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1 Úvod 

Imunitní systém savců lze rozdělit na nespecifickou (vrozenou) a specifickou (adaptativní) 

složku. Tyto dvě části spolupracují na ochraně jedince (Medzhitov 2007). Vrozená imunita je 

při infekci aktivována rychleji a slouží jako první nespecifická obrana proti patogenům, které 

vnímá prostřednictvím PRRs (receptory pro rozpoznávání vzorců). Toto označení zahrnuje 

celou škálu receptoru, které podle jejich struktury dělíme do pěti skupin, a to TLR, NLR, CLR, 

A L R a RLR, které budou podrobněji popsány dále. Vyznačují se schopností přímo detekovat 

konzervované mikrobiální struktury (označované jako PAMPs), anebo molekulové struktury 

spojené s poničením tkáně (DAMPs). To je možné díky extracelulárním doménám, které tento 

ligand rozpoznají, čímž se spustí kaskáda dějů vedoucí k aktivaci buňky (Li a Wu 2021). 

Aktivace buněk nesoucí tyto receptory (makrofágy, dendritické buňky, granulocyty a další) 

vede k produkci prozánětlivých cytokinů, které je možno laboratorními metodami detekovat 

a kvantifikovat (Li a Wu 2021). Například stimulace TLR receptoru způsobuje expresi 

a uvolnění TNF-a, IL-ip a IL-6, které koordinují následnou lokální i systemickou zánětlivou 

odpověď (Medzhitov 2007). 

Existuje mnoho druhů PAMPs, na které buňka může reagovat s různým způsobem a různou 

intenzitou. Proto byla v této práci otestována čtveřice TLR ligandů: LPS, L T A , F L A G 

a POLY(LC). Byla pozorována reakce buněk na tyto stimuly pomocí metod qRT-PCR, ELIS A 

a průtokové cytometrie. 

Efektorové mechanismy nespecifické imunity po aktivaci dále patogen jednak ničí, ale také 

napomáhají k zahájení adaptativních imunitních procesů, a to zejména prezentací antigénu na 

povrchu antigén prezentujících buněk (dendritické buňky, makrofágy nebo B-lymfocyty) 

a produkcí cytokinů (Yumoto et al. 2018; Medzhitov 2007). 

Adaptativní imunitní systém aktivuje imunitní odpověď v závislosti na konkrétní hrozbě. To 

je umožněno specifickými receptory, které navazují vždy konkrétní typ antigénu. 

V organizmu vzniká během vývoje rozsáhlý repertoár těchto receptoru s náhodnou, ale úzkou 

specifitou, a to díky somatické rekombinaci genových segmentů obsažených v zárodečné linii 

(Medzhitov 2007). Tyto receptory se vyskytují na T a B lymfocytech jako T-buněčné 

receptory a protilátky. Aktivace tohoto typu imunity spočívá v klonální expanzi malého 

množství antigenně specifických lymfocytů. Proces expanze ale trvá delší dobu (vrcholu 
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dosahuje asi 10 dní po aktivaci), proto jsou pozorované charakteristické znaky zánětu spíše 

dílem vrozené imunity (Barton 2008; Nicholson 2016). 

1.1 Zánět 
Zánět je obranná odpověď organismu vyvolaná infekcí či poraněním tkáně (Zhang 

a Sun 2015). Vyvinul se jako adaptativní mechanismus pro znovunastolení homeostázy. 

Hlavní funkcí tohoto imunitního procesu je potlačení infekce a zahojení způsobeného 

poškození organismu (Medzhitov 2008). 

Tento proces je energeticky velmi náročný a zahrnuje poničení tkáně organismu. Ideálně má 

tedy zánětlivá reakce rychlý průběh a zároveň je co nejvíce specifická vůči konkrétnímu 

stimulu (Zhang a Sun 2015). 

Jedná se o vícestupňový proces zprostředkovaný mnoha mediátory, které regulují specifické 

aspekty zánětlivé odpovědi (Fioranelli et al. 2021). Přestože se jedná o fyziologický, pro život 

nutný, mechanismus, deregulovaná reakce může vést k excesivním a dlouhodobým změnám 

tkáně, což může způsobit chronický zánět, orgánové selhání či sepsi (Barton 2008; Zhang 

a Sun 2015). 

1.1.1 Buňky podílející se na zánětlivé odpovědi 

Buňky nespecifického imunitního systému exprimují invariantní receptory rozpoznávající 

signály mikrobiální infekce, či detekují poranění v organismu. Především se jedná 

o fagocytující buňky, jako makrofágy, neutrofily a dendritické buňky, ale třeba i žírné buňky, 

N K buňky, fibroblasty, epitelové buňky a endotelové buňky (Barton 2008; Wynn a Vannella 

2016). 

1.1.1.1 Makrofágy 

Mezi klíčové buňky podílející se na obnově a regeneraci tkání patří monocyty a tkáňové 

makrofágy. Mají různé funkce, jako je prezentace antigénu, fagocytóza mrtvých buněk 

a produkce cytokinů a chemokinů (Mohammadi et al. 2019). Poruchy regulace makrofágů 

a jej ich cytokinů vedou k nekontrolované produkci prozánětlivých molekul a růstových 

faktorů, což má za následek poškození tkáně a rozvoj patologické fibrózy (Wynn a Vannella 

2016). 
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Makrofágy se vyvíjejí během embryogenéze z erytro-myeloidních progenitorů žloutkového 

váčku (EMP), které dávají za vznik pre-makrofágům. Ty poté kolonizují vyvíjející se orgány, 

kde se diferencují do tkáňově specifických makrofágů (Mass et al. 2023). Mezi ně můžeme 

řadit kostní osteoklasty, mikrogliové buňky z centrální nervové soustavy, Kuppferovy buňky 

jater a mnoho dalších (Mosser a Edwards 2008). 

V postnatálním období se monocyty diferencují ze společného myeloidního progenitorů 

v kostní dřeni. Tyto buňky dávají vzniknout i dalším typům buněk, jako jsou granulocyty, 

žírné buňky a dendritické buňky. Postupně z této buňky vznikají monoblasty, pro-monocyty 

a nakonec zralé monocyty, které jsou uvolňovány do krevního oběhu. Monocyty migrují 

z krve do tkání, kde doplňují populace tkáňových makrofágů. Tím je udržována homeostáza 

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

Přestože existuje mnoho různých fenotypu makrofágů, obecně se dá říci, že se dělí do dvou 

subpopulací, které jsou ovlivněny polarizací T-buněk na T H I a TH2 - M l a M2 makrofágy. 

Tyto dvě skupiny se liší způsobem jejich aktivace. Zatímco makrofágy M l jsou aktivovány 

takzvaně klasicky, M2 makrofágy j sou aktivovány alternativně. Cytokiny produkované T H I 

v reakci na mikrobiální podněty (především IFN-y) polarizují makrofágy na fenotyp M l . 

Fenotyp M2 je naopak stimulován cytokiny IL-4 a IL-13, které jsou produkované TH2 

lymfocyty (Biswas et al. 2012). 

Při infekci patogenem jsou nejdříve přítomny zejména makrofágy typu M l . Produkují 

prozánětlivé molekuly, jako je TNF-a, IL-ip, IL-12 a IL-23, což napomáhá rekrutaci dalších 

imunitních buněk, ničení patogenů a aktivaci adaptativní imunity (Biswas et al. 2012; 

Mohammadi et al. 2019). 

Po eliminaci hrozby následuje ukončení zánětu, k čemuž přispívají makrofágy M2. Přítomnost 

apoptotických buněk, imunitních komplexů a IL-10 indukuje polarizaci makrofágů na M2 

fenotyp. Ty exprimují protizánětlivé faktory, například IL-10, TGFP a lipidové mediátory, 

které tlumí probíhající zánětlivou reakci. Dochází k remodelaci tkáně a k návratu homeostázy 

(Biswas et al. 2012). M2 makrofágy ale hrají roli nejen při remodelaci tkání při zánětu, ale 

i při fyziologických procesech, například při vývoji mléčné žlázy a organogenezi ledvin, či 

pankreatu (Pollard 2009). 
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1.1.1.2 Granulocyty 

Granulocyty obsahují specifická cytoplazmatická granula. Rozlišují se tři hlavní skupiny 

granulocytů, a to neutrofily, bazofily a eosinofily. Toto rozdělení je podmíněno obsahem 

granul, které ovlivňuje, jak se jednotlivá granula barví (Siemiňska et al. 2021). 

Zralé eozinofily se uvolňují do krve z kostní dřeně vlivem zánětlivých podnětů jako GM-CSF 

(granulocyto-makrofágový kolonie stimulující faktor). Jsou schopné aktivace arekrutace do 

tkání, pokud jsou přítomny vhodné podněty, především eotaxiny a IL-5 (Rosenberg 

etal. 2013). 

Bazofily jsou nejméně početné granulocyty v krvi. V případě potřeby migrují do tkání. Jejich 

granula obsahují heparin, histamin a další mediátory. Hrají roli v různých imunitních reakcích, 

zejména v těch alergických a proti-parazitárních (Miyake a Karasuyama 2017; Siemiňska 

etal. 2021). 

Nejhojněji zastoupenými granulocyty v periferní krvi jsou neutrofily. Mají řadu efektorových 

mechanismů, jimiž ničí patogen. Ty zahrnují zejména fagocytózu, degranulaci a tvorbu 

extracelulárních pastí (NETs). Jejich repertoár funkcí je ovšem mnohem širší. Neutrofily mají 

schopnost reagovat na velké množství signálů a odpovídat produkcí několika cytokinů 

a dalších molekul, které regulují zánětlivou odpověď organismu (Rosales 2018). 

Z krve mohou být neutrofily mobilizovány do místa infekce nebo zánětu procesem 

leukocytární adhezní kaskády. Extravasace leukocytu zahrnuje několik kroků. Původní tři 

kroky - koulení, adheze a transmigrace - byly později doplněny o zpomalené koulení, 

posilování adheze, plazení, paracelulární a transcelulární migraci a migraci skrz bazálni 

membránu. Endotelové buňky v blízkosti místa infekce exprimují adhezivní selektiny. 

Ty mají funkci receptoru pro glykoproteinové Ugandy exprimované neutrofily, jako například 

molekula PSGL1. Jejich interakce způsobuje první navázání a valení neutrofilů po endotelu. 

Neutrofil je následně aktivován chemokiny, které zvyšují afinitu leukocytární ch P2 integrinů. 

(32 integriny se navazují na adhezní molekuly, z nichž nej významnějšími jsou I C A M molekuly 

na buňkách endotelu. To způsobuje pevnou adhezi neutrofilů a umožňuje další krok, 

transmigraci (Chavakis et al. 2009; Ley et al. 2007). 
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Obr. 1: Leukocytová adhezní kaskáda (převzato z Ley et al. 2007) 

Neutrofily pak migrují do místa infekce a fagocytují patogeny. Ty jsou poté rozloženy pomocí 

látek obsažených v granulích, jako je elastáza, katepsin G a proteináza 3. V případě, že se 

v tkáni TNF-a vyskytuje bez přítomnosti mikroba, neutrofil uvolňuje obsah těchto granulí do 

extracelulárního prostoru a vytváří tak nehostinné prostředí zabraňující šíření potencionálních 

infekce. Další možností obrany organismu je tvorba NETs. Jde o vláknité sítě vytvořené 

jadernými a granulárními komponenty neutrofilu, především histony, chromatinem 

a globulárními proteiny. Tato struktura imobilizuje patogen a později se podílí na jeho 

likvidaci. Neutrofily nevyhnutelně podléhají apoptóze a jsou odklizeny makrofágy (Bartoň 

2008; Lee et al. 2017). 

1.1.1.3 Dendritické buňky 

Hlavní funkcí dendritických buněk (DC) je prezentace antigénu T-buňkám. Kromě toho také 

vylučují cytokiny a růstové faktory, které jsou důležité pro aktivaci a diferenciaci T-buněk. 

