte (Agilent) s pomoci softwaru NovoExpress.
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4 Vysledky

4.1 gRT-PCR

Pomoci metody qRT-PCR (kvantitativni polymerazova fetézova reakce) bylo zjiSténo, jak
vybrané makrofagové bunééné linie reaguji na stimulaci raznymi TLR ligandy. Pro detekci
zanétlivé reakce byla méfena zména exprese genil pro cytokiny TNF-o, IL-6 a IL-1p. Vzorky
pro tento experiment byly odebrany 24 hodin po aktivaci TLR ligandy, kdy byla z bunék
izolovana RNA, ktera byla nasledné piepsana reverzni transkripci do cDNA. Ta byla pouzita
jako templat pro qPCR. Vysledky byly zpracovany v programu BIORAD Meastro. Z analyzy
byly vylouceny vzorky, u kterych byla zjisténa tvorba dvojiho produktu. Prikaznost hodnot
byla ovéfena pomoci metody jednocestnd ANOVA v programu GraphPadPrism. Pro
porovnani exprese mezi jednotlivymi liniemi byly vysledky vztazeny k neaktivované kontrole

IC-21. Hladina statistické vyznamnosti proti kontrole * = p <0,05 ** = p<0,01 *** = p <0,001.

4.1.1 Vybér referencéniho genu

K normalizaci ziskanych dat bylo nejdiive zapotiebi vybrat referen¢ni gen. Pro tento ucel jsou
nejcastéji pouzivané houskeepingové geny (tedy geny potiebné pro bézny chod buiiky). Proto
byly vybrany a testovany Ctyfi geny bézné pouZzivané pfi této metodé: aktin, tubulin, 18S (mala
podjednotka ribozomalni RNA) a GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza)(Thellin
et al. 1999; Kozera a Rapacz 2013).
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Obr. 8: Kiivka tani pro testované referenéni geny. Pik se objevi pii teploté, kdy
dvousroubovice produktu denaturuje na dvé samostatna vldkna. Obrazek vytvoren v programu

BIORAD Maestro.

Na zaklad€ kvantifikace byly vyfazeny geny pro GAPDH a tubulin, protoZe vykazovaly
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Obr. 9: gRT-PCR amplifikace, Obrazek vytvoien v programu BIORAD Meastro.
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4.1.2 Vysledky qRT-PCR analyzy

4.1.2.1 Vysledky gRT-PCR analyzy tnf-a

Makrofagové linie stimulované flagelinem a POLY(I:C) nevykazovaly signifikantni ndrust
exprese cytokinu TNF-a ani rozdil v expresi mezi aktivovanymi skupinami testovanych linii
(Obr. 10 A, D). Na grafu (obr. 10 D) pozorujeme pokles exprese tnf-a, nicméné odchylka
méteni kontrolni skupiny je ptili§ velkd, proto neni analyza spolehliva. Po stimulaci ligandy
LPS a LTA doslo k narustu exprese u bun€k linie IC-21, zatimco stejny efekt neni u linie
PMJ2-R signifikantni. Rozdil v expresi mezi aktivovanymi skupinami obou linii je

signifikantni a poukazuje na vy$si citlivost bunécné linie IC-21 vi¢i pouzitym aktivatoram.
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Obr. 10: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese tnf-a 24 hodin po stimulaci ligandem: A —
exprese tnf-a po stimulaci flagelinem, B — exprese tnf-a po stimulaci LTA, C — exprese tnf-a

po stimulaci LPS, D — exprese tnf-a po stimulaci POLY (I:C).
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4.1.2.2 Vysledky qRT-PCR analyzy exprese il-6

Z grafu (obr. 11) je patrny narust exprese u obou bunéénych linii IC-21 a PMJ2-R po stimulaci
vSemi testovanymi ligandy. Statisticky vyznamny ndrust exprese byl potvrzen pouze u linie
IC-21 stimulované LTA ¢i LPS (obr. 11 B, C). U linie PMJ2-R stejné ligandy nezptisobily

signifikantni narust exprese, piestoze trend je podobny jako u IC-21.

A B
i 20
o © "
= = 15-
o 10l o 7 oo
g S o
& = e
S ] (3] S,
) T 5~ 5
(o) (<) = o o
L J_ e R I
N oL =1 S i
—-—
= < e < = 5 5 -
(8] N o ™S =
IC-21 PMJ2-R IC-21 PMJ2-R
G D
801 ? ’
[ 6
O
© T ©
‘'~ 604 // = T
oo
c c
© 407 / © e s
< £ T
5 / 5 , :
o] 1T :
B 201 =2 s
~ / S 5 EE
S S o
o A o, 5 I—_I %ﬁ e
5 5 6 3 & 3
Ic-21 PMJ2-R c21 & PMI2-R &

Obr. 11: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese il-6 24 hodin po stimulaci ligandem:
A — exprese il-6 po stimulaci flagelinem, B — exprese il-6 po stimulaci LTA, C — exprese il-6
po stimulaci LPS, D — exprese il-6 po stimulaci POLY (I:C).

