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Souhrn

Vzhledem k vzrustajici potiebé vyzkumu a vyvoje novych biomateriali pouzivanych
k vyrobé kloubnich nahrad nejen v ortopedii byla tato prace zacilena na sledovani vyvoje metod
pro testovani imunoreaktivnich vlastnosti téchto biokompatibilnich materialti. Cilem prace bylo
posoudit vyuzitelnost bunécné linie MUTZ-3 pro testovani imunoreaktivity nové vyvijenych
biomateriali jako vhodnou alternativu k dosud pouzivanym postupiim testovani na zvifecich
modelech.

Teoreticka ¢ast se zaméfuje na dosavadni postupy testovani biokompatibility
protetickych materiali se zvlaStnim zaméfenim na testovani imunoreaktivity. Shrnuje diive
uzivané metody testovani imunoreaktivity latek, soucasny vyvoj etického hlediska experimenta
na zvitecich modelech a poznatky o bunééné linii MUTZ-3 v tomto kontextu. Dale se teoreticka
¢ast zabyva popisem imunologickych principli, jez se ucastni alergickych reakci
na biokompatibilni materialy. Pozornost je vénovana tloze dendritickych bun¢k a chemokind,
které jsou klicové pro navozeni imunitni reakce.

Prakticka ¢ast shrnuje principy pouzitych metod, seznam pouzitého materialu a vlastni
postupy prace. Dale obsahuje samotné vysledky métfeni a diskuzi, ktera shrnuje zavéry

a poznatky dosazené v této praci.



Summary

Due to the increasing demand for research and development of new biomaterials used
in the manufacture of joint replacements not only in orthopedics, this thesis was aimed
at monitoring the development of methods for testing the immuno-reactive properties of these
biocompatible materials. The aim was to assess the applicability of cell line MUTZ-3
for immunoreactivity testing of newly developed biomaterials as a suitable alternative
to the currently used animal testing procedures.

The theoretical part focuses on existing procedures to test the biocompatibility
of prosthetic materials with a special focus on testing immunoreactivity. It summarizes
previously used methods for testing the immunoreactivity of substances, the current
development of ethical aspects of animal testing and the knowledge of the cell line MUTZ-3
in this context. The theoretical part also describes immunological principles that are involved
in allergic reactions to biocompatible materials. A special attention is paid to the role
of dendritic cells and chemokines, which are crucial for inducing immune responses.

The practical part summarizes the principles of the methods used in this thesis, a list
of used materials and the workflow itself. It also contains the actual measurement results

and a discussion that summarizes the conclusions and findings obtained in this work.
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1. Uvod

Ve svétle dneSnich pokroc¢ilych molekularné-biologickych metod probiha hledani
plnohodnotnych alternativ k testovani na zvifatech. Zvlasté testy imunoreaktivity latek byly
dlouhou dobu vylu¢né doménou testovani na zvifatech, jelikoz neexistovala metoda,
ktera by dokazala dostatecné vérné napodobit ¢i zastoupit podminky in vivo. Pavodné
pouzivany Guinea Pig Maximisation Test byl provadén ryze na zvifecim modelu. Local Lymph
Node Assay byl provadén castecné pomoci molekularné-biologickych metod, avSak stale
vyzadoval usmrceni pouzitych zvifat. V soucasnosti doSlo k rozvoji testovacich metod
na bunécnych kulturach, které maji potencial zcela nahradit zvifeci modely v laboratofich.
Pro testovani imunoreaktivity se jevi jako nejslibnéjsi bunééna linie MUTZ-3, ktera je vyuzita
I V této praci.

Testovani imunoreaktivity je klicové nejen pii vyrobé chemikalii, kosmetickych
ptipravki a viibec vSech latek, s nimiz ptichdzi lidské télo do kontaktu, ale ptfedevsim pii vyvoji
novych biomateriall, zvlasté v ortopedii.

Imunoreaktivni biomaterial vyvolava v organismu imunitni reakci IV. typu, jiz se ti€astni
mimo jiné také dendritické buiiky. Tyto builky rozpoznavaji antigen a zprostiedkovavaji
jej ostatnim bunkam ucastnicim se imunitni reakce. Vzhledem Kk tomu, Ze jsou dendritické
buiky na zacatku celé imunitni kaskady a bez jejich spravné reakce na antigen nebude imunitni
odpovéd’ navozena, jsou nejvhodnéj$Sim modelem celé reakce.