Dendritické buňky jsou tedy klíčové pro propojení vrozené a adaptivní imunity. Nacházejí se 

prakticky ve všech tkáních. Nalézt je můžeme ve stavu zralém či nezralém, přičemž prezentace 

antigénu jsou schopné pouze zralé DC. Zrání je spuštěno narušením tkáňové homeostázy, ať 

už poškozením nebo infekcí. Během zrání DC dochází k reorganizaci jejich cytoskeletu, což 

vede ke zvýšení jejich pohyblivosti. Současně se zvyšuje i exprese M H C II a kostimulačních 

molekul. Buňky zároveň začínají produkovat prozánětlivé cytokiny (Patente et al. 2019). 
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1.1.2 Znaky aktivace zánětlivé odpovědi 

Makroskopické projevy zánětu jako první popsal Aulus Cornelius Celsus (30 BC-38 AD), 

který definoval jeho čtyři kardiální znaky: do lor (bolest), calor (zteplání), rubor (začervenání), 

tumor (otok). K nim byl později přidán znak pátý, functio laesa (omezení funkce) (Tracy 

2006). 

Existuje mnoho biomarkerů, podle nichž lze rozpoznat zánět na mikroskopické úrovni. Pro 

jejich použitelnost v klinickém laboratorním prostředí je podstatné, aby byly stabilní 

a získatelné neinvazivními metodami. Zároveň by mělo být možné je stanovit co nejrychleji 

a nejefektivněji, ale tak, aby výsledky byly stále validní (Menzel et al. 2021). 

Intracelulární mediátory, jako je nuclear factor-kappa B ( N F - K B ) , Nukleární faktor 

aktivovaných T buněk (NFAT) a aktivátor protein 1 (AP-1), mohou být považovány za 

nitrobuněčné biomarkery, ale pro obtížnost jejich kvantifikace nejsou běžně používány pro 

detekci zánětu (Roe 2021). 

Mezi častější biomarkery zánětu patří oxidační stres (OS), ačkoliv ten může být jak příčinou, 

tak důsledkem zánětu. Nízká úroveň OS je fyziologická, z klinického pohledu jsou podstatné 

spíše chronicky zvýšené hodnoty. Klinicky nejčastěji sledované znaky zánětu jsou reaktanty 

akutní fáze, především C-reaktivní protein (CRP), sérový amyloid A a haptoglobin. Typicky 

se tvoří na počátku zánětu a jsou vylučovány játry (Menzel et al. 2021). 

Mezi další běžně sledované faktory patří prozánětlivé cytokiny. Spadají mezi ně chemokiny, 

interleukiny, interferony, lymfokiny, adipokiny a tumor nekrotizující faktory. Hlavními 

uvolňovanými cytokiny v reakci na infekci patogeny jsou interferony, dále pak tumor 

nekrotizující faktor a (TNF-a) a interleukiny jako IL-ip, IL-6, IL-8 a jejich receptory, které 

j sou vylučovány z různých buněk po stimulaci endotoxiny, jako jeLPS (lipopolysacharid). Ty 

mohou být produkovány imunitními buňkami, například makrofágy, monocyty, lymfocyty, 

neutrofily, žírné buňky a endotelové a epiteliální buňky (Menzel et al. 2021). 

Tumor nekrotizující faktor alfa byl pojmenován na základě své cytotoxické aktivity vůči 

nádorovým buňkám (Carswell et al. 1975). Kromě té má TNF-a mnoho funkcí při udržení 

homeostázy, či v patogenezi (Kalliolias a Ivashkiv 2016). Všichni členové ligandové rodiny 

TNF jsou exprimovány jako transmembránové proteiny typu II (Kany et al. 2019). 

Transmembránová forma může být za pomoci TNF-a-konvertujícího enzymu (TACE) 
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proteolyticky štěpena, čímž je uvolněn rozpustný TNF-a (Kalliolias a Ivashkiv 2016). Tato 

forma má zvýšenou biologickou aktivitu. Hlavním zdroj em TNF-a j sou makrofágy a T-buňky, 

ale i B-buňky, neutrofily a endotelové buňky. TNF-a se váže na transmembránové receptory 

typu I, a to konkrétně na TNT receptor I (TNFR-I) a TNF receptor II (TNFR-II). TFNR-I je 

exprimován na všech buňkách kromě erytrocytu a TNFR-II se nachází pouze na endoteliálních 

a imunitních buňkách. TNFR-II může být aktivován i transmembránovým TNF (Kany 

et al. 2019). 

Interleukin-1 (IL-1) je ústředním mediátorem vrozené imunity a zánětu. Rodina IL-1 zahrnuje 

7 ligandů s agonistickou aktivitou (IL-la a P, IL-18, IL-33, IL-36a, P, y), tři antagonisty 

receptoru (TL-IRa, IL-36Ra, IL-38) a protizánětlivý cytokin (IL-37). Přestože jsou IL- l a 

a IL- ip kódovány různými geny, mohou se vázat na stejný receptor (Kany et al. 2019). 

Prekurzor I L - l a se nachází v intracelulárním prostoru a v mnoha typech buněk včetně 

hepatocytů, nefrotického epitelu, endotelu a epiteliálních buněk gastro-digestivního traktu 

(Netea et al. 2015). Primárními zdroji IL-ip jsou po jejich aktivaci imunitní buňky, jako jsou 

monocyty, makrofágy a dendritické buňky. Tyto cytokiny jsou syntetizovány ve formě 

neaktivních prekurzorů, které musí být aktivovány štěpením prozánětlivými kaspázami 

(Medzhitov 2007). Všechny buňky vrozeného imunitního systému exprimují nebo jsou 

ovlivněny členy rodiny IL-1. Je hlavním patogenním mediátorem zánětlivých, autoimunitních, 

infekčních a degenerativních onemocnění. (Garlanda et al. 2013). 

Rodina cytokinů interleukinů (IL)-6 je skupina cytokinů, kterou tvoří IL-6, IL-11, CNTF 

(ciliární neurotrofický faktor), LIF (leukemický inhibiční faktor), OSM (onkostatin), CT-1 

(kardiotrofin 1), C L C (kardiotrofinu podobný cytokin) a IL-27 (Rose-John 2018). Je 

vylučován T-buňkami, monocyty, makrofágy, endotelovými buňkami a fibroblasty. Podílí se 

na reakci akutní fáze, zrání B lymfocytů a diferenciaci makrofágů (Kany et al. 2019). Zároveň 

podporuje diferenciaci T H buněk (T helper) na subpopulaci TH2 a současně inhibuje polarizaci 

T H I pomocí dvou molekulárních mechanizmů. IL-6 aktivuje transkripci zprostředkovanou 

transkripčním faktorem NFAT, což vede k produkci IL-4 T H buňkami a jejich diferenciaci na 

TH2. Zároveň IL-6 zvyšuje expresi supresoru cytokinové signalizace (SOCS)-l, čímž 

negativně ovlivňuje expresi interferonu y a tím i diferenciaci buněk na T H I (Diehl a Rincón 

2002). 

Sledováním biomarkerů lze dlouhodobě pozorovat progres, či funkčnost léčby zánětu (Prasad 

etal. 2016). 
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1.1.3 Povrchové znaky aktivace imunitních buněk 

Na povrchu buněk je možné detekovat značné množství povrchových znaků. U některých 

z nich je možné pozorovat změnu jejich exprese při aktivaci (Duan et al. 2016). 

Pomocí průtokové cytometrie lze zjistit různé povrchové markety imunitních buněk, které 

mohou být klíčové při detekci například zánětu, ale i jiných onemocnění. Příkladem může být 

CD38, který je exprimován na povrchu buněk periferní krve u pacientů s B-buněčnou 

chronickou lymfocytární leukémií, a je využíván jako důležitý prognostický faktor pro vývoj 

nemoci (Ibrahim et al. 2001). 

Při pozorování odpovědi na exogénni stimul, jako je například LPS, je možné na imunitních 

buňkách, hlavně na těch antigén prezentujících (například na dendritických buňkách, 

makrofázích a neutrofilech), ale i na B a T buňkách, pozorovat zvýšenou expresi povrchových 

molekul, jako jsou CD40, CD80, CD86, CD95 a M H C třídy II ve srovnání s kontrolními, 

neaktivovanými skupinami (Taddio et al. 2021; Nolte et al. 2007). 

Zvýšená exprese molekul CD80, CD86 a M H C třídy II charakterizuje aktivovanou buňku. 

Důvodem zvýšené exprese těchto znaků je jejich důležitá role při antigenní prezentaci 

T-lymfocytům (Saito et al. 2020). 

Hlavní histokompatibilní komplex (MHC) třídy I a třídy II hraje klíčovou roli díky své 

schopnosti navázat a prezentovat peptidový antigén CD8+, respektive CD4+ T-buňkám. 

M H C I primárně prezentuje endogenní antigény, zatímco M H C II antigény exogénni. 

Molekuly M H C II. třídy, zásadní pro zahájení antigenně specifické imunitní odpovědi 

(Holling et al. 2004), jsou konstitutivně exprimovány skupinou specializovaných buněk, které 

označujeme jako profesionální APC (antigén prezentující buňky). Mezi ně můžeme zařadit 

monocyty, makrofágy, dendritické buňky a B-lymfocyty. Některé buňky epiteliálních tkání, 

fibroblastů a keratinocytů j sou schopné, za přítomnosti prozánětlivých cytokinů, indukovat 

expresi M H C II molekuly, i když nepatří mezi profesionální APC (Holling et al. 2004). 

Molekuly CD80 a CD86, dříve souhrnně označované jako B7, se vyskytují na APC buňkách. 

Jde o ligandy povrchových molekul CD28 a CTLA-4. CTLA-4 a CD28 jsou strukturně 

příbuzné molekuly, které se vyskytují především na povrchu T-lymfocytů (van der 

Merwe et al. 1997). Navázání CD28 a CD80 nebo CD86 napomáhá přenosu aktivačních 

signálů a tím i aktivaci T-buněk. Inhibice této interakce blokuje imunitní odpověď. CTLA-4 
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je exprimován T-buňkami až po aktivaci a váže se na CD80 a CD86 s vyšší afinitou než CD28 

(Linsley a Ledbetter 1993). Má spíše inhibiční funkci, a proto hraje roli při potlačení nadměrné 

expanze již aktivovaných T buněk (Kearney et al. 1995). 

1.1.4 Průběh zánětlivé reakce 

Zánětlivá reakce se dělí na čtyři fáze: rozpoznání infekce, rekrutace buněk do místa infekce, 

eliminace mikrobů a odeznění zánětu spojené s návratem k homeostázi. Tato reakce vrozené 

imunity probíhá současně s aktivací imunity adaptativní, a to prezentací antigénu APC 

buňkami naivním lymfocytům. Je zde patrná spolupráce obou typů imunity při aktivaci 

lymfocytů (Bartoň 2008). 

Na rozpoznání infekce se podílí vícero typů buněk. Tyto buňky exprimují PRR receptory, 

které jsou schopné rozpoznat infekci či poranění. Nej významnější buňky vraném stádiu 

infekce jsou makrofágy a dendritické buňky sídlící ve tkáních (Brannon et al. 2022). 

Konečným výsledkem rozpoznání patogenu je aktivace fagocytů a žírných buněk spojená 

s uvolněním prozánětlivých cytokinů a připravených mediátorů, jako například TNF, II-1P 

a IL-6. Uvolněné cytokiny zahajují kaskádu událostí vedoucí k aktivaci lokálního endotelu, 

vazodilataci a zvýšení propustnosti cév. To umožňuje migraci leukocytu a sérových proteinů 

do místa infekce (Bartoň 2008; Medzhitov 2007). 

Během několika hodin po rozpoznání infekce dochází k rekrutaci neutrofilů a monocytů do 

místa zánětu. Dochází k agresivnímu ničení patogenů. Vedlejším účinkem této obranné reakce 

je produkce reaktivních forem kyslíku a dusíku, které poškozují okolní tkáň (Práme Kumar 

etal. 2018). 

Po úspěšném zadržení infekce se uvolňují protizánětlivé signály. Cílem je zastavení zánětu 

a oprava postiženého místa. Hrají zde roli mediátory odvozené od lipidů, zejména lipoxiny, 

protektiny a resolviny. Lipoxiny zastavují příliv neutrofilů, ale podporují rekrutaci monocytů. 

