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1 Uvod

Imunitni systém savct lze rozdélit na nespecifickou (vrozenou) a specifickou (adaptativni)
slozku. Tyto dvé Casti spolupracuji na ochran€ jedince (Medzhitov 2007). Vrozend imunita je
pii infekci aktivovana rychleji a slouzi jako prvni nespecificka obrana proti patogeniim, které
vnima prostifednictvim PRRs (receptory pro rozpoznavani vzorct). Toto oznaCeni zahrnuje
celou Skalu receptord, které podle jejich struktury délime do péti skupin, a to TLR, NLR, CLR,
ALR a RLR, které budou podrobnéji popsany dale. Vyznacuji se schopnosti ptimo detekovat
konzervované mikrobialni struktury (oznacované jako PAMPs), anebo molekulové struktury
spojené s poni¢enim tkan€ (DAMPs). To je mozné diky extracelularnim doménam, které tento

ligand rozpoznaji, ¢imz se spusti kaskada dé&ju vedouci k aktivaci buriky (Li a Wu 2021).

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

odpoveéd (Medzhitov 2007).

Existuje mnoho druhti PAMPs, na které burika mize reagovat s riznym zpusobem a rdznou
intenzitou. Proto byla v této praci otestovana ctvefice TLR ligandi: LPS, LTA, FLAG
a POLY(I:C). Byla pozorovana reakce bunék na tyto stimuly pomoci metod qRT-PCR, ELISA

a pratokové cytometrie.

Efektorové mechanismy nespecifické imunity po aktivaci dale patogen jednak nici, ale takeé
napomahaji k zahajeni adaptativnich imunitnich procest, a to zejména prezentaci antigent na
povrchu antigen prezentujicich bunék (dendritické buriky, makrofagy nebo B-lymfocyty)
a produkci cytokinll (Yumoto et al. 2018; Medzhitov 2007).

Adaptativni imunitni systém aktivuje imunitni odpoveéd’ v zavislosti na konkrétni hrozbé. To
je umoznéno specifickymi receptory, které navazuji vzdy konkrétni typ antigenu.
V organizmu vznika béhem vyvoje rozsahly repertoar téchto receptort s nahodnou, ale uzkou
specifitou, a to diky somatické rekombinaci genovych segmentt obsazenych v zarodecné linii
(Medzhitov 2007). Tyto receptory se vyskytuji na T a B lymfocytech jako T-bunécné
receptory a protilatky. Aktivace tohoto typu imunity spociva v klonalni expanzi malého
mnozstvi antigenné specifickych lymfocyti. 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 odpoveéd 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 zpusobeného

poskozeni organismu (Medzhitov 2008).

Tento proces je energeticky velmi naroCny a zahrnuje poniceni tkané organismu. Idealné¢ ma
tedy zanétliva reakce rychly prabéh a zarover je co nejvice specificka vici konkrétnimu

stimulu (Zhang a Sun 2015).

Jedna se o vicestupriovy 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 zménam
tkan€, coz muze zpusobit chronicky zanét, organové selhani ¢i sepsi (Barton 2008; Zhang

a Sun 2015).

1.1.1 Buriky podilejici se na zdnétlivé odpovédi

Burky nespecifického imunitniho systému exprimuji invariantni receptory rozpoznavajici
signaly mikrobialni infekce, ¢i detekuji poranéni v organismu. PfedevS§im se jedna
o fagocytujici bunky, jako makrofagy, neutrofily a dendritické buriky, ale tfeba 1 zirné burky,
NK buriky, fibroblasty, epitelové buriky a endotelové buriky (Barton 2008; Wynn a Vannella
2016).

1.1.1.1 Makrofagy

Mezi klicové burniky podilejici se na obnové a regeneraci tkani patfi monocyty a tkanové
makrofagy. Maji rizné funkce, jako je prezentace antigent, fagocytdza mrtvych bunek
a produkce cytokini a chemokini (Mohammadi et al. 2019). Poruchy regulace makrofagt
ajejich cytokini vedou k nekontrolované produkci prozanétlivych molekul a rastovych
faktorll, coz ma za nasledek poskozeni tkané a rozvoj patologické fibrozy (Wynn a Vannella

2016).



Makrofagy se vyvijeji béhem embryogeneze z erytro-myeloidnich progenitort zloutkového
vacku (EMP), které davaji za vznik pre-makrofagiim. Ty poté kolonizuji vyvijejici se organy,
kde se diferencuji do tkaniove specifickych makrofag (Mass et al. 2023). Mezi né mizeme
fadit kostni osteoklasty, mikrogliové buiiky z centralni nervové soustavy, Kuppferovy buiky

jater a mnoho dalSich (Mosser a Edwards 2008).

V postnatalnim obdobi se monocyty diferencuji ze spole¢ného myeloidniho progenitoru
v kostni dfeni. Tyto buriky davaji vzniknout i dal§im typim bunék, jako jsou granulocyty,
zirné buriky a dendritické bunky. Postupné z této buriky vznikaji monoblasty, pro-monocyty
a nakonec zralé monocyty, které jsou uvoliiovany do krevniho obéhu. Monocyty migruji
z krve do tkani, kde dopliuji populace tkariovych makrofagi. Tim je udrzovana homeostaza

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

Prestoze existuje mnoho ruznych fenotypti makrofagt, obecné se da fici, ze se déli do dvou
subpopulaci, které jsou ovlivnény polarizaci T-bunek na Tyl a Tu2 — M1 a M2 makrofagy.
Tyto dvé skupiny se li§i zptisobem jejich aktivace. Zatimco makrofagy M1 jsou aktivovany
takzvané klasicky, M2 makrofagy jsou aktivovany alternativné. Cytokiny produkované Tyl
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 T2
lymfocyty (Biswas et al. 2012).

Pfi infekci patogenem jsou nejdiive pifitomny zejména makrofagy typu MI1. Produkuji
prozanétlivé molekuly, jako je TNF-a, IL-1B, IL-12 a IL.-23, coz napomaha rekrutaci dalSich
imunitnich bun€k, niCeni patogenti a aktivaci adaptativni imunity (Biswas et al. 2012;

Mohammadi et al. 2019).

Po eliminaci hrozby nasleduje ukonceni zanétu, k Cemuz piispivaji makrofagy M2. Pritomnost
apoptotickych bunék, imunitnich komplext a IL-10 indukuje polarizaci makrofagti na M2
fenotyp. Ty exprimuji protizanétlivé faktory, naptiklad IL-10, TGF a lipidové mediatory,
které tlumi probihajici zanétlivou reakci. Dochézi k remodelaci tkané a k navratu homeostazy
(Biswas et al. 2012). M2 makrofagy ale hraji roli nejen pfi remodelaci tkani pii zanétu, ale
i pti fyziologickych procesech, napfiiklad pfi vyvoji mlééné zlazy a organogenezi ledvin, €i

pankreatu (Pollard 2009).



1.1.1.2 Granulocyty

Granulocyty obsahuji specifickd cytoplazmatickd 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 uvoliiuji do krve z kostni dfen€ vlivem zanétlivych podnéti jako GM-CSF
(granulocyto—makrofagovy kolonie stimulujici faktor). Jsou schopné aktivace a rekrutace do
tkani, pokud jsou pfitomny vhodné podnéty, predev§im eotaxiny a IL-5 (Rosenberg

et al. 2013).

Bazofily jsou nejméné pocetné granulocyty v krvi. V pripadé potreby migruji do tkani. Jejich
granula obsahuji heparin, histamin a dalsi mediatory. Hraji roli v riiznych imunitnich reakcich,
zejména v téch alergickych a proti-parazitarnich (Miyake a Karasuyama 2017; Sieminska

et al. 2021).

