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1. Uvod

Bunécna adheze je nedilnou soucasti mnoha fyziologickych procesi spojenych také
s patologickymi stavy probihajicimi v lidském téle. Pii piedstavé, ze kazda tkan je
organizovanym seskupenim bun¢k, které drzi pohromadé¢ diky bunééné adhezi, extracelularni
matrix, nebo obéma, za¢indme chapat dulezitost adhezivnich vlastnosti bunék. V tkdnich se mezi
buiikkami navzajem nebo mezi bunkami a extracelularni matrix tvofi spoje (junctions)
zprostiedkované specifickymi adhezivnimi molekulami, které se nachazi na povrchu bunék
(Juliano et al., 1993). Funkce bunécné adheze neni pouze spojovani bunék navzijem nebo
zakotveni bun¢k v daném kompartmentu, ale také zprostfedkovava aktivaci buné€k, pienos
signalu do nitra bunky a komplexni bunéénou odpovéd’ (regulace bunééného cyklu, indukce
diferenciace, apoptoza) (Benfield et al., 1984). V piipadé¢ leukocytarni adheze dochazi
k interakci leukocytu a endotelu cév a naslednému ptechodu bunky do poskozené tkang, kde
leukocyty provadi fagocytézu a disponuji G¢innymi cytotoxickymi mechanismy k zne$kodnéni

patogennich mikroorganizmii. Tento proces hraje zasadni roli pti zanétu (Ley et al., 2007).



1.1 Pribéh transmigrace leukocytu

Piechod leukocytu z krve do tkané (transmigrace) je zavisla v prvni fad¢ na adhezi leukocytl
k endotelovému povrchu post-kapilarnich venul a dale na prichodu skrz endotel a zakladni
bazalni membranu do tkané. Zde plni leukocyty svou hlavni tlohu, a tou je zneSkodnéni
mikroorganismi. Tento komplexni proces se sklada z mnoha kroku, pti kterych se uplatiiuji
riazné typy molekul, jako jsou chemokiny a adherentni molekuly. Stejny systém se uplatiiuje u
vice druht leukocytt (neutrofily, monocyty-makrofagy a naivni a efektorové lymfocyty), které
pronikaji do ruznych druht tkani (sekundarni lymfoidni organy, infikovana tkan) (Abbas et al.,
2012).
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Obrazek 1: Popis transmigrace leukocyti.

Zdroj: Abbas et al., 2012

1.1.1 Fazel

V prvni fazi kaskady leukocytarni adheze dochazi k zachyceni (capture) leukocyti na
endotelovém povrchu stény cévy. Zachyceni miZzeme popsat jako vytvofeni prvnich
molekularnich vazeb mezi cirkulujicim leukocytem a vaskularnim endotelem. Vznik této vazby
je pti zachyceni zprostfedkovan L-selektiny na povrchu leukocytu. Klicova je predchozi aktivace
endotelu, kterda zplisobi expresi selektinovych ligandl na endotelovém povrchu. Selektinové
ligandy jsou tvofeny zejména oligosacharidem zvanym sialyl-Lewis™ (sLe*) (Eriksson et al.,
2001; Kunkel et al., 1998).



Nasledujicim krokem je tzv. kutéleni (rolling) leukocyti po endotelovém povrchu. Tento proces
je také zprosttedkovany selektinovou rodinou transmembranovych adhezivnich receptort, které
musi byt exprimovany na endotelovém povrchu (Kelly et al., 2007). Dochazi k pohybu buriky ve
sméru proudéni krve, pii kterém je buiika nepfetrzit¢ v kontaktu s cévni sténou. Pii kutaleni
leukocyt postupné sniZzuje svou rychlost a tim prodluzuje dobu kontaktu s endotelovym
povrchem, chemokiny a jinymi aktiva¢nimi signaly zde pfitomnymi (Kunkel et al., 1998).
Histamin a dal$i mediatory akutniho zanétu stimuluji pfesun P-selektinu z Weibel-Paladovych
granul na lumen cévy a nasledné dochazi k interakci P-selektinu se selektinovymi ligandy
nachazejicimi se na leukocytu. Nejlépe popsany leukocytarni selektinovy ligand je tzv. P-
selektin glycoprotein ligand 1 (PSGL 1) (McEver et al., 1997).

Rychlost leukocytu se neustale zpomaluje a dochazi k tzv. pomalému kutaleni (slow rolling).

Tento d¢j je zprosttedkovany E-selektiny, které zptisobi ¢asteCnou aktivaci integrinli na povrchu

leukocytu (Kunkel et al., 1996; Ley et al., 2007).

1.1.2 Faze?2

V dalSi fazi dochazi k aktivaci prostiednictvim chemokini. Aktivace je zprostiedkovana
uvolnovanim chemokint, signalnich molekul aktivovanych leukocyty pii zanétlivé reakcei, které
zpusobuje prildkani leukocytl na zakladé chemoatrakce. To znamena, ze fidi pohyb bunék ve
sméru chemotaktického gradientu. Pro neutrofily je hlavni chemotaktickou latkou interleukin-8
(IL-8, CXCLS). Pohyb monocytil a eosinofiltl pti zanétlivé odpovédi je fizen predevsim MIP-1a
a B, MCP-1 a RANTES (CCL3, CCL4, CCL2 a CCLS5). Mezi spole¢né chemotaktické latky patii
komplementové fragmenty C3a a Cba, lipidové mediatory leukotrien B, (LTB,4) a faktor
aktivujici desticky (PAF). Chemotaktické peptidy mohou pochézet i z bakteridlnich proteint,
Z nichz nejznaméjsi je formyl-methionyl-leucyl-fenylalanin (Hofejsi et al., 2013). Aby tento
systém fungoval, musi leukocyty na svém povrchu nést chemokinovy receptor (typ G protein
receptoru). Kontakt chemokinu s chemokinovym receptorem na leukocytu spousti signalizaci
vramci leukocytu, kterda vede k aktivaci leukocytovych integrinti. Integriny tvoii rodinu
heterodimerickych adhezivnich receptorti, které pietrvavaji v klidovém stavu v inaktivni
konformaci (Hynes et al., 1992). Aktivace integrini zpusobi konformacni zménu, ktera
podporuje vazbu na integrinovy ligand (Kim et al., 2003). Pokud jsou integriny aktivovany
signaly piichazejicimi od chemokinovych receptort, a to na jedné spolec¢né bunce, jedna se 0 tzv.

inside-out integrinovou aktivaci (Muller et al., 2013).



Nasleduje jiz samotny krok - pevna adheze (firm adhesion). Po aktivaci se integriny na
leukocytech vazi pevné kjejich ligandim na endotelovych buikach, coz vede k Uplnému
zastaveni leukocytu na endotelovém povrchu. Tento proces zajistuji adherentni molekuly
(CAMs) integriny, které musi byt pfedem aktivovany prostiednictvim chemokint, které jsou
sekretované¢ leukocyty a endotelovymi buinikami. V¢étSina integrinli se vaze na proteiny
extracelularni matrix. Na leukocytech se vyskytuji integriny z 3, (CD18) rodiny, jejichz ligandy
jsou exprimovany na endotelovych bunkach. Zvlasté¢ se vdzou na c¢leny imunoglobulinové
genové nadrodiny Inter Cellular Adhesion Molecules 1 a 2 (ICAM 1 a ICAM2) (Dustin et
al.,1988; Hynes et al.,1992). Lymfocyty a monocyty nesou integriny z a4p; rodiny VLA 4, které
se vazou na VCAM 1 (Elices et al., 1990; Hakkert et al., 1991). Vazba integrin-CAMs komplexu

vede k pevné adhezi leukocytu k endotelovéemu povrchu.

1.1.3 Faze3

Ve treti fazi dochazi k diapedezi. Adherované leukocyty migruji Kk nejbliz§i hranici
endotelovych bunék v rdmci piipravy na extravasaci. Nitrokapilarni migrace je zprostfedkovana
leukocytovymi integriny a endotelovymi adhezivnimi molekulami, pfedevSim interakci mezi
Mac-1 (CD11b/CD18) a ICAM-1 (Phillipson et al., 2006; Schenkel et al., 2003). U monocytu je
lokomoce podporovana napi. LFA-1 (beta2alfaA, CD11a/CD18) v kombinaci sICAM-2
(Schenkel et al., 2003). Diapedéza je proces, pii kterém leukocyt transmigruje mezi
endotelovymi buitkami pomoci améboidniho pohybu. Tento déj je na rozdil od ptedchéazejicich
fazi nevratny (Muller et al., 2007). Muze k nému dochazet bud’ na hranicich endotelovych bun¢k
(paracelularni transmigrace) nebo dochazi k pfimému prichodu leukocytu endotelovou buiikou
(transcelularni migrace). Diapedéza vyZaduje homofilickou adhezi molekuly na leukocytu
interagujici se stejnou molekulou na endotelové buice. Platelet/edothelial cell adhesion molecule
1 (PECAM 1, CD31) byla objevena jako prvni molekula zprostfedkovavajici transmigraci in
vitro a in vivo (Bogen et al., 1994; Vaporciyan et al., 1993).

1.2 Adhezivni molekuly - selektiny, integriny a jejich ligandy

Mezi adhezivni molekuly patii selektiny, integriny a jejich ligandy. Exprese téchto molekul se
li3i na z&kladé¢ riznych typa leukocyt a ¢asti krevnich cév, kde dochazi k adhezi (Abbas et al.,
2012).



