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ABSTRAKT

Predmétem této bakalafské prace je shrnuti informaci o neutrofilech jako o
heterogenni bunécné populaci s mnoha funkcemi se zamérenim na popis nové
popsanych subpopulaci. Hlavni cilem je porovnani fagocytarni aktivity
neutrofild v pupecnikové krvi novorozence a v periferni krvi matky a zdravych

netéhotnych darkyr.

Teoretickd ¢ast shrnuje aktudlni poznatky o neutrofilech, jejich jednotlivych
subpopulacich vcetné jejich funkénich vlastnosti v imunitni obrané lidského
organismu. Diskutovan je i struény popis rozdilu mezi neutrofily v pupecénikové
krvi novorozencti a periferni krvi dospélych jedincti. Déle se zde popisuje princip
fagocytozy, ktera je nedilnou soucdsti antimikrobidlni aktivity neutrofilti.
Rozebiram samotny mechanismus fagocytozy a roli receptorti, které fagocyty
pouzivaji na rozpoznavani infekéniho agens. Jako posledni kapitolu uvadim
NETO6zu, kterd je pomérné nové objevenou funkci pozorovanou u neutrofilti.

Opét popisuji mechanismus a dva typy NET6zy — vitalni a suicidalni.

V praktické ¢asti popisuji odebrany materidl, reagencie, pristroje a metody,

které byly pouzity na méfeni fagocytarni aktivity neutrofilti.

Bylo zjisténo, Ze protisrazlivé ¢inidlo K2EDTA inhibuje vapnikovou signalizaci
neutrofilt. Neutrofily v tomto protisrazlivém ¢inidle vykazovaly podstatné nizsi
schopnost fagocytézy. Naopak protisrazlivé cinidlo heparin zachovava
metabolickou aktivitu neutrofili a nema vliv na jejich fagocytézu. Proto se
hodnoty fagocytarniho indexu pohybuji v kladnych hodnotdch prfi pouziti

heparinu.
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ABSTRACT

The aim of this bachelor thesis is a summary of knowledge about neutrophils
as a heterogeneous population of cells with several functions with special focus
on the description of recently described neutrophil subpopulations. The main
aim is the comparison of phagocytic activity of neutrophils in umbilical cord
blood of newborn and peripheral blood of the mothers and non-pregnant healthy

women donors.

The theoretical part summarizes current knowledge of neutrophils, their
particular subpopulations including their functional characteristics in the
immune defense of the human body. It also focuses on a brief description of the
difference between neutrophils in cord and peripheral blood. Furthermore, the
principle of phagocytosis as an integral part of antimicrobial activity of
neutrophils is described here. The mechanism of phagocytosis itself and the role
of receptors that phagocytes use to recognize an infectious agent is introduced. I
am presenting NETosis that has been discovered in neutrophils recently in the
last chapter. The mechanism and two types of NETosis are described — vital and

suicidal.

In the practical part the collected material, reagents, instruments and methods

that were used to measure the phagocytic activity of neutrophils are described.

I was ascertained the anticoagulant agent K:EDTA inhibits calcium signaling
of neutrophils, therefore neutrophils collected in tubes with K:EDTA exerted
substantially lower phagocytic capacity. In contrast, the anticoagulant agent
heparin is preserves metabolic activity of neutrophils and has no effect on
neutrophil phagocytosis. Therefore, values of phagocytic index are in the positive

values when heparin was used.
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1 UVOD

Bakalafska prace predkladd informace o bunécné populaci neutrofilti, kterd
tvofi podstatnou c¢ast imunitnich bunék (leukocyt() a kterou v soucasné dobé
vnimame jako heterogenni populaci s mnoha funkcemi v lidském organismu.
Rozebiram zde patrné rozdily mezi neutrofily v pupecnikové krvi a periferni
krvi. Déle se v praci zaméfuji na specifické funkce neutrofilti, ke kterym patfi
fagocytoza a schopnost tvorfit tzv. neutrofilni extracelularni pasti (z angl. nazvu
Neutrophil Extracellular Traps, NET) procesem nazvanym NET6za. Pravé tyto
dvé funkce patfi mezi hlavni mechanismy hrajici klicovou roli pfi eliminaci

mikroorganismi v lidském t€le.

Fagocytdza je proces, kdy fagocyt predevsim tedy neutrofil pomoci svych
receptorti rozpoznava, pohlcuje a nasledné usmrcuje patogenni agens v lidském
organismu. Podili se tedy na imunitni odpovédi s cilem zajistit homeostazi

organismu.

Dalsi kapitola popisovana v bakalafské praci se zaméfuje na roli NETozy
neboli tvorby neutrofilnich extraceluldrnich pasti v procesech imunitnich
odpovédi. Tvori se hlavné pfi zanétlivych onemocnénich, kdy burika uvoliuje
intracelularni slozky (zejména deoxyribonukleovou kyselinu, DNA) za ticelem
zachyceni a imobilizace infekéniho agens. NET miuZeme pozorovat prfi
chronickych zanétlivych onemocnénich, autoimunitnich onemocnénich nebo i

pri tromboze.

M4 hypotéza na zacatku celého vyzkumu byla, Ze novorozenecké neutrofily
budou mit nizsi fagocytarni aktivitu v porovndni s neutrofily periferni krve
dospélych jedincti. Proto jsem si také toto téma vybrala a bylo zajimavé zjistovat,

zda je ma hypotéza spravna.
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2 CILE PRACE

Hlavnim cilem mé bakaldfské prace bylo studium fagocytarni aktivity
neutrofilt v pupecnikové krvi novorozencti a v periferni krvi rodicek a zdravych

netéhotnych dobrovolnic.

Neutrofily patfi mezi nejpocetné€jsi buriky ze skupiny leukocytti, které jsou
dtlezité vramci imunitniho systému vboji proti patogennim agens
zptisobujicim zdnétlivou reakci v lidském organismu. Velmi dilezita je také jejich
funkce pfi onemocnénich, napf. kardiovaskuldrnich, autoimunitnich nebo
nadorovych. Mym cilem prace bylo se zaméfit hlavné na fagocytdzu, coz je jedna
z funkci, kterou neutrofily pouzivaji k pohlcovani mikroorganismt v lidském
téle. Na zavér jsem popsala funkci NETO6zy neboli tvorby neutrofilnich
extracelularnich pasti, coz je relativné nedavno objevena funkce neutrofil{i, ale i

jinych bunék v organismu pfi obrané proti mikroorganismdm.

V laboratorni ¢asti mé bakalarské prace bylo za tkol porovnat fagocytarni
aktivitu neutrofild v pupecénikové krvi a periferni krvi matek a zdravych
netéhotnych Zen. Ma hypotéza byla, Ze neutrofily v periferni krvi Zen budou mit
vyssi fagocytarni aktivitu neZz neutrofily v pupecnikové krvi novorozence.

Provadéla jsem méfeni fagocytarni aktivity neutrofilt na pratokovém cytometru.

12



3 PREHLED SOUCASNEHO STAVU

3.1 Neutrofily

Neutrofily, také zndmé jako neutrofilni granulocyty nebo polymorfonukledrni
neutrofily (PMN), jsou nejhojnéjsim typem bilych krvinek. Spolecné s eozinofily
a bazofily patfi do skupiny polymorfonukledrnich granulocytt. Do této skupiny

patfi proto, Ze maji segmentované jadro a typicka granula v cytoplazmé [1].

Tyto bunky byly poprvé pozorovany Paulem Ehrlichem v roce 1880 a v roce
1883 Ilja Mecnikov vidél jako prvni tyto buriky fagocytovat cizi latky. Nazval je
mikrofagy, protoze byly mens$i nez makrofdgy. Pozdéji byly tyto burky
prejmenovany na neutrofily. Mnoho let se tvrdilo, Ze neutrofily jsou dcisté
homogenni populaci zralych bunék a byly povazovany za plné diferencované
buriky. Ovsem v poslednich dvou desetiletich nové studie prokazaly, ze jsou
neutrofily fenotypové i funkéné heterogenni, vysoce univerzalni a také hraji roli

v riznych patologickych procesech [2,3,4].

Neutrofily tvofi kli¢ovou slozku vrozeného imunitniho systému a poskytuji
informace burtkdm adaptivniho imunitniho systému. Jsou tzv. druhou obranou
pred mikroorganismy po ktzi, sliznicich a hlenu. Buriky vrozeného imunitniho
systému reprezentované napt. neutrofily, makrofagy a dendritickymi burikami,
jsou schopné okamzité imunitni reakce, zatimco u bun€k adaptivniho imunitniho
systému se tvori imunitni odpovéd prostfednictvim pfimého bunécného
kontaktu T a B lymfocyt(i s burikami prezentujicimi antigeny. Neutrofily patfi
mezi nepostradatelné bunky pfi obrané organismu proti bakteriim, houbdm,
plisnim a prvoktim. Mezi mechanismy, které neutrofily pouzivaji k obrané proti
infekcim, pfi zranéni a chronickych onemocnénich, fadime schopnost

fagocytozy, tvorbu neutrofilnich extraceluldrnich pasti a uvoliovani obsahu
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granuli. Ackoliv jsou neutrofily prospésné pro hostitele napf. pfi udrzovani
homeostdze, nebo proteosyntéze, jejich deregulovanad aktivace muze vést
k poskozeni okolni tkdné v téle pfi autoimunitni nebo jiné neadekvatni imunitni
reakci véetné dlouhodobého chronického zanétu. V misté infekce neutrofily
fagocytuji mikroby, které jsou nasledné niceny reaktivnimi radikdly kysliku

(ROS) a antimikrobialnimi peptidy a protedzami [1,4,5,6,7,9].