Nejhojnéji zastoupenymi granulocyty v periferni krvi jsou neutrofily. Maji fadu efektorovych
mechanisma, jimiz ni¢i patogen. Ty zahrnuji zejména fagocytozu, degranulaci a tvorbu
extracelularnich pasti (NETs). Jejich repertoar funkci je ovSem mnohem Sirsi. Neutrofily maji
schopnost reagovat na velké mnozstvi signali a odpovidat produkci nékolika cytokint

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

Z krve mohou byt neutrofily mobilizovany do mista infekce nebo zanétu procesem
leukocytarni adhezni kaskady. Extravasace leukocytu zahrnuje nékolik krokd. Pavodni tii
kroky — kouleni, adheze a transmigrace — byly pozdéji doplnény o zpomalené kouleni,
posilovani adheze, plazeni, paracelularni a transcelularni migraci a migraci skrz bazalni
membranu. Endotelové burky v blizkosti mista infekce exprimuji adhezivni selektiny.
Ty maji funkci receptora pro glykoproteinové ligandy exprimované neutrofily, jako naptiklad
molekula PSGL1. Jejich interakce zptusobuje prvni navazani a valeni neutrofila po endotelu.
Neutrofil je nasledné aktivovan chemokiny, které zvysu;ji afinitu leukocytarnich 2 integrint.
B2 integriny se navazuji na adhezni molekuly, z nichz nejvyznamnéj$imi jsou ICAM molekuly
na bunkach endotelu. To zpusobuje 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 (prevzato z Ley et al. 2007)

Neutrofily pak migruji do mista infekce a fagocytuji patogeny. Ty jsou poté rozlozeny pomoci
latek obsazenych v granulich, jako je elastaza, katepsin G a proteinaza 3. V pfipadé€, Ze se
v tkani TNF-a vyskytuje bez pfitomnosti mikroba, neutrofil uvoliluje obsah téchto granuli do
extracelularniho prostoru a vytvaii tak nehostinné prostiedi zabranujici §ifeni potencionalnich
infekce. Dal§i moznosti obrany organismu je tvorba NETs. Jde o vlaknité sité¢ vytvorené
jadernymi a granularnimi komponenty neutrofilu, predevSim 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-buiikam. Kromé toho také
vylucuji cytokiny a rastové faktory, které jsou dulezité pro aktivaci a diferenciaci T-bunék.
Dendritické buriky jsou tedy kli¢ové pro propojeni vrozené a adaptivni imunity. Nachazeji se
prakticky ve vSech tkanich. Nalézt je miizeme ve stavu zralém Ci nezralém, pfiCemz prezentace
antigentl jsou schopné pouze zralé DC. Zrani je spusténo narusenim tkanové homeostazy, at’
uz poskozenim nebo infekci. Béhem zrani DC dochéazi k reorganizaci jejich cytoskeletu, coz
vede ke zvySeni jejich pohyblivosti. Soucasné se zvySuje i exprese MHC II a kostimulacnich

molekul. Buriky zaroven zacinaji 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 Ctyfi kardialni znaky: dolor (bolest), calor (zteplani), rubor (zaCervenani),
tumor (otok). K nim byl pozdé&ji piidan znak paty, functio laesa (omezeni funkce) (Tracy

2006).

Existuje mnoho biomarkerti, podle nichz lze rozpoznat zanét na mikroskopické urovni. 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 nejefektivnéji, 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 Castéjsi biomarkery zanétu patii oxidacni stres (OS), ackoliv ten muze byt jak pfi¢inou,
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, predevsim C-reaktivni protein (CRP), sérovy amyloid A a haptoglobin. Typicky

se tvori na pocatku zanétu a jsou vyluCovany jatry (Menzel et al. 2021).

Mezi dalsi bézné sledované faktory patii prozanétlivé cytokiny. Spadaji mezi né chemokiny,
interleukiny, interferony, lymfokiny, adipokiny a tumor nekrotizujici faktory. Hlavnimi
uvolfiovanymi cytokiny v reakci na infekci patogeny jsou interferony, dale pak tumor
nekrotizujici faktor o (TNF-a) a interleukiny jako IL-1p, IL-6, IL-8 a jejich receptory, které
jsou vyluCovany z riiznych bunék po stimulaci endotoxiny, jako je LPS (lipopolysacharid). Ty
mohou byt produkovany imunitnimi burikami, naptiklad makrofagy, monocyty, lymfocyty,

neutrofily, zirné buriky a endotelové a epitelialni butiky (Menzel et al. 2021).

Tumor nekrotizujici faktor alfa byl pojmenovan na zakladé své cytotoxické aktivity vici
nadorovym buikam (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 II (Kany et al. 2019).

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



proteolyticky Stépena, ¢imz je uvolnén rozpustny TNF-o (Kalliolias a Ivashkiv 2016). Tato
forma ma zvySenou biologickou aktivitu. Hlavnim zdrojem TNF-a jsou makrofagy a T-burtiky,
ale i B-buiky, neutrofily a endotelové buiiky. TNF-a se vaze na transmembranové receptory
typu L, a to konkrétné na TNF receptor I (TNFR-I) a TNF receptor II (TNFR-II). TFNR-I je
exprimovan na vSech bunkach kromé erytrocytd a TNFR-II se nachazi pouze na endotelialnich
a imunitnich burikach. TNFR-II muze byt aktivovan i transmembranovym TNF (Kany

et al. 2019).

Interleukin-1 (IL-1) je Gstfednim mediatorem vrozené imunity a zanétu. Rodina IL-1 zahrnuje
7 ligandu s agonistickou aktivitou (IL-1a a B, IL-18, IL-33, IL-36a, B, y), tfi antagonisty
receptori (IL-1Ra, IL-36Ra, IL-38) a protizanétlivy cytokin (IL-37). Prestoze jsou IL-la
a IL-1B koédovany raznymi geny, mohou se vazat na stejny receptor (Kany et al. 2019).
Prekurzor IL-1a se nachdzi v intracelularnim prostoru a v mnoha typech bunék vcetné
hepatocytt, nefrotického epitelu, endotelu a epitelialnich buné€k gastro-digestivniho traktu
(Netea et al. 2015). Primarnimi zdroji IL-1f jsou po jejich aktivaci imunitni buriky, jako jsou
monocyty, makrofagy a dendritické buriky. Tyto cytokiny jsou syntetizovany ve forme
neaktivnich prekurzord, které musi byt aktivovany Stépenim prozanétlivymi kaspazami
(Medzhitov 2007). VSechny butiky 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 cytokinu interleukini (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
vylucovan T-buiikami, monocyty, makrofagy, endotelovymi butikami a fibroblasty. Podili se
na reakci akutni faze, zrani B lymfocytl a diferenciaci makrofagi (Kany et al. 2019). Zaroven
podporuje diferenciaci Ty bun€k (T helper) na subpopulaci T2 a soucasné inhibuje polarizaci
Tul pomoci dvou molekularnich mechanizmt. IL-6 aktivuje transkripci zprostiedkovanou
transkripénim faktorem NFAT, coz vede k produkci IL-4 Ty butikami a jejich diferenciaci na
Tu2. Zaroven IL-6 zvySuje expresi supresoru cytokinové signalizace (SOCS)-1, ¢imz
negativné ovliviluje expresi interferonu y a tim i diferenciaci bunék na Tyl (Diehl a Rincon

2002).

Sledovanim biomarkert 1ze dlouhodobé€ pozorovat progres, ¢i funkcnost 1é¢by zanétu (Prasad

et al. 2016).



1.1.3 Povrchové znaky aktivace imunitnich bunék

Na povrchu bunék je mozné detekovat znacné mnozstvi povrchovych znakd. U nékterych

z nich je mozné pozorovat zmeénu jejich exprese pti aktivaci (Duan et al. 2016).

Pomoci prutokové cytometrie lze zjistit razné povrchové markery imunitnich bunék, které
mohou byt klicové pii detekci napfiklad zanétu, ale i jinych onemocnéni. Piikladem muze byt
CD38, ktery je exprimovan na povrchu bunek periferni krve u pacienti s B-bunécnou
chronickou lymfocytarni leukemii, a je vyuzivan jako dulezity prognosticky faktor pro vyvoj

nemoci (Ibrahim et al. 2001).

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

Zvysena exprese molekul CD80, CD86 a MHC tfidy II charakterizuje aktivovanou buriku.
Duvodem zvysSené exprese téchto znakl je jejich dulezita role pfi antigenni prezentaci

T—lymfocytim (Saito et al. 2020).

Hlavni histokompatibilni komplex (MHC) tfidy I a tfidy II hraje klicovou roli diky své
schopnosti navazat a prezentovat peptidovy antigen CD8+ respektive CD4+ T-burikam.
MHC 1 primarné prezentuje endogenni antigeny, zatimco MHC II antigeny exogenni.
Molekuly MHC 1I. tfidy, z&sadni pro zahdjeni antigenné specifické imunitni odpovédi
(Holling et al. 2004), jsou konstitutivné exprimovany skupinou specializovanych bunék, které
oznacujeme jako profesionalni APC (antigen prezentujici buriky). Mezi né mizeme zaradit
monocyty, makrofagy, dendritické buiiky a B-lymfocyty. Nékteré bunky epitelialnich tkani,
fibroblastt a keratinocytt jsou schopné, za pfitomnosti prozanétlivych cytokind, indukovat

expresi MHC II molekuly, 1 kdyz nepatii mezi profesionalni APC (Holling et al. 2004).

