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Abstrakt

Teoreticka Cast prace je vénovana bunécné slozce imunitniho systému. Jsou
charakterizovany vSechny vyznamné imunitni typy bunék, a to jak po fenotypové, tak
funkéni strance. Pozornost je zaméfena na principy spoluprace imunitnich bunék pfi
navozovani slizni¢ni obranyschopnosti travici trubice, predevsim pak stfev jako jeji
vykonné ¢asti. Travici trubice diky svému spojeni s vn€jSim prostredim predstavuje jednu
z hlavnich vstupnich bran patogent do organismu, kdy drtiva vétsina infekci probiha pres
sliznice. Proti tomu si organismy vyvinuly fadu mechanismi souvisejicich se
strategickym rozmisténim imunitnich bun€k ve sliznici, jejichz zivotni funkci je dany
patogen identifikovat a v co nejvétsi mife eliminovat. V ramci stfevni tkané jsou imunitni
buriky pfitomny ve sliznicni vrstveé lamina propria a struktury, které vytvareji, souhrnné
oznacujeme jako GALT. Vpraci je GALT charakterizovana s anatomickym a
histologickym popisem stavby stievni tkané¢ mysi, jako modelového organismu pro

studium nespecifickych stfevnich zanétti. Doplnénim je i porovnani s tkani humanni.

Experimentalni Cast si klade za cil vyizolovat, identifikovat a kvantifikovat imunitni
bunééné populace z periferni krve a lamina propria tlustého stfeva mysi. Buiiky mysiho
tlustého stieva byly podrobeny fenotypové analyze prostfednictvim svételné 1
fluorescen¢ni mikroskopie. Hlavni analyza byla provedena pomoci spektralni prutokové

cytometrie. Hledané bunécné populace byly identifikovany na bazi znaceni specifickymi



protilatkami. Mezi sebou pak mohly byt srovnavany populace mysi periferni krve
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nespecificky stfevni zanét. Ziskana data byla statisticky vyhodnocena programem FlowJo
a GraphPad. Vysledky jsou cennou informaci pfi vyzkumu novych terapeutickych
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CILE PRACE

Teoreticka cast

e zakladni funkce lymfocyta, makrofagl a eozinofila
e popis zapojeni bunék v zanétu
e mukodzni imunita stfeva (GALT), anatomie mySiho stieva

e lokalizace a vyznam jednotlivych bunécnych populaci ve stieve
Experimentalni ¢ast

e seznameni se se spektralni cytometrii a jeji porovnani s klasickou pratokovou
cytometrii

e optimalizace extrakce bunécnych populaci ze stfevni mukozy

e priprava vzorku pro spektralni cytometrii

e analyza zakladnich bunéénych populaci v periferni krvi a lamina propria
mySsi

e vyhodnoceni multiparametrickych dat softwarem FlowJo

e statistické vyhodnoceni vysledkd programem GraphPad



1 UVOD

Imunitni systém je jednim ze zakladnich homeostatickych soustav pro udrzeni integrity
organismu. Jeho bazalni funkci je navozeni obranyschopnosti, ktera je v rizném stupni
vyvoje zasadni vlastnosti vSech ZzivoCichi. Imunita je udrzovana prostiednictvim
bunéénych i humoralnich mechanismt. Jednou z potencialnich hlavnich vstupnich bran
patogent do organismu je diky svému spojeni s vn€jSim prostiedim gastrointestinalni
trakt. Aby doslo kinfekci vykonné Casti travici soustavy, tedy stfev musi patogen
prekonat celou fadu obrannych vali. Nejvyrazngjsi obranu piestavuji mechanismy tzv.
slizniéni imunity, kdy imunitni bunky, jejichz Zzivotnim poslanim je patogeny
identifikovat a v co nejvétsi mife eliminovat, se nachazi ve vysoké koncentraci ve
slizni¢ni vrstvé lamina propria tésné pod epitelovou bariérou. Imunitni buriky jsou
strategicky rozmistény ve strukturach jako Payerovy platy, lymfoidni folikuly a dalsi se
sliznici asociované lymfatické tkané, které v gastrointestindlnim traktu souhrnné
oznaCujeme jako GALT. Béhem zanétlivého procesu spolu imunitni buriky velmi
intenzivné komunikuji, vzajemné se ovliviyji, diferencuji a sméruji zanétlivou odpoveéd’
urcitym smérem, ktery je dan konkrétnim patogenem. V souvislosti s mechanismy stfevni
slizni¢ni imunity jsou v soucasné dob¢ intenzivné studovany tzv. nespecifické stifevni
zanéty, jejimiz nejvyraznéj§imi piedstaviteli jsou Crohnova choroba a Ulcerdzni kolitida.
Na aktualni 1é¢bu asi 40-50 % takto postizenych pacientd neodpovida. Dalsi vyzkum
v této oblasti je proto znacné zadanym. Jednim z nejvice vyuzivanych modeld pro
studium mechanismu stfevni slizni¢ni imunity je mys, kdy stavba a slozeni stény travici
trubice vykazuje s clovékem znacnou podobnost. Modelové se jako ¢inidlo pro navozeni
sttevniho zanétu pro myS$i pouziva dextran sulfat sodny narusujici epitelovou bariéru.
Vhodnou metodou vyuzivanou pro studium a charakterizaci bunécnych typ je spektratini
prutokova cytometrie, fungujici na principu znaCeni bunék specifickou protilatkou
konjugovanou s pfislusnym fluorochromem, kdy ziskany signal 1ze vyhodnotit a danou
bunécnou populaci identifikovat a kvantifikovat. Ziskana data jsou cennou a zadanou
soucasti komplexnich vysledkd pii vyzkumu novych efektivnéjsich terapeutickych a
medikamentoznich piistupi k 1écbé nespecifickych stfevnich zanétd s cilem zvysit

uspesnost 1écby.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Imunitni systém

Imunitni systém je zakladni soucasti vSech vysSich organismd. Jedna se o jednu ze tfi
zakladnich homeostatickych soustav, kdy spolecné s nervovou a endokrinni soustavou
pomaha zajistit stalost vnitiniho prostredi, tj. homeostazu. Jeho hlavni funkci je obrana a
udrzovani integrity organismu. Dokéze rozpoznat potencidlné nebezpecné
substance, obecné oznacované jako antigeny a spustit mechanismy vedouci k jejich
eliminaci (Abbas et al., 2012).

Imunitni systém se sklada ze 2 zakladnich ¢asti: vrozené a adaptivni imunity. Vrozena
imunita rozpoznava mozné nebezpeci skrze molekularni vzory, které jsou soucasti
antigent, tzv. PAMPs (pathogen associated molecular patterns), DAMPs (damage
associated molecular patterns) a MAMPs (microbe associated molecular patterns).
Reaguje na né stejnymi principy, a to i pii opakovaném setkani s danym patogenem.
Evolucné vyssi adaptivni imunita (téz ziskana) cilen€, specificky rozeznava dany patogen
a pii opakovaném setkani s nim zahéji kroky k jeho eliminaci daleko rychleji a t¢innégji
(tzv. imunologicka pamét’) (Abbas et al., 2012; Krejsek et al., 2016).

Oba imunitni typy vyuzivaji mechanismy humoralni (latkové) a bunécné
zprostiedkované. Jedine¢nost imunitniho systému tkvi také vtom, ze na rozdil od
ostatnich organovych soustav je soustavou difuzni, tj. hlavni komponenty (buriky a
molekuly) jsou rozptyleny v télnich tekutinach a samotné organy (kostni dfer, brzlik,
slezina, lymfatické uzliny) maji spise druhotné postaveni. Mezi hlavni humoralni slozky
imunitniho systému patfi imunoglobuliny (protilatky), antigenné specifické receptory
(TCR, BCR), MHC (Major histocompatibility complex) 1. a II. tfidy, razné typy
receptort, cytokiny a dalSi. Imunitni molekuly jsou obecné oznacovany systémem CD
(cluster of differentiation) a Casto slouzi také jako typické markery danych bunécnych
populaci. Bunénou slozku vrozené imunity tvofi zejména makrofagy, monocyty,
dendritické buiky a granulocyty (neutrofyly, eosinofyly, bazofyly). T a B lymfocyty jsou
pak predstaviteli imunity adaptivni. VSechny imunitni buriky spolu velmi intenzivné
spolupracuji za vzniku velmi slozité komunikacni sité pro zajisténi maximalni mozné
obrany proti Skodlivym latkam a dalsim antigenim (Abbas et al., 2012; Murphy et al.,
2017).



2.2 Charakteristika vybranych zastupctu bunécné imunity

2.2.1 Makrofagy a monocyty

Makrofagy a monocyty jsou zakladni soucasti vrozené Casti imunitniho systému.
Morfologicky makrofagy patii k nejvétsim leukocytim (Obr. 1). Jejich Zivotnost se
pohybuje v rozmezi meésicti az let (van Wilgenburg et al., 2013). Velikost priméru buiiky
dosahuje i okolo 20 pm. Jadro je vétsSinou ledvinovité, az ovalné, excetricky ulozené.
Muzou byt pozorovana 1 nebo 2 jadérka. Celkovy fenotyp, a tedy i morfologie, velmi
zavisi na mikromilieu. Makrofagy jsou totiz extrémné dynamické a proménlivé bunky
s rozsahlou lokalni heterogenitou (Gordon, 2007). Monocyty jsou ovalné buinky obdobné
velikosti jako makrofagy s viditelnymi azurofilnimi granuly v cytosolu a lalonatym
jadrem ledvinovitého tvaru. Zralé monocyty se vSak velmi tézce odlisuji od svych
prekurzora (Goasguen et al., 2009).

Vyvoj makrofagi probiha ve 3 Casoveé i prostorové piekryvajicich se vinach produkce,
kdy rtzné tkanove specifické podminky jsou pfi¢inou znacné funkcni rtznorodosti
makrofagu (Tab. 1). Jejich tvorba zacina jiz v embryonalnim obdobi a jedna se o jednu
z prvnich linii krevnich buné€k, objevujicich se béhem hematopoézy (Davies et al., 2013).
Prvni vlna, probihajici ve shlucich bunék (oznaCovany jako krevni ostrovy) v nitru
extraembryonalniho Zloutkového vaku, generuje unipotentni progenitory makrofagu
spolu s bipotentnimi progenitory erytrocyti a megakaryocyta (Tober et al., 2006). Tyto
progenitory zlstavaji v ostravcich, az do rozvoje krevniho obéhu embrya. Poté jim
zacnou cirkulovat, soucasné pokracuji v proliferaci a kolonizuji vyvijejici se mozek
embrya. Tyto progenitory, identifikované jako c—Kit™ (receptor tyrosine kinase), CD45",

CX3CR1* (CX3C motif chemokine receptor 1), davaji vzniknout budoucim mikrogliim

Obr. 1: Makrofag, a) schématicky (pfevzato z BioLegend. https://www.biolegend.com/), b)
svételna mikroskopie (pfevzato z Gosens et al., 2015), c) transmisni elektronova
mikroskopie (prevzato z Dedonder ef al., 2012).



https://www.biolegend.com/

(Hoeffel et al., 2015). Pro jejich vyvoj je rovnéz dulezita signalizace TGF—3
(transforming growth factor B), kdy u mysiho modelu s deficitem TGF-J nebyly
mikroglie detekovany (Butovsky et al., 2014). Druha vlna produkce makrofagh vychazi
z multipotentnich erytro—myeloidnich progenitorovych bunék (EMP) odvozenych od
homogenniho endotelu vaskulatury zloutkového vaku. Jde o vysoce proliferativni
progenitorové buiikky expandujici ve zloutkovém vacku. Nicméné po rozvoji
embryonalniho krevniho fecisté osidluji vyvijejici se fetalni jatra a dals$i embryonalni
tkané. Tato skuteCnost byla opét prokazana na mysim modelu, kdy v disledku deficitu
krevniho obéhu embrya byly EMP zadrzovany ve zloutkovém vaku (Ginhoux et al., 2010;
Frame et al., 2014). EMP ve fetalnich jatrech produkuji prvni denukleované erytrocyty,
bipotentni granulocyto/makrofagové progenitory a mastocyty, avsak pouze kratkodobé
(Bertrand et al., 2005). Vyvojové dualezité molekuly na povrchu EMP, slouzici zaroven
jako bunécné markery, jsou c—Kit, CD41 a CD16/32. EMP jsou také CD93". Druhé vlna
tedy produkuje vétSinu tkanové rezidentnich makrofagi (Tab. 1). Treti vlna vznika

z homogenniho endotelu v oblasti aorta—gonada—mezonefros (tzv. AGM oblast)

Tab. 1: Typy makrofagt s jejich tkanovou lokalizaci.

Tkanove specifické rezidualni makrofagy

nazev

tkan

alveolarni makrofagy

plicni alveoli

makrofagy cervené pulpy

Cervend pulpa sleziny

makrofdgy margindlni zony

marginalni zona sleziny (rozhrani cervené a bilé

pulpy)
] slezina (pfiléhajici k bilé pulpé a okrajovému
metalofilni akrofagy .
sinusu)
Kupfferovy buriky jatra, jaterni sinusoidy
mikroglie mozek, cns
peritonealni makrofagy peritoneum
Langerhansovy bunky epidermis

makrofagy intestindlni lamina propria

velka a mald intestinalni lamina propria

muskularni makrofagy

muskularni vrstva inestina

osteoklasty kost
makrofdgy subkapsularniho sinu lymfatickd uzlina
cardiotické makrofagy srdce
histiocyty pojiva




s obsahem hematopoetickych kmenovych bunék (HSC), které tedy maji spolu s EMP
stejny puvod. HSC se v dusledku odlisného vyvoje vSak objevuji ve shlucich
v endotelialni vystelce s naslednou migraci do vyvijejicich se jater plodu. Zde dochazi
k masivni proliferaci a stfetu s druhou vlnou vyvoje, tj. jatra plodu jsou inokulovana EMP
ze Zloutkového vaku a HSC z AGM. Poté dochazi k opétovné migraci a nasledné
kolonizaci kostni dfen€, kde vytvaii zasobu pro vznik vSech linii krevnich bunék po cely
zivot (Coskun et al., 2014). Z hlediska vzniku makrofagu je dulezité, ze tato tieti vina
zahrnuje mezistupen ve formé monocyti. Hematopoéza v jatrech se tak presouva do
kostni dfené. V krvi cirkulujici monocyty jsou schopny v ptipadé potfeby vycestovat do
tkani a pod vlivem GM-CSF (colony stimulating factor granulocyte/macrophage) a M—
CSF (colony stimulating factor macrophage) se diferencovat a stavaji se tak hlavnim
zdrojem nov€ dodavanych tkanové rezidentnich makrofagi. Obecné nejdulezitéjsim
regulatorem vyvoje vSech makrofaga je CSF1 (colony stimulating factor 1), pro néhoz
makrofagové  progenitorové  builky  exprimuji  pfislusSny  tyrosinkinasovy
transmembranovy receptor (CSF1-R) (Lavin et al., 2015).

Funk¢né makrofagy odpovidaji predevSim za pohlcovani a zpracovani cizich,
nefunk¢énich nebo mrtvych bunék ¢i korpuskuli procesem fagocytozy a jejich naslednym
rozkladem. Nicméné patfi 1 k u€innym antigen prezentujicim buikam, podili se na
hemopoéze, hemostaze a regulaci zanétu. Makrofagy velmi ochotné méni svou genovou
expresi v reakci na riizné podnéty. Tato plasticita transkripcnich profilt vytvari vysokou
specifitu pro danou tkan na zaklad¢ které, rozliSujeme rizné typy makrofaga (Plowden et
al., 2004).

Makrofagy se pii zanétlivé reakci vyviji z v krvi cirkulujicich monocytt, které v dané
situaci vycestovavaji z krevnich kapilar do tkani. Monocyty maji na rozdil od makrofagt
kratkou dobu preziti a denodenné podléhaji apoptoze. Pii zanétu je tento proces potlacen,
monocyty prezivaji a davaji vzniknout tkanové rezidentnim makrofagim (Ziegler-
Heitbrock, 2000). Makrofagy na svém bunécném povrchu exprimuji fadu receptort pro
ligandy zprostfedkovavajici poplasné signaly nebezpeCi. Funk¢ni fenotypy makrofaga
muzeme rozdé€lit na klasicky (M1) a alternativné (M2) aktivované (Italiani, P., &
Boraschi, 2014). M1 jako prozanétlivé makrofagy vyvojoveé vznikaji v pfitomnosti GM—
CSF a aktivuji se na zaklad¢ stimulu PRR (patern recognition receptors) vhodnymi
ligandy. Témi mohou byt napt. bakterialni LPS (lipopolysacharid), nékteré cytokiny, kde
ma majoritni vyznam INF—y (interferon y) (Banerjee et al., 2013). Dochazi tak k aktivaci

signalnich drah na bazi JAK/STAT (Janus kinases/signal transducer and aktivator of



transcription parthway), které ovliviiuji genovou expresi buiiky. M1 jsou pak
charakteristické produkci prozanétlivych cytokini (TNF—a, IL-1f, IL-6, [L-12 a IL-23),
chemokini (CCLS5, CCL8, CXCL2 a CXCL4) a NO prostiednictvim exprese iNOS
(indukovana NOsynthasa). Sméfuji tak imunitni systém k Th1 odpovédi. Vykazuji také
zvySenou schopnost prezentovat antigen T lymfocytim a aktivovat je diky zvySené
expresi MHC II (major histocombatibility complex II) a CD80/86 (Nazimek a Bryniarski,
2012). Makrofagy typu M2 jsou naopak protizanétlivé. Jejich aktivace je vyvolana
predevsim IL—4 (interleukin 4) a IL-13, produkovanych Th2 lymfocyty, zirnymi buiikami
a bazofily (Stein et al., 1992). Tento typ aktivace, oznaCovany jako M2a, je v ptfipadé M2
makrofagli dominantni. IL—4 se s vysokou afinitou vaze na membranovy komplex
tvoreny IL-4Ra (interleukin 4 receptor a) a IL-2Ry. S nizsi afinitou pak na heterodimerni
komplex IL4Ro/IL-13Ral. IL-13 se s nizkou afinitou vaze na monomerni IL-13Ral,
s vysokou afinitou pak na IL-13Ra2 a komplex IL-4Ro/IL-13Ral. Vlivem pusobeni
obou interleukini dochazi v konecném dusledku ke snizeni produkce prozanétlivych
mediatora (TNFa, IFNy, IL-1B, IL-6, IL-8, produkce ROS a dalsi.), zvySeni exprese
fibronektinu 1 (podpora fibrogeneze) ¢i IGF-1 (inzulin like growth factor 1) dilezitého
v signalizaci pro reparaci tkani (Gratchev et al., 2001). Vyznamny je i experimentalné
potvrzeny fakt, kdy M2a buriky neexprimuji iNOS, ale arginasu 1. Tomu odpovida
snizena produkce NO souvisejici se snizenou mikrobicidni schopnosti a naopak zvysena
produkce polyamint a prolinu spojena s tvorbou kolagenu, ristem bunék a obnovou tkani
(Scotton et al., 2005). Dal§im typem aktivace M2 je M2b. Takto aktivované makrofagy
jsou stimulovany IL—1P nebo LPS skrze receptory TLR4 (toll like receptor 4) a IL-1R.
Aktivace muze byt vyvolana i imunitnimi komplexy opsonizovanymi IgG
(imunoglobulin G), jejichz Fc (fragment crystallizable) ¢ast je rozpoznatelna FcyR (Fc y
receptor) (Bowie & O'Neill, 2000). M2b se vyznacuji intenzivni produkci IL-10 a
sméfovani k Th2 typu imunitni odpovédi. Produkuji vsak také TNFa, IL-6 ¢i IL-1pB, coz
naznacuje, ze se nejedna o rize antiinflamatorni butiky (Mantovani et al., 2004).
Poslednim typem aktivovanych M2 je M2c. Tyto makrofagy jsou aktivovany predevsim
IL-10, TGF-B nebo glukokortikoidy. Opét je spolecnym znakem pro tyto buriky
downregulace prozanétlivych cytokind. IL—10 mimo jiné zasadn€ ovliviiuje dobu trvani
a intenzitu imunitni zanétlivé reakce. Navozuje snizeni exprese MHC 11, a tedy snizenou
prezentaci antigenu. Glukokortikoidy, uvoliované tkanémi jako odpoveéd’ na rtzné

stresové stimuly, jsou rozpoznavany prisluSnym receptorem az v jadre, kdy u M2c tato



signalizace siln€ potlacuje produkci prozanétlivych mediatorti (Bogdan et al., 1992). U
vSech typt M2 ma v signalizaci zasadni postaveni draha PI3K/Akt (phosphatidylinositol-
3-kinase/proteinkinase B parthway). Aktivované PRR aktivuji PI3K, ktera fosforyluje
PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate) na PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5—
trisphosphate) v membrané. K PIP3 se nasledné napojuje Akt, ktera je prostfednictvim
rekrutace a aktivace mTORC2 (mammalian target of rapamycin complex 2) aktivovana.
Muze pak fosforylovat a tim inaktivovat TSC1/2 (tuberous sclerosis protein 1/2), coz
vede k aktivaci mTORC1 (Covarrubias et al., 2015). Ten pak funguje jako energeticky
senzor a regulator syntézy proteint véetné cytokint (Vergadi et al., 2017).