4.1.2.3 Vysledky qRT-PCR analyzy exprese il-1

V pripad¢ exprese il-If pozorujeme signifikantni zménu exprese mezi kontrolni a
stimulovanou skupinou pouze v piipadé bunécnych linii aktivovanych LPS (obr. 11 C).
Zaroven je patrny rozdil v expresi mezi stimulovanymi skupinami jednotlivych linii, pficemz
u bunécné linie IC-21 je rozdil vice jak dvounasobny. Stimulace ligandy LTA, POLY(I:C) a

FLAG nejenZe nepusobila signifikantni narust exprese, ale v ptipadé linie IC-21 stimulované
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POLY(I:C) dokonce mizeme pozorovat pokles exprese il-1f. Statisticka analyza jej ovSem

nepotvrdila jako signifikantni, k ¢emuz pfispiva velka odchylka méfeni u kontrolni skupiny.
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Obr. 12: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese il-/5 24 hodin po stimulaci ligandem:
A —exprese il-14 po stimulaci flagelinem, B — exprese il-14 po stimulaci LTA, C — exprese
il-1p po stimulaci LPS, D — exprese il-1£ po stimulaci POLY (I:C).

4.1.2.4 Vysledky gRT-PCR analyzy u primarnich bunék stimulovanych LPS

Cilem tohoto pokusu bylo zjistit, zdali ma médium pouzité pii kultivaci primérnich bun¢k vliv
na jejich reakcei pii stimulaci TLR ligandy. Pro tento Ucel byly pouZity primarni makrofagy
kultivované v zdkladnim RPMI 1640 médiu a porovnavany byly s témi samymi buiikami
kultivovanymi v RPMI 1640 médiu s pfidanym BOFES. Byla detekovana exprese zanétlivych
cytokini TNF-a, IL-6 a IL-1pB. Pro porovnani exprese byly vysledky vztazeny ke kontrole
PMgpwmi.
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Z graf (obr.13) je patrné, Zze stimulace LPS zplsobila narust exprese cytokind. Jako
nesignifikantni nalez urcila analyza pouze narust exprese tnf-o u makrofagl s ptidanym
BOFES (obr. 13A, PM+). Pozorujeme, ze buiky kultivované 24 hodin pied aktivaci
v zakladnim médiu RPMI 1640, zvysily v reakci na stimulaci LPS expresi zanétlivych

cytokini mnohonasobné vice nez buiiky v obohaceném médiu.
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Obr. 13: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese cytokinll primarnimi makrofagy 24 hodin po
stimulaci LPS: A — exprese tnf-a, B — exprese il-6, C — exprese il-15.

Pro porovnani exprese cytokintl primarnimi makrofagy a bunéénymi liniemi IC-21 a PMJ2-R
po aktivaci LPS byly naméfené hodnoty vztazeny ke kontrole linie IC-21. Exprese tnf-o a il-6
byla nejvyraznéji zvysena u bunééné linie IC-21 (obr. 14 A, B), zatimco u il-1f pozorujeme
signifikantni ndrust u primarnich makrofagh kultivovanych v zdkladnim médiu RPMI

(obr. 14 C).
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Obr. 14: Porovnani exprese cytokini bunéfnymi liniemi IC-21, PMJ2-R a primarnimi

makrofagy 24 hodin po stimulaci LPS: A — exprese tnf-a, B — exprese il-6, C — exprese il-15.

4.2 Vysledky sn-ELISA

Tato metoda navazovala na tu pfedchozi a byla pouZita pro zjisténi a porovnani koncentrace
prozanétlivych cytokinli TNF-a, IL-6 a IL-1P v supernatantech kontrolnich a stimulovanych
skupin makrofagovych bunéénych linii PMJ2-R a IC-21. Pro experiment bylo zapotiebi ziskat
supernatant bunék po 24 hodinéach inkubace s ligandy. Vysledky byly zpracovany v programu
MS Excel a pritkaznost hodnot byla ovétena pomoci metody jednocestnd ANOVA v programu
GraphPadPrism. Hladina statistické vyznamnosti proti kontrole * = p <0,05,** = p<0,01,
*** = p <0,001.
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4.2.1 Koncentrace TNF-a stanovena metodou sn-ELISA

Z grafu (obr: 15) je patrné, Ze stimulace vSemi pouzitymi ligandy zpisobila v porovnani
s kontrolni skupinou signifikantni zvySeni koncentrace cytokinu TNF-a. V pifipadé aktivace
bunécnych linii LTA a LPS pozorujeme vyraznéjsi zvyseni koncentrace TNF-a u linie IC-21
(obr. 15 B, C). Naproti tomu pfi stimulaci makrofagti FLAG se linie PMJ2-R zd4 jako citlivéjsi
na pouzity ligand, a koncentrace cytokinu u aktivované skupiny této linie je vyznamné vyssi
nez u IC-21 (obr. 15 A). Tento trend je pozorovatelny i pii stimulaci POLY (I:C), ale analyza
vyznamnost tohoto rozdilu nepotvrdila (obr. 15 D).
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Obr. 15: Koncentrace TNF-a stanovena ze supernatantu 24 hodin po stimulaci TLR ligandy
metodou sn-ELISA: A — koncentrace TNF-a po stimulaci flagelinem, B — koncentrace TNF-
a po stimulaci LTA, C — koncentrace TNF-a po stimulaci LPS, D — koncentrace TNF-a
po stimulaci POLY(I:C).
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4.2.2 Koncentrace IL-6 stanovena metodou sn-ELISA

U vSech méfeni je z grafu (obr. 16) ziejmy stejny trend, a to je zvySeni koncentrace IL-6
Vv supernatantu bun€k v reakci na aktivaci TLR ligandem. Statisticka analyza potvrdila
signifikanci vzristu u linie PMJ2-R stimulovanych FLAG, LPS a POLY(I:C) (obr. 16 A, C,
D) a zaroven i u linie IC-21 stimulovanych FLAG, LTA a LPS (obr. 16 A, B, C). Kromé
makrofagovych linii stimulovanych POLY(I:C) je ziejmé, Ze linie IC-21 reaguje na stimul
mnohonasobné¢ silnéji nez linie PMJ2-R. Narust koncentrace je nejvyssi s ptipadé stimulace

bun¢k LPS (obr. 16 C).