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

signalll a tim 1 aktivaci T-bunék. Inhibice této interakce blokuje imunitni odpovéd’. CTLA-4



je exprimovan T-burikami az po aktivaci a vaze se na CD80 a CD86 s vyssi afinitou nez CD28
(Linsley a Ledbetter 1993). M4 spiSe inhibi¢ni funkeci, a proto hraje roli pii potlaceni nadmérné

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

1.1.4 Pribéh zanétlivé reakce

Zanétliva reakce se déli na Ctyti faze: rozpoznani infekce, rekrutace bunék do mista infekce,
eliminace mikrobu a odeznéni zanétu spojené s navratem k homeostazi. Tato reakce vrozené
imunity probiha soucasné s aktivaci imunity adaptativni, a to prezentaci antigeni APC
bunkami naivnim lymfocytim. Je zde patrna spoluprace obou typd imunity pii aktivaci

lymfocyta (Barton 2008).

Na rozpoznani infekce se podili vicero typa bunék. Tyto buriky exprimuji PRR receptory,
které jsou schopné rozpoznat infekci ¢i poranéni. Nejvyznamnéjsi buiiky v raném stadiu
infekce jsou makrofagy a dendritické buriky sidlici ve tkanich (Brannon et al. 2022).
Konecnym vysledkem rozpoznani patogenu je aktivace fagocyti a zirnych bunék spojena
s uvolnénim prozanétlivych cytokinti a ptipravenych mediatort, jako napfiklad TNF, 1I-1p
a IL-6. Uvolnéné cytokiny zahajuji kaskadu udalosti vedouci k aktivaci lokalniho endotelu,
vazodilataci a zvySeni propustnosti cév. To umoziuje migraci leukocyti a sérovych proteint

do mista infekce (Barton 2008; Medzhitov 2007).

Béhem nékolika hodin po rozpoznani infekce dochazi k rekrutaci neutrofil a monocytti do
mista zanétu. Dochazi k agresivnimu niCeni patogend. Vedlej$im u¢inkem této obranné reakce
je produkce reaktivnich forem kysliku a dusiku, které poskozuji okolni tkan (Prame Kumar

et al. 2018).

Po GspéSném zadrzeni infekce se uvoliuji protizanétlivé signaly. Cilem je zastaveni zanétu
a oprava postizeného mista. Hraji zde roli mediatory odvozené od lipidi, zejména lipoxiny,
protektiny a resolviny. Lipoxiny zastavuji pfiliv neutrofild, ale podporuji rekrutaci monocyta.
Napomahaji vychytavani apoptotickych bunék makrofagy a odstraiiovani odumftelych bunek
a tkanovych zbytkti. Makrofagy, neutrofily a epitelialni buiniky spousti produkci SLPI
(secretory leukocyte protease inhibitor) a IL10 and TGF-B. To vede k utlumu zanétu a hojeni

(Barton 2008; Ortega-Gomez et al. 2013).



1.1.4.1 Chronicky zanét

Na rozdil od akutniho zanétu, ktery je ¢astou reakci na exogenni patogeny, je chronicky zanét
zpusoben spiSe endogennimi ligandy uvolnénymi poskozenim tkané. Chronicky zanét je
charakteristicky dlouhodobym uvoliiovanim prozanétlivych cytokini. Dlouhodoby zanét
muize vést k nenavratnému poskozeni tkani, 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 prestarlych bunék (Liu

et al. 2017).

1.2 Pattern Recognition Receptors (PRRs)
1.2.1 Aktivace PRRs

Pro aktivaci nespecifické imunitni odpovédi je nutné, aby pfislusné imunitni buriky byly
schopné rozeznat antigen a adekvatné na né& zareagovat. Dlouhou dobu se véfilo,
ze imunologicka odpovéd’ vrozené Casti imunitniho systému je zcela nespecificka, protoze na
rozdil od bunék adaptativni imunity nemaji antigeny specifické receptory. Tato domnénka
byla pfekonana praci imunologa Janewaye Jr., ktery pfisel s konceptem tzv. receptord

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

Ackoliv je znamo vice druht typt PRRs, muzeme identifikovat nékolik jejich spolecnych
charakteristik. Tyto receptory jsou kdédovany zarode¢nou DNA buiiky. Jsou neklonalni, diky
c¢emuz jsou buriky daného typu, co se specifity tycCe, identické. Detekce patogenu je zaroven
nezavisla na bunécném zivotnim cyklu a imunologické paméti (Akira et al. 2006). Jak bylo jiz
zminéno, primarnimi puvodci zanétu jsou mikrobialni infekce a poskozeni tkané. Prestoze
jsou tyto stimuly odli$né, organismus na né reaguje podobnym zpusobem (Brannon

et al. 2022).

PRRs rozpoznavaji mikrobialni molekuly, znamé jako molekularni vzory asociované

s patogeny (PAMPs). Tyto molekuly jsou esencialni pro ochranu mikrobialniho organismu,

a proto je pro patogeny obtizné je modifikovat (Akira et al. 2006). Hlavnimi PAMPs jsou

mikrobialni nukleové kyseliny, vcéetné DNA (napf. nemetylované CpG motivy),
10



dvouvlaknova RNA (dsRNA), jednovlaknovd RNA (ssRNA) a 5'-trifosfatova RNA,
lipoproteiny, povrchové glykoproteiny a membranové komponenty jako peptidoglykany,
kyselina lipoteichoova, lipopolysacharid (LPS) a glykosylfosfatidylinositol (Spanou
et al. 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
napfiklad pfi ischemii, ischemicko-reperfuznich poranénich a traumatu. Ackoli neni takovéto
zranéni doprovazeno infekci, vyvolava mnoho d€ji s ni spojenych, jako je aktivace DC ¢i
infiltrace neutrofily a monocyty (Gallucci et al. 1999; Chen et al. 2007). To je umoZzZnéno
uvolfiovanim 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. Patii 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 muze 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 ligandi, které detekuji. V reakci na navazani ligandu na receptor se
spousti kaskada déju, které vedou ke vzniku transkripcnich faktort a expresi prozanétlivych

mediatora (Takeuchi a Akira 2010).
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Tab 1: PRRs a priklady jejich ligandu

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

2015)
PRRs UMISTNENI LIGAND PUVODCE
TLR
TLR 1 Plazmaticka membrana  Triacyl lipoprotein Bakterie
TLR 2 Plazmaticka membrana  Lipoprotein Bakterie, virus,
parazit
TLR 3 Endolyzozom dsRNA Virus
TLR 4 Plazmaticka membrana LPS Bakterie, virus
TLR S 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
MDAS Cytoplazma Dlouhé dsRNA RNA virus
(Picomaviridae)
LGP2 Cytoplazma Neznamy RNA virus
NLR
NOD1 Cytoplazma iE-DAP Bakterie
NOD2 Cytoplazma MDP Bakterie
CLR
Dectin-1 Plazmaticka membrana  B-Glucan Fungi
Dectin — 2 Plazmaticka membrana  B-Glucan Fungi
MINCLE Plazmaticka membrana ~ SAP130 Fungi
ALR
AIM?2 Plazmaticka membrana, DNA Virus
jadro
IFI16 Plazmaticka membrana, DNA Virus

jadro
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Rodina NLR receptori 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 NLRs konzervativni. LRR doména
rozpoznava PAMPs a DAMPs a véze se s nimi, ¢imz aktivuje doménu NACHT. Doména
NACHT prenasi signal do N-koncové domény, nacez se spousti kaskada déja, které maji za

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

Transmembranové proteiny CLRs obsahuji jednu nebo vice domén vazajicich sacharidy na
mikroorganismech. Tyto domény urCuji sacharidovou specificnost receptoru. CLRs se
na regulaci prozanétlivé reakce se podili bud’ ptfimou indukci genové exprese prozanétlivych
cytokini, nebo modulaci TLR signalizace. Uplatiuji se zejména pii detekci a obrané proti

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

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

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

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

bunécné smrti oznacované jako pyroptdza (Brubaker et al. 2015).