Fagocytoza je definovana jako piijem &astic vétsich nez 5 um. Castetné se prekryva
s pfijmem naopak mensich solubilnich latek endocytozou. Existuji rizné varianty
fagocytozy jako je efferocytoza (vychytavani apoptickych bunék), nekroptoza, pyroptdza
(oba tyto ptipady se lisi svou zavislosti na enzymech kaspasy, kdy nekroptoza je na nich
nezavisla) (Gordon, 2016). Mezi tzv. profesionalni fagocyty, tedy bunky, které vyuzivaji
fagocytozu jako jednu ze svych hlavnich Zzivotnich roli, patfi kromé makrofagh i
neutrofily, monocyty a eozinofily. Nicméné schopnost fagocytovat maji i ostatni
imunocyty. Smrt buiky fagocytozou, oznaCovana jako fagoptéza, je jednou
z nejdulezitejsich obrannych imunitnich mechanisma (Brown, 1995).

Cely proces je fagocytujici butikou velmi striktné regulovan (Brown et al., 2015).
Zacina heterofagii bunky ¢i vétsi Castice. K tomu jsou potiebné receptory v membrané
fagocytu (typicky CD206, Fcy3a, CD36, MARCO, ...) rozpoznavajici své pfislusné
ligandy exprimované na povrchu buriky ur¢ené k zaniku. Chemicka struktura receptoru i
ligandi je znaCné rozmanita. VétSinou jde o proteiny, ale jsou zde zahrnuty i
glykokonjugaty ¢i komplexni lipidy (Flannagan et al., 2012). Patogeny si vSak vyviji fadu
strategii, jak se rozpoznani fagocytem vyhnout. Jednim z nejvyuzivanéjSich mechanisma
je exprese ligandu pro inhibi¢ni receptor, ktery fagocytozu zastavi (napt. CD31). DalSim
muize byt vazba sérovych proteini na ligand, ¢imz si patogen vytvafi §tit proti rozpoznani
(Flannagan et al., 2010). Klinicky problém mohou predstavovat nanocastice a chirurgické
implantaty, které mohou byt vyhodnoceny jako cizorody material a v reakci na jeho
pfitomnost se muze rozvinout zanét. Napt. Castice titanu jsou CasteCné€ rozpoznatelné
receptorem MARCO (Macrophage receptor with collagenous structure) (Arredouani et
al., 2005). Receptory se li§i nejen chemicky a typem rozpoznavaného ligandu, ale i
mechanismem signalizace, ktery spousti. Signaliza¢ni kaskady vSak obecné vedou ke

shlukovani receptort za tvorby raftd. V membrané se prechodné lokalné€ zvysuje syntéza
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PI(3,4)P2 (ptitomného v ramenu pseudopodia), ktery je dale fosforylovan na PI(3, 4, 5)P3
a dostava se na dno fagocytarniho pohéarku, aby mohl byt nakonec defosforylovan na
PI(4,5)P2 (Covarrubias et al., 2015). Rada receptorti obsahuje v cytosolické &asti motiv
ITAM (immunoreceptor tyrosine—based activation motif), ktery po fosforylaci aktivuje
kinasu Src spoustici kaskadu vedouci k aktivaci GTPas z rodiny Rho (Johnson et al.,
1995). Ty stépi GTP v aktinu, coz je nezbytné pro zahajeni jeho polymerizace a tvorby
lamellipodia, jez objima pohlcovanou ¢astici. Nakonec dochazi k fuzi membrany obou
ramen lamellipodia za tvorby fagozomu (Flannagan et al., 2010). Ten se postupné meni
v silné mikrobicidni organelu. V membrané fagozomu je pfitomen protein Rab 5 (Ras-
associated binding protein 5), ktery spolu se SNARE proteiny (SNAP receptor) iniciuje
fuzi s rannym endozomem (Duclos et al., 200). Tim fagozom podléha znacné acidifikaci
a obohacuje se o endozomalni hydrolytické enzymy. Fagozom je také pfes membranovy
protein RILP (Rab-interacting lysosomal protein), na ktery se vaze molekularni motor
dynein, asociovan s mikrotubuly pro intracelularni pohyb (Johansson et al, 2007).
Pozdéji, splyvanim s pozdnimi endozomy, fagozom opét meni svou proteinovou vybavu,
kdy se v jeho membran¢ koncentruje v—ATPasa (vacuolar—type ATPase) a protein Rab7,
dulezity pro nasledné spojeni s lysozomy. Ranny fagozom tak prechazi v pozdni fagozom
a nakonec po spojeni s lysozomem ve fagolysozom. Teprve fagolysozom je koneCna
mikrobicidni organela s plnym enzymatickym vybavenim pro degradaci pohlcené Castice
(Flannagan et al., 2010). Dochazi také k vyrazné produkci ROS (reactive oxygen species)
a RNS (reactive nitrogen species) diky aktivaci membranové NADPH-oxidasy. Tyto
latky s vysokym oxida¢nim ucinkem napomahaji pii rozkladu obsahu fagolysozomu, ale
i rozvoji zanétu. Vyrazna acidita (pH 4-5) uvniti fagolysozomu diky pumpovani protont
prostfednictvim v—ATPasy je zasadni pro aktivaci kyselych hydrolytickych enzymi. Ty
maji za ukol rozlozit vstfebany obsah, ktery je nasledné burikou vyuzit (Flannagan et al.,

2010).

2.2.2 Eozinofilni granulocyty

Eozinofily (Obr. 2) jsou jednim ze zakladnich typi bunek vrozené c¢asti imunitniho
systému. Jako prvni je v roce 1879 popsal P. Ehrlich, ktery zjistil, ze se barvi acidofilnimi
barvivy (Gleich & Loegering, 1984). Vytvaii asi 1-3 % leukocytq, jejich Zivotnost se
pohybuje okolo 10 hodin v krevnim fecisti a 8—12 dni v tkanich. Jde o zaoblené buiky
s prumérem asi 15 pm (McBrien & Menzies-Gow, 2017; Rothenberg & Hogan, 2005).

Velmi charakteristické je jadro, které je segmentovano ve 2 laloky spojené tenkym



Obr. 2: Eosinofilni granulocyt, a) schématicky (pfevzato z Wikiversity. https://en.wikiversity.org/),
b) svételné mikroskopie (pfevzato z Cellavision. https://www.cellavision.com/), c)
transmisni elektronova mikroskopie (pfevzato z Dartmouth. https://home.dartmouth.edu/).

mustkem (Obr. 2). Tato jaderna morfologie je v§ak zavisla na druhu organismu. Dal§im
charakteristickym znakem a ustfednim prvkem funkc¢nich reakci eosinofila je pritomnost
acidofilnich granul v cytoplazmé. Granula mohou byt ve skupinach po 1040, kdy pak
jsou mikroskopicky pozorovatelné jako kulovité vacky (Kay, 2015; Rothenberg &
Hogan, 2005).

Eosinofilni leukocyty jsou produkovany z multipotentnich hematopoetickych
krevnich bunék v kostni dfeni. V eozinofilni vyvojové linii je zapojena fada
transkripCnich faktord a mediatort. V ranych fazich vyvoje ma zasadni vyznam faktor
PU.1, kdy uroven velikosti jeho exprese urCuje, zda se buiika vyda myeloidni nebo
lymfoidni vyvojovou vétvi (McNagny & Graf, 2002). Synergicky s PU.1 v eosinofilnim
vyvoji pusobi i GATA-1 (GATA-binding factor 1), ackoliv obvykle je povazovan za
jeho antagonistu (Du et al., 2002). Z cytokinovych mediatort je zasadni kombinace IL—
3, GM-CSF a IL-5. Prave IL-5 je vibec nejspecifictéjsi pro eozinofilni vyvojovou linii
(Collins et al., 1995). Eozinofily se diferencuji ze spole¢ného prekurzoru granulocytd a
makrofagt (CD347, c—kit", Scan—1-, Lin), znéZz se vyviji prvni charakteristicky
eozinofilni progenitor, identifikovan jako IL-5Ra*, Singlec—F*, Pir A/B* (paired
immunoglobulin-like receptor A/B). DalSim vyvojem dochazi k expresi eotaxinového
receptoru CCR3 (C—C motif chemokine receptor 3) (CD193) a pod vlivem IL-5
uvolfiovani zralych eozinofilnich bunék do krevniho obéhu. Ty jiz postradaji schopnost
vstoupit do bunécného cyklu, a nemohou se proto mnozit (Geering et al., 2013;
Willebrand & Voehringer, 2017).

Funk¢né jsou eozinofily odpovédné za boj proti mnohobunéénym parazitim a
spolufidi mechanismy spojené s alergiemi (Sanderson, 1992). Obsahuji 2 typy granuli.
Primarni, azurofilni granula, spoleCna vSem granulocytim, ktera obsahuji fadu

rozkladnych enzymu jako kyselé hydrolasy, myeloperoxidasu, elastasu, fosfolipazu A2 a
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dalsi. V zasadé se jedna o lysozomy s hydrolytickou aktivitou (Muniz et al., 2014). Vedle
nich jsou v cytoplazmé dominantné zastoupena tzv. sekundarni, specificka, krystaloidni
granula. Strukturné jde o membranové utvary s krystaloidnim jadrem obklopenym
matrici. Sekundarni granula jsou charakteristicka zasobou piedem vytvoienych
kationtovych proteini. Mezi jejich hlavni zastupce patii ECP (eozinophilic cationic
protein), MBP 1 + 2 (major basic protein), EPO (eozinophilic peroxidase) a fada dalSich
chemokint, cytokint ¢i rustovych faktorti (Acharya & Ackerman, 2012).

ECP, také znamy jako RNasa—3, ma vyraznou antibakterialni a antiparazitalni aktivitu,
kdy cilem pusobeni je tvorba port, jak v bunééné stén€, tak v plasmatické membrané, a
je proto ucinny proti gram* i gram™ bakteriim (Rosenberg, 1995). S RNasovou aktivitou
je pak spojena antivirova a neurotoxicka funkce (Domachowske et al., 1998). Ma vsak i
fadu necytotoxickych aktivit jako je suprese odpovédi T lymfocytt, degranulace zirnych
bunék a dalsi (Venge et al., 1999). EPO vyuziva H>O», vznikly z ROS pfi oxida¢nim
vzplanuti eozinofill, jako substrat pro tvorbu latek s vysokymi oxidacnimi ucinky (napf.
HOSCN) (Wang et al., 2006). MBP je bazickym proteinem s fadou toxickych funkci.
Vyvolava deskvamaci epitelialnich bunék dychacich cest, ale také aktivuje neutrofily ¢i
bazofily. Pfedpoklada se, ze svym vysokym kladnym nabojem narusuje fosfolipidovou
dvojvrstvu bunécného povrchu, ¢imz zvySuje jeji permeabilitu (Wasmoen et al., 1988;
Acharya & Ackerman, 2012). Na rozdil od ECP a EPO, kter¢ jsou lokalizovany v matrici
granule je MBP umistén pfimo v krystaloidnim granularnim jadie (Moy et al., 1990).
Uvolnovani téchto granulovych proteini mize nastat tfemi zplusoby. Zakladnim je
exocytoza, pti niz granula splyvaji s plazmatickou membranou a je tak mobilizovan jejich
veskery obsah (Muniz et al., 2012). NejcCast&jsi je vSak regulovana sekrece zahrnujici
intracelularni signalizaci a transport proteinu v sekre¢nich vaccich, kdy tato cesta pfinasi
moznost selektivniho uvolfiovani konkrétnich proteinti. Po pfijeti signalu se dany protein
uvolni z granula v kulaté ¢i tubularni vezikule. Tubularni vezikuly jsou diky tendenci se
kroutit se do obrouckovité morfologie nazyvany jako ,,eosinofilni sombrero vacky* (Melo
et al., 2008). Treti, nejméné prozkoumanou moznosti je cytolyza eozinofilt, kdy se
granula dostanou do extracelularniho prostfedi po rozpadu buiiky a jsou po urc¢itou dobu
schopné samostatné existence, dokonce s moznosti pfijimani signalt (Muniz et al., 2012).
Eosinofil tak ovliviiuje imunitni reakci i po svém zaniku. Vyznam zde ma signalizace
IFNy a eotaxinem, pro né€z jsou v membrané eosinofilnich specifickych granuli zanofeny

receptory IFNyYR a CCR3. Po stimulaci téchto receptort ligandy dochazi rovnéz
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k uvolnéni granularniho obsahu, coz napomahd udrzovat zanétlivou reakci. Detailni

mechanismus vsak zatim presné objasnén neni (Neves & Weller, 2009).
2.2.3 Neutrofilni granulocyty

Neutrofilni granulocty (Obr. 3) jsou nejhojnéjsi cirkulujici leukocytarni populaci v krvi.
Jsou povazovany za kratce zijici buiiky s polo¢asem v obéhu asi 8-20 hodin (El Kebir er
al., 2013). Morfologicky se jedna o témér kulovité buiiky s pramérem 10—15pum
(Prinyakupt et al., 2015). Tvarové jsou vSak znatné proménlivé, zejména pii jejich
prestupu do tkani pres endotelovou cévni bariéru, kdy se bunka roztahne s expanzi
membrany a vali se po sténé cévy (Takashima & Yao, 2015). Cytoplazma je mirné
acidofilni s vyraznym zastoupenim fialové se barvicich granuli. Neutrofil jako hlavni
zastupce granulocyti ma typicky segmentované jadro. PoCet segmentt je v pruméru 3,
muze jich vSak byt i 5 a vice (Obr. 3). Mnozstvi segmentl narusta se stafim neutrofilu
(Oakes et al., 2009).

Neutrofily obsahuji 4 typy granuli. Primarni, azurofilni granula jsou ulozi§tém
nejtoxictéjSich latek jako myeloperoxidasa, katepsiny, defensiny Ci elastasa. Jejich
degranulace ma zasadni toxicky ucinek nejen na pfitomné patogeny, ale i na okolni vlastni
tkan, coz muze byt stav patologicky, ale i zadany. Napf. elastasa je schopna naruSovat
elastin extracelularni matrix a usnadnovat tak neutrofilim prachod tkani (Héger et al.,
2010). Sekundarni granula obsahuji metaloproteasy, laktoferin nebo iNOS (Borregaard
et al., 1993). Tercialni granula s extracelularni degranulaci obsahuji zejména kationtové
antimikrobialni peptidy, ale také lysozym, lactoferin a jiné. Svym kladnym nabojem
interaguji s negativné nabitymi slozkami membrany ¢i bunécné stény patogentl, coz vede

k tvorb€ pora nebo naruseni signalnich drah uvniti mikroba. Patii mezi né o—defensiny ¢i
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Obr. 3. Neutrofilni  granulocyt, a) schématicky (pfevzato z  Wikiversity,
https://en.wikiversity.org/), b) svételna mikroskopie (pfevzato z Cellavision,
https://www.cellavision.com/), c) transmisni elektronova mikroskopie (pfevzato
z Veterian Key, https://veteriankey.com/).
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katelicidiny (nejznamé&jsi LL-37) (Choi et al., 2012). Sekrecni granula jsou typické vacky
obsahujici predev§sim molekuly vystavované na bunécném povrchu (Kjeldsen et al.,
1994).

Neutrofily jsou produkovany z hematopoetickych kmenovych bunék kostni diené,
které exprimuji CD117 (c—Kit) a chemokinovy receptor CXCR4 (C—X-C chemokine
receptor type 4) pro CXCL12 (chemokine C—X-C motif ligand 12). CXCR4 postupné
mizi, naopak narasta exprese receptoru CXCR2 pro chemokiny CXCL1, 2, 3,5 6 a 8,
které mobilizuji myeloidni buriky k vystupu z kostni diené¢ (Hopman & Dipersio, 2014;
Nauseef & Borregaard, 2014). Vyznamnym regulatorem distribuce neutrofili jsou
dendritické bunky. Ty fidi produkci G—CSF a chemokini CXCL1, CCL2 a CXCL10
nutnych pro kone¢nou diferenciaci neutrofili. Pro starnouci cirkulujici neutrofil je
charakteristickd downregulace exprese CD62L a upregulace exprese CXCR4 a CD11b
spolu s jadernou hypersegmentaci (Nauseef & Borregaard, 2014; Schwartz et al., 2009).

Aktivace neutrofili zahrnuje fadu kroku. Jde o jedny z prvnich bunék rekrutovanych
do akutnich zanétlivych mist. V reakci na invazi patogent mistni rezidualni makrofagy
vylucuji TNF (tumor necrosis factor), IL-10 a dalsi cytokiny, jimiz aktivuji endotelialni
buriky. Ty exprimuji na svém povrchu adhezni molekuly ICAM-1 vazajici neutrofilové
integriny (jako je integrin B2) a fukosylované ligandy pro P, L a E selektiny neutrofilu
(Allingham et al., 2007; Nauseef & Borregaard, 2014). Tim se zahajuje proces diapedézy.
Cirkuluyjici neutrofil se vazbou selektint a integrinti na endotelialni ligandy zpomaluje a
zaCina se rolovat po endotelu az do bodu, kdy je schopen pfes n¢j projit do tkan€, coz se
déje v misté kontaktu 3 a vice endotelovych buné€k, popft. transcelularni cestou (Abram &
Lowell, 2009).

Proces emigrace neutrofilu ze systémového ob&hu do infikované tkané meéni jeho
funk¢ni stav. Zvysuje se aktivita NADPH—oxidasy a produkce prozanétlivych cytokint
jako IL-8 (Mayadas et al., 2014). Samotna aktivace neutrofili se v klasickém modelu
déje na zaklade rozpoznani PAMP ¢i DAMP signall prislusnymi receptory. Primarnimi
receptory jsou mimo jiné PRR lektinové receptory typu C jako je dectin—1, TREM-1
(triggering receptor expressed on myeloid cells 1) nebo FcyR pro Fc cast opsonint
(Kennedy et al., 2007). K likvidaci patogenti neutrofily vyuzivaji 3 zakladni mechanismy.
Prvnim je fagocytoza antigenu po rozpoznani skrze receptory. Vytvoreny fagozom se od
typické fagocytozy odlisuje neutralnim pH (Jankowski et al., 2002). To je dulezité pro
sestaveni NADPH oxidasy, jejiz podjednotky jsou pfedem pfipraveny v membranach

cytosolovych vackl. Splyvanim membran se podjednotky p47phox, p67phox a p40phox
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napoji na membranovy NOX2 (NADPH-oxidase 2), gp22phox a RAC2 (Ras-related C3
botulinum toxin substrate 2). NADPH—-oxidasa se tak stava aktivni a produkuje ROS,
které jsou diky svym mohutnym oxida¢nim uCinkiim zasadni mikrobicidni reaktanty
(Kuijpers & Lutter, 2012). Druhym obranym mechanismem je degranulace v cytoplazmé
ptritomnych granuli. Sama fagocytoza s naslednou tvorbou fagozomu neni zcela dokonaly
proces a pii fuzi vacki muzou primarni i sekundarni granula fizovat se vznikajicim
fagozomem, ktery se jesté neuzaviel a neoddélil od cytoplazmatické membrany. Muze
pak dochazet k rozsahlému poskozeni tkani z divodu uvolnéni granularnich agresivnich
latek (Faurschou & Borregaard, 2003). V pravém slova smyslu je vSak degranulace cilené
splyvani granuli s plazmatickou membranou neutrofilu a uvolnéni jejich obsahu do
extracelularniho prostfedi. Degranulacni proces vyzaduje piisun energie v podobé ATP,
GTP a lokalni zvySeni Ca**. Podili se na ném fada proteinii jako src tyrosinkinasy nebo
GTPasy souvisejici s Ras proteiny. Dochazi k cilené remodelaci cytoskeletu pro
umoznéni splyvani membran (Lacy, 2006). Poslednim mechanismem toxického ptisobeni
neutrofila je tvorba NETSs (neutrophil extracellular traps). Neutrofil pfi tomto procesu do
extracelularniho prostoru vytlacuje sit’ tvofenou dekondenzovanym chromatinem, v niz
jsou zachyceny enzymy a mikrobicidni latky z granuli (Mayadas et al., 2014). Podminkou
k tvorbé takovych siti je deaminace histontu prostiednictvim PAD4 (protein arginine
deiminase 4) a tvorba porta v membrane (Wang et al., 2009). NET pak predstavuje, jak
mechanickou bariérni past, tak toxické prostfedi s vysokou lokalni koncentraci
mikrobicidnich latek. Ma se za to, Ze proces je aktivovan pasobenim ROS ¢i v dusledku
signalizace zpusobené pritomnosti vysoké hladiny patogenti. Neutrofil v§ak tvorbou

NETs ztraci chromatin a hyne (Mayadas et al., 2014).