Metoda testovani pomoci bun&cné linie MUTZ-3 je zaloZena na zkoumani expresniho
profilu genii kodujicich proteiny, které se u€astni imunitni reakce. Té€mito proteiny mohou byt
naptiklad Toll-like receptory, které zprostfedkovavaji rozpoznani antigenu, chemokiny,
bunééné hormony zodpovédné za chemotaxi imunitnich bun¢k a podobné.

Tato prace se zabyva zavedenim metody testovani imunoreaktivity pomoci bunécné linie
MUTZ-3 a jeji optimalizaci. Bylo pouzito n€kolik riiznych forem testovaného materialu, riizné
stimula¢ni latky a rGzné doby kultivace. Byla zkoumana exprese ¢&tyi chemokinti: CCL3,
CCL3L1, CCL4 a CXCLS. Cilem prace bylo vybrat nejvhodné&jsi formu materialu, stimula¢ni
latku a dobu kultivace a vybrat geny, u kterych doslo k signifikantni zméné v expresi po pouziti

testované latky. V ramci zavedeni metody bylo otestovano nékolik biomateriald.



2. Biomaterialy v ortopedii

2.1. Protetické materialy

V pribéhu vyvoje moderni ortopedie byly pro vyrobu kloubnich a kostnich ndhrad
uzivany rizné materialy. Historicky prvni zdokumentované pouziti kloubni ndhrady — v tomto
ptipadé kycle — bylo provedeno v roce 1891 tymem némeckého profesora Themistocla Gliicka.
Lékati pouzili k nahrazeni femoralnich hlavic pacienta, zni¢enych tuberkul6zou, slonovinu
(Learmonth a dalsi, 2007). Prvni kloubni nahrada z anorganického materialu byla pouzita v roce
1925 americkym chirurgem Mariem Smith-Petersenem a byla vyrobena ze skla. Operace byla
sice uspésna, jelikoz sklo je biokompatibilni material, ale v dusledku jeho pfilisné kichkosti
nedokazalo odolat silam, které na néj pisobily, a roztfistilo se (Hernigou, 2014). Od roku 1953
zacCal byt bézné vyuzivan britskym chirurgem Georgem McKee model protézy kov-kov
ze slitiny chromu a kobaltu. U pacientt s Gplnou nahradou kyéle nebo kolene jsou vsak casto
pozorovany komplikace pfijeti implantatu a nasledného zotaveni, zplisobené alergickymi
reakcemi na pouzité protetické materialy, obzvlasté na mikrocéstice z nich uvoliiované.

V bézném organickém kloubu je mezi dvéma kostmi chrupavka, ktera je pohybem kloubu
obrusovana, ale diky své regenerativni schopnosti dokaze toto poSkozeni opravovat a mrtvé
burniky jsou rozeznany imunitnim systémem a bez obtizi odbourdny. U kovové nahrady vSak
zadna chrupavka v misté ohybu neni, a ackoliv je protéza navrzena tak, aby bylo tieni
minimalni, nevyhnutelné dochéazi k obruSovani materidlu. Uvolnéné Castice nabyvaji iontové
povahy a vyvolavaji pak imunopatologickou reakci IV. typu, projevujici se jako otoky,
koptivka, ekzém a osteomyelitida, vedouci k uvolnéni implantatu z kosti a nutné reoperaci
(Hunt, 2016).

Nejcastéjsimi kovovymi alergeny jsou nikl, kobalt a chrom (Thomas a dalsi, 2015),
Z nichz pravé dva posledni zminéné tvoti slitinu kovové nahrady. U pacientt s celokovovou
chrom-kobaltovou kloubni nahradou koncentrace kovovych iontd Vv okolni tkani dosahuji
az padesatinasobku (kobalt) a stonasobku (chrom) povolenych fyziologickych limitd
(Lhotka a dalsi, 2003). Vyvoj novych materiali, které by pfedstavovaly mensi zatéz
pro organismus, je proto velmi aktualni.

V dnesni dobé se vedle kovové nahrady pouziva také polyethylenova a keramicka, ale obé
nahrady jsou minoritn€ zastoupeny — prvni, ptestoZze velmi levnd, je neoblibena v disledku
nepiijemnych nasledkii reakce imunitniho systému na silné¢ imunogenni ¢astice, uvoliiované

pfi odirani materialu, druha z diivodu vysoké ceny.
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V soucasné dobé se vyvoj zameiuje, spise nez na zdokonaleni konstrukéniho materialu
samotného, na zlepSeni vlastnosti materidlt aplikaci povrchovych tprav, vyuzivajici

napf. nanotrubice ¢i stiibro.