1.2.1 Selektiny a selektinové ligandy

Selektiny patfi mezi lektiny, coz jsou adhezivni molekuly vazajici na svou plazmatickou
membranu sacharidy. Selektiny zprostfedkovavaji inicia¢ni krok nizkoafinitni adheze
cirkulujicich leukocyti k endotelové bunécné sténé postkapildrnich venul. Extracelularni
domeny na povrchu selektinii se podobaji C-lektintim, protoze vazou sacharidové struktury
v zavislosti na vapniku. Selektiny a jejich ligandy jsou dle typu exprimovany na leukocytech a
endotelovych bunikach (Abbas et al., 2012).

U endotelovych bungk se setkavame s dvéma typy selektinti: P-selektiny (CD62P) a E-selektiny
(CD62E).

P-selektiny, ziskaly sviij ndzev pifi prvnim objeveni v krevnich desti¢kach (platelets), se
nachazeji v cytoplazmatickych granulich endotelovych bunék a jsou v reakci na rizné podnéty,
jako naptiklad: mikrobidlni produkty, cytokiny, histamin z Zirnych bunék a trombin,
produkovany béhem krevni koagulace, rychle redistribuovany na povrch buiikky (McEver et al.,
1989).

E-selektiny jsou v reakci na cytokiny: interleukin 1 (IL-1), tumor necrosis faktor (TNF) a
mikrobialni produkty jako lipopolysacharid (LPS) vramci 1 az 2 hodin syntetizovany a

exprimovany na povrchu endotelovych bunék (Bevilacqua et al., 1987; Bevilacqua 1989).

Ligandy na leukocytech, které se vazi na E- a P-selektiny na endotelovych bunkach, jsou
komplexni sialové sacharidové skupiny spadajici do Lewis X a Lewis A rodiny, pfitomné na
povrchu riznych glykoproteini na granulocytech, monocytech a aktivovanych efektorovych
pamétovych T lymfocytech (Keelan et al., 1994). Z této skupiny je nejlépe definovany tzv.
tetrasaccharide sialyl Lewis X (sLeX). Jedna se 0 jiz diive zminiovany leukocytarni membranovy
glykoprotein znadmy jako PSGL-1, ktery je post-translaéné modifikovany, aby navazal
karbohydratové ligandy pro P-selektiny. Nékolik riznych molekul je schopnych exprimovat
karbohydratové ligandy pro E-selektiny, zahrnujici glykoprotein PSLG-1, E-selektin ligand 1 a
nekteré glykolipidy (Xia et al., 2002; Yang et al., 1999).

Treti typ selektinu L-selektin (CD62L) je exprimovany pouze na leukocytech, ne na
endotelidlnich bunkach. Ligandy pro L-selektiny jsou sialomuciny exprimované na venulach
s vysokym endotelem, souhrnné pojmenované jako tzv. peripheral node addressins (PNAd)
(Rosen et al., 1993). Vyznamnym c¢initelem vazby L-selektinu na sialomuciny je tzv. sialyl 6-



sulfo Lewis X, ktery musi byt aktivovan IL-1, TNF nebo dalSimi cytokiny produkovanymi

V misté zanétu (Mitsuoka et al., 1997).
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Obrazek 2: Selektiny a jejich ligandy.
Zdroj: Rivera-Nieves et al., 2008

1.2.2 Integriny a integrinove ligandy

Integriny jsou povrchové bunécéné proteiny s heterodimerickou strukturou, které se skladaji ze
dvou nekovalentné spojenych polypeptidickych fetézcii, které zprostiedkovavaji adhezi bunék
K jinym bunikdm nebo k extracelularni matrix, skrze specifické vazebné interakce s ruznymi
ligandy (Hofejsi et al., 2013). Existuje vice nez 30 ruznych integrini, vSechny maji stejnou
zakladni strukturu zahrnujici jeden z vice nez 15 typl a fetézcl a jeden ze 7 typu P fetézcu
(Springer and Wang, 2004; Arnaout et al., 2005). Extracelularni globularni konce obou fetézct
ptispivaji ke vzniku vazeb mezi fetézci a k vyvareni vazeb mezi ligandy v zavislosti na
dvojmocnych kationtech. Cytoplazmatické domény integrinti interaguji s komponentami
cytoskeletu, napt. vinculin, talin, actin, a-actinin a trombomyosin. Jméno této rodiny proteint je
odvozené z predstavy, Ze koordinuji (tj. integruji) signaly vznikajici pfi vazbé extracelularnich
ligandti s cytoskelet-dependentni motilitou, zménou tvaru a fagocytarni odpovédi (Bokel and

Brown, 2002).



V imunitnim systému se vyskytuji 2 nejdulezitéjsi integriny, Které jsou exprimovany na
leukocytech tzv. LFA-1 (lymphocyte function-associated antigen 1) a VLA-4 (very late antigen
4) (Hokejsi et al., 2012).

Dulezity ligand pro LFA-1 je Inter Cellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1, CD54),
membranovy glykoprotein exprimovany na cytokiny-aktivovanych endotelovych buiikach a na
raznych typech jinych bunék zahrnujicich lymfocyty, dendritické buniky, makrofagy, fibroblasty
a keratinocyty (van Seventer et al., 1990). Extracelularni ¢ast molekuly ICAM-1 je sloZena
Z globuldrnich domén, které sdileji sekvencni homologii a terciarni strukturdlni rysy domén
vyskytujicich se v imunoglobulinech (Ig), které se nazyvaji imunoglobulinové domény. (Mnoho
proteint imunitniho systému obsahuje Ig domény, a spada tak do Ig nadrodiny.) Vazba LFA-1
k ICAM-1 je dulezita pro leukocytarné-endotelove interakce a interakce mezi T-lymfocyty a
antigen prezentujici bunikou. Dva dalSi ligandy pro LFA-1, spadajici do Ig-nadrodiny, jsou
ICAM-2 exprimované na endotelovych buiikach a ICAM-3 exprimovany na lymfocytech (van de
Stolpe et al., 1996).

VLA-4 se vaze k Vascular Cell Adhesion Molecule 1 (VCAM-1, CD106), coZ je protein
spadajici také do Ig nadrodiny, ktery je exprimovany na cytokiny-aktivovanych endotelovych

buiikdch rtiznych tkani. Tato interakce je dilezitd pro rekrutaci leukocyti do mista zanétu

(Kumar et al., 1994).

Dalsi integrin, ktery se vyskytuje ve vnitini a adaptivni imunitni odpovédi, je tzv. Mac-1
(CD11bCD18). Nachazi se na monocytech a zprostiedkovava vazbu na ICAM-1 a adhezi
k endotelu. Také funguje jako komplementovy receptor, ktery vaze opsonizované castice
s produktem komplementove aktivace - inaktivovanym C3b (iC3b) fragmentem, tim zvysuje
fagocytozu mikrobti (Abbas et al., 2012).

DuleZitou vlastnosti integrinit je jejich schopnost odpovidat na intraceluldrni signdly
prostiednictvim rychle se zvySujici afinity k jejich ligandiim. To vede k aktivaci a dochazi
ktomu pfi odezvé na signaly vznikajici pfi vazbé chemokinu na chemokinovy receptor, a
v lymfocytech pii intracelularnich signalech vznikajicich pfi vazbé antigenu na antigenovy
receptor. Proces zmén ve funkci vazby extracelularnich domén na integrinech, indukovany

intracelularnimi signdly, se nazyva inside-out signaling (Tadokoro et al., 2003).
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Obrazek 3: Integriny a jejich ligandy.
Zdroj: Rivera-Nieves et al., 2008
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Blokovani integrinii monoklonalnimi protilditkami (EFALIZUMAB A NATALIZUMAB) se

VYUZiV4 V terapii autoimunitnich onemocnéni, jako jsou napf. Crohnova choroba a roztrousena

sklerdza (viz Obrézek 3).

TABLE 3-1 Major Leukocyte-Endothelial Adhesion Molecules

Family Molecule Distribution

Ligand (molecule; cell type)

Selectin P-selectin (CD62P) Endothelium activated by cytokines (TNF, IL-1),
histamine, or thrombin

Sialyl Lewis X on PSGL-1 and other glycoproteins;
neutrophils, monocytes, T cells (effector, memory)

central memory), B cells (naive)

E-selectin (CD62E) Endothelium activated by cytokines (TNF, IL-1) Sialyl Lewis X (e.g., CLA-1) on glycoproteins;
neutrophils, monocytes, T cells (effector, memory)
L-selectin (CD62L) Neutrophils, monocytes, T cells (naive and Sialyl Lewis X/PNAd on GlyCAM-1, CD34,

MadCAM-1, others; endothelium (HEV)

Integrin LFA-1 (CD11aCD18) Neutrophils, monocytes, T cells (naive, effector, ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102); endothelium
memory) (upregulated when cytokine activated)
Mac-1 (CD11bCD18) Monocytes, dendritic cells ICAM-1 (CD54), ICAM-2 (CD102); endothelium
(upregulated when cytokine activated)
VLA-4 (CD49aCD29) Monocytes, T cells (naive, effector, memory) VCAM-1 (CD106); endothelium (upregulated when
cytokine activated)
oy (CD49dCD29) Monocytes, T cells (gut homing, naive, effector, VCAM-1 (CD106), MadCAM-1; endothelium in gut
memory) and gut-associated lymphoid tissues

CLA-1, cutaneous lymphocyte antigen 1; GlyCAM-1, glycan-bearing cell adhesion molecule 1; HEV, high endothelial venule; ICAM-1, intracellular adhesion molecule
1; IL-1, interleukin-1; LFA-1, leukocyte function-associated antigen 1; MadCAM-1, mucosal addressin cell adhesion molecule 1; PNAG, peripheral node addressin;
PSGL-1, P-selectin glycoprotein ligand 1; TNF, tumor necrosis factor, VCAM-1, vascular cell adhesion molecule 1; VLA-4, very late antigen 4.