2.2.4 Vrozené lymfoidni bunky 2. typu a 3. typu

Vrozené lymfoidni buiiky (ILC) jsou skupinou bunék funkéné se fadicich do vrozené casti
imunitniho systému. Jde o urCitou formu analogie T lymfocytt, nebot’ ILC jsou odvozeny
od spole¢ného lymfoidniho progenitoru, ale postradaji TCR (T—cell receptor) diky
nedostatecné aktivaci genu RAG (Spits & Cupedo, 2012). Zaroveti ILC bunky vyuzivaji
transkripni a efektorové programy podobné programum, které vyuzivaji Th lymfocyty.
Hlavni funkci téchto bun€k je produkce cytokini modulujicich ostatni buriky jak
vrozeného, tak adaptivniho imunitniho systému. ILC1 produkci INFy, perforini a
granzind, tvori paralelu k Th1. ILC2 produkuji IL-4, IL-5, IL-9 a IL-13, ¢imz odpovidaji
Th2 a ILC3 produkci IL-22 a IL-17 pak Th17. Mezi ILC se tadi 1 NK (natural killers)
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buriky, které byly ptivodn€ povazovany za predstavitele lymfoidni linie ve vrozené
imunité a LTi (lymphoid tissue inducer cells), o kterych se uvazuje jako o mozné
subpopulaci ILC3 (Shi et al., 2021).

Vyvoj ILC2 wvychazi ze spole€ného lymfoidniho progenitoru vznikajiciho
z hematopoetické krevni buriky a zavisi na transkripcnich faktorech GATA3 RORa, 1d2
a NFIL3. Jejich vlivem vznika progenitorova buiika ILC2 (ILC2p), ktera se nachazi
v kostni dfeni a je charakteristicka Lin", Scal™, GATA3M, CD90*, IL7R*, ID2* a IL2rg*.
Zrani ILC2p pak zavisi na TCF-7 (T—cell factor), ICAMI1 (intercellular adhesion
molecule 1), IL17RB a [L2Ra. Pod vlivem IL-33, ktery aktivuje NF«xB (nuclear factor
«B) drahu dochazi k migraci ILC2p z kostni diené a kone¢né maturaci ptisobenim IL—7
a IL-2 (Walker & McKenzie, 2013; Herbert et al., 2019). ILC 3 Ize odvodit od fetalnich
jaternich progenitort Lin", IL-7Ra*, Flt3", y4B7*. Tyto buriky dal§im vyvojem postupné
upregulovaly expresi Id2, CXCR6 a RORyt. Pravé RORyt je pro linii ILC3 zasadnim
markerem a nepostradatelnym vyvojovym faktorem (Cherrier et al., 2012). ILC3 jsou i
mezidruhové heterogenni skupinou bunek, kdy u mysi byly identifikovany 2 populace na
zaklad€ odlisné miry exprese CCR6 (Klose et al., 2013). CCR6™ ILC3 mohou byt dale
déleny dle exprese NKp46 (natural killer protein 46). U ¢loveka jsou téméf vSechny ILC3
CCR6" podle NKp46 1ze oddélit minimalné 2 subpopulace (Artis & Spits, 2015).

ILC2 predstavuji funkéni paralelu k Th2 lymfocytim produkci cytokint typu 2 a
napomahaji tak v boji proti extracelularnim parazitim (hlisti, ...) a alergenim. Aktivaci
ILC2 spousti IL-33 a IL-25. Naopak supresorové ucinky na ILC2 ma IL-27, IFN- a
INF—y. IL-25 je produkovan Tuft buiikami, pfitomnymi ve stfevnim epitelu. Aktivované
ILC2 spousti produkci IL-13 dopfednou smycku spojenou s expanzi Tuft bun¢k (von
Moltke et al, 2016). Zarovenn je skrze receptor IL—-4Ra vyvolana hyperplazie
poharkovych bunék (Mindt er al., 2016). Predpoklada se, ze IL-33 je produkovan
epitelovymi bunkami v dusledku jejich poskozeni helmity. Aktivované ILC2 podporuji
aktivaci a mnozeni dalSich imunocyti produkci pfislusnych cytokint. IL-5 stimuluje B
lymfocyty a napomaha spolu s IL-9 v aktivaci eozinofilti (Jackson—Jones, 2016). 1L-13
kromé navySeni produkce hlenu chemotakticky pfitahuje eozinofily a podporuje B
lymfocyty v produkci IgE. ILC2 exprimuji MHC II a tadi se proto k APC (Fort et al.,
2001; Zhu, 2015).

ILC3 podporuji vrozenou imunitu vi¢i virim, intracelularnim bakteriim a houbam.

To, ze funk¢né tvoti obdobu Th17 se projevuje predev§im produkci IL—17 (zejména pak
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IL-17A) a IL-22 (Artis & Spits, 2015). IL-17 je typickym prozanétlivym cytokinem,
ktery aktivuje fadu gent a stimuluje produkci chemokint, které atrahuji monocyty,
neutrofily a dalsi bunky do mista zanétu. IL-22 ptsobi napf. na epitelové bunky u nichz
iniciuje tvorbu antimikrobialnich latek ¢i se podili na jejich fukosylaci, coz mimo jiné
prispiva k rezistenci vici infekci S. Typhimurium (Goto et al., 2014). ILC3 mohou
interagovat s riznymi imunocyty, aby jejich prostfednictvim zabranily nadbyte¢nému
Sifeni komenzalnich bakterii. ILC3 navic exprimuji i MHCII, diky ¢emuz mohou
prezentovat antigeny. Chybi jim vSak kostimulacni molekuly k aktivaci T lymfocyt
(Artis & Spits, 2015). AvSak u ILC3, jez byly izolovany ze sleziny byla in vitro
pozorovana exprese 1 téchto kostimulacnich molekul, coz poukazuje na jejich tkafiovou

heterogenitu (von Burk ef al., 2014).

2.2.5 T lymfocyty

T lymfocyty (Obr. 4) jsou malé, kulovité (sférické) bunky s primérem 8—11 um podle
stupné zralosti. Predstavuji asi 20-30 % cirkulujicich leukocyti. Charakteristickym
znakem je velké kulovité jadro (Obr. 4). Doba zivota T lymfocytu se pohybuje v Sirokém
rozmezi 30—160 dnti (Macallan et al., 2017). Muze se vSak vyrazné lisit, nebot mnozstvi
T lymfocytd znacné kolisa v reakci na aktualni stav organismu a pfitomnost infek¢énich
agens. Pamétové T lymfocyty také odpovidaji za fenomén imunologické paméti, ktera
muize byt v zavislosti na typu onemocnéni i celozivotni. Jeji vytvoreni je hlavnim cilem
vakcinace (Macallan et al., 2017; Strokotov et al., 2009).

Lymfopoesa za¢ina hematopoetickou kmenovou burikou zloutkového vacku embrya.
Tyto CD34* butiky kolonizuji fetalni jatra, a nakonec i kostni deri, odkud probiha hlavni
vlna hematopoézy (Aberola—Ila et al., 1996; Tavian et al., 2001). Lymfoidni progenitor

-_—v 0 ——

Obr. 4: T lymfocyt, a) schématicky (pfevzato z Wikiversity, https://en.wikiversity.org/), b)
svételna mikroskopie (pfevzato z Cellavision, https://www.cellavision.com/), c)
transmisni  elektronova mikroskopie (pfevzato z Science Source Images,
https://www.sciencesource.com/).
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je charakterizovan expresi CD10, CD8, CD45Ra s downregulaci c—kit. Nasledujici
stadium progenitoru je CD34*lin", CD38*, CD45RA*, CD62L*. Takova progenitorova
bunka vstupuje do kiry thymu, ktery predstavuje organ kone¢né maturace T lymfocyti
(Kohn et al., 2012). Zde prochazi ¢tyfmi stadii postupné ménicimi expresi CD25 a CD44.
Stale vSak nema charakteristické markery CD4, CD8 ani TCR, proto se tato stadia
oznacuji DN (double negative). Prvni stadium (DN1) je CD44*, CD25", druhé (DN2)
CD44*, CD25%, tieti (DN3) CD44", CD25" a ctvrté (DN4) je CD44~, CD25™ (Godfrey et
al., 1993; Gounari et al., 2002). Stadia DN2-DN4 zacinaji exprimovat preTCR slozeny
z dosud nepteskupeného a fetézce a B fetézce, k jehoz rekombinaci jsou tfeba produkty
geni RAGI1 a RAG2 (Kalman ef al., 2004). Na bunéném povrchu se za¢ina objevovat i
CD3 koreceptorovy komplex, ktery je dilezity svou signalizaci pro zahajeni rekombinace
a fetézce, coz je spojeno az s 8—nasobnym délenim buiky (Germain, 2002). Asi 20 %
thymocyti neexprimuje klasicky TCR, ale a a B fetézce jsou nahrazeny y a § fetézcem
(Aberola—Ila et al., 1994). DN4 stadium pak prechdzi na DP (double pozitive) diky
syntéze CD4 1 CDS8. Tyto, tzv. DP thymocyty, interaguji s MHC molekulami epitelovych
bunék kary thymu. Jde o proces pozitivni selekce, kdy pokud DP thymcocyt interaguje
s MHC I molekoulou stava se CD8* T lymfocytem, naopak pokud dochazi k interakci
s MHC II molekoulou vznika CD4* T lymfocyt (Gounari et al., 2002; Germanin, 2002).
Pfi nizkém stupni afinity k epiteaAlnim MHC molekulam DP thymocyt apopticky hyne.
Pozitivné diferencované T lymfocyty se presouvaji do difené thymu, kde probiha proces
negativni selekce. Medularni epitelové buriky thymu vystavuji, diky pfitomnosti faktoru
AIRE (autoimmune regulator), vlastni antigeny, typické pro buiiky perifernich tkani. T
lymfocyty reagujici na tyto autoantigeny jsou odstrariovany apoptosou. Selektované T
lymfocyty jsou pak z thymu uvolfiovany a migruji do sekundarnich lymfatickych organt
jako zralé naivni T buriky (Anderson & Su, 2011; Germain, 2002).

Aktivace T lymfocytd zahrnuje nékolik krokd. T lymfocyt neni schopen rozpoznat
naivni antigen, ale pouze jeho peptidové §t€py prezentované na MHC molekulach antigen
prezentujicich bunék (APC). Prvnim signalem je rozpoznani antigenu na MHC pomoci
TCR. Vysoky rekombinac¢ni potencial jeho a a B fetézcu zajistuje specifi¢nost pro dany
antigen. Soucasti TCR je CD3. Jde o komplex dimernich membranovych proteind,
charakteristickych, na rozdil od a a B fetézc, mohutnymi intracelularnimi doménami,
prostfednictvim kterych dochazi k zesileni a prenosu signalu do buiiky (Abraham et al.,

2004). Nasleduyje stabilizacni vazba molekuly CD4 (v ptfipad¢ Th) na MHCII, ¢i CD8 (v
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ptipadé Tc) na MHCI, dle toho, o jaky typ bunék jde (Veillette et al., 1988). Poté je
zapotiebi 2. signal v podobé vazby CD28 Th lymfocytu na CD80 nebo CD86 APC. To
spousti mohutnou proliferaci T lymfocyttd schopnych reagovat na stejného patogena
(Pages et al., 1994). Aby byla moznost tento proces regulovat, pak 2. signal zaroven
spousti expresi CD152, kterda kompetuje s CD28 o vazbu na CD80/86, ¢imz dochazi
k tlumeni reakce (Gardner, 2014). Tc jsou méné¢ zavislé na CD28, ale vyzaduji signaly
z CD70 a CD137. Tyto interakce spousti expresi dalSich kostimulacnich molekul (ICOS,
OX42, ...) 1 jejich odpovidajicich ligandi na APC. Diky tomu jsou T lymfocyty
aktivovany jen v pfipad€, Ze vSechny tyto interakce probéhnou a nedochézi tak ke
zbytecné aktivaci. 3. signalem jsou instrukce ve formé cytokint produkovanych bunkami
v okoli zanétu. Cytokiny urcuji, jakym smérem konecného vyvoje se T lymfocyt vyda. U
Th vznikaji v reakci na IL-12 Thl, na IL-4 Th2 nebo na IL-6 a IL.-23 Th17 (Curtsinger,
J. M., & Mescher, 2010).

CD8* T lymfocyty (Tc, cytotoxické T lymfocyty) jsou schopny zabijet narusenou
buiku. CD8 je heterodimer slozeny z CD8a a CDS8p fetézce. Je schopen vazby na
konzervované misto MHCI, které jsou pfitomny na vSech jadernych bunkach. Jde o
dilezity imunitni dohled nad intracelularnimi patogeny i samotnymi burikami, protoze na
MHCI se vazou vSechny buiikou syntetizované proteiny jako jejich vystupni kontrola
(Zamoyska, 1998). V piipadé pozitivniho signalu Tc jako efektorové funkce vyuzivaji
produkci INFa a INFy, jez jsou schopné mimo jiné inhibovat proteosyntézu, a to i
okolnich bunék. Dal§im mechanismem je uvolilovani cytotoxickych granuli s obsahem
perforini a granzind. Perforiny vytvari v cilové membrané pory, kterymi granzyny
pronikaji do intracelularniho prostiedi a jako serinové proteasy Stépi bunécné proteiny
(Trapani, J. A., & Smyth, 2002). Také mohou vyuzit exprese FasL na povrchu
aktivovaného Tc, ktery se vaze na odpovidajici Fas (Groscurth & Filgueira, 1998).
Vsechny mechanismy v konecném dusledku vedou k aktivaci apoptosy ¢i destrukci
bunky.

CD4" T lymfocyty (Th, pomocné T lymfocyty) jsou primarné modulatory imunitnich
reakci skrze produkci cytokint. Th se pod vlivem riznych mediatort vyviji v dalsi typy.
IL-12 vede pfes svij receptor spojeny s faktory T—bet (T—box expressed in T cells) a
STATH4, na naivnich Th k diferenciaci subtypu Thl. Ty produkuji IL-2 a INFy, kdy timto
mechanismem napomahaji aktivovat ostatni imunitni buniky (Ylikoski et al., 2005). IL—4
a IL-2 vede k diferenciaci Th na Th2 pies klicové faktory STAT6 a GATAS.
Efektorovymi cytokiny téchto bunék jsou IL—4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 a [L-25. jejich
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prostfednictvim napomahaji v aktivaci napf. eozinofild, ale zejména sméruji B lymfocyty
k diferenciaci v plazmatické buriky se syntézou protilatek (Jia & Wu, 2014). Diky
rozdilné struktufe nékterych povrchovych glykant jsou Th2 méné nachylné vuci
nékterym induktorim apoptosy nez Th1 (Maverakis et al., 2015). Pod vlivem TGF-f3, IL—
6, IL-21 a IL-23 se signalnimi drahami spojenymi s STAT3, RORy a RORa vyviji Th17.
Tyto buniky produkuji cytokiny rodiny IL-17, dale IL-21 a IL-22, ¢imz opé€t pomahaji
v aktivaci ostatnich imunitnich bunék a maji roli v udrzovani tkanové homeostazy
(Weaver et al., 2013). Zvlastni skupinou Th lymfocyti jsou Treg (T regulacni lymfocyt),
charakteristické expresi CD4, CD25 a jaderného transkripéniho faktoru FoxP3. Potlacuji
aktivaci a proliferaci Th i Tc. Sami pak produkuji latky se supresorovymi ucinky jako

TGFB, IL-10 nebo adenosin (Rudensky, 2011).

2.2.6 B lymfocyty

B lymfocyty (Obr. 5) patfi mezi hlavni predstavitele adaptivniho imunitniho systému.
Morfologicky jsou identické s T lymfocyty, kdy jasné odlisitelnosti 1ze dosdhnout az na
zaklade znaceni protilatkami namifenymi proti charakteristickym povrchovym znakiim,
které B lymfocyty od T lymfocytd odlisuji. Pfi jejich aktivaci je charakteristické zvétSeni
velikosti bunky s navySenim poctu ribosomu a endoplasmatického retikula v cytoplazmeé,
coz koresponduje s jejich hlavni funkei v podobé produkce protilatek (Obr. 5).

Obdobné jako u ostatnich lymfocytd i B lymfocyty jsou nejdfive produkovany
v jatrech plodu a vyvoj se poté presouva do kostni dfen¢ (Shahaf et al., 2016). Zde je pod
vlivem cytokini indukovana v CD34" progenitorech syntéza TdT, RAG-1
(recombination—activating 1 gene) a RAG-2, diky ¢emuz dochazi k pteskupovani DJ

segmentu t€zkého fetézce imunoglobulini na chromosomu 1432 u lidi a chromosomu

Obr. 5: B lymfocyt, a) schématicky (pfevzato z Wikiversity, https://en.wikiversity.org/), b)
svételna mikroskopie (pfevzato z Cellavision, https://www.cellavision.com/), c¢) b
lymfocyt ve stadiu plasmacytu, transmisni elektronova mikroskopie (pfevzato z The
Quilting Veterinarian, https://theadventuresofbecky.wordpress.com/).
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14 u mysi (Kirsch er al., 1982). Tim se progenitory stavaji ranymi pro—B buikami
s expresi CD45 a MHCII. Zavazek k B bunécné linii je dan i1 expresi Pax5 (Cobaleda et
al., 2007). Ptipojenim V segmentu k DJ vznikd pozdni pro-B butika typickd expresi
CD19, CD40, CD45R a MHCII (Saunderson et al., 2008). Nasleduje stadium pre—B
bunék, které jiz exprimuji membranovy p fetézec s ndhradnimi lehkymi fetézci v pre—B
receptoru. Soucasti pre—B receptoru jsou i molekuly signalni transdukce Iga a IgB, jez
maji kratké cytoplazmatické konce obsahujici 4 aminokyseliny dlouhy motiv ITAM,
ktery se fosforyluje na zakladé vazby antigenu na BCR, ¢imz se signal pfenasi do buiiky
(Storch et al., 2007). Pre-B buika zastavuje rekombinaci tézkého fetézce a zacina
proliferovat do klonu bunék produkujicich stejny p fetézec. Po proliferaci se buiky
podrobi VJ rekombinaci lehkého fetézce. Po tispésné syntéze je lehky fetézec exprimovan
spolu s p fetézcem na bunééném povrchu a pre-B burika se stava nezralym B lymfocytem
s expresi CD19, CD40, CD45R, IgM a MHCII (Chi & Li, 2020). Pokud se na tyto buiky
navaze autoantigen, pak hynou apoptosou. Poté zaCinaji exprimovat 6—tetézec jako IgD
a CD21. Jako stale nezralé B lymfocyty pak kostni dfeil opousti a vyvoj dokoncuji ve
sleziné, kde se diferenciuji do prislusnych subtypli pomoci faktoru BAFF (B—cell
activating factor) a expresi faktort NOTCH2 (neurogenic locus notch homolog protein
2) ¢i BTK (Bruton's tyrosine kinase) (Cerutti et al., 2013).