2.2. Testovani novych biomateriala

Nové biomaterialy musi spliiovat piisna kritéria, aby bylo mozné je vyuzit pti konstrukci
ortopedickych nahrad. V prvé fadé musi mit dostatecnou mechanickou odolnost, tedy pevnost
a kiehkost. Ztéchto duvodi neni vhodnym materidlem sklo, ackoliv z hlediska
biokompatibility je vhodné, jak zjistil jiz na pocatku 20. stoleti Marius Smith-Petersen
(Hernigou, 2014). Mechanickd odolnost je také velmi vyznamna U povrchovych tuprav
materiald, jelikoz pfi operaci snadno dochdzi k poSkozeni Gpravy. Zaroven vSak Gprava nesmi
branit integraci implantdtu do kosti a spojeni cementem. Spliiuje-1i material ¢i povrchova
uprava tento zakladni predpoklad, pfistupuje se k testovani cytotoxicity, antimikrobnich
vlastnosti a imunoreaktivity. Vzhledem Kk oblibenosti a rozsahu vyuziti jiz zavedenych
materiald pro vyrobu ortopedickych nahrad se soucasny vyvoj zamétuje spiSe na povrchové

upravy téchto materialdi.

2.3. Testovani cytotoxicity

Test cytotoxicity je zpravidla provadén jako prvni, jelikoz je rychly, levny a citlivy.
Teprve poté, co je biomaterial klasifikovan jako netoxicky, pfistupuje se k dalsim testim.
Test cytotoxicity je standardizovan normou ISO 10993 a memorandem FDA #G95-1.
Je provadén na bun&tné linii mysich fibroblastli a spocivd ve vystaveni bun¢k biomateridlu
pfimym kontaktem a v podobé extraktu. Butiky jsou velmi citlivé a cytotoxické Gcinky jsou
pozorovany v podobé morfologickych zmén, vakuolizace a odlouceni od povrchu. Pii testovani
povrchovych uprav na bazi nanocastic stiibra se ukdzala jako velmi vhodna buné¢na linie

BALB/c 3T3, ktera je fadoveé 1 000x citlivéjsi nez Zivocisné modely in vivo (Zou a dalsi, 2014).

2.4. Testovani antimikrobnich vlastnosti

Bakterie maji tendenci rast spiSe nez volné v roztoku na pevném povrchu v podobé
biofilmu. To jim také umozniuje uniknout pozornosti imunitniho systému a u¢innému piisobeni
antibiotik. Adhese bakterii na povrch probiha ve dvou fazich, kdy prvni je charakteristicka

nahodnym  pfichycenim bakterie na povrchu v disledku Brownova pohybu,



van der Waalsovych sil a elektrostatickych interakci. Ve druhé fazi se jiz ptichycena bakterie
pevné spojuje s materidlem pomoci molekuldrnich interakci glykokalix a fimbrii
(Campoccia a dalsi, 2012). Vzhledem k povaze spojeni ve druhé fazi je vhodné&jSim piistupem
snaha zamezit adhezi bakterie v prvni fazi pouzitim anti-adhezivnich polymert ¢i nékterych
proteini, napt. albuminu, ktery navazanim na povrch materialu dokéze zménit jeho hydrofobni
vlastnosti (Hogt a dalsi, 1985). Ve vodném roztoku nesou bakterie zpravidla negativni naboj,
navozeni stejného néboje na povrchu materialu tedy zpiisobi elektrostatické odpuzovani.

Povrchova uprava mize mit také pfimé baktericidni ucinky. K tomuto se ¢asto uzivaji
nanocastice stfibra. Stiibrné kationty v roztoku biochemicky interferuji s bunéénou sténou
bakterii a ovliviiuji jeji permeabilitu, bunécny metabolismus a vyvoldvaji tvorbu reaktivnich
forem kysliku (Chernousova a dalsi, 2013). Dosud vSak nebyly zcela zodpovézeny otazky
ohledné cytotoxicity stfibrnych ionth pro lidské tcélo. Dlouhodobd absorpce stfibra
ve zvysenych koncentracich vede k viditelnym zménam, zpisobenym ukladanim selenidu
stiibrného v pokozce a sulfidu stfibrného v oCich. Zasazend mista vykazuji modroSedé
zabarveni, ale tyto zmény nejsou Zivotu nebezpeéné a nezplsobuji posSkozeni tkéni
(Drake a dalsi, 2005). Vzacné muze stiibro vyvolavat alergické reakce u jedincti s vrozenymi
dispozicemi (Lansdown, 2010).

