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1. Uvod

Pohyb leukocytli z krve do extracelularnich tkani je nezbytny jak pro nemocnou, tak i
pro zdravou tkan, nebot’ umoziuje dostat tyto buiiky ptesné tam, kde jsou potieba, aby mohly
vykonavat své specifické funkce. Termin leukocyt zahrnuje vSechny typy bilych krvinek
(Obr. 1). Do leukocyti myeloidni linie patfi monocyty, makrofagy, dendritické burky,
neutrofily, eosinofily a bazofily. Do lymfoidni linie pak patii T lymfocyty, B lymfocyty a NK
(natural killers) bunky.
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Obr. 1: Piehled vyvoje bunék krevniho Fecisté.

Zdroj: Anatomy of the Immune System, 2013

Pohyb leukocytt z krve do tkané je jednou ze zakladnich funkci zdravého organismu,
coz lze ilustrovat na piikladu cirkulace lymfocyti mezi krvi, lymfou, lymfatickymi a
nelymfatickymi organy, kde se setkavaji s cizimi antigeny, aby je mohli rozpoznat a nasledné
zni€it. Leukocyty hraji také dileZitou roli v obrané hostitele a v odstranéni Skodlivych latek
pii zanétu (Furie, 2014). Migrace leukocyt do mista zranéni nebo zanétu je klicovou soucasti,
jak prirozené, tak adaptivni imunity. Transmigrace leukocytu pies sténu cév je posledni fazi
nekolika stupniové kaskady leukocytarni odpovédi, zprostiedkované sérii po sobé jdoucich
bunéénych a molekularnich interakci (Yadav et al., 2003). Nahromadéni leukocytl
V poSkozené tkadni miiZze byt rozsdhlé a miiZze byt povazovano za charakteristickou znadmku

zanétlivé odpovédi. Ve vétSin€ tkani migrace leukocytlh probihd v postkapilarnich cévach



zfejmé proto, Ze spojeni endotelialnich bun¢k v cévach je perforované (paracelularni cesta).
Dalsim zpisobem je prichod bunék ptes téla endotelialnich buné¢k (transcelularni), ale u velké

vétsiny tkani pfevazuje prvni zpusob transmigrace (Furie, 2014).



1.1. Role neutrofili, makrofagl a dalSich leukocyti v zanétu

Zanét je soucasti slozité biologické odpovédi télesnych tkdni na Skodlivé podnéty, jako
jsou patogeny, poskozené buiiky nebo drazdivé latky (Ferrero-Miliani et al., 2006). Zanét
muzeme hodnotit jako akutni a chronicky. Akutni je charakterizovan pifesunem granularnich
bun¢k predevsim neutrofilti z krve do infikované nebo poranéné tkané. Prodlouzeny zanét je
znamy jako chronicky, ktery v misté zanétu vede K progresivnim zménam leukocyti, jako jsou
mononuklearni buniky, podilejici se na destrukci a hojeni tkané v zanétlivém procesu (Kumar
et al., 2004; Abbas et al., 2009). Hlavni funkci zanétu je odstranit ptivodni pii¢inu poSkozeni
bunék, odstranit odumfelé bunky a tkang, které byly poskozeny zanétlivym procesem, a zajistit
opravu tkané. Klasické ptiznaky zanétlivé reakce jsou teplo, bolest, zarudnuti, otok a ztrata
funkce. Ve srovnani s adaptivni imunitou, specifickou pro kazdy patogen, je zanét povazovan
za mechanismus piirozené, nespecifické imunity (Abbas et al., 2009). Bunéc¢né zanétlivé
procesy jsou regulovany fadou specifickych bunécnych signalt, které stimuluji rizné typy
bunék, coz vede ke kaskade d&ja, ktera zahrnuje rekrutaci a aktivaci leukocyti (Butterfield et
al., 2006).

1.1.1. Role neutrofilt

Neutrofily nebo-li polymorfonuklearni leukocyty (PMNSs,), se fadi mezi granulocyty a
nejvyznamnéj$i ucastniky zanétlivé reakce. Jsou to obvykle prvni leukocyty, které jsou
rekrutovany do mista zanétu a jsou schopny zlikvidovat patogeny riiznymi zpisoby
(Kolaczkowska et al., 2013). Funkce PMNs zahrnuje pohyb na endoteliu, transport z krevniho
feCiste, pohlceni a traveni bakterii a produkci kyslikovych radikalt. Tyto funkce jsou zivotné
dilezité pro obranu hostitele, ale stejné vyznamna je i jejich role v aktivaci imunitni odpovédi
(napf.: rekrutace a aktivace antigen prezentujicich bun¢k). Neutrofily obsahuji granularni
proteiny, které se nachédzi v primarnich (azurofilni), sekundarnich (specifické) a tercialnich
(gelatinaza) granulech (Obr. 2). Béhem migrace neutrofilti z krve do mista zanétu jsou tato
granula postupné mobilizovana. Zatimco rychle mobilizovana primarni a sekundarni granula
obsahuji hlavné receptory dulezité pro adhezi a rozpoznani cizich ¢astic, tak obsah tercialnich
granul je uvolnovan béhem transendotelialni migrace a obsahuje predevsim proteazy.
Neutrofily také obsahuji sekre¢ni vacky, které jsou schopny rychle transportovat sviij obsah
na bunéény povrch. Pfi aktivaci neutrofili jsou jako prvni transportovany praveé tyto vacky,
jenz jsou potiebné pro bunéénou adhezi. Pokud se neutrofil dostane do extravaskularniho

prostoru, tak primarni a sekundarni granula uvoliiuji antimikrobidlni peptidy, které ptispivaji



Kk niceni bakterii a chemoatraktanty, jenz lakaji ostatni imunitni buiikky do mista zanétu.
Granularni proteiny vyvolavaji rekrutaci monocytl, tim ze zvySuji expresi CAM (Cell
Adhesion Molecule) molekul na endoteliu, které pfispivaji k adhezi monocyti. Dale mohou
fungovat jako chemoatraktanty a zvy$ovat antimikrobialni aktivitu makrofagti (Soehnlein et
al., 2009).
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Obr. 2: Mediatory obsaZené v granulach neutrofila.
Zdroj: Eyles et al., 2006

Neutrofily disponuji vice zpusoby, jak se zbavit patogent. Pokud neutrofily najdou a
rozpoznaji patogen, dojde k fagocytdze a nasledné eliminaci ve fagolyzozomu. K eliminaci
muze dojit ttemi zpusoby: na kysliku zavisly mechanismus, na kysliku nezavisly mechanismus

a neutrophil extracellular traps (NET) (Nauseef et al., 2007).

Mechanismus zavisly na kysliku je zprostifedkovan ROS (reactive oxygen species),
které jsou tvofeny NADPH oxidazovym komplexem (Babior, 1999). Tento komplex ptenasi
elektron z cytosolového NADPH pies membranu ke koneénému akceptoru (molekularni
kyslik) a vytvaii superoxidovy anion, ktery se ve fagozomu metabolizuje na vysoce
baktericidni finalni produkty, jako je napiiklad peroxid vodiku, hydroxylovy radikal a
kyselinu chlornou (Leliefeld et al., 2016).

Mechanismus, nezavisly na kysliku je zprostfedkovan pomoci granul a jejich obsahu
(Borregaard et al., 1997). Azurofilni granula jsou zasobarnou serinovych proteaz jako jsou
elastaza, proteinaza 3, katepsin G a azurocidin. Tyto enzymy se dostavaji do fagolyzozomu az
po fuzi granul s fagozoémem, ve kterém je bakterie nebo jiny patogen. Béhem doby, kdy

dochdzi k vytvareni fagolyzozému, se jeho vnitini pH zésadn€ méni. Ze zacatku se pH meéni



smérem k alkalickym hodnotdm (8,5-9,5), coz je zplsobeno vznikajicim kyslikem, ktery
poskytuje prostfedi pro spravnou aktivaci proteaz, ktera vede k idealni antimikrobidlni a
travici funkci (Levine et al., 2015). Po ftzi fagozému s granuly dochazi ke zméné pH do
kyselych hodnot. Tato zména je zptisobena V-ATPazou, ktera je zodpovédna za piecerpavani

protont do fagozému (Nanda et al., 1996).

Dalsim zptisobem, jak neutrofily dokazi zabijet bakterie, je prostiednictvim
mechanismu NET (Obr. 3). NET je sit’ extracelularnich vlaken slozenych z jadernych slozek
(chromatin), nékterych cytoplazmatickych a granularnich proteind, které nic¢i bakterie
extracelularné, na rozdil od pfedchozich zminovanych zptsoba (Brinkmann, 2004). K tomu,
aby mohly byt uvolnény NETs, musi projit aktivované neutrofily vyraznou zménou. Po
nékolika minutach od stimulace aktivované neutrofily pevné piilnou k povrchu substratu.
Béhem hodiny dojde k dekondenzaci chromatinu a k odd¢€leni vnitiniho a vnéjsiho obalu jadra,
soucasn¢ s tim dochazi k rozpadu granul. Asi po hodin¢ dojde k rozpadu jaderného obalu do
vackl a nukleoplazma a cytoplazma vytvaii homogenni smés. Poté, co se membrana protrhne,
dojde kuvolnéni NETs do extracelularniho prostoru. Enzymy neutrofilni elastaza (NE) a
myeloperoxidaza (MPO), hraji vyznamnou roli pfi tvorbé NETs, protoze se podili na rozpadu
jadra (Brinkmann et al., 2012). V NETSs je béhem posledni faze okolo 30 proteint, vétSina
z nich je z granul, n¢kolik pochazi z jadra a vzacné se zde vyskytuji slozky z cytoplazmy
(Urban et al., 2009). Byly pozorovany dva dal$i mechanismy uvolnéni NETS, u kterych
nedochazi k lyzi neutrofild. Prvnim mechanismem neutrofily vytlacuji mitochondrie, jez
nasledné uvoliuji svou DNA do extracelularniho prostoru a zachytavaji bakterie (Pilsczek et
al., 2010). Druhy mechanismus spo¢iva v rozpadu jaderné¢ho obalu, dale se vytvoii vacky
s DNA, které jsou v blizkosti plazmatické membrany. Po fizi vacku s membranou dochézi
k uvolnéni NETSs (Phillipson et al., 2011). Aby mohlo dojit k tvorbé NETsS, je nutna produkce
ROS. NADPH oxidazovy komplex vytvati z molekularniho kysliku superoxid, ten se poté
méni na peroxid vodiku, jenz déle slouZi jako substrat pro nejhojnéjsi enzym v granulich
neutrofild MPO. Peroxid vodiku spolu s MPO vytvafi kyselinu chlornou. NETs muiZe byt
vyvolana mnoha faktory naptiklad bakterialni a houbovou infekci a HIV parazity (Brinkmann
etal., 2012).
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Zdroj: Phillipson et al., 2011

Neutrofily kromé& produkce antimikrobialnich latek a rizny proteaz, také produkuji
mnoho cytokinil a rustovych faktord snizujici riziko infekce, a pfispivaji k hojeni rany.
Neékteré geny, které jsou dulezité v hojeni rany, zvysuji svou transkripéni aktivitu poté, co
neutrofily opoustéji krevni fe€isté a dostavaji se do mista zranéni. Tyto proteiny jsou
zodpovédné za rekrutaci a aktivaci dalSich neutrofild, a ostatnich zanétlivych bunék, podporuji
angiogenezi a stimuluji keratinocyty a fibroblasty k proliferaci (Theilgaard-Monch et al.,
2004). U normalné¢ se hojici rany poté, co neutrofily splni sviij tkol, dochazi k jejich apoptoze.
Tyto mrtvé buniky jsou dale pohlceny makrofagy. Proto miZze pokracujici rekrutace a
hromadéni mrtvych neutrofild prodlouzit zanétlivou reakci a vést k rozvoji chronického
zanétu. Neutrofily také hraji dvoji roli pfi hojeni rany. Na jedné strané¢ muizou zabijet cizi
organismy a stimulovat ostatni buiiky, aby odstranili riziko infekce a na strané¢ druhé,
produkuji proteazy (nespecifické k patogentim) a mediatory, které muzou zpisobit jesté vetsi

Skody v hostitelské tkani a oddalit proces opravy (Wilgus et al., 2013).