13



B-Glucan

«-Mannan Flagellin  Bacterial wall component LPS @B CLRs @m CDSs
@mTRs  @NLRs
q @D RLRs
4-B-8 &
- b
N\

\/“/\ PG
=) S

C
L

| .
((cASPASE-1) (p-Catenin ) Ep'ﬂ
~ /

PROIL-1B IL-1f
PROIL-18 IL-18

I/ ucieus
Sl
g

Type | IFNs Pro-inflammatory

cytokines - - /

Obr. 2: Typy PRRs a jejich aktivacni drahy (pfevzato z Shekarian et al. 2017)

1.3 Toll Like Receptory (TLR)

Toll byl pivodné identifikovan jako gen, ktery hraje vyznamnou roli v embryogenezi pii
formaci dorzoventralni osy u drozofily. O deset let pozdé&i byla objevena jeho role
v protiplisiové imunité a zanedlouho byl nalezen homolog i u savci, 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 savci bylo
nalezeno celkem 13 TLR receptort, pfiCemz 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
burikach, jako jsou neutrofily, bazofily, eozinofily a lymfocyty, ale i na epitelovych
a endotelovych burikach, fibroblastech a na buiikach hladkého svalstva (Brubaker et al. 2015).

Receptory vrozené imunity TLR mohou byt rozdéleny do dvou odlisnych 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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membranach endoplazmatického retikula, endozomu a lyzozomu. Receptory vyskytujici se na
povrchu bunécné membrany rozpoznavaji mikrobialni membranové lipidy a zaroven deteku;i
endogenni ligandy uvolnéné z poskozenych tkani nebo nekrotickych bunék. Intracelularni
receptory rozpoznavaji piedevs§im mikrobialni nukleové kyseliny (Miyake 2007; Sameer

a Nissar 2021).

Pozdéji byly v télnich tekutinach, jako je krev, sliny, plazma a mozkomi$ni mok, detekovany
rozpustné TLR formy (STLR). Tyto receptory interferuji s aktivaci signalnich drah
povrchovych TLR, a tim snizuji prozanétlivou aktivaci bunék (Behzadi et al. 2021).

Peptidoglycan
Lipoarabinomannan
Triacyl tGPI-mucin
lipopeptides HA Flagellin

Diacyl lipopeptides
LTA
Zymosan LPS Profilin

i 1
X » O )«
) N a? a
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Obr. 3: Extracelularni a intracelularni TLR receptory s jejich ligandy (pfevzato z (El-Zayat
et al. 2019)

1.3.1 Struktura TLR receptorll

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 extracelularni struktura, rozpoznavajici
a navazujici prislusny ligand. Ma formu zakfivené 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, konkéavni plocha a vzestupné a sestupné smycky.
Konvexni plocha tvorti variabilni ¢ast domény a je slozena z nékolika sekundarnich struktur
jako o helixy, B-turns a smyckové struktury. Naproti tomu konkéavni plocha je vysoce
konzervovana ¢ast ektodomédy, a je tvorena kratkymi B-fetézci skladajicimi se v paralelni

-sheet konfiguraci.

B-turn

|11

Short B-strand o~ v
%ii
<

a-helix
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surface

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

Stredni transmembranova doména ma formu jediného a-helixu a napojuje se na intracelularni
doménu. CTD interaguje s riznymi adaptorovymi molekulami a spousti signalni drahu
prostfednictvim své homologni 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 tfi 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 receptort lisi (Behzadi et al. 2021).

Struktura domény je tvofena péti paralelnimi B-sheet vlakny, ktera jsou uzaviena péti a-helixy.
Na né se vaze 8 smycek, které jsou pojmenované podle vladken, které spojuji. Naptiklad
smycka BB, ktera spojuje vlakno BB (druhé vlakno B) se sroubovici aB (druhou Sroubovici
a), hraje dulezitou 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 typt TLR receptora se lisi, nicméné sdileji mnoho
spole¢nych rysu pfi jejich aktivaci. Vétsina znamych TLR receptord vyuziva konvexni povrch
LRR domény k vazbé ligandd, vyjimkou je TLR4, ktery navazuje LPS prostfednictvim MD2

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

Vazba ligandu na TLR receptor zprostiedkovava 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 1 iniciaci signalni
kaskady vedouci k imunitni odpovédi. Vlastni signalizacni kaskada zavisi na typu ligandu,
interagujicim TLR a adaptorové molekule zapojené do signalizani drahy (Sameer a Nissar

2021; Botos et al. 2011).

Adaptorové molekuly jsou charakteristické pfitomnosti TIR domény v jejich strukture. Jsou
rekrutovany k dimerizovanému TLR receptoru a predavaji informaci dal do buriky.
Radime mezi ng:
i.  myeloidni diferenciacni 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 drahy podle ucastnicich 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
nasledné navazuji adaptorové molekuly MyD88 respektive TRIF (Duan et al. 2022).

1.3.2.1 Draha dependentni na MYD88

Jedna se o drahu vyuzivanou vSemi zndmymi TLR receptory, krome& TLR3. Jak bylo zminéno,
MYDS88 se muze vazat na receptorovy dimer bud’ pfimo, anebo pfes TIRAP molekulu.
MYD8S8 rekrutuje kinazy asociované s IL-1 receptorem (IRAK) a tvoii s nimi komplex
oznacovany jako myddozom. Nasleduje kaskada d&ji vedouci fosforylaci NF-kB inhibi¢niho
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proteinu (IkBa), coz umozni jeho degradaci. Tim je NF-xB uvolnén k premisténi do jadra, kde

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

1.3.2.2 TRIF dependentni draha

Exprese IFN indukovana TLR3 nebo TLR4 nezavisi na MyD88, ale je fizena TRIF molekulou.
TRAM adaptor umoziuje navazani TRIF molekuly na dimerizovany TLR4 receptor. Neni
jasné, zdali se v pfipadé TLR3 receptoru navazuje TRIF pfimo, nebo za vyuziti neznamé
adaptorové molekuly. Jeho navazani ale indukuje vznik triffozomu, ktery aktivuje buriku
nékolika zpusoby. Jednim znich aktivace NF-«xB a tvorba cytokind, jako v pfipadé
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 aktivacnich drah. Na obrazku jsou zahrnuty i regulacni molekuly

tlumici aktivacni drahy. (pfevzato z Kawasaki a Kawai 2014)

V této praci jsme se zaméfili na testovani Ctyt riznych TLR ligandd, kazdy vazajici se na jiny
TLR receptor. Nasim cilem bylo zjistit, jaky vliv ma stimulace t€mito aktivatory na bunécnou

prozanétlivou odpoved.
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2 Cile prace

Zméteni a zmapovani citlivostt dvou bunéénych linii imunitnich bunék na aktivaci pomoci

raznych TLR agonistli pomoci qRT-PCR, sn-ELISA a pritokova cytometrie.
Dil¢i cile:
1. Zpracovat literarni reSersi na téma role PRR v zanétlivé aktivaci
2. Kultivovat bunécné kultury imunitnich bunék IC-21 a PMJ2-R
3. Provést sérii aktivacnich pokust s riznymi TLR agonisty (LTA, POLY(L:C), FLAG,
LPS)
4. Vyhodnotit aktivaci pomoci qRT-PCR, sn-ELISA a pratokové cytometrie
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3 Materidl a metody

3.1 Chemikalie a material

Tab. 2: Chemickeé slozeni kultivaéniho média

NAZEV VYROBCE KATALOGOVE CISLO
RPMI-1640 ziakladni 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
POLYI:C) InvivoGen tlrl-pic

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

NAZEV VYROBCE KATALOGOVE CISLO
qRT-PCR
NucleoSpin RNA, Mini kit for Macherey - Nagel 740955.250
RNA purification
Ethanol VWR International 20821.321
Transcriptor First Strand ROCHE 04897030001
c¢DNA 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
Prutokova cytometrie

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

3.2.1 Kultivace bunécnych kultur

Pro vyuziti v experimentech byly kultivovany bunécné linie PMJ2-R a IC-21, které jsou
dlouhodobé uchovavany na katedre Skolitele. Buiiky byly uchovéavany v inkubatoru pfti teploté
37 °C a pasaz byla provadéna pravidelné tfikrat tydné pro zarudeni jejich rovnomémého ristu.
Béhem pasaze bylo ménéno médium za Cerstvé. Slozeni kultivacniho média 1ze vidét v tab. 2.
Dale byly pouzity primarni butiky derivované z kostni dien¢ a stimulované GM-CSF pro jejich
diferenciaci na dendritické bunky a makrofagy. V praci byly pouzity pravé makrofagy, které

byly piipraveny Mgr. Zuzanou Berankovou.

3.2.2 Aktivace bunécnych linii

Buiiky byly spocitany pomoci Biirkerovy komurky a nasazeny do 24 jamkového panelu
v 0,5 ml média (RPMI + 10% BOFES + GL + ATB + ME) o koncentraci 10%1 ml. Pied
dal§im postupem se nechaly 24 hodin usednout. Poté bylo buiikdm vyménéno médium
za 300 pl bezsérového RPMI média a buiky byly stimulovany vybranymi TLR ligandy
v pfislusnych koncentracich za ucelem 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. Buiky byly

nasledné zpracovany v zavislosti na pouzivané metodé.