Bylo predpokladano, ze kratce Zijici neutrofily obvykle umiraji v prabéhu
antimikrobidlni odpovédi. Tato predstava se zménila, protoze neutrofily jsou
schopné se po vykondani své funkce vratit zpét do kostni dfené a ovliviiovat
hematopoézu. Neutrofily —uvoliuji cytokiny a  prispivaji  k fizeni
imunitni/zanétlivé odpovédi. Neutrofily jsou schopné uvolnit sviij jaderny obsah
(véetné DNA) v komplexu s proteiny uvolnéné z granuli do extracelularniho
matrixu a tento komplex mtze inhibovat mikrobidlni réist bez nutnosti
fagocytozy. Pfi NEToze dojde ke sniZzeni pohybu bakterie a dalsi fagocytujici
buriky je snaze pohlti. DNA a odumfelé fagocytujici bunky (neutrofily a

makrofagy) se casto vyskytuji v misté infekce ve formé hnisu [1].

3.1.1 Vyvoj neutrofila

Neutrofily vznikaji v kostni dfeni z kmenovych bunék, kde se mnozi a
termindlné diferencuji a nasledné jsou uvolnovany do periferni krve, kde
cirkuluji nékolik hodin a v mozném misté zanétu migruji do tkané. V pripadé
infekce/zanétu dochazi k masivnimu uvolniovani neutrofilti z kostni drené. Mezi
dalsi rezervoary neutrofili se fadi lymfatické organy jako jsou slezina, jatra a
plice. Je tomu tak proto, Ze do plic jde cely vydej krve ze srdce, a tim budou
vSechny neutrofily vykazovat docasnou plicni sekvestraci. Doba preziti

neutrofilt v plicich je znac¢né vyssi nez v jinych tkanich [4,6,7,8].
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Obecné jsou granulocyty klasifikovany na zdkladé morfologie jejich jadra a
barvitelnosti granuli. V kostni dfeni se neutrofily vyvijeji od myeloblastu pfes
promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt a tycovy neutrofil, coz je casna forma
neutrofilti az po zraly segmentovany neutrofil. Zrala forma neutrofilti ma jadro
se tfemi az péti laloky a velké mnozstvi granul v cytoplazmé. Neutrofil mé po
dozrani velikost v priimeéru 7-10 um. Jak vypadaji jednotliva stddia neutrofilt je
vidét na Obrazku 1. Béhem =zrani se vyvine nékolik intraceluldrnich
kompartment(i (tfi typy sekrecnich granuli a vezikuly), které uchovavaji
potiebné prozanétlivé proteiny. Sekrec¢ni granula slouzi jako rezervoar
antimikrobidlnich faktori a enzymu. Primdrni azurofilni granula obsahuji
myeloperoxidazu (MPO) a specidlni protedzu-azurocidin. Sekundarni specificka
granula obsahuji laktoferin a tercidrni Zelatindzova granula obsahuji matrixovou
metaloproteinazu. Vyse uvedené enzymy chrani hostitele pred infekcemi a jejich
pritomnost umoznuje rozliSeni jednotlivych typti zanétu. Dale neutrofily nesou
mobilizované sekrecni vezikuly. Ty transportuji molekuly, které jsou nutné pro
bunéénou adhezi na bunécény povrch, kde jsou zainkorporovany do

cytoplasmatické membrany [8,10,11].
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Band 1 Segment '1&'
Obrizek 1 — Vyvojovd stadia neutrofilu [12]

Lymfatické orgény vyprodukuji az 5 - 10** neutrofili za den u dospélého
zdravého ¢lovéka. Neutrofily tvori 50 az 70 % vSech cirkulujicich leukocytti. Jsou
to kratce Zijici buniky a po urcitém case v obéhu odumiraji. V obéhu cirkuluji
pouze 8-12 hodin a v tkanich mohou pfezit aZz 5 dnd. Jejich tvorba je tak
inhibovana rychlosti jejich spontanni apoptozy pfipadné NET6zou v tkanich. To
prispiva k tvorbé hnisu v infikovanych tkanich, kde je , odklizeji” dalsi velmi

dtilezité fagocytarni buniky makrofagy [1,6,7,9].

Pro produkci neutrofili je nezbytny faktor stimulujici kolonie
granulocytti (z angl. Granulocyte Colony Stimulating Factor, G-CSF), ktery se
ukdzal jako velmi dtileZitym faktorem pfi samotném vyvoji neutrofild. Funkce
G-CSF je nejvice potfebnd béhem infekci, kdy musi byt produkce neutrofili
zvysena. Mezi dalsi faktory stimulujici vyvoj neutrofilti patfi interleukin-6 (IL-6)
a interleukin-8 (IL-8). Retence neutrofili v kostni dfeni zavisi do zna¢né miry na

chemokinovém receptoru CXCR4. Chemokiny jsou malé signalni molekuly,
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které vedou bilé krvinky na specifickd mista v tkani. Chemokinovy receptor
CXCR2, oproti chemokinovému receptoru CXCR4, podporuje uvoliovani
neutrofilt z kostni dfené. Tento receptor funguje diky svym ligandiim CXCL1 a
CXCL2, které spolu s CXCL10 vedou k rozvoji zdnétu a nasledné eliminaci jeho
zdroje tim, Ze pritahuji neutrofily do postizeného mista, kde probihd vlastni

zanét ¢i infekce [5,7,10,11].

Po  uvolnéni do  obéhu  nasleduji  neutrofily = koncentracni
gradient interleukinu-8 (IL-8) lakajici je do mista zanétu. Tento sled udalosti
vyvrcholi prostupem cévni sténou do tkané. KdyzZ neutrofil rozpozna infekéni
Castici, zahdji antimikrobidlni reakci. Vlastni rozpoznani patogenniho
mikroorganismu probihd pomoci receptorti vazajicich se na charakteristické
molekuldrni vzory pfitomné na patogenech. Obecné muzeme tyto vzory oznacit
jako molekularni vzory charakteristické pro povrch bunék patogenti (z angl.
Pathogen-Associated Molecular Patters, PAMP) nebo obecny vzor typicky pro
povrch mikrobti (z angl. Microbe-Associated Molecular Pattern, MAMP). Tyto
charakteristické mikrobidlni vzory jsou rozpoznavany Sirokou skéalou receptorti
fagocytujicich bunék oznacovanych jako receptory rozpoznavajici molekulové
vzory (z angl. Pattern Recognition Receptors, PRR). Po rozpoznani dochézi
k fagocytdze infekéni castice za tvorby tzv. fagosomu, ktery nasledné fuzuje
s lysozomem, kdy dojde k uvolnéni rozli¢nych pro mikroby skodlivych enzym.
Mezi mechanismy pfispivajici k destrukci patogenu patfi reaktivni formy
kysliku generované aktivitou NADPH oxiddzy a funkci enzymt z
intracelularnich granuli. V samotném fagosomu muze dojit k usmrceni daného
mikroorganismu a nasledné jsou zbytky patogenni castice prezentovany

slozkam adaptivni imunity [1,10,21].
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3.1.2 Diapedéza

Zralé neutrofily jsou prvni linii bunécné obrany proti mikroorganismtim a
hraji hlavni roli ve vrozené imunité a zanétlivych procesech. Prostup neutrofilti
zkrve do mista zanétu ¢i infekce v dané tkani se oznacuje jako diapedéza.
V cévach a zejména v postkapildrnich Zilkdch pobliz mista zanétu nebo infekce
dochazi ke zvysené expresi adhezivnich molekul v cévni sténé umoznujici adhezi
neutrofild. Zde je cévni sténa pomérné tenka a pramér dostatecné maly na to,
aby se neutrofily mohly dostat do kontaktu se sténou cévy. Sled reakci se iniciuje
zménami na povrchu endotelu, které byly stimulovany zanétlivymi mediatory
(v€etné histaminu, cytokintl) po styku patogenti s leukocyty v tkanich [8,11,13].

Tato vicestupriova kaskada se sklada z nasledujicich krokti:

a) Interakce neutrofilu s endotelem cévni stény;
b) Rolovani neutrofilu podél endotelu;
c) Adheze neutrofilu k endotelu;

d) Transmigrace neutrofilu k poskozené tkani.

V zavérecné fazi diapedézy nastdva samotnd aktivace burlky v poskozené
tkani. Pomoci fagocytdzy dochazi k usmrceni mikroorganismu ve fagosomu, kde
dojde k uvolnéni obsahu granuli nebo volnych kyslikovych radikalti, dale mtize

dochazet k degranulaci nebo vytvofeni neutrofilni extracelularni pasti [8,11,13].