(=]
LPS g{

CTRL
ICCTRL

POLY I:C %

A *kk B *
501 ] = P
f— N A—
= 401 =
£ S
w0 W
o Q. 101
=~ 20+ sty
uI) LID el
-l - 5 T :
- 101 _— __l__ :
— — 1l =
N 2 & 2 &
5 & & 2 E = & =
PMJ2-R IC-21
PMJ2-R 1C-21
C D
1500 10- *
| —
*kk
_ Hkk - 84 T
51000- i E %E :5:5
7 < 6 S
2 / & | i
t? 500- . (Te) = B —
- W / =0 & [ EEEE
- e
9
>
o
Q.

PMJ2-R IC-21

Obr. 16: Koncentrace IL-6 stanovena ze supernatantu 24 hodin po stimulaci TLR ligandy
metodou sn-ELISA: A — koncentrace IL-6 po stimulaci flagelinem, B — koncentrace IL-6 po
stimulaci LTA, C — koncentrace I1L-6 po stimulaci LPS, D — koncentrace 1L-6 po stimulaci
POLY(I:C).
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4.2.3 Koncentrace IL-1B stanovena metodou sn-ELISA

Z obrazku 17 je patrné, ze koncentrace IL-1[ stoupa po stimulaci ligandem. Analyza potvrdila
signifikantni nartst v ptipad¢ linie IC-21 pfi stimulaci FLAG a pfi stimulaci linie PMJ2-R
ligandem POLY(I:C). Na obr. 17 C a D je patrny rozdil v koncentraci aktivované skupiny
mezi dvéma pouzitymi liniemi PMJ2-R a IC-21, ktery poukazuje na vyssi citlivost PMJ2-R

vudi stimulaci.
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Obr. 17: Koncentrace IL-1p stanovena ze supernatantu 24 hodin po stimulaci TLR ligandy
metodou sn-ELISA: A — koncentrace TNF-a po stimulaci flagelinem, B — koncentrace TNF-a.

po stimulaci LTA, C — koncentrace TNF-a po stimulaci LPS, D — koncentrace TNF-a po
stimulaci POLY(I:C).
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4.2.4 Koncentrace cytokinl stanovena metodou sn-ELISA
u primarnich bunék stimulovanych LPS

Cilem experimentu bylo zméfit a porovnat koncentraci zanétlivych cytokini TNF-a, IL-6
a IL-1B mezi kontrolnimi a stimulovanymi skupinami primarnich makrofagt a urcit, zdali
ma kultivaéni médium vliv na aktivaci TLR ligandy. Koncentrace TNF-a (obr. 18 A) byla
signifikantn¢ zvysena v obou ptipadech (primarni makrofagy kultivované v zakladnim RPMI
1640 médiu i v RPMI 1640 médiu obohaceném o BOFES), nicméné v ptipadé¢ makrofagh
kultivovanych v médiu bez piidaného séra pozorujeme signifikantné vy$$i narust oproti
makrofagim kultivovanych v médiu s BOFES. Koncentrace IL-1f (Obr. 18 B) vyrazné
narostla pouze u primarnich makrofaglh kultivovanych v zédkladnim RPMI 1640 médiu.
Zobr. 18 C je patrné, ze koncentrace IL-6 je signifikantné zvySena v obou testovanych
skupinach. U buné€k kultivovanych v ¢istém RPMI médiu je nepatrné vyssi, rozdil ale

nevykazuje statistickou vyznamnost.
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Obr. 18: Koncentrace cytokinti v bunééném supernatantu primarnich bunék 24 hodin po

stimulaci LPS: A — koncentrace TNF-a, B —koncentrace IL-1p, C — koncentrace IL-6.
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4.3 PrUtokova cytometrie

Posledni provedenou metodou byla prutokova cytometrie. Cilem tohoto pokusu bylo zjistit a
porovnat expresi povrchovych znakt aktivace makrofagit CD80, CD86 a MHC II u bunéénych
linii PMJ2-R a I1C-21 v jejich bazdlnim a aktivovaném stavu. Buiiky pro experiment byly
sklizeny po 24 hodinové¢ inkubaci s vybranymi TLR ligandy. Pokus se bohuzel nezdafil.

Jednotlivé triplikaty vykazuji velkou variabilitu a nejsou proto statisticky vyhodnotitelné.