1.1.2. Role monocytii a makrofagh

Monocyty jsou bilé krvinky vznikajici v kostni dfeni z monoblastd, které
diferenciovaly z hematopoetickych kmenovych bun¢k. Monocyty cirkuluji v krevnim ob&hu
a poté, co migruji do tkani, diferenciuji na makrofagy a dendritické bunky (Auffray et al.,
2009). Na povrchu lidskych monocyti a makrofagi jsou exprimovany CD14 antigeny
V hojném poctu, a proto se Vyuzivaji jako markery pro monocyty. Pti srovnani CD14+ CD16-
monocytid S CD14+ CD16+ monocyty, maji CD14+ CD16+ monocyty snizenou fagocytickou
aktivitu, produkuji mensi pocet reaktivni formy kysliku (ROS), exprimuji niz$i pocet
chemokinového receptoru CCR2, ktery zprostiedkovava chemotaxi monocyti béhem zanétu,
a dale exprimuji vyS$i mnozstvi chemokinového receptoru CX3CR1, ktery pfispiva k

akumulaci rezidentnich monocytt (Geissmann et al., 2003).

Lidské monocyty jsou klasifikované do tii téid (Yang et al., 2014). Do prvni t¥idy
fadime klasické monocyty (CD14++ CD16-) majici na svém povrchu velké mnozstvi
chemokinového receptoru CCR2 a L-selektinu a malé mnozstvi chemokinového receptoru
CX3CRI. Jejich hlavni funkci je fagocytdza. Vykazuji vysokou peroxiddzovou aktivitu,
produkuji velké mnozstvi IL-10 a malé mnozstvi TNF o jako odpovéd’ na LPS (Geissmann et
al., 2003). V druhé tf¥idé jsou intermediarni monocyty (CD14++ CD16+), které piedstavuji
zanétlivé funkce a maji nizkou peroxidédzovou aktivitu, ale za to produkuji vys$si mnozstvi IL-
1B a TNF a v odpovédi na LPS (Cros, 2010). Béhem zanétu obé tyto téidy monocytd jsou
zachyceny a invaduji do tkané prostiednictvim interakce mezi CCR2/CCL2 nebo
CCR5/CCLS5. Do tieti tiidy fadime neklasické monocyty (CD14+ CD16++). Ty uvolnuji IL-
1B a TNF a jako odpovéd na DNA nebo RNA c¢astice, které zpiisobuji patologickou roli

v autoimunnich onemocnéni jako je revmatoidni artritida (Cros et al., 2010).

Makrofagy jsou ptitomny ve vSech tkanich a jsou pojmenovany podle toho, kde se
vyskytuji. V.mozku jsou to mikroglie, v jatrech Kupfferovi buiky, v plicich alveolarni
makrofagy a v kostech jsou to osteoklasty. Existuji dva zakladni typy makrofagt. Klasicky
aktivované M1 makrofagy, mohou zvysovat zanétlivou reakci a stimulovat imunitni systém,
a alternativné aktivované M2 makrofagy, mohou hrat vyznamnou protizanétlivou roli a také
sniZovat imunitni reakci prostfednictvim uvolnénych cytokini. Tyto makrofagy se 1i8i riznym
metabolizmem argininu, kdy M1 z n¢j vytvari oxid dusnaty (zabijeci slozka), zatimco M2

vytvaii ornitin (uzdravovaci slozka) (Mills, 2012).



Makrofagy maji tfi hlavni funkce, mezi které se fadi prezentovani antigenu, fagocytoza
a produkce cytokint a rastovych faktord. Funkéni odpovéd” makrofagi se sklada z rekrutace
bunék do mista zanétu, rozpoznani cizich mikroorganismu, fagocytozy a jejich eliminace
(Fujiwara et al., 2005). Makrofagy spolu s dendritickymi bunikami a B lymfocyty patii mezi
antigen prezentujici bunky. Jejich ukolem je rozpoznat mikroby, pohltit je a nasledné vystavit
jejich ¢asti na svém povrchu. Takto prezentované antigeny jsou rozpoznavany T lymfocyty,
coz zpusobi jejich aktivaci, proliferaci a diferenciaci na efektorové T buiiky, které dale mohou
op¢t aktivovat makrofagy, prostfednictvim cytokinid, k zabijeni mikrobti. Dalsi funkci
makrofagt je fagocytoza, pti niz dochéazi k pohlceni a eliminaci cizich patogenti ve specialnich
vaccich nazyvanych fagolyzozomy. Makrofagy exprimuji na svém povrchu riizné receptory,
které dokézi rozpoznat Castice na povrchu mikrobtl, coz je prvnim krokem fagocytdzy. Jsou
to napiiklad manosové receptory, jenz vazi termindlni manosové a fukosové zbytky
glykoproteini a glykolipidi na bunééné sténé mikrobt nebo Toll-like receptory (TLR), které
slouzi k rozpoznavani celé fady mikrobialnich molekul. Posledni hlavni funkci je produkce
cytokinti a riistovych faktori jako je naptiklad IL-1, 6, TNF a IFN a, B a dalsi, které zptisobuji
aktivaci a proliferaci T a NK bunék a hraji duleZitou roli v pfesunu leukocytii z krve do tkané
(Fujiwara et al., 2005). Kromé toho, ze makrofagy jsou dilezité v obrané hostitele pied
cizorodymi latkami, tak jsou uzce zapojeny i do opravy a léceni tkané (Ricardo et al., 2008;
Wynn et al., 2010). Jsou to ptedevsim M2 makrofagy stimulujici opravu a léCeni tkané
produkci rastovych faktord, které podporuji epitelialni bunky a fibroblasty, naptiklad
transformujici rastovy faktor Bl (TGF B1) a destickovy rustovy faktor (PDGF). TGF B1
podporuje diferenciaci fibroblasti do myofibroblastii tim, zZe zvySuje expresi tkanovych
inhibitort metaloproteinaz, ¢imz pfispiva k regeneraci ahojeni tkan€. Metaloproteinazy
blokuji odbourani extracelularni matrix (ECM) a ptimo podporuji tvorbu fibrilarniho kolagenu

v myofibroblastech. PDGF ma podobnou funkci (Murray et al., 2011).

Dendritické bunky (DCs) jsou antigen prezentujici buniky schopné fagocytozy. Jejich
hlavni funkei je zpracovat cizi antigen a jeho ¢asti vystavit a prezentovat T buiikdm na svém
povrchu a tim je aktivovat. DCs produkuji velké mnozstvi riznych chemokint, které lakaji
rizné typy bunék v riznych fazich imunitni odpovédi (Piqueras et al., 2006). Dendritické
bunky se nachazeji ve vSech tkdnich vcetné krve a lymfatickych organt. V perifernich tkanich
se DCs nachazeji v nezralém stadiu a specializuji se na zachyceni antigenti. V reakci na
mikroby podstoupi proces zrani vedouci k vytvofeni bunék prezentujicich antigen. Proces

zrani probiha béhem migrace lymfatickymi cévami z periferie do lymfatickych uzlin. V



ustaleném stavu DCs také migruji v malém poctu, aniz by doslo k aktivaci. Poté prezentuji

vlastni antigeny lymfocytiim bez kostimula¢nich signald, to vede k periferni toleranci.

Existuji dvé hlavni cesty ontogeneze DCs z hematopoetické progenitorové burky.
Jedna vytvaii myeloidni DCs a druha plazmacytoidni DCs. Lisi se od sebe povrchovymi
antigeny (CD11b, CD8a a CD11c) a také svou funkci (Blanco et al., 2008). Myeloidni DCs se
vyskytuji na tfech mistech, mezi které patii periferni tkané, sekundarni lymfatické organy a
krev. V kuzi jsou dva odlisné typy myeloidnich DCs, které se nachazeji ve dvou ruznych
vrstvach. V epidermis se nachazeji Langerhansovy bunky, kdezto v dermis se nachazeji
intersticialni DCs (Valladeau et al., 2005). Plasmacytoidni DCs produkuji velké mnozstvi
IFN-o v reakci na viry a cirkuluji v krvi a sekundarnich lymfatickych organech tim, Ze

prochazi vysokymi endothelialnimi venuly (Blanco et al., 2008).

1.2. Pribéh transmigrace

Béhem zanétlivé reakce dochéazi k uvolnéni leukocytl z kostni diené do krevniho
feCiSté a nasledné k jejich prichodu skrz endotelium krevnich cév. Tento proces nazyvame
transmigrace neboli diapedéza a je tvofen nékolika kroky: zachyceni (capture), rolovani
(rolling), pomalé rolovani (slow rolling), pevna adheze (firm adhesion), pohyb (locomotion)
a transmigrace (diapedéza, extravazace). Po transmigraci bunky na zakladé chemokinového
gradientu dale migruji do mista zanétu nebo poskozeni, kde likviduji cizi patogeny (Dimasi et
al., 2013). Endotelialni buriky, které jsou aktivovany zanétlivymi cytokiny (IL-1, IL-6, TNFa
a dalsi), uvoliiujyi velké mnozstvi dalSich mediatori, kter¢ vedou ke zvySeni exprese

adhezivnich molekul na povrchu téchto bun¢k (Krishnaswamy et al., 1999).
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proces.

Zdroj: Muller, 2013

Prvnim krokem adhezivni kaskady je zachyceni (capture). To je charakterizovéano jako
prvni fyzicka interakce mezi leukocyty a krevni cévou, coz je zprostfedkovano pomoci
adhezivnich molekul. Vyznamnou roli na poc¢atku této kaskady hraje rodina povrchovych
transmembranovych glykoproteinti — P, L a E selektiny. L-selektiny jsou exprimovany skoro
na vSech leukocytech, zatimco P a E-selektiny jsou exprimovany na aktivovanych
endotelialnich bunkach (Kansas, 1996). Predem vytvoieny P-selektin ulozeny ve Weibel-
Paladovych granulich je pfesunut na povrch endotelialnich bunék po stimulaci histaminem a
dalSich mediatorti. P-selektiny se vazi na selektinové ligandy na povrchu leukocyti, kterymi
jsou sialyzované fukosylované sacharidové zbytky Lewis X krevni skupiny (sialyl-Lewis X).
Nejlépe charakterizovan je selektinovy ligand P-selektin glykoprotein 1 (PSG1) (McEver et
al., 1997).

Po zachyceni, nésleduje dalsi krok adhezivni kaskady, ktery oznac¢ujeme jako rolovani
(rolling). V této fazi dochazi k valivému pohybu leukocyti podél endotelu smérem k mistu
infekce a pii tomto pohybu jsou leukocyty stale navazany na endotel. E-selektin exprimovany
aktivovanymi endotelialnimi bunkami podporuje tzv. pomalé rolovani (slow rolling)
leukocytii z dlivodu ¢astec¢né aktivace integrinli na povrchu leukocytt. Hlavni uc¢elem rolovani
je pfivést leukocyty do styku s endotelem, aby mohly byt ddle aktivovany chemokiny a dal§imi

prozanétlivymi latkami, které jsou vystaveny na povrchu endotelialnich bunék. Chemokiny
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zapojené do leukocytarni rekrutace zahrnuji monocytovy chemotakticky protein (MCP)-1
(CCL2), MCP-2 (CCL8), KC (NAP-3) (CXCL1), MIP-1a (CCL3), MIP-1p (CCLA4),
RANTES (CCLS5), fractalkine (CX3CL1) IL-8 (CXCLS), slozky komplementu (C3 a C5),
fMLP a dalsi (Hansson, 2005; Charo et al., 2006). Navazanim chemokini na receptory
leukocytd, dojde k transdukei signalu, ktera vede k aktivaci leukocytarnich integrint (Muller,
2013). Integriny jsou rodina heterodimerickych adhezivnich receptoru, které se vyskytuji
Vv inaktivni konformaci. Jejich aktivace vede ke konformacnim zménam, t0 ma za nasledek
navazani integrint k jejich ligandim (Hynes, 1992). Leukocyty nesou B2 integriny, jejichZ
ligandy jsou vystaveny na povrchu endotelidlnich bunék. Zejména se jedna o intracelularni
adhezivni molekuly 1 a 2 (ICAM-1, 2) (Dustin et al., 1988; Hynes, 1992). Monocyty a
lymfocyty nesou Bl integriny (VLA4-very late antigen 4), které se vazou na vaskularni
buné¢né adhezivni molekuly 1 (VCAM-1) (Muller, 2013). Poté, co jsou integriny aktivovany,
vytvaii pevnou vazbu s jejich ligandy, coZz umozni leukocyty zastavit na endotelidlnim

povrchu. Tato faze se nazyva pevna adheze (firm adhesion).