V soucasné dob¢ neexistuje standardizovand metoda testovani antimikrobnich ucinkt
materialu, kterd by dosahovala kyZené ptesnosti a reprodukovatelnosti. Hlavnim pfedmétem
kritiky je rozpor mezi statickym prostiedim in vitro testovani a dynamickym, fluidnim

a nestalym prostiedim in vivo (Stoodley a dalsi, 2013).



2.5. Testovani imunoreaktivity

2.5.1. Pravni regulace testovani na zviratech

Podle nafizeni parlamentu Evropské Unie a Evropské rady o registraci, hodnoceni,
povolovani a omezovani chemickych latek museji byt veskeré chemikalie dovazené
do Evropské unie nebo v ni produkované otestovany, zda nenesou rizika pro zdravi ¢lovéka
(Naftizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1907/2006). Stejné testovani, jaké se uziva pro tyto
chemikalie, je nezbytné také pfi vyrobé biokompatibilnich materiald, pfedev§im v ortopedické
protetice.

Az do nedavna se pro testovani pouzivaly klasické zivo¢i$né laboratorni modely in vivo,
pievazné laboratorni mysi (Mus musculus domesticus), laboratorni potkani (Rattus norvegicus),
laboratorni kralici (Oryctolagus cuniculus) a laboratorni morcata (Cavia aperea). V roce 2009
vSak veslo v platnost natizeni parlamentu Evropské Unie a Evropské rady o kosmetickych
ptipravcich (Natizeni Evropského parlamentu a Rady ¢. 1223/2009), jez zakazuje mimo jiné
nejen jakékoli uzivani zvirat pro testovani kosmetickych ptipravkd, latek v nich uzitych a jejich
smési, a to i v ptipad¢, Ze pro jejich testovani neni znama alternativa, ale také import jakéhokoli
ptipravku, latky ¢i smési, pii jejiz vyrobé ¢i testovani byly testy na zvifatech vyuzity.

Timto nafizenim doSlo k zdsadnimu omezeni mozZnosti testovani na zvitatech
na pouze vyjimecéné ptipady, pfevazné z oblasti mediciny. To vedlo k obraceni vétsi pozornosti
k alternativnim zpasobum testovani. K tomuto vyzkumu se tak dostaly nejen finance
ze zdravotnictvi, ale také ze soukromého sektoru kosmetickych firem, coz vede k rozvoji tohoto
odvétvi védy. Odpovédi na otazku, jak nahradit dosud pouZzivané Zivo¢isné modely in vivo,

je v soucasné dob¢ vyuziti bunéénych linii.

2.5.2. Maximaliza¢ni test na morcatech (GPMT)

Maximaliza¢ni test na morcatech (Guinea Pig Maximization Test, GPMT) byval
nejpouzivanéj§i metodou pro testovani drazdivosti latek, dokud nebyl roku 1992 nahrazen
testem Local Lymph Node Assay (LLNA). Testovacim organismem je laboratorni morce
(Cavia aperea). Pouzivaji se dosp€la morcata obou pohlavi v po¢tu minimalné 10 testovacich
a 10 kontrolnich zvifat.

Test probihd po dobu tfi tydnti ve dvou fazich. V prvni fazi, tzv. indukei, jsou zviteti
podavany dvé sady intradermalnich injekci po tiech (jedna sada na kazdé strané zad) v objemu
100 pl, a to: Freundovo kompletni adjuvans (FCA), alergen ve vhodném vehikulu a smés

alergenu ve vhodném vehikulu s FCA. O tyden pozd¢ji se misto injekci zbavi srsti a obvazem
5



se zde pfipevni filtrani papir napustény alergenem v adjuvans. Po dalSich dvou tydnech jsou
boky zvifete zbaveny srsti a provede se druha faze, tzv. provokace (challenge). Na jeden bok
je nanesena testovana latka v platku ¢i komdrce, na druhy vehikulum a oboji je pfichyceno
pomoci obvazu po dobu 24 hodin a poté je odstranéno. Po 21 hodinach po odstranéni latky
je misto provokace oc€isténo a po dalSich 3 hodinach (tedy celkem po 48 hodinach) je poprvé
vyhodnocena kozni reakce pomoci Stupnice Magnussona/Kligmana (Tabulka 1) pro hodnoceni
vyvolanych patologickych reakci. O 24 hodin pozdéji je provedeno druhé hodnoceni (tedy
po 72 hodinach). V ptipad¢ nejasného vysledku reakce se provadi histologicky rozbor tkané.
Test je povazovan za pozitivni, pokud alespon 30% testovanych zvifat vykazuje
pozorovatelny projev alergické reakce. Po ukonceni testovani jsou zacastnéna zvitrata utracena