B lymfocyty jsou tvoreny piedev§im 2 hlavnimi skupinami. B1 lymfocyty,
charakterizovany jako CD5*, CD19*, CD20", CD27*, CD38" a CD43* (Griffin et al.,
2011). Lokalizovany jsou piedevsim v peritonealni a pleuralni dutiné. Jde o nejpocetné;jsi
populaci B lymfocytid. Jejich hlavni funkci je produkce béznych, sérovych,
nizkoafinitnich IgM ¢i IgA, zejména proti neproteinovym antigenim (Kantor et al.,
1993). Antigeny totiz rozpoznavaji piimo skrze BCR bez podpory T lymfocytu. Snizena
exprese blimp—1 (B lymphocyte—induced maturation protein—1) a CD138 podporuje tezi,
ze 1 pres produkci protilatek nedochéazi k diferenciaci na klasické plazmatické buiiky
(Tumang et al., 2005). B2 lymfocyty mizeme rozd€lit na dalsi 2 subpopulace, a sice B2
lymfocyty marginalni zoény (BMZ) a folikularni B2 lymfocyty, které jsou také
oznacovany jako konven¢ni B lymfocyty (KB). BMZ jsou zadrzovany ve sleziné a
funk¢né se znacné podobaji B1 lymfocytim. Mohou se vSak podilet i na odpovédich na
T—dependentni antigeny a vytvaret vysoce afinitni protilatky (Armon et al., 2013). KB

pak sidli nejen ve slezing, ale i v dalSich sekundarnich lymfatickych organech. Jejich
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primarni funkeci je produkce dlouhotrvajicich, vysoce afinitnich protilatek IgG i dalSich
izotypu na T—dependentni antigeny (Hofman et al., 2016).

Aktivace B lymfocytti mize mit v zavislosti na povaze antigenu ruznou podobu. Na
polysacharidové a glykolipidové antigeny reaguji B1 a BMZ. Polymerni struktura téchto
antigenl umoziuje integraci a navazani mnoha BCR, ¢imz v B lymfocytu vznika
dostateCny signal k aktivaci a neni potieba podpora ze strany T lymfocyti. Aktivace je
podporovana molekulami jako APRIL (A proliferation—inducing ligand), IL-6, IL-10 a
IL-21 produkovanymi ostatnimi imunitnimi butikami. Vysledkem je omezena somaticka
hypermutace a diverzifikace protilatek, coz vede zeyména k produkci nizkoafinitnich IgM
(Cerutti ef al., 2012). Proteinové antigeny jsou rozpoznavany primarné KB. Aktivace je
vicekrokova. BCR rozpoznava antigen a prenasi signal do buiky. Zarover je vyvolana
jeho fagocytoza, lysosomalni rozklad na peptidy a prezentace na MHCII. Na tento signal
reaguji CD4* T lymfocyty, které se tak aktivuji a zacnou produkovat cytokiny slouzici
jako nutna podpora proliferace a diferenciace B lymfocytli (Victora & Nussenzweig,
2012). Tento aktivacni kontakt T a B lymfocytd ma svou prostorovou organizaci
v sekundarnich lymfatickych organech. Naivni B lymfocyty exprimuji chemokinovy
receptor CXCRS. Diky jeho ligandu CXCL13, produkovaném dendritickymi buikami,
jsou zadrzovany v primarnich lymfoidnich folikulech (ozna¢ovéany také jako zony B—
bunék) (Cyster, 2005). Po rozpoznani antigenu B lymfocyty exprimuji CCR7 a za¢nou
byt pfitahovany k hranici folikulu sousedici se zonou T-bunek (Kerfoot er al., 2011).
T lymfocyty timto kontaktem dozravaji v tzv. pomocné folikularni T lymfocyty (Thf),
které se premistuji do germinalniho centra a produkuji IL-21, kdy spolu s dalSimi
kostimulacnimi signaly udrzuji proliferaci a diferenciaci B-lymfocytd. Nekteré
z aktivovanych B-lymfocyta exprimuji Bel6, diky némuz se vraci do germinalniho centra
folikula a opét vyzaduji kontakt s antigenem prezentovaném stale na Thf (Basso, & Dalla-
Favera, 2012). Ostatni B—lymfocyty v zéné¢ B-bunék jsou diferencovany na plazmatické
¢i pamétové extrafolikularni GC independentni B—lymfocyty s nizsi specifitou vici
aktivujicimu antigenu (Basso, & Dalla-Favera, 2012; Sau et al., 2011). V dasledku
aktivace cytidindeaminasy je spustén proces somatické hypermutace a rekombinace
usektt DNA pro tézké fetézce i variabilni oblasti imunoglobulini. Interakce B-lymfocytt
s Thf v germinalnim centru folikulu spousti také expresi IRF4, PRDMI1, Blimpl a
dalSich, které podporuji, po represi Bcl6, diferenciaci do sekundarnich GC dependentnich
plazmatickych ¢i pamétovych bunek s vysokou specifitou vii¢i danému antigenu (Ochiai

et al., 2013; Hoffman et al, 2016). Pamétové B-lymfocyty recirkuluyji a jsou
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uchovavany, kdy v pfipadé opétovné expozici antigenu vstoupi do GC a diferenciuji se
v plazmacyty, bez nutnosti predeslych aktivaci a genovych rekombinaci. Plazmatické
bunky jsou mohutnymi producenty imunoglobulinti s vysokou specifitou a afinitou vici
antigenu, jez jejich produkci vyvolal (Pape et al., 2011). Klicovymi cytokiny v riznych
fazich diferenciace a aktivace B-lymfocyti jsou BAFF a APRIL produkované
myeloidnimi butikami (Hoffman ez al., 2016; Vincent et al., 2013).

B-lymfocyty maji, kromé majoritni funkce v ramci humoralni imunity ve formé
produkce protilatek i fadu funkci dalsSich. Diky exprest MHCII molekul funguji jako APC
a T lymfocytim poskytuji kostimulaéni signaly (Barr ef al., 2010). Produkuji cytokiny
jako IL-10 a IL-35, které tlumi aktivaci T lymfocytu ¢i prozanétlivé TNFa a INFy
(Wojciechowski et al., 2009). V neposledni fadé udrzuji architekturu sekundarnich
lymfatickych organi a podporyji tvorbu tercialnich lymfatickych struktur (Nolte et al.,
2004).

2.3 Mys jako modelovy organismus pro studium stievnich chorob

My$§ domaci (mus musculus) patii k nejbéznéji uzivanym modelovym organismim. Od
pocatku 20. st. az do soucasnosti byla vyslechténa fada kment vychazejicich z evropské
¢i asijské rodiny. Vyhodou jejich vyuziti ve vyzkumu je, Ze jsou relativné malé,
nenaro¢né chovatelné ve velkém poctu, rychle reprodukovatelné, inbredni i geneticky
modifikovatelné, tak aby mohly byt vyuzity ke studiu raznych lidskych onemocnéni
(Vandamme, 2014). Presto ze mysi a lidsky genom jsou jiz pres 90 mil. let oddé€leny, asi
85 % genomovych sekvenci zistalo zachovano (Hugenholtz & de Vos, 2018). Avsak
jeden z hlavnich divergencnich prvkd mezi obéma genomy je v regulacnich sekvencich
gend, na coz se vaze i odlisSna genova exprese (Cheng et al., 2014). VétsSina znamych
informaci o principu a fungovani stfevniho imunitniho systému byla ziskana pravé na
mySsich modelech, kdy je vSak tieba vzit v tvahu, ze nemusi byt vzdy k dispozici dostatek

dikaza pro uplnou aplikaci na ¢lovéka (Hugenholtz & de Vos, 2018).
2.3.1 Anatomicky popis stavby mySiho stieva

Ve vztahu k vyzkumu lidskych stfevnich onemocnéni je tfeba brat zietel na fadu
anatomickych, histologickych a fyziologickych rozdili mezi gastrointestinalnim traktem
(GIT) ¢loveka a mysi (Obr. 6). Hlavnim rozdilem je pomér velikosti zazivaciho traktu ku
velikosti celého téla. Pozoruhodna je u mysi pfitomnost neglandularniho predzaludku,

vystlaného keratinizujicim dlazdicovym epitelem, slouzici jako rezervoar potravy
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Obr. 6: Srovnani GIT ¢loveka a mySi (pfevzato a upraveno z Treuting et al., 2012).

(Ghoshal & Bal, 1989). Epitel je pokryt biofilmem riznych bakterialnich kment rodu
Lactobacillus, které osidluji 1 samotny zlaznaty zaludek, na rozdil od lidského, ktery je
kolonizovan mnoha kmeny rodt Streptococus, Prevotella ¢i Helicobacter pylori (Bik et
al., 2006). Ustiedni ¢asti GITu je stievo. Stejné jako u ¢lovéka ho miizeme rozdélit na
tenké (instestinum tenue) a tlusté (intestinum crassum). Na jejich pomezi se vyskytuje
stievo slepé (intestinum caecum), povazovano za soucast stieva tlustého. Tenké stievo je
se svou délkou asi 33 cm (oproti 700 cm u ¢loveka) nejdelsi casti GIT (Hugenholtz & de
Vos, 2018). Pti prepoctu na kilogram hmotnosti téla (za predpokladu primérné hmotnosti
mysi 0,02 kg a ¢lovéka 70 kg) je délka tenkého stfeva u mysi 1500 cm-kg™! oproti 10
cmkg! u ¢lovéka (Hugenholtz & de Vos, 2018). Anatomicky se d&li do tfi &asti.
Proximalni ¢ast duodenum, nasledovana jejunem (2/5 délky) a ileem (distalni 3/5 délky).
Zatimco povrch lidské stfevni sliznice obsahuje zahyby zvané plicae circulares, mysi
sliznice je zdanlivé hladka, coz muze ovliviiovat mikrobialni slozeni (Treuting et al.,

2012; Scudamore et al., 2014).
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2.3.2 Histologicky popis stavby mySiho stieva

Stievni sténa se obecné sklada ze 4 vrstev (Obr. 8) a je u mysi tenc¢i nez u ¢loveka. Tunica
mucosa (sliznice) jako svrchni vrstva je tvofena piedev§im stfevnimi polarizovanymi
buikami nazyvanymi enterocyty, které vytvafi jednovrstevny cylindricky epitel
s kartaovym lemem na apikalnim povrchu. Sliznice je zvétSena tzv. klky (villi)
s velikosti 0,5-1,5 mm, coz je téméf dvojnasobna vyska oproti klk ¢loveka a zajistuje
tak dostatecné zvétSeni sliznice i pres absenci plicae. Velikost klka se obecné od duodena
smérem k ileu snizuje. Duodenalni klky jsou velké a listovité, jejunalni jsou pak spise
valcovité, stejné jako ilealni, které jsou ale vyrazné kratsi. U clovéka jsou duodenalni
klky kratké a jejunalni véjitovité. U hlodavcu se stievni epitel obnovuje kazdé 2—3 dny
(u cloveka je to 3—5 dni), ¢imz se stava nejrychleji se obnovujici tkani téla. Kmenové
bunky jako bunécna zasobarna jsou rozmistény strategicky okolo baze tzv. krypt, tedy
zahybt mezi klky (Obr. 7). Na samotném dnu krypt jsou pfitomny exokrinni Panethovy
bunky vyluCyjici fadu antibakteridlnich latek, po stimulaci IL-22, ¢imz je zajisténa
dostatecna ochrana kmenovych bunek (Obr. 7). Bunééné zastoupeni epitelu dopliuji M—
bunky (Microfold cells) pro transport antigenti, buriky s enteroendokrinni funkci a buiiky

poharkové (Treuting et al., 2012; Scudamore et al., 2014).

a)

Enterocyt
° Pancthova burka

Kmenova buika
Endokrinni burika s granuly hormoni

Q Poharkova burnka

Obr. 7: Klky a krypty mysiho jejuna, a) histologicky preparat (prevzato z Scudamore et al., 2014),
b) schématicky popis.
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Histologicky ma 1 tunica mucosa 3 vrstvy (Obr. 8). Epitelialni (lamina epithelialis),
nasledovana laminou propriou, zakonCena laminou muscularis mucosae. Lamina
propria, jako vrstva vaziva, tvoii spolu s krevnimi a lymfatickymi cévami stroma klku.
Svalova lamina muscularis jiz do klku nezasahuje. Naopak, téméf az jeji urovné dosahuji
krypty. Druhou vrstvou je tunica submucosa, kde se prevazné jedna o ridké podslizni¢ni
vazivo. Tunica muscularis externa jako tfeti iroven obsahuje hladkou svalovinu tvofenou
ze silngjsi vnitini cirkularni a zevni longitudinalni vrstvy. Mezi obéma hladkosvalovymi
vrstvami je umisténa nervova pletenl. Posledni urovni je funica serosa, ktera travici trubici
kryje v peritonealni dutin€. Je tvofena vrstvou kolagenniho vaziva zakoncenou
jednovrstevnym plochym epitelem (Liullmann—Rauch, 2012; Scudamore et al., 2014)

Kazda c¢ast tenkého stfeva ma své mistné charakteristické, histologické znaky.
Duodenum se vyznacuje pfitomnosti mucinoznich, tuboalveolarnich Brunnerovych zlaz,
vyustujicich na dné krypt. Aboralné se snizuji klky, kdy v terminalnim ileu prakticky
chybi. Pro ileum je charakteristické nakupeni lymfatickych uzlikii znamych jako

Peyerovy plaky (Treuting et al., 2012; Scudamore et al., 2014).
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Obr. 8: a) pricny fez mysi travici trubici v oblasti jejuna (prevzato a upraveno z Ruehl-Fehlert er
al., 2003), b) detailni fez sliznici mysiho jejuna (prevzato a upraveno z Fumikazu et al.,
2014) 1 tunica mucosa, 1a lamina epithelialis, 1b lamina propria, 1¢ lamina muscularis,
2 tunica submucosa, 3 tunica muscularis, 4 tunica serosa.
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Tlusté stfevo (intestinum tenue) jiz neobsahuje zadné klky, naproti tomu ma Cetné
krypty. U cloveka jsou opét pritomny cirkularni tasy (plicae semicirulares), jejichz
poloha se ale meéni, protoze vznikaji pouze prechodné kontrakci svaloviny. Epitel je
jednovrstevny cylindricky, jehoz buiky kolonocyty jsou vysoké s kratkymi mikroklky.
Kolonocyty dopliiuji ve vysokém zastoupeni poharkové buriky (Treuting et al., 2012;
Scudamore et al., 2014).

2.4 Mukézni imunita streva

Zivé organismy jsou charakteristické oddélovanim funk&nich celkii. D&je se tak jiz na
subcelularni trovni prostiednictvi plazmatické membrany, kdy vznikaji organely, ale také
na urovni celého organismu. Jednotlivé organy, tvorené charakteristickymi typy bunék se
svymi specifickymi funkcemi, od sebe musi byt oddéleny. Integritu organismu zajistuje
kize a oddé€luje ho tak od vnéjsiho prostiedi. Funkci vnitiniho rozhrani v organismu
prebiraji epitely. Ty jsou soucasti sliznice jako jedné z charakteristickych vrstev stény
daného organu. Epitely primarné plni funkce dané orgénem, v némz se vyskytuji.
Z imunologického hlediska je vSak dulezité, ze stavi pfirozenou bariéru proti priachodu
raznym noxam a antigenim. Epitelialni buriky jsou velmi Gizce propojeny prostiednictvim
az 50 proteinovych molekul tvoricich tzv. tésné spoje (tight junction). Ve stfevni sténé
lze nalézt ovalna a svétla loziska lymfoidnich bunék, které jsou soucasti rozsahlého
obraného systému nazyvaného gut—associated lymphoid tissue (GALT). (Abbas et al.,
2012; Krejsek et al., 2016).

2.4.1 Mikrobiota lidského stireva

Clovék je neodmyslitelng spojen s mikrobialnim svétem. Mikrobiota zahrnuje
spolecenstvi symbiotickych, komenzalnich i patologickych mikroorganismt. Patii mezi
né bakterie, viry, houby 1 archea (Pascal ef al., 2018). Odhaduje se, ze lidska mikrobiota
je tvofena az z 10'* bund&k, coz mlize odpovidat i celkovému poétu vlastnich bunék
organismu (Gill er al.,, 2006). Konkrétni slozeni je dnes zkoumano predev§im
molekularné genetickou analyzou 16S rRNA (ribosoméalni RNA), nebot’ v§echny druhy
mikrobioty nejsou kultivovatelné (Dethlefsen et al., 2008; Luke et al., 2012).
Mikrobialni osidleni je striktné individualni. Déano je jak genetickou determinaci, tak
sumou ruznych vné&jSich faktord. Uz pfi vyvoji in utero dochazi ziejmé k osidlovani
mikroorganismy urcenymi matkou, nicméné skute¢né prvni osidlovaci vlna je spojena

s pruchodem porodnimi cestami, kdy dochazi k inokulaci povrchu téla i pruniku mikrobt

25



do organismu. Z tohoto pohledu je napt. porod cisaiskym fezem patologicky. Nasledné
ma zéasadni vyznam kojeni, kdy prebiotické sacharidy v materském mléce stimulyji a
podporuji rozvoj stfevni mikrobioty (Herndndez-Hernandez et al., 2012). Tato stfevni
mikroflora obsahuje piedevSim bakterie kmene Firmicutes (s vyznamnou celedi
Lactobacillaceae), Actinobacteria (s vyznamnou Celedi Bifidobacteriaceae),
Bacteriodetes a Proteobacteria (Rutayisire et al., 2016). Mezi 4. az 6. mésicem by se
postupné méla pfidat i pevna strava pro nastaveni tolerancnich mechanismi na stfevni
sliznici. Tato strava pak vytvari definitivni osidlovaci vzor pro zbytek zivota, ktery muze
jedinec pozitivné 1 negativné ovliviiovat svym stavovanim (Krejsek et al., 2016).
Mikrobiota ovliviiuje celou fadu dalezitych procest. Z imunologického hlediska je
dilezita role v zabranéni mnozeni a ristu patogennich mikroorganismu. Tuto funkci
oznacujeme jako kolonizacni rezistence. Z biochemického pohledu se mikroorganismy,
diky jedine¢nému obsahu enzymi spolupodili na traveni pro clovéka jinak
nestravitelnych zivin, které jsou soucasti vlakniny. Vysledkem mohou byt jak prospésné,
tak potencialné skodlivé substance. Napt. bakterie kmene Firmicutes tvorbou mastnych
kyselin s kratkym fetézcem (predevsim propionat a butyrat) vyzivuji epitelidlni bunky
(Cummings et al., 1987). Vedlejsim produktem je cytotoxicky a genotoxicky vodik, ktery
je metanovymi bakteriemi (napt. rod Methanobrevibacter) preménén na uvoliujici se
metan. Mikrobialni plisobky mohou ovladat transkripcni aktivitu epitelovych bunek, ale
dokonce i ptepis mnoha gent urcujicich vyvojové procesy v CNS (Cryan & Dinan, 2012).
Aktivita mikrobioty pak muze byt spojena s obezitou, metabolickym syndromem, ¢i

nadorovou transformaci (Eloe-Fadrosh & Rasko, 2013).

2.4.2 Stavba a typizace GALT

GALT jako komplexni soubor lymfoidni tkané€ zahrnuje nékolik histologicky, popt. az
anatomicky definovanych struktur. Radime zde multifolikularni Peyerovy plaky,
cervovity vybézek slepého stfeva a nejpocetnéji zastoupené izolované lymfoidni folikuly
(Brandtzaeg et al., 2008). Bunécna organizace téchto utvard je obdobna jako u perifernich
imunitnich organt. Imunitni buriky zde musi vhodné tolerovat prosp€sné mikroorganismy
a naopak potlacovat mikroorganismy patogenni. Pfi poruSeni této homeostazy dochazi
k rozvoji nespecifickych zanétlivych stfevnich onemocnéni jako je Crohnova choroba ¢i
Ulcerozni kolitida (Morbe ef al., 2021).