Dalsim krokem je pohyb (locomotion), pii némz Se leukocyty navdzané na endotelialni
povrch posunuji smérem k nejbliz§i endotelialni hranici v souvislosti s ptipravou na
transmigraci. Pohyb (locomotion) je zprosttedkovan podskupinou leukocytarnich integrinti a
endotelialnich adhezivnich molekul jako je makrofagovy receptor 1 - Mac-1 (CD11b/CD18),
ktery se vaze na ICAM-1 (Phillipson et al., 2006; Schenkel et al., 2004). U monocyti je to
lymphocyte function-associated antigen 1 - LFA-1 (CD11a/CD18) a ICAM-2 (Schenkel et al.,
2004).

Poslednim krokem adhezivni kaskady je kone¢na migrace leukocytil z krevnich cév do
tkan¢ a nazyva se transmigrace (diapedéza, extravazace) (Dimasi et al., 2013). Leukocyty
mohou migrovat z cévniho lumen tim, ze projdou mezi endotelialnimi buikami (paracelularni)
nebo skrz né (transcelularni). Paracelularni cesta je pfevladajici a nejlépe charakterizovana
forma transmigrace a tyka se ptiblizné 85-95 % neutrofild, které projdou z krve do tkané
(Carman et al., 2004; Phillipson, 2008). Oproti tomu je transcelularni cesta omezena pouze na
specifické tkang, jako je kostni dien, pankreas nebo tymus (Phillipson et al., 2006; Carman,
2009). Predchozi kroky adhezivni kaskady zahrnovaly heterofilni adhezi, kdy jedna molekula
na leukocytu se vadzala s odliSnou molekulou na endotelialni buiice, zatimco u transmigrace je
pozadovana homofilni adheze, pfi niz jedna molekula na leukocytu interaguje se stejnou
molekulou na povrchu endotelu, kterou je platelet/endotelial cell adhesion molecule 1
(PECAM-1; CD31). PECAM je vystaven na povrchu vétSiny leukocytii a také na hranici
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endotelidlnich bun¢k. Podobné rozmisténi a dilezitost v transmigraci jako PECAM-1 ma 1
CD99 antigen. Postkapilarni cévy jsou obaleny vrstvou bazalni membrany a pferusovanou
vrstvou pericyti. Jakmile leukocyt projde pies hranici endotelidlnich bunék, musi jesté projit
pfes tyto dalsi vrstvy, aby se mohl dostat do tkané (Muller, 2013). Monocyty a neutrofily
migruji pfes misto v bazalni membrané, kde jsou kolagen IV a laminin exprimovany relativné
nizkou hustotou, coz muze byt cesta s nejmensim odporem (Voisin et al., 2009) (Wang et al.,
2006). V tomto procesu se molekuly CD11a na neutrofilech vazi na ICAM-1, které jsou na
pericytech, coz umoznuje hledani téchto nizkodenzitnich mist (Proebstl et al., 2012). Kdyz
leukocyty opoustéji krevni feCisté, dochazi k prodluzovani jejich konci. Interakce LFA-1
(CD11a/CD18) k ICAM-1 udrzuje zadni ¢ast relativné nepohyblivou, pii¢emz predni ¢ast se
neustale pohybuje vpied pomoci integrinu VLA-3, ten se vaze na slozky extraceluldrni matrix

(Hyun et al., 2012).

1.3. Molekuly dilezité pro migraci

Existuje velky pocet adhezivnich molekul. OvSem, vétSina z nich spada pouze do tfi
rodin strukturné ptibuznych proteini — integriny, selektiny a imunoglobulinova nadrodina
(Furie, 2014).

1.3.1. Integriny

Integriny jsou velkd nadrodina adhezivnich molekul skladajicich se ze dvou
nekovalentné vazanych odlisnych fetézct — o a B. U lidi je 8 B-fetézci, jenz Se mohou spojovat
s 18 a-fetézci a vytvaret tak 24 riznych heterodimerickych kombinaci. VétSina integrinii
zprostfedkovava interakci mezi buitkami a slozkami extracelularni matrix (Hynes, 2002).
Mame tfi dulezité integriny, které hraji vyznamnou roli pii adhezi: LFA-1 (aLp2;
CD11a/CD18), Mac-1 (aMp2; CD11b/CD18), VLA-4 (a4p1; CD49d/CD29) (Muller, 2013).
Integriny na leukocytech interaguji s ¢leny imunoglobulinové nadrodiny, piesnéji feceno
s ICAM-1, ICAM-2 a VCAM-1, na apikdlni stran¢ aktivovaného endotelu. Tyto interakce
zajistuji pevnou adhezi mezi leukocyty a endotelialnimi bunikami. Jak LFA-1, tak Mac-1 se
vaze na ICAM-1, ovSsem kazdy k jiné imunoglobulinové doméng. LFA-1 se také mlze vazat
na ICAM-2 a JAM-A (junctional adhesion molecule), zatimco Mac-1 se poji s JAM-C.
Hlavnim ligandem pro VLA-4 je VCAM-1 a tento integrin se muze vazat na JAM-B, pouze

pokud je v pritomnosti JAM-C. Ruzné leukocyty maji riizné€ zastoupené integriny na jejich

12



povrchu. Napftiklad, monocyty, neutrofily a T lymfocyty exprimuji vSechny LFA-1, ale jen
neutrofily a monocyty maji Mac-1. Monocyty a T lymfocyty exprimuji VLA-4, neutrofily
nikoli. Je dilezité zdtraznit, ze leukocytarni integriny maji i jiné funkce. Napiiklad aktivace
T lymfocytd zahrnuje vazbu LFA-1 na ICAM-1, ktery je na antigen-prezentujici bunce.
Integrin Mac-1 slouzi také jako receptor pro C3b slozku komplementu (Furie, 2014).

1.3.2. Imunoglobulinova nadrodina

Pro ¢leny imunoglobulinové nadrodiny jsou charakteristické domény, podobné jako je
tomu u protilatkovych molekul. Imunoglobulinovd doména se sklada ze dvou B skladanych
listh, které jsou stabilizovany disulfidickymi mustky. Nékteré molekuly z této nadrodiny jsou
exprimovany na endotelialnich bunkach, kde funguji jako proti-receptory leukocytarnich

integrint (Rivera-Nieves et al., 2008).
ICAM-1

ICAM-1 je homodimericka molekula, kterd se podili na pevné adhezi a je exprimovana
na rdznych typech bunék, zahrnujici klidové endotelialni bunky. Vyskytuje se v nizkych
koncentracich vyrazné se zvysujicich po cytokinové stimulaci. ICAM-1 je jednim z hlavnich
ligandti pro B2 integriny (LFA-1 a Mac-1), ackoli v kontextu migrace se zda, ze LFA-1 se
ptevazné vaze k ICAM-1, zatimco Mac-1 se vaze K vice ligandtim (Diamond et al., 1991). Za
klidovych podminek je afinita LFA-1 a Mac-1 k ICAM-1 nizka, ale aktivace leukocytd
zpusobuje konformacni zmény téchto integrinti a tim vyrazné zvysuje jejich afinitu k ICAM-1
(Luo et al., 2007). Aktinova vlakna cytoskeletu se podileji na bunéné migraci, predevsim
fosforylace aktin-vazajiciho proteinu kortaktinu (cortical actin), ktery je dilezity pti
shlukovani ICAM-1 na endotelialnich bunkach (Yang et al., 2005).

ICAM-2

ICAM-2 je to dalsi ligand LFA-1 a je to také homodimericka molekula, stejné jako
ICAM-1, ale s tim rozdilem, ze ICAM-2 ma dvé imunoglobulinové domény a ICAM-1 jich
ma pét. Je exprimovan na endotelidlnich bunkach a na nékterych leukocytech,
megakaryocytech a krevnich destickach (Diacovo et al., 1994). Zda se, Ze v porovnani
s ICAM-1, hraje ICAM-2 mensi roli v procesu migrace leukocytd (Muller, 2013).
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VCAM-1

VCAM-1 je to transmembranovy protein, ktery obsahuje 6 nebo 7 domén a je
exprimovany na endotelidlnich buiikach. Podili se na pevné adhezi monocytt, lymfocyti,
eosinofili a basofila. které nesou na svém povrchu integrin VLA-4. Exprese VCAM-1 na
endotelu je za klidového stavu velice nizka nebo chybi a zvySuje se po cytokinové stimulaci

(Muller, 2013; Rivera-Nieves et al., 2008).

JAM

JAM-A, B, C jsou exprimovany na povrchu endotelialnich a epitelidlnich bunék, kde
pomahaji vytvafet a udrzovat pevnou adhezi (Furie, 2014). JAM-A je koncentrovan na
hranicich endotelu, a zatimco v normalnich podminkach vytvaii homofilni adhezi v misté
spojeni endotelovych bunék, tak béhem zanétu se muze vazat na LFA-1 na leukocytech a
usnadnit tak jejich transmigraci (Ostermann et al., 2002). Endotelialni buriky aktivované
zanétlivymi mediatory zpisobuji redistribuci nékterych JAM-A molekul z mista spojeni na
apikalni povrch, coz znamend, Ze interakce mezi JAM-A a leukocyty nemusi byt omezena
pouze na intracelularni prostor (Furie, 2014). JAM-C je rovnéZ soustfedén na hranicich
endotelu a mizZe vytvaret homofilni adhezi s dal$i molekulou JAM-C nebo se mize vazat
s JAM-B nebo Mac-1 a vytvaret tak heterofilni adhezi. Molekula JAM-B se muize vazat na
VLA-4 pouze v ptipadé, ze je ptitomen i JAM-C (Muller, 2013).

PECAM-1

PECAM-1 je ¢lenem imunoglobulinové nadrodiny, ktery je soustfedén na hranicich
endotelu, stejné jako je exprimovan na povrchu leukocytl a krevnich destiCek. Vytvari
homofilni interakci mezi endotelem a leukocyty, ktera je nezbytna pro transmigraci (Muller,
2013).

1.3.3. Selektiny

Selektiny jsou jednofetézcové transmembranové glykoproteiny, které maji podobné
vlastnosti jako lektiny typu C, protoze maji podobny N-konec a jejich vazba na sacharidové
skupiny je zavisla na vapniku (Cotran et al., 1999). Rozeznavame tii hlavni typy: E-selektin
(CD62E), ktery je exprimovan na endotelu, P-selektin (CD62P), ktery je na destickach a
endotelu a L-selektin (CD62L) se nachazi na leukocytech zahrnujicich neutrofily, eosinofily,

monocyty a lymfocyty (Patel et al., 2002). VSechny tyto selektiny zprosttedkovavaji interakce
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mezi bunikami (napf. leukocyt a endotelova bunka), které hraji dulezitou roli pfi rekrutaci
leukocytii. Jejich konkrétnim cilem je zachytit leukocyty ke sténé cévy, kde se pohybuji
valivym pohybem, nez piijde signal k pevné&jsi adhezi (Furie, 2014).

P-selektin je nejdelsi, obsahuje 9 SCR (short consesus repeat) domén a diky své délce
je velmi G¢inny pfi zachytavani leukocytti z proudici krve. P-selektin se vaze na P-selektin
glykoprotein ligand 1 (PSGLI1), ktery je primarné exprimovany na myeloidnich, lymfoidnich
a dendritickych bunkach (Patel et al., 2002).

E-selektin obsahuje 6 SCR domén, a na rozdil od P-selektinu se exprimuje az po
stimulaci TNF o a IL-1. Hlavnim ligandem pro E-selektin je E-selektin ligand 1, ale také se
muze vazat na PSGL1 nebo L-selektin (Ley, 2003).