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

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

Béhem experimentu byly butiky nejdiive stimulovany obvykle ucinnou koncentraci LPS

100 ng/ml. Ukéazalo se, ze buiiky nebyly touto koncentraci aktivovany, a pracovni koncentrace
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byla tedy pro zbytek pokusii zvysena na 500 ng/ml. U&nna koncentrace flagelinu byla

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

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

koncentrace POLY(I:C) byla pro nas experiment zvolena na zaklad¢ jeho ucinka pii stimulaci

plicnich makrofagi (Mantov
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Obr. 6: A) Rozmisténi aktivatorti béhem aktivace — pro kazdou bunécnou linii byl urcen jeden

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 cytokina
TNF-0, IL-1B a IL-6, a to jak na urovni mRNA, tak na urovni proteinové. Zmeéna genoveé

exprese vybranych proteinti byla detekovana metodou qRT-PCR.

3.2.3.1 Izolace RNA

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

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

3.2.3.2 Transkripce RNA na cDNA

Pro provedeni reverzni transkripce, €ili prepsani RNA do cDNA, bylo nejprve nutné zméfit
koncentraci vychozi RNA. K tomuto ucelu byl vyuzit spektrofotometr Synergy H1 za pouziti
Take3-trio modulu (BioTek). Z vysledného méfeni bylo podle vzorku s nejnizsi koncentraci

urCeno finalni mnozstvi RNA, které bylo pouzito pro reverzni transkripci u vech vzorka.

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

vyrobcem.

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

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

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

Mastermix byl smichan s dfive pfipravenym roztokem templatu a primeru na vysledny objem
reakce 20 ul a vzorky byly kratce centrifugovany, aby byl cely vzorek na dné zkumavky.
Reverzni transkripce probihala v gradientovém PCR cycleru (Biometra Tone) po dobu
30 minut pfi teploté 55 °C, pfi¢emz reverzni transkriptdza byla inaktivovana Sminutovym

zahtivanim na 85 °C. Ziskané vzorky cDNA byly uchovany pii -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 desticce bylo napipetovano 13 pl mastermixu a do kazdé
z nich bylo pfidano po dvou mikrolitrech piisluSného natfedéného 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

Reak¢ni podminky qPCR byly nastaveny nasledovné: pocatecni denaturace 95 °C/3 min, poté
40 cyklu (95 °C/10 s, 60 °C/30 s), dale denaturace 95 °C/10 s a analyza kfivky 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 urCeni vhodného referen¢niho genu, ktery byl nasledné pfi analyze pouzivan
k normalizaci vysledku. Pfi vyhodnocovani pokust byla brana v potaz i kiivka tani za a¢elem

odhaleni syntézy vice produktu.

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

Pro detekci produkovanych cytokint IL-1p, IL-6 a TNFa byla uplatnéna metoda sn—ELISA.
Proto tuto analyzu byly vyuzity supernatanty odebrané 24 hodin po aktivaci. Pro vSechny
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/ml 4 ng /ml 2 pg/ml
Detekeni protilatka 75 ng/ml 250 ng /ml 75 ng/ml

Primarni protilatka byla narfedéna v ELISA Plate Coating Buffer (soucast kitu) na pracovni
koncentraci a nakoutovana na 96 jamkovou desticku v objemu 50 pl. Desti¢ka byla prikryta
folii a vickem a inkubovana pies noc ve vlhké komirce pii laboratorni teploté. Nasledujici den
byla promyta 300 pl promyvaciho roztoku (Wash buffer). Promyti bylo opakovéno tfikrat.
Nasledovalo blokovani mist pro nespecifické vazby za pouziti roztoku Reagent Diluent (1x),
ktery byl do jednotlivych jamek napipetovan po 300 pl. Blokovani probihalo po dobu jedné
hodiny ve vlhké komirce za pokojové teploty. Desticka byla dale opét tiikrat promyta 300 pl

promyvaciho roztoku.

Do kazdé jamky byly pfidany vzorky, a to vzdy po 50 pl. Pro vytvoteni kalibracni kiivky byl
standard fedén v Reagent Diluent (1x) na pfislu§né koncentrace a poté byl napipetovan ve
stejném mnozstvi jako vzorky. Desti¢ka byla opét prikryta folii a vickem a inkubovana pres
noc ve vlhké komurce za pokojové teploty. Po ukonceni inkubace byla desticka tiikrat promyta
300 ul promyvaciho roztoku. Nasledné byla aplikovana detekcni protilatka, ktera byla predem
nafedéna v Reagent Diluent (1x) na pracovni koncentraci. Desticka pfikryta vickem byla opét
inkubovana ve vlhké komirce za pokojové teploty, tentokrat po dobu 2 hodin, a poté byla opét
tfikrat promyta. Bylo pfidano 50 pl Streptavidin-HRP (nafedén 1:39 v Reagent Diluent (1x))
do kazdé jamky. Dalsi inkubace probihala ve stejném prostredi jako ty predchozi, 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 vzorkiim bylo pfidano 100 pul 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 pfidanim 50 pl Stop Solution byla barevna reakce ukoncena.

Meéfeni absorbance probihalo pti vinové délce 450 nm na pfistroji Tecan Infinite M Plex.
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Obr. 7: Schématické znazomeéni sn-ELISA

3.2.5 Prltokova cytometrie

Pomoci pratokové cytometrie byly detekovany povrchové markery aktivace makrofagi CD80,

CD86 a MHCII.

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

20x fedéné pracovni roztoky protilatek.

Burky byly sklizeny pipetou po 24 hodinach aktivace, ptreneseny do 1,5 ml eppendorfek
a stoCeny na 500 x gna 5 min pii 4 °C. Ziskany pelet byl rozsuspendovan v 1 ml promyvaciho
pufru a prenesen do 5 ml FC zkumavek. Buiky byly stoeny na 500 x g na 5 minut pii 4 °C.
Supernatant byl odstranén, ale bylo ponechano cca 100 pl pufru, ve kterém byl pelet
rozsuspendovan. K buinkam byly pfidany fluorescencné znacené protilatky v takovém

mnozstvi, aby jejich finalni fedéni bylo 400%. 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 II Phycoerythrin (PE)

Poté byly vzorky inkubovany 25 min ve tmé pifi teploté 4 °C. Po skoncCeni inkubace byl ke
v8em vzorkim pfidan 1 ml FC pufru a nasledovala centrifugace pii 500 g a 4 °C po dobu

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

Zmeéna exprese zanétlivych povrchovych antigent zpusobenych riznymi aktivatory byla

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

4.1 qRT-PCR

Pomoci metody qRT-PCR (kvantitativni polymerazova tetézova reakce) bylo zjisténo, jak
vybrané makrofagové bunécné linie reaguji na stimulaci riznymi TLR ligandy. Pro detekci
zanétlivé reakce byla méfena zména exprese gent pro cytokiny TNF-q, IL-6 a IL-1B. Vzorky
pro tento experiment byly odebrany 24 hodin po aktivaci TLR ligandy, kdy byla z bunék
izolovana RNA, ktera byla nasledné prepsana 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 jednocestna 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 referenéniho genu

K normalizaci ziskanych dat bylo nejdiive zapotiebi vybrat referencni gen. Pro tento ucel jsou
nejcastéji pouzivané houskeepingové geny (tedy geny potifebné pro bézny chod buriky). Proto
byly vybrany a testovany Ctyfi geny bézné pouzivané pii 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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Na zékladé kiivky tani nebyla zji§téna tvorba dvojiho produktu, ktery by se jevil jako dva
piky.
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Obr. 8: Kifivka tani pro testované referenCni geny. Pik se objevi pii teploté, kdy
dvousroubovice produktu denaturuje na dvé samostatna vlakna. Obrazek vytvoren v programu

BIORAD Maestro.