Z obr. 19 A a B je vramci kontrolniho triplikatu linie IC-21 patrna piitomnost vyraznych
odchylek.
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Obr. 19: Kontrolni triplikat IC-21: A — MHC II zna¢ené PE, B — CD80 zna¢ené FITC,
C — CD86 znacené APC

Velikost odchylky je mozné sledovat i na obr. 20, zejména na Casti A. Tyto grafy jsou

vytvoreny pro linii IC-21 jako ukézka rozdilnosti hodnot triplikatt.
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Obr. 20: IC:21 24 hodin po stimulaci TLR ligandy: A — MHC II znacené PE, B — CD80
znacené FITC, C — CD86 zna¢ené APC
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5 Diskuze

Makrofagy, stejn¢ jako jiné imunitni bunky, jsou bézné¢ pouzivany pro studium imunitni
odpovédi na rizné stimuly. Pro laboratorni ucely je mozné vyuzit jak primarni bunky, tak
transformované bunécné linie. Vyhodou primarnich bun¢k je fakt, Ze se jejich vlastnosti
shoduji s vlastnostmi bun¢k in vivo aumoznuji tak presnéjsi zmapovani reakce v zivém
organismu. Na rozdil od bunécnych linii maji ovSem omezené mnozstvi d€leni, a nedaji se
dlouhodob¢ kultivovat. Imortalizované bunécné linie je sice mozné vyuzivat dlouhodobg, ale
pro dosazeni jejich nesmrtelnosti jsou Casto genotypove upraveny, tudiz se fenotypove lisi od

bunék in vivo, a mohou tedy reagovat jinym zptsobem (Pamies et al. 2018).

Cilem mé prace bylo stimulovat bunétné linie PMJ2-R, IC-21 a primarni buiiky vybranymi
TLR ligandy: LPS, LTA, FLAG a POLY(L:C). Nasledn¢ vyhodnotit rozdily v aktivaci

Vv zavislosti na bunééné linii a pouzitém aktivatoru.

Prvnim krokem préace byla aktivace bunék (viz. kapitola 3.2.2. Aktivace bunécnych linii)
a nésledné zpracovani vzorkil pro metody sn-ELISA a qRT-PCR. Dale byl vybran referen¢ni
gen pro normalizaci dat ziskanych z metody qRT-PCR. Ze ¢&tyt testovanych gent (aktin,
tubulin, 18S a GAPDH) byl pro jeho nejvétsi homogenitu hodnot Ct vybran gen pro 18S.
Vysledky ziskané touto analyzou jsou odlisné oproti vysledktim prace autorti Stephens et al.
(2011). Ti pfi hledani idealniho referenéniho genu pro metodu qRT-PCR pro makrofagové
linie naopak dospéli k zavéru, Ze gen pro 18S je nejvice variabilni, pficemz variabilita genu

GAPDH byla vysoka v obou experimentech (Stephens et al. 2011).

Detekce tnf-a pomoci qRT-PCR (obr. 10) ukazala, ze aktivace FLAG vedla k viditelnému,
nicménég statisticky nevyznamnému ndrustu. POLY(I:C) nezptsobila signifikantni zménu
v expresi. U linie 1C-21 byl zaznamenan dokonce pokles, tento vysledek muze byt ale
zkresleny kvili velké odchylce v kontrolnim triplikatu. Signifikantni nérust exprese byl
zaznamenan pouze po stimulaci LTA a LPS, ato u linie IC-21. Analyza exprese il-6 pfinesla
podobné vysledky (obr. 11). V tomto ptipad€ byl ale zaznamenan narust exprese po aktivaci
vybranymi ligandy u obou linii. Pfesto byla ale statistickd vyznamnost této zmény potvrzena
pouze u linie IC-21 stimulované LTA a LPS, coz se shoduje s vysledky analyzy exprese tnf-a.
V obou piipadech je exprese indukovana LPS mnohonasobné vyssi nez u FLAG, LTA, ¢i

POLY(I:C). V ramci studie Bian et al. (2017) autoti aktivovali makrofagy TLR ligandy LPS
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a POLY(I:C), a dosli ke stejnému zavéru jako V této praci, a to ze LPS indukuje vyssi ndrust

exprese TNF-a a IL-6 nez POLY(I:C) (Bian et al. 2017).

V piipadé exprese il-1f (obr. 12) vreakci na stimulaci aktivatory byl zaznamenan
signifikantni narust pouze u bunécnych linii stimulovanych LPS. Stejné jako v pfedchozich
métenich je zde markantni rozdil v expresi mezi bunéénymi liniemi, kdy linie IC-21 opét
reagovala na stimul vyrazné&jSim narustem. Ostatni ligandy nezptsobily Zadnou statisticky
vyznamnou zmeénu V expresi cytokinu, je ale nutné zminit, zZe pfitomnost velkych odchylek

v méfeni vede ke zkresleni vysledk a statistické analyzy.

Je zfejmé, ze exprese sledovanych cytokinii nebyla vyznamné indukovana po stimulaci
POLY(I:C). Diivodem muZe byt skutecnost, Ze tento ligand se vaZze na TLR3 receptor, ktery
je na rozdil od ostatnich stimulovanych TLR (TLR2/1,6, TLR4, TLRS5) intracelularni.
POLY(I:C) je synteticky analog dsRNA, napodobujici viralni infekci, a aktivace TLR3
receptoru je uskuteénéna TRIF-dependentni aktivacni drahou (viz. kapitola 1.2.1.1. TRIF
dependentni draha), ktera kromé stimulace prozanétlivych cytokint jako jsou TNF-a a I1L-6
vede ke zvySeni exprese interferont typu I (Yamamoto et al. 2002; Matsumoto et al. 2002;
Yamamoto et al. 2003). Proto je mozné, ze aktivace bunék by byla l1épe vyhodnocena, pokud

by byla métena exprese IFN-f.