3.1.3 Subpopulace neutrofila

Zminky o mozné heterogenité neutrofild miizeme najit jiz v letech 1970-1980.
V té dobé byl vyzkum zaméfen hlavné na zkoumani funkénich rozdilt, hustoty
a biosyntézy proteint. Ani dnes neni definovan konkrétni znak, podle kterého
by se dala jednoznac¢né urcit dand subpopulace neutrofilti. RozliSenim podle

tyzikalnich vlastnosti neutrofila (vztlak, hustota) jsme schopni oddélit populaci
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neutrofild snizkou hustotou (z angl. Low Density Neutrophils, LDN) a

neutrofilt s vysokou hustotou (z angl. High Density Neutrophils, HDN) [2,3].

Do prvni skupiny patfi neutrofily s vysokou hustotou. Tyto bunky se
nachdzeji v granulocytarni frakci po centrifugaci na hustotnim gradientu (napf.
Ficoll). HDN nalezneme v organismu jak u zdravych lidi, tak i u nemocnych. Ve
zkumavce jsou HDN po centrifugaci v hustotnim gradientu zastoupeny spolu

s erytrocyty na dné zkumavky [2].

Druha skupina je zastoupena neutrofily s nizkou hustotou. Poprvé byly tyto
buriky pozorovany v roce 1986, kdy byly separovany po centrifugaci v hustotnim
gradientu, kde kolokalizovaly s frakci mononuklearnich bunék u pacienti
slupusem a revmatoidni artritidou. Bylo zjisténo, zZe LDN potlacuji
proliferaci T-bunék a ke zvysent jejich hladin dochazi hlavné pfi patologickych

stavech [2,15,16].

/////

LDN se déli na dvé skupiny: imunosupresivni a protizanétlivé.
Imunosupresivni aktivita neutrofili se ukdzala u pacientt s rakovinou,
autoimunitnimi chorobami, infekcemi a plicnimi chorobami. Neutrofily
s protizanétlivymi vlastnostmi byly u pacientti s riznymi autoimunitnimi stavy

[16].

Posledni skupinou, kterou mtizeme zaradit mezi subpopulace neutrofilii jsou
myeloidni supresorové bunky (z angl. Myeloid Derived Suppressor Cells,
MDSC). Tento nazev byl do védecké literatury zaveden pred 10 lety. MDSC jsou
heterogenni populaci myeloidnich bunék, které se u zdravych jedincti vyskytuji
ve velmi malém mnozstvi, ovSem dochézi kjejich nartistu pfi chorobnych a
patologickych stavech. MDSC vznikaji z alternativné aktivovanych myeloidnich
prekurzortd a relativné nezralych myeloidnich bunék. V soucasné dobé se daji
rozdélit do dvou hlavnich skupin: polymorfonukledarni (PMN-MDSC) a
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monocytarni (M-MDSC). PMN-MDSC sdileji mnoho morfologickych i
fenotypovych charakteristik sneutrofily, zatimco M-MDSC jsou podobné
monocytim. PMN-MDSC maji povrchové molekuly spolecné i sjinymi
burikami. Mezi tyto molekuly patfi: CD11b, CD14, CD15, CD66b a CD33 [6,
11,17,18,20].

PMN-MDSC vykazuji imunosupresivni aktivitu a omezuji imunitni odpovédi
hostitele proti rakovinnym burlkkdm, chronickych infekénich onemocnénich,
traumatech, sepsi a mnoha dalSich patologickych stavech. V téchto stavech se
v téle pacienta hromadi a koexistuji s dalsimi burikami. Maji schopnost pfimo
inhibovat aktivitu T-bunék v organismu, a tim pfispivaji k patogenezi rtiznych

onemocnéni [11,19,20].

PMN-MDSC se vyznacuji odliSnou sadou biochemickych znakt a odlisuji se
specifickymi povrchovymi molekulami. Béhem chronického zanétu, jako je
pretrvavajici infekce, rakovina a dalsi chronické stavy, se lisi jejich povaha
aktivujici signdly myeloidnich bunék. Tyto signaly jsou relativné slabé a
dlouhodobé a casto se vyskytuji ve formé rtistovych faktorti nebo zanétlivych
medidtortt. PMN-MDSC charakterizuje fenotyp a morfologie nezralych bunék
zahrnujici slabou fagocytarni aktivitu, zvySené hladiny volnych kyslikovych
radikali, nebo vysoka exprese arginazy a fady protizanétlivych cytokint. Tento
patologicky stav nevede keliminaci ohroZeni nebo aktivaci imunity, ale

k inhibici adaptivni imunity a podpote progrese a metastazi nadoru [18,20].

3.1.4 Neutrofily v pupecnikové a periferni krvi

Obecné je krev specializovana tekutina podilejici se na udrzovani vnitfniho
prostfedi naseho organismu. Je tvofena krevni plazmou, ve které jsou rozpustény
krevni elementy. Mezi krevni elementy patfi erytrocyty, leukocyty a trombocyty.

Krev ma mnoho pro télo specifickych a dtlezitych funkci vcetné zajisténi
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termoregulace, transportu dalezitych latek ke tkdnim a naopak odpadnich latek
ven z organismu, podilu na imunitni reakci nebo zastaveni krvaceni pomoci
krevnich elementti. Krevni plazma je tvofena z 90 % vodou a organickymi a

anorganickymi latkami.

Ukazalo se, Ze neutrofily jsou v téhotenstvi pfitomny v membrané lemujici
délohu. Béhem téhotenstvi napomadhaji pfi rozvoji adaptivni tolerance
matefského imunitniho systému. Pfechodnda modulace vrozené a adaptivni
imunity matky prispiva k vytvofeni imunosupresivniho stavu, ktery umoznuje
implantaci a rtist plodu. Behem téhotenstvi existuje oboustranna komunikace a

migrace mezi buitkami plodu a matky [22, 23].

Cely zivot ndm v krvi koluji rizné bunécné populace neutrofil. Béhem
téhotenstvi se v krvi objevuji hlavné neutrofily s nizkou hustotou (LDN). Tento
bunéény typ v téhotenstvi exprimuje argindzu. Ta pfispivd k potlaceni
imunitniho systému téhotné Zeny. Vedle LDN se v krvi objevuji i neutrofily
s normalni nebo vysokou hustotou (HDN). Oba tyto typy bunék jsou pfitomné
v matefské i pupecnikové krvi. Nyni se zaméfime na funkci LDN bunék v krvi
matefské a pupecnikové. Aktivita LDN bunék je v obou krvich vyssi nez aktivita
bunék HDN, a to diky zvySené expresi CD66b. Burky také vice exprimuiji
diferenciacni antigen CD33 v obou krvich. Tato exprese znaci vyssi heterogenitu
bunék LDN. To znamen3, Ze krev obsahuje jak zralé, tak nezralé typy neutrofilti.
Oba typy neutrofili obsahuji na povrchu CD15, ovéem LDN buriky maji béhem
téhotenstvi zvySenou expresi tohoto antigenu. CD15 na povrchu molekuly
reguluje aktivaci a degranulaci LDN. V pupecénikové krvi buniky LDN vylucuji
vétsi mnozstvi arginazy nez v krvi matefské. Na druhou stranu v matefské krvi
arginazu zvysené vylucuji buttky HDN. Co se tyc¢e bunék HDN je v obou krvich
snizend exprese CD63. Tim padem jsou tyto bunky v téhotenstvi méné

aktivované a obsahuji azurofilni granula [23].
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V matefské a pupecnikové krvi exprimuji tyto dva typy neutrofild razné
urovné markert zrani, aktivace a degranulace. Buitky HDN jsou v matefské a
pupecnikové krvi fenotypicky podobné, zatimco buriky LDN vykazuji v téchto
dvou typech krve zvySenou uroven exprese CD66b, a tim i zvySenou aktivitu
LDN bunék. Pupecnikova krev vykazuje vyssi frekvenci bunék LDN nez krev

matefska. Fenotypicky jsou tyto dva typy bunék v obou krvich podobné [23].

Béhem téhotenstvi je normalni zvyseny systémovy zanét. Pocty neutrofil(i a
obecné polymorfonuklearnich leukocyti se v téhotenstvi vyrazné zvysuji a
burikky prochdzeji funkénimi a metabolickymi zménami. To mutze pfispivat
k neutrofilii. Pocet neutrofili se zvySuje také v pupecnikové krvi vlivem
gestaéniho véku. Zanétlivé zmény neutrofild v periferni krvi vyvolané
téhotenstvim jsou podobné sepsi. Jde o patologické zmény, kdy se fyziologické
zmény zacinaji prekryvat se zménami hemodynamickymi. Uz toto je znamka
pocatecni pfitomnosti sepse. Patfi tam napt. tachykardie, kterd ukazuje na
normalni adaptaci organismu na téhotenstvi, ale mtize také ukazovat na bolest a
zvySené usili matky béhem porodu. Funkce neutrofilti tak musi byt v krvi presné
regulovany, nebot zvySeni zanétlivé reakce je spojeno s téhotenskymi
komplikacemi, jako je preeklampsie. Sepse tak zlistava hlavni pfi¢inou morbidity

a umrtnosti matek, ale i u novorozencu [23, 24, 25].