Na zékladé kvantifikace byly vyfazeny geny pro GAPDH a tubulin, protoze vykazovaly
velkou variabilitu hodnot Ct. Ze zbyvajicich genli byl vybran gen 18S, protoze vykazoval

nejvetsi homogenitu.
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Obr. 9: qRT-PCR amplifikace, Obrazek vytvoren v programu BIORAD Meastro.
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4.1.2 Vysledky qRT-PCR analyzy

4.1.2.1 Vysledky qRT-PCR analyzy tnf-a

Makrofagové linie stimulované flagelinem a POLY(I:C) nevykazovaly signifikantni narust
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-o, nicméné odchylka
meéteni kontrolni skupiny je piili§ velka, proto neni analyza spolehliva. Po stimulaci ligandy
LPS a LTA doslo k narustu exprese u bunek linie IC-21, zatimco stejny efekt neni u linie
PMIJ2-R signifikantni. Rozdil v expresi mezi aktivovanymi skupinami obou linii je

signifikantni a poukazuje na vyssi citlivost bunécné linie IC-21 vici pouzitym aktivatorim.
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Obr. 10: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese mf-o. 24 hodin po stimulaci ligandem: A —
exprese tnf-o. 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).

32



4.1.2.2 Vysledky qRT-PCR analyzy exprese il-6

Z grafu (obr. 11) je patrny narust exprese u obou bunécnych linii IC-21 a PMJ2-R po stimulaci
vSemi testovanymi ligandy. Statisticky vyznamny narust 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, prestoze trend je podobny jako u IC-21.
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Obr. 11: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese il-6 24 hodin po stimulaci ligandem:
A —exprese il-6 po stimulaci flagelinem, B — exprese i/-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-1B

V ptipadé exprese il-1f pozorujeme signifikantni zménu exprese mezi kontrolni a
stimulovanou skupinou pouze v piipadé bunécnych linii aktivovanych LPS (obr. 11 C).
Zarovet je patrny rozdil v expresi mezi stimulovanymi skupinami jednotlivych linii, pfi¢emz
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 ptipad¢ linie IC-21 stimulované
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POLY(I:C) dokonce mizeme pozorovat pokles exprese il-1f. Statisticka analyza jej ov§em

nepotvrdila jako signifikantni, k cemuz pfispiva velka odchylka méfeni u kontrolni skupiny.
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Obr. 12: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese il-/f 24 hodin po stimulaci ligandem:
A —exprese il-1f po stimulaci flagelinem, B — exprese il-1f 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 m& médium pouzité pii kultivaci primarnich bunék vliv
na jejich reakci pii stimulaci TLR ligandy. Pro tento ucel byly pouzity primarni makrofagy
kultivované v zakladnim RPMI 1640 médiu a porovnavany byly s t€émi samymi bufikami
kultivovanymi v RPMI 1640 médiu s pfidanym BOFES. Byla detekovana exprese zanétlivych
cytokini TNF-a, IL-6 a IL-1B. Pro porovnani exprese byly vysledky vztazeny ke kontrole
PMRrpmi.
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Z grafi (obr.13) je patrné, ze stimulace LPS zpusobila narust exprese cytokini. Jako
nesignifikantni nalez ur€ila analyza pouze nartst exprese tnf-o u makrofaga s pfidanym
BOFES (obr. 13A, PM+). Pozorujeme, ze buinky kultivované 24 hodin pted aktivaci
v zékladnim médiu RPMI 1640, zvySily v reakci na stimulaci LPS expresi zanétlivych

cytokini mnohonasobné vice nez butiky v obohaceném médiu.
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Obr. 13: Vysledek qRT-PCR analyzy exprese cytokini primarnimi makrofagy 24 hodin po
stimulaci LPS: A — exprese tnf-a, B — exprese il-6, C — exprese il-1p.

Pro porovnani exprese cytokinl primarnimi makrofagy a bunécnymi 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 bunécné linie IC-21 (obr. 14 A, B), zatimco u il-/f pozorujeme
signifikantni narust u primarnich makrofagl kultivovanych v zakladnim médiu RPMI

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

makrofagy 24 hodin po stimulaci LPS: A — exprese tnf-a, B — exprese il-6, C — exprese il-1p.

4.2 Vysledky sn-ELISA

Tato metoda navazovala na tu pfedchozi a byla pouzita pro zji§téni a porovnani koncentrace
prozanétlivych cytokini TNF-o, IL-6 a IL-1P v supernatantech kontrolnich a stimulovanych
skupin makrofagovych bunécnych linii PMJ2-R a IC-21. Pro experiment bylo zapotiebi ziskat
supernatant bunék po 24 hodinach inkubace s ligandy. Vysledky byly zpracovany v programu
MS Excel a prikaznost hodnot byla ovéfena pomoci metody jednocestna 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 zpusobila v porovnani
s kontrolni skupinou signifikantni zvySeni koncentrace cytokinu TNF-a. V pfipadé€ aktivace
bunécnych linii LTA a LPS pozorujeme vyraznéj$i zvyseni koncentrace TNF-a u linie IC-21
(obr. 15 B, C). Naproti tomu pii stimulaci makrofagti FLAG se linie PMJ2-R zda jako citlivejsi
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 pfi 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) zieymy stejny trend, a to je zvySeni koncentrace IL-6
v supernatantu bun€k v reakci na aktivaci TLR ligandem. Statisticka analyza potvrdila
signifikanci vzrastu u linie PMJ2-R stimulovanych FLAG, LPS a POLY(I:C) (obr. 16 A, C,
D) a zaroven 1 u linie IC-21 stimulovanych FLAG, LTA a LPS (obr. 16 A, B, C). Krom¢
makrofagovych linii stimulovanych POLY(I:C) je zfejmé, ze linie IC-21 reaguje na stimul
mnohonasobné silnéji nez linie PMJ2-R. Narust koncentrace je nejvyssi s pfipade stimulace

bunék LPS (obr. 16 C).
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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 IL-6 po stimulaci LPS, D —koncentrace IL-6 po stimulaci

POLY(I:C).
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4.2.3 Koncentrace IL-1PB stanovena metodou sn-ELISA

Z obrazku 17 je patrné, ze koncentrace IL-10 stoupa po stimulaci ligandem. Analyza potvrdila
signifikantni narast v pfipadé 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-1f 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 cytokinll stanovena metodou sn-ELISA
u primarnich bunék stimulovanych LPS

Cilem experimentu bylo zméfit a porovnat koncentraci zanétlivych cytokini TNF-a, 1L-6
a IL-1B mezi kontrolnimi a stimulovanymi skupinami primarnich makrofagi a urcit, zdali
ma kultivaéni médium vliv na aktivaci TLR ligandy. Koncentrace TNF-a, (obr. 18 A) byla
signifikantn€ zvySena v obou pfipadech (primarni makrofagy kultivované v zakladnim RPMI
1640 médiu i v RPMI 1640 médiu obohaceném o BOFES), nicméné v piipadé makrofagu
kultivovanych v médiu bez pfidaného séra pozorujeme signifikantné vyss§i narust oproti
makrofagim kultivovanych v médiu s BOFES. Koncentrace IL-1f (Obr. 18 B) vyrazné
narostla pouze u primarnich makrofagti kultivovanych v zakladnim RPMI 1640 médiu.
Zobr. 18 C je patrné, ze koncentrace IL-6 je signifikantné¢ zvySena v obou testovanych
skupinach. U bunék kultivovanych v ¢istém RPMI médiu je nepatrn€ vyssi, rozdil ale

nevykazuje statistickou vyznamnost.
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Obr. 18: Koncentrace cytokinli v bunéném 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 Prltokova cytometrie

Posledni provedenou metodou byla pritokova cytometrie. Cilem tohoto pokusu bylo zjistit a
porovnat expresi povrchovych znakt aktivace makrofagt CD80, CD86 a MHC II u bunéénych
linii PMJ2-R a IC-21 v jejich bazalnim a aktivovaném stavu. Buriky 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 pfitomnost vyraznych
odchylek.
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Obr. 19: Kontrolni triplikat IC-21: A — MHC II znacené PE, B — CD80 znacené 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 ukazka rozdilnosti hodnot triplikatu.
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5 Diskuze

Makrofagy, stejné jako jiné imunitni buiky, jsou bézn€ pouzivany pro studium imunitni
odpovedi na rizné stimuly. Pro laboratorni ucely je mozné vyuzit jak primarni bunky, tak
transformované bunécné linie. Vyhodou primarnich bunék je fakt, ze se jejich vlastnosti
shoduji s vlastnostmi bunék in vivo aumoziuji tak presnéjs§i zmapovani reakce v zivém
organismu. Na rozdil od bunéénych linii maji ov§em omezené mnozstvi déleni, a nedaji se
dlouhodobé¢ 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 bunécné linie PMJ2-R, IC-21 a primarni buriky vybranymi
TLR ligandy: LPS, LTA, FLAG a POLY(I:C). Nasledné vyhodnotit rozdily v aktivaci

v zavislosti na bunécné linii a pouzitém aktivatoru.