Dalsi pouZitou metodou byla sn-ELISA. Cilem bylo zjistit koncentraci prozanétlivych
cytokinit TNF-a, IL 6 a IL 1B ze supernatanti bun¢k sklizenych pro qRT-PCR, takZe tento

krok pfimo navazuje na ten piedchozi.

Koncentrace TNF-a (obr. 15) po pfidani vybranych aktivatori signifikantné narostla u obou
linii. V pfipad¢ aktivace pfidanim FLAG reagovala linie PMJ2-R vy$§im néarustem neZ linie
IC-21. Ten samy trend pozorujeme i po aktivaci POLY(I:C), neni ale statisticky vyznamny.
Naopak tomu bylo pii pouziti LTA a LPS, kdy byl vyssi narust koncentrace cytokinu prave
u IC-21. Bazalni koncentrace TNF-a je u kontrolniho vzorku linie PMJ2-R stimulované LPS
(obr. 15 C) podeziele vysokd. Neni jasné, z jakého divodu, ale moznym vysvétlenim je
kontaminace triplikatu béhem prace. PiestoZe statisticky vyznamny narust koncentrace TNF-a
byl zaznamenan i1 po ptfidani POLY(I:C), hodnoty koncentrace se i po aktivaci pohybuji
v fadech stovek pikogrami na mililitr, kdeZzto pfi stimulaci ligandy FLAG, LTA a LPS
v tadech tisicil. Z toho lze vyvodit, ze POLY (I:C) neni tak dobry stimul pro uvolnéni TNF-q,

jako jsou ostatni pouzité aktivatory, coz je v souladu s daty ziskanymi Mongui6-Tortajada
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et al. (2018), ktera porovnavaji koncentraci TNF-a v bunéénych supernatantech po aktivaci
monocyti LPS a POLY(I:C) (Monguio-Tortajada et al. 2018). Pfi méfeni koncentrace IL-6
(obr. 16) jsem dospéla k jinym vysledkiim. Ackoli je pozorovan stejny trend, a to zvySeni
koncentrace v reakci na ptitomnost aktivatoru, odpoveéd’ bunéénych linii se lisi. IC-21 reaguje
signifikantn¢ vyrazné&j$im narustem koncentrace IL-6 nez linie PMJ2-R, a to u vSech pouzitych
ligandi kromé POLY (I:C). Narust koncentrace je nejvyssi v pripadé stimulace bunék LPS,
kdy se hodnoty u aktivované linie IC-21 pohybovaly okolo 1000 pg/ml, kdezto narust
koncentrace zpiisobeny ostatnimi ligandy se pohyboval v fadu desitek, v ptipadé POLY(I:C)
dokonce jednotek, coz opét souhlasi s vysledky Monguié-Tortajada et al. (2018). Koncentrace
IL-1B (Obr.17) po aktivaci stoupd, nicméné statisticka signifikance této zmény je potvrzena
pouze v piipadé linie IC-21 pii stimulaci FLAG, a pfi stimulaci linie PMJ2-R ligandem
POLY(I:C).

Pro experiment byly pouzity dvé imortalizované bunécné linie — 1C-21 a PMJ2R. I1C-21 je
mysi peritonealni makrofagova linie ziskand z mysi C57BL/6 transformovana in vitro virem
SV40. Vykazuje mnoho spolecnych vlastnosti s normalnimi mySimi makrofagy a exprimuje
antigeny specifické pro makrofagy (Mauel a Defendi 1971). PMJ2-R bunééna kultura je také
peritonealni makrofagova linie ziskana z mySiho kmene C57BL/6J. Jejich transformace je
umoznéna in Vvivo infekci mysi virem J2 nesouciho onkogeny v-raf a v-myc. V mnohém se
podobaji primarnim makrofaglim, ale jsou zde patrné rozdily v jejich reakci na vnéjsi stimuly.
PMJ2-R také exprimuje vysoké hladiny mRNA pro CSF-1 receptor, ktery je exprimovan
naptiklad monocyty a je nutny pro jejich proliferaci a diferenciaci na makrofagy (Adami et al.
1993). To by mohlo byt brano jako znamka mensi miry diferenciace PMJ2-R oproti IC-21.Ve
vétsing ptipadu reagovala linie IC-21 na stimulaci ligandy citlivéji nez PMJ2-R. To by mohlo

byt zplisobeno prave vyssim stupném diferenciace této linie.