Napomáhají vychytávání apoptotických buněk makrofágy a odstraňování odumřelých buněk 

a tkáňových zbytků. Makrofágy, neutrofily a epiteliální buňky spouští produkci SLPI 

(secretory leukocyte protease inhibitor) a IL10 and TGF-p. To vede k útlumu zánětu a hojení 

(Bartoň 2008; Ortega-Gómez et al. 2013). 
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1.1.4.1 Chronický zánět 

Na rozdíl od akutního zánětu, který je častou reakcí na exogénni patogeny, je chronický zánět 

způsoben spíše endogenními Ugandy uvolněnými poškozením tkáně. Chronický zánět je 

charakteristický dlouhodobým uvolňováním prozánětlivých cytokinů. Dlouhodobý zánět 

může vést k nenávratnému poškození tkání, fibrogenezi a rozvoji mnoha onemocnění. Mírný 

chronický zánět je spojen s autoimunitními, neurologickými nebo kardiovaskulárními 

onemocněními, s rakovinou či metabolickým syndromem (Suzuki 2019; Liu et al. 2017). 

Mezi rizikové faktory pro vznik chronického zánětu a sním spojených onemocnění patří 

špatný životní styl, genové a epigenetické mutace, nerovnováha mezi protizánětlivými 

a prozánětlivými cytokiny, aktivované makrofágy a hromadění přestárlých buněk (Liu 

et al. 2017). 

1.2 Pattern Recognítíon Receptors (PRRs) 

1.2.1 Aktivace PRRs 

Pro aktivaci nespecifické imunitní odpovědi je nutné, aby příslušné imunitní buňky byly 

schopné rozeznat antigén a adekvátně na něj zareagovat. Dlouhou dobu se věřilo, 

že imunologická odpověď vrozené části imunitního systému je zcela nespecifická, protože na 

rozdíl od buněk adaptativní imunity nemají antigény specifické receptory. Tato domněnka 

byla překonána prací imunologa Janewaye Jr., který přišel s konceptem tzv. receptoru 

rozpoznávajících vzorce (PRRs). (Li a Wu 2021; Janeway et al. 2001). 

Ačkoliv je známo více druhů typů PRRs, můžeme identifikovat několik jejich společných 

charakteristik. Tyto receptory j sou kódovány zárodečnou D N A buňky. Jsou neklonální, díky 

čemuž jsou buňky daného typu, co se specifity týče, identické. Detekce patogenu je zároveň 

nezávislá na buněčném životním cyklu a imunologické paměti (Akira et al. 2006). Jak bylo již 

zmíněno, primárními původci zánětu jsou mikrobiální infekce a poškození tkáně. Přestože 

jsou tyto stimuly odlišné, organismus na ně reaguje podobným způsobem (Brannon 

et al. 2022). 

PRRs rozpoznávají mikrobiální molekuly, známé jako molekulární vzory asociované 

s patogeny (PAMPs). Tyto molekuly jsou esenciální pro ochranu mikrobiálního organismu, 

a proto je pro patogeny obtížné je modifikovat (Akira et al. 2006). Hlavními PAMPs jsou 

mikrobiální nukleové kyseliny, včetně D N A (např. nemetylované CpG motivy), 
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dvouvláknová R N A (dsRNA), jednovláknová R N A (ssRNA) a 5'-trifosfátová RNA, 

lipoproteiny, povrchové glykoproteiny a membránové komponenty jako peptidoglykany, 

kyselina lipoteichoová, lipopolysacharid (LPS) a glykosylfosfatidylinositol (Spanou 

et al. 2017). 

U sterilního poranění, na rozdíl od toho s přidruženou infekcí, nedojde k porušení fyzické 

bariéry a nedochází proto k zanesením mikrobů do rány (Bartoň 2008). Je zachováno 

například při ischemii, ischemicko-reperfuzních poraněních a traumatu. Ačkoli není takovéto 

zranění doprovázeno infekcí, vyvolává mnoho dějů s ní spojených, jako je aktivace DC či 

infiltrace neutrofily a monocyty (Gallucci et al. 1999; Chen et al. 2007). To je umožněno 

uvolňováním endogenních látek z poškozených tkání, které označujeme jako molekulární 

vzorce asociované s poškozením (DAMPs) (Zindel a Kubeš 2020). Existuje řada endogenních 

molekul spojených s nekrotickým odumíráním buněk. Patří mezi ně například proteiny 

tepelného šoku, P-defensin, hyaluronan, krystaly kyseliny močové a další biomolekuly. Roli 

TLR v aktivaci zánětu je u sterilního poranění obtížné studovat, protože i v laboratorních 

podmínkách existuje vysoká šance mikrobiální infekce, která může zkreslit výsledky (Bartoň 

2008). 

1.2.2 Typy PRRs 

V současné době je identifikováno pět hlavních skupin PRR receptoru na základě 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 liší jak svou 

lokalizací, tak i typy ligandů, které detekují. V reakci na navázání ligandu na receptor se 

spouští kaskáda dějů, které vedou ke vzniku transkripčních faktorů a expresi prozánětlivých 

mediátorů (Takeuchi a Akira 2010). 
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Tab 1: PRRs a příklady jejich ligandů 

Upraveno podle Takeuchi a Akira 2010, A l i Imani Fooladi et al. 2011 a Brubaker et al. 

2015) 

PRRs UMÍSTNĚNI LIGAND PŮVODCE 

TLR 

TLR1 Plazmatická membrána Triacyl lipoprotein Bakterie 

TLR 2 Plazmatická membrána Lipoprotein Bakterie, virus, 
parazit 

TLR 3 Endolyzozom dsRNA Virus 
TLR 4 Plazmatická membrána LPS Bakterie, virus 

TLR 5 Plazmatická membrána Flagelin Bakterie 
TLR6 Plazmatická membrána Diacyl lipoprotein, 

zymosan, L T A 
Bakterie, virus 

TLR 7 (lidský TLR Endolyzozom ssRNA, Bakterie, virus 
8) 
TLR 9 Endolyzozom Nemethyl ováná 

CpG D N A 
Bakterie, virus, 
protozoa 

TLR 10 Endolyzozom Neznámý Neznámý 
TLR 11 Plazmatická membrána Profilin-like 

molekula 
Protozoa 

RLR 

RIG-I Cytoplazma Krátká dsRNA R N A a D N A virus 

MDA5 Cytoplazma Dlouhá dsRNA R N A virus 
(Picomaviridae) 

LGP2 Cytoplazma Neznámý R N A virus 
NLR 

NOD1 Cytoplazma iE-DAP Bakterie 
NOD2 Cytoplazma M D P Bakterie 

CLR 
Dectin-1 Plazmatická membrána ß-Glucan Fungi 

Dectin - 2 Plazmatická membrána ß-Glucan Fungi 
MINCLE Plazmatická membrána SAP130 Fungi 

ALR 

AIM2 Plazmatická membrána, 
jádro 

D N A Virus 

IFI16 Plazmatická membrána, 
jádro 

D N A Virus 
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Rodina N L R receptoru se nachází v cytoplazmě. Skládají se ze tří domén, N-koncové 

regulační domény, nukleotid vazebné domény (NACHT) a C-koncové domény bohaté na 

leucin (LRR). Kromě N-koncové domény je složení NLRs konzervativní. L R R doména 

rozpoznává PAMPs a DAMPs a váže se s nimi, čímž aktivuje doménu NACHT. Doména 

N A C H T přenáší signál do N-koncové domény, načež se spouští kaskáda dějů, které mají za 

následek produkci prozánětlivých mediátorů (Zhou et al. 2023). 

Transmembránové proteiny CLRs obsahují jednu nebo více domén vázajících sacharidy na 

mikroorganismech. Tyto domény určují sacharidovou specifičnost receptoru. CLRs se 

na regulaci prozánětlivé reakce se podílí buď přímou indukcí genové exprese prozánětlivých 

cytokinů, nebo modulací TLR signalizace. Uplatňují se zejména při detekci a obraně proti 

houbovým onemocněním(Takeuchi a Akira 2010; Geijtenbeek a Gringhuis 2009). 

RLRs jsou cytoplazmatické receptory skládající se ze dvou N-koncových domén, centrální 

helikázové domény a C-koncové regulační domény. Rozpoznávají genomickou R N A 

adsRNA virů. Jejich exprese je výrazně zvýšena jako odpověď u buněk, které jsou 

stimulovány IFN typu I, nebo za přítomnosti virové infekce (Takeuchi a Akira 2010). 

ALRS detekují zejména intracelulární DNA. Obsahují doménu PYHIN, která umožňuje 

interakci protein-protein, a doménu HIN-200, která se váže na DNA. Jejich aktivace vede 

k tvorbě inflamazomů, které podporují tvorbu prozánětlivých cytokinů a IFN a indukují formu 

buněčné smrti označované jako pyroptóza (Brubaker et al. 2015). 
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Obr. 2: Typy PRRs a jejich aktivační dráhy (převzato z Shekarian et al. 2017) 

1.3 Toll Like Receptory (TLR) 
Toll byl původně identifikován jako gen, který hraje významnou roli v embryogenezi při 

formaci dorzoventrální osy u drozofily. O deset let později byla objevena jeho role 

v protiplísňové imunitě a zanedlouho byl nalezen homolog i u savců, který byl nazván Toll 

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

Dosud bylo identifikováno 222 TLR u bezobratlých a 28 TLR u obratlovců. U savců bylo 

nalezeno celkem 13 TLR receptoru, přičemž receptor 11,12 a 13 se vyskytuje pouze u myši 

(Ali Imani Fooladi et al. 2011; Sameer a Nissar 2021). TLR jsou exprimovány na imunitních 

buňkách, jako jsou neutrofily, bazofily, eozinofily a lymfocyty, ale i na epitelových 

a endotelových buňkách, fibroblastech a na buňkách hladkého svalstva (Brubaker et al. 2015). 

Receptory vrozené imunity TLR mohou být rozděleny do dvou odlišných subpopulací 

s ohledem na jejich ligandovou specifitu a distribuci, a to na povrchové a intracelulární. Mezi 

povrchové TLR řadíme TLR1, 2, 4, 5, 6 a 10. TLR3, 7, 8 a 9 se vyskytují na buněčných 
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membránách endoplazmatického retikula, endozomů a lyzozomů. Receptory vyskytující se na 

povrchu buněčné membrány rozpoznávají mikrobiální membránové lipidy a zároveň detekují 

endogenní Ugandy uvolněné z poškozených tkání nebo nekrotických buněk. Intracelulární 

receptory rozpoznávají především mikrobiální nukleové kyseliny (Miyake 2007; Sameer 

aNissar2021). 

Později byly v tělních tekutinách, jako je krev, sliny, plazma a mozkomíšní mok, detekovány 

rozpustné TLR formy (sTLR). Tyto receptory interferují s aktivací signálních drah 

povrchových TLR, a tím snižují prozánětlivou aktivaci buněk (Behzadi et al. 2021). 

Peptidoglycan 
Lipoarabinomannan 

Triacyl tGPI-mucin 
lipopeptides HA Flagellin 

Diacyl lipopeptides 
LTA 

Zymosan 

V V V * 
dsRNA ssRNA ssRNA CpG DNA 

TLR1/2 

endosome 

TLR3 TLR7 hTLR8 TLR9 

Obr. 3: Extracelulární a intracelulární TLR receptory s jejich ligandy (převzato z (El-Zayat 

et al. 2019) 

1.3.1 Struktura TLR receptoru 

TLR řadíme mezi integrální transmembránové proteiny typu I. Obvykle se skládají ze tří 

domén: N-koncové domény (NTD), střední transmembránové domény a C-koncové domény 

(CTD). 

N-koncová doména, neboli ektodoména, je extracelulární struktura, rozpoznávající 

a navazující příslušný ligand. Má formu zakřivené solenoidové struktury obsahující 19-25 

tandemových repetic bohatých na leucin (LRR). Každá repetice obsahuje 24-29 aminokyselin 

v konzervovaném motivu xLxxLxLxx (Sameer a Nissar 2021). 
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Skládá se ze čtyř částí: konvexní plocha, konkávni plocha a vzestupné a sestupné smyčky. 