Obrazek 4: Piehled slelektini a integrint.

Zdroj: Abbas et al., 2012




1.3 Chemokiny

Proteiny sekretované napiiklad pii zanétlivé reakci, které pisobi jako chemoatraktanty, fj.
vysilaji signal k buiikam, které maji chemokinové receptory, jako napiiklad neutrofily a
monocyty, a ty migruji zkrve do infikované tkané. Cytokiny a chemokiny vylucované
aktivovanymi leukocyty iniciuji proces zanétu. Jedna se o velkou rodinu strukturné homolognich
cytokint, které stimuluji pohyb leukocytl a reguluji jejich ptechod z krve do tkan¢ (Abbas et al.,
2012). Vedle zanétu se chemokiny uplatiiuji 1 pfi krvetvorbé€, vyvoji jednotlivych lymfoidnich

organt a migraci dendritickych bunék z mista infekce do lymfatickych uzlin.

1.3.1 Chemokiny: Struktura, Produkce a Receptory

Je znamo kolem 50 lidskych chemokini, z nichZ vSechny jsou 8 az 12kDa polypeptidy, jejichz
fetézce jsou spojeny dvéma disulfidickymi mustky. Tato rozsihla skupina chemotaktickych
cytokind se déli do 4 rodin podle mnozstvi a umisténi cysteinovych zbytkd na N-termindlnim
konci. Mezi dvé nejrozsahlejSi chemokinové rodiny se fadi tzv. CC (nékdy také B) rodina, ve
které cysteinové zbytky sousedi a dale tzv. CXC (nebo @) rodina, v niZ cysteinové zbytky
oddéluje pouze jedna aminokyselina (Baggiolini et al., 1994; Baggiolini et al., 1997). Toto
rozdéleni koreluje s organizaci nadrodin do jednotlivych genovych klastri. Jen velice mala ¢ast
chemokini ma pouze jeden cystein, tzv. C rodina, nebo dva cysteiny oddélené tiemi
aminokyselinami, tzv.CX3C. Véts§ina CXC chemokind a jejich receptorii zprostifedkovava
rekrutaci neutrofild a lymfocyt a vétsina CC chemokint a jejich receptort se stard o rekrutace

monocytl a lymfocytti (Abbas et al., 2012)

Chemokiny z CC a CXC rodiny jsou produkovany leukocyty a riiznymi typy tkanovych bunék,
jako napftiklad endotelovymi buitkami, epitelidlnimi buiitkami a fibroblasty. Ve vétSiné téchto
bunék je sekrece chemokinli indukovand rozpoznanim mikrobii pomoci rtiznych bunécénych
receptord, které jsou soucasti vnitiniho imunitniho systému. Cytokiny, které hraji dilezitou roli
pii zanétu tzv. IL-1 a TNF, také indukuji produkci chemokinti. Nékteré CC chemokiny jsou také
produkovany antigenem stimulovanymi T buitkami, coz dokazuje vazbu mezi adaptivni imunitou

a rekrutaci zanétlivych leukocyta (Tessier et al., 1997).

Chemokinové receptory patii do skupiny proteini, kterd obsahuje sedm alfa-helixovych
transmembranovych domén s pitilehlymi smyékami a navdazanym guanosin trifosfatem (GTP )-
tyto receptory patii do rodiny (G) protein-coupled receptor (GPCR) (Loetscher et al., 2000;
Thelen et al., 2001).
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Tyto receptory iniciuji intracelularni odpovéd pomoci asociace trimetrickych G proteint.
V klidovém stavu buriky tvoii s receptorem asociované G proteiny, stabilni inaktivni komplex,
ktery zahrnuje guanosine difosfat (GDP) navazany na Go podjednotku. Obsazeni receptoru
ligandem vede k pfeméné GDP na GTP. GTP vazana forma G proteinu aktivuje mnoho
bunéénych enzymu, jako napiiklad isoformu fosfatidilinositol-specifické fosoflipazy C, ktera
svou funkci zvySuje intracelularni hladinu kalcia a aktivuje protein kinasu C. G protein stimuluje
cytoskeletarni zmény a polymerizaci aktinovych a myozinovych vlaken, coZz vede k zvySeni
bunééné motility (Rolling el.al., 1997). Tyto signaly nasledné zpusobuji zménu konformace
integrini na povrchu buiky a zvySuji afinitu integrini kjejich ligandim. Exprese
chemokinovych receptori je vyrazné¢ sniZzena pusobenim chemokinli a to je pravdépodobné

mechanismus zpusobujici ukonceni odpovédi (Lodowski el al., 2009).

Vice neZz 17 odlisSnych chemokinovych receptorit miiZe vytvdiet variabilni kombinace, které
jsou exprimovany na rozdilnych typech leukocytii, coi vede k riiznym zpiisobiim aktivace
bunék ( Neoto el al., 1993).

Je zndmo deset odliSnych receptorti pro CC chemokiny , Sest pro CXC chemokiny a jeden pro
CX3CL1 chemokiny. Chemokinové receptory jsou exprimovany na vSech leukocytech,
snejvetsim poétem a variabilitou na T buikach (Islam el al., 2012). Receptory vykazuji
ptekryvajici se specifitu pro chemokiny v ramci kazdé rodiny a jednotlivy vzor bunééné exprese
receptoru urcuje, jaky bunéény typ bude odpovidat na ur€ity chemokin. Stoji za zminku, Ze
uréité chemokinové receptory, konkrétné CCR5 a CXCR4, se chovaji jako ko-receptory pro
lidsky imunodeficientni virus (HIV). Nékteré aktivované T lymfocyty vylucuji chemokiny, které
se vazou k CCR5 a blokuji infekci virem HIV (Loetscher et al., 2000; Opperman el al., 2004).
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Chemokine

Original Name

TABLE 3-2 Chemokines and Chemokine Receptors

Chemokine Receptor

Major Function

CC chemokines

ccL1 1-309 CCR8 Monocyte recruitment and endothelial cell migration
ccL2 MCP-1 CCR2 Mixed leukocyte recruitment

CCL3 MIP-1ce CCR1, CCR5 Mixed leukocyte recruitment

CCL4 MIP-1B CCRS T cell, dendritic cell, monocyte, and NK recruitment; HIV coreceptor
CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5 Mixed leukocyte recruitment

CCLT MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3 Mixed leukocyte recruitment

CCL8 MCP-2 CCR3, CCR5 Mixed leukocyte recruitment

CCLa/CCL10 CCR1

CCL11 Eotaxin CCR3 Eosinophil, basophil, and Ty2 recruitment

CCL12 Unknown CCR2 Mixed leukocyte recruitment

CCL13 MCP-4 CCR2, CCR3 Mixed leukocyte recruitment

CCL14 HHC-1 GCR1, CCRS

CCL15 MIP-15 CCR1, CCR3 Mixed leukocyte recruitment

CCL16 HHC-4 CCR1, CCR2

CCL17 TARC CCR4 T cell and basophil recruitment

CCL18 DC-CK1 ? Lymphocyte and dendritic cell homing

CCL19 MIP-3B/ELC CCR7 T cell and dendritic cell migration inte parafollicular zones of lymph nodes
CCL2o MIP-3cc CCRe

CCL21 SLC GGRT T cell and dendritic cell migration into parafollicular zones of lymph nodes
CCL22 MDC CCR4 T cell and basophil recruitment

CCL23 MPIF-1 CCR1

CCL24 Eotaxin-2 CCR3 Eosinophil, basophil, and Ty2 recruitment

CCL25 TECK CCR9 Astrocyte migration

CCL26 Eotaxin-3 CCR3 Eosinophil, basophil, and Ty2 recruitment

CCL27 CTACK CCR10 Dermal cell migration

CCL28 MEC GCR10 Dermal cell migration

CXC chemokines

CXCL1 GROo CXCR2 Neutrophil recruitment

CXCL2 GROB CXCR2 Neutrophil recruitment

CXCL3 GROy CXCR2 Neutrophil recruitment

CXCLa PFa CXC3B Platelet aggregation

CXCL5 ENA-78 CXCR2 Neutrophil recruitment

CXCLS6 GCP-2 CXCR1, CXCR2 Neutrophil recruitment

CXCL7 NAP-2 CXCR2 Neutrophil recruitment

CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR-2 Neutrophil recruitment

CXCL9 Mig CXCR3 Effector T cell recruitment

CXCL10 IP-10 CXC3, CXCR3B Effector T cell recruitment

CXCL1 I-TAC CXC3 Effector T cell recruitment

CXCL12 SOF-1af CXCR4 Mixed leukocyte recruitment; HIV coreceptor
CXCL13 BCA-1 CXCR3 B cell migration into follicles

CXCL14 BRAK

CXCL16 — CXCRS CXCL16

G chemokines

XCL1 Lymphotactin XCR1 T cell and NK cell recruitment

XCL2 SCM-1p XCLY

CX3C chemokines

CXsCL1 Fractalkine CX3CR1 T cell, NK cell, and macrophage recruitment; CTL and NK cell activation

Obrazek 5: Piehled chemokini a chemokinovych receptori.