L-selektin je nejmensi, obsahuje 2 SCR domény. L-selektin je dulezity, protoze Se
jedna o jediny selektin, ktery se podili na rekrutaci lymfocytt do lymfatické tkané. I kdyz L-
selektin je stale exprimovan leukocyty, po bunééné aktivaci se rychle odd¢li od povrchu. U
nékterych modeld zanétu, L-selektin slouzi jako dulezity prostiednik pii rekrutaci neutrofilt
v pozdgjsich fazich zanétu. Ctyii ligandy L-selektinu byly objeveny v cévach s vysokym
endotelem (HEV) lymfatickych uzlin — GlyCAM-1 (glycosylation-dependent cell adhesion
molecule), MAdCAM-1 (Mucosal addressin cell adhesion molecule), CD34 a Sgp200 (Patel
et al., 2002).
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Obr. 5: Selektiny a jejich ligandy.
Zdroj: Rivera-Nieves et al., 2008
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1.4. Chemotaxe

Chemotaxe je pohyb bun¢k ¢i organismt ve sméru chemického gradientu. Ptilakani
leukocytti do tkané je nezbytné pii zanétu nebo reakci hostitele na infekci a tento proces je

fizen chemokiny (Epstein et al., 1998).
1.4.1. Chemokiny

Chemokiny tvoti rodinu, do které se fadi néco kolem 50 chemotaktickych cytokint
s molekulovou hmotnosti 8-14 kD. Tyto molekuly se vazou na receptory spojené s G proteiny,
které jsou exprimovany na povrchu leukocytli a ostatnich bunék (Zlotnik et al., 2000).
Chemokiny maji homologni sekvence a muzou byt rozdéleny do ¢ty hlavnich rodin v
zavislosti na orientaci konzervovanych cysteinovych zbytka na N-konci: C-C, C-X-C, C-
XXX-C a C (Johnston et al., 2002).

Nejvétsi rodinu tvoti C-C chemokiny (B-chemokiny), které jsou pojmenovany podle
pozice prvnich dvou cysteinovych zbytki ze ¢tyt, které jsou vedle sebe. Tyto molekuly lakaji
mononukledrni buiiky do mista chronického zanétu. Nejlépe popsany chemokin této skupiny
je monocytarni chemotakticky protein 1-3 (MCP-1, 2, 3; CCL2). Je to silny agonista pro
monocyty, pamétové lymfocyty a bazofily. Ostatni C-C chemokiny zahrnuji makrofagovy
zanétlivy protein-la (MIP-1a; CCL3), MIP-1p (CCL4), 1-309 (CCL1) a RANTES (CCL5)
(Charo et al., 2006).

Dalsi rodinou chemokini jsou C-X-C (a-chemokiny), které maji zbytek aminokyseliny
vlozeny mezi prvni dva cysteiny. Tato rodina se dale déli na dvé skupiny. Do prvni spadaji
chemokiny, které obsahuji specifickou aminokyselinovou sekvenci (kyselina glutamova-
leucin-arginin) a do druhé spadaji ty, ktery tuto sekvenci nemaji. Chemokiny s touto
specifickou sekvenci slouzi jako chemoatraktanty pro neutrofily a patfi sem naptiklad IL-8,
ktery vyvolava migraci neutrofilti z krve do tkang, naopak chemokiny bez sekvence funguji
jako chemoatraktanty pro lymfocyty a patii sem naptiklad CXCL13 znamy také jako B-
lymphocyte chemoattractant (BLC) (Epstein et al., 1998).

Tteti rodinou chemokint jsou C-3X-C (8-chemokiny), které maji tfi aminokyseliny
mezi dvéma cysteiny. Jedinym ¢lenem této rodiny je fractalkine (CX3CL1), jehoz doména
fazuje k mucinu, ten funguje jako “opora“ a k transmembranovym a cytoplazmatickym
oblastem. Po jeho s§tépeni TNFa konvertujicim enzymem se uvolni rozpustny chemokin, a

tudiz fractalkine ma roli jak adhezivni molekuly, tak i chemokinu (Charo et al., 2006).
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Posledni rodinou chemokint jsou C (y-chemokiny), které maji pouze jeden cystein a
dva ¢leny lymphotactin a (XCL1) a lymphotactin B (XCL1), ktery rekrutuji T a NK bunky
(Crockett-Torabi et al., 1996).

Tab. 1: Seznam chemokinii a jejich receptora.

CC chemokines

Name Other name(s) Receptor
CCL1 1-309, TCA-3 CCR8

CCL2 MCP-1 CCR2

CCL3 MIP-1a CCR1

cCL4 MIP-1B CCR1, CCR5
CCL5 RANTES CCR5

CCL6 C10, MRP-2 CCR1

CCL7 MARC, MCP-3 CCR2

CCL8 MCP-2 CCR1, CCR2B, CCR5
CCL9/CCL10 MRP-2, CCF18, MIP-1? CCR1

CCL11 Eotaxin CCR2, CCR3, CCR5
CCL12 MCP-5

CCL13 MCP-4, NCC-1, CkB10 CCR2, CCR3, CCR5
CCL14 HCC-1, MCIF, CkB1, NCC-2, CCL CCR1

CCL15 Leukotactin-1, MIP-5, HCC-2, NCC-3 |CCR1, CCR3
CCL16 LEC, NCC-4, LMC, CkpB12 CCR1, CCR2, CCR5, CCR8
CCL17 TARC, dendrokine, ABCD-2 CCR4

CCL18 PARC, DC-CK1, AMAC-1, CkB7, MIP-4

CCL19 ELC, Exodus-3, CkB11 CCR7

CCL20 LARC, Exodus-1, CkB4 CCR6

CCL21 SLC, 6Ckine, Exodus-2, CkB9, TCA-4 CCR7

CCL22 MDC, DC/B-CK CCR4

CCL23 MPIF-1, CkB8, MIP-3, MPIF-1 CCR1

CCL24 Eotaxin-2, MPIF-2, CkB6 CCR3

CCL25 TECK, CkB15 CCR9

CCL26 Eotaxin-3, MIP-4a, IMAC, TSC-1 CCR3

CCL27 CTACK, ILC, Eskine, PESKY, skinkine CCR10

CCL28 MEC CCR3, CCR10
CXC chemokines

Name Other name(s) Receptor
CXCL1 Gro-a, GRO1, NAP-3, KC CXCR2

CXCL2 Gro-3, GRO2, MIP-2a CXCR2

CXCL3 Gro-?, GRO3, MIP-2B CXCR2

CXCL4 PF-4 CXCR3B
CXCL5 ENA-78 CXCR2

CXCL6 GCP-2 CXCR1, CXCR2
CXCL7 NAP-2, CTAPIII, B-Ta, PEP

CXCL8 IL-8, NAP-1, MDNCF, GCP-1 CXCR1, CXCR2
CXCL9 MIG, CRG-10 CXCR3
CXCL10 IP-10, CRG-2 CXCR3
CXCL11 I-TAC, B-R1, IP-9 CXCR3, CXCR7
CXCL12 SDF-1, PBSF CXCR4, CXCR7
CXCL13 BCA-1, BLC CXCR5
CXCL14 BRAK, bolekine

CXCL15 Lungkine, WECHE

CXCL16 SRPSOX CXCR6
CXCL17 DMC, VCC-1

C chemokines

Name Other name(s) Receptor
XCL1 Lymphotactin a, SCM-1a, ATAC XCR1

XCL2 Lymphotactin B, SCM-1B XCR1

CX3C chemokines

Name Other name(s) Receptor
CX3CL1 Fractalkine, Neurotactin, ABCD-3 CX3CR1

Zdroj: Abbas et al., 2012
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1.4.2. Chemokinové receptory

Navzdory diverzité¢ ve slozeni a velikosti se vS§echny chemokiny vazi na proteiny,
patfici do velké rodiny signal transdukujicich G proteint spojenych s receptory. Receptory
spojené s G proteiny jsou jednotetézcové molekuly, které 7krat prochazi membranou tam a
zpét. Jejich N konec je umistén na extracelularni ¢asti membrany a Gcastni se vazby ligandu,
kdezto C konec je na intracelularni ¢asti membrany a vaze se na G protein, ktery je slozen
ze tii podjednotek (a, B, v). P0o navazani ligandu na receptor dojde ke konformac¢nim zménam
receptoru, které umozni interagovat s G proteinem, coZ ma za nasledek, ze se navazany GDP
uvolni z a podjednotky a nahradi ho GTP. Nasledn¢ dojde k rozdéleni G proteinu na a
podjednotku s GTPazovou aktivitou a By podjednotku. Obé podjednotky vyvolavaji fadu
signalizacnich pochodl zahrnujici aktivaci inositol-3-trifosfatu, uvolnéni intracelularniho
vapniku a aktivaci protein kindzy C. Chemokinové receptory jsou rozdélené do nékolika rodin:
CXC chemokinové receptory maji 7 znamych ¢lent, CC chemokinové receptory maji 10
znamych ¢lenti, CX3C a XC chemokinové receptory maji oba pouze jednoho znamého ¢lena
(Furie, 2014). Navic, zde existuji nejméné tii tzv. “decoy* nebo “scavenger* receptory (Duffy
antigen receptor pro chemokiny — DARC, D6 a CCX-CKR), které nejsou spojeny s G proteiny,
a tudiz se nepodileji na transdukci signalu (Borroni et al., 2014). Tyto receptory hraji roli pfi

tlumeni imunitni odpovédi, tim Ze brani chemokintim v jejich funkci (Turner et al., 2014).

Zajimavé je, ze dva chemokinové receptory - CCRS a CXCR4 jsou vyuzivany virem
HIV ke vstupu do hostitelskych bun¢k. Hlavni bunéény receptor pro virus HIV je CD4,
nicméné virus nemuze vstoupit do hostitelské burky, dokud neni pfitomen jeden z téchto
koreceptoru. CCRS5 je koreceptor, ktery je potiebny pro invazi makrofagt tzv. M-tropickymi
kmeny HIV obvykle zahajujici infekci (Alkhatib, 2009). Odhaduje se, Ze lidé, kteti nemaji
receptor CCR5 jsou chranéni pted infekci HIV na 97 %, na druhou stranu jsou vystaveni
zvySsenému riziku vzniku encefalitidy zapficinéné zapadonilskym virem (Furie, 2014).
CXCR4 je koreceptor potiebny pro invazi CD4+ T bunék T-tropickymi kmeny HIV, které

maji tendenci vyvijet Se pozdéji v procesu onemocnéni (Alkhatib, 2009).
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1.5. Inhibitory migrace a jejich vyuziti v klinické praxi

Inhibitory migrace jsou latky nebo molekuly, které zpomaluji nebo zastavuji proces,

pii kterém leukocyty migruji z krevniho fecisté do mista zanétu.

Pro COPD (chronicka obstrukéni plicni onemocnéni) je charakteristicky zanét sliznice
dychacich cest, ve kterém se vyskytuji pievazné neutrofily a také zvySena hladina neutrofila
ve sputu a plicni tkdni. Na neutrofilech je exprimovan prevazné CXCR2 receptor, ktery
zprostiedkovava migraci neutrofilii do mista zanétu. Mala molekula AZD5069 funguje jako
antagonista CXCR2 a je schopna inhibovat migraci neutrofilit do tkan¢ dychacich cest u
pacientti s COPD. V klinickych studiich bylo zjisténo, ze AZD5069 byl celkové dobie snasen
u pacientt, jez dokonc¢ili 1é¢bu (Kirsten et al., 2015).

Dalsi latkou, ktera ma inhibiéni G¢inky na migraci leukocyt, je C1D16020046. Tato
latka inhibuje GPR55 (receptor spojeny s G proteinem-55), citlivy k urcitym kanabiniodtim.
V testech bylo zji$téno, ze farmakologicka blokdda GPRSS5 inhibitorem CID16020046 snizuje
experimentalni stfevni zanét prostiednictvim snizeni migrace a aktivace leukocytt, zejména
makrofagl. Z tohoto diivodu, CID16020046 piedstavuje mozny 1ék k 1écbé zanétu tlustého
stfeva (Stanci¢ et al., 2015).