Konvexní plocha tvoří variabilní část domény a je složena z několika sekundárních struktur 

jako ahelixy, P-turns a smyčkové struktury. Naproti tomu konkávni plocha je vysoce 

konzervovaná část ektodomédy, a je tvořena krátkými P-řetězci skládajícími se v paralelní 

P-sheet konfiguraci. 

0-turn 

l i l 

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

Střední transmembránová doména má formu jediného a-helixu a napojuje se na intracelulární 

doménu. CTD interaguje s různými adaptorovými molekulami a spouští signální dráhu 

prostřednictvím své homologní domény toll-IL-1 receptoru (TIR)(Manavalan et al. 2011; Gay 

et al. 2006; Sameer a Nissar 2021; Behzadi et al. 2021). 

TIR doména obsahuje tři motivy, a to boxl, box 2 a box 3. Boxy la 3, jsou konzervované 

sekvence, které jsou společné pro TIR doménu IL-1 receptoru i TLR receptoru. Box 2 se ale 

u těchto dvou receptoru liší (Behzadi et al. 2021). 

Struktura domény je tvořena pěti paralelními P-sheet vlákny, která j sou uzavřena pěti a-helixy. 

Na ně se váže 8 smyček, které jsou pojmenované podle vláken, které spojují. Například 

smyčka B B , která spojuje vlákno PB (druhé vlákno P) se šroubovicí aB (druhou šroubovící 

a), hraje důležitou roli při interakci dvou TIR domén. TIR doména je pro každý typ TLR 

receptoru specifická, ale vykazuje velkou podobnost. Například u TLR 1 a TLR6 byla 

zaznamenána podobnost až 87 % (Behzadi et al. 2021). 
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1.3.2 Aktivace TLRs 

Struktura a ligandová specifita jednotlivých typů TLR receptoru se liší, nicméně sdílejí mnoho 

společných rysů při jejich aktivaci. Většina známých TLR receptoru využívá konvexní povrch 

L R R domény k vazbě ligandů, výjimkou je TLR4, který navazuje LPS prostřednictvím MD2 

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

Vazba Ugandu na TLR receptor zprostředkovává dimerizaci ektodomén, což je proces, kdy se 

dva TLR receptory spojí do páru. Tvorba homo - či hetero - dimeru mění prostorovou 

orientaci cytoplazmatických domén TIR, což umožňuje jejich aktivaci, a tím i iniciaci signální 

kaskády vedoucí k imunitní odpovědi. Vlastní signalizační kaskáda závisí na typu Ugandu, 

interagujícím TLR a adaptorové molekule zapojené do signalizační dráhy (Sameer a Nissar 

2021; Botos et al. 2011). 

Adaptorové molekuly jsou charakteristické přítomností TIR domény v jejich struktuře. Jsou 

rekrutovány k dimerizovanému TLR receptoru a předávají informaci dál do buňky. 

Radíme mezi ně: 

i . myeloidní diferenciační protein primární odpovědi 88 (MyD88) 

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

i i i . TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-P (TRIF) 

iv. TRIF-related adapter molecule (TRAM) 

v. B-cell adaptor for phosphoinositide (BCAP) 

vi. Sterilní protein obsahující a-a armadillo-motiv (SARM) 

Signalizaci jako takovou dělíme na dvě odlišné dráhy podle účastnících se adaptorových 

molekul, a to MYD88-dependentní a TRIF-dependentní (Sameer a Nissar 2021). 

Dimerizované receptorové domény TIR jsou rozpoznávány dvěma membránovými 

adaptorovými proteiny: adaptorovým proteinem TIRAP a T R A M . Na tyto struktury se 

následně navazují adaptorové molekuly MyD88 respektive TRIF (Duan et al. 2022). 

1.3.2.1 Dráha dependentní na MYD88 

Jedná se o dráhu využívanou všemi známými TLR receptory, kromě TLR3. Jak bylo zmíněno, 

MYD88 se může vázat na receptorový dimer buď přímo, anebo přes TIRAP molekulu. 

MYD88 rekrutuje kinázy asociované s I L - l receptorem (IRAK) a tvoří s nimi komplex 

označovaný jako myddozom. Následuje kaskáda dějů vedoucí fosforylaci N F - K B inhibičního 
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proteinu (hcBa), což umožní jeho degradaci. Tím je N F - K B uvolněn k přemístění do jádra, kde 

působí jako transkripční faktor indukující expresi prozánětlivých cytokinů (Duan et al. 2022) 

1.3.2.2 TRIF dependentní dráha 

Exprese IFN indukovaná TLR3 nebo TLR4 nezávisí naMyD88, aleje řízena TRIF molekulou. 

T R A M adaptor umožňuje navázání TRTF molekuly na dimenzovaný TLR4 receptor. Není 

jasné, zdali se v případě TLR3 receptoru navazuje TRIF přímo, nebo za využití neznámé 

adaptorové molekuly. Jeho navázání ale indukuje vznik triffozomu, který aktivuje buňku 

několika způsoby. Jedním z nich aktivace N F - K B a tvorba cytokinů, jako v případě 

myddozomu. Druhá cesta vede k dimerizaci transkripřního faktoru IRF3 (IFN regulátory 

factor 3). Homodimer IRF3 stimuluje expresi IFN typu I (Kawasaki a Kawai 2014). 

TLR4 

A2(T 
TRIM38 

CYLD 

SHPÍ TANK 

TAB1 
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MAPKs O IKK«/|i MEMO 
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IKKi TBK1 r- PIKfyve 
^ J>tdlns5P 

O 
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Bcl-3 ATF3 
IkBNS N u r r 1 

PDLIM2 Type I IFN 
Inflammatory cytokines 

Obr. 5: Schéma TLR aktivačních drah. Na obrázku jsou zahrnuty i regulační molekuly 

tlumící aktivační dráhy, (převzato z Kawasaki a Kawai 2014) 

V této práci jsme se zaměřili na testování čtyř různých TLR ligandů, každý vázající se na jiný 

TLR receptor. Naším cílem bylo zjistit, jaký vliv má stimulace těmito aktivátory na buněčnou 

prozánětlivou odpověď. 
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2 Cíle práce 

Změření a zmapování citlivosti dvou buněčných linií imunitních buněk na aktivaci pomocí 

různých TLR agonistů pomocí qRT-PCR, sn-ELISA a průtoková cytometrie. 

Dílčí cíle: 

1. Zpracovat literární rešerši na téma role PRR v zánětlivé aktivaci 

2. Kultivovat buněčné kultury imunitních buněk IC-21 a PMJ2-R 

3. Provést sérii aktivačních pokusů s různými TLR agonisty (LTA, POLY(LC), F L A G , 

LPS) 

4. Vyhodnotit aktivaci pomocí qRT-PCR, sn-ELISA a průtokové cytometrie 
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3 Materiál a metody 

3.1 Chemikálie a materiál 
Tab. 2: Chemické složení kultivačního média 

NÁZEV VÝROBCE KATALOGOVÉ CISLO 

RPMI-1640 základní médium Biosera L M - R l 63/500 

BOFES -10% Biosera FB-1001B/500 

1% Antibiotika - PNC, SMC Biosera XC-A4122/100 

ßME Sigma-Aldrich M6250 

Tab. 3: Vybrané TLR aktivátory 

NÁZEV VÝROBCE KATALOGOVÉ CISLO 

LPS Sigma Aldrich L2880-10MG 

F L A G InvivoGen tlrl-bsfla 

LTA Merck Life Science 
spol 

L3265-5MG 

POLY(I:C) InvivoGen tlrl-pic 

Tab. 4: Přehled materiálů pro qRT-PCR, sn-ELISA a průtokovou cytometrii 

NÁZEV VÝROBCE KATALOGOVÉ CISLO 

qRT-PCR 

NucleoSpin RNA, Mini kit for 
RNA purification 

Macherey - Nagel 740955.250 

Ethanol V W R International 20821.321 

Transcriptor First Strand 
cDNA Synthesis Kit cDNA 
Synthesis Kit 

ROCHE 04897030001 

FastStart Universal SYBR® 
Green Master (ROX) 

ROCHE 04913914001 
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RNAse Free H2O BioConcept 3-07F04-I 

sn-ELISA 

DuoSet ELISA kit R & D Systems DY008 

Průtoková cytometric 

PBS Biosera XC-S2066 

AZID AlfaAesar 14314 

BSA biowest P6154-500GR 
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3.2 Metody 
3.2.1 Kultivace buněčných kultur 

Pro využití v experimentech byly kultivovány buněčné linie PMJ2-R a IC-21, které jsou 

dlouhodobě uchovávány na katedře školitele. Buňky byly uchovávány v inkubátoru při teplotě 

37 °C a pasáž byla prováděna pravidelně třikrát týdně pro zaručení jejich rovnoměrného růstu. 

Během pasáže bylo měněno médium za čerstvé. Složení kultivačního média lze vidět v tab. 2. 

Dále byly použity primární buňky derivované z kostní dřeně a stimulované GM-CSF pro jejich 

diferenciaci na dendritické buňky a makrofágy. V práci byly použity právě makrofágy, které 

byly připraveny Mgr. Zuzanou Beránkovou. 

3.2.2 Aktivace buněčných linií 

Buňky byly spočítány pomocí Biirkerovy komůrky a nasazeny do 24 jamkového panelu 

v 0,5 ml média (RPMI + 10% BOFES + G L + A T B + ME) o koncentraci 106/1 ml. Před 

dalším postupem se nechaly 24 hodin usednout. Poté bylo buňkám vyměněno médium 

za 300 ul bezsérového RPMI média a buňky byly stimulovány vybranými TLR Ugandy 

v příslušných koncentracích za účelem navození zánětlivé reakce. Pro každý použitý ligand 

sloužil jeden triplikát jako neaktivovaná kontrola, a další triplikát byl stimulovaný vybraným 

aktivátorem. Ligandy a jejich použité koncentrace můžeme vidět v tab. 5. Buňky byly 

následně zpracovány v závislosti na používané metodě. 

Tab. 5: Ligandy a jejich finální koncentrace použitá k aktivaci 

Ligand Použitá koncentrace 

LPS 500 ng/ml 

F L A G E L I N 100 p M 

P O L Y (I:C) 10 ng/ml 

L T A 10 ng/ml 

Během experimentu byly buňky nejdříve stimulovány obvykle účinnou koncentrací LPS 

100 ng/ml. Ukázalo se, že buňky nebyly touto koncentrací aktivovány, a pracovní koncentrace 
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byla tedy pro zbytek pokusů zvýšena na 500 ng/ml. Účinná koncentrace flagelinu byla 

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

koncentrace L T A byla vybrána na základě dostupné literatury (Han et al. 2006). Pracovní 

koncentrace POLY(LC) byla pro náš experiment zvolena na základě jeho účinků při stimulaci 

plicních makrofágů (Mantov et al. 2022). 

Obr. 6: A) Rozmístění aktivátorů během aktivace - pro každou buněčnou linii byl určen jeden 

takovýto panel B) Schematické znázornění postupu práce (použitý obrázek byl vytvořen 

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

Pro vyhodnocení aktivace buněčných linií byla zvolena míra exprese prozánětlivých cytokinů 

TNF-a, IL-ip a IL-6, a to jak na úrovni mRNA, tak na úrovni proteinové. Změna genové 

exprese vybraných proteinů byla detekována metodou qRT-PCR. 

3.2.3.1 Izolace RNA 

Izolace R N A byla provedena pomocí izolačního kitu NucleoSpin RNA, Mini kit for R N A 

purification od firmy Macherey-Nagel. Buňkám byl 24 hodin po aktivaci odebrán supernatant 

a pro izolaci byly použity buňky přisedlé na destičce. Při postupu byl dodržen protokol 

výrobce. 

Po posledním promytí byla R N A zachycená na membráně filtrační kolonky eluována 40 ul 

RNase-free vody centrifugací po dobu jedné minuty na 11 000 x g. Získaná R N A byla 

skladována při teplotě -80 °C. 