Prvnim krokem prace byla aktivace bunek (viz. kapitola 3.2.2. Aktivace bunéénych linii)
a nasledné zpracovani vzorka pro metody sn-ELISA a qRT-PCR. Dale byl vybran referen¢ni
gen pro normalizaci dat ziskanych z metody qRT-PCR. Ze ¢tyf 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 vysledkiim prace autord Stephens et al.
(2011). Ti pti hledani idedlniho referenc¢niho genu pro metodu qRT-PCR pro makrofagové
linie naopak dospéli k zavéru, ze gen pro 18S je nejvice variabilni, pfi¢emz 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,
nicméné statisticky nevyznamnému narustu. POLY(I:C) nezpusobila signifikantni zménu
v expresi. U linie IC-21 byl zaznamenan dokonce pokles, tento vysledek muze byt ale
zkresleny kvuli velké odchylce v kontrolnim triplikatu. Signifikantni narust exprese byl
zaznamenan pouze po stimulaci LTA a LPS, a to u linie IC-21. Analyza exprese il-6 pfinesla
podobné vysledky (obr. 11). V tomto pripadé 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-o.
V obou piipadech je exprese indukovana LPS mnohonasobné vyssi nez u FLAG, LTA, ¢i
POLY(I:C). V ramci studie Bian et al. (2017) autofi 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 vy$si narust

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

V ptipadé exprese il-If (obr. 12) vreakci na stimulaci aktivatory byl zaznamenan
signifikantni narust pouze u bunécnych linii stimulovanych LPS. Stejné jako v pfedchozich
meétenich je zde markantni rozdil v expresi mezi bunénymi liniemi, kdy linie IC-21 opét
reagovala na stimul vyraznéj§im narustem. Ostatni ligandy nezpusobily zadnou statisticky
vyznamnou zménu v expresi cytokinu, je ale nutné zminit, ze pfitomnost velkych odchylek

v meéfeni vede ke zkresleni vysledku a statistické analyzy.

Je ziejmé, ze exprese sledovanych cytokind nebyla vyznamné indukovana po stimulaci
POLY(I:C). Divodem muzZe byt skuteCnost, ze tento ligand se vaze na TLR3 receptor, ktery
je na rozdil od ostatnich stimulovanych TLR (TLR2/1,6, TLR4, TLRS) intracelularni.
POLY(I:C) je synteticky analog dsRNA, napodobujici virdlni infekci, a aktivace TLR3
receptoru je uskute¢néna TRIF-dependentni aktivacni drahou (viz. kapitola 1.2.1.1. TRIF
dependentni draha), ktera kromé stimulace prozanétlivych cytokind jako jsou TNF-a a IL-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 lépe vyhodnocena, pokud

by byla métfena exprese IFN-[3.

Dalsi pouzitou metodou byla sn-ELISA. Cilem bylo zjistit koncentraci prozanétlivych
cytokini TNF-a, IL 6 a IL 1B ze supernatantl bunék sklizenych pro qRT-PCR, takze tento

krok pfimo navazuje na ten predchozi.

Koncentrace TNF-a (obr. 15) po pfidani vybranych aktivatora signifikantné narostla u obou
linii. V piipadé aktivace ptfidanim FLAG reagovala linie PMJ2-R vy§§im narustem nez linie
IC-21. Ten samy trend pozorujeme 1 po aktivaci POLY(I:C), neni ale statisticky vyznamny.
Naopak tomu bylo pfi 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 vysoka. Neni jasné, zjakého divodu, ale moznym vysvétlenim je
kontaminace triplikatu béhem prace. Prestoze statisticky vyznamny narust koncentrace TNF-a
byl zaznamenan 1 po pridani POLY(I:C), hodnoty koncentrace se i po aktivaci pohybu;i
v fadech stovek pikogrami na mililitr, kdezto pfi stimulaci ligandy FLAG, LTA a LPS
v fadech tisict. 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 Monguio-Tortajada
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et al. (2018), ktera porovnavaji koncentraci TNF-a v bunéénych supernatantech po aktivaci
monocyti LPS a POLY(I:C) (Monguid-Tortajada et al. 2018). Pfi méfeni koncentrace IL-6
(obr. 16) jsem dospéla k jinym vysledkim. Ackoli je pozorovan stejny trend, a to zvyseni
koncentrace v reakci na pfitomnost aktivatoru, odpoveéd’ bunécnych linii se lisi. IC-21 reaguje
signifikantn€ vyraznéj$im narustem koncentrace IL-6 nez linie PMJ2-R, a to u v§ech pouzitych
ligandi kromeé POLY(I:C). Narust koncentrace je nejvyssi v ptipad€ 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 pfipadé POLY(I:C)
dokonce jednotek, coz opét souhlasi s vysledky Monguio-Tortajada et al. (2018). Koncentrace
IL-1B (Obr.17) po aktivaci stoupa, nicméné statisticka signifikance této zmény je potvrzena
pouze v pripadé linie IC-21 pii stimulaci FLAG, a pfi stimulaci linie PMJ2-R ligandem
POLY(I:O).

Pro experiment byly pouzity dvé imortalizované bunécné linie — IC-21 a PMJ2R. IC-21 je
mysi peritonealni makrofagova linie ziskana z my§i C57BL/6 transformovana in vitro virem
SV40. Vykazuje mnoho spolecnych vlastnosti s normalnimi myS§imi makrofagy a exprimuje
antigeny specifické pro makrofagy (Mauel a Defendi 1971). PMJ2-R bunééna kultura je také
peritonealni makrofagova linie ziskana z mys§iho kmene C57BL/6J. Jejich transformace je
umoznéna in vivo infekci mysi virem J2 nesouciho onkogeny v-raf a v-myc. V mnohém se
podobaji primarnim makrofagtim, ale jsou zde patrné rozdily v jejich reakci na vnéjsi stimuly.
PMIJ2-R také exprimuje vysoké hladiny mRNA pro CSF-1 receptor, ktery je exprimovan
napiiklad 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
veétsing pripada reagovala linie IC-21 na stimulaci ligandy citlivéji nez PMJ2-R. To by mohlo

byt zptsobeno 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 duvodi
tohoto efektu fakt, ze receptor TLR4 je na burkach (v ramci experimentu byly pouzity
BMDM) exprimovan v porovnani s TLR1, TLR2, TLR3 a TLR7 nejcetnéji. Korelace exprese
receptoru s mnozstvim produkovanych cytokinii byla dokazana stimulaci téchto receptord
jejich ligandy a naslednou kvantifikaci TNF-o metodou sn-ELISA. Stejny experiment
vyhodnotil expresi TLR3 jako nejnizsi ze vSech sledovanych receptord, coz muze byt dalsi

faktor nizké exprese cytokina po stimulaci POLY (I:C). Naproti tomu TLR2 byl na testovanych
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bunkach exprimovan pomémé hojné (Saito et al. 2020). V experimentu provedeném Quero
et al. (2017) porovnavali bazalni expresi TLR4 a TLR2 u BMDM makrofagu, a také dosli
k zavéru, ze TLR4 je exprimovan ve vét§i mife nezli TLR2 (Quero et al. 2017). To by mohl
byt divod, pro¢ stimulace LTA vedla k aspésnému narustu exprese a koncentrace cytokind
TNF-a a IL-6, ale ne v tak veliké mite jako pfi aktivaci LPS. Tyto vysledky jsou ale v rozporu

s nalezem Saito et al. (2020), ktery naopak ukéazal velmi nizky narust koncentraci TNF-a po

VT

Zda se, ze flagelin vykazuje nizsi G¢inky pfi aktivaci prozanétlivé odpovédi u sledovanych
bunécnych linii nez LPS ¢i LTA. Mozné vysvétleni nabizi vyzkum autord Feng et al. (2012),
ktery odhalil skutecnost, ze TLRS (receptor pro flagelin) je exprimovany nejhojnéji na
epitelialnich a dendritickych burikach vyskytujicih se ve stieve, kdezto IC-21 a PMJ2-R jsou
puvodem peritonealniho makrofagy (Feng et al. 2012). Pfesto ma piitomnost 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 nekterych ptipadech
v rozporu. Napfiklad je patrny nesoulad vysledka pro TNF-a. Exprese tohoto cytokinu sice
zaznamenala narust, hlavné po stimulaci LPS a LTA, ale ne tak markantni jako byl narust
koncentrace proteinu v bunééném supernatantu. Divodem tohoto rozdilu muze byt fakt, ze
TNF-a existuje v podobé& transmembranového prekurzoru, ze kterého mize byt proteolyticky
Stépen na rozpustny TNF-o TACE enzymem. Li et al. (2002) ve svém experimentu zjistili, ze
LPS pravé toto Stépeni aktivuje. Také nejenze stimuluje zvySeni exprese tnf-o, ale 1 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-0, ale sn-ELISA neodhalila
narust koncentrace cytokinu. Nicmén¢ je nutné podotknout, Ze aktivace v této praci probihala

in vivo (injikaci anti-CD3).