3.2 Fagocytoza

Fagocytdza byla poprvé sledovana pod mikroskopem v 80. letech 19. stoleti
ruskym prirodovédcem Iljou Mecnikovem. Nejprve se vénoval studiu
zoologickych véd, kde studoval bezobratlé motské organismy. Poté se zaméfil
na srovnavaci imunologii a patologii. Byl prtikopnikem studia bunécné
imunologie a zaslouzil se o objev fagocytdzy, kdyz studoval organismus

motskych bezobratlych Zivodichti. Popsal specidlni buriky, které tatocily na trny
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umisténé do larev hvézdic. Mecnikov prosazoval roli fagocytdézy v bunécné
imunité a usoudil, Ze vySsi Zivocichové jsou chranéni pomoci fagocytt pred
napadenim vSudypfitomnymi mikroorganismy ve vnitfnim a vnéjsim prostredi.
Za tyto objevy dostal Nobelovu cenu. Plisobil dokonce i na Pasteurové institutu
v Pafizi. Jeho kroky neztistaly pouze u imunologie. Zabyval se i jinymi obory jako
napft. fyziologii, medicinou a vyzkumem gerontologie a probiotik. Zaslouzil se
také o vyzkum stfevni mikrobioty. Jeho zivot a dilo v Rusku, na Sicilii a na

Pasteurové institutu v Pafizi sepsala po jeho smrti jeho Zena Olga [26, 27, 28, 29].

Fagocytéza je evolucné konzervativni proces, ktery je dilezity pro fadu
zivodichi a to jak primitivnich tak vyssich. U prvoki plni mechanismus vyzivy,
zatimco u metazoi se fagocytdza diverzifikovala do mechanismu vyuzivaného
specializovanymi bunikami zvanymi fagocyty. Diky diverzifikaci hraji fagocyty
rtizné role v organismu, vcetné imunitni obrany, udrZovani homeostaze a
remodelace tkani. Fagocyty vykazuji vysokou troven plasticity ve své schopnosti
rozpoznavat, pohlcovat a zpracovavat cile, které se lisi svym sloZenim a
morfologii. U lidi umiraji miliony bunék denné¢, které jsou pohlcovany pomoci
buriky, osteoklasty, eozinofily a jak uz jsem zminovala vyse neutrofily. Nazyvaji
se profesiondlni fagocyty a tento pojem jako prvni zavedl vasnivy student
fagocytozy Michel Rabinovitch, pro svou vysoce ti¢innou aktivitu v myeloidnich
leukocytech. Dale se v téle vyskytuji burlky, které jsou schopné eliminovat
apoptotické buriky, ale nemohou pohlcovat mikroorganismy. Prezdiva se jim
neprofesiondlni fagocyty, kam patfi fibroblasty, epitelové burky a endotelidlni

butiky [26, 27, 30, 31].

3.2.1 Mechanismus fagocytozy

Urcité buniky v organismu maji schopnost selektivné pfijimat castice a
intracelularné je degradovat pomoci fagocytozy. Maji tedy schopnost rozpoznat
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a nasledné pozrit mikrobialni ¢astici, ktera je vétsi nez 0,5 um do tzv. fagosomu.
To je vezikul vznikajici vchlipenim plazmatické membrany. Mikrobidlni
patogeny, ddle také apoptotické a nekrotické burlky jsou pohlcovany do
fagosomu. Fagocytarni burlkky maji na povrchu specidlni receptory, které
rozpoznavaji a nasledné iniciuji signalni kaskddu. Mezi hlavni receptory patfi
lektiny a adhezivni receptory, které rozpoznavaji odlisné endogenni vzory na

povrchu molekul [27, 30, 32].

Po rozpozndani patogenu receptory agreguji a zahajuji signalni kaskadu, ktera
remodeluje lipidy v bunééné membrané a reguluje aktinovy cytoskelet s cilem
rozsifit bunécnou membranu okolo patogenni castice. Jakmile je ¢astice pohlcena
do fagosomu, fazuje s vezikuly pochézejicimi z endoplazmatického retikula a
Golgiho aparatu. Tyto dva komplexy dodavaji do fagosomu molekuly MHC
ttidy I (MHC-I), kde dochézi k vazbé peptidu na MHC-I a nasledné vezikuly
fazuji s plazmatickou membranou. Castice je nakonec uzaviena do nového

vezikulu uvnitf fagocytu a vznikd sevienim plazmatické membrany [26, 27, 32].

Fagosom poté méni své membranové sloZeni i obsah vezikul, aby se mohl
zménit na fagolysozom. Tato transformace se nazyva zrani fagosomu. Je to
dynamicky proces, ve kterém dochdzi k fuzim s lysozomem a vezikuldrnim
udalostem. Tyto interakce pfindsi ohromné zmény ve fagosomdalnim obsahu a
membrané. Fagolysozom ziskava mikrobicidni enzymy, vakuoldrni ATPazy a
komplex NADPH oxidazy. Uvnitf obsahuje fagolysozom velmi kyselé a

degradujici prostfedi, coz mu umoznuje degradaci pozité ¢astice [26, 27, 32].

Fagocytdza prispiva k obrané hostitele, ale také k patogenezi autoimunitnich,

malignich nebo metabolickych poruch [27].
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3.2.2 Receptory

Prvnim krokem fagocytozy je rozpoznavani patogennich c¢astic pomoci
specidlnich receptorti na bunééné membrané fagocytarnich bunék. Patogeny lze
rozpoznat pfimo pomoci receptoril vazajicich se na povrchové molekuly, nebo
nepfimo prostfednictvim opsoninti. Opsoniny jsou latky, které v nasem
organismu usnadnuji a urychluji fagocytézu a vazi se na cilové struktury na
patogennich casticich. Na jednom fagocytu se nachéazi fada receptorti, které
spolupracuji pfi rozpoznavani a poziti ¢astice. Nékteré receptory se mohou vazat
na PAMP, ale nemusi nutné iniciovat fagocytézu. Toll-like receptor (TLR) a
nékteré dalsi receptory pfipravuji buriku na fagocytdzu aktivaci fagocytarnich

integrint [26]. Mezi charakteristické fagocytarni receptory patfi:

Receptory pro opsoniny jsou receptory rozpoznavajici opsonizované ¢astice,
na jejichz povrchu jsou navdzany opsoniny umoznujici lep$i rozpoznani a
nasledné i jednodussi pohlceni takto oznacenych castic. Opsoniny jsou tzv.
miistkem mezi fagocytem a patogenni castici. Obecné patfi do této skupiny
protilatky, komplement, fibronektin a lektin. Mezi charakteristické a hlavni
opsonické receptory patti Fcy receptory (FcyR), komplementové receptory (CR)
a integriny typu b2. Ty se vazi na ¢astice, které maji na povrchu imunoglobuliny
(IgG) nebo komplementové fragmenty. Mezi Fc receptory lidskych klidovych
neutrofilt patfi FcyRlIla (CD32) a FcyRIIIb (CD16). Vysoce afinitni receptor FcyRI

(CD64) je exprimovan az po aktivaci fagocytu interferonem [26].

Receptory rozpoznavajici charakteristické vzory mikroorganismu patii mezi
fagocytarni receptory a vazi se na tyto vzory napt. MAMP, PAMP atd. Patfi tam

dectin-1, mandzové receptory, SR-A (Scavenger Receptor A) a CD14. Dectin-1 je

vvvvv

kvasinkovych bunék. Manozovy receptor vaze manan, receptor CD14 se vaze na
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lipopolysacharid (LPS) a receptor SR-A je schopen tento polysacharid detekovat

na nékterych gramnegativnich bakteriich [26].

Receptory pro apoptotické bunky. Kromé cizich antigenti pochdazejicich z
mikroorganismt ndm v organismu umiraji denné miliony bunék apoptdzou.
Tyto burniky musi byt také odstranény pomoci fagocyti. Apoptotické buriky
uvolnuji molekuly, které se mimo buriku normalné nevyskytuji. Tyto molekuly
zahrnuji ATP, lysofosfatidylcholin a sfingosin-1-fosfat. Na odstranéni téchto
bunék se také podileji molekuly nazyvané jako chemoatraktanty, které vysilaji
tzv. ,najdi mé” signaly. Apoptotické buriky zobrazuji povrchové molekuly, které
jsou pfitomné na plazmatické membrané. Tyto molekuly vysilaji tzv. ,,sezer mé”
signaly. Patfi tam hlavné fosfatidylserin (PS), ktery se na povrchu normalné

nevyskytuje [26, 27].