3.2.3.2 Transkripce RNA na cDNA 

Pro provedení reverzní transkripce, čili přepsání R N A do cDNA, bylo nejprve nutné změřit 

koncentraci výchozí RNA. K tomuto účelu byl využit spektrofotometr Synergy H l za použití 

Take3-trio modulu (BioTek). Z výsledného měření bylo podle vzorku s nejnižší koncentrací 

určeno finální množství RNA, které bylo použito pro reverzní transkripci u všech vzorků. 

Reverzní transkripce byla provedena pomocí Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit 

(Roche). Při postupu byl dodržen protokol pro standardní RT-PCR proceduru, který byl dodán 

výrobcem. 

Všechny komponenty byly rozmraženy, zcentrifugovány a ponechány na ledu. K H2O 

(v kvalitě pro molekulární biologii) byl přidán vzorek R N A tak, aby byla v každém vzorku 

stejná koncentrace RNA. Následně byl přidán 1 ul Anchored-oligo(dT)is Primer v koncentraci 

50pmol/ul. Výsledné množství činilo 13 ul. Dále byl připraven mastermix reagentů podle 

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

Reagencie Množství (ul) 

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction Buffer, 5 x 
cone. 

4 

Protector RNase Inhibitor, 40U/ul 0,5 

Deoxynucleotide Mix, lOmM 2 

Transcriptor Reverse Transcriptase,20U/ul 0,5 

Finálni množství mastermixu pro 1 reakci 7 

Mastermix byl smíchán s dříve připraveným roztokem templářů a primeru na výsledný objem 

reakce 20 ul a vzorky byly krátce centrifugovány, aby byl celý vzorek na dně zkumavky. 

Reverzní transkripce probíhala v gradientovém PCR cycleru (Biometra Tone) po dobu 

30 minut při teplotě 55 °C, přičemž reverzní transkriptáza byla inaktivována 5minutovým 

zahříváním na 85 °C. Získané vzorky cDNA byly uchovány při -20 °C. 

3.2.3.3 Stanovení exprese 

Pro qPCR byl použit FastStart Universal SYBR Green Master (ROX) a primery navržené pro 

jednotlivé sledované geny (TNF, IL-ip, IL-6). 

Vzorky cDNA byly rozmraženy a 10 x naředěny RNase firee vodou. Byly připraveny 

mastermixy pro sledované geny. Dohromady byl pro každý gen připraven mastermix pro 48 

reakcí (viz Tab. 7). Do jamek na destičce bylo napipetováno 13 ul mastermixu a do každé 

z nich bylo přidáno po dvou mikrolitrech příslušného naředěného vzorku cDNA templátu. 

Vyhodnocení probíhalo pomocí cycleru CFX384 (BioRad) a CFX96 (BioRad). 
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Tab. 7: Složení mastermixu pro qPCR 

Komponenty Množství (ul) 

Supermix 2 x 360 

100 ul Forward Primer 1,44 

100 ul Reverse Primer 1,44 

Voda (PCR-grade) 261,12 

Templ át 96 

Celkové množství mastermixu 720 

Reakční podmínky qPCRbyly nastaveny následovně: počáteční denaturace 95 °C/3 min, poté 

40 cyklů (95 °C/10 s, 60 °C/30 s), dále denaturace 95 °C/10 s a analýza křivky tání, která 

začínala na 65 °C, zvyšovala se po 0,5 °C/5 s a probíhala do 95 °C. 

Vyhodnocení dat probíhalo v programu Bio-Rad MAESTRO. Součástí experimentu byl 

i pokus pro určení vhodného referenčního genu, který byl následně při analýze používán 

k normalizaci výsledků. Při vyhodnocování pokusů byla brána v potaz i křivka tání za účelem 

odhalení syntézy více produktů. 

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

Pro detekci produkovaných cytokinů IL-1(3, IL-6 a TNFa byla uplatněna metoda sn-ELISA. 

Proto tuto analýzu byly využity supernatanty odebrané 24 hodin po aktivaci. Pro všechny 

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

Postup pro všechny detekované látky byl stejný, lišily se pouze použité koncentrace primární 

protilátky, standardu a detekční protilátky (viz Tab. 8). 
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Tab. 8: Pracovní koncentrace protilátek v metodě sn-ELISA. 

TNF-a IL-lß IL-6 

Standard 15,6-2000 pg/ml 15,6- 1000 pg/ml 15,6- 1000 pg/ml 

Primární protilátka 800 ng/ml 4 ug /ml 2 ng/ml 

Detekční protilátka 75 ng/ml 250 ng /ml 75 ng/ml 

Primární protilátka byla naředěna v ELISA Plate Coating Buffer (součást kitu) na pracovní 

koncentraci a nakoutována na 96 jamkovou destičku v objemu 50 ul. Destička byla přikryta 

fólií a víčkem a inkubována přes noc ve vlhké komůrce při laboratorní teplotě. Následující den 

byla promyta 300 ul promývacího roztoku (Wash buffer). Promytí bylo opakováno třikrát. 

Následovalo blokování míst pro nespecifické vazby za použití roztoku Reagent Diluent (1 x), 

který byl do jednotlivých jamek napipetován po 300 ul. Blokování probíhalo po dobu jedné 

hodiny ve vlhké komůrce za pokojové teploty. Destička byla dále opět třikrát promyta 300 ul 

promývacího roztoku. 

Do každé jamky byly přidány vzorky, a to vždy po 50 ul. Pro vytvoření kalibrační křivky byl 

standard ředěn v Reagent Diluent (lx) na příslušné koncentrace a poté byl napipetován ve 

stejném množství jako vzorky. Destička byla opět přikryta fólií a víčkem a inkubována přes 

noc ve vlhké komůrce za pokoj ové teploty. Po ukončení inkubace byla destička třikrát promyta 

300 ul promývacího roztoku. Následně byla aplikována detekční protilátka, která byla předem 

naředěna v Reagent Diluent (1 x) na pracovní koncentraci. Destička přikrytá víčkem byla opět 

inkubována ve vlhké komůrce za pokojové teploty, tentokrát po dobu 2 hodin, a poté byla opět 

třikrát promyta. Bylo přidáno 50 ul Streptavidin-HRP (naředěn 1:39 v Reagent Diluent ( l x ) ) 

do každé jamky. Další inkubace probíhala ve stejném prostředí jako ty předchozí, tentokrát 

však jen po dobu 20 minut. Následné promytí bylo provedeno opět 300 ul promývacího 

roztoku a tentokrát bylo opakováno čtyřikrát pro zajištění kompletního odmytí 

Streptavidinu - HRP. Ke vzorkům bylo přidáno 100 ul barevného substrátu (smíchaný Color 

Reagent A a B v poměru 1:1) a destička byla inkubována cca 20 minut za laboratorní teploty 

ve tmě. Následným přidáním 50 ul Stop Solution byla barevná reakce ukončena. 

Měření absorbance probíhalo při vlnové délce 450 nm na přístroji Tecan Infinite M Plex. 
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Obr. 7: Schématické znázornění sn-ELISA 

3.2.5 Průtoková cytometrie 

Pomocí průtokové cytometrie byly detekovány povrchové markety aktivace makrofágů CD80, 

CD86 a MHCII. 

Nejprve bylo připraveno 0,5 1 FC pufru (PBS, 0,1% B S A, 0,1% AZID). Dále byly připraveny 

20x ředěné pracovní roztoky protilátek. 

Buňky byly sklizeny pipetou po 24 hodinách aktivace, přeneseny do 1,5 ml eppendorfek 

a stočeny na 500 x g na 5 min při 4 °C. Získaný pelet byl rozsuspendován v 1 ml promývacího 

pufru a přenesen do 5 ml FC zkumavek. Buňky byly stočeny na 500 x g na 5 minut při 4 °C. 

Supernatant byl odstraněn, ale bylo ponecháno cca 100 ul pufru, ve kterém byl pelet 

rozsuspendován. K buňkám byly přidány fluorescenčně značené protilátky v takovém 

množství, aby jejich finální ředění bylo 400x. Použité protilátky j sou rozepsány v tab. 9. 
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Tab. 9: Protilátky užívané k identifikaci povrchových antigénu 

Rozpoznávaný antigen Fluorochrom 

CD 80 Fluoresceinisothiocyanate (FITC) 

CD 86 Allophycocyanin (APC) 

M H C II Phycoerythrin (PE) 

Poté byly vzorky inkubovány 25 min ve tmě při teplotě 4 °C. Po skončení inkubace byl ke 

všem vzorkům přidán 1 ml FC pufru a následovala centrifugace při 500 g a 4 °C po dobu 

5 min. Supernatant byl kompletně odstraněn a pelety byly rozsuspendovány v 300 ul FC pufru. 

Změna exprese zánětlivých povrchových antigénu způsobených různými aktivátory byla 

měřena průtokovým cytometrem NovoCyte (Agilent) s pomocí softwaru NovoExpress. 
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4 Výsledky 

4.1 qRT-PCR 
Pomocí metody qRT-PCR (kvantitativní polymerázová řetězová reakce) bylo zjištěno, jak 

vybrané makrofágové buněčné linie reagují na stimulaci různými TLR Ugandy. Pro detekci 

zánětlivé reakce byla měřena změna exprese genů pro cytokiny TNF-a, IL-6 a IL-ip. Vzorky 

pro tento experiment byly odebrány 24 hodin po aktivaci TLR Ugandy, kdy byla z buněk 

izolována RNA, která byla následně přepsána reverzní transkripcí do cDNA. Ta byla použita 

jako templát pro qPCR. Výsledky byly zpracovány v programu BIORAD Meastro. Z analýzy 

byly vyloučeny vzorky, u kterýcU byla zjištěna tvorba dvojíUo produktu. Průkaznost Uodnot 

byla ověřena pomocí metody jednocestná A N O V A v programu GrapUPadPrism. Pro 

porovnání exprese mezi j ednotlivými liniemi byly výsledky vztaženy k neaktivované kontrole 

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

4.1.1 Výběr referenčního genu 

K normalizaci zí skanýcU dat bylo nej dříve zapotřebí vybrat referenční gen. Pro tento účel j sou 

nejčastěji používané Uouskeepingové geny (tedy geny potřebné pro běžný cUod buňky). Proto 

byly vybrány a testovány čtyři geny běžně používané při této metodě: aktin, tubulin, 18S (malá 

podjednotka ribozomální RNA) a G A P D H (glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza)(Thellin 

et al. 1999; Kozera a Rapacz 2013). 
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Na základě křivky tání nebyla zjištěna tvorba dvojího produktu, který by se jevil jako dva 

píky. 
MeltPeak 

S5 70 75 80 85 90 95 
Temperature, Celsius 

Obr. 8: Křivka tání pro testované referenční geny. Pík se objeví při teplotě, kdy 

dvoušroubovice produktu denaturuje na dvě samostatná vlákna. Obrázek vytvořen v programu 

BIORAD Maestro. 

Na základě kvantifikace byly vyřazeny geny pro G A P D H a tubulin, protože vykazovaly 

velkou variabilitu hodnot Ct. Ze zbývajících genů byl vybrán gen 18S, protože vykazoval 

největší homogenitu. 

Obr. 9: qRT-PCR amplifikace, Obrázek vytvořen v programu BIORAD Meastro. 
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4.1.2 Výsledky qRT-PCR analýzy 

4.1.2.1 Výsledky qRT-PCR analýzy tnf-a 

Makrofágové linie stimulované flagelinem a POLY(LC) nevykazovaly signifikantní nárůst 

exprese cytokinu TNF-a ani rozdíl v expresi mezi aktivovanými skupinami testovaných linií 

(Obr. 10 A, D). Na grafu (obr. 10 D) pozorujeme pokles exprese tnf-a, nicméně odchylka 

měření kontrolní skupiny je príliš velká, proto není analýza spolehlivá. Po stimulaci Ugandy 

LPS a L T A došlo k nárůstu exprese u buněk linie IC-21, zatímco stejný efekt není u linie 

PMJ2-R signifikantní. Rozdíl v expresi mezi aktivovanými skupinami obou linií je 

signifikantní a poukazuje na vyšší citlivost buněčné linie IC-21 vůči použitým aktivátorům. 