Nesteroidni protizanétlivé 1éky jako je naptiklad ibuprofen, naproxen a oxaprozin
maji inhibi¢ni G¢inek na migraci neutrofilt, které se pohybuji za chemoatraktanty 1L-8 nebo
C5a. Inhibice zprostiedkovana ibuprofenem snizuje expresi integrinti, zatimco naproxen a
oxaprozin inhibuji PI3K/Act drahu (Bertolotto et al., 2014).

V svém pokusu jsem pouzival nékteré inhibitory ze slin Ixodes ricinus na migraci
neutrofilti. Jedna se o0 4 zastupce rodiny serpinti (Serinové proteazové inhibitory). Serpiny jsou
nejvetsi a velmi Siroce distribuovand nadrodina protedzovych inhibitordi. VétSina serpint
inhibuje serinové proteazy chymotrypsinového typu (dale existuji trypsin-like, trombin-like,
elastaza-like proteazy), avSak nékteré serpiny inhibuji kaspazy a papain-like cysteinové
proteazy (Law et al., 2006). Tyto enzymy se lisi od serinovych proteaz pouzivanim
nukleofilniho cysteinového zbytku v aktivnim mist€, zatimco serinové proteazy pouzivaji
nukleofilni serinovy zbytek (Barrett et al., 2001). Vzacné muzou nékteré serpiny vykonavat
nepotlacujici funkci, napiiklad nékolik lidskych serpinti funguje jako hormonalni transportéry,
molekularni chaperony nebo nadorové supresory (Law et al., 2006). Serpiny jsou pozoruhodné

pro svlij neobvykly mechanismus uc¢inku, ve kterém nevratné inhibuji cilovou proteazu tim,
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ze podstoupi velkou konformaéni zménu, a uvézni enzym v komplexu, uréeném k degradaci.
Co se tyce struktury, maji serpiny spolecnou strukturu, vSichni maji 3 B-skladané listy
list A a reaktivni centralni smycka (RCL), ta vytvaii pocateéni interakci s proteazou. Nasledné
konformacéni zmény maji za nasledek prechod serpinii ze stresového stavu do uvolnéného

stavu a finalni inhibici proteaz (Whisstock et al., 2010).

1.6. Metody studia migrace bun¢k

Pro analyzu migrace bun¢k existuje nékolik metod. Jednou z nejcastéji pouzivanych je
diky jednoduchému pouziti, migrace buné¢k pomoci Transwell desti¢ek. Jedna se 0 zafizeni,
které je podobné Boydenové komurce, kde endotelialni burniky rostou na povrchu porovitého
filtru, ktery rozdé€luje dva kompartmenty obsahujici médium. Leukocyty se pfidavaji do horni
¢asti komory (inzert), zatimco chemoatraktant se pfidava do spodni ¢asti. Poté leukocyty
migruji v disledku chemotaktického gradientu pres endotelidlni buiky a poérovity filtr do
spodni ¢asti komory, kde jsou nasledné€ vyjmuty a spocitdny. Nevyhodou této metody je jeji
finan¢ni naro¢nost pii vétsim poctu vzorku. Bylo také zjisténo, Ze pii dlouhodobé kultivaci
endotelialnich bunék, tyto bunky rostou do poru, coz tuto analyzu komplikuje (Muller et al.,
2008).

Boyden chamber
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Obr. 6: Proces migrace leukocyti pomoci Boydenovy komiirky.

tissue culture insert

growth medium (e.g. high serum)

Zdroj: Kramer et al., 2013

Dalsi metodou muze byt tzv. microfluidic chamber assay. V této metodé jsou dvé
sousedici komory ve vodorovné pozici a jsou spojeny Uzkym spojovacim kanalkem. Jedna
komora je naplnéna buiikami, rozsuspedovanymi v médiu a druhd je naplnéna médiem,
obsahujicim chemoatraktanty. Cely systém je zakryt sklickem. Stabilni koncentra¢ni gradient
se vytvari mezi obéma komorami ve spojovaci kapilarni oblasti a pocet migrujicich bunék je

pocitan na povrchu spojovaci ¢asti pomoci svételného mikroskopu. Tato horizontalni kapilarni
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komorova migrace byla dale vylepsSena a je soucasti uSlide Chemotaxis assay. Tato metoda je
zalozena na dvou komorach a kolmém kanalku. Komory se naplni médiem, do jedné z komor
se prida chemoatraktant a do kolmého kanalu se ulozi buiiky. Pohyb bun€k je pozorovan
mikroskopicky. Tyto metody jsou ¢asto vyuzivany pro studium migrace leukocytu (Kramer et
al., 2013).

Microfluidic chamber assay

%rowth medium
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Obr. 7: Proces migrace leukocyti pomoci horizontalni kapilarni migrace.
Zdroj: Kramer et al., 2013

Metoda znamé uz od roku 1968 se nazyva Leukocyte migration agarose technique
assay (LMAT assay). Vyuziva tenkou vrstvu agarézy na misce pro tkanové kultury, do niz se
vyfezou jamky v definovanych vzdalenostech. Leukocyty se ptidaji do jedné z téchto jamek a
sousedni jamky jsou naplnény chemoatraktanty, inhibitory nebo kontrolou. Leukocyty migruji
pod agarovou vrstvou smérem k riznym jamkam. Vzdalenost pohybu smérem testované
definuje index migrace. Vyhoda této metody je jeji levny a jednoduchy postup, jakoz i
jednoduchy zptsob detekce (Kramer et al., 2013).

Leukocyte migration agarose technique assay

O@®0 -~
\
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Obr. 8: Proces migrace leukocytii pomoci LMAT metody.

Zdroj: Kramer et al., 2013
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2. Cile prace

Cile této prace jsou:

1) Zpracovat reserSi na téma rekrutace a migrace leukocytt.
2) Optimalizovat metodu statické migrace neutrofilu in vitro.
3) Pomoci této optimalizované metody analyzovat vliv nékolika proteazovych

inhibitort ze slin klitéte Ixodes ricinus na migraci neutrofild.
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3. Materidly a metody

3.1. Pomicky a chemikalie

Tab. 2: Seznam chemikalii.

Nazev

Slozeni

Firma + kat. ¢islo

1 x PBS (Fosfatovy pufr)

10 x PBS + deion
H20

10 x PBS - Gibco ®

ThermoFisher,

70011044
.. RPMI 1640 +
Pokusné médium 0,5%BSA
w/Stabilni Glutamin | Biowest,
RPMI 1640 w/25mM Hepes L0496-500
. eBioscience,
RBC (Red Blood Cell) lyzac¢ni pufr 00-4333-57
) ) Biosera
4 4 4 0 )
BSA (Bovinni sérovy albumin) 30% SA-296/100
GE Healthcare,
Percoll ™ 17-0891-01
Sigma-Aldrich,
fMLP (N-Formyl-Met-Leu-Phe) 59880-97-6
FACS (Fluorescent Activated Cell Sorting) | 0,51 PBS + 1% BSA Sigma-Aldrich
pufr +0,1% NaN3 g
Ly6G (PE Rat Anti-Mouse Ly-6G Klon BD Pharmingen ™,
1A8 RUQ) 561104
F4/80 (PE-Cy7 Anti-Mouse F4/80 Klon eBioscinece,
BM8) 25-4801-82
1 ™
CD11b (FITC Rat Anti-Mouse CD11b ]g’ggfg‘mmgen ’
Klon M1/70 RUO)
, . Trypanova modf + Sigma-Aldrich,
Trypanova modt 0,5% H20 T6146-5G
IRS 1 Mgr. Jan Kotal
IRS 2 Mgr. Jan Kotal

S8K (S8K serpin LPS free)

Mgr. Jan Kotal

20314 (20314 serpin LPS free)

Mgr. Jan Kotal

44530 (44530 Kunitz inhibitor LPS free)

Mgr. Jan Kotal

Mysi — C57bl/6N

Velaz,
027

Corning 24 a 96 Transwell ™ desticky

Sigma-Aldrich,
CLS3421-48EA
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3.2. Metody

3.2.1. Pokusna zvirata

Pro experimenty jsem pouzil inbredni kmen mysi C57bl/6N z firmy Velaz. Pro pokusy
jsem pouzival samice, které byly staré 8-14 tydnt. Tato pokusnd zvifata byla chovana v

bariérovém IVC (individually ventilated cages) chovu na Katedie medicinské biologie.
3.2.2. 1zolace bun¢k kostni diené

Pted zacatkem izolace bun¢k kostni diené jsem si pfipravil dvé Petriho misky, pitvaci
nastroje (nlizky, pinzeta a skalpel) a nddobu s ledem. VSechny bunky, s kterymi jsem pracoval,
jsem vzdy uchovaval na ledu po celou dobu experimentu. Do jedné z Petriho misek jsem nalil
PBS a do druhé médium (RPMI) a obé& jsem uloZil na led. Po usmrceni mysi zlomenim vazu
jsem my$ dezinfikoval pomoci etanolu. Na hibeté mysi jsem nizkami nastiihl kazi, kterou
jsem stahl ptes dolni koncetiny. Po odstranéni kiize z dolni ¢asti mysi, jsem ntizkami odsttihl
obé dolni koncetiny v misté kycelniho kloubu (articulatio coxae). Z kazdé koncetiny jsem
odstranil chodidlo a oddélil od sebe kost stehenni (femur) a kost holenni (tibii) v misté
kolenniho kloubu (articulatio genus). Tyto dvé kosti jsem nasledné vlozil do Petriho misky
s roztokem PBS. V dalsi misce jsem pak jednotlivé kosti pomoci skalpelu odistil od svalové
tkan¢ a uloZil do Petriho misky s RPMI. U vSech kosti jsem z obou stran odstfihl kloubni
hlavice pomoci niizek tak, aby injekéni stiikacka s jehlou velikosti 27G mohla proniknout do
kostni dfené. Nasledné jsem piiblizn¢ 6-ti ml RPMI vyplachl z kosti kostni dfefi do 50ml
centrifugacni zkumavky. Pomoci serologické pipety jsem rozsuspendoval kostni dien a filtraci
pres 70um cell-strainer jsem se zbavil zbytkd kosti a dal$ich necistot. Vyslednou suspenzi
jsem zcentrifugoval v centrifuze s vykyvnym rotorem (Sigma 3-30KS) pfi ptetizeni 250g, 4°C
po dobu 5 minut. Po centrifugaci jsem odstranil supernatant a pelet jsem rozsuspendoval v
1ml Red Blood Cell Lysis Buffer (RBCLB), diky kterému doslo k 1yzi ¢ervenych krvinek
(erytrocytil) z diivodu hypotonického prosttedi. Po 1 minuté pisobeni RBCLB jsem piidal
15ml PBS, ktery navodil opét izotonické prostfedi. Zkumavku s buikami jsem opét
centrifugoval pfi pietizeni 250g pti 4°C po dobu 5 minut, supernatant jsem odstranil a pelet
rozsuspendoval s 15ml PBS. Proces jsem jesté jednou opakoval. Vysledny pelet jsem
rozsuspendoval v 3ml PBS. Z takto ptipravené suspenze jsem vyizoloval neutrofily pomoci

Percollového gradientu.
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3.2.3. Izolace neutrofili pomoci diskontinuitniho gradientu Percollu

Na zacatku této metody jsem musel nejprve zjistit optimalni slozeni Percollového
gradientu pro izolaci neutrofild. Jako prvni krok jsem si pfipravil rizné koncentrace Percollu
100, 81, 70, 68, 66, 55%. 100% Percoll jsem piipravil smichanim 45ml zasobniho Percollu a
5ml 10x koncentrovaného PBS. Zbyvajici koncentrace jsem pfipravil v objemu 10ml podle
tabulky 3.

Tab. 3: Pfiprava riznych koncentraci Percollu.