Zdroj: Abbas et al., 2012
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1.3.2 Biologické ucinky chemokinii

Nékteré chemokiny jsou produkovany leukocyty a dalS$imi bunikami pfi odpovédi na vnéjsi
stimul a jsou soucasti zanétlivé odpovédi, jiné jsou zase produkovany v tkadnich a hraji roli

v tkanové organizaci. Chemokiny byly objeveny jako chemoatraktanty pro leukocyty, to je take

vvvvvv

Chemokiny jsou esenciadlni pro rekrutaci cirkulujicich leukocyti z cév do extravaskuldrni
lokality. Leukocytarni rekrutace, ktera zahrnuje naivni lymfocyty vstupujici do lymfatickych
uzlin skrz venuly svysokym endotelem, a efektorové lymfocyty, monocyty a neutrofily
vstupujici do mista infekce v tkanich, je fizena aktivitou nékolika chemokinid. Chemokiny
produkované ve tkanich se vdZou na heparansulfat proteoglykany na endotelovych bunikach,
které lezi na postkapilarnich venulach a jsou vystavovany cirkulujicim leukocytim navézanym
na endotelovém povrchu pomoci interakci s adherentnimi molekulami. Vystaveni bunék na
endotelovém povrchu zplisobuje zvysenou lokalni koncentraci chemokind, které se vazou na
chemokinové receptory na leukocytech. Signaly z chemokinovych receptora iniciuji zvySeni
integrinové afinity, coz vede k pevné adhezi leukocytl, coz je zasadni krok pro migraci
leukocyti z cév do tkané. Ruzné chemokiny pusobi na riznych buiikdch a ve spolupraci

s adhezivnimi molekulami spole¢né kontroluji zanétlivy infiltrat (Moser el al., 2004).

Extravaskularni chemokiny stimuluji pohyb leukocyti a jejich migraci k chemickému gradientu
sekretovanych proteini tzv. proces chemokineze. V takovém piipadé mohou byt leukocyty
fizeny smérem k infikovanym bunikam v tkani nebo K jednotlivym regiontim v lymfatickych
organech (Petrie et.al., 2009).

Chemokiny hraji svou roli také pfi vyvoji jednotlivych lymfoidnich orgéni a tidi pohyb

lymfocyti a leukocytt skrz periferni lymfoidni tkan (Nagasawa et al., 1996).

Chemokiny jsou dulezité pii migraci dendritickych bunék z mista infekce do lymfatické uzliny.
Dendritické bunky hraji kliGovou roli pii pfemosténi vrozené a ziskané imunity. VyuZzivaji rizné
receptory k rozpoznani a reakci na mikroby v periferni tkani a dale migruji do lymfatickych

uzlin, aby ptedaly informaci o ptitomnosti infekce T lymfocytim (Dieu et al., 1998).
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1.4 Inhibitory adheze

Inhibitory adheze Ize charakterizovat jako latky nebo molekuly rizného typu, které zpomaluji
nebo piimo zabranuji adhezi. To znamend, Ze negativné reguluji urcity krok kaskady adheze

leukocyti.

1.4.1 Exogenni inhibitory

Mezi exogenni inhibitory patii napfiklad slouCeniny obsazené v lécich. Existuje
pravdépodobnost, ze nékteré latky vyluCované parazity, mohou patfit do této skupiny, jako

napftiklad klistéci inhibitory protedz, které jsou popsany nize.
Inhibice adheze prostiednictvim NSAID

Nékteré 1éky ze skupiny NSAID, jako naptiklad indomethacin, diclofenac, ketoprofen, aspirin,
aceclofenac, kyselina mefenamova a kyselina flufenamova silné tlumi adhezi neutrofilii
k endotelovému povrchu in vitro a téz in vivo. Dochazi k tomu za podminek napodobujicich
kutéleni (rolling) zprostfedkované selektiny v ramci kaskady adheze leukocytl. K tomuto efektu
dochazi v disledku prudkého poklesu exprese L-selektini na povrchu neutrofili. Ostatni
adhezivni molekuly nejsou ovlivnény, jedna se tedy o efekt specificky pouze pro L-selektiny
(Didz-Gonzélez et al., 1995).

Klistéci inhibitory proteaz

V ramci predkladané prace bylo testovano nékolik inhibitord protedz z klistéte Ixodes ricinus na
jejich aktivitu inhibujici adhezi leukocyta. Jednd se o nékolik ¢lent z rodiny cystatinli a serpint.
Tyto dvé proteinové rodiny se nevyskytuji pouze u klistat, ale také u obratlovci, bezobratlych,
prvokil a rostlin (Vray at al., 2002; Turk et. al., 2008). Jsou zahrnuty v regulaci rozsahlého
mnozstvi riznych biologickych procest, jako napiiklad v imunitni odpovédi a homeostazi

(Reddy et. al., 1995; Honey and Rudensky, 2003, Wille et. al., 2004).

Cystatiny tvoii rozsadhlou nadrodinu vratn¢ a tésné se vazajicich inhibitort, které slouzi jako
ptirozena kontrola aktivity cysteinovych proteaz a legumaini (Abrahamson et al., 2003).
Zakladni struktura cystatinu je tvofena péti vldkny B-listl omotanymi kolem jednoho centralniho
a-helixu. Funguji jako reverzibilni kompetitivni inhibitory cysteinovych protedz (Turk et. al.,
1991).
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Serpiny piedstavuji nadrodinu proteint se strukturni homologii, ktera je tvofena tiemi 3 listy a
8-9 a helixy. Typickym znakem serpinu je tzv. reak¢ni centralni smycka (RCL), kterd pti
interakci s proteazou tvori ¢tvrté vlakno. Tato zména konformace ptedstavuje prechod

z napnutého (stressed) do uvolnéného (relaxed) stavu a slouzi k cilené inhibici proteaz (Elliot et
al., 1996). Interakce mezi serpinem a protedzou sebou nese nevratnou zménu a nasledné ztratu

puvodni funkce pro obé molekuly.

1.4.2 Endogenni inhibitory

Developmental enothelial locus-1 (Del-1)

Del-1 vznika jako produkt endotelu exprimovany v mnoha tkanich (napf. plice, ledviny, dasen,
oko, mozek) a ptisobi jako inhibitor leukocytarni adheze. Vaze se specificky k p2-integrinu LFA-
1, ptesto Ze pusobi antagonisticky. Imobilizovany Del-1 sice zprostiedkuje LFA-1 dependentni
leukocytarni vazbu za statickych podminek, ale Del-1/LFA-1 interakce je velice slaba, a tak
neumoziuje post-adherentni zpevilovani této vazby, které umoziuji integrinové ligandy (Choi et.

al., 2008).
Pentraxin-3 (PTX-3)

PTX-3 je produkovany zanétlivymi buitkami a mezi jeho funkce patii rozpoznani a opsonizace
patogenu. Béhem téchto procesti kooperuje s komplementem a zaroven reguluje jeho funkci
(Deban et al., 2010; Cotena et al., 2007). Bylo prokéazano, Ze C-terminalni konec PTX-3
interaguje s P-selektiny a jejich spole¢na vazba je zavisla na glykosylaci PTX-3. Pokud k ni
dojde, dochazi ke kompetitivni interferenci svazbou P-selektin/PSGL-1, coz

zpusobi zablokovani procesu kutalnéni v kaskadé adheze leukocytli (Cotena et al., 2007).
Growth differentiation factor-15 (GDF-15)

GDF-15 je ¢lenem TGF-beta rodiny a blokuje chemokiny vyvolanou aktivaci leukocyta,
integrinovou afinitu a také integrin-dependentni leukocytarni adhezi k ICAM-1 a VCAM-1
(Kempf el al., 2011). GDF-15 se tvofi v mnoha tkanich, napf. v srdci. PoSkozeni tkané pii
infarktu myokardu zvySuje jeho expresi v kardiomyocytech a snizuje rozsah myokardu (Kempf
et al., 2006)
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1.5 Ruzné metody analyzy leukocytarni adheze

Existuje mnoho riznych systému, ve kterych lze adhezi zkoumat. Experimentalné existuji tyto
systémy statické, v nichz dochazi k adhezi bud’ k proteinim extracelularni matrix, jako napf.
k fibronektinu, lamininu, kolagenu, nebo k endotelovym bunkam v jamkach kultiva¢niho panelu.
Stupen adheze se méti fluorimetricky, intracelularnim znacenim bunék fluorescenénimi sondami.
K rozliSeni signala pfichazejicich od endotelovych bunék je nutné jako kontrolu méfit
fluorescenci v jamkach, do kterych nebyly piidany leukocytarni buiiky (Ma et al., 2008). Dalsi
moznosti je zkoumani adheze ve fluidnich systémech, mezi které muzeme zaradit nékolik
paralelnich pratokovych modeld. V téchto modelech jsou bunky vystaveny tzv. smykovému
napéti (shear stress) a dochazi zde k proudéni zivného média, coz vyznamné ovlivituje funkci
endotelovych bunék a adhezi cirkulujicich leukocyti (Resnick et al., 2003; Lawrence et al.,
1997). Mezi takovéto systémy patii napiiklad komiirka s otvory pro pfitok a odtok média, na
jejimz dn€ se nachazi sklo pfedem oSetfené nékterou ze slozek extraceluldrni matrix a pokryté
endotelovymi bunkami. Do komirky je pumpou vtlaceno médium obsahujici zkoumanou
bunécnou populaci a mikroskopicky se hodnoti adheze k endotelovym bunkdm pii riznych
hodnotach smykového napéti (Cucullo et al., 2011). Déle lze experimentalni pfistupy d&lit na
zkoumani izolované zivé kultury bunék tedy in vitro nebo piimo v Zivém organismu in vivo

pomoci intravitalniho mikroskopu. (Wickoff et al., 2000; Masedunskas el al., 2012)

160 min
Obrézek 6: Zobrazeni leukocytarni adheze a transmigrace v intravitalnim mikroskopu.