3.3 NEToza

NET6za byla poprvé popsana roku 2004 a je povazovana za jeden z obrannych
mechanism® organismu proti patogenim pomoci tvorby NET. Je to cast
programované bunééné smrti a patfi k formam vrozené imunity. Pomoci NET
jsou patogeny zachytavany a zabijeny tak, aby nedoslo k jejich dalsimu Sifeni.
Nemusi ji vykazovat pouze neutrofily. Ve spousté studii se mtizeme docist, ze ji
jsou schopny tvofit napt. eozinofily, bazofily a makrofagy. Mezi patogeny, které
indukuji tvorbu NET patfi bakterie jak grampozitivni, tak gramnegativni a také
houby. Abnormalni regulace NET6zy mtiZe hrat roli pfi vzniku a rozvoji riznych
onemocnéni, jako je tromboéza, fibrotickd a kardiovaskuldrni onemocnéni,
preeklampsie, sepse, autoimunitni onemocnéni, aterosklerdza a diabetes [33, 34,

35, 36, 37].
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3.3.1 Princip NETozy

Béhem NETo6zy burika uvoliiuje do prostfedi svou mitochondridlni DNA s
antimikrobidlnimi proteiny. Tento proces vyzaduje glykolytickou produkci ATP
pro presmyky v siti mikrotubulti a aktinu. NET6za zavisi také na elastaze,
myeloperoxiddze, peptidylarginindeimindze-4 (PAD-4) a mna cyklin-
dependentnich kindzach (CDK4 a CDK®6). Elastdza rozklada aktiny, aby se
zastavila jejich dynamika. Nasledné se presune do jadra, kde castecné degraduje
specifické histony a podporuje dekondenzaci chromatinu. Poté synergizuje
s myeloperoxidazou pfi dekondenzaci chromatinu. PAD-4 je protein nezbytny
pro antimikrobidlni ucinek vzniklé extraceluldrni pasti a také se podili na
dekondenzaci  chromatinu  pomoci hypercitrulinace  histond. Mezi
antimikrobialni proteiny patti lipopolysacharidy (LPS), zanétlivé cytokiny IL-6 a
IL-8 atd. Po tomto celém procesu dojde ke vzniku extraceluldrni pasti spolecné
se specifickymi antimikrobidlnimi proteiny na povrchu. Patogeny jsou bud
usmrceny toxicitou antimikrobidlnich latek asociovanych pfimo s NET, nebo
imobilizovany za tcelem usnadnéni fagocytdzy jinymi burtkami imunitniho

systému [34, 35, 37].

3.3.2 Vitalni a suicidalni NETo6za

Vitdlni a suicidalni NETo6za se 1isi povahou stimulace v burice. Suicidalni
NET6za je vétsinou indukovand pomoci raznych latek, zatimco vitalni NET6za
je spusténa na zdkladé mikrobidlné specifickych molekularnich vzort
rozpoznavanych receptory pro rozpoznavani vzord hostitele. Ackoliv jak
suicidalni tak vitdlni NETo6za hraji diilezitou roli pfi eliminaci mikroorganism,
nadmérna tvorba suicidalnich NET, vyvolad poskozeni tkani a bunék. Deregulace
tvorby NET se vyrazné podili na patogenezi autoimunitnich onemocnéni hlavné

lupusu [36].

27



U vitdlni NETo6zy nemusi nutné dochdzet kbunécéné smrti. Tvorba
extracelularnich pasti nastane i pfi zachovani bunéénych funkci, vcetné
fagocytozy a chemotaxe. Tato NET6za vyZzaduje vezikuldrni pfenos jaderné DNA
z jadra do extracelularniho prostfedi. Vezikuly prochdzeji cytoplazmou a splyvaji
s plazmatickou membranou. Nedochazi tedy k ruptufe membrany a k usmrceni
napft. neutrofilni buriky. K tomuto procesu dochdzi nezavisle na ROS a probiha

rychleji nez suicidalni NET6za, nejcastéji do ptil hodiny [33, 36].

Suicidalni NETéza vyzaduje aktivaci drahy Raf-MEK-ERK (fetézec proteinti
v burice, ktery zprostfedkuje signalizaci z receptoru na povrchu burnky do
bunécného jadra), produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) pomoci NADPH
oxidazy a signalizaci zprostfedkovanou proteinovou kindzou. Béhem tohoto
mechanismu dochdzi k citrulinaci histonti pomoci PAD-4 a dekondenzaci DNA
pomoci myeloperoxiddzy (MPO) a neutrofilni elastdzy (NE). Toto vede
k vytvoreni komplexu DNA a antimikrobidlnich proteinti. Tyto latky jsou poté
vylouceny z narusené plazmatické membrany, ¢imz dochdzi k usmrceni buriky.

Tento proces je pomalejsi nez u vitalni NET6zy. Trva pfiblizné 3 hodiny [33, 36].
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4 METODIKA

V této kapitole bude podrobné popsan pouzity materidl, pristroje, reagencie,
pomtcky a technické postupy potiebné k dosazeni vytéenych cila

experimentalni ¢asti bakalarské prace.

4.1 Material

Biologickym materidlem pouzivanym pfi realizovani této prace byla
pupecnikova a periferni krev ziskana od matek po predchozim podpisu
pisemného informovaného souhlasu v Ustavu pro péci o matku a dité v Podoli

v Praze.

Periferni krev byla odebirana ze zily matky pfed porodem v rdmci standardni
predporodni prohlidky do zkumavky snesrazlivym roztokem K:EDTA

(didraselna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové) nebo heparinu.

Pupecénikova krev byla odebirana kvalifikovanym pracovnikem nemocnice
po porodu z pupecniku do specidlni nddoby sheparinem, coz je ¢inidlo

zabranujici sraZeni krve.
Krev byla zpracovana bezprostiedné po odebrani.

4.2 Pristroje

4.2.1 Box s laminarnim proudénim

Laboratorni zafizeni, které slouzi k udrzeni sterilniho prostfedi pro praci
s biologickym materidlem. Pfistroj obsahuje specidlni HEPA filtry, déle také

germicidni UV lampu. Filtry slouzi kzabrdnéni kontaminace ndmi
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analyzovaného vzorku a zdroven chrani experimentatora pfed moznou
kontaminaci chemickymi latkami, infekci z testovaného vzorku krve atd. UV
lampa slouZi ke sterilizaci plochy, na které se pracuje. Pouzit byl: Hotte MSC.12
STD GAZ, Jouan, Francie a Sentinel, ESCO, Singapur.

4.2.2 Inkubator

Zatizeni, které slouzi k udrzovani teploty nezavisle na teploté okoli. Pouziva
se pro péstovani mikroorganismii a rostlin, uchovani vzorkti a materidlu
k biochemickému a mikrobiologickému vyzkumu. Inkubator vyuzivany

v laboratofi ma regulovatelnou CO: atmosféru.

4.2.3 Vortex

Laboratorni pfistroj pouzivany v biologickych a biochemickych laboratorich.
Slouzi k peclivému a rychlému promichani roztoku ve zkumavce. Pouzit byl:

Vortex-Genie, Scientific Industries, Inc. Bohemia, N.Y. 11716.

4.2.4 Pratokovy cytometr

Za posledni desetileti se metoda priitokové cytometrie velice vyvijela, jak
v ¢asti mechanické, fluidice, rychlosti analyzy, po¢tu sledovanych znakt v rdmci
jednoho meéfeni, tak i vpoctu dostupnych reagencii od raznych firem.
V soucasné dobé lze vyuzit k multiparametrické analyze bunék v suspenzi.
Pritomnost jednotlivych antigeni na bunééném povrchu detekujeme pomoci

monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorochromy [39, 40].
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Obrizek 2 — Schéma funkce priitokového cytometru [42]

Tradi¢ni pritokovy cytometr je slozen ze tfi dasti: fluidiky, optiky a
elektroniky. Fluidni systém se skldd4 z nosné tekutiny (z anglického Sheat Fluid),
nejcastéji je to pufrovany solny roztok. Vzorek je nasavan skrz malou trysku a
regulace pratoku nosné tekutiny cytometrem, umoZziuje postupné méfeni
jednotlivych bunék pfi jejich priichodu tzv. vySetfovacim bodem, kde jsou buriky
ozafeny laserem o dané vlnové délce. Pravé tato vinova délka je dilezita pro
excitaci fluorochromii navdzanych na protilatkach, které ndm umozni detekci
urcitych znak(i pfitomnych na burikach. Opticky systém se skldda z excitacni
optiky, kam patfi lasery, a sbérna optika, coz jsou fotodiody a fotonasobice, které
generuji viditelné a fluorescencni svételné signaly pouzivané k analyze vzorku.
Dichroické filtry sméfuji fluorescencni svétlo na konkrétni detektor a pasmové
filtry urcuji vinovou délku prochazejiciho svétla. VInové délky jsou cteny a tim je
mozné detekovat jednotlivé fluorochromy na zakladé jejich charakteristickych

vlnovych délek emisniho spektra. Elektronicky systém pfevadi signaly
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z detektort na digitalni signdly, které pak vidime na pocitaci. Detektory
zaznamenavaji 2 optické parametry. Témi jsou Side Scatter (bocni rozptyl) a
Forward Scatter (pfimy rozptyl). Vystupem je mnohocetny graf, tim mtize byt
klasicky histogram, nebo tzv. dot plot (teckovy graf), kde je kazda burka
znazornéna teckou [39, 40]. V nasi studii byl pouzit priitokovy cytometr: BD

FACS Canto ™ II Flow Cytometer, BD Biosciences, USA.