Peyerovy platy (PP) jsou mikrovyklenky sliznice tenkého stfeva (Obr. 9). Jde o shluky

imunitnich bunék tvorené az stovkami jednotlivych lymfoidnich folikul. Jejich pocet i
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Obr. 9: Peyeruv plat, a) schématické znazomeéni organizace Peyerova platu, b) jejunalni Peyerovy
platy, barveni hematoxilin—eosin (pfevzato z Morbe ef al., 2021), ¢) jejunalni Peyerovy
platy, imunohistochemické barveni CD19" B lymfocytu (Eervené) a CD3* T lymfocytu
(bilé) (prevzato z Morbe et al., 2021).

velikost se béhem Zzivota méni. V détstvi jejich mnozstvi narasta, az do obdobi rané
adolescence, kdy dosahuje hodnoty 240. Poté dochazi k pozvolnému ubytku (Cornes,
1965). Rozmistény jsou po celé délce tenkého stieva. Jejich hustota je vSak nejvySsi
v jejunu (Van Kruiningen et al., 2002). Epitel v oblasti PP obsahuje specializované M—
buriky (Obr. 9). Luminalni povrch M—-bunék neni natolik zvrasnény a v zasadé¢ nema
glykokalix, coz ho ¢ini daleko pfistupnéjsi nez povrch okolnich enterocytd. Hlavni funkci
M-bunék je pfesun antigend, at’ uz volnych nebo vazanych na IgA, mechanismem
transcytozy z lumen stfev do parenchymu PP. Na bazolateralni strané¢ ma M—burika kapsu
pro pfimou interakci s dendritickou butikou, CD4* T lymfocytem nebo B lymfocytem
exprimujicim IgM (Farstad ef al., 1994). 1 epitelialni buriky vcetné M-bunék dokéazou,

sice vmen$i mife nez antigen prezentujici bunky, prezentovat antigen na MHC
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molekulach (Londei, 1984). V této oblasti tzv. subepitelialni kopule profesionalni
CD11b" dendritické buriky dominuji. Bylo prokazano, ze nekteré z nich vysilaji skrze
specifické M-bunécné transcelularni pory dendrity, jimiz mohou odebirat vzorky
luminalnich antigenti (Lelouard ef al., 2012). Dale zde jsou zastoupeny CD4" T lymfocyty
a B lymfocyty izotypu IgA, IgM a IgG. B lymfocyty jsou aktivovany pies BCR antigenem
od M—bunék. Tuto informaci prenasi dale do germinalniho centra nachazejiciho se ve
sttedu PP (Obr. 9). Tésné okolo germinalniho centra se nachazi zona pamétovych IgD*
B lymfocytd, na kterou smérem k periferii PP navazuje zona dalSich pamétovych B
bunék izotypu IgA a IgM. Zbylou periferni cast PP tvori perifolikularni zony T bunék,
kde jsou prednostné zastoupeny pamétové CD4* T lymfocyty, FOXP3* Treg a pomocné
folikularni T lymfocyty (Thf) (Morbe et al., 2021). Lymfocyty se obecné do PP dostavaji
diky expresi a4B7, jez slouzi jako ligand pro MAdCAM-1 (mucosal vascular addressin
cell adhesion molecule 1) vystavované na endotelialnich buiikach slizni¢nich venul
(Brandtzaeg et al., 1999). Roli hraji také chemokiny CCL19 a CCL21, uvoliiované
z lymfoidnich tkani a vazajici se na receptor naivnich T lymfocyth CCR7. B lymfocyty
jsou pritahovany na zakladé vazby CXCL13, produkovanym germinalnim centrem, na
receptor CXCRS (Baptista et al., 2013). PP jsou mistem pro generovani stfevni
protilatkové odpovédi. B lymfocyty zde podstupuji, po signalizaci zprostiedkované CD4*
T lymfocytem, somatickou hypermutaci a rekombinaci, coz vede ke zméné tridy
sekrecnich imunoglobulinti na IgA. PP jsou tak klicovym zdrojem IgA* plazmatickych
bunek (Morbe et al., 2021).

Cervovity vyb&zek slepého stfeva (appendix vermiformis, AV) je anatomickou
strukturou vycnivajici ze slepého stfeva. Imunohistologicka stavba ma obdobné
usporadani jako PP. Lze nalézt odliSnosti v zastoupeni konkrétnich bunécnych typu.
Vyssi zastoupeni zde maji CD4* T lymfocyty a v germinalnim centru se nachazi B
lymfocyty v ruznych stadiich vyvoje. V podepitelialni kopuli jsou lokalizovany
pamétové B lymfocyty a IgA*™ plazmatické bunky, coz zappendixu Cini induktivni
imunologickou tkan s moznosti piepinani izotypu imunologickych tfid (Zhao et al., 2018;
Steiniger et al., 2005).

Izolované lymfoidni folikuly (ILF) jsou tvoreny jedinym folikulem s primérem 0,1—
1,3 mm. I kdyz jsou podstatné mensi nez PP a AV, tak s celkovym poctem asi 30 000
tvori hlavni kompartment GALT (Fenton et al., 2020). Rozmistény jsou po celé délce
stfeva, ale bunécné zastoupeni, umisténi a hustota se mezi jednotlivymi stfevnimi

segmenty li§i. Mezi dva zékladni typy ILF patii mukozni (M—ILF), lezici vyhradné
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v lamina propria, a submukoézni (S-ILF), které do lamina propria mohou vycnivat. Z vétsi
Casti se ale nachéazi v submukozni slizni¢ni vrstvé, coz podminiuje jejich mensi kontakt
s lumen stfeva (Fenton et al., 2020; Morbe et al., 2021). M-ILF se nachézi predev§im
v ileu. Jsou mensi, ale s vétsi subepitelialni kopuli a vy§§im pomérem B:T bunék oproti
S—ILF (Fenton et al., 2020). S-ILF spoluvytvaii tlusté stievo (Jergensen et al., 2021). Na
jejich vyvo; ma vliv mikroprostiedi, kdy ILF v tlustém stfevé je podporovano IL-23,
zatimco ve stieveé tenkém je to predevsSim RANKL (receptor activator of nuclear factor
k-B ligand) a CXCL-13 (Donaldson ef al., 2015). S luminalnim prostfedim jsou
v kontaktu specializovanym epitelem s M—burikami pod nimz se nachazi subepitelialni
kopule bohata na CD11" antigen prezentujici bunky. Centralni oblast s germinalnim
centrem, které vSak nemusi byt vzdy pifitomno, je obsazena B—lymfocyty. Periferni T—
zona pozvolna prechéazi v okolni lamina propria. Samotny folikul tedy nema jasné
zfetelnou hranici. Bylo prokazéano, ze v lidskych ILF ptevazuji T lymfocyty, coz je
odliSuje od mysich ILF, které ve vét§iné obsahuji B—lymfocyty (Fenton et al., 2020).
Nenachazi se zde vSak plazmatické buriky, pouze naivni a pamétové B-lymfocyty.
Plazmatické buriky jsou lokalizovany az v okolni lamina propria, kde produkuji
imunoglobuliny izotypu IgA, IgM a IgG (Fenton et al., 2020; Morbe et al., 2021).
Celkové zastoupeni riznych bunéCnych populaci v jednotlivych kompartmentech,
které jsou soucasti GALT je odlisné (Tab. 2). Jejich strategické rozmisténi v téchto
utvarech je vyhodné pro maximalizaci spoluprace bunék a tedy uspéSnosti eliminace

buneék.

2.4.3 Obranné mechanismy strevni sliznice

Stievni sliznice predstavuje obrovskou plochu, ktera je neustale vystavovana velkému
mnozstvi antigenti a nox. V pfipadé, Ze se tyto potencialné nebezpecné substance
dostanou i pies nizké pH zaludku a vystaveni enzymum slinivky bfi$ni (pankreas), az do
stfeva musi proti nim byt vyvolana adekvatni reakce tak, aby nedoslo k pfetizeni celého
systému. Zaroven vSak nesmi byt odpovéd nedostacujici. Obrana na stfevni sliznici je
uskuteCfiovana v nékolika urovnich (Krejsek ef al., 2016; Murphy et al., 2017).
PocateCni uroven zajistuje stfevni mikrobiota omezujici aktivity patogent, at’ uz
kompetici o zivotni prostor €i zdroje zivin, nebo produkci fady pro patogeny toxickych
pusobkii. Druhou uroven predstavuji humoralni mechanismy. Poharkové buriky
v kryptach produkuji fosfolipidy a mukopolysacharidy tvofici hlen, ktery ve vrstve silné

asi 100 um pokryva epitel v celém jeho rozsahu. V hlenu jsou zakotveny vyznamné
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Tab. 2: Zastoupeni riznych bunéénych typt v jednotlivych kompartmentech lidské GALT.
Vysledky jsou uvadény v procentech + smérodatna odchylka nebo rozmezi hodnot,
ND neurceno (prevzato a upraveno z Morbe et al., 2021).

Tenké stievo Tlusté stievo
Bunécny typ subset Peyerovy sliznigni submukézni |  slizni¢ni
slepé stievo
plaky ILF ILF ILF
CD3* 35+ 9 43 (20-69) ND 54 (41-62) 59+12
CD4* 82+6 59 (37-17) ND 69 (55-83) 81+2
naivni T+5 6+6 23+ 15 36+ 18 8+8
centralni pamét’ 26+ 11 49+ 13 39+ 15 52+ 18 44 + 14
efektorova pamét’ 38+ 12 45+ 16 37+ 18 11+7 46 £ 29
T lymfocyt
Tth 5+4 ND ND 1+1 ND
Treg 8+4 ND ND 12+5 ND
CDS8 18+6 13 (9-38) ND 12+6 19+2
naivni 8+10 4+4 27+ 17 28+ 13 16 + 19
centralni pamét’ 6+4 18+ 13 7£5 28+ 12 23+£20
efektorova pamét’ 65+23 64 +21 62+21 33+9 52430
TCRgama5 ND 1(0-3) ND 3 (0-6) ND
CD19 57+4 45 (24-57) ND 32+6 39+8
naivni 18 (8-48) 28+ 19 25 (12-45) 23 (3-59) 11+9
B lymfocyt
pamet’ 50 (23-77) 58 £ 14 53 (24-73) 52 (13-78) 64+ 32
germinalni centrum 12 (7-20) 9+7 8 (1-24) 3+£3 7+15
zirmé bunky 1,9+1,2 1,5+1 ND 0,5+0,25 1+1,25
butiky granulocyty 2,72 2+£2 ND 0,25 +0,25 1,25+1
vrozené dendritické buiiky 0,024 0,75+0,5 0,055 0,5+0,25 1,5+0,5
imunity o hocyty/makrofagy | 0.3+£025 | 05+£05 | 04%02 | 05+£05 | 1.5+05
ILC3 0,5+025 | 1.75+1.25 ND 1.25+0.5 6.5+3.5

ochranné latky jako antimikrobidlni peptidy (napf. a defenziny) nebo sekrecni IgA (sIgA)

podtridy IgA», které mohou patogeny piimo neutralizovat. Vnéjsi vrstva hlenu je tvorena
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mucinem, kde je pfitomna mikrobiota (McGuckin et al., 2011; Ouellette, 2011). Tteti
urovni jsou samotné epitelové bunky. Predstavuji predevs§im funkci nepropustné
mechanické bariéry diky tight junction. Na tomto t€sném propojeni enterocytt se podili
vice nez 50 proteint. Piikladem mohou byt okludiny a klaudiny vazané dale na
cytoskeletalni aparat, coz umoziiuje provazanost sfadou vnitinich signalnich drah.
Sirokym spektrem PRR receptort (zejména TLR receptory) na apikalnim povrchu buiiky,
ale také intracelularnich NOD receptort, jsou schopny detekovat PAMP i DAMP motivy
a v reakci na to produkovat pluripotentni prozanétlivé cytokiny (napt. IL-1B, TNFa,
chemokiny) (Assimakopoulos et al., 2011). Az ¢tvrta uroven zapojuje samotné imunitni
bunky ptitomné ve sliznici. Posledni Grovni je provazani slizni¢ni obrany se systémovou
imunitou diky cilené migraci aktivovanych T nebo B lymfocyti pies endotel
postkapilarnich venul a jimi dal do lymfatickych uzlin. Do venul jsou drénovany i mizni
cévy sbirajici antigenni material v dané lokalité. VSechny utvary GALT jsou drénovany
lymfatickymi cévami, kterymi se aktivované imunocyty dostavaji do efektorovyh mist,
predevsim spadovych mesenterickych lymfatickych uzlin, patficich k nejvét§im v téle,
kde se naplno rozviji systémova imunitni odpoveéd’ (Abbas et al., 2012; Murphy et al.,

2017; Morbe et al., 2021).

2.4.4 Princip fungovani slizni¢ni imunity

Patogenni mikroorganismy nebo nebezpecné molekuly jsou schopny vyvolat zanétliva
onemocnéni po jejich proniknuti hloub&ji do stfevni stény ¢i rozpoznani imunitné
aktivnimi burikami (Obr. 10).

Pres epitel mohou proniknout dvéma cestami. Mechanismem transcytdézy nebo
paracelularné rozvolnénymi bunénymi spoji. Vyse permeability epitelialni bariéry je tak
zasadni pro rozvoj zanétu (Kimura, 2018). Infikovana epitelialni buiika za¢ne produkovat
fadu prozanétlivych faktora jako IL—1, IL—6 nebo neutrofilni chemoatraktantum CXCL8
¢i CCL2, 3, 4 a 5, které pfitahuji monocyty, eozinofily 1 T lymfocyty z krve. Mezi
epitelialnimi enterocyty jsou roztrouseny i tzv. intraepitelové CD8* T lymfocyty, dobie
identifikovatelné na zakladé exprese CD103, ktery napomaha jejich retenci v epitelu.
Funkeci téchto bunék je cytotoxicky likvidovat infikované epitelové buiikky (Webb e al.,
2015). Tésne pod epitelem jsou pritomny dendritické burnky, které vysilaji dendrity do
stfevniho lumen, ¢imz imunitni systém dostava informaci o aktualnim stavu na sliznici a
v lumen (Obr. 10). Spolu s dendritickymi butikami jsou t€sn€ pod epitelem piitomny i

CD64*, CDI11c*, CD103™ makrofagy, které odstranuji proniknuvsi patogeny a staré i
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Obr. 10: Zapojeni bunécnych slozek slizniéni imunity v lamina propria.

poskozené epitelialni buriky. Pfi identifikaci MAMPs fyziologické mikrobioty mohou
dendritické buriky iniciovat diferenciaci pfitomnych T lymfocyti do subsetu Treg, které
poskytuji signaly (v podobé predev§im IL-17 a IL-22) pro navozeni tolerantni
homeostatické rovnovahy, a to i na neSkodné molekularni antigeny v potrave. V piipadé
rozpoznani PAMP dochazi k aktivaci a prezentaci antigenu T lymfocytim. Zaroven
dendriticka burika produkuje celou plejadu kostimulacnich molekul (IL-1, IL-6, 1112,
IL-23) (Neish, 2009).

Obdobna situace nastava v oblasti PP. Zakladni model zahrnuje rozpoznani a prenos
antigenu transcytozou do PP, kde je rozpoznan, internalizovan a prezentovan
dendritickymi burikami. Ty nésledné informaci pfenasi dal a dle potieb organismu fidi
stimulaci a diferenciaci riznych subsett T lymfocytt (Obr. 10). Aktivovana dendriticka
burika mlze skrze lymfatickou cévu migrovat do spadovych lymfatickych uzlin, kde

rovnéz fidi diferenciaci T lymfocyti do riznych subsetd. Ty se poté, jiz diferencované,
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vraci do lamina propria k zajisténi svych efektorovych funkci (Johansson-Lindbom ez al.,
2003). Tento proces tzv. ,stfevniho homingu® je umoznén chemokinovym receptorem
CCR9 pro CCL25 (Mora & von Andrian, 2009). Zna¢ny vyznam m4 aktivace Th2 a Thf.
Tyto buinky navozuji v antigenem aktivovaném B lymfocytu proces izotypového
presmyku smétujici k produkei sIgA. sIgA jsou nasledné aktivné prenaseny transcytozou
skrze epitel, diky vazbé na receptor Fc ¢asti imunoglobulinu (Obr. 10). Na apikalnim polu
enterocytu se sIgA odstépuje s ¢asti receptoru znamou jako sekre¢ni komponenta, ktera
ma funkci ochrany sIgA pred agresivnim obsahem stfevniho lumen (Morbe ef al., 2021;
Neutra et al., 1996; Neutra et al., 2001). Rovnéz muze byt aktivovana odpovéd Thl pro
rozvoj cytotoxické aktivity predevsim pfti virové infekci (Neutra et al., 2001).

Viry jsou obvykle inaktivovany jiz v zaludku nizkym pH. Pokud projdou do stfeva
mohou byt neutralizovany sIgA. K proniknuti do bunék viry vyuzivaji interakci jejich
specifického ligandu s odpovidajicim receptorem v membrané cilové buriky. Rychlou
reakci buriky na infekci virem je produkce interferonu I. tfidy. Ty po vazbé€ na receptor
v okolnich dosud neinfikovanych builkdch navozuji antivirovy stav, charakteristicky
napf. sniZzenim intenzity proteosyntézy, ¢imz se virus nemuze dostatecné efektivné
replikovat. Infikované buriky mohou také protektivnim piisobenim interferona prejit do
apoptozy. VétSina virovych infekci se tak v tomto stadiu zastavuje. Z imunitnich bunék
maji v antivirové aktivité vyznam zejména CD8* T lymfocyty, jejichz cytotoxickou
aktivitou pomoci perforini a granzymu jsou poskozené buriky likvidovany. Infikovana
burika se zaroven stava producentem prozanétlivych cytokind, které moduluji diferenciaci
a aktivaci ostatnich imunitnich bunék. Vyznam zde mé& INFy, ktery podporuje
diferenciaci T lymfocytd do subsetu Th2, dulezitého pro podporu B lymfocyti
k izotypovému presmyku a somatické hypermutaci. Aktivovany B lymfocyt se pak stava
plazmatickou burikou produkujici vysoce afinitni protilatky proti danému virovému
agens (Murphy et al., 2017; Krejsek et al., 2016).

Bakterialni infekce jsou oproti virovym podstatné komplexnéjsi. Patologické mohou
byt sami o sobé nebo produkci toxind (Vibrio cholerae). Podstatna je také jejich
schopnost adherovat na povrch epitelovych bunék prostiednictvim sekrecnich systému ¢i
schopnost uniknout z fagozomu do cytoplazmy bunky a skryté se zde mnozit. Tyto
bakterialni schopnosti jsou kodovany tzv. geny patogenity, které mohou byt umistény i
na plazmidu a bakterie si je tak mohou zcela bézné predavat mezi sebou (Figura &
Tabaqchali, 1996; Bach, 2005; Cebra, 1995). Pravé stievni mikrobiota zabratiuje

adherenci bakterii na epitelovy povrch. Ziejmeé nejcastéjsi pricinou bakterialnich infekci
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stfevni stény je naruSeni funkce mikrobioty z divodu vystaveni té€la antibiotikiim,
negativnimu vlivu potravy, virové infekci ¢i riznym imunopatologickym procesim na
sliznici (Axelrad et al., 2020). Pro bakterialni riist je zdsadni dostupnost Fe**, které jsou
pro bakterie esencialnimi riistovymi faktory. V téle je pfitomna fada bilkovin (transferin,
ferritin, ...), schopnych Fe** vyvazovat. Jde i o jednu z obranych strategii, kdy napt.
kalpronektin z granuli neutrofild mimo jiné pravé Fe** vyvazuje (Bullen et al., 1978).
Pokud bakterie proniknou vSemi obranymi bariérami az do nitra epitelovych bunék ¢i dal
do lamina propria stfevni sliznice, jsou ¢asem odhaleny imunocyty diky svym PAMP a
DAMP strukturam. Buriky v reakci na jejich pfitomnost zacnou produkovat prozanétlivé
cytokiny, které dale moduluji pocinajici zanétlivou imunitni reakci. V odpovédi je
zahrnuto zpracovani a prezentace antigenu transportovanych M-buikami k buikam
dendritickym 1 aktivace lymfocyti. Ty pak produkuji cytokiny a specifické protilatky, ¢i
odchazi do systémového obehu k navozeni systémové imunitni odpovédi (Abbas et al.,

2012; Cebra, 1995).