Zdroj: Woodfin et al., 2011
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2. Cile prace
Cilem této prace je:

1. Optimalizovat metody adheze leukocyti k adhezivnim proteinim ¢i proteinim

extracelularni matrix

2. Pomoci téchto optimalizovanych metod zanalyzovat vliv klistécich inhibitorti proteaz na

adhezi leukocytl
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3. Materialy a metody

3.1 Materialy

Tabulka 1: Pirehled pouzitych materiali.

JMENO POPIS FIRMA
Antibiotics (ATB) Penicillin Streptomycin Biosera
Bovine Serum Albumin (BSA) Bovine Serum Albumin 30 % liguid Biosera
Bovine Serum Albumine free fatty
acids (BSA ffa) Bovine Serum Albumine free fatty acids 5G Sigma-Aldrich
Calcein Calcein-2AM Sigma-Aldrich
CD11b FITC Rat Anti-Mouse CD11b Clone M1/70 RUO | BD Pharmingen™
Collagen Collagen from rat tail Sigma-Aldrich
Fibronectin Fibronectin from human plasma Sigma-Aldrich
FACS pufr 0,51 PBS + 1%BSA + 0,1%NaN; (azid sodny) Sigma-Aldrich
Hanks” Balanced Salt Solution (HBSS) Hanks” Balanced Salt Solution 10x 500ml Biosera
Histopaque-1077 Histopaque-1077 Sigma-Aldrich

Klistéci inhibitory protedz:

G1,G2,G9,S8K G1, G2, G9, S8K Magr. Jan Kotal
Laminin from Engelbreth-Holm-Swarm murine
Laminin sarcoma basement membrane Sigma-Aldrich
Ly-6G PE Rat Anti-Mouse Ly-6G Clone 1A8 RUO BD Pharmingen™
Médium RPMI 1640 + 1%ATB +10% Fetal Bovine Serum
RPMI+10%BOFES+ATB+GL+ME Premium + 0.1% Mercaptoethanol 50nm Biosera
Mysi C57B1/6N Velaz
10x Dubecco’s Phospate Buffered Saline+Cell
PBS Culture Water Pyrogene Free Biosera
Percoll™ Percoll™ G&E Healthcare
Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) Phorbol 12-myristate 13-acetate Sigma-Aldrich
Red Blood Cells Lysis Buffer (RBC
Lysis Buffer) Red-Blood-Cells Lysis Buffer eBioscience
RPMI 1640 RPMI 1640 w/ stable Glutamine w/ 25 mM Hepes Biosera
Cell Culture Water Cell Culture Water Pyrogene Free Biosera
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3.2 Metody

3.2.1 Izolace bunék z kostni direné

Buiiky kostni dfené jsem izolovala z femuru a tibie mysi, kterou jsem usmrtila zlomenim vazu
(cervikalni dislokaci). Kosti jsem jednotlivé promyla pomoci injekéni stfikacky naplnéné
médiem do 50ml centrifugacni zkumavky. Nasledn¢ jsem ziskany roztok piefiltrovala ptes cell-
strainer, aby byl roztok bunék zbaven ulomkt kosti a dalSich nezadoucich elementu.
Piefiltrovana suspenze bunék v 50ml centrifugaéni zkumavce byla centrifugovana 5 minut pii
250 g v 5°C v centrifuze s vykyvnym rotorem. Vznikly supernantant jsem odlila ze zkumavky a
pelet rozsuspendovala. K roztoku bunék jsem piidala 0,5 ml Red-Blood-Cell Lysis Bufferu a po
30 sekundach lyze erytrocytl jsem roztok natedila pomoci PBS do 15 ml (PBS je isotonické,
zablokuje lyzi dal$ich bun¢k). Nésledovalo promyti od Red-Blood-Cell Lysis Bufferu pomoci

vvvvv

3.2.2 lzolace mononuklearnich bunék pomoci gradientu Histopaque 1077

Vyizolované buniky kostni dfené jsem rozsuspendovala v 8 ml PBS. Nasledovala pfiprava
hustotniho gradientu na izolaci mononuklearnich bunék. PouZila jsem 3 ml Histopaque 1077
(Sigma-Aldrich), ktery mél pokojovou teplotu. Histopaque 1077 jsem napipetovala do 15ml
centrifugacni zkumavky a nasledné jsem opatrné pomoci serologické pipety (rezim gravitace)
prevrstvila Histopaque 1077 roztokem bun¢k. Zkumavku s gradientem jsem nechala
centrifugovat v centrifuze s vykyvnym rotorem 30 minut pii 400 g, zrychleni 3, zpomaleni 1.
Mononuklearni frakce se oddéli v podobé dvou vrstev bunék, které jsem odsala pomoci

mikropipety.

PBS

— —

11ml 3

Buiky —
MMM frakce

3ml 4 I P—
Histopagque Histopaque

Obrazek 7: Schéma izolace mononuklearnich bunék na hustotnim gradientu.
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3.2.3 lzolace neutrofili pomoci Percollu

Vyizolované buiiky kostni dfené jsem rozsuspendovala ve 3 ml PBS. Nasledn¢ jsem pfiipravila
Percoll o riznych koncentracich. 100% Percoll jsem pfipravila smichanim 3 ml 10x
koncentrovaného PBS a 27 ml zasobniho Percollu. Ten jsem dale fedila s 1x PBS podle
nasledujici tabulky na konec¢né koncentrace 81%, 68%, 55% a 50% Percoll. (Tabulka 2 a

Obrézek 8)

Tabulka 2: Redéni Percollu.

100% PERCOLL 1XPBS
81% Percoll 8,1 ml 1,9 ml
68% Percoll 6,8 mi 3,2mi
55% Percoll 55ml 4,5 ml
50% Percoll 5,0 mi 5,0 mi

Do 15 ml centrifugacni zkumavky jsem jednotlivé navrstvila rizné koncentrace Percollu.
Nejdiive byly nepipetovany 3 ml 81%, dale po 2 ml 68%, 55% a 50% Percollu a na zavér 3ml
roztoku bun¢k PBS. Bylo dulezité pracovat se serologickou pipetou v rezimu gravitace, aby se
vrstvy navzdjem nepromichaly a bylo zachovano rozhrani mezi jednotlivymi vrstvami.
Nasledovala centrifugace 30 minut pti 1200 g, zrychleni 3, zpomaleni 1provedena ve vykyvném

rotoru. Frakce neutrofilt se odd¢lila v podobé vrstvy bun€k na rozhrani 81% a 68%. Buniky jsem

odséla pomoci mikropipety.
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Obréazek 8: Schéma izolace neutrofilii na hustotnim gradientu.
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3.2.4 Izolace makrofagi z peritonea

Mysi byly 72 hodin pted izolaci makrofagt intraperitonealné injikovany 1 ml thioglykolatového
média. Tésn¢ pred izolaci byla myS$ usmrcena zlomenim vazu. Do peritonea jsem zavedla 2
injek¢ni stiikacky, které obsahovaly kazdd po 6 ml PBS. PBS jsem stiidavé vytlatovala do
pertonea a zpét nasavala. Takto jsem postupovala, dokud nebylo peritoneum mySi fadné
promyté. Ziskany roztok obsahujici makrofagy jsem umistila do 50ml centrifugacni zkumavky,
tu jsem centrifugovala ve vykyvném rotoru 5 minut p#i 250 g. Nasledné jsem odlila supernatant a
pelet rozsuspendovala. Dale jsem 30 sekund nechala lyzovat erytrocyty pomoci 0,5 ml Red-
Blood-Cell Lysis Bufferu. Po 30 sekundach jsem roztok nafedila pomoci PBS do 10 ml a dvakrat
promyla pomoci centrifugy na 5 minut pti 250 g. Finalni pelet bun€k jsem rozsuspendovala v 5
ml média RPMI + 0,5% BSA + 1% ATB a roztok jsem uloZzila na led.

3.2.5 Stanoveni Cistoty bunék pomoci priutokové cytometrie

Z celkového mnozstvi vyizolovanych bunék jsem odebrala vzorek o objemu 100 pl, ktery jsem
smichala se 100 ul FACS pufru. Vzorek jsem rovnomérné rozdélila po 100 ul do 2 zkumavek.
Prvni zkumavka slouzila pouze jako negativni kontrola, tudiz jsem do ni nepfidavala zadné
protilatky. Do druhé zkumavky jsem pfidala protilatky CD11b (zna¢i myeloidni buriky) a Ly-6G
(zna¢i neutrofily). Nasledn¢ jsem oba vzorky dala na 30 minut do lednice a poté promyla
pridanim 1 ml FACS pufru a centrifugaci 5 minut pti 250 g. Tento krok jsem jesté¢ jednou

zopakovala a vznikly pelet rozsuspendovala ve 100 ul FACS pufru.

Nasledné byla Ccistota vyizolovanych bunék zméfena pomoci BD FACS Canto II Flow
Cytometer (BD Biosciences, San Jose, USA) a analyzovana v programu BD FASC Diva
Software. Jako prvni byl méfen kontrolni vzorek bez protilatek, ktery slouZil k stanoveni
negativni kontroly pro méfeni vzorku obsahujiciho protilatky. Vygenerované vysledky pomoci

BD FASC Diva Softwaru jsem nasledné pouzila na vyhodnoceni Cistoty neutrofila.