A 

IC-21 PMJ2-R IC-21 PMJ2-R 

IC-21 PMJ2-R 

Obr. 10: Výsledek qRT-PCR analýzy exprese tnf-a 24 hodin po stimulaci ligandem: A -

exprese tnf-a po stimulaci flagelinem, B - exprese tnf-a po stimulaci L T A , C - exprese tnf-a 

po stimulaci LPS, D - exprese tnf-a po stimulaci POLY(LC). 

32 



4.1.2.2 Výsledky qRT-PCR analýzy exprese il~6 

Z grafu (obr. 11) je patrný nárust exprese u obou buněčných linií IC-21 a PMJ2-R po stimulaci 

všemi testovanými ligandy. Statisticky významný nárust exprese byl potvrzen pouze u linie 

IC-21 stimulované L T A či LPS (obr. 11 B, C). U linie PMJ2-R stejné ligandy nezpůsobily 

signifikantní nárust exprese, přestože trend je podobný jako u IC-21. 
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Obr. 11: Výsledek qRT-PCR analýzy exprese il-6 24 hodin po stimulaci ligandem: 

A - exprese il-6 po stimulaci flagelinem, B - exprese il-6 po stimulaci L T A , C - exprese il-6 

po stimulaci LPS, D - exprese il-6 po stimulaci POLY(LC). 

4.1.2.3 Výsledky qRT-PCR analýzy exprese il-ip 

V případě exprese il-lfí pozorujeme signifikantní změnu exprese mezi kontrolní a 

stimulovanou skupinou pouze v případě buněčných linií aktivovaných LPS (obr. 11 C). 

Zároveň je patrný rozdíl v expresi mezi stimulovanými skupinami jednotlivých linií, přičemž 

u buněčné linie IC-21 je rozdíl více jak dvounásobný. Stimulace ligandy L T A , POLY(LC) a 

F L A G nejenže nepůsobila signifikantní nárust exprese, ale v případě linie IC-21 stimulované 
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POLY(LC) dokonce můžeme pozorovat pokles exprese il-lfí. Statistická analýza jej ovšem 

nepotvrdila jako signifikantní, k čemuž přispívá velká odchylka měření u kontrolní skupiny. 
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Obr. 12: Výsledek qRT-PCR analýzy exprese il-lfí 24 hodin po stimulaci ligandem: 

A - exprese il-lfí po stimulaci flagelinem, B - exprese il-lfí po stimulaci L T A , C - exprese 

il-ip po stimulaci LPS, D - exprese il-lfí po stimulaci POLY(LC). 

4.1.2.4 Výsledky qRT-PCR analýzy u primárních buněk stimulovaných LPS 

Cílem tohoto pokusu bylo zjistit, zdali má médium použité při kultivaci primárních buněk vliv 

na jejich reakci při stimulaci T L R Ugandy. Pro tento účel byly použity primární makrofágy 

kultivované v základním R P M I 1640 médiu a porovnávány byly s těmi samými buňkami 

kultivovanými v R P M I 1 6 4 0 médiu s přidaným BOFES. Byla detekována exprese zánětlivých 

cytokinů TNF-a, IL -6 a I L - i p . Pro porovnání exprese byly výsledky vztaženy ke kontrole 

PMRPMI. 
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Z grafů (obr. 13) je patrné, že stimulace LPS způsobila nárůst exprese cytokinů. Jako 

nesignifikantní nález určila analýza pouze nárůst exprese tnf-a u makrofágů s přidaným 

BOFES (obr. 13A, PM+). Pozorujeme, že buňky kultivované 24 hodin před aktivací 

v základním médiu RPMI 1640, zvýšily v reakci na stimulaci LPS expresi zánětlivých 

cytokinů mnohonásobně více než buňky v obohaceném médiu. 

A B 

Obr. 13: Výsledek qRT-PCR analýzy exprese cytokinů primárními makrofágy 24 hodin po 

stimulaci LPS: A - exprese tnf-a, B - exprese il-6, C - exprese il-lfí. 

Pro porovnání exprese cytokinů primárními makrofágy a buněčnými liniemi IC-21 a PMJ2-R 

po aktivaci LPS byly naměřené hodnoty vztaženy ke kontrole linie IC-21. Exprese tnf-a a il-6 

byla nejvýrazněji zvýšena u buněčné linie IC-21 (obr. 14 A , B), zatímco u il-lfí pozorujeme 

signifikantní nárůst u primárních makrofágů kultivovaných v základním médiu RPMI 

(obr. 14 C). 
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Obr. 14: Porovnaní exprese cytokinů buněčnými liniemi IC-21, PMJ2-R a primárními 

makrofágy 24 hodin po stimulaci LPS: A - exprese tnf-a, B - exprese il-6, C - exprese il-lfí. 

4.2 Výsledky sn-EUSA 
Tato metoda navazovala na tu předchozí a byla použita pro zjištění a porovnání koncentrace 

prozánětlivých cytokinů TNF-a, IL-6 a IL-ip v supernatantech kontrolních a stimulovaných 

skupin makrofágových buněčných linií PMJ2-R a IC-21. Pro experiment bylo zapotřebí získat 

supernatant buněk po 24 hodinách inkubace s ligandy. Výsledky byly zpracovány v programu 

MS Excel a průkaznost hodnot byla ověřena pomocí metody j ednocestná A N O V A v programu 

GraphPadPrism. Hladina statistické významnosti proti kontrole * = p <0,05,** = p<0,01, 

*** _ p <o,001. 
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4.2.1 Koncentrace TNF-a stanovena metodou sn-ELISA 

Z grafu (obr: 15) je patrné, že stimulace všemi použitými Ugandy způsobila v porovnání 

s kontrolní skupinou signifikantní zvýšení koncentrace cytokinu TNF-a. V případě aktivace 

buněčných linií L T A a LPS pozorujeme výraznější zvýšení koncentrace TNF-a u linie IC-21 

(obr. 15 B, C). Naproti tomu při stimulaci makrofágů F L A G se linie PMJ2-R zdá j ako citlivější 

na použitý Ugand, a koncentrace cytokinu u aktivované skupiny této linie je významně vyšší 

než u IC-21 (obr. 15 A). Tento trend je pozorovatelný i při stimulaci POLY(LC), ale analýza 

významnost tohoto rozdílu nepotvrdila (obr. 15 D). 

Obr. 15: Koncentrace TNF-a stanovená ze supernatantu 24 hodin po stimulaci TLR Ugandy 

metodou sn-ELISA: A - koncentrace TNF-a po stimulaci flagelinem, B - koncentrace TNF-

a po stimulaci L T A , C - koncentrace TNF-a po stimulaci LPS, D - koncentrace TNF-a 

po stimulaci POLY(LC). 
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4.2.2 Koncentrace IL-6 stanovena metodou sn-ELISA 

U všech měření je z grafu (obr. 16) zřejmý stejný trend, a to je zvýšení koncentrace IL-6 

v supernatantu buněk v reakci na aktivaci TLR ligandem. Statistická analýza potvrdila 

signifikanci vzrůstu u linie PMJ2-R stimulovaných F L A G , LPS a POLY(I:C) (obr. 16 A , C, 

D) a zároveň i u linie IC-21 stimulovaných F L A G , L T A a LPS (obr. 16 A, B, C). Kromě 

makrofágových linií stimulovaných POLY(LC) je zřejmé, že linie IC-21 reaguje na stimul 

mnohonásobně silněji než linie PMJ2-R. Nárůst koncentrace je nejvyšší s případě stimulace 

buněk LPS (obr. 16 C). 

Obr. 16: Koncentrace IL-6 stanovená ze supernatantu 24 hodin po stimulaci TLR Ugandy 

metodou sn-ELISA: A - koncentrace IL-6 po stimulaci flagelinem, B - koncentrace IL-6 po 

stimulaci L T A , C - koncentrace IL-6 po stimulaci LPS, D - koncentrace IL-6 po stimulaci 

POLY(LC). 
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4.2.3 Koncentrace IL-lp stanovena metodou sn-ELISA 

Z obrázku 17 je patrné, že koncentrace IL-ip stoupá po stimulaci ligandem. Analýza potvrdila 

signifikantní nárůst v případě linie IC-21 při stimulaci F L A G a při stimulaci linie PMJ2-R 

ligandem POLY(LC). Na obr. 17 C a D je patrný rozdíl v koncentraci aktivované skupiny 

mezi dvěma použitými liniemi PMJ2-R a IC-21, který poukazuje na vyšší citlivost PMJ2-R 

vůči stimulaci. 

Obr. 17: Koncentrace IL-ip stanovená ze supernatantu 24 hodin po stimulaci TLR Ugandy 

metodou sn-ELISA: A - koncentrace TNF-a po stimulaci flagelinem, B - koncentrace TNF-a 

po stimulaci L T A , C - koncentrace TNF-a po stimulaci LPS, D - koncentrace TNF-a po 

stimulaci POLY(I:C). 
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4.2.4 Koncentrace cytokinů stanovena metodou sn-ELISA 
u primárních buněk stimulovaných LPS 

Cílem experimentu bylo změřit a porovnat koncentraci zánětlivých cytokinů TNF-a, IL-6 

aIL- ip mezi kontrolními a stimulovanými skupinami primárních makrofágů a určit, zdali 

má kultivační médium vliv na aktivaci TLR ligandy. Koncentrace TNF-a (obr. 18 A) byla 

signifikantně zvýšena v obou případech (primární makrofágy kultivované v základním RPMI 

1640 médiu i v RPMI 1640 médiu obohaceném o BOFES), nicméně v případě makrofágů 

kultivovaných v médiu bez přidaného séra pozorujeme signifikantně vyšší nárůst oproti 

makrofágům kultivovaných v médiu s BOFES. Koncentrace IL-ip (Obr. 18 B) výrazně 

narostla pouze u primárních makrofágů kultivovaných v základním RPMI 1640 médiu. 

Z obr. 18 C je patrné, že koncentrace IL-6 je signifikantně zvýšena v obou testovaných 

skupinách. U buněk kultivovaných v čistém RPMI médiu je nepatrně vyšší, rozdíl ale 

nevykazuje statistickou významnost. 

PM+ PM R P M I 

Obr. 18: Koncentrace cytokinů v buněčném supernatantu primárních buněk 24 hodin po 

stimulaci LPS: A - koncentrace TNF-a, B -koncentrace IL-ip, C - koncentrace IL-6. 
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43 Průtoková cytometrie 
Poslední provedenou metodou byla průtoková cytometrie. Cílem tohoto pokusu bylo zjistit a 

porovnat expresi povrchových znaků aktivace makrofágů CD80, CD86 a M H C I I u buněčných 

linií PMJ2-R a IC-21 v jejich bazálním a aktivovaném stavu. Buňky pro experiment byly 

sklizeny po 24 hodinové inkubaci s vybranými TLR Ugandy. Pokus se bohužel nezdařil. 

Jednotlivé triplikáty vykazují velkou variabilitu a nejsou proto statisticky vyhodnotitelné. 

Z obr. 19 A a B je v rámci kontrolního triplikátu linie IC-21 patrná přítomnost výrazných 

odchylek. 

PE-H F I T C . H A P C - H 

Obr. 19: Kontrolní triplikát IC-21: A - M H C II značené PE, B - CD80 značené FITC, 

C - CD86 značené APC 

Velikost odchylky je možné sledovat i na obr. 20, zejména na části A . Tyto grafy jsou 

vytvořeny pro linii IC-21 jako ukázka rozdílnosti hodnot triplikátu. 

Obr. 20: IC:21 24 hodin po stimulaci TLR Ugandy: A - M H C II značené PE, B - CD80 

značené FITC, C - CD86 značené APC 

41 



5 Diskuze 

Makrofágy, stejně jako jiné imunitní buňky, jsou běžně používány pro studium imunitní 

odpovědi na různé stimuly. Pro laboratorní účely je možné využít jak primární buňky, tak 

transformované buněčné linie. Výhodou primárních buněk je fakt, že se jejich vlastnosti 

shodují s vlastnostmi buněk in vivo a umožňují tak přesnější zmapovaní reakce v živém 

organismu. Na rozdíl od buněčných linií mají ovšem omezené množství dělení, a nedají se 

dlouhodobě kultivovat. Imortalizované buněčné linie je sice možné využívat dlouhodobě, ale 

pro dosažení jejich nesmrtelnosti j sou často genotypově upraveny, tudíž se fenotypově liší od 

buněk in vivo, a mohou tedy reagovat jiným způsobem (Pamies et al. 2018). 