(OECD Test Guideline No. 406).

Tabulka 1 — Stupnice Magnussona/Kligmana pro hodnoceni vyvolanych patologickych reakci

Hodnota intenzity reakce Projev
0 Bez pozorovatelné zmény
1 Slabé zarudnuti kiize ve skvrnach
2 Vyrazné jednolité zarudnuti klize
3 Intenzivni zarudnuti a zduteni ktize

2.5.3. Test lokalnich lymfatickych uzlin (LLNA)

Test lokalnich lymfatickych uzlin (Local Lymph Node Assay, LLNA) popsany
v roce 1992 je druhym z pouzivanych zpiisobil testovani imunoreaktivity materiald pomoci
zivocisnych modeld in vivo. Metoda spociva ve vystaveni téla alergenu, vyvolani bunécné
imunitni reakce a nasledného hodnoceni zmnoZeni T-lymfocyt v lymfatickych uzlinach.

Testovacim organismem je zde laboratorni mys (Mus musculus domesticus), pouZzivaji se
samice 8—12 tydnu staré. Testuji se vzdy alesponi 3 koncentrace testované latky, dale pozitivni
a negativni kontrola. Pozitivni kontrolou byva dinitrochlorbenzen ¢i 2-benzylidenoktanal,
negativni kontrolou je pak olivovy olej ¢i aceton. Kazda kontrola a latkova koncentrace
je testovana na alespon 4 zvitatech.

V prvni fazi je mySim na dorzalni stranu obou usi aplikovdno 25 ul testované latky
ve vhodném vehikulu nebo piislusné kontrolni latky. Toto se opakuje celkem tiikrat
po 24 hodinach. Po dalSich 72 hodinach je mys$im ocasni zilou aplikovano do krve predepsané
mnozstvi radionuklidu ve fyziologickém roztoku ¢&i fosfatovém pufru. PouZivanymi

radionuklidy jsou [*H]thymidin nebo [**°I]deoxyuridin. O pét hodin pozd&ji jsou mysi
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usmrceny a jsou vyjmuty jejich aurikularni lymfatické uzliny. Z téchto jsou pfipraveny bunécné
suspenze a je stanovena bunécna proliferace podle inkorporované radioaktivity.

Vysledkem je index stimulace (stimulation index, SI) jako podil primérné inkorporované
radioaktivity zkoumané skupiny a primérné inkorporované radioaktivity negativni kontroly.

Za pozitivni je povazovana hodnota SI 3 a vyss§i (OECD Test Guideline No. 429).

2.5.4. Testovani imunoreaktivity s vyuzitim bunéénych linii

Oba pouzivané testy na zvifatech tedy nejen zpisobuji zvifeti nepfijemné alergické
reakce, ale nakonec vzdy konc¢i jeho utracenim. To v poslednich letech vedlo k hledani
alternativy v testovani na bunécnych kulturach. Nejvhodnéjsi bunéénou kulturou pro tyto testy
se zda byt bunééna kultura MUTZ-3, odvozena od bungk lidské akutni myelomonocytické
leukémie.

Tato bunécénd kultura je citlivd na cytokiny, vyvolavajici diferenciaci na nezralé
dendritické bunky, jako naptiklad interleukin IL-4 ¢i GM-CSF (Granulocyte-Macrophage
Colony Stimulating Factor, Faktor stimulujici granulocyt-makrofagové kolonie). Takto vzniklé
nezralé dendritické buiiky pak po aktivaci zanétlivymi cytokiny, jako napfiklad
interleukin IL-1f ¢i TNF-o (Tumor Necrosis Factor Alpha, Faktor nadorové nekrozy alfa),
dozravaji ve zralé dendritické bunky.