Percoll (%) | 100% Percoll (ml) | PBS (ml)
55 9,5 4,5
66 6,6 3,4
68 6,8 3,2
70 7,0 3,0
81 8,1 1,9

Pro optimalizaci gradientu jsem si pfipravil tfi 15ml centrifugaéni zkumavky. Do kazdé
jsem napipetoval 3ml 81% Percollu pomoci serologické pipety. V dal§im kroku jsem do prvni
zkumavky napipetoval 2ml 66% Percollu, do druhé 2ml 68% Percollu a do posledni jsem
napipetoval 2ml 70% Percollu. Nasledné jsem do kazdé zkumavky napipetoval 2ml 55%
Percollu a pak 2ml suspenze s buiikami. Pfekryvani jednotlivych vrstev bylo provadéno velice
opatrné tak, aby nedoslo ke smichani jednotlivych fazi. Takto pfipravené zkumavky jsem
centrifugoval v centrifuze s vykyvnym rotorem pii 1200g pii 5°C po dobu 30 minut.
Centrifuga byla nastavena na nejmensi akceleraci a deceleraci, aby se jednotlivé faze gradientu
nesmichaly. Po centrifugaci se ve zkumavkach na rozhrani fazi 81 % a 66-70 % vytvofila
vrstva bun€k, bohata na populaci neutrofilti. 1ml pipetou jsem danou vrstvu bunék odsal a
napipetoval do dal§ich 15ml centrifugacnich zkumavek, kterou jsem doplnil do 14ml roztokem
PBS, abych buriky promyl od Percollu. Zkumavku jsem vlozil do centrifugy a zcentrifugoval
pii 350g na 5 minut. Ze zkumavky jsem pipetou odsal supernatant, aby ve zkumavce ziistaly
2ml PBS, kterymi jsem rozsuspendoval pelet a opét doplnil do 14ml roztokem PBS a
zcentrifugoval. Po centrifugaci jsem supernatant opét odsal a pelet rozsusupendoval v 100ul

PBS. Nasledné jsem zméfil Cistotu testovanych bunék (viz. 3.2.4. Megéfteni Cistoty

25



Vv prutokovém cytometru) a vysledek vyhodnotil. Pro izolaci neutrofilti jsem dale v pokusu
pouzival 81, 68, 55% Percollovy gradient (Obr. 9). Postup pfipravy se shodoval s postupem
uvedenym vySe pouze s tim rozdilem, ze jsem bunky V poslednim kroku nerozsuspendoval
v 100ul PBS, ale v 1ml RPMI + 0,5% BSA.

vrstva bunék
2ml

—— | —— homi vrstva bunék

55% 55%

centrifugace

horni vrstva
2ml

_§ — stiedni vrstva bunék

stredni vrstva

2ml spodni vrstva bunék

spodni vrstva
3ml

buriky proslé
81% vrstvou

Obr. 9: Percollovy gradient pi‘ed a po centrifugaci. Na obrazku jsou znazornény jednotlivé
vrstvy, prechod mezi vrstvami a butiky, které byly rozdéleny na zaklad¢ jejich hustoty a jsou

umisténé na rozhrani dvou vrstev.

3.2.4. M¢feni Cistoty neutrofiliv priatokovém cytometru

Z bunék rozpusténych v Iml RPMI (nebo 100ul PBS) jsem odebral 100ul, které jsem
napipetoval do zkumavky se 100ul FACS pufru a tento roztok jsem rozdélil do dvou
zkumavek, kdy jedna byla pouZita jako negativni kontrola a druha jako méfeny vzorek. Obé
zkumavky jsem centrifugoval v centrifuze pii 250g na 5 minut. Supernatant jsem odstranil a
pelet rozsuspendoval ve 125ul FACS pufru. Do métené zkumavky jsem dale pfidal po 5ul od
kazdé protilatky — Ly6-g, F4/80, a CD11b (Tab. 4). Suspenzi s protilatkami jsem inkuboval
po dobu 30 minut na chladném (4°C) a tmavém misté (v lednici). Po uplynuti doby jsem
nenavazané protilatky promyl ptidanim 1ml FACS pufru a nechal jsem je centrifugovat pii
500g na 5 minut. Supernatant jsem odstranil a pelet rozmichal pomoci vortexu. Poté jsem do
zkumavek ptidal 250ul FACS pufru a zméfil Cistotu v pratokovém cytometru (BD FACS
Canto Il Flow Cytometer).
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Tab. 4: Pouzité protilatky a jejich koncentrace a fluorochromy.

Koncentrace
Protilatky Fluorochromy
(ng/mi)
Ly6-g 0,4 Phycoerythrin (PE)
F4/80 0,4 Phycoerythrin-Cyanin 7 (PE-Cy7)
CD11b 1 Fluoresceinisothiocyanate (FITC)

3.2.5. Nastaveni prutokového cytometru

Nastaveni pritokového cytometru spocivd v separovani (gatovani) jednotlivych
populaci myeloidnich bunék. Toto nastaveni jsem provadél v softwaru BD FASC Diva
Software. V prvnim kroku jsem analyzoval vzorek bunék, ktery nebyl fluorescenéné znaceny
(negativni kontrola). Po analyze vzorku jsem hodnoty vynesl do grafu (Obr. 10 A), ktery
ukazuje zavislost velikosti buné€k (FSC-A — Forward scatter area) na granularité (SSC-A —
Side scatter area). V tomto grafu jsem oddé¢lil zivé bunky od mrtvych a dalSich neéistot pomoci
gatovani. Hodnoty oddélené populace jsem dale pouzil do dal§iho grafu (Obr. 10 B), ktery
ukazuje zavislost FSC-H (Forward scatter height) a FSC-A. V tomto grafu jsem separoval
jednotlivé bunky-singlety a zdvojené bunky-duplety. Hodnoty ze singlett jsem pouzil v grafu
(Obr. 10 C), ktery ukazuje zavislost FSC-A a CD11b-FITC. V tomto grafu jsem poté separoval
populaci bunék, kde ohrani¢end populace pfedstavuje myeloidni buniky. Z hodnot myeloidni
populace jsem vytvofil posledni graf (Obr. 10 D), ktery ukazuje zavislost Ly6-g — PE a F4/80-
PE-Cy7. V tomto grafu jsem od sebe oddelil populaci neutrofilti, makrofagh a ostatnich
myeloidnich bunék, coz bylo mozné, az po analyze barveného vzorku (Obr. 11 A-D). Po
navazani fluorescencné znacenych protilatek na povrch neutrofild, makrofagii a ostatnich
myeloidnich bun€k jsem tento oznaceny vzorek podrobil analyze v priitokovém cytometru. Na
povrch neutrofill se vaze protilatka Ly6G oznacend PE, na makrofagy se vaze F4/80 oznacena
PE-Cy7 a na ostatni myeloidni butiky CD11b oznac¢ena FITC (viz. Tab.4). Vysledné hodnoty

populace neutrofilil jsem nakonec zpracoval do grafii pomoci MS Excel.
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Obr. 10 A-D: Fluorescen¢né neznaceny vzorek (negativni kontrola). Na obrazku mizeme

vidét Ctyti rizné grafy A-D, které znazornuji rizné zavislosti.
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Obr. 11 A-D: Fluorescen¢né znaceny vzorek s hierarchickym uspoiradanim jednotlivych

populaci. Na tomto obrizku muzeme vidét kromé oznaCeného vzorku také tabulku

s hierarchickym uspofadanim, ve kterém jsou pouzity procenta ze singletd (grandparent %).
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3.2.6. Migrace neutrofili

Pro analyzu migrace neutrofilli jsem pouzival 24 nebo 96 jamkové Transwell ™
desti¢ky (Corning) s velikosti port Sum. Bunky rozpusténé v 1ml RPMI + 0,5% BSA jsem
spocital pomoci Biirkerovy nebo Neubauerovy komurky a ndsledné jsem objem upravil
(ztedil) tak, ze jsem do kazdého inzertu (Obr. 12) ptidal pravé 500 000 bun¢k ve 100ul média.
Podle poctu testovanych inhibitord (v mém ptipad¢ 5, viz. Tab. 5) jsem ptipravil pozadovany
pocet zkumavek (5) a dalsi dvé zkumavky pro negativni a pozitivni kontrolu. Do kazdé
zkumavky jsem napipetoval 300ul suspenze, protoze jsem pokus provadél v triplikacich. Poté,
co jsem piidal inhibitory o koncentraci 3uM do suspenze s bunikami, jsem nechal zkumavky
inkubovat v CO2 inkubatoru po dobu 1 hodiny pii 37°C. Do 15ml centrifuga¢ni zkumavky
jsem si pfipravil roztok RPMI 1640 + fMLP o koncentraci 1uM. Z desticky jsem opatrné
vyndal inzerty. Do kazdé jamky kromé negativni kontroly (¢isté RPMI) jsem napipetoval
600ul RPMI + fMLP. Po napipetovani jsem inzerty opatrné vratil zpét. Po preinkubaci bunck
s inhibitory jsem do kazdého inzertu napipetoval 100ul bunék a opét nechal inkubovat na
1 hodinu pii 37°C. Po inkubaci jsem opatrné poklepal desticku ze vSech stran. Nasledné jsem
odstranil inzerty a rozpipetoval roztok ve vSech jamkach. Z kazdé jamky jsem odpipetoval
500ul suspenze a napipetoval ji do 1,5ml zkumavek, které jsem nasledné centrifugoval pfi
500g na 7 minut. Ze zcentrifugovanych zkumavek jsem pipetou odebral 400ul supernatantu a

pelet rozsuspendoval ve zbylych 100ul. Buniky jsem spocital v Biirkeroveé nebo Neubauerové

komdirce.
Jamka
Inzert
oe— Médium (RPMI)
o
(TITITTIXI X, Migrujici bufiky (neutrofily)
_ | Médium [RPMI)
(J O O @)
O 6) @) O 8 Q C Chemoatraktant
L 4 (1uM FMLP)

Obr. 12: Transwell desti¢ka s inzerty.
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Tab. 5: Pouzité klistéci inhibitory a jejich zafazeni, molekularni hmotnost a specificita.

Nazev | Popis Koncentrace (uM) | Specificita
] 52,08 plasmin, kalikrein, matriptaza, elastaza,
IRS1 | serpin .
trypsin
] 147 katepsin G, trombin, chymaza,
IRS 2 | serpin o
a-chymotripsin
S8K | serpin 58,3 proteinaza 3, elastaza
20314 | serpin 93,5 matriptaza, kalikrein, trypsin
44530 | Kunitz inhibitor | 70 kalikrein

3.2.7. Pocitani bunék v komurce

Pro pocitani bunck, v mém piipadé neutrofild, jsem pouzival Biirkerovu nebo

Neubauerovu komtrku. Béhem jednoho experimentu jsem buiiky pocital dvakrat — poprvé po

Percollovém gradientu, abych zjistil pocet vyizolovanych neutrofili a podruhé na konci

migrace neutrofili, abych mohl vyhodnotit cely experiment. Prvnim krokem byla pfiprava

0,5ml zkumavky, do které jsem napipetoval 90ul trypanové modii 0,5% a z centrifugacni

zkumavky obsahujici suspenzi s bufikami, jsem pipetou odebral 10ul, napipetoval do

trypanové modii a pomoci pipety promichal. Z vysledné suspenze jsem pipetou odebral 10ul

a aplikoval je na komirku. Poté jsem pod svételnym mikroskopem spocital buiiky, které se

nachazely v rohovych ¢tvercich komurky, toto je vidét na obrazku (Obr. 13). Vysledny pocet

bungk jsem spocital pomoci vzorce (1):

n....vysledny pocet bunék

pocet bunék
T

*10000*xa=b

10 000....koeficient ptepoctu na 1ml (lmm2 *0,1mm =0, 1mm?2; 0,2mm? * 10 000 = 1000mm?

=>1ml)

a....pocet fedéni

b....objem roztoku, ve kterém byly buiiky rozpustény (ml)
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Buniky byly nafedény 10krat, proto byl faktor a roven 10. Po migraci jsem buiiky spocital bez

nafedéni v trypanové modfi, faktor a byl roven 1.

X bt
Pa
()
X
@ @ "
[ ]
- ©
7 : &)
Prebytek Vzorek ;V(I sklicko @ N
{O—
[&
X 1 0,1 mm ” ) ®
g
Pocitaci miizka %)

Obr. 13: Neubauerova pocitaci komurka. Na obrazku mizeme vidét Neubauerovu
komurku, pocitaci mfizku a buiiky, které jsou v jednom ze Etyt pocitanych rohovych ¢tvercich

miizky.