3.2.6 Adheze in vitro

24 hodin pted kazdym experimentem byl proveden tzv. coating desti¢ky (costar 3590-96 well
EIA/RIA Plate) testovanymi proteiny extracelularni matrix (fibronektinem, lamininem a
kolagenem). Do jamek 96 jamkové desticky bylo piidano 50 ul roztoku ligandt pro leukocytarni
integriny v ruznych koncentracich (viz bod 4.1 vysledky).

Po vyizolovani konkrétniho typu bunék (mononuklearni buriky, makrofagy, neutrofily) jsem

zjistila pocet bun¢k v daném mnozstvi média. Na experiment bylo potfeba idealné 20 000 bunék
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na jamku v 96 jamkové desti¢ce. Podle poctu testovanych vzorka a potiebnych opakovani byl
odebran urcity pocet buné€k +10%, ktery byl nasledné inkubovan 20 minut s fluorescenénim
znacenim (Calcein-2AM) v CO; inkubatoru. Nasledovalo rozd€leni bun¢k do uréitého poctu
testovanych vzorka a pre-inkubace s inhibitory 1-2 hodiny (viz bod 4.3 vysledky). Podle délky
pre-inkubace jsem si piipravila 96 jamkovou destiCku tak, Ze jsem jednotlivé jamky nechala
vyblokovat pomoci 100 ul 3% BSA na 1 hodinu pted adhezi in vitro (viz tabulka 3 protokol B).
Poté byly bunky pre-inkubovany 20 minut s PMA o riznych koncentracich (viz bod 4.1
vysledky), coz mélo slouzit k aktivaci bunék. Pre-inkubace probihaly pouze v 0,5 ml roztoku
(viz tabulka 3 protokol B), az tésné pied rozdélenim do desticky byly jednotlivé testované
vzorky dofedény na potiebny objem, promichany a rozdéleny do desticky. Nasledovala inkubace
1 hodinu a méfeni ve fluorimetru. Prvni méfeni bylo bez promyti a ndsledovalo 5 promyti

pomoci 100 ul PBS.

V pribéhu serie expreimntii piestal pokus fungovat a tak byl zaveden novy protokol (viz tabulka
3, protokol B), poskytnuty Dr. Kyoung-Jin Chungem z laboratote Prof. Triantafyllose Chavakise
(Technicka univerzita v Drazd’anech). Postup adheze in vitro byl tedy provadén podle dvou

riznych protokold. Rozdily v jednotlivych krocich jsou znazornény v tabulce 3.

Tabulka 3: Porovnéani protokolu A a B.

PROTOKOL A PROTOKOL B
- vyblokovani desticky 3% BSA 1 hod.
pre-inkubace s inhibitory a PMA v 0,5
preinkibace v celkovém objemu ml
BSA BSA free fatty acids
inkubace v desti¢ce 1 hod. inkubace v desti¢ce 20 min.
inkubace s calceinem v PBS inkubace s calceinem v HBSS
inkubace bunék v médiu inkubace bunék v médiu

RPMI+1%ATB+0,3%BSA RPMI+0,1%BSA

PMA= 200 ng/ml PMA= 50 ng/ml

3.2.7 Testované inhibitory

V rdmci série experimentu testujicich adhezi in vitro jsem testovala nékolik klistécich inhibitort
protedz na jejich aktivitu inhibujici adhezi. Tyto proteiny byly vyrobeny v laboratofi Dr.
Michaila Kotsyfakise Mgr. Janem Kotalem a nasledné firmou ARVYS PROTEINS (Trumbull,
USA) zbaveny LPS.
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Tabulka 4: Pi‘ehled testovnych inhibitori klistécich proteaz.

NAZEV TYP INHIBITORU KONCENTRACE STOCK
Gl cystatin 343 uM
G2 cystatin 458,7 uM
G9 cystatin 129,9 uM
S8K serpin 58,3 uM

3.2.8 Statistika a vyhodnoceni

Vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Microsoft Office Excel, v jednotlivych souborech,
které vygeneroval program Gene5/2,05 v ramci fluorimetrického méfeni na ptistroji SYNERGY
H1 microplate reader od firmy BioTek (Winooski, USA). Nejdiive byl vypocitan podil
adherovanych bun¢k v procentech. Nasledné¢ byly
kvadruplikaci a z nich vychazejici standardni chyby priméru. Data jsou zobrazena v grafech.

Statistickou vyznamnost vysledka jsem ovéfila pomoci Studentova t testu v programu Microsoft

Office Excel.
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4. Vysledky

4.1 Optimalizace

Cilem téchto experiment bylo stanovit optimalni podminky pro testovani statické adheze in
vitro.

Prvni krok optimalizace zahrnoval vybér spravného poctu promyti, kdy bylo mnozstvi
adherovanych neutrofildi, aktivovanych pomoci PMA, nejsilnéjsi a zaroveil zietelny rozdil vici
negativni kontrole. Na zakladé vyhodnoceni jednotlivych promyti (Obr. 9A-E) bylo jako
optimalni vybrano 2x promyti (Obr. 9B) a 3x promyti (Obr. 9C). Vzhledem k vyrazngj$im
rozdilim mezi negativni kontrolou a aktivaci u vSech proteini ECM v 3x promyti bylo ur¢eno
jako nejoptimalné&jsi a smérodatné pii vyhodnocovani ostatnich optimaliza¢nich experimentt,

ptestoze bylo v kazdém experimentu provadéno a méfeno viech 5 promyti.

1xPROMYTi 2xPROMYTI 3xPROMYTI
an onNT anNT
a0 —_
129 PMA ® 60
ke - PMA —_ | £ BPMA
£ . — " £ 80 —_— 5
&.100 i i 70 4 550
5 - < s
£ 80 4 - 60 - £ 0
2 2 50 g
o - ] 5
g 01 ] £ 30
£ 2 £
= 1 i
£ 40 9 LE = 5h
2 2 k4
4 w20 4 2
S 20 4 ] 10
£ £ 10 - E
0 T T 0 0 T T
Fibronectin Laminin Collagen Fibronectin Laminin Collagen Fibronectin Laminin Collagen

D 4xPROMYTI E 5xPROMYTI
anT anT
60
_ 50 1 mPMA = mPMA
® a5 4 z =
< —_— w 50 4
L 40 A =
=
£ 35 S 40 4
£ 13
£ 30 § g
2 55 4 230
25 2
2 220
3 15 1 z
-g 10 4 "‘.é' 10
E 5 £
0 0
Fibronectin Laminin Collagen Fibronectin Laminin Collagen

Obrazek 9: Optimalizace promyvani. Neutrofily adherovaly k proteinim ECM (fibronektinu,
lamininu a kolagenu) o koncentraci 10 pg/ml. Inkubace trvala 1 hod. Po kazdém méfeni byla 96
jamkova desti¢ka promyta pomoci PBS. Statisticka signifikance je vypoc¢tena pomoci Studentova
t testu. MnozZstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento z pavodniho mnoZstvi,
vysledky jsou prezentovany jako prumér = SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no treatment),
PMA = aktivace pomoci 200 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).
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Déle jsem optimalizovala koncentrace proteini extracelularni matrix (ECM) pouZitych na
coating 96 jamkové desticky (viz bod 3.2.6 metodika). Zatimco na fibronektin a laminin buiky
nejvice adherovaly pfi nejnizsi koncentraci, nejmensi variability bylo dosaZzeno pti koncentraci
10 pg/ml (Obrazek 10A, B). U kolagenu (Obr. 10C) bylo nejvyssi adheze dosaZzeno pii
koncentraci 10 pg/ml. Pro optimalizaci dalSich faktorti ve vSech nasledujicich experimentech

byla pouZita koncentrace 10ug/ml.
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Obréazek 10: Adheze neutrofilt pri riznych koncentracich proteini ECM. Neutrofily byly
aktivovany 50 ng/ml PMA, inkubovany 1 hod. a 3 x promyty PBS. Testované adhezivni proteiny
byly fibronektin (A), laminin (B) a kolagen (C). MnoZstvi adherovanych bunék je vyjadreno jako
procento z pavodniho mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako praimér + SEM, n=4.

Déle jsem hledala optimalni koncentraci PMA, které slouzi k aktivaci leukocytt, aby adherovaly
k proteintm ECM (viz bod 3.2.6 metodika). V piipadé fibronektinu (Obr. 11A) bylo nejvétsi
aktivace dosazeno pii koncentraci 50 ng/ml. Pro laminin a kolagen (Obr. 11B, C) se ukazala byt
nejoptimalnéjsi koncentrace PMA 200 ng/ml. Béhem dalSich optimaliza¢nich experimentii byla

pouzita koncentrace PMA 200 ng/ml.
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Obrazek 11: Adheze neutrofili pii riznych koncentracich PMA. Neutrofily adherovaly
Kk proteinim ECM fibronektinu (A), lamininu (B) a kolagenu (C) o koncentraci 10pg/ml. Byly
inkubovény 1 hod. a 3 x promyty pomoci PBS. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako
procento z pavodniho mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako pramér + SEM, n=4.