Ze ziskanych dat plyne, Ze LPS je nejvhodngjSim ligandem pro indukci produkce
prozanétlivych cytokint. Studie provedena Saito et al. (2020) nabizi jako jeden z divodu
tohoto efektu fakt, Ze receptor TLR4 je na buikach (v rdmci experimentu byly pouZity
BMDM) exprimovan v porovnani s TLR1, TLR2, TLR3 a TLR7 nejcetnéji. Korelace exprese
receptoru s mnozstvim produkovanych cytokini byla dokdzana stimulaci téchto receptorti
jejich ligandy a naslednou kvantifikaci TNF-o metodou sn-ELISA. Stejny experiment
vyhodnotil expresi TLR3 jako nejnizsi ze vSech sledovanych receptortii, coz miize byt dalsi

faktor nizké exprese cytokinl po stimulaci POLY (I:C). Naproti tomu TLR2 byl na testovanych
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bunkach exprimovan pomérné hojné (Saito et al. 2020). V experimentu provedeném Quero
etal. (2017) porovnavali bazalni expresi TLR4 a TLR2 u BMDM makrofagut, a také dosli
k zavéru, Ze TLR4 je exprimovan ve vétsi mife nezli TLR2 (Quero et al. 2017). To by mohl
byt diivod, pro¢ stimulace LTA vedla k aspéSnému narustu exprese a koncentrace cytokint
TNF-o a IL-6, ale ne v tak veliké mite jako pii aktivaci LPS. Tyto vysledky jsou ale v rozporu
s nalezem Saito et al. (2020), ktery naopak ukazal velmi nizky narust koncentraci TNF-a po

c s w

stimulaci LTA, a dokonce dos$el k zavéru, Ze LTA pusobi protizanétlivé (Saito et al. 2020).

Zda se, ze flagelin vykazuje nizsi U¢inky pfi aktivaci prozanétlivé odpovédi u sledovanych
bunécnych linii nez LPS ¢i LTA. Mozné vysvétleni nabizi vyzkum autord Feng et al. (2012),
ktery odhalil skute¢nost, ze TLRS5 (receptor pro flagelin) je exprimovany nejhojnéji na
epitelidlnich a dendritickych bunkach vyskytujicih se ve stfevé, kdezto IC-21 a PMJ2-R jsou
puvodem peritonealniho makrofagy (Feng et al. 2012). Piesto ma ptitomnost flagelinu
signifikantni vliv na koncentraci TNF-a v bunééném supernatantu, coz je v souladu se studii

Chamberlain et al. (2012).

Vysledky ziskané metodami qRT-PCR a sn-ELISA se zdaji byt v nékterych ptipadech
Vv rozporu. Napfiklad je patrny nesoulad vysledkli pro TNF-a. Exprese tohoto cytokinu sice
zaznamenala nérust, hlavné po stimulaci LPS a LTA, ale ne tak markantni jako byl narust
koncentrace proteinu v bunééném supernatantu. Dtivodem tohoto rozdilu mtze byt fakt, ze
TNF-a existuje v podob¢ transmembranového prekurzoru, ze kterého mtze byt proteolyticky
Stépen na rozpustny TNF-o TACE enzymem. Li et al. (2002) ve svém experimentu zjistili, ze
LPS prave toto Stépeni aktivuje. Také nejenze stimuluje zvyseni exprese thf-o, ale i genu prave
pro tento enzym (Li et al. 2002). Vysledky ziskané v mé praci jsou v rozporu se zjisténim
Favre et al. (1997), ktefi naopak detekovali narust v expresi tnf-o, ale sn-ELISA neodhalila
narust koncentrace cytokinu. Nicméné€ je nutné podotknout, ze aktivace v této praci probihala

in vivo (injikaci anti-CD3).

Dale je patrné, ze exprese IL-1p se vyrazné zvySuje po stimulaci LPS. Stejny efekt ale neni
pozorovan pii detekci koncentrace cytokinu ze supernatantu metodou sn-ELISA. Divodem
muze byt fakt, ze sekrece IL-1f neni pfimocara. Nejprve je totiz tvofen prekurzor pro-IL-18,
ktery se hromadi v cytosolu. Tento prekurzor je Stépen kaspazou-1 (pro jeji aktivaci je ale
nutny druhy signal), a az poté je IL-1p burnikou sekretovan (Thornberry et al. 1992; Stoffels
et al. 2015).
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Z toho vyplyva, ze metody pouzité pro experiment musi byt vhodné zvoleny na zaklad¢ latek,
které maji byt detekovany. Metoda qRT-PCR je vhodna pro piesné stanoveni zmény
transkripce v reakci na podnét. Nevyhodou je, ze nemusime znat intracelularni mechanismus
predchazejici sekreci této latky vné bunku. Transkript mize byt regulatnimi mechanismy
znicen, ¢i musi byt pro uvolnéni aktivni formy ptitomny jiné stimuly. ELISA naopak podava
informaci o realné bunécné sekreci latek, kterou ovlivituji své okoli. Abychom ziskali co

v

nejkomplexnéjsi informace, je vhodné vyuzit vice metod.

Dalsim krokem v mé praci bylo zjistit, zdali ma pfitomnost séra v kultivaénim médiu vliv na
reakci bun€k pfi stimulaci pouzitymi TLR ligandy. Pro experiment byla ¢ast mySich
primérnich makrofagi kultivovana v zdkladnim RPMI 1640 médiu, a ¢ast v RPMI 1640 médiu
s ptidanym BOFES.

Metodou gqRT- PCR bylo zaznamenano zvyseni exprese cytokini TNF-a, IL-6 a IL-1 u obou
populaci (obr. 13). Mezi nimi byl ovSem zji§tén signifikantni rozdil, kdy buniky kultivované
vV bezsérovém RPMI 1640 médiu vykazuji mnohondsobné vys§i expresi, nez je exprese

u stejnych buné¢k kultivovanych v médiu s ptidanym BOFES.