4.3 Pouzité metody

4.3.1 Pratokova cytometrie

Priitokova cytometrie je technologie, ktera umoznuje rychlou analyzu
jednotlivych éastic nebo bunék v suspenzi. Obecné se priitokova cytomerie fadi
mezi molekuldrné biologické metody, které oznaéi a kvantifikuji nami
pozadované znaky v burice. Pritokova cytometrie se uplatriuje v mnoha oborech
jako je imunologie, virologie, onkologie, hematologie a jiné. Je velmi uzitecna pii
studiu imunitniho systému a imunitni odpovédi na infekéni onemocnéni a
nadorovad onemocnéni (zejména leukémie). Pfiprava vzorku pfed samotnym
méfenim spocivad v ziskani bunécné suspenze. Pokud chceme méfit bunécné
populace v tkanich, je nutné je homogenizovat a také prevést na bunécnou
suspenzi v nosném médiu. Princip celé metody vychazi z detekce vinovych délek
emitovanych fluorochromy ve fluorescen¢nich kandlech pomoci sady lasert,
které maji rizné vinové délky. Sleduje se mira vyzafené fluorescence. Samotné
buriky prochazeji specialni komitirkou (flow cell), ktera je uzptisobena tak, aby
v jeden okamzik byla v komtirce pouze jedna nami oznacena burka. Vystupem

je mnohocetny graf. Tento cely proces se nazyva imunofenotypizace a mtizeme

tak typizovat jakoukoliv burniku [39, 40, 41, 42].
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4.3.2 Meéfeni fagocytarni aktivity

Pro toto meéfeni jsme pouzili kit FagoFlowEx Kit od spolecnosti
Exbio Praha, a.s. Tato sada je urfena pro stanoveni fagocytarni aktivity
neutrofilnich granulocyti méfenim respiracniho vzplanuti po jejich stimulaci
bakteriemi E. coli vlidské heparinizované plné krvi pomoci pritokové

cytometrie.

Béhem procesu fagocytozy bakterii dochazi k aktivaci NADPH oxidazy za
vzniku volnych kyslikovych radikala a dalSich oxidacnich meziprodukt,
popsany proces se nazyva respiracni vzplanuti. Vysledné ionty chlornanu uvnit#
fagocytti silné oxiduji dihydrorhodamin123 (DHR123) na fluorescencni
rhodamin123, ktery je detekovdn pratokovym cytometrem. V pripadé
nedostatku enzymu myeloperoxidazy (MPO) je DHR123 oxidovan s mensi
intenzitou jinymi oxida¢nimi produkty, coz vede k nizsi intenzité fluorescence
stimulovanych granulocyt(i. Pozitivni kontrolni vzorek je stimulovdn pomoci
phorbol-myristat acetat (PMA), ktery aktivuje respiracni vzplanuti granulocytti
bez adheze a poziti patogenu. Fluorescence rhodaminul23 vznikld oxidaci
DHRI123 je detekovatelna ve FITC kandlu pfi vlnové délce 525 nm. Vzhledem
k tomu, Ze se rhodamin123 uvoliiuje z granulocytd velmi rychle, je tfeba vzorky

méfrit bezprostfedné po pfipraveni.

Postup:

1) Bylo pfipraveno 6 zkumavek (u netéhotnych darkyn pouze 3 zkumavky)
uréenych pro méfeni fagocytarni aktivity neutrofild pomoci pratokové
cytometrie. 3 zkumavky byly pro pupec¢nikovou krev 3 zkumavky pro

periferni krev matky. Zkumavky jsme si peclivé oznacili.
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Do kazdé zkumavky bylo napipetovano 50 pl nesrazlivé krve.

Dale bylo do zkumavky s pozitivni kontrolou napipetovano 10 pl phorbol-
myristat-acetatu (PMA), do stimulovaného vzorku 10 pl suspenze bakterie
E. coli a do negativni kontroly nic. VSe bylo jemné zvortexovano.

Poté bylo do vSech zkumavek pfiddano 10 upl DHR123 a znovu jemné
zvortexovano.

Vzorky byly inkubovany 30 minut v inkubatoru pfti 37 °C a pfi 5,7 % CO..
Po inkubaci bylo pfiddno do vSech zkumavek 50 pllyzacniho roztoku,
jemné zvortexovano a inkubovano 5 minut pfi pokojové teploté ve tmé.
Na zavér se do vSech zkumavek pridal 1 ml demineralizované vody, obsah
zkumavek byl jemné zvortexovan a nasledovala 8-mi minutova inkubace
vzork ve tmé.

Po skonéeni inkubace byly vzorky pfemistény na led, aby nedochazelo
kdalsi lyze a méfili jsme vyslednou fluorescenci rhodaminul23
poukazujici na miru fagocytarni aktivity.

Takto jsem meéftila 20 vzorkii krve. Poté jsem méfila dalSich 20 vzorku
stejnym zptisobem s tim rozdilem, Ze jsem do vzorkd pridala jesté 1 pl

protilatky proti CD15+ na obarveni neutrofila.
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5 VYSLEDKY

Po celou praktickou préci jsem zpracovavala pupecnikovou a periferni krev.
Pripravila jsem si tedy ke kazdé krvi 3 zkumavky, kde jsem si pfipravila roztoky
s pozitivni, negativni kontrolou a suspenzi s bakterii E. coli. Celkem jsem méla 60
krevnich vzorkd, a pouzila jsem tedy 30 vzorkt periferni krve od t€hotnych zen,
10 vzork periferni krve od zdravych netéhotnych zen a 20 vzorkt pupecnikové
krve. 30 vzorka periferni krve jsem méla proto, Ze jsem doméfovala krev
téhotnych Zen odebranych do heparinovych zkumavek. Celkem ndm chybné
vysla jen 2 méfeni, kdy mohlo dojit k zdméné periferni krve za pupecénikovou

krev.

Rozdily v pupecnikové a periferni krvi jsem analyticky porovnala v programu
FlowJo a vytvorila jsem histogramy. Nasledné jsem je zpracovala graficky a

statisticky.

5.1 Vyhodnoceni dat z priitokového cytometru

Z naméfenych dat jsem na zakladé rozdilné velikosti a komplexity bunék
pomoci vybéru detekovala populaci neutrofilii. Nejprve jsou vybrany
granulocyty a poté jednotlivé bunky tzv. singlety pomoci pfimého rozptylu
(Forward Scatter) a bo¢niho rozptylu (Side Scatter). Z jednotlivych bunék jsem
ziskala dot ploty (teckované grafy) pro analyzu aktivity neutrofild. Na ose X se
nachdzi fluorochrom Rhodaminel23, protoze Rhodaminel23 je viditelny
v emisnim spektru pro FITC pfi vinové délce 525 nm, na ose Y se nachazi
procentudlni zastoupeni neutrofilnich bunék. Nejvyssi vrchol v histogramu
znac¢i MFI (median intenzity fluorescence) tedy posun v intenzité fluorescence

populace neutrofilii.
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Reprezentativni ukazka fagocytarni aktivity neutrofilti v materndlni periferni
krvi, periferni krvi u zdravé kontroly a pupecnikové krvi u bunék inkubovanych

s E. coli je prezentovana na Obrazku 3. Miizeme vidét fagocytarni aktivitu jak u

pozitivni tak negativni kontroly u pupecnikové a periferni krve (viz Obr.3).

Periferni krev zdravé kontrola Periferni maternalni krev Pupeénikova krev
100 100 100 ni
Negativni kontrola
w0 w0 | ol B Pozitivni kontrola
Il Fagocytéza E. coli
x 60 x 60 " [l FagocytozaE. coli
2 2 s [l Fagocytéza E. coli
s 40 S s
2 1 s 404 ® 40 4
|
20 2 2]
0 L) T 0 TN T T 0 T f Ll
0 100 0 TR T 0 TAETANRTE
FITC/Rhodamine123 FITC/Rhodamine123 FITC/Rhodamine123

Obrdzek 3 —Histogramy fagocytdrni aktivity neutrofilii - Histogramy ukazuji
aktivitu neutrofilii u jednotlivych zkoumanych skupin s pfidanou CD15+. Svétle sedé je
vZdy zndazornéna negativni kontrola, tmavé sedé pozitivni kontrola stimulovana PMA.
Barevné je odliSena aktivita neutrofilii po stimulaci E. coli u jednotliviyjch zkoumanyjch
skupin. Fluorescence Rhodaminul23 odrazi aktivitu MPO, kterd se aktivuje po

stimulaci neutrofilil. [vlastni zdroj]

Postup pfi analyze bunécné populace neutrofilt, kdy vybirdm nejprve
granulocyty a poté ponechdvam pouze singlety (jednotlivé burky). To je
demonstrovano na Obrazku 4. Ze singletii jsou nasledné vybrany CD15+

neutrofily.
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A Granulocyty B Singlety C CD15+ neutrofily

256K 97,86 256K 96,27

256K 65,77

192K 192K 192K+

64K+ 64K 64K -

T T T T T T T T T o
64K 128K 192K 256K 64K 128K 192K 256K 0 103 104 105

FSC-A FSC-A PE-Cy7

Obrdzek 4 — Vybér populace neutrofilii — A) Granulocyty vybriny podle FSC-A a
SSC-A, B) Singlety vybrdny podle FSC-A/FSC-H a C) Nakonec byly vybriny
neutrofily pozitivni na CD15+. [vlastni zdroj]

FSC - pfedni rozptyl (Forward Scatter)

SSC - boéni rozptyl (Side Scatter)

Vzorecek na vypocet relativni MFI (median of fluorescence intenzity —

medidn intenzity fluorescence)

MFIg - MFIy

Rel.MFI = —3> N
¢ MFI, - MFI,

Pismeno S znaci vzorek stimulovany bakterii E. coli, N je negativni kontrola a

P pozitivni kontrola.