Béhem séric experimenti testujicich statickou adhezi in vitro, pfestala byt aktivace
prostiednictvim PMA efektivni a nedafilo se dosahnout dostate¢ného rozdilu mezi negativni
(NT) a pozitivni (PMA) kontrolou, a tak byla zakoupena nova Sarze PMA. Také byl zaveden
novy protokol (viz bod 3.2.6. metodika tabulka 3, protokol B), ktery se v nékolika bodech lisil od
pavodniho. Novy protokol vedl ksilngj$i adhezi neutrofild a k vyraznéj$im rozdilim mezi

aktivovanymi a neaktivovanymi neutrofily (Obr. 12A, B).
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Obrazek 12: Srovnani protokoli A a B. Neutrofily adherovaly k proteintm ECM (fibronektinu
a lamininu) o koncentraci 10 pug/ml. Byly inkubovéany 1 hod. a 3x promyty PBS. Postup podle
dvou protokoli: protokolu A (A) a protokolu B (B). Statisticka signifikance je vyjadiena pomoci
Studentova ttestu. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento z ptivodniho
mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako pramér = SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no
treatment), PMA = aktivace pomoci PMA (A) 200ng/ml, (B) 50ng/ml (phorbol 12-myristate 13-
acetate).
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4.2 Méreni Cistoty bunék pomoci prutokové cytometrie

Pied méfenim Cistoty neutrofild pomoci pratokové cytometrie, jsem ptipravila 2 vzorky o
objemu 100pl. Prvni vzorek nebyl obarven pomoci fluorescenéné znacenych protilatek a slouZil
jako negativni kontrola pro méfeni fluorescenéné znaceného vzorku bunék (viz 3.2.5 bod

metodika).

Pro vyhodnoceni vysledkti méfeni Cistoty NF jsem vytvotila 3 nasledné analyzy. Prvni analyza
(Obr. 13A) slouzila k vyhodnoceni granularity a velikosti bunék. VSe co se vyskytuje mimo
¢erny ramecek, je vylouceno z dalsi analyzy. Déale byly oddéleny singlety (samostatné burnky) od
dubleti (Obr. 13B) a tfeti analyza (Obr 13C) slouZila k samotnému vyhodnoceni Cistoty
zkoumané populace. Na obrazku 9C miuZeme pozorovat v Q3 negativni kontrolu. Ohranic¢eni

populace nepravidelného tvaru na rozmézi Q1 a Q2 vzeslo az z analyzy fluorescenéné znac¢eného

vzorku.
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Obrazek 13: Méieni negativni kontroly. Vzorek bun¢k neni fluorescenéné znaceny. Jedna se
pouze o neutrofilovou populaci bun€k 2x promytou a rozsuspendovanou v 100 pl FACS pufru.

Nésledovalo méfeni vzorku bunék obsahujiciho fluorescenéné znagené protilatky CD11b (FITC)
a Ly-6G (PE), coz jsou diferencia¢ni povrchové molekuly (tzv. markery), které dokazi rozlisit
rizné leukocytarni populace. Ly-6G je pfitomny na neutrofilech a CD11b se vyuziva pro znaceni
myeloidnich bunék. Obrézek 14A znazorfiuje zkoumanou neutrofilovou populaci P3 oznacenou
svétle modrou barvou. Zvyraznéné singlety byly pozorovany na Obrdzku 14B a Cistota sledované

neutrofilové populace je zndzornéna oznacenim P3 na obrdzku 14C.
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Obrazek 14: Méieni Ccistoty neutrofilové populce. Neutrofily byly 30 minut barveny
fluorescen¢éné znacenymi protilatkami CD11b a Ly-6G v lednici. Nasledovalo 2x promyti v 1 ml
FACS pufru pomoci centrifugace 5 minut pii 250 g. Pelet bun¢k po promyti byl rozsuspendovan
v 100 pl FACS pufru.

Tabulka 5 znazornuje procento zastoupeni neutrofild v mnoziné singletd (P2), které je rovno

81,2 %.

Tabulka 5: Zastoupeni neutrofilové populace ve fluorescenéné zna¢eném vzorku.

Tube: Barvene bunky
Population #Events %Parent %Total
..'[".” Events 22104 e 1000
- HFi 20,000 40.5 0.5
[ P2 18,642 84.3 g84.3
B @ 9,136 490 41.3
P oz 6,998 arha ch v
E Q3 2474 13.3 11.2
] 04 29 0.2 0.1
[l P3 15,137 81.2 68.5

4.3 Testovani inhibitoru

Cilem téchto experimentti bylo otestovat nekolik inhibitorti proteaz z klistéte Ixodes ricinus na
jejich aktivitu inhibujici adhezi leukocytl, popfipadé optimalizovat postup jejich testovani.
Testovany byly 3 inhibitory cysteinovych (cystatiny) a 1 inhibitor serinovych (serpin) proteaz
(viz tabulka 4).

Nejdiive byla optimalizovana doba pre-inkubace jednotlivych inhibitord s bunkami. U vSech

testovanych cystatind i proteinit ECM méla délka inkuba¢ni doby negativni vliv na intenzitu

adheze. Cystatin G1 (Obr. 15 A, B, C) sniZzil u fibronektinu (Obr. 15 A) mnoZstvi adherovanych
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neutrofilil jiz po 1 hodiné pre-inkubace, u lamininu (Obr. 15B) a kolagenu (Obr.15C) byla

sniZzena adheze pozorovana aZz po dvouhodinové pre-inkubaci.
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Obrazek 15: Aktivita inhibitoru G1 p¥i riiznych dobach inkubace. Bylo méteno mnozstvi
adherovanych neutrofild k proteinim ECM (A) fibronektinu, (B) lamininu a (C) kolagenu o
koncentraci 10 pg/ml po 3x promyti PBS. Statisticka signifikance je vyjadfena pomoci
Studentova t testu. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento z ptivodniho
mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako primér £ SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no
treatment), PMA = aktivace pomoci 200 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

U cystatinu G2 byla aktivita inhibujici adhezi neutrofilti u vSech tii testovanych proteint ECM

srovnatelna (Obr. 16 A, B, C). Dvouhodinova doba inkubace s inhibitory sniZzuje procento

adherovanych neutrofilti vyraznéji, nez je tomu u hodinové inkubaéni doby a toto se potvrzuje u

vSech proteini ECM.
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Obrazek 16: Aktivita inhibitoru G2 p¥i ruznych dobach inkubace. Bylo méfeno mnozstvi
adherovanych neutrofili k proteinim ECM (A) fibronektinu, (B) lamininu a (C) kolagenu o
koncentraci 10 pug/ml po 3x promyti PBS. Statisticka signifikance je vyjadiena pomoci
Studentova ttestu. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento z pivodniho
mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako primér £ SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no
treatment), PMA = aktivace pomoci 200 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

Ttretim testovanym inhibitorem byl cystatin G9. Zatimco u fibronektinu (Obr. 17A) je procento
bunék po hodinové inkubaci s G9 snizeno, u lamininu (Obr. 17 B) a kolagenu (Obr. 17 C) je
mnozstvi bunék inkubované 1 hodinu s G9 srovnatelné s mnozstvim bun¢k obsahujicim pouze

PMA. Aktivita inhibice adheze po 2 hodinach inkubace je patrna u vsech proteintit ECM.
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Obrazek 17: Aktivita inhibitoru G9 p¥i riznych dobach inkubace. Bylo méfeno mnozstvi
adherovanych neutrofili k proteinim ECM (A) fibronektinu, (B) lamininu a (C) kolagenu o
koncentraci 10 pg/ml po 3. promyti 100 ul PBS. Statisticka signifikance je vyjadiena pomoci
Studentova ttestu. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento z ptivodniho
mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako pramér + SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no
treatment), PMA = aktivace pomoci 200 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

Nasledovalo ovéefeni vysledki optimalizace inkubacni doby pii riiznych koncentracich
inhibitort. Jako prvni byl experiment proveden s koncentraci inhibitora 1 pM. Zatimco u

fibronektinu (Obr. 18A) neni inhibice adheze téméf znatelna, u lamininu (Obr. 18B) jsou u
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cystatini G2 a G9 a serpinu S8K =znatelné slabé inhibi¢ni ucinky. Nejniz§i procento

adherovanych neutrofili bylo zaznamenéno u inhibitoru G9.
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Obrazek 18: Koncentrace inhibitori 1uM. Neutrofily adherovaly Kk proteinim ECM (A)
fibronektinu a (B) lamininu o koncentraci 10 pg/ml. Byly inkubovény 2 hod. a 3x promyty PBS.
Statisticka signifikance je vyjadiena pomoci Studentova t testu. Mnozstvi adherovanych bunék je
vyjadieno jako procento z ptivodniho mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako primér +
SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no treatment), PMA = aktivace pomoci 50 ng/ml PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate).

mnozstvi adherovanych neutrofil zaznamenano u cystatinu G9. Hodnoty ostatnich inhibitort
jsou srovnatelné s mnozstvim bunék v pozitivni kontrole. V pfipadé lamininu (Obr. 19B) bylo

mnoZstvi adherovanych neutrofilti sniZzeno u vSech 4 inhibitort téméf stejné.
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Obrazek 19: Koncentrace inhibitori 3uM. Neutrofily adherovaly Kk proteinim ECM (A)
fibronektinu a (B) lamininu o koncentraci 10 pg/ml. Byly inkubovény 2 hod. a 3x promyty PBS.
Statisticka signifikance je vyjadiena pomoci Studentova t testu.. Mnozstvi adherovanych bunék
je vyjadieno jako procento z piivodniho mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako prameér +
SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no treatment), PMA = aktivace pomoci 50 ng/ml PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate).