Cílem mé práce bylo stimulovat buněčné linie PMJ2-R, IC-21 a primární buňky vybranými 

TLR Ugandy: LPS, L T A , F L A G a POLY(LC). Následně vyhodnotit rozdíly v aktivaci 

v závislosti na buněčné linii a použitém aktivátoru. 

Prvním krokem práce byla aktivace buněk (viz. kapitola 3.2.2. Aktivace buněčných linií) 

a následné zpracování vzorků pro metody sn-ELISA a qRT-PCR. Dále byl vybrán referenční 

gen pro normalizaci dat získaných z metody qRT-PCR. Ze čtyř testovaných genů (aktin, 

tubulin, 18S a GAPDH) byl pro jeho nej větší homogenitu hodnot Ct vybrán gen pro 18S. 

Výsledky získané touto analýzou jsou odlišné oproti výsledkům práce autorů Stephens et al. 

(2011). Ti při hledání ideálního referenčního genu pro metodu qRT-PCR pro makrofágové 

linie naopak dospěli k závěru, že gen pro 18S je nejvíce variabilní, přičemž variabilita genu 

G A P D H byla vysoká v obou experimentech (Stephens et al. 2011). 

Detekce tnf-a pomocí qRT-PCR (obr. 10) ukázala, že aktivace F L A G vedla k viditelnému, 

nicméně statisticky nevýznamnému nárůstu. POLY(LC) nezpůsobila signifikantní změnu 

v expresi. U linie IC-21 byl zaznamenán dokonce pokles, tento výsledek může být ale 

zkreslený kvůli velké odchylce v kontrolním triplikátu. Signifikantní nárůst exprese byl 

zaznamenán pouze po stimulaci L T A a LPS, a to u linie IC-21. Analýza exprese il-6 přinesla 

podobné výsledky (obr. 11). V tomto případě byl ale zaznamenán nárůst exprese po aktivaci 

vybranými Ugandy u obou linií. Přesto byla ale statistická významnost této změny potvrzena 

pouze u linie IC-21 stimulované L T A a LPS, což se shoduje s výsledky analýzy exprese tnf-a. 

V obou případech je exprese indukovaná LPS mnohonásobně vyšší než u F L A G , L T A , či 

POLY(LC). V rámci studie Bian et al. (2017) autoři aktivovali makrofágy TLR Ugandy LPS 
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a POLY(LC), a došli ke stejnému závěru jako v této práci, a to že LPS indukuje vyšší nárůst 

exprese TNF-a a JL-6 než POLY(LC) (Bian et al. 2017). 

V případě exprese il-lfí (obr. 12) v reakci na stimulaci aktivátory byl zaznamenán 

signifikantní nárůst pouze u buněčných linií stimulovaných LPS. Stejně jako v předchozích 

měřeních je zde markantní rozdíl v expresi mezi buněčnými liniemi, kdy linie IC-21 opět 

reagovala na stimul výraznějším nárůstem. Ostatní Ugandy nezpůsobily žádnou statisticky 

významnou změnu v expresi cytokinu, je ale nutné zmínit, že přítomnost velkých odchylek 

v měření vede ke zkreslení výsledků a statistické analýzy. 

Je zřejmé, že exprese sledovaných cytokinů nebyla významně indukovaná po stimulaci 

POLY(LC). Důvodem může být skutečnost, že tento ligand se váže na TLR3 receptor, který 

je na rozdíl od ostatních stimulovaných TLR (TLR2/1,6, TLR4, TLR5) intracelulární. 

POLY(LC) je syntetický analog dsRNA, napodobující virální infekci, a aktivace TLR3 

receptoru je uskutečněna TRIF-dependentní aktivační dráhou (viz. kapitola 1.2.1.1. TRIF 

dependentní dráha), která kromě stimulace prozánětlivých cytokinů jako jsou TNF-a a IL-6 

vede ke zvýšení exprese interferonů typu I (Yamamoto et al. 2002; Matsumoto et al. 2002; 

Yamamoto et al. 2003). Proto je možné, že aktivace buněk by byla lépe vyhodnocena, pokud 

by byla měřena exprese IFN-p. 

Další použitou metodou byla sn-ELISA. Cílem bylo zjistit koncentraci prozánětlivých 

cytokinů TNF-a, IL 6 a IL ip ze supernatantů buněk sklizených pro qRT-PCR, takže tento 

krok přímo navazuje na ten předchozí. 

Koncentrace TNF-a (obr. 15) po přidání vybraných aktivátorů signifikantně narostla u obou 

linií. V případě aktivace přidáním F L A G reagovala linie PMJ2-R vyšším nárůstem než linie 

IC-21. Ten samý trend pozorujeme i po aktivaci POLY(LC), není ale statisticky významný. 

Naopak tomu bylo při použití L T A a LPS, kdy byl vyšší nárůst koncentrace cytokinu právě 

u IC-21. Bazálni koncentrace TNF-a je u kontrolního vzorku linie PMJ2-R stimulované LPS 

(obr. 15 C) podezřele vysoká. Není jasné, z j akého důvodu, ale možným vysvětlením je 

kontaminace triplikátu během práce. Přestože statisticky významný nárůst koncentrace TNF-a 

byl zaznamenán i po přidání POLY(LC), hodnoty koncentrace se i po aktivaci pohybují 

v řádech stovek pikogramů na mililitr, kdežto při stimulaci Ugandy F L A G , L T A a LPS 

v řádech tisíců. Z toho lze vyvodit, že POLY(LC) není tak dobrý stimul pro uvolnění TNF-a, 

jako jsou ostatní použité aktivátory, což je v souladu s daty získanými Monguió-Tortajada 
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et al. (2018), která porovnávají koncentraci TNF-a v buněčných supernatantech po aktivaci 

monocytů LPS a POLY(LC) (Monguió-Tortajada et al. 2018). Při měření koncentrace IL-6 

(obr. 16) jsem dospěla k jiným výsledkům. Ačkoli je pozorován stejný trend, a to zvýšení 

koncentrace v reakci na přítomnost aktivátoru, odpověď buněčných linií se liší. IC-21 reaguje 

signifikantně výraznej ším nárůstem koncentrace IL-6 než linie PMJ2-R, a to u všech použitých 

ligandů kromě POLY(LC). Nárůst koncentrace je nejvyšší v případě stimulace buněk LPS, 

kdy se hodnoty u aktivované linie IC-21 pohybovaly okolo 1000 pg/ml, kdežto nárůst 

koncentrace způsobený ostatními Ugandy se pohyboval v řádu desítek, v případě POLY(LC) 

dokonce jednotek, což opět souhlasí s výsledky Monguió-Tortajada et al. (2018). Koncentrace 

IL-ip (Obr. 17) po aktivaci stoupá, nicméně statistická signifikance této změny je potvrzena 

pouze v případě linie IC-21 při stimulaci F L A G , a při stimulaci linie PMJ2-R ligandem 

POLY(LC). 

Pro experiment byly použity dvě imortalizované buněčné linie - IC-21 a PMJ2R. IC-21 je 

myší peritoneální makrofágová linie získaná z myší C57BL/6 transformovaná in vitro virem 

SV40. Vykazuje mnoho společných vlastností s normálními myšími makrofágy a exprimuje 

antigény specifické pro makrofágy (Mauel a Defendi 1971). PMJ2-R buněčná kultura je také 

peritoneální makrofágová linie získaná z myšího kmene C57BL/6J. Jejich transformace je 

umožněna in vivo infekcí myší virem J2 nesoucího onkogeny v-raf a v-myc. V mnohém se 

podobají primárním makrofágům, ale jsou zde patrné rozdíly v jejich reakci na vnější stimuly. 

PMJ2-R také exprimuje vysoké hladiny mRNA pro CSF-1 receptor, který je exprimován 

například monocyty a je nutný pro jejich proliferaci a diferenciaci na makrofágy (Adami et al. 

1993). To by mohlo být bráno jako známka menší míry diferenciace PMJ2-R oproti IC-21. Ve 

většině případů reagovala linie IC-21 na stimulaci Ugandy citlivěji než PMJ2-R. To by mohlo 

být způsobeno právě vyšším stupněm diferenciace této linie. 

Ze získaných dat plyne, že LPS je nejvhodnějším ligandem pro indukci produkce 

prozánětlivých cytokinů. Studie provedená Saito et al. (2020) nabízí jako jeden z důvodů 

tohoto efektu fakt, že receptor TLR4 je na buňkách (v rámci experimentu byly použity 

B M D M ) exprimován v porovnání s TLR1, TLR2, TLR3 a TLR7 nejčetněji. Korelace exprese 

receptoru s množstvím produkovaných cytokinů byla dokázána stimulací těchto receptoru 

jejich Ugandy a následnou kvantifikací TNF-a metodou sn-ELISA. Stejný experiment 

vyhodnotil expresi TLR3 jako nejnižší ze všech sledovaných receptoru, což může být další 

faktor nízké exprese cytokinů po stimulaci POLY(LC). Naproti tomu TLR2 byl na testovaných 
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buňkách exprimován poměrně hojně (Saito et al. 2020). V experimentu provedeném Quero 

et al. (2017) porovnávali bazálni expresi TLR4 a TLR2 u B M D M makrofágů, a také došli 

k závěru, že TLR4 je exprimován ve větší míře nežli TLR2 (Quero et al. 2017). To by mohl 

být důvod, proč stimulace L T A vedla k úspěšnému nárůstu exprese a koncentrace cytokinů 

TNF-a a IL-6, ale ne v tak veliké míře jako při aktivaci LPS. Tyto výsledky jsou ale v rozporu 

s nálezem Saito et al. (2020), který naopak ukázal velmi nízký nárůst koncentraci TNF-a po 

stimulaci L T A , a dokonce došel k závěru, že L T A působí protizánětlivě (Saito et al. 2020). 

Zdá se, že flagelin vykazuje nižší účinky při aktivaci prozánětlivé odpovědi u sledovaných 

buněčných linií než LPS či L T A . Možné vysvětlení nabízí výzkum autorů Feng et al. (2012), 

který odhalil skutečnost, že TLR5 (receptor pro flagelin) je exprimovaný nejhojněji na 

epiteliálních a dendritických buňkách vyskytujícíh se ve střevě, kdežto IC-21 a PMJ2-R jsou 

původem peritoneálního makrofágy (Feng et al. 2012). Přesto má přítomnost flagelinu 

signifikantní vliv na koncentraci TNF-a v buněčném supernatantu, což je v souladu se studií 

Chamberlain et al. (2012). 

Výsledky získané metodami qRT-PCR a sn-ELISA se zdají být v některých případech 

v rozporu. Například je patrný nesoulad výsledků pro TNF-a. Exprese tohoto cytokinu sice 

zaznamenala nárůst, hlavně po stimulaci LPS a L T A , ale ne tak markantní jako byl nárůst 

koncentrace proteinu v buněčném supernatantu. Důvodem tohoto rozdílu může být fakt, že 

TNF-a existuje v podobě transmembránového prekurzoru, ze kterého může být proteolyticky 

štěpen na rozpustný TNF-a T A C E enzymem. L i et al. (2002) ve svém experimentu zjistili, že 

LPS právě toto štěpení aktivuje. Také nejenže stimuluje zvýšení exprese tnf-a, ale i genu právě 

pro tento enzym (Li et al. 2002). Výsledky získané v mé práci jsou v rozporu se zjištěním 

Favre et al. (1997), kteří naopak detekovali nárůst v expresi tnf-a, ale sn-ELISA neodhalila 

nárůst koncentrace cytokinu. Nicméně je nutné podotknout, že aktivace v této práci probíhala 

in vivo (injikací anti-CD3). 