Tento nalez je ovSem v rozporu se studii provedenou Flesch a Kaufmann (1999), ktera naopak
tvrdi, ze koncentrace cytokini vyraznéji stoupd u primarnich bunck kultivovanych za
pritomnosti séra. Z této prace ale také vyplyva, Ze sérum obsahuje nedefinované faktory, které
bunky preaktivuji, coz muze zkreslit vysledky experimenti (Flesch a Kaufmann 1999). Proto
protokol podle Toda et. al (2021) doporucuje pied stimulaci bunck kratké obdobi kultivace

bez séra, které¢ umoznuje presnéjsi detekci hledaného signalu (Toda et al. 2021).

Nejvétsi zména v expresi byla zaznamenana u genu il-6. Tato reakce se 1i$i od vysledka studie
provedené Sakuma et al. (2012), kde zména exprese TNF-o primarnimi makrofagy

stimulovanymi LPS byla nejmarkantné;si.

Pro porovnani exprese cytokinii mezi primarnimi makrofagy a bunécnymi liniemi 1C-21
a PMJ2-R po aktivaci LPS byly naméfené hodnoty vztazeny ke kontrole linie IC-21 (obr. 14).
Z tohoto porovnani vyplyva, ze exprese cytokini tnf-a a il-6 byla nejvyraznéjsi u bunécné
linie 1C-21. Naproti tomu exprese il-1f byla nejvyraznéji zvySena u primarnich makrofagt
kultivovanach v bezsérovém médiu. V praci Chamberlain et al. (2009) naopak dosli k zavéru,
ze primarni makrofagy reagovali na LPS citlivéji, nez linie IC-21, a to i1 piesto ze IC-21
exprimuje na svém povrchu markery diferenciované makrofagové linie (Chamberlain et al.
2009).
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Supernatanty odebrané 24 hodin po aktivaci primarnim buikdm byly vyuZity pii metodé¢
sn-ELISA. Cilem experimentu bylo zméfit a porovnat koncentraci zanétlivych cytokinti TNF-
a, IL-6 a IL-1PB mezi kontrolnimi a stimulovanymi skupinami primarnich makrofagti a urcit,
zdali ma kultivacni médium vliv na aktivaci TLR ligandy. Byl pozorovan podobny trend jako
u imortalizovanych bunéénych linii, kdy hladiny TNF-a a IL-6 vyrazné narostli po stimulaci
LPS, ale koncentrace IL-1B takovych hodnot nedosahla (obr. 18). Tyto vysledky jsou
v souladu s dostupnou literaturou autorti (Aznar et al. 1990; Sakuma et al. 2012).Opét se zda,
ze primarni makrofagy kultivované v bezsérovém médiu reaguji 1épe nez bunky v médiu

pfidanym BOFES.

Poslednim krokem prace byla analyza exprese povrchovych molekul CD80, CD86 a MHC II
u buné&énych linii PMJ2-R a IC-21 za vyuziti pratokové cytometrie. Cikem pokusu bylo zjistit

a porovnat expresi téchto struktur v zavislosti na stimulaci riznymi TLR ligandy.

Cela skala povrchovych molekul hraje roli pfi prezentaci antigenti (viz. kapitola 1.1.3.
Povrchové znaky aktivace imunitnich bungk) a jejich exprese se méni v zavislosti na stimulaci
buitky. CD80, CD86 a MHC II byly pro experiment vybrany na zdkladé¢ publikovanych studit,
které zvySeni jejich exprese na bunéném povrchu vyuzivaly jako indikator aktivace bunck

(Saito et al. 2020; Jiménez-Uribe et al. 2019).

Pokus se bohuZel nezdaftil. Jednotlivé triplikaty vykazuji velkou variabilitu, a proto nejsou
ziskané hodnoty statisticky vyhodnotitelné. Neni jasné, v jakém stadiu pokusu doslo k chybé,
nicméné¢ se zd4, ze fluorescentni znaCeni bylo aplikovano spravné. S nejvetsi
pravdépodobnosti tedy chyba nastala pti vyméné média za bezsérové RPMI a piidanim TLR
ligandti. Mohlo dojit k neopatrnému pfidani aktivatort, ¢i kontaminaci triplikatii. ReSenim by

tedy bylo opakovani experimentu, pro coz uz nebyl z ¢asovych diivodl prostor.

V experimentu byly vyuzity peritonealni makrofagové linie ziskané z jednoho mys$iho kmene
(C57BL/6). Makrofagovy fenotyp je ale ovlivnén 1 lokalnim mikroprostiedim, ve kterém se
buiiky nachdzi. Proto studie Stevense et al. (2021) porovnavala dvé bunécné linie ziskané
taktéz z C57BL/6, ale s riznym tkdnovym plivodem, jmenovité peritonealni makrofagy IC-21
a alveolarni AMJ2-C11. Jejich pokus odhalil rozdily v expresi cytokinli v reakci na infekci
mikroorganismem (Stevens et al. 2021). Proto by bylo vhodné do pokusu zafadit i bunééné

linie pochézejici z jinych tkéani.
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Dale by bylo pfinosné pro lepsi vypoveédni hodnotu pokus zopakovat s vicero koncentracemi
jednotlivych ligandi, coz ale nebylo z ¢asovych a finanénich diivodii mozné. Protoze v praci
byla pouzita POLY(I:C), coz je ligand pro intraceluldarni TLR3 receptor, bylo by vhodné
detekovat krom¢ TNF-a, IL-6 a IL-1B 1 IFN-p.
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6 Zavér

V této praci se podaiilo otestovat aktivaci TLR ligandy LPS, LTA, FLAG a POLY(I:C)
u peritonealnich makrofagovych linii IC-21, PMJ2-R a primarnich makrofagt derivovanych

Z kostni diené.