Testovani adheze bylo provedeno s riznymi typy leukocytarnich bunék. Kromé neutrofild se
jednalo o peritonealni makrofagy a mononuklearni buiiky, které predstavuji heterogenni populaci

sloZzenou z monocytt, NK bunék, T lymfocyta a B lymfocytd. Testovani adheze bylo zaméfené
pfedev§im na monocyty.

U mononuklearnich bunék, (Obr. 20) byl jak u fibronektinu (Obr. 20A), tak u lamininu (Obr.
20B), zaznamenan rozdil mezi negativni a pozitivni kontrolou. Pre-inkubace s cystatiny vedla

k zesileni adheze neutrofili. Jednd se pravdépodobné o specificky uc¢inek inhibitort

cysteinovych proteaz.
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Obrazek 20: Mononuklearni buiiky inkubované s inhibitory G2 a G9. Mononuklearni buriky
byly inkubovény 2 hod. a 3x promyti PBS. Statistickd signifikance je vyjadifena pomoci
Studentova ttestu. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento z ptivodniho
mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako primér + SEM, n=4, NT = negativni kontrola (no
treatment), PMA = aktivace pomoci 50 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate).

Aktivace PMA vedla u peritonealnich makrofagi ke snizeni adheze v porovnani s negativni

kontrolou. Pfesto je statisticky prikazny rozdil mezi PMA a G2. Z tohoto divodu jsem dalSi

pokusy s témito buitkami neprovadéla.
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Obrazek 21: Peritonealni makrofagy inkubované sinhibitory G2 a G9. Peritonealni
makrofagy byly inkubovany 2 hod. a 3x promyti PBS. Statisticka signifikance je vyjadiena
pomoci Studentova ttestu. Mnozstvi adherovanych bunék je vyjadieno jako procento
z ptuvodniho mnozstvi, vysledky jsou prezentovany jako pramér = SEM, n=4, NT = negativni
kontrola (no treatment), PMA = aktivace pomoci 50 ng/ml PMA (phorbol 12-myristate 13-
acetate).
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5. Diskuze

Hlavnimi cily této prace bylo optimalizovat experimentalni parametry statické adheze in vitro a
nasledné otestovat n€kolik inhibitorti klistécich proteaz (cystatind a serpinl) na jejich inhibi¢ni
uc¢inek na adhezi leukocytt, kterd je dulezitou soucasti rekrutace leukocytu pti zanétu (Granger

et al., 2010).

Prostfednictvim Série optimalizacnich experimentti se podafilo najit optimalni podminky pro
experimentalni ovéfeni adheze in vitro a zaroven pro nasledné testovani inhibitort klistécich
protedz. Prvni krok optimalizace zahrnoval stanoveni nejvhodnéjsiho promyti (viz Obr. 9).
Ptestoze u vSech experimentli bylo métfeno 5x promyti, jako smérodatné pro vyhodnocovani bylo
shleddno 3xpromyti a to ztoho divodu, Ze zahrnuje nejidealnéj$i pomér mezi negativni
kontrolou a aktivovanymi neutrofily PMA. To se potvrzuje také pfi srovnani s protokolem
poskytnutym Dr. Kyoung-Jin Chungem, ktery testoval adhezi na THP-1 monocytech. Dale jsem
se zaméfila na vybér nejvhodnéjsi koncentrace proteini ECM (fibronektinu, lamininu a
kolagenu), které piedstavuji ligandy pro P integriny pii leukocytarni adhezi (Hofejsi et al.,
2013). Jako optimalni byla zvolena koncentrace proteint ECM rovna 10 pg/ml. Tato pouZita
koncentrace proteini ECM je shodna v protokolu Cell Adhesion Assay (Kucik et al., 2005).
U fibronektinu a lamininu bylo sice procento adheze nejvyssi pii koncentraci 1pg/ml, ale
smérodatna odchylka vykazovala nejnizsi variabilitu pravé u koncentrace 10 pg/ml a v ptipadé
kolagenu se jevila tato koncentrace jako nejoptimalnéjsi zobou pohledi. V porovnani
s koncentraci 30 pg/ml, je jeji vyhodou také nizsi spotfeba proteinli pii coatingu. Nasledovalo
vyhodnoceni nejvhodnéjsi koncentrace PMA, které bylo z&sadni pro maximalné efektivni
aktivaci neutrofilt. Zpocatku se jevila koncentrace 200ng/ml jako optimalni. U lamininu a
kolagenu vyvolala nejefektivnéjsi aktivaci neutrofila. U fibronektinu byla hodnota adherovanych
neutrofilt srovnatelnd u koncentraci 50 ng/ml a 200 ng/ml. V pribéhu experimentli zacala
selhavat aktivace neutrofilt, a tak bylo zakoupeno nové PMA a byl testovan postup podle
noveho protokolu (viz bod 3.2.6 metodika, tabulka 3, protokol B). Kromé nékolika dalsich zmén
byla koncentrace PMA upravena na 50 ng/ml. Protokol B se ukazal byt efektivngjsi pfi

srovnavani hodnot negativni kontroly a aktivace PMA (Obr. 12B).

V ramci experimentii byla také méfena Cistota neutrofild, se kterymi byl pokus adheze
proveden, protoZe se nejednalo o bunécnou linii, ale o frakci primarnich bunék vyizolovanych

Z kostni diené mysi. Prostfednictvim méfeni Cistoty priitokovou cytometrii byla hodnota Cistoty
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vyizolovanych neutrofila stanovena na 81.2 % (ze singletit), coZ bylo shledano jako dostate¢né

pro pouziti pii experimentech.

Pfi optimalizaci testovani klistécich inhibitor proteaz bylo testovano nékolik faktort. Jako prvni
byl sledovan vliv dvou riznych inkubac¢nich ¢asi s cystatiny G1 (viz Obr. 15), G2 (viz Obr. 16)
a G9 (viz Obr. 17). U vsech tii vySe zminovanych inhibitorti cysteinovych proteaz se ukéazala byt
delSi inkuba¢ni doba optimalné&jsi. Tento vysledek byl nasledné aplikovan v rdmci testovani
adheze in vitro, provedeném podle protokolu B, na 1 uM (viz Obr. 18) a 3 uM (viz Obr. 19)
koncentracich inhibitori. Vyrazngjs$i inhibi¢ni efekt byl pozorovan pii 3uM koncentraci u
cystatinu G9. Testovani adheze zahrnujici testovani inhibitort klistécich proteaz bylo provedeno
sruznymi leukocytarnimi bunikami, konkrétné s mononukledrnimi burikami a peritonedlnimi
makrofagy. Mononuklearni bunky ptedstavuji heterogenni populaci, zahrnujici monocyty, NK
buiiky, T a B lymfocyty. V ramci experimentu s mononuklearnimi buiikami (viz Obr. 20) Slo
hlavné o testovani adheze monocyti k proteinim ECM, protoze lymfocyty nejsou adherentnimi
bunkami. Inhibi¢ni efekt cystatini se ukazal byt specificky pro neutrofily. A¢koliv byla hodnota
negativni kontroly nizka a aktivace efektivni, u testovanych cystatini nebyly prokazany zadné
inhibi¢ni u¢inky na mononuklearni buniky. V pfipadé peritonealnich makrofagu (viz Obr. 21)
bylo procento adherovanych bunék nejvyssi u negativni kontroly, coz muze svédcit o aktivaci
makrofagu jiZ v peritoneu mySi. Vzhledem k hodnotdm pozitivni a negativni kontroly makrofagu
je otdzkou, zda je pozorovany vliv cystatinu G2 z obrazku 21 vérohodny. Podobny vysledek u

fibronektinu a lamininu by v§ak mohl vypovidat o skute¢ném efektu.

Vliv klistécich cystatind na imunitu hostitele byl pfedmétem zajmu nékolika studii, malo z nich
se vSak vénuje objasnéni mechanismu inhibice leukocytarni adheze prostfednictvim klistécich
inhibitorti proteaz. Tento mechanismus nebyl dosud objasnén. V misté ptisati klistéte dochazi k
velmi rychlé aktivaci bunék pfirozené imunity, jako jsou napiiklad neutrofily, makrofagy,
dendritické bunky, NK buriky a vznika zde zanét (Heath et al., 2013). Klisté se této odezve ze
strany hostitele brani a vyvinulo si fadu mechanismd, jak snizit riziko, které¢ pro n¢j imunitni
reakce hostitele predstavuje (Francischetti et al., 2009). Soucasti téchto mechanismi by
pravdépodobné mohla byt inhibice leukocytarni adheze prostfednictvim klistécich inhibitort
protedz, coz by vedlo k zablokovani transmigrace leukocyti do mista zanétu a tim i k zmirnéni

zanétlivé odpoveédi.
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6. Zaveér

V této praci byl optimalizovan postup experimentalniho ovéfeni adheze leukocytl k proteintim
ECM a také byl sestaven protokol pro testovani inhibitort klistécich proteaz na piipadné

protiadhezivni u€inky.

Byly otestovany inhibitory cysteinovych a serinovych proteaz z klistéte Ixodes ricinus, cystatiny
G1, G2, G9 a serpin S8K. U cystatinu G9 byla zaznamenana prokazatelna aktivita inhibujici
adhezi neutrofilt pfi vSech experimetech. Ostatni inhibitory vykazovaly slabsi inhibi¢ni efekt za
specifickych podminek. Tim bylo povrzeno, Ze inhibitory cysteinovych protedz funguji jako
inhibitory adheze.
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