2.4.5 Patologie stievni sliznice

Patologické procesy na stievni sliznici mohou vést k naruseni jeji fyziologické funkci a
rozvoji zanétu. Mezi nejznaméjsi zanétlivd onemocnéni stievni stény, oznacovana jako
nespecifické stfevni zanéty, patii Crohnova choroba a Ulcerozni kolitida. Jedna se o
chronicka autoimunitni onemocnéni.

Crohnova choroba se vyznaCuje postizenim celé stény stieva, segmentalnim
charakterem, kdy se stfidaji useky zdravé tkané s postizenou a pfitomnosti i
makroskopicky viditelnych epiteloidnich granulomu, které jsou tvofeny predevsim
makrofagy s T lymfocyty (Torres et al., 2017). Dochazi ke ztlu§téni st€ny spojené se
stendzou. Nemoc se objevuje hlavné u mladsich lidi a jeji pficina je dosud neznama
(Bernstein et al., 2006). Kromé GITu muze dochazet i k postizeni oci, jater, kiize Ci
ledvin. Nejcast€jsim projevem je pak bolest bficha, chronicky prijem a tvorba fisur kolem
kone¢niku. Nejvaznéjsi komplikaci mize byt masivni krvaceni nebo zvrat v karcinom
(Baumgart & Sandborn, 2012).

Ulcerozni kolitida se také fadi mezi nespecifické stfevni zanéty. Od Crohnovy choroby
se lisi tim, ze postizena neni cela stifevni sténa, ale pouze sliznice a podslizni¢ni vazivo.
K poskozeni navic dochazi pouze v tlustém stieve a konecniku. Poskozeni je kontinualni

a makroskopicky je patrna kontrakce postizeného useku. Sliznice je hypertroficka
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s Cetnymi viedy. Projevuje se bolestmi v podbfisku, bolestivym nucenim na stolici a
prujmy s krvi (Jewell et al., 2010; Langan et al., 2007).

Lécba akutnich patologickych stavi spojenych se zanéty stfev je v soucasnosti feSena
medikamentoznimi pfistupy v podob€ podavani raznych imunomodulancii jako
aminosalicylaty ¢i kortikosteroidy pro tltumeni zanétlivych imunitnich reakci. Ve vaznych
ptipadech je pak nutna 1 hospitalizace a chirurgicky zakrok (Akobeng et al, 2016).
V soucasnosti vice nez 40 % pacientd na aktualni 1é¢bu neodpovida (Rubbert-Roth &
Finckh, 2009). Dalsi vyzkum pro pochopeni patogeneze onemocnéni a vyvoje novych
terapeutickych pfistupt je potfebnym pro zvySeni efektivity 1écby (Rubbert-Roth &
Finckh, 2009).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material

3.1.1 Biologicky material

e vzorky tlustého stfeva a krve mySich modela

my§ domaci, kmen BALB/c, pohlavi samé&i (Anlab, s.r.0.; CR)
my§ domaci, kmen C57BL/6, pohlavi samiéi (Anlab, s.r.o.; CR)

e protilatky

Briliant Violet 510™ anti-mouse TCR B chain (BioLegend®, USA)
Alexa Fluor® 488 anti-mouse TCR y/§ (BioLegend®™, USA)

Brilliant Violet 570™ anti-mouse CD19 (BioLegend®, USA)
Brilliant Violet 605™ anti-mouse CD45.2(BioLegend®, USA)

PE anti-mouse CD163 (BioLegend®, USA)

Pe/Cy7 anti-mouse CD16/32 (Sony Biotechnology, USA)

Brilliant Violet 750™ anti-mouse/human CD11b (BioLegend®™, USA)
PE/Dazzle 594™ anti-mouse CD170 (singlec—F) (BioLegend®, USA)
Pacific Blue™ anti-mouse CD90.2 (Thy1.2) (BioLegend®, USA)
Brilliant Violet 711™ anti-mouse Ly—6C (BioLegend”®, USA)
Brilliant Violet 650™ anti-mouse CD4 (Invitrogen Thermo Fischer,
USA)

PerCP/cy5.5™ anti-mouse CD206 (Sony Biotechnology, USA)
PE-Cy™S5 anti-mouse Ly—6G (Invitrogen Thermo Fischer, USA)

PE anti-mouse ROR gamma (t) (eBioscience™, USA)

PE Streptavidin (eBioscience™, USA)

Streptavidin—FITC (SouthernBiotech, USA)

Streptavidin—TRITC (Southern Biotech, USA)

Rabbit anti-mouse IgG (FITC) (Invitrogen Thermo Fischer, USA)
Brilliant Violet 510™ anti-human CD3 (Sony Biotechnology, USA)
Brilliant Violet 785™ anti-human CD4 (Sony Biotechnology, USA)
PerCP/cy5.5™ anti-human CDS8 (Sony Biotechnology, USA)

Biotin anti-mouse IgA (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc,
USA)

Fixable Viability Dye eFluor™ 450 (eBioscience™, USA)
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3.1.2 Chemikalie a roztoky

ethylendiamintetraoctova kyselina (Serva, Némecko)

kyselina octova (Lach-Ner, CR)

kolagenasa (Sigma—Aldrich, USA)

DNasa I (Sigma—Aldrich, USA)

Streptavidin (TRITC) (Sigma—Aldrich, USA)

ethanol (100%) (VWR International, USA)

methanol (Lach:ner; CR)

Fetalni bovinni serum (FBS, 10%) (GibcoTM, USA)
Dulbecco’s PBS (Sigma—Aldrich, USA)

Dulbecco’s PBS with MgCl, and CaCl, (Sigma—Aldrich, USA)
Trypanova modf (Sigma—Aldrich, USA)

Montovaci medium s DAPI (Vector, USA)

Giemsuv barvici roztok (Lot: 111M4357; Sigma—Aldrich, USA)
Permeabiliza¢ni roztok (Invitrogen Thermo Fischer, USA)
Lyza¢ni pufr ervenych krvinek (Red Blood Cell Lysing Buffer) (Sigma—
Aldrich, USA)

Eosyn Y (Sigma—Aldrich, USA)

Methylenova modf (Sigma—Aldrich, USA)

3.1.3 Slozeni pripravovanych roztoku

roztok roztoky/chemikalie mnozstvi (g)/objem (ml)
EDTA 0,186
predtravici roztok
FBS (4%) 4,000
(100 ml)
HBSS 100,000
kolaganasa 0,100
travici roztok DNasa (50 U-ml ™) 0,166
(100 ml) FBS (4%) 4,000
D - PBS (s MgCl, a CaCl,) 100,000
roztoky/chemikalie objem (pl)
FACS Ky !
FBS 5,000
(100 1)
PBS 95,000
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3.1.4 Komercni soupravy

e AbC™ Total Antibody Compensation Bead Kit (Thermo Fisher Scientific,
USA)
e BD Cytofix/Cytoperm™ Plus Kit (BD Biosciences, USA)

3.1.5 Spotiebni material

e automatické pipety
* 1-5ml, 2-20 pl, 1-10 pl; 0,2—1 pl (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA)
*  40-200 pl (Thermo Labsystems Inc, Waltham, USA)
e pipetovaci $picky (AHN/iBioTech, CR)
e 6—jamkova desticka (Eppendorftubes®, Némecko)
e 1,5 ml mikrozkumavky (Eppendorftubes”, Némecko)
e 2 ml mikrozkumavky (Eppendorftubes®, Némecko)
e 15 ml konické zkumavky (SPL Life Sciences co., Ltd., Korea)
e 15 ml propylenové zkumavky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
e 50 ml konicka zkumavka (SPL Life Sciences co., Ltd., Korea)
e 30 um bunécné sitko (Miltenyi, Némecko)
e 100 um bunécné sitko (Miltenyi Biotec, Némecko)
e Birkerova komurka
e kryci sklicka (Menzel-Glaser, Némecko)
e podlozni sklicka (VWR, USA)
e Dpinzeta
e nlzky

e ubrousky

3.1.6 Pristroje

e centrifuga stolni chlazena (Hettich, Némecko)
e centrifuga multifunkéni (MPW MED. INSTRUMENS, Varsava, Polsko)
e vortex stolni IKA (Sigma-Aldrich, USA)

e spektralni bunécny analyzator (cytometr) (Sony Biotechnology Inc., USA)
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e Kklasicky pratokovy bunécny analyzator (cytometr) (Sony Biotechnology Inc.,
USA)

e cytocetrifuga CytoFuge (LabWrench, Kanada)

e mikroskop svételny (Opton, Némecko)

e mikroskop fluorescencni (Opton, Némecko)

e tfepacka v¢etné inkubatoru (Edmund Buihler GmbH, Bodelshausen,

Némecko)

3.1.7 Software

Microsoft Office Word 2016, Microsoft Office Excel 2016, Microsoft Office PowerPoint
2016, FlowJo (v10.8.1), GraphPad.
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3.2 Metody

3.2.1 Priprava vzorku pro srovnani klasické pritokové a spektralni

cytometrie

Za ucelem srovnani méfeni klasickou prutokovou a spektralni cytometrii byly vyuzity
vzorky zamrazenych lidskych PBMC. Po rozmrazeni byl objem 2 pl zfedén v 10 ml PBS.
Po centrifugovan 5 min, 250 g a 20 °C byla v Biirkerové komurce pod mikroskopem
uréena koncentrace (bylo odebrano 10 pl vzorku, zfedéno 10 ul PBS za ptidani 20 pl
roztoku Trypanové modfi a napipetovani piislusného objemu na Birkerovu komurku).
Koncentrace byla stanovena 20.10%/ml. Bylo odebrano 50 ul buné&né suspenze (odpovida
1 milionu bunék) za pfidani 50 ul FACS; 2,5 ul roztoku kazdé protilatky (anti-CD?3, anti—
CD4 a anti-CD8) a 1 ul FVD s naslednou inkubaci 30 min ve tmé&. Poté byl vzorek promyt
1 ml PBS a peleta rozsuspendovana ve 400 ul PBS. Po 200 pl byl vzorek rozdélen do
dvou cytometrickych zkumavek pro méfeni na klasickém pratokovém a spektralnim

cytometru.

3.2.2 Izolace imunitnich bunék z lamina propria mucosae mysiho

tlustého streva

Vzorek tkané tlustého stfeva, vypreparovany z mys§iho modelu, byl umistén do jamky
s 5 ml chladného PBS v 6—jamkové desticce. Vzorek byl poté za pomoci pinzety a ntizek
podélné rozstiihnut a rozdélen na mensi ¢asti, které byly pieneseny do 50 ml zkumavky.
Pipetou bylo pfidano 7 ml predtraviciho roztoku predehiatého na 37 °C a suspenze byla
inkubovana 20 min pfi teploté 37 °C za mirného tifepani (40 g/100 o/min) v inkubacni
tfepacce. Nasledné byla suspenze vortexovana 15 s a prefiltrovana pres 100 um bunécné
sitko do 50 ml cisté falkony. Vzorek tkan€ zachycené na sitku byl pinzetou pienesen do
Cisté 50 ml falkony a nizkami jest€ vice rozmélnén. Nasledné k nému bylo pfidano 7 ml
traviciho roztoku predehtatého na 37 °C a suspenze byla inkubovéana 20 min. pfi 37 °C na
ttepacCe (40 g/100 o/min). Suspenze byla vortexovana 20 s a prefiltrovana pres 30 um
bunécné sitko do 50 ml ¢isté falkony. Roztok byl centrifugovan 10 min pti 500 g a 20 °C,
promyt 1 ml roztoku FACS a opét centrifugovan 5 min pii 500 g a 20 °C. Supernatant byl

odsan a ziskana peleta byla pouzita k dal§im analyzam.
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3.2.3 Priprava vzorku pro cytometrickou analyzu

Fc receptory na povrchu bunék byly blokovany 50 ul zfedéného roztoku Fc block (1 pl
Ab anti—16/32 + 49 ul PBS) 10 min pii 4 °C, promyty 1ml FACS a barveny 50 pl roztoku
protilatkami (Tab. 3) (30 min, 20 °C, ve tm¢). Buiky byly promyty 3 ml PBS a
centrifugovany 10 min, 500 g, 20 °C. Supernatant byl odsan a peleta byla
rozsuspendovana ve 100 pl fixa¢niho roztoku (4% paraformaldehyd) s 10 min inkubaci.
Nasledoval promyvaci krok, kdy ziskana peleta byla poté rozsuspendovana v 50 ul
permebiliza¢niho roztoku (45 pl ddH2O + 5 pl komer¢niho permeabilizacniho roztoku)
s inkubaci 10 min pfi lab. teploté. Do dalSich 50 pl permebiliza¢niho roztoku byly ptidany
2,5 pl protilatky anti-RORyT a 2,5 pl protilatky anti-GATA3. Cely objem pak byl pfidan
ke vzorku bunécné suspenze s naslednou inkubaci 30 min. Po promyti 1ml FACS byla
ziskana peleta bunék rozsuspendovana ve 300 pul FACS a prenesena do cytometrickych
zkumavek. Takto pfipraveny vzorek byl pfipraven k méfeni.

Obdobny postup byl pouzit i pro vzorky periferni krve, které byly odebirany do
mikrozkumavek s 10 pl 2,57 mM roztoku EDTA. Objem odebrané krve byl asi 1,5 ml

Tab. 3: Slozeni barviciho roztoku.

roztok objem (ul)
FACS 50,0
protilatka objem (pl)
anti—-CD90.2 1,0
anti-CD170 2,5
anti—CDIIb 2,5
anti-TCRyd 1,0
anti-Ly6G 2,5
anti-CD163 2,5
anti-CD4 2,5
anti-Ly6C 2,5
anti-CD19 2,5
anti—-CD206 2,5
anti-FVD 1,0
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(1 mikrozkumavka) na 1 my$i model, kdy vyuzity byly 3 mysi modely. Vzorky krve byly
preneseny do 5 ml RBC lysis buffer a centrifugovany 5 min, 250 g a 20 °C. Supernatant
byl odsan a peleta podrobena promyti 1 ml FACS s centrifugaci 5 min, 250 g a 20 °C.

Nasledny postup byl shodny s postupem pro buiiky izolované ze stievni tkané.

3.2.4 Priprava knihovny fluorochromu

K experimentu byl vyuZit komeréni AbC™ Total Antibody Compensation Bead Kit. Pfed
pouzitim byla lahev s kulickami vortexovana 10 s. Do kazdé z 10 mikrozkumavek byla
pridana 1 kapka roztoku kulicek a 1 pl konkrétni znacené protilatky. Pouze v piipadé
FVD byla tato protilatka pfidana ke vzorku rozmrazenych bunék (s kulickami FVD
neinteraguje), které byly zcentrifugovany (250 g, 20 °C, 5 min), supernatant byl odsan a
peleta rozsuspendovana v 50 pul FACS. Nasledovala 30 min inkubace ve tmé& pfi lab.
teploté¢. Kazd4 mikrozkumavka byla promyta 1 ml PBS (v pfipadé FVD 1 ml FACS,
nebot jde o vzorek s burikami) s centrifugaci 5 min, 250 g, 20°C. K peleté bylo pfidano
100 ul fixaéniho roztoku (4% paraformaldehyd) s 10 min inkubaci ve tmé&. Po promyti
1 ml PBS a centrifugaci 5 min, 250 g, 20 °C byla ziskna peleta rozsuspendovana ve 100 pl
permeabiliza¢niho roztoku s inkubaci 10 min a opét promyta 1 ml PBS za centrifugace
5 mim, 350 g, 20 °C. Peleta byla opét rozsuspendovana ve 300 pul FACS za ptidani 1
kapky roztoku negativnich kuli¢ek a dobrého promichani. Cely objem byl pfenesen do
cytometrickych zkumavek. Jednotlivé vzorky byly méfeny spektralnim cytometrem, ¢imz

byla ziskana excitatné—emisni spektra jednotlivych fluorochromd.

3.2.5 Priprava mikroskopickych preparatia imunitnich bunék lamina

propria mucosae mysiho tlustého streva

Peleta buné¢k ziskana ze 2 vzorku tlustého stieva dle postupu 3.2.1 byla rozsuspendovana
v 1 ml FACS. Pro zjisténi poctu bunék ve vzorku bylo z tohoto roztoku odebrano 20 pl
suspenze bunék, které byly barveny s 20 pl methylenové modfi a v Biirkerové komdrce
pod mikroskopem pocitany. Na zakladé sumy zivych bunék byla ziskana bunécna
koncentrace v pivodnim vzorku. Pro dalsi postup bylo vyuzivano optimalni mnozstvi 200
tis. Bun¢k, cemuz odpovidaly objemy 28,9 ul VZ1 a 254 ul VZ2.

K obéma vzorkiim bylo pfidano 9 ml PBS. Ze VZ1 bylo do plastovych drzakd se
sklicky v cytospinu pipetovano 290 pl a ze VZ2 254 pl. Vlivem odstfedivé sily
v cytospinu buiky prilehly ke sklicku. Na kazdé sklicko s butikami bylo aplikovano 50
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ul fixacniho Cinidla (100% methanol nebo 5% kys. octova v methanolu) s 10 min
inkubaci. Po odsati fixa¢niho ¢inidla bylo na fixované buiiky naneseno 80 pul PBS s 5 min
inkubaci. PBS bylo poté odsato a sklicka byla zmrazena (-20 °C). Bylo takto ziskano
celkem 48 preparatl (12 fixovanych 100% methanolem a 12 fixovanych 5% kys. octovou

v methanolu pro kazdy vzorek).

3.2.6 Barveni bunék preparatia Pappenheimovou panopticou metodou

Pro barveni preparatu se na fixované buriky naneslo 80 ul May—Griinwaldova roztoku s
5 min inkubaci. Po odsati roztoku byly buiky promyty 100 pl PBS (inkubace 1,5 min a
vysuseni na vzduchu). Buiiky byly poté barveny 80 pl Giemsova barviciho roztoku (fedén
1:20 ddH20) 20 min. Oplachem v ddH2O (dokud viditeln€ dochazelo k uvolfiovani
barviva), zakapnuti barvenych bun€k PBS a prikryti krycim sklickem byl vzorek

mikroskopicky pozorovan.
3.2.7 Barveni bunék preparatia Giemsovou metodou

Giemsuv barvici roztok byl nafedén 1:20 ddH>0O a 80 pl roztoku bylo pieneseno na buiky
preparatu s 50 min inkubaci. Poté byl vzorek oplachnut ddH,O (dokud viditelné
dochazelo k uvoliiovani barviva), vysusen a po zakapnuti PBS a pfikryti krycim sklickem

mikroskopicky pozorovan.

3.2.8 Znaceni bunék preparati fluorescencné Kkonjugovanymi

protilatkami

Na buriky preparatu bylo pipetovano 50 ul komercniho Fc bloka¢niho roztoku (5 pl Fe
block + 45 pl PBS) s 10 min inkubaci. Nasledovalo 3x promyti PBS, tj. odsati roztoku
z fixovanych bunék a naneseni 60 pl dalsiho dilu PBS s inkubaci 5 min. Buriky byly
znaceny 50 ul barviciho roztoku (5% FBS v PBS + 0,5 ul protilatky; 60 min; lab. teplota;
ve tme). Po odsati roztoku a 3x promyti PBS bylo na buriky pipetovano 20 pl montovaciho
média s DAPI za prikryti krycim sklickem. V pfipadé, kdy byla pro barveni vyuzivana
jesté sekundarni protilatka, pak po promyvacim kroku bylo na burtiky pipetovano 50 pl
barviciho roztoku s touto sekundarni protilatkou (5% FBS v PBS + 0,1 ul sekundarni
protilatky; 30 min; lab. taplota; ve tm¢). Poté byl vzorek 3x promyt PBS a po vysuseni
bylo na buriky pipetovano 20 pl montovaciho média s DAPI za piikryti krycim sklickem.
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4 VYSLEDKY

4.1.1 Srovnani klasické priutokové a spektralni cytometrie

Pro srovnani klasické pratokové a spektralni cytometrie byla vyuzita analyza lymfocytu
lidské krve. Hlavni rozdil mezi obéma metodickymi pfistupy spociva v principu
zpracovani ziskaného signalu. Klasicka prutokova cytometrie je zaloZena na principu
,jeden detektor, jedna barva“, zatimco spektralni cytometrie ziskava celé emisni
spektrum a separuje pak signaly z jednotlivych fluorochromu. Pro klasickou pratokovou
cytometrii je proto nezbytna optimalizace kombinace uzitych fluorochromi, filtrd,
detektort a laserti (Tab. 4, Obr. 11) pro maximalni minimalizaci pifekryvl a zvySeni
citlivosti detekce.