Zdroj: The Hemocytometer, 2016

3.2.8. Statistika, vyhodnoceni

Data z migrace neutrofili jsem ziskal spocitanim bunék v Neubauerové nebo
Biirkerové komiirce a dosazenim tohoto po¢tu do vzorce (1), jsem zjistil pocet bunék v 1ml.
V programu MS Excel jsem tyto hodnoty pfepocital na pocet bunék na jamku, z které jsem
nasledné zjistil procento z ptivodniho pocétu neutrofild. Z téchto hodnot jsem dale stanovil
primér, smérodatnou odchylku a standartni chybu priméru. Priikaznost hodnot jsem ovéfil

pomoci metody jednocestna ANOVA v programu GrapPhad Prism.

Data, potiebna ke zjisténi optimalni koncentrace Percollového gradientu pro izolaci
neutrofilti, jsem ziskal analyzou fluorescenéné znaceného vzorku v pratokovém cytometru
prostfednictvim softwaru BD FASC Diva Software a dale spocitdnim bun¢k v Neubaueroveé
nebo Biirkerové komurce. Z téchto hodnot jsem nasledné v programu MS Excel vypocital

pocet neutrofili. Hodnoty z poc¢tu bunék a procento Cistoty jsem zanesl do grafu.
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4. Vysledky

4.1. Optimalizace Percollového gradientu

Prvnim krokem bylo zjisténi optimalni koncentrace gradientu pro izolaci neutrofila
tento pokus jsem pouzil tii rizné koncentrace stfedni vrstvy gradientu a to 66, 68, 70 %. Po
ziskani dat z pritokového cytometru a jejich vyhodnoceni bylo prokdzéno, ze optimalni
koncentrace stfedni vrstvy gradientu pro izolaci neutrofili je 68 %. Proto v dalSich

experimentech jsem pouzival pravée tuto koncentraci.

A B C

neutrofily 66%

3
P

o M

-10

1 CDI1b+F4/30

T W"””;ga T |||||1||D|‘ T |||||m[S T : 103
2,327 2,327

PE-CyT-A e PE-CyT-A PE-Cy7-A

4,690

Obr. 14 A-C: Cistota neutrofilii p¥i pouZiti 66, 68 a 70% koncentrace stiedni vrstvy.

Na obrazcich (Obr. 14 A-C) mizeme vidét oddélené populace neutrofilti, makrofagi a
ostatnich myeloidnich bunék. Také mlzeme pozorovat, ze se zvétSujici se koncentraci

Percollu, se zvysuje podil neutrofild, zatimco procento ostatnich bun¢k klesa.

Optimalizace Percollového gradientu

600000 ~ 90
85
500 000
80
&
’€ 400000 —_
.g 75 ES ZZ2pocet bunék
= © (b/0,5ml)
»o 300000 70 8
8 6 ,,g -M-cistota (%)
200 000
60
100 000
55
v 50

66 68 70
Gradientova vrstva (%)
Obr. 15: Optimalizace Percollového gradientu. S routoucim poc¢tem buné€k se snizuje

Cistota a se sniZzujicim se poCtem se zase Cistota zvysuje.

Z obrazku (Obr. 15) je zfejmé, Ze pii pouziti 66% vrstvy ziskame sice vysoky pocet
bungk, ale Cistota neutrofild je mala. U 70% vrstvy dostaneme nizky pocet bunék s vysokou
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Cistotou, proto jako optimalni koncentrace pro dalsi izolace byla vybrana 68% vrstva, ktera je

kompromisem obou parametrt.

Pii optimalizaci gradientu jsem spolu se spodni vrstvou bun¢k odebral také horni a

sttedni vrstvu z divodii urceni procentudlniho zastoupeni dal§ich bunék, piedev§im

makrofaga.
Gradient se stfedni vrstvou o koncentraci 66 %
70 1
60 - — 1 — horni vrstva bunék
55%

50 A ) stiedni vrstva bunék
g
4
g 40 1 )
g O Neutrofily spodni vrstva bunék
o
E 30 A1
8 Makrofagy
a buriky proslé

20 A 81% vrstvou

10 -

0 I % T T

horni vrstva bunék  stfedni vrstva bunék  dolni vrstva bunék

Obr. 16: Procentualni zastoupeni bunék v riuznych vrstvach po Percollovém gradientu

se stiedni vrstvou gradientu o koncentraci 66 %0.
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Obr. 17: Procentualni zastoupeni bunék v riznych vrstvach po Percollovém gradientu

se stiedni vrstvou gradientu o koncentraci 68 %o.
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Obr. 18: Procentualni zastoupeni bunék v riuznych vrstvach po Percollovém gradientu

se stfedni vrstvou gradientu o koncentraci 70 %.

Z obrazku (Obr. 16-18), muzeme vycCist, ze s rostouci koncentraci Percollu stoupa
procento neutrofil. Makrofagy jsou nejvice zastoupeny ve stiedni vrstvé bunck, zatimco

v dolni vrstvé bunék je jejich pocet minimalni.

4.2. Optimalizace migrace neutrofild

Pro migraci neutrofili bylo dulezité nejprve zjistit koncentraci fMLP (ktery slouzi jako
aktivator a chemoatraktant neutrofill), pfi niz se aktivuje nejvétsi pocet (nebo procento)
bunék. Pro na$ experiment byly zvoleny tii koncentrace fMLP — 1000nM, 100nM a 10nM.
Experiment byl proveden v triplikacich v Corning 96 Transwell ™ desti¢ce a byly zde pouZity

téi rozdilné pocty bunék na jamku 100 000, 75 000 a 50 000 (viz. Obr. 19).

1000nM 100nM 10nM

-~[0O00OOTOOO00

seelele olele @le]e
T elele elele 01010

Obr. 19: Aplikace riznych koncentraci fMLP a rizného poc¢tu bunék do 96 jamkové

desticky.
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Optimalizace koncentrace fMLP
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Obr. 20: Optimalizace koncentrace fMLP. Hodnoty pouzité¢ v grafu jsou aritmetickym

pramérem procenta migrujicich bunek. V grafu je také zaznamenéna standartni chyba priméru. NT-

negativni kontrola.

Z tohoto grafu (Obr. 20) 1ze vycist, ze nejvétsi pocet (nebo procento) migrujicich
bungk je pii koncentraci 1000nM fMLP a pfi poctu 100 000 bunék na jamku.

4.3. Migrace neutrofili a vliv klistécich inhibitori na migraci

Dale jsem testoval nékteré klistéci protedzové inhibitory, které se nachazeji ve slinach
druhu Ixodes ricinus, a jejich vliv na migraci neutrofild in vitro. Pro tento pokus bylo testovano
5 inhibitort, které se fadi do skupiny inhibitorti serinovych protedz - 4 serpiny a 1 Kunitz
inhibitor. Tyto proteazové inhibitory byly pfipraveny Mgr. Janem Kotalem a Dr. Michailem
Kotsyfakisem a dale byly zbaveny LPS firmou ARVYS PROTEINS. Kazdy experiment byl

proveden ve tiech opakovanich a z téchto opakovani byl vyhotoven vysledny graf.
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Migrace neutrofilti - pokus ¢.1
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Obr. 21: Migrace neutrofili. Byl zméfen pocet migrujicich neutrofilti aktivovanych 1uM fMLP

pres Sum poéry desticky. Buiilky byly pre-inkubovany a inkubovany 1h. Koncentrace inhibitorti byla
3uM. V grafu (Obr. 21) jsou zaznamenany hodnoty, které jsou aritmetickym primérem procenta
neutrofilit z plivodniho mnozstvi. V grafu je také zaznamenana standartni chyba priméru. NT-

negativni kontrola, PK-pozitivni kontrola.

V tomto grafu (Obr. 21) mizeme vidét, Ze nejvétsi inhibi¢ni u¢inek na migraci

neutrofilli ma serpin IRS1, zatim co nejnizsi predstavuje IRS2.

Migrace neutrofilt - pokus ¢€.2
25 -

20 4

15 A

Procento migrujicich neutrofil (%)

NT PK S8K IRS1 20314 44530 IRS2
Obr. 22: Migrace neutrofili. Byl zméfen pocet migrujicich neutrofild aktivovanych 1uM fMLP

pies Sum pory desticky. Buniky byly pre-inkubovany a inkubovany 1h. Koncentrace inhibitord byla
3uM. V grafu jsou zaznamenany hodnoty, které jsou aritmetickym primérem procenta neutrofili
z puvodniho mnozstvi. V grafu je také zaznamenana standartni chyba priméru. NT-negativni kontrola,

PK-pozitivni kontrola.
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Z grafu (Obr. 22) je zifejmé, Ze nejvetsi inhibi¢ni ii¢inek na migraci neutrofilti ma serpin

v

Migrace neutrofilli - pokus €.3
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[ [ N w w
w o w (=] w
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w
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NT PK s8K IRS1 20314 44530 IRS2
Obr. 23: Migrace neutrofili. Byl zméfen pocet migrujicich neutrofilti aktivovanych 1uM fMLP

pfes Sum pory desticky. Buiiky byly pre-inkubovany a inkubovany 1h. Koncentrace inhibitord byla
3uM. V grafu jsou zaznamenany hodnoty, které jsou aritmetickym primérem procenta neutrofilii
z puvodniho mnozstvi. V grafu je také zaznamenana standartni chyba priméru. NT-negativni

kontrola, PK-pozitivni kontrola.

V tomto grafu (Obr. 23) mizeme vidét, Ze nejvétsi inhibi¢ni G¢inek na migraci

neutrofild ma serpin 44530, zatim co nejnizsi predstavuje 20314.

Pro porovnani dvou rozdilnych zplsobl zpracovani konecnych vysledkd byly
vyhotoveny dva grafy. U jednoho byly hodnoty ze vSech tii pokust transformovany tak, ze
PK piedstavovala 100 % a z téchto hodnot byl vytvofen aritmeticky prameér (obr. 24 A).
V druhém zptisobu byly hodnoty ve vsech tfech pokusech pfepocitany na procento

Z ptivodniho mnozstvi neutrofili a nasledné se z té€chto hodnot vytvoftil aritmeticky prumér
(obr. 24 B).
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Obr. 24 A: Vysledna migrace neutrofili.
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Obr. 24 B: Vysledna migrace neutrofili. Na obrazku (24 A a B) byl zméfen pocet migrujicich

Procento migrujicich neutrofili (%)

Hokok

neutrofil aktivovanych 1uM fMLP pies Sum pory desticky. Buiiky byly pre-inkubovany s inhibitory
a nasledné inkubovany s fMLP po dobu 1h. Koncentrace inhibitort byla 3uM. NT-negativni kontrola,
PK-pozitivni kontrola. Hodnoty, které byly pouzity na vyhotoveni grafu (Obr. 24 A), pfedstavuji
aritmeticky primér ze vSech tfech pokust a byly prepocitany tak, aby PK predstavovala praveé 100%.
Hodnoty, které byly pouzity na vyhotoveni grafu (Obr. 24 B), jsou aritmetickym prumérem ze tii
pokustl, v kazdém pokusu se vypocital aritmeticky pramér procenta neutrofild z pivodniho mnozstvi
neutrofil. V grafech je také zaznamenana standartni chyba priméru. Statisticka prukaznost byla
prokazana pomoci metody jednocestna ANOVA, kde vSechny skupiny byly porovnavany se skupinou
PK pomoci Tukeyho post-hoc testu (****= p<0,0001; **= p<0,01; *= p<0,05).

v

Z obou vyslednych grafi mizeme zjistit, Zze nejaktivnéjsi inhibi¢ni ucinek na migraci

neutrofil méa IRS1 a nejmensi IRS2 jak tomu bylo i u prvniho vysledného grafu.
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5. Diskuze

Transmigrace a migrace neutrofilti jsou jedny z poslednich krokt procesu rekrutace
neutrofili do mista poranéni nebo infekce, kde nejvice prispivaji ke vzniku a rozvoji zanétlivé
odpovédi. Zanét hraje dulezitou roli v obran€ proti cizim patogentim a dale aktivuje dalsi vétve
imunitniho systému, prostfednictvim cytokini produkovanych buiikkami, a proto zaujima
dualezité postaveni v imunitni obran¢ hostitele. Existuje n¢kolik metod, jak migraci leukocyt
analyzovat (viz 1.6. Metody studia migrace bun¢k). Cilem mé prace bylo zavést a
optimalizovat jednu z téchto metod, konkrétn€ in vitro statickou migraci neutrofilii pomoci
Transwell desti¢ek. Optimalizovany postup této metody byl nasledné pouzit K otestovani vlivu

nckolika klistécich inhibitor na migraci neutrofili.