37



Tabulka 1 — Uké&zka hodnot MFI vzork{i maternalni a pupec¢nikové krve pro

ukazkovy vypocet relativni MFI

MFI  materndlni  krve | MFI  pupeénikové
s K:kEDTA krve s heparinem
Negativni kontrola 254,34 432,69
Pozitivni kontrola 8812,08 13139,08
Vzorek s E. coli 444,71 15179,17

MFI — median intenzity fluorescence
K:EDTA - didraselnd stil kyseliny ethylendiamintetraoctové
E. coli — Escherichia coli

1) Vzorovy vypocet relativni MFI u maternalni krve s K:EDTA

poipy < MFls - MFly 4447125434
¢ = MFIL - MFI, T 8812,08 -25434 >

2) Vzorovy vypocet relativni MFI u pupecnikové krve s heparinem

MFIs - MFly ~ 15179,17 - 432,69

Rel. MFI = _
et MFI, - MFIy, _ 13139,08 - 432,69

=0,115=115%
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Tabulka 2 — Porovnani relativni MFI materndlni krve s protisrazlivym

¢inidlem K:EDTA a pupecnikové krve s protisrazlivym cinidlem heparinem

Relativni MFI | Relativni MFI
maternalni krve | pupecnikové krve s
s K:kEDTA heparinem

1 vzorek 5% 115 %

2 vzorek 3 % 101 %

3 vzorek 11 % 93 %

4 vzorek 7 % 114 %

MFI - median intenzity fluorescence

KzEDTA - didraselna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové
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Tabulka 3 — Porovndani relativnich MFI materndlni krve s ¢inidlem

KzEDTA a heparinem, pupec¢nikové krve s heparinem a s pfidanou CD15+

Relativni MFI | Relativni MFI | Relativni MFI
materndlni krve | pupecnikové krve | materndlni  krve
s KekEDTA, s heparinem, s heparinem,
s CD15+ s CD15+ s CD15+

1 vzorek 8 % 95 % 97 %

2 vzorek 5% 99 % 99 %

3 vzorek 5% 97 % 98 %

4 vzorek 2% 95 % 83 %

5 vzorek 3 % 95 % 113 %

MFI - median intenzity fluorescence

KzEDTA - didraselna stil kyseliny ethylendiamintetraoctové

CD15+ — monoklondlni protilatka proti CD15
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Obrazek 5 — Graf procentudlnich hodnot relativni MFI (medidn intenzity

fluorescence) v krvich s antikoagulacnimi cinidly [vlastni zdroj]
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Tabulka 4 — Porovnani relativni MFI maternalni krve s K:EDTA a CD15+ a

zdravych netéhotnych dobrovolnic s heparinem

Relativni MFI | Relativni MFI zdravych
maternalni krve | netéhotnych
s K:EDTA a CD15+ dobrovolnic v heparinu
as CD15+

1 vzorek 4 % 96 %

2 vzorek 5% 135 %

3 vzorek 2% 109 %

4 vzorek 3 % 92 %

MFI — median intenzity fluorescence
KzEDTA - didraselnd stl kyseliny ethylendiamintetraoctové

CD15+ — monoklondlni protilatka proti CD15

V tabulkach je vidét porovnani relativni MFI v maternalnich a pupec¢nikovych
krvich, a to s rliznymi protisrazlivymi ¢inidly — heparinem a K:EDTA. Cinidlo
KzEDTA patfi mezi chelatac¢ni ¢inidla a vychytava v krvi vapenaté ionty. Proto je
napt. v Tabulce 2 jasné vidét, ze je relativni MFI v nizkych procentech tedy ma
nizkou aktivaci neutrofilt pfi fagocytdze oproti vzorkim, které byly odebrany

do zkumavek s heparinem. Heparin tedy nijak neovliviiuje efektivitu fagocytozy.
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6 DISKUZE

V rdmci této bakalarské prace byla sledovana fagocytdrni aktivita neutrofilt
v pupecnikové krvi novorozenct a periferni krvi téhotnych matek a zdravych

netéhotnych darkyr.

Novorozenci maji relativné nezraly imunitni systém v porovnani s dospélymi
jedinci. V neonatdlni krvi je pozorovano vice nezralych forem subpopulaci
neutrofilti nez u dospélého ¢lovéka. Novorozenec je tedy v prvnich dnech Zivota
obzvlast nachylny k bakteridlnim infekcim, coz je pfi¢itdno nezralosti vrozené
imunity. Nedostatecnost fagocytézy mtize pfispivat ke zvySené nachylnosti
k infekcim a u déti se mohou vyskytovat fagocytarni defekty napf. Wiskott-
Aldrichtiv syndrom. Hlavni pfi¢inou nemocnosti a imrtnosti novorozenct je
sepse. Nejcastéjsi patogen, ktery je spojen stouto nemoci je gramnegativni
bakterie E. coli [43, 44, 45]. Na zacatku jsem tedy predpokladala, Ze pfi stimulaci
neutrofild urcitou bakterii ¢i virem (v mém pfipadé gramnegativni bakterii
Escherichia coli) nebude efektivita fagocytdzy v pupecnikové krvi tak vysoka jako

u neutrofili v periferni krvi dospélych jedincti.

Béhem téhotenstvi dochdzi v organismu matky k imunologickym zménam.
Umoznuji tak téhotné Zené toleranci semialogenniho plodu, ale také zvysuji jeji
nachylnost k virovym i bakteridlnim infekcim. Organismus Zeny tedy vykazuje
béhem téhotenstvi imunosupresivni stav. Virova i bakteridlni onemocnéni jsou
spojena se spektrem nepfiznivych dtsledki pro matku i jeji plod. Pfenos infekce
zmatky na plod napf. pomoci placenty miize zptsobit vyvojové anomalie,
predéasny porod nebo narozeni mrtvého ditéte a matka je nachylna ke

zvySené morbidité a smrti [46].

V praktické casti bakaldfské prace byl sledovan rozdil mezi fagocytarni

aktivitou neutrofilt v pupecnikové krvi novorozencti a periferni krvi matek a

43



zdravych netéhotnych darkyn. Abych neutrofily na pratokovém cytometru
dobfe rozeznala, pfidala jsem do vzorki monoklonalni protilatku proti CD15

(konjugovanou s fluorochromem PE-Cy?7), coz je specificky znak pro neutrofily.

Ma studie jasné ukazuje, Ze fagocytarni aktivita neutrofilti v krvi téhotnych
Zen, kterd byla odebrana do zkumavky s ¢inidlem K:EDTA, je snizena podle
vypoctu relativni MFI oproti krvi pupecénikové, periferni krvi zdravych
netéhotnych déarkyn a téhotnych Zen odebranych do zkumavky s heparinovym

¢inidlem.

Ve studii Filiase Athanasiose a kol. [47] jsou vysledky odlisné. Zjistili, ze po
stimulaci pupecénikové krve bakterii E. coli je fagocytarni aktivita sniZena oproti
periferni krvi dospélych jedincti. Dale méfili periferni krev u novorozencu. Ta
podle jejich studie dosahuje stejné fagocytarni aktivity jako u zdravych
dospélych, ale az po tfech dnech po narozeni. Toto pozorovani je v rozporu
smymi vysledky. Mij vyzkum ukazal, ze pupecnikova krev byla vyrazné
aktivnéjsi nez periferni krev matek odebrand do zkumavek s antikoagulacnim
¢inidlem K:EDTA. Nicméné pii odbéru jak pupecnikové tak periferni krve do
zkumavek s heparinem nebyl pozorovan zadny staticky vyznamny rozdil ve
fagocytarni aktivité neutrofild mezi pupecnikovou a maternalni krvi. Otazkou
ale ztistava, jak je mozné, ze v mé studii vysly takto odlisné vysledky, kdyz
vzorky krve v jejich studii byly vSechny odebrané do zkumavek s heparinovym
¢inidlem. Dle mého ndazoru pouziti jiného typu soupravy a jiného
metodologického postupu sehrdl vyznamnou roli ve stanoveni fagocytarni

aktivity bunék [47].