Schopnost diferencovat na dendritické buiky ma vice bunéCnych linii odvozenych
od bunék lidské myeloidni leukémie, ale na rozdil od bunééné linie MUTZ-3 vykazuji slabsi
odezvu na cytokinové koktejly, které maji diferenciaci vyvolat. Pro vyvolani diferenciace také
casto vyzaduji dal$i nitrobunééné signalni mechanismy.

Nasledujici kapitoly obsahuji kratké shrnuti imunitnich principu, které vedly ke zvoleni
dendritickych  buné¢k jako in vitro modelu pro kompletni imunitni odezvu
(Nelissen a dalsi, 2009).



2.6. Alergické reakce spojené s ortopedickymi implantaty

2.6.1. Imunitni reakce V. typu

Konkrétnim projevem imunitni reakce na kovové ionty, uvoliované z kloubni néhrady,
je kontaktni alergicka dermatitida (allergic contact dermatitis, ACD). Navzdory nejnovéjsim
poznatkim o ucasti eozinofil (Teixeira a dalsi, 2001), které jsou charakteristické spise
pro reakci I. typu, hraji v reakci IV. typu kli¢ovou roli makrofagy, Thi-lymfocyty, Tc-lymfocyty
a pfedevsim dendritické buiiky.

ACD je typickym projevem imunoreaktivity materialti, pfichazejicich do kontaktu
s tkani, pfedevsim s kiizi. Je zptisobena imunitni reakci V. typu, tzv. opozdénou imunitni reakci
(delayed time hypersensitivity, DTH), coz je odvozeno od faktu, Ze projevy alergické reakce
jsou patrné az po 12-48 hodinach. Reakce je zpravidla lokalni, ackoliv mize dojit k jejimu
rozsifeni obéhovym systémem.

Oddaleni projevu DTH je zpisobeno pfedev§im mnoZzstvim jednotlivych komponentl
imunitniho systému na ni se podilejicich a také nezbytnou migraci Th-lymfocyti (CD4+)
a dendritickych bunék. Pti prvni expozici dochazi k infiltraci tkan¢ hapténem, ktery se navazuje
na tkanovy protein, a tak utvari kompletni imunogen. Tento imunogen je pohlcen antigen
prezentujici bunikou a uvnitf ni navazan na hlavni histokompatibilni komplex t¥idy II
(major histocompatibility complex class I, MHC 11) (Janeway, 2001), pomoci né¢hoZz je pak
prezentovan na povrchu buiiky Thi-lymfocytim. Tyto lymfocyty rozeznavaji MHC II pomoci
T-bunikovych receptort (T-cell receptors, TCR), dochazi k jejich aktivaci a proliferaci. Pii dalsi
expozici ptichazi do kontaktu s imunogenem na MHC Il antigen prezentujici buriky jiz zralé
Thi-lymfocyty a po aktivaci produkuji cytokiny predevsim interleukin-2 (IL-2) a interferon-y
(IFN-y), které vyvolaji migraci makrofagi a T-lymfocytd do mista infekce a vyvolaji vlastni
zanét.

Zaroven s tim antigen prezentujici bunky aktivuji také Tc-lymfocyty, které jsou pak
ve snaze odstranit buniky, prezentujici se cizim antigenem, odpovédné za poSkozeni tkané.

Charakteristickym ptikladem DTH je tuberkulinova reakce, dale naptiklad roztrousena

skler6za nebo vySe zminéna kontaktni alergicka dermatitida.



2.6.2. Dendritické bunky

Dendritické buniky (DC) jsou nepostradatelnym prvkem imunitniho systému
a v imunopatologické reakci IV. typu hraji klic¢ovou roli jako jedny z antigen prezentujicich
bun¢k a producenti cytokini a jinych mediatori alergické reakce. Bézné se vyskytuji
ve veskeré tkani téla s vyjimkou mozku, rohovky a varlat, piedev$im se vSak nachazeji
v epitelech (poprvé byly pozorovany Paulem Langerhansem vV pokozce, odtud nazev
Langerhansovy buiiky), lymfatickych uzlinach a brzliku. Jejich vSudypfitomnost je nezbytna
pro vykonavani jejich funkce, jiz je prezentace antigenii T-lymfocytim a jejich regulace
a indukce a udrZzovani imunitni tolerance a imunitni paméti.