Déle je patrné, ze exprese IL-1B 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-1p neni pfimocara. Nejprve je totiz tvoren prekurzor pro-IL-1p,
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 buiikou 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 pfesné stanoveni zmeény
transkripce v reakci na podnét. Nevyhodou je, ze nemusime znat intracelularni mechanismus
predchazejici sekreci této latky vné bunku. Transkript miZze byt regulaénimi mechanismy
znicen, ¢i musi byt pro uvolnéni aktivni formy pfitomny jiné stimuly. ELISA naopak podava
informaci o realné bunécné sekreci latek, kterou ovliviiuji své okoli. Abychom ziskali co

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 cast mysSich
primarnich makrofagt kultivovana v zakladnim RPMI 1640 médiu, a cast v RPMI 1640 médiu
s ptidanym BOFES.

Metodou qRT- PCR bylo zaznamenano zvySeni exprese cytokini TNF-a, IL-6 a IL-1 u obou
populaci (obr. 13). Mezi nimi byl ovSem zjistén signifikantni rozdil, kdy bunky kultivované
v bezsérovém RPMI 1640 médiu vykazuji mnohonasobné vySSi expresi, nez je exprese

u stejnych bunék kultivovanych v médiu s ptfidanym BOFES.

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

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

Nejvétsi zmena v expresi byla zaznamenana u genu il-6. Tato reakce se lisi od vysledku studie
provedené¢ Sakuma et al. (2012), kde zména exprese TNF-o primarnimi makrofagy

stimulovanymi LPS byla nejmarkantné;si.

Pro porovnani exprese cytokini mezi primarnimi makrofagy a bunécnymi liniemi IC-21
a PMJ2-R po aktivaci LPS byly namétené hodnoty vztazeny ke kontrole linie IC-21 (obr. 14).
Z tohoto porovnani vyplyva, ze exprese cytokind tnf-o a il-6 byla nejvyraznéjsi u bunécné
linie IC-21. Naproti tomu exprese il-1f byla nejvyraznéji zvySena u primarnich makrofaga
kultivovanach v bezsérovém médiu. V praci Chamberlain et al. (2009) naopak dosli k zavéru,
ze primarni makrofagy reagovali na LPS citliveji, nez linie IC-21, a to 1 pfesto 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 buiikdm byly vyuzity pfi metodée
sn-ELISA. Cilem experimentu bylo zméfit a porovnat koncentraci zanétlivych cytokini TNF-
a, IL-6 a IL-1B mezi kontrolnimi a stimulovanymi skupinami primarnich makrofagu a urcit,
zdali ma kultivacni médium vliv na aktivaci TLR ligandy. Byl pozorovan podobny trend jako
u imortalizovanych bunécnych linii, kdy hladiny TNF-o 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 autora (Aznar et al. 1990; Sakuma et al. 2012).0pét se zda,
ze primarni makrofagy kultivované v bezsérovém médiu reaguji 1épe nez buriky v médiu

pfidanym BOFES.

Poslednim krokem préace byla analyza exprese povrchovych molekul CD80, CD86 a MHC 11
u bunécnych linii PMJ2-R a IC-21 za vyuziti prutokové cytometrie. Cikem pokusu bylo zjistit

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

Cela skala povrchovych molekul hraje roli pfi prezentaci antigend (viz. kapitola 1.1.3.
Povrchové znaky aktivace imunitnich bunék) a jejich exprese se méni v zavislosti na stimulaci
bunky. CD80, CD86 a MHC II byly pro experiment vybrany na zakladé publikovanych studii,
které zvySeni jejich exprese na bunééném povrchu vyuzivaly jako indikator aktivace bun¢k

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

Pokus se bohuzel nezdaril. Jednotlivé triplikaty vykazuji velkou variabilitu, a proto nejsou
ziskané hodnoty statisticky vyhodnotitelné. Neni jasné, v jakém stadiu pokusu doslo k chybé,
nicméné¢ se zda, ze fluorescencni znaceni bylo aplikovano spravné. S nejvétsi
pravdépodobnosti tedy chyba nastala pfi vyméne média za bezsérové RPMI a pfidanim TLR
ligandd. Mohlo dojit k neopatrnému piidani aktivatort, & kontaminaci triplikati. Resenim by

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

V experimentu byly vyuzity peritonealni makrofagové linie ziskané z jednoho mysiho kmene
(C57BL/6). Makrofagovy fenotyp je ale ovlivnén i lokalnim mikroprostfedim, ve kterém se
bunky nachazi. Proto studie Stevense et al. (2021) porovnavala dvé bunécné linie ziskané
taktéz z C57BL/6, ale s riznym tkanovym puvodem, jmenovite peritonealni makrofagy IC-21
a alveolarni AMJ2-C11. Jejich pokus odhalil rozdily v expresi cytokini v reakci na infekci
mikroorganismem (Stevens et al. 2021). Proto by bylo vhodné do pokusu zaradit 1 bunécné

linie pochézejici z jinych tkani.
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Dale by bylo piinosné pro lepsi vypoveédni hodnotu pokus zopakovat s vicero koncentracemi
jednotlivych ligandu, coz ale nebylo z asovych a finan¢nich davodi mozné. Protoze v praci
byla pouzita POLY(I:C), coz je ligand pro intracelularni TLR3 receptor, bylo by vhodné
detekovat kromé& TNF-a, IL-6 a IL-1P 1 IFN-p.
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6 Zaveéer

V této praci se podafilo 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 dfené.

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 cytokini oproti kontrolnim triplikatim pfili§ nepozménila.
Primarni makrofagy reagovaly na stimulaci LPS citlivéji, kdyz byly kultivované v bezsérovém

médiu.

Také byla zaznamenana nesrovnalost mezi expresi a koncentraci nékterych cytokind. U TNF-a
pozorujeme v supernatantu vysoké mnozstvi proteinu, ale exprese méfena metodou qRT-PCR
neukazala stejny narust. Naopak je tomu u IL-1, kdy byl zaznamenan vyrazny narust exprese
po stimulaci LPS, ale koncentrace cytokinu v supernatantu téchto bunék meérena metodou

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

Pro vérohodnéjsi vyhodnoceni ucinnosti jednotlivych ligandi by bylo vhodné pokus

zopakovat i s jinymi koncentracemi aktivatort.
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7 Seznam zkrtatek

(SOCS)-1  Supresor cytokinove signalizace 1

ALRs AIM2-like receptory

AP-1 Aktivatorovy protein 1

APC Antigen prezentujici buiky

BCAP B-cell adaptor for phosphoinositide
BMDM Makrofagy derivované z kostni drené
BOFES Bovinni fetalni serum

BSA Bovinni sérovy albumin

cDNA Komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CD Diferenciacni 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 burnky

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dsRNA Dvouvlaknova RNA

EMP Erytromyeolidni progenitor

FITC Fluorescein isothiokyanat

FLAG Flagelin

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza

GM-CSF Granulocytarni makrofagovy kolonie stimulujici faktor

HIN 200 Hematopoietic nterferon-inducible nuclear proteins
HRP Kfenova peroxidaza
ICAM Intracelularni adhezivni molekula

iE-DAP y-D-glutamyl-meso-diaminopimelkd 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 Lipoteichoova kyselina

MDP Muramy! dipeptid

MHC Hlavni histokompatibilni komplex
mRNA Messenger ribonukleova kyselina
MyD88 Myeloidni diferenciacni protein primarni odpovédi

NACHT Nukleotid vazebna doména
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NETSs Neutrofilni extracelularni past

NF-kB nuklearni faktor kappa B

NFAT Nuklearni faktor aktivovanych T bun¢k

NK buniky natural killer buiky

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

OS Oxidacni stres

OSM Onkonstatin M

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

PE Phycoerythrin

PM Primarni makrofagy

PNC Penicilin

POLY(I:C) Kyselina polyinosinova—polycytidylova

PRRs Receptory pro rozpoznavani vzorcl

PSGL1 P-selectin glycoprotein ligand-1

qRT-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 opici vakuolizyjici virus 40

TACE TNF-a-konvertujici enzym

TGF-p Transformujici rastovy 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 o

TNFR TNF receptor

TRAM TRIF-related adapter molecule

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f3
BME -mercaptoethanol
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