Dale jsem se zabyvala moznosti, zda odlisné vysledky nebyly zptisobeny tim,
Ze odebrand pupecénikovd krev byla pouze od novorozencti narozenych

cisafskym fezem. Avsak ve studii Filiase Athanasiose a kol. [47] bylo ze 42
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novorozenct 21 narozeno vaginalné a 21 cisafskym fezem. Tedy moje domnénka

byla touto studii vyvracena [47].

Ve vyzkumu publikovaném Gille a kol. [48] méfili makrofagy v pupecnikové
krvi a periferni krvi. Tyto bunky vykazuji v pupecnikové krvi nedostatky
imunitnich funkci. Dfive se zjistilo, Ze fagocytarni aktivita makrofagi po
stimulaci bakterii Streptokoka ze skupiny B se nelisi od fagocytarni aktivity u
zdravych dospélych. V této praci sledovali sice jinou bunéénou populaci, ale
pouzili stejnou bakteridlni kolonii E. coli a aktivitu méfili jako v mém pfipadé na
pritokovém cytometru. Vzhledem k tomu, Ze fagocytarni kapacita pupecnikové
krve v této studii je obdobnd jako u dospélych jedinct, zda se, Ze nachylnost
novorozenctl k bakteridlnim infekcim nijak nesouvisi s abnormalitou fagocytarni

funkce bunék [48].

Zjistény nebyly ani rozdily ve studii Marodiho a kol. [49], ktefi uvadi, Ze
fagocytarni aktivita bunék v pupecnikové krvi se od periferni krve dospélych
také nijak nelisi. V této studii rovnéz byla krev odebrana do zkumavek

s heparinem [49].

Studie [47, 48, 49] ukazovaly pozitivni i negativni korelace mezi fagocytézou
pupecnikové krve novorozenci a periferni krve dospélych. Vyzkumy, které
porovnavaly fagocytarni aktivitu bunék v pupecnikové a periferni krvi, uvadély
snizenou a zvysenou schopnost fagocytozy. Takovéto nekonzistentni vysledky
mohou odrazet rozdilné metodologické postupy. V kazdé studii se totiz lisi typ
vzorku (izolovana cistd bunécna populace nebo plnd krev), pouzité reagencie,

druhy bakterii atd. [45].

M4 hypotéza na zacatku celé bakalarské prace byla takova, Ze novorozenec
nebo pupecnikova krev (odrazujici neonatalni imunitni systém) bude vykazovat

po stimulaci bakterii nizkou fagocytarni aktivitu u neutrofili. Imunitni systém
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matky je vlokdlnim feto-materndlnim rozhrani imunosupresivni, a proto
neutrofily v periferni krvi matky vykazuji nizsi fagocytarni aktivitu. Po naméfeni
fagocytarni aktivity neutrofilti zdravych netéhotnych Zen jsem ale zjistila, Ze maji
neutrofily vysokou fagocytarni aktivitu, a proto jsem zméftila fagocytarni aktivitu
neutrofili v periferni krvi téhotnych Zen, jejichz krev byla odebrana do
zkumavek s heparinem. Zjistila jsem, Ze neutrofily v krvi odebrané do zkumavek
s heparinem vykazovaly vysokou aktivitu fagocytozy. Tim jsem tedy zjistila
vyrazny vliv jednotlivych protisrazlivych cinidel na efektivitu fagocytozy u
neutrofild. K:EDTA je chelatac¢ni ¢inidlo, které v krvi vychytdva vapenaté ionty.
Tato vapnikova signalizace je diilezitd pro spusténi samotné fagocytdzy. Tim, Ze
nedochdzi k signalizaci vdpenatych iont(i, nedochdzi ani k fagocytoze E. coli.
Nedojde tedy k aktivaci MPO a oxidaci DHR123 na Rhodamine123. Proto vidime
nizké hodnoty MFI u periferni krve matek odebrané do K:EDTA.

V pribéhu preanalytické faze odbéru krvi mohlo dojit k uréitym chybam,
které mohly ovlivnit konecnou fazi analyzy vzorkt na pratokovém cytometru.
Chyby mohly byt zptisobeny nespravnym odbérem krvi, napf. nezachovanim
sterility hlavné u pupecénikové krve. Dale nedostate¢né rychlym transportem a

zpracovanim materidlu v laboratofi.

Dale mohlo v prabéhu pfipravy materidlu dojit k chybam zptsobenym
lidskym zavinénim, a to nedostatecné sterilnim prostfedim, ¢ chybnym

napipetovanim vzorku a reagencii.

Vysledky, ke kterym jsem v priibéhu mé bakalarské prace dosla, nebyly
natolik signifikantni. Dle mého nazoru by se mélo pokracovat v dalsim

vyzkumu, aby byly naméfené hodnoty validovany.
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7 ZAVER

Cilem této bakaladfské prace bylo porovnat fagocytarni aktivitu neutrofilti
v pupecnikové krvi novorozencti a periferni krvi matek. Zjistila jsem, Ze
fagocytarni aktivita neutrofili zavisi na pouzitém protisrazlivém cinidle. Krev,
at uz pupecnikova nebo periferni, je fagocytarné aktivnéjsi v heparinovém
¢inidle nez v ¢inidle s K2EDTA. To znamend, Ze se tedy nijak nelisi aktivita
neutrofil v pupecnikové krvi novorozence a periferni krvi matky, ale zavisi to

na antikoagula¢nim ¢inidle pfi odbéru krve.

Pro praktickou ¢ast bakalarské prace jsme méli dostatek krvi, a proto jsme byli
schopni porovnat velké mnozstvi dat, porovnat vliv riznych antikoagula¢nich

latek na funkéni vlastnosti neutrofilti (fagocytarni aktivitu).

Vysledky ukazaly, Ze neutrofily v periferni krvi od téhotnych matek, které
byly odebrany do zkumavek s protisrdzlivym c¢inidlem K:EDTA, vykazovaly
mensi fagocytarni aktivitu nez neutrofily v krvi, kterd byla odebrana do
zkumavek s heparinem. Schopnost fagocytdrni aktivity neutrofilt v krvi
odebrané do zkumavek s K:EDTA byla sniZzend, protoze K:EDTA je chelatacni
¢inidlo a vychytdva vapenaté ionty v krvi. Tim padem inhibuje fagocytarni
aktivitu neutrofilti. Ziskané vysledky poukazuji na dtilezitost volby vhodného
antikoagulaéniho ¢inidla s ohledem na nasledné funkéni analyzy jednotlivych

leukocytarnich populaci.
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8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

CD
CDK
CR
CXCL
CXCR
DHR123
DNA

FACS

Fc
FcyR
FITC
FSC

G-CSF

HDN

Ig
IL

K:EDTA

LDN

LPS

MAMP

diferenciaéni antigen
cyklin-dependentni kinaza
komplementovy receptor
chemokinovy ligand
chemokinovy receptor
dihydrorhodamin 123
deoxyribonukleova kyselina

pritokovy cytometr (z anglictiny Fluorescence — Activated
Cell Sorter)

fragment imunoglobulinu tvofeny ¢éasti tézkého fetézce
Fc gama receptor

z angli¢tiny Fluorescein Isothiocyanate

predni rozptyl (z angli¢tiny Forward Scatter)

faktor stimulujici kolonie granulocytd (z anglic¢tiny
Granulocyte-Colony Stimulating Factor)

neutrofil svysokou hustotou (z angl. High Density
Neutrophils)

imunoglobulin
interleukin
didraselna stl kyseliny ethylendiamintetraoctové

neutrofil snizkou hustotou (z angl. Low Density
Neutrophil)

lipopolysacharid

vzor typicky pro povrch mikrob (z angl. Microbe
Associated Molecular Pattern)
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MDSC

MFI

MHC-1I

MPO
NE

NET

PAD-4

PAMP

PE-Cy7
PMA

PMN

PRR

PS

ROS

SR-A
SSC

TLR

supresorové buriky odvozené od myeloidnich bunék (z angl.
Myeloid Derived Suppressor Cells)

medidn intenzity fluorescence (z anglictiny Median
Fluorescence Intensity)

MHC glykoproteiny 1. tfidy (z angli¢tiny Major
Histocompatibility Complex class I)

myeloperoxiddza
neutrofilni elastaza

neutrofilni extracelularni pasti (z anglictiny Neutrophil
Extracellular Traps)

peptidylarginindeiminaza-4

vzor typicky pro povrch buné€k patogenti (z anglic¢tiny
Pathogen Associated Molecular Pattern)

z angli¢tiny Phycoerytrin-Cyanin7
phorbol-myristat acetat

polymorfonukledrni neutrofil (z anglictiny
Polymorphonuclear Neutrophil)

receptor rozpoznavajici molekulové vzory (z anglic¢tiny
Pathogen Recognition Receptor)

fosfatidylserin

reaktivni radikdly kysliku (z anglictiny Reactive Oxygen
Species)

z angli¢tiny Scavenger Receptor A
bocni rozptyl (z angliétiny Side Scatter)

z angli¢tiny Toll-like Receptor
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