Z testovanych bunécnych linii byla stanovena jako nejcitlivéjsi linie IC-21. Nejucinnéj§im
aktivatorem se ukazal byt TLR4 ligand LPS. Naopak stimulace POLY(I:C) hodnoty
sledovanych prozanétlivych cytokinti oproti kontrolnim triplikatim pfili§ nepozmeénila.
Primarni makrofagy reagovaly na stimulaci LPS citlivéeji, kdyz byly kultivované v bezsérovém

médiu.

Také byla zaznamenana nesrovnalost mezi expresi a koncentraci nékterych cytokini. U TNF-a
pozorujeme V supernatantu vysoké mnozstvi proteinu, ale exprese méfena metodou qRT-PCR
neukazala stejny narust. Naopak je tomu u IL-1B, kdy byl zaznamenan vyrazny narust exprese
po stimulaci LPS, ale koncentrace cytokinu v supernatantu téchto bunék métena metodou
sn-ELISA zdaleka nedosahuje hodnot jako u TNF-a ¢i IL-6.

Pro vérohodnéjsi vyhodnoceni G¢innosti jednotlivych ligandi by bylo vhodné pokus

zopakovat i s jinymi koncentracemi aktivatord.
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7 Seznam zkrtatek

(SOCS)-1  Supresor cytokinové signalizace 1

ALRs AlIM2-like receptory

AP-1 Aktivatorovy protein 1

APC Antigen prezentujici bunky

BCAP B-cell adaptor for phosphoinositide

BMDM Makrofagy derivované z kostni diené
BOFES Bovinni fetalni serum

BSA Bovinni sérovy albumin

cDNA Komplementarni deoxyribonukleové kyselina
CD Diferencia¢ni skupina

CLC Kardiotrofinu podobny cytokin

CLR C-type lectin receptor

CNTF Ciliarni neurotroficky faktor

CRP C-reaktivni protein

CSF-1 Kolonie stimulujici faktor 1

CT-1 Kardiotrofin 1

CTD C-koncova doména

CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4

DAMPs Molekularni vzorce asociované s poskozenim
DC Dendritické bunky

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dsRNA Dvouvlaknova RNA

EMP Erytromyeolidni progenitor

FITC Fluorescein isothiokyanat

FLAG Flagelin

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GM-CSF Granulocytarni makrofdgovy kolonie stimulujici faktor
HIN 200 Hematopoietic nterferon-inducible nuclear proteins
HRP Ktenova peroxidaza

ICAM Intracelularni adhezivni molekula

IE-DAP v-D-glutamyl-meso-diaminopimelka kyselina
IL-36Ra Interleukin 36 receptor antagonist

IL Interleukin

IFN Interferon

IRAK Kinazy asociované s IL-1 receptorem

IRF3 Interferon regulatory factor 3

LIF Leukemicky inhibi¢ni faktor

LPS Lipopolysacharid

LRR Leucin Rich Repeat

LTA Lipoteichoové kyselina

MDP Muramyl dipeptid

MHC Hlavni histokompatibilni komplex

MRNA Messenger ribonukleova kyselina

MyD88 Myeloidni diferenciacni protein primérni odpovédi
NACHT Nukleotid vazebnd doména
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NETs Neutrofilni extracelularni past

NF-xB nuklearni faktor kappa B

NFAT Nuklearni faktor aktivovanych T bun¢k

NK bunky natural killer bunky

NLR Nucleotide Binding Oligomerization Domain Like Receptor
NTD N-koncova doména

OS Oxidacni stres

OSM Onkonstatin M

PAMPs Molekularni vzory na povrchu patogennich bunck
PBS Phosphate buffered saline, fosfatovy pufr

PE Phycoerythrin

PM Primarni makrofagy

PNC Penicilin

POLY(I:C) Kyselina polyinosinova—polycytidylova

PRRs Receptory pro rozpozndvani vzorcu

PSGL1 P-selectin glycoprotein ligand-1

gRT-PCR  Polymerazova fetézova reakce probihajici v pfitomném case
RLR RIG-1 like receptor

RNA Ribonukleova kyselina

SARM Sterile a- and armadillo-motif-containing protein
SLPI Secretory leukocyte protease inhibitor

SMC Streptomycin

sn-ELISA  Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
SV40 opic¢i vakuolizujici virus 40

TACE TNF-a-konvertujici enzym

TGF-B Transformujici ristovy faktor

TH T-helpers

TIR Toll-interleukin 1 receptor

TIRAP Toll/interleukin-1 receptor domain- containing adapter protein
TLR Toll-like receptor

TNF-a Tumor nekrotizujici faktor a

TNFR TNF receptor

TRAM TRIF-related adapter molecule

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
BME -mercaptoethanol
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