Prvnim krokem bylo najit optimalni metodu pro izolaci neutrofilii. Byla vybrana
metoda, pti niz byly neutrofily vyizolovany z kostni diené¢ femuru a tibie a purifikovany
pomoci Percollového gradientu, kde dalsim dil¢im tikolem bylo zajistit optimalni koncentraci
vrstev gradientu pro izolaci neutrofild, kterd byla findln¢ stanovena na 55, 68, 81 %. Pfi této
koncentraci byla u pokusti naméfena Cistota = 67 %, ktera byla uznana jako dostacujici
vzhledem k poc¢tu bunék potiebnych ke zjisténi migrace. V téchto optimaliza¢nich pokusech
byly pouzity rozdilné koncentrace stfedni vrstvy gradientu (66-70%), kdy 66% stiedni vrstva
vykazovala pftili§ nizkou cCistotu ale vysoky pocet bunék, zatimco 70% vrstva vykazovala
vysokou Cistotu ale maly pocet bunék, ktery nebyl dostate¢ny pro nasledujici migra¢ni pokusy.
A proto byla vybrana takova koncentrace (68%), ktera méla dostate¢nou Cistotu a pocet bunék.
V obdobném protokolu z prace jinych autord je pouzita koncentrace vrstev 55, 65, 75 %, a
Cistota vyizolovanych neutrofilt je vyssi nez 90 % (Kim et al., 2006). V porovnani s touto
praci, neni Cistota neutrofill, dosazena v mé praci idealni. Podle jiné prace muze byt hlavni
chybou nizké Cistoty rozsuspendovani vyizolovanych bunék kostni dfené ve vétsim objemu
PBS (3ml), protoze v tomto protokolu je zaznamenana Cistota bunék vétsi nez 90 % pokud
jsou bunky rozsuspendovany v 1ml PBS, zatimco kdyz jsou rozsuspendovany v 3ml PBS tak
se Cistota bun€k snizuje na 80 % (Swamydas et al., 2013). Dalsi z moznosti, jak zlepsit Cistotu
vyizolovanych neutrofili se jevi metoda hustotni gradientové centrifugace za pouZiti dvou
hustotné odlisnych vrstev Histopaque 1077 a 1119. Touto metodou byla dosazena Cistota
neutrofild vétsi nez 90 % (Swamydas et al., 2001). Pii této metodé je dulezité, aby Histopaque
1077 tak i 1119 mély teplotu 18-26°C a byly centrifugovany pii 25°C, kdezto purifikace

pomoci Percollu probiha pii 4°C. Zatim nejucinnéjsi, ovSem také nejdrazsi, metodou pro
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izolaci neutrofilti se zda byt imunomagneticka separace (Cotter et al., 2001), diky niz Cistota
dosahuje témét 100 % a pocet neutrofilti se pohybuje okolo 4-5 miliont z jedné mysi. A proto

po uvazeni bude tato metoda pouzita i vV budoucich pokusech.

Dale jsem se sousttedil na zjisStovani koncentrace fMLP, ktera by byla optimalni ke
stimulaci (aktivaci) neutrofild proin vitro migraci. Tato hodnota byla stanovena podle
vysledkt na 1uM, kdy vykazovala nejvétsi procento aktivovanych bunék (viz Obr. 20).
Shodna koncentrace fMLP, tedy 1uM, byla pouZita jinymi autory (Yuen et al., 2016), ale neni
to jedind pouzivana koncentrace, v jiné studii byla pouzita 0,1uM koncentrace fMLP
(Lindemann et al., 2015). Dv¢ uvedené koncentrace fMLP byly porovnavany v ramci jedné
studie, ktera ukazala, Ze neutrofily, izolované z dospélého ¢lovéka jsou nejlépe aktivovany
koncentraci 1 uM, zatimco u novorozencu je vhodnéjsi koncentrace 0,1pM fMLP (Stalhammar
etal., 2017). Krom¢ fMLP jsem testoval i jiné chemoatraktanty, konkrétné chemokiny IL-8 a
MIP-2a, u kterych jsem testoval ruzné koncentrace, ale bohuzel testovani téchto
chemoatraktantl nepfineslo potiebné vysledky, nebot’ hodnoty vzorku s IL-8 a MIP-2 byly
témét shodné s negativnimi kontrolami, a proto je v této praci neuvadim. Stalhammar et al.
(2017) v jiz dfive zminéné studii uvadi kromé fMLP také koncentraci a miru aktivace
neutrofili chemokinem IL-8, které ukazuji, Ze nejoptimalné;jsi koncentrace v obou piipadech
je 1uM. S touto koncentraci také pracujeme v dalSich ¢astech této prace. Spolu s koncentraci
fMLP byl zjistovan téz nejvhodnéjsi pocet bunék pro pokusy v 96-ti jamkovych Transwell
destickach. Testovany byly tii rizné pocty (100, 75, 50 tisic) bun€k a procento migrujicich
bunék se zvySovalo se zvySujicim se poctem pocatecnich neutrofilii. Pro 24-jamkové panely
nebylo optimalni mnozstvi neutrofilll zjistovano. Dale byly zjisStovany dve délky inkubace (1
a 2h), pii kterych byly neutrofily vystaveny tc¢inku 1uM fMLP. Ve vysledcich nebyl patrny
zadny rozdil mezi témito Casy, a proto byl inkubacni ¢as stanoven na 1 hodinu, coZ se shoduje

s jinym migra¢nim protokolem (Glogauer et al., 2003).

Na pocatku optimaliza¢nich pokust bylo pouzivano kompletni kultivaéni médium
(RPMI 1640 + 1%ATB +10% Fetalni Bovinni Sérum). Obsazené sérum vsak bylo zdrojem
naruSeni aktivace neutrofilli, a proto bylo nahrazeno 0,5% BSA. Sérum obsahuje tadu
proteinovych slozek (plazmatické bilkoviny, ristové faktory a dalsi), které mohou interferovat
s neutrofily a narusit jejich aktivaci. Naptiklad al-antitrypsin ma inhibi¢ni u¢inky zv1asté na

neutrofilovou elastazu, coz mize mit za nasledek snizeni aktivace.
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Pfi pouzivani 96 jamkovych Transwell desticek jsem se béhem migracnich pokust
potykal s problémem, kdy vSechny migra¢ni pokusy vychdazely negativné. Poté, co tyto
desticky byly nahrazeny za 24 jamkové, experimenty zacaly vychazet. Jediny rozdil mezi
témito destiCkami spoc¢iva ve velikosti jamky, a tedy i poctem aplikovanych bun¢k. Ovsem

nepodafilo se mi zjistit, v ¢em tkvél problém pfi pouzivani 96 jamkovych Transwell desticek.

Dalsim krokem mé préace bylo otestovat vliv proteazovych inhibitort ze slin klistéte na
migraci neutrofili. Testovany byly serpiny IRS-1 (Ixodes ricinus serpin), IRS-2, IRS-3
(20314), IRS-5 (S8K) a Kunitz inhibitor oznaceny ¢islem 44530 (viz. Tab. 5). Nejvyznamnéjsi
inhibi¢ni vliv na migraci neutrofilti byl pozorovan u IRS-1, zatimco IRS-2 vykazoval nejmensi
vliv. Toto zjisténi je v souladu s nepublikovanymi vysledky Mgr. Adély Chlastakové, ktera
popisuje vliv IRS-1 na rekrutaci zanétlivych bunék v in vivo modelu peritonitidy. IRS-1
vykazoval v tomto modelu inhibi¢ni Gi¢inek na rekrutaci neutrofild a monocytti. Na druhou
stranu vliv toho inhibitoru na eosinofily je opa¢ny, ma tedy aktivacni ucinek a jejich procento
se V pfitomnosti tohoto inhibitoru zvySilo trojnasobné vzhledem k negativni kontrole.
Podobné se shoduje 1 maly vliv IRS-2 na migraci. Serpiny byly popsany jako inhibitory
migrace neutrofilii do mista zanétu i v jinych pracich. Prace jinych autort, ve které byl pouzit
al-antitrypsin na experiment pro migraci neutrofilti, uvadi, ze pocet migrujicich neutrofild je
zna¢né niz8i v porovnani s pozitivni kontrolou (Mulgrew et al., 2004). al-antitrypsin je
glykosylovany protein primarn¢ syntetizovany v jatrech a sekretovany do plazmy. Jedna se o
inhibitor Siroké Skaly proteaz, zvlaste neutrofilové elastazy. Pti procesu rekrutace neutrofild
do mista zanétu uvolnuji aktivované neutrofily elastazu, ktera je inhibovana al-antitrypsinem,
a proto elastdza dale nemiiZze stimulovat makrofagy k produkci chemoatraktantii, které by
nasledné stimulovaly migraci dal$ich neutrofilti do mista zanétu (Stockley, 1999). Celkové
muzu konstatovat, ze ziskané vysledky z optimaliza¢nich a migra¢nich experimenti se shoduji

s pouzitou literaturou.
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6. Zaver

V této praci se podafilo optimalizovat metodu statické migrace neutrofilti. Tato metoda
zahrnovala izolaci neutrofilli, konkrétné optimalizaci koncentrace jednotlivych vrstev
Percollového gradientu, a také zjiStovani optimalni koncentrace fMLP pro stimulaci migrace

neutrofild. Tato koncentrace byla stanovena na 1uM.

Takto optimalizovand metoda byla pouzita k otestovani vlivu péti kliStécich
proteazovych inhibitorti ze slin Ixodes ricinus na migraci neutrofilii. Ctyfi testované proteiny
pattily do proteinové rodiny serpini a jeden protein byl Kunitz inhibitor. U serpinu IRS-1 byla

zaznamenana nejvetsi inhibicni aktivita.
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7. Seznam zkratek

PMN — polymorfonuklearni leukocyty
ROS - reactive oxygen species

NET — neutrophil extravaskular traps
NE — neutrofilni elastaza

MPO — myeloperoxidaza

IL —interleukin

TNF — tumor necrosis factor

LPS — lipopolysacharid

TLR — Toll-like receptory

INF — interferon

TGF — transformuyjici ristovy faktor
PDGF — destickovy riistovy faktor
ECM — extracelularni matrix

DCs — dendritické buniky

PSG1 — P selektin glykoprotein 1

MCP-1 — monocytarni chemotakticky
protein 1

MIP — makrofagovy zanétlivy protein
NAP-3 — neutrofil aktivujici protein 3

fMLP — N-Formylmethionyl-leucyl-
phenylalanine

ICAM — intracelularni adhezivni
molekuly

VLA 4 — very late antigen 4

VCAM - vaskularni bunééné adhezivni
molekuly

Mac-1 - makrofag receptor 1

LFA-1 - lymphocyte function-associated

antigen 1

PECAM - platelet/endotelial cell
adhesion molecul

JAM - junctional adhesion molecule
SCR - short consesus repeat
HEV — cévy s vysokym endotelem

GlyCAM-1 - glycosylation-dependent cell
adhesion molecule

MAdCAM-1 - mucosal addressin cell
adhesion molecule

BLC — B-lymphocyte chemoattractant

DARC - Duffy antigen receptor pro
chemokiny

COPD - chronické obstruk¢ni plicni
onemocnéni

RLC — reaktivni centralni smycka

LMAT - leukocyte migration agarose
technique

PBS — Phosphate Buffered Saline
RBCLB — Red Blood Cell Lysis Buffer
BSA — Bovine Serum Albumin

FACS — Fluorescent Activated Cell
Sorting

IRS — ixodes ricinus serpin

IVC — individually ventilated cages
PE — phycoerythrin

PE-Cy7 — phycoerythrin-Cyanin 7
FITC — fluoresceinisothiocyanate
FSC-A/H — forward scatter area/height

SSC-A —side scatter area
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