DC se ve tkanich vyskytuji zpravidla v nezralém stadiu. Nezralé DC zabezpecuji imunitni
toleranci — fagocyt6zou pohlcuji odumielé télni bunky a molekuly volné se vyskytujici
vV mezibunécné tekuting, rozeznavaji je a pomoci MHC I je prezentuji okolnim T-lymfocytim.
Ty je rozeznavaji jako télu vlastni a bud’ na dany antigen nereaguji, anebo se dokonce méni
na regula¢ni T-lymfocyty (Trlymfocyty), které aktivné tlumi imunitni odpovéd’ viéi danému
antigenu, coz brani patologickym autoimunitnim reakcim. Nezralé DC také migruji do brzliku,
kde endogenni antigeny prezentuji maturujicim T-lymfocytim, které jsou pak v zavislosti
na své reakci na tyto antigeny selektovany.

Nezralé DC pohlcuji nejen endogenni antigeny, ale vSechny antigeny ve svém okoli.
K rozpoznani exogennich antigenti slouzi TLR (Toll-like receptory), jimz je vénovana
nasledujici kapitola.

Zrala DC néasledné¢ migruje do lymfatickych uzlin, kde se setkdva s naivnimi
T-lymfocyty. Th-lymfocyty jsou aktivovany antigenem prezentovanym na MHC II,
Tc-lymfocyty jsou aktivovany prezentaci antigenu na MHC 1. Proces oznafovany jako
cross-priming umoziuje DC navazat na MHC I antigen exogenniho pivodu. Nestandardni typ
prezentace antigenu probiha pomoci molekuly CD1, coz je zaroven povrchovy marker DC
(Sediva a dalsi, 2002).



2.6.3. Toll-like receptory

Toll-like receptory (TLR) jsou kritickou soucasti vrozené imunity, hrajice kli¢ovou roli
V rozpoznani endogennich i exogennich antigent. Jejich nazev vychazi z funkéni podobnosti
s Toll proteinem Drosophily, jehoz funkci je rozpoznavani infekce.

Exogennimi ligandy TLR jsou evolucné velmi konzervativni strukturni motivy zvané
PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns, Molekularni vzory spojené s patogeny),
zahrnujici lipopolysacharidy, peptidoglykany, lipopeptidy, flagelin, bakterialni DNA a virovou
ssSRNA. Endogennimi ligandy TLR jsou DAMPs (Damage-associated Molecular Patterns,
Molekularni vzory spojené s poskozenim), coz jsou molekuly, uvoliiované nekrotizujicimi
a umirajicimi bunikami. Zahrnuji heat-shock proteiny (HSP 60, HSP 70, Gp96), amphoterin
(HMGB1) a proteinové fragmenty =z extracelularni matrix (napi. fragmenty kyseliny
hyaluronové).

TLR po navazani ligandu spousti signalni drahy, vedouci K produkci zanétlivych
hormoni, a to po dvou drahach. Prvni draha je zavisla na MyD88 (Myeloid Differentiation
Primary Response Protein 88) a vyvolava produkci zanétlivych cytokind, druhd draha
je MyD88 independentni a vede k stimulaci IFN- a dozravani dendritickych bunék.

Nasledujici tabulka shrnuje TLR receptory (Tabulka 2), jejich ligandy a ptivodce téchto

ligandi a stimulovany produkt (Invivogen, 2012).
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Tabulka 2 - Prehled lidskych TLR receptort, ligandd, jejich ptivodct a produktt stimulace

TLR
TLR1

TLR2
TLR3
TLR4

TLR5

TLR6
TLRY
TLRS8
TLR9

TLR10

(upraveno podle http://www.invivogen.com/review-tlr)

PAMP
lipoproteiny

lipoproteiny
dsRNA

lipopolysacharidy

flagelin

lipoproteiny
SSRNA
SSRNA

nemethylované

CpG motivy DNA

neznameé

Puvodce PAMP

bakterie

bakterie
viry
gram-negativni

bakterie

gram-negativni
bakterie
mykobakterie
viry

Viry

Bakterie, viry

neznamé

* IFN-1 — interferon 1; CK — zanétlivé cytokiny
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DAMP

heatshock proteiny,
HMGBL1, proteoglykany
stejné jako TLR1
MRNA, tRNA
heatshock proteiny,
HMGBL1, proteoglykany,
fragmenty kyseliny
hyaluronové, fibronektin

zadné

stejné jako TLR1
sSRNA
sSRNA

Komplex chromatin-1gG

neznameé

Produkce
CK

CK
CK, IFN-1
CK, IFN-1