V provedeném experimentu byly uzity protilatky konjugované s fluorochromy
BV510, BV785 (Brilliant Violet), eFluor450 a PerCP CY 5.5 (peridinin chlorophyll
protein). Fluorochromy BV510, BV785 a eFluor450 jsou excitovany svétlem s vinovou
délkou laseru odpovidajici fialové barvé (405nm), zatimco PerCP CYS5.5 svétlem s
vlnovou délkou laseru odpovidajici barvé modré (488nm) (Obr. 11). Vinové délky
emisniho zafeni se vSak u vSech fluorochroma lisi a mohly proto byt v experimentu
vyuzity.

Z dat byla obdobnym principem jako u predeslych experimenti vytvorena strategie
selekce v programu FlowJo (Obr. 12). Ve vzorcich byly ur€ovany 2 zakladni typy
T lymfocytu, a sice pomocné (Th) a cytotoxickeé (Tc). Celkove vysledné méteni stejnych

vzorkll obéma metodami pfinasi analogické vysledky (Tab. 5). Rozdil tkvi zejména

Tab. 4: Protilatky s pfislusSnymi fluorochromy a odpovidajicimi filty zvolené pfi srovnavacim

experimentu.
protilatka anti—-CD3 anti—-CD4 anti—-CD8 FVD
fluorochrom BV510 BV785 PerCP Cy5.5 eFluor 450
filtr 525/50 785160 720/60 450/50

barva (odpovidajici
excitacni vin. fialova fialova modra fialova

délce)

barva (odpovidajici ) o 5 ) ,
o , zelena hn¢da/Cema Cervend modra
emisni vin. délce)
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v jednodus$sim, mén€ naroném nastaveni experimentu a vySsi citlivosti i pfesnosti pfi

spektralni cytometrii, ktera se tak stava, obecné védeckou komunitou, preferovanési
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Obr. 11: Emisni spektra pro fluorochromy BV510, BV786 (analogie BV785), FSV450 (analogie
\

eFluor450) a PerCP-Cy5.5 pfi excitaci a) zafenim s vin. délkou odpovidajici fialové
barvé (405 nm), b) zafenim svln. délkou odpovidajici modré barvé (488nm).
(vytvofeno BD Spectrum

Viewer—-BD
https://www.bdbiosciences.com/en-us/resources/bd-spectrum-viewer)

Biosciences,

Tab. 5: Vysledky analyzy T lymfocyta lidské periferni krve ve srovnavacim experimentu pro
spektralni a klasickou prutokovou cytometrii.

T lymfocyty charakteristika

typ cytometrie

Th

Tc

CD3*, CD4*

spektralni

(% lymfocytir)*

34,0

klasicka pritokova (%
singletnich bunék)*

CD3*, CD8*

25,0

37,0

24,1
*vyzhledem ke zvolené strategii selekce neni problémem, Ze v obou pfipadech jsou vysledky
procentualnim zastoupenim ruznych populaci, nebot’ celkoveé se vychazi vzdy ze stejnych populaci,
jen v jiném poradi
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Obr. 12: Strategie selekce lymfocytarnich bun¢k humanni periferni krve: a) spektralni
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4.2 Mikroskopicka analyza imunitnich bunék lamina propria mySiho
tlustého stireva

Bunky (izolovany z lamina propria tlustého stfeva mySiho modelu kmene BALB/c)
imobilizované na sklicku byly fixovany 2 ¢inidly, a to 100% methanolem a 5% kys.
octovou v methanolu. Také k samotnému barveni byly uzity 2 barvici metody, kdy byl
vyuzit Giemsuv barvici roztok (Giemsova metoda) (Obr. 13, Obr. 14) nebo Giemsuv
barvici roztok v kombinaci s May—Griinwaldovym roztokem (Pappenheimova metoda)
(Obr. 15, Obr. 16). Preparaty byly pozorovany pod svételnym mikroskopem.

Pti porovnani obou typl fixace spocivajici ve vyuziti jinych fixacnich Cinidel nebyly
mezi preparaty pozorovany vyznamné rozdily. Pfi srovnani obou barvicich metod je
mozné pozorovat svétlejsi odstiny fialové az razové barvy jader u Pappenheimovy
metody. Preparaty slouzily k morfologické charakterizaci jednotlivych bunéénych typut
imunitnich bun€k vyizolovanych z lamina propria tlustého stfeva mysSich modela.
Zejména na zakladé charakteristické jaderné morfologie, (ne)granulované cytoplazmy,
celkové velikosti a tvaru bunék je bylo mozné pfifadit k danym typim imunitnich bunék.

Z celkového poctu 80 snimku, napfi¢ barvicimi metodami i typem fixace, byla
vypracovana orientacni analyza zastoupeni bun€k vrozeného a adaptivniho imunitniho
systému (Obr. 17). Tato orientacni analyza pfiblizné odpovida vysledkiim ziskanym pfi
analyze imunitnich bunék tlustého stfeva spektralni pratokovou cytometrii. Na
preparatech bylo mozné zaznamenat i raritni situace, napt. délici se buiky (Obr. 16a).
Buriky snejvyssi frekvenci zastoupeni se na zakladé této analyzy jevi byt

monocyty/makrofagy.
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20 um

Obr. 13: a), b): Snimek (svételna mikroskopie) imunitnich bun¢k z lamina propria mysiho
tlust¢ho stfeva barvenych Giemsovou metodou za vyuziti methanolu jako fixa¢niho
¢inidla. I-monocyt, 2-makrofag, 3—lymfocyt, 4—neutrofil.
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Obr. 14: a), b): Snimek (svételna mikroskopie) imunitnich bunék z lamina propria mysiho
tlusté¢ho stfeva barvenych Giemsovou metodou za vyuziti 5% kys. octové v methanolu
jako fixacniho ¢inidla. 1-monocyt, 2-makrofag, 3-lymfocyt, 4-neutrofil, 5—eosinofil.
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Obr. 15: a), b): Snimek (svételna mikroskopie) imunitnich bun¢k z lamina propria mysiho
tlusté¢ho stfeva barvenych Pappenheimovou metodou za vyuziti 5% kys. octové v
methanolu jako fixacniho ¢inidla. 1-monocyt, 2-makrofag, 3-lymfocyt, 4-neutrofil.
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Obr. 16: a), b): Snimek (svételna mikroskopie) imunitnich bunék z lamina propria myS$iho
tlust¢ho stfeva barvenych Pappenheimovou metodou za vyuziti methanolu jako
fixatniho cinidla. 1-monocyt, 2—-dendriticka bunka, 3-lymfocyt, 4—neutrofil, 5-
eosinofil, 6-d¢lici se burka.
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mbuiky vrozen¢ho imunitniho systému “ bunky adaptivniho imunitniho systému

Obr. 17: Analyza pomérmncho zastoupeni bunék vrozen¢ho a adaptivniho imunitniho systému
lamina propria tlustého stfeva mysiho modelu.

Preparaty byly také pro fluorescencni mikroskopii znaCeny prostrednictvim protilatek
(Ab) (Tab. 6). Ab, konjugovany s fluorochromy, byly namifeny proti konkrétnim
molekularnim markeram. VyuZita byla trojice Ab: anti—-CD206 (Obr. 18), anti—IgA (Obr.
19) a anti-CD163 (Obr. 20). Na tomto zaklad¢ pak mohly byt specificky identifikovany
prislusné bunécné typy (Tab. 6). V mnoha ptipadech bylo mozné rozpoznat 1 subcelularni
struktury jako v pripadé B lymfocyta pravdépodobné endoplazmatické retikulum (Obr.
19b) ¢i granulovanou cytoplazmu makrofagi (Obr. 20b), popt. dalsi lokalizace
prislusného markeru. Bylo vyuzito 1 dvojité barveni s pouzitim anti-CD206 a anti-IgA
(Obr. 21). Na Obr. 21b byla zaznamenana 2 riizna stadia vyvoje B lymfocytu, a sice jako

B lymfocyt (Cerveny i zeleny signal) a zrala plazmaticka buiika (pouze Cerveny signal).

Tab. 6: Protilatky pouZité pro vizualizaci pfislusnych bunécnych typt.

protilatka fluorochrom barva marker specifita
antigen
sekundarni ]
) ) prezentujici bunky
myS$i krali¢i anti—krysi (mys$i) CD206 = manosovy
) ) zelena (B-lymfocyty,
anti-CD206 Ab s fluorescein receptor »
. ) dendritické buriky,
isothiokyanatem (FITC)
makrofagy)

AD biotinilovana
o IgA* B lymfocyty
+ streptavidin s

anti-IgA ) Cervena | imunoglobulin tiidy A (IgA plazmatické
tetramethylrhodaminem
buiiky)
(TRITC)

o ) CD163 = receptor pro

) fluorescein isothiokyanat monocyty,
anti-CD163 zelena zachytdvani komplexu

(FITC) makrofagy

hemoglobin—haptoglobin
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Obr. 18: a), b): Snimek (fluorescenéni mikroskopie) imunitnich bun¢k z lamina propria mysiho
tlusté¢ho streva zna¢enych Ab anti—-CD206 (zeleny signal) a DAPI (modry signal).

Obr. 19: a), b): Snimek (fluorescencni mikroskopie) imunitnich bun¢k z lamina propria
mysiho tlustého stfeva znaenych Ab anti—IgA (Cerveny signal) a DAPI (modry
signal).
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Obr. 20: a), b): Snimek (fluorescencni mikroskopie) imunitnich bunék z lamina propria
mysiho tlust¢ho stfeva znacenych Ab anti—-CD163 (zeleny signal) a DAPI (modry
signal).

3

3

“"20 um
I

Obr. 21: a), b): Snimek (fluorescencni mikroskopie) imunitnich bun¢k z lamina propria
mySiho tlustého stfeva znadenych Ab anti-CD206 (zeleny singnal), anti—IgA
(Cerveny signal) a DAPI (modry signal).
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4.3 Cytometricka analyza imunitnich bunék periferni krve a lamina

propria tlustého stireva mysi

Hlavni analyza imunitnich bun€k vyizolovanych z lamina propria tlustého stfeva a
periferni krve mysi byla provedena pomoci spektralni pratokové cytometrie. K analyze
byly vyuzity mysi modely, u nichz byl prostfednictvim pasobeni dextranu sulfatu
sodného (DSS) vyvolan nespecificky zanét tlustého streva, spolu se zdravymi kontrolami.
Ve vzorcich byly pomoci specifickych protilatek (konjugovanych s fluorochromy)
namifenych proti konkrétnim bunénym markerim charakteristickym pro dané bunécné
typy (Tab. 7) identifikovany a kvantifikovany konkrétni bunééné populace. Pro optimalni
rozpoznani signall fluorochromt s naslednou kvantifikaci bunék bylo tfeba vytvorit
knihovnu fluorochromi. U zdravych mysich modelt byla provedena i izolace imunitnich

bunék z periferni krve.

4.3.1 Srovnani imunitnich bunécnych populaci mezi periferni krvi a
tlustym stirevem mySich modeli
Imunitni bunécné populace vyizolované z periferni krve 3 mysich modelt zdravych

kontrol (kmen BALB/c) byly srovnavany s populacemi nasledné vyizolovanymi z lamina

propria tlustého stfeva 4 mysich modelt zdravych kontrol (kmen BALB/c).

Tab. 7: Vychozi panel charakteristickych markerii jednotlivych bunéénych typli pro
cytometrickou analyzu.

bunécné typy marker
Th lymfocyty CD4*
adaptivni imunitni systém Th2 CD4", GATA-3
Th17 CD4*, RORyT*
B lymfocyty CD19*
ILC CD90.2*, CD4
ILC2 CD90.2*, CD4", GATA-3*
ILC3 CD90.2*, CD4", RORyT*
vrozeny imunitni systém neutrofily CDI11b*, Ly6-G*, Ly6-C*
monocyty CD11b*, Ly6-G-, Ly6-C*
makrofagy CD11b*, CD163*
eosinofily CD11b*, CD170*
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Pomoci multiparametrického softwaru FlowJo byly populace, na zéakladé znaceni
protilatkami proti konkrétnim markerim (Tab. 7), vyselektovany za vytvoreni , strategie
selekce™ (Obr. 22). Data byla nasledné prevedena prostiednictvim Microsoft Excel na
Ciselné hodnoty procentualniho zastoupeni danych bunécnych populaci v pfislusné
selektované oblasti a ob& skupiny vzorkt pak byly srovnany softwarem GraphPad za

vyuziti t—testu (Obr. 23).
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Obr. 22: Strategie selekce imunitnich bun¢k periferni krve zdravych mysSich modela.
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Obr. 23: Porovnani izolovanych imunitnich bunéénych populaci mezi periferni krvi a lamina
propria tlustého stfeva zdravych mysich modelu.
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Obr. 23: Porovnani izolovanych imunitnich bunéénych populaci mezi periferni krvi a lamina
propria tlustého stfeva zdravych mysich modelu (pokracovdni).

Signifikantni rozdil v zastoupeni populaci mezi vzorky z mysi periferni krve a lamina
propria tlustého stfeva byl zaznamenan u vSech sledovanych subpopulaci Th lymfocyta,
tedy Th2, Th17 i TCRyd. Dale v zastoupeni populaci neutrofila, eozinofili a obou
sledovanych subtypt monocytu (rezidentnich i zanétlivych). Procentualné nejvétsi rozdil
mezi zastoupenim dané populace v mysi krvi a ve sliznici tlustého stfeva byl zaznamenan
u neutrofild. Vyrazny byl i rozdil v zastoupeni Th subpopulaci Th17 ¢i TCRyd, které se
v periferni krvi, na rozdil od sliznice tlustého stfeva, vyskytuji ve velmi nizkych
koncentracich. Zajimava byla i zména pomeéru rezidentnich ku zanétlivym monocyttm,
kdy v periferni krvi byla zaznamenana pfevaha rezidentnich monocytli, zatimco ve
stfevni sliznici monocytl zanétlivych, coz muze souviset s potencialné intenzivnéjsim
primanim vystavenim sliznice antigentiim. Celkové jde o srovnani imunitnich bunécnych

populaci do velosti bunék 50 um bez erytrocytu ¢i epitélii, které byly filtraci odstranény.
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4.3.2 Vliv ruzné doby podavani DSS mySim na zastoupeni imunitnich

bunék

DSS jako iniciator vzniku nespecifického zanétlivého onemocnéni stiev naruSenim
epitelové mechanické bariéry, byl mysim modeltim podavan peroralné ve formé 5% (w/v)
roztoku v pitné vodé. Mysi modely (BALB/c) byly potravé s DSS vystaveny po dobu 4 a
5 dna. Vzorky od téchto skupin, kazda tvofena 3 modely, byly mezi sebou porovnavany.

Ziskana data byla opét vyhodnocena v softwaru FlowJo za vytvoreni strategie selekce
(Obr. 24), nasledné prevedena pies Microsoft Excell a porovnana t—testem v softwaru

GraphPad (Obr. 25).
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Obr. 24: Strategie selekce imunitnich bun¢k lamina propria tlustého stieva mysich modelu
krmenych DSS.
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Obr. 25: Srovnani izolovanych imunitnich bunéénych populaci mezi vzorky mysi krmenych
DSS po razn¢ dlouhou dobu (pokracovdani).

Signifikantni rozdil v zastoupeni riznych bunéénych populaci lamina propria tlustého
tieba u vzorkd z mysich modelt vystavenych potraveé s DSS po rizné dlouhou dobu byl
zaznamenam pouze u subpopulace Th lymfocytd TCRyd. V tomto piipade vedla delsi
doba expozice potravé s DSS ke snizeni procentudlniho zastoupeni této bunécné
populace. Tento vysledek je v souladu s faktem, ze populace Th lymfocytd TCRYd je
prave ve stievni sliznici ve vysoké koncentraci oproti jinym tkanim jako soucast epitelu
(patfi mezi tzv. intraepitelové lymfocyty). Pii destrukci sliznice pusobenim DSS
s naslednym rozvojem zanétu je predpoklad, ze se tato populace bude snizovat. U vSech
ostatnich sledovanych bunécnych populaci signifikantni rozdil pozorovan nebyl. Zvolena

doba 4 a 5 dna tedy nema na eskalaci stfevniho zanét vyrazny vliv.
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4.3.3 Srovnani imunitnich bunécnych populaci v lamina propria
tlustého stfeva mezi mySimi modely se stfevnim zinétem a

zdravymi kontrolami

Experiment porovnava imunitni bunécné populace mezi 2 skupinami vzorki. Prvni
skupinu predstavovaly 4 zdravé kontroly, tedy mySi nevystavované potravé s DSS.
Druhou skupinou pak bylo 5 mySich modelt, které byly vystaveny potravé s DSS
(5% wlv roztok v pitné vode€) po dobu 4 dnd. Pouzité mysi modely byly kmene C57BL/6.

Obdobnym zptisobem jako u predeslych experimentt byla ziskana data vyhodnocena
v softwaru FlowJo za vytvoreni strategie selekce (Obr. 26), nasledné prevedena pies

Microsoft Excell a porovnana t—testem v softwaru GraphPad (Obr. 27).
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Obr. 26: Strategie selekce imunitnich bun¢k lamina propria tlustého stieva mysich modelu
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62



Th lymfocyty

15— Kkkk
| — |
X
=
5 10— _}
2
=
[&]
]
> 54
2 =
0 1 1
kontrola DSS
TCR g/d
6004 r—
f; 40
(]
e
ﬁ %
°\o 20-
0

gRezidentni monocyty

55

W W B A O
8373

N
(3}

1 1
kontrola DSS

% monocytu (CD11b*;Ly-6G";Ly-

Obr. 27: Srovnani izolovanych imunitnich bunéénych populaci mezi vzorky zdravych kontrol a

I 1
kontrola DSS

30+

N
o
1

% Th (CD4*)
2

Th2

*%

T

Y
1

% vSech bunék
e

I 1
kontrola DSS

B lymfocyty

+

NN
S o

(3]
1

a o o O
g 3

o
1

Y
(3]

1 1
kontrola DSS

Zanétlivé monocyty

% monocytu (CD11b*;Ly-6G™;Ly-6C™)

mysSich modeli krmenych DSS.

1 1
kontrola DSS

63

% Th (CD4*)
N W
o o
1 1
b

759

70+

% bunék CD11b*

1 1
kontrola DSS

Monocyty

(2]
o

N
(3,1
1

N
o
1

15

10+

% bunék CD11b*

1 1
kontrola DSS

Neutrofily

1
°

—20800————
kontrola DSS



Eosinofily Makrofagy (M2) ILC

* %k

257 159 = 209 I 1
°
+. 20 () +
2 2 o 15-
E E 1.0 g
0 15- o o)
X % ﬁ 10— o
£ 104 £ R °
3 4 0.5 i 5
E o
0 1 1 00 1 1 0 1 1
kontrola DSS kontrola DSS kontrola DSS
ILC2 ILC3

20 80
g ° T
(m] (]
O 15+ QO 70 °
. ‘"
N N
S 10 % S 60-
a o o
o 3}
9 57 9 50- ]
R B

0 40

1 1 1 1
kontrola DSS kontrola DSS

Obr. 27: Srovnani izolovanych imunitnich bunéénych populaci mezi vzorky zdravych kontrol a
mySich modelt krmenych DSS (pokracovani).

V experimentu byla zaznamenana signifikantni zména u vSech sledovanych
bunéénych populaci, mimo populace B lymfocytd, monocyti (véetné subtypt) a
subpopulaci ILC2 a ILC3. V pripadé populace Th lymfocytt jako celku dochazi k jejich
narastu pri zanétlivém procesu, avSak vSechny sledované subpopulace (Th2, Th17 i
TCRyd) naopak klesaji. To odkazuje na piedpokladany narast subpopulace Thl.
Signifikantni pokles pii zanétlivém stavu byl zaznamenan u subpopulace makrofagt typu
M2, coz je v souladu s obdobnym snizenim subpopulace Th2, které aktivuji. Narust byl
detekovan u subpopulaci neutrofild, eozinofilt a ILC.