Dále je patrné, že exprese IL-ip se výrazně zvyšuje po stimulaci LPS. Stejný efekt ale není 

pozorován při detekci koncentrace cytokinu ze supernatantu metodou sn-ELISA. Důvodem 

může být fakt, že sekrece IL-ip není přímočará. Nejprve je totiž tvořen prekurzor pro-IL-ip, 

který se hromadí v cytosolu. Tento prekurzor je štěpen kaspázou-1 (pro její aktivaci je ale 

nutný druhý signál), a až poté je IL-ip buňkou sekretován (Thornberry et al. 1992; Stoffels 

et al. 2015). 
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Z toho vyplývá, že metody použité pro experiment musí být vhodně zvoleny na základě látek, 

které mají být detekovány. Metoda qRT-PCR je vhodná pro přesné stanovení změny 

transkripce v reakci na podnět. Nevýhodou je, že nemusíme znát intracelulární mechanismus 

předcházející sekreci této látky vně buňku. Transkript může být regulačními mechanismy 

zničen, či musí být pro uvolnění aktivní formy přítomny jiné stimuly. ELISA naopak podává 

informaci o reálné buněčné sekreci látek, kterou ovlivňují své okolí. Abychom získali co 

nej komplexnější informace, je vhodné využít více metod. 

Dalším krokem v mé práci bylo zjistit, zdali má přítomnost séra v kultivačním médiu vliv na 

reakci buněk při stimulaci použitými TLR Ugandy. Pro experiment byla část myších 

primárních makrofágů kultivovaná v základním RPMI1640 médiu, a část v RPMI1640 médiu 

s přidaným BOFES. 

Metodou qRT- PCRbylo zaznamenáno zvýšení exprese cytokinů TNF-a, IL-6 a IL-ip u obou 

populací (obr. 13). Mezi nimi byl ovšem zjištěn signifikantní rozdíl, kdy buňky kultivované 

v bezsérovém RPMI 1640 médiu vykazují mnohonásobně vyšší expresi, než je exprese 

u stejných buněk kultivovaných v médiu s přidaným BOFES. 

Tento nález je ovšem v rozporu se studií provedenou Flesch a Kaufmann (1999), která naopak 

tvrdí, že koncentrace cytokinů výrazněji stoupá u primárních buněk kultivovaných za 

přítomnosti séra. Z této práce ale také vyplývá, že sérum obsahuje nedefinované faktory, které 

buňky preaktivují, což může zkreslit výsledky experimentů (Flesch a Kaufmann 1999). Proto 

protokol podle Toda et. al (2021) doporučuje před stimulací buněk krátké období kultivace 

bez séra, které umožňuje přesnější detekci hledaného signálu (Toda et al. 2021). 

Největší změna v expresi byla zaznamenána u genu il-6. Tato reakce se liší od výsledků studie 

provedené Sakuma et al. (2012), kde změna exprese TNF-a primárními makrofágy 

stimulovanými LPS byla nej markantnější. 

Pro porovnání exprese cytokinů mezi primárními makrofágy a buněčnými liniemi IC-21 

a PMJ2-R po aktivaci LPS byly naměřené hodnoty vztaženy ke kontrole linie IC-21 (obr. 14). 

Z tohoto porovnání vyplývá, že exprese cytokinů tnf-a a il-6 byla nej výraznější u buněčné 

linie IC-21. Naproti tomu exprese il-lfí byla nejvýrazněji zvýšena u primárních makrofágů 

kultivovanách v bezsérovém médiu. V práci Chamberlain et al. (2009) naopak došli k závěru, 

že primární makrofágy reagovali na LPS citlivěji, než linie IC-21, a to i přesto že IC-21 

exprimuje na svém povrchu markery diferenciované makrofágové linie (Chamberlain et al. 

2009). 
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Supernatanty odebrané 24 hodin po aktivaci primárním buňkám byly využity při metodě 

sn-ELISA. Cílem experimentu bylo změřit a porovnat koncentraci zánětlivých cytokinů TNF-

a, IL-6 a IL-ip mezi kontrolními a stimulovanými skupinami primárních makrofágů a určit, 

zdali má kultivační médium vliv na aktivaci TLR Ugandy. Byl pozorován podobný trend jako 

u imortalizovaných buněčných linií, kdy hladiny TNF-a a IL-6 výrazně narostli po stimulaci 

LPS, ale koncentrace IL-ip takových hodnot nedosáhla (obr. 18). Tyto výsledky jsou 

v souladu s dostupnou literaturou autorů (Aznar et al. 1990; Sakuma et al. 2012).Opět se zdá, 

že primární makrofágy kultivované v bezsérovém médiu reagují lépe než buňky v médiu 

přidaným BOFES. 

Posledním krokem práce byla analýza exprese povrchových molekul CD80, CD86 a M H C II 

u buněčných linií PMJ2-R a IC-21 za využití průtokové cytometrie. Cíkem pokusu bylo zjistit 

a porovnat expresi těchto struktur v závislosti na stimulaci různými TLR Ugandy. 

Celá škála povrchových molekul hraje roli při prezentaci antigénu (viz. kapitola 1.1.3. 

Povrchové znaky aktivace imunitních buněk) a jejich exprese se mění v závislosti na stimulaci 

buňky. CD80, CD86 a M H C II byly pro experiment vybrány na základě publikovaných studií, 

které zvýšení jejich exprese na buněčném povrchu využívaly jako indikátor aktivace buněk 

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

Pokus se bohužel nezdařil. Jednotlivé triplikáty vykazují velkou variabilitu, a proto nejsou 

získané hodnoty statisticky vyhodnotitelné. Není jasné, v jakém stádiu pokusu došlo k chybě, 

nicméně se zdá, že fluorescenční značení bylo aplikováno správně. S největší 

pravděpodobností tedy chyba nastala při výměně média za bezsérové RPMI a přidáním TLR 

Ugandu. Mohlo dojít k neopatrnému přidání aktivátorů, či kontaminaci triplikátů. Řešením by 

tedy bylo opakování experimentu, pro což už nebyl z časových důvodů prostor. 

V experimentu byly využity peritoneální makrofágové linie získané z jednoho myšího kmene 

(C57BL/6). Makrofágový fenotyp je ale ovlivněn i lokálním mikroprostředím, ve kterém se 

buňky nachází. Proto studie Stevense et al. (2021) porovnávala dvě buněčné linie získané 

taktéž z C57BL/6, ale s různým tkáňovým původem, jmenovitě peritoneální makrofágy IC-21 

a alveolárni AMJ2-C11. Jejich pokus odhalil rozdíly v expresi cytokinů v reakci na infekci 

mikroorganismem (Stevens et al. 2021). Proto by bylo vhodné do pokusu zařadit i buněčné 

linie pocházející z jiných tkání. 
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Dále by bylo přínosné pro lepší výpovědní hodnotu pokus zopakovat s vícero koncentracemi 

jednotlivých ligandů, což ale nebylo z časových a finančních důvodů možné. Protože v práci 

byla použita POLY(LC), což je ligand pro intracelulární TLR3 receptor, bylo by vhodné 

detekovat kromě TNF-a, IL-6 a IL-ip i IFN-p. 
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6 Závěr 

V této práci se podařilo otestovat aktivaci TLR Ugandy LPS, L T A , F L A G a POLY(LC) 

u peritoneálních makrofágových linií IC-21, PMJ2-R a primárních makrofágů derivovaných 

z kostní dřeně. 

Z testovaných buněčných linií byla stanovena jako nejcitlivější linie IC-21. Nejúčinnějším 

aktivátorem se ukázal být TLR4 Ugand LPS. Naopak stimulace POLY(LC) hodnoty 

sledovaných prozánětlivých cytokinů oproti kontrolním triplikátům příliš nepozměnila. 

Primární makrofágy reagovaly na stimulaci LPS citlivěji, když byly kultivované v bezsérovém 

médiu. 

Také byla zaznamenána nesrovnalost mezi expresí a koncentrací některých cytokinů. U TNF-a 

pozorujeme v supernatantu vysoké množství proteinu, ale exprese měřená metodou qRT-PCR 

neukázala stejný nárůst. Naopak je tomu u IL-ip, kdy byl zaznamenán výrazný nárůst exprese 

po stimulaci LPS, ale koncentrace cytokinů v supernatantu těchto buněk měřená metodou 

sn-ELISA zdaleka nedosahuje hodnot jako u TNF-a či IL-6. 

Pro věrohodnější vyhodnocení účinnosti jednotlivých Ugandu by bylo vhodné pokus 

zopakovat i s jinými koncentracemi aktivátorů. 
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7 Seznam zkrtatek 

(SOCS)-l Supresor cytokinové signalizace 1 
ALRs AJJVI2-like receptory 
AP-1 Aktivátorovy protein 1 
APC Antigen prezentující buňky 
BCAP B-cell adaptor for phosphoinositide 
BMDM Makrofágy derivované z kostní dřeně 
BOFES Bovinní fetální serum 
BSA Bovinní sérový albumin 
cDNA Komplementární deoxyribonukleová kyselina 
CD Diferenciační skupina 
CLC Kardiotrofinu podobný cytokin 
CLR C-type lectin receptor 
CNTF Ciliární neurotrofický faktor 
CRP C-reaktivní protein 
CSF-1 Kolonie stimulující faktor 1 
CT-1 Kardiotrofin 1 
CTD C-koncová doména 
CTLA-4 Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4 
DAMPs Molekulární vzorce asociované s poškozením 
DC Dendritické buňky 
DNA Deoxyribonukleová kyselina 
dsRNA Dvouvláknová R N A 
EMP Erytromyeolidní progenitor 
FITC Fluorescein isothiokyanát 
F L A G Flagelin 
GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfát dehydrogenáza 
GM-CSF Granulocytární makrofágový kolonie stimulující faktor 
HIN200 Hematopoietic nterferon-inducible nuclear proteins 
HRP Křenová peroxidáza 
ICAM Intracelulární adhezivní molekula 
iE-DAP Y-D-glutamyl-meso-diaminopimelká kyselina 
IL-36Ra Interleukin 36 receptor antagonist 
IL Interleukin 
IFN Interferon 
IRAK Kinázy asociované s IL-1 receptorem 
IRF3 Interferon regulatory factor 3 
LIF Leukemický inhibiční faktor 
LPS Lipopolysacharid 
LRR Leucin Rich Repeat 
LTA Lipoteichoová kyselina 
MDP Muramyl dipeptid 
MHC Hlavní histokompatibilní komplex 
mRNA Messenger ribonukleová kyselina 
MyD88 Myeloidní diferenciační protein primární odpovědi 
NACHT Nukleotid vazebná doména 
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NETs Neutrofilní extracelulární past 
N F - K B nukleární faktor kappa B 
NFAT Nukleární faktor aktivovaných T buněk 
NK buňky natural killer buňky 
NLR Nucleotide Binding Oligomerization Domain Like Receptor 
NTD N-koncová doména 
OS Oxidační stres 
OSM Onkonstatin M 
PAMPs Molekulární vzory na povrchu patogenních buněk 
PBS Phosphate buffered saline, fosfátový pufr 
PE Phycoerythrin 
PM Primární makrofágy 
PNC Penicilin 
POLY(I:C) Kyselina polyinosinová-polycytidylová 
PRRs Receptory pro rozpoznávání vzorců 
PSGL1 P-selectin glycoprotein ligand-1 
qRT-PCR Polymerázová řetězová reakce probíhající v přítomném čase 
RLR RIG-1 like receptor 
RNA Ribonukleová kyselina 
SARM Sterile a- and armadillo-motif-containing protein 
SLPI Secretory leukocyte protease inhibitor 
SMC Streptomycin 
sn-ELISA Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
SV40 opičí vakuolizující virus 40 
TACE TNF-a-konvertující enzym 
TGF-p Transformující růstový faktor 
T H T-helpers 
TIR Toll-interleukin 1 receptor 
TIRAP Toll/interleukin-1 receptor domain- containing adapter protein 
TLR Toll-like receptor 
TNF-a Tumor nekrotizující faktor a 
TNFR TNF receptor 
TRAM TRIF-relatcd adapter molecule 
TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-P 
PME P -mercaptoethanol 
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