Ze ziskanych dat bylo vytvoreno grafické znazornéni narustajici ¢i klesajici tendence
hledanych bunécnych populaci pfi sttevnim zanétu (Obr. 28). Oba grafy byly vytvoreny

na zakladé prumérnych hodnot zastoupeni jednotlivych populaci ve vzorcich zdravych
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Obr. 28: Zmény imunitnich bunéénych populaci lamina propria mySiho tlustého stfeva pii
zandtu.

kontrol a vzorcich mysich modelt krmenych DSS. Na grafech je viditelny zejména nartst

populaci vrozeného imunitniho systému, odkazujici na rychlou reakci, kterou vrozeny

imunitni systém zajistuje. Adaptivni imunitni systém naproti tomu reaguje na indukci
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zanétu vyrazné pomaleji, nebot detekovana zména populaci jeho bunécnych zastupca
neni tak vyrazna.

Nameétena data byla také vynesena do 2D grafu t—SNE (t—distributed stochastic
neighbor embedding) pomoci programu FlowJo. Za vyuziti této statistické metody je
kazdé udalosti (v tomto piipadé jde o buiiky) nelinearni redukci rozmért pfifazena poloha
ve dvourozmérné mapé. Byla takto vytvorena ,,denzitni mapa‘“ zachycujici data ze vSech
vzajemné prolozenych (zkonkatenovanych) vzorkl (vzorky zdravych kontrol i mySich
modelt krmenych potravou s obsahem DSS) jako vzajemné si rizné piibuzné bunééné
populace (Obr. 29). VyznaCenim jednotlivych imunitnich bunéénych populaci bylo
mozné proti sob€ vynést 2 grafy t—SNE zobrazujici narust ¢i pokles danych bunéénych
populaci v obou skupinach vzorka (Obr. 30). Obr. 31 pak zobrazuje intenzitu exprese
jednotlivych bunécnych markerd u obou skupin zkonkatenovanych vzorkt ve formé

,teplotni mapy®.
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Obr. 29: Graf t-SNE zkonkatenovanych imunitnich bunéénych populaci izolovanych ze vzorka
lamina propria tlustého stfeva zdravych kontrol i mySich modelti krmenych DSS (a).
Znazomeno je 1 vyneseni pouze pro vzorky zdravych kontrol (b) a vzorky mySich modeli
krmenych DSS (c).
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Obr. 30: Graf t-SNE s vyznacenim imunitnich bunéénych populaci pro: a) zkonkatenované
vzorky zdravych kontrol, b) zkonkatenované vzorky mysSich modelt krmenych DSS.
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S  DISKUSE

Nespecifické stfevni zanéty jsou v soucasné dobé intenzivné studovanou skupinou
autoimunitnich chorob, které v hor§im ptipadé mohou vést az k chirurgickym zakrokiim
s resekci Casti stfev, avSak s vysokym rizikem recidivy 1 po Uspé€sné operaci. Pivod
autoagresivity imunitniho systému neni spolehlivé vysvétlen a vysoké procento pacientd
na aktualni medikamento6zni 1écbu adekvatné neodpovida. Pro zajisténi obranyschopnosti
je naprosto klicové spravné fungovani stievni slizni¢ni imunity spolu se vSemi sliznici
ochranujicimi obrannymi valy. Pro patogenezi onemocnéni je zasadni selhani nékteré
z téchto obrannych slozek, jakoz i ,,chovani“ jednotlivych bunécnych typt (Rubbert-Roth
& Finckh, 2009). V této oblasti byla provedena fada dfive€jsSich studii na riznych zvirecich
1 humannich vzorcich.

Experimentalni ¢ast predlozené prace poskytla data o spektru slozeni imunitnich
bunéénych populaci v periferni krvi a zejména lamina propria sliznice tlustého stfeva
jako zasadni oblasti lokalizace imunitnich bunék nastolujicich slizni¢ni obranyschopnost
u mySich modela. Pfi vystaveni mySich modelt potravé s DSS po dobu 4 dnt dochazi
k iniciaci zanétu, coz je patrné z rychlé odezvy a narustajici tendence bunék vrozeného
imunitniho systému, zatimco adaptivni systém reaguje pomaleji.

Pfi experimentech srovnavajicich zastoupeni imunitnich bunéénych populaci mezi
periferni krvi a lamina propria tlustého stteva a v lamina propria tlustého stieva po rizné
dobé podani potravy s DSS byly vyuzity mysi modely kmene BALB/c sam¢iho pohlavi,
zatimco Vv experimentu srovnavajicim zastoupeni imunitnich bunéénych populaci
v lamina propria tlustého tfeba mezi mysimi modely krmenymi potravou s obsahem DSS
a zdravymi kontrolami byly vyuzity mysi modely kmene C57BL/6 pohlavi samic¢iho. Oba
kmeny se lii, 1 v ramci pohlavi, né€kterymi fenotypovymi charakteristikami jako napf.
délka stfeva, ale 1 drobnymi strukturnimi odli§nostmi nékterych imunitnich molekul.
Odlisny kmen a pohlavi pouzitych mysich modeli je pak pti¢innou nékterych rozdilnych
vysledkii mezi jednotlivymi experimenty. OdlisSné modely byly uzity zdavodu
navaznosti dalSich experimenta jinych védeckych skupin, které vSak nejsou predmétem
této prace.

Srovnani velikosti imunitnich bunéfnych populaci mezi periferni krvi a sliznici
tlustého stfeva prineslo ucelenou predstavu o slozeni, resp. preferenci lokality vyskytu
jednotlivych sledovanych bunécnych typu. Tyto vysledky byly vhodné doplnény

fenotypovou charakteristikou osvédCenymi postupy vizualizace bunék pro
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mikroskopické pozorovani ve svételném i fluorescenénim modu. V principu podobna
studie z roku 2014 provedena u humannich vzorkii naznaCuje podobné vysledky v
pomérném zastoupeni populaci danych bunécnych typu (Globig et al., 2014).

Vsechny sledované populace bunék vrozeného imunitniho systému maji obecné
zvySujici se tendenci, az na makrofagy subtypu M2, které disponuji protizanétlivymi
funkcemi a béhem iniciace zanétu se jejich populace snizuje. To je v souladu se snizujici
se populaci Th2, nebot makrofagy subtypu M2 produkci specifickych cytokini Th2
aktivuji (Vergadi et al., 2017). Retrospektivni studie archivovanych vzorki stfevni
slizni¢ni biopsie pacientd s nespecifickym stfevnim zanétem potvrzuje nardst populace
eozinofili. Podle studie navic existuje souvislost mezi eozinofily a neutrofily, kdy
poznatkem je, ze pacienti, jez méli zanét s pfevahou eozinofili oproti neutrofilim,
vykazovali lepsi odpoved na lécbu (Alhmoud et al., 2020). V uskute€néném experimentu
byla u mysich modela zaznamenana lehka prevaha eozinofild. Pozoruhodné je i postaveni
neutrofild, které jsou do mista poskozené tkané rekrutovany jako jedny z prvnich bunék.
Jejich prispévek v patogenezi nespecifickych stfevnich zanéti zistava neobjasnén a
pravdépodobné se lisi i mezi Crohnovou chorobou a Ulcerézni kolitidou (Fourrier &
Parkos, 2012), kdy pfi Ulcerozni kolitidé byla zaznamenana zvysSena aktivace neutrofilt
(Sedghi et al., 1993), ktera vSak nebyla potvrzena u Crohnovy choroby (Comalada M. &
Peppelenbosch, 2006). Rada studii provedenych na zvifecich modelech je navic
v rozporu. Na potkanech byl deleci neutrofili pomoci anti—neutrofilnich protilatek
prokazan zmirfujici u€inek na zanét (Buell & Berin, 1994; Natsui et al., 1997), zatimco
dalsi studie poukazuji na prospésnou roli neutrofili, kdy po jejich vycCerpani doslo u mysi
k exacerbaci zanétu (Kuhl et al., 2007; Zang et al., 2011). Nékteti védci predpokladaji,
Ze pacienti majici predispozice k obecné zvySené aktivité vrozeného imunitniho systému
jsou nachylnéjsi 1 k ziskani stfevniho zanétlivého onemocnéni, zatimco jini se domnivaji,
ze hlavni pfi¢inou takovych onemocnéni muze byt pravé nedostatecna odpoveéd
vrozeného imunitniho systému (Smith et al., 2009; Vazeille et al., 2015). M4 se za to, ze
funkce neutrofila je také tizce propojena s monocyty, popi. makrofagy, které spolu
s dendritickymi bunkami fidi infiltraci neutrofilti do zanicené tkané (Qualls ez al., 2006).
Ze ziskanych vysledki je patrné mnohonasobné vyssi zastoupeni neutrofilti v periferni
krvi oproti stfevni tkani spolu s nartistem neutrofilnich populaci v lamina propria tlustého
stteva béhem zanétu. Dualismus plisobeni neutrofil béhem nespecifickych stfevnich

zanétl z nich Cini atraktivni cil pro dalsi zkoumani.
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Predpoklada se, ze i ILC mohou hrat roli pfi patogenezi nespecifickych stfevnich
zanéti. Ve sliznici tlustého stieva byla detekovana zejména subpopulace ILC3 oproti
subpopulaci ILC2, ktera byla lokalizovana spise v periferni krvi. Ve vyzkumu zastoupeni
ILC u vzorku biopsie stfevni sliznice od pacientd s nespecifickym stfevnim zanétem byl
prokazan pokles subpopulace ILC3, naopak narust subpopulaci ILC1 a ILC2 (Forkel et
al., 2019). Tyto zavéry nasleduji 1 ziskanad data z experimentu na mysim modelu, kdy
z pruméru hodnot miZeme usuzovat klesajici tendenci u subpopulace ILC3 a narustajici
tendenci u subpopulaci ILC2 a ILC1. Frekvence subpopulace ILC1, byt nebyla
sledovana, je s jistou mirou nepresnosti matematicky odvoditelna.

Ziskana data potvrzuji, Ze obranna reakce je smérovana k typu Thl, kterd je pro
autoimunitni onemocnéni, kde mizeme nespecifické stfevni zanéty zaradit, typicka. To
je dano tim, Ze obecné nejzastoupenéjsi subpopulace Th, tedy Th1 a Th2 jsou udrzovany
v urcitém pomeéru a pii zanétlivém procesu se jedna z populaci vyrazné€ zvysuje na ukor
druhé. V experimentu byl zaznamenan pokles sledované populace Th2, coz odkazuje na
evidentni nartst subpopulace Thl. Zajimavé je i postaveni subpopulace Th17. Podle
Kobayashi ez al. (2008) je pomér Th17/Th1 u humannich vzorkl s Crohnovou chorobou
asi 0,57; coz je priblizn€ v souladu se ziskanymi daty u mysich modeld, i kdyz pomér
Th17/Thl (asi 0,4) je niz§i. Kugathasan et al. (2007) ve studii provedené na vzorcich ze
sttevni biopsie déti sranou a dlouhodobou Crohnovou chorobou poukazuje na
diferenciaci naivnich Th do subpopulace Thl prostfednictvim signalizace IL—12
v ¢asném obdobi rozvoje Crohnovy choroby, zatimco v pozdnich stadiich jiz tato
polarizace Th na Thl podporovana neni. To muze poukazovat na moznost ¢i potiebu
delsiho vystaveni mySich modelt potravé s DSS v probéhlém experimentu nez zvolené 4
dny. Sledovana byla i Th subpopulace TCRyJ, ktera je v cirkulujici krvi ve velmi nizkém
zastoupeni. Naproti tomu ve stievni sliznici je zastoupena hojné€, kdy mize tvotit az 40 %
intraepitelovych lymfocytd, a aCkoliv jde o lymfocytarni buriky, je soucasti prvni linie
obrany pii stfevnim zanétu (Catalan-Serra et al., 2017). S tim pravdépodobné souvisi 1
zjistény pokles jejich populace béhem rané faze zanétu, protoze z aktualnich poznatk je
byla prokadzana ochrana pied stfevnim zanétem TCRyo6 Th lymfocyty stimulaci
reparacnich mechanismii pomoci exprese keratinového ristového faktoru (Chen et al.,
2002), spoluucast na fizeni infiltrace postizené tkan€ neutrofily (Kuhl ez al., 2002) a
zvySeni zavaznosti, dokonce i umrtnosti, deleci TCRy6 Th lymfocytd pomoci

monoklonalnich protilatek (Hoffmann ez al., 2001).
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Experimentalné zji§téna data predlozené prace jsou vhodnym doplnénim komplexnich
vysledka pfi studiu nespecifickych stievnich zanétl. Poukazuji na trendy zmén populaci
vyznamnych imunitnich bunék v tlustém stfevé pii vyvolani strevniho zanétu u mysich
modelt. Data naznaCuji, ze v pfipad€ vyvolani zanétu pomoci DSS, ktery je mysSim
podavan po dobu 4 dnd, jde o relativn€ Casnou fazi vznikajiciho onemocnéni. Pro dalsi
vyzkum by bylo zajimavé mysi modely vystavit potravé s DSS po delsi dobu a ziskat tak
udaje o slozeni bunéCnych populaci z pozdé€jSich fazi nemoci. Vysledky jsou vsak
nepochybnym pfinosem, vyuzitelné pfi vyzkumu vyvoje a novych terapeutickych

pristupt pii 1écbé a snizeni morbidity u nespecifickych stievnich zanéti.
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6 ZAVER

Prfedmétem zajmu prace byla problematika slizni¢ni imunity vztazena zejména na
,efektorovou ¢ast™ travici trubice, a sice stfevo. Teoreticka ¢ast popsala fenotypovou a
predevsim funkéni stranku zakladnich typt bunék vrozeného i adaptivniho imunitniho
systému. Pozornost byla vénovana principu spoluprace a komunikace bunék pii zajisténi
obrannych mechanismt proti a v zanétu, jakoz i jejich dimyslné rozmisténi ve stievni
slizni¢ni vrstvé lamina propria do histologicky a mnohdy az anatomicky definovanych
struktur. Soucasné byl vytvoren anatomicky a histologicky popis stfeva mysSi domact,
jako jednoho z hlavnich zvifecich modeli pro studium imunitnich déji v organismu,
v kontextu prace pak pro studium tzv. nespecifickych stievnich zanéta.

V ramci experimentalni Casti byla provedena izolace a kvantifikace vybranych
imunitnich bunék z periferni krve a lamina propria tlustého stfeva mySich modelt.
Vzorky byly ziskavany z mysich modell, u nichz byl stfevni zanét vyvolan pomoci DSS,
a ze zdravych kontrol. Srovnany byly vysledky zastoupeni imunitnich bunécnych
populaci mezi periferni krvi a stfevni sliznici, ve stifevni sliznici pfi razné dlouhém
vystaveni mys$i potravé s DSS a mezi stfevni sliznici mys$i zdravych a mys$i vystavenych
potravé s DSS. Vysledky pfinasi udaje o lokalizaci a zménach v bunéénych populacich
pfi stfevnim zanétlivém onemocnéni, coz odkazuje na vzajemné propojeni a funkce
jednotlivych bunéénych typt. Data byla doplnéna fenotypovou charakterizaci imunitnich
bunék mikroskopickym pozorovanim po vizualizaci ovéfenymi postupy.

Ziskana data maji potencialni vyuziti pfi studiu nespecifickych stfevnich zanétu jako
je Crohnova choroba a Ulcerdzni kolitida, kdy na aktualni 1écbu vysoké procento pacientti
neodpovida a dalsi vyzkum v této oblasti je zadany. Funkce jednotlivych bunék béhem
sttevniho zanétu nejsou vzdy zcela objasnény. Data naznacuji, ze 1 béhem samotného
zanétu se tyto funkce jednotlivych buné€k mohou ménit. Vysledky experimentalni ¢asti
prace prinas§i komplexni pohled na bunécéné slozeni krevni a slizni¢ni imunitni
komponenty ve zdravé i zanétem postizené tkani. Mnoho procest a dé€ju vSak stale neni
objasnéno a dal§i vyzkum v této oblasti je nezbytny pro pochopeni patogeneze

onemocnéni, a tim sméfovat nové moznosti 1écby nespecifickych stfevnich zanétu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

Ab
AGM
AIRE
APC
APRIL
AV
BAFF
blimp-1
BMZ
BTK
BV
CCR3
c—Kit
CSF1
CSF1-R
CX3CR1
CXCL12
CXCR4
DN

DP

DSS
ECP
EMP
EPO

Fc

FcyR
FITC
GALT
GATA-1
GM-CSF
HSC
ICAMI1
IGF-1
IgG
L4
IL-4Ra
ILC
ILC2p
ILF
INF—y
iNOS
ITAM
JAK/STAT

KB

LPS

LTi
MAdCAM-1

protilatka

oblast aorta—gonada—mezonefros
autoimmune regulator

antigen prezentujici buriky

A proliferation—inducing ligand

appendix vermiformis

B—cell activating factor

B lymphocyte—induced maturation protein—I
B2 lymfocyty marginalni zony

Bruton's tyrosine kinase

Brilliant Violet

C—C motif chemokine receptor 3

receptor tyrosie kinase

colony stimulating factor 1

colony stimulating factor 1 receptor

CX;5C motif chemokine receptor 1
chemokine C—X—C motif ligand 12

C—X~-C chemokine receptor type 4

double negative

double positive

dextran sulfat sodny

eozinophilic cationic protein

multipotentni erytro—myeloidni progenitor
eozinophilic peroxidase

fragment crystallizable

Fc v receptor

fluorescein isothiokyanat

gut—associated lymphoid tissue
GATA-binding factor 1

colony stimulating factor granulocyte/macrophage
hematopoetické kmenové bunky
intercellular adhesion molecule 1

inzulin like growth factor 1

imonoglobulin G

interleukin 4

interleukin 4 receptor o

vrozené lymfoidni bunky

ILC2 progenitorova burika

izolované lymfoidni folikuli

interferon y

indukovana NOsynthasa

immunoreceptor tyrosine—based activation motif
Janus kinases/signal transducer and aktivator of transcription
parthway

konvenc¢ni B lymfocyty

lipopolysacharid

lymphoid tissue inducer cells

mucosal vascular addressin cell adhesion molecule 1
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MAMPs
MARCO
MBP
M-buniky
M-CSF
MHC II
M-ILF
mTORC2
NETs
NF«B
NK
NKp46
NOS
NOTCH2
NOX2
PAD4
PerCP
PI3K/Akt
PIP2
PIP3

Pir A/B
PP

PRR
Rab5
RAC2
RAGI
RANKL
RILP
ROS
rRNA
sIgA
S-ILF
SNARE
T-bet

Tc
TCF-7
TCR
TGFp

Th

Thf
TLR4
TNF
Treg
TREM1
TRITC
TSC1/2
t—SNE
v—ATPasa

microbe—associated molecular patterns
Macrophage receptor with collagenous structure
major basic protein

Microfold cells

colony stimulating factor macrophage
major histocombatibility complex II
mukosalni ILF

mammalian target of rapamycin complex 2
neutrophil extracellular traps

nuclear factor kB

natural killers

natural killer protein 46

reactive nitrogen species

neurogenic locus notch homolog protein 2
NADPH oxidase 2

protein arginine deiminase 4

peridinin chlorophyll protein
fosfatidylinositol-3—kinase/proteinkinase B parthway
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphatidylinositol 3,4,5—trisphosphate
paired immunoglobulin—like receptor A/B
Peyerovy platy

patern recognition receptors

Ras-associated binding protein 5
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2
recombination—activating 1 gene

receptor activator of nuclear factor k—B ligand
Rab-interacting lysosomal protein

reactive oxygen species

ribosomalni RNA

sekre¢ni IgA

submukozni ILF

SNAP receptor

T-box expressed in T cells

cytotoxicky T lymfocyt

T—cell factor 7

T—cell receptor

transforming growth factor f3

pomocny T lymfocyt

pomocny folikularni T lymfocyt

toll like receptor 4

tumor necrosis factor

T regulacni lymfocyt

triggering receptor expressed on myeloid cells 1
tetramethylrhodaminem

tuberous sclerosis protein Y4

t—distributed stochastic neighbor embedding
vacuolar—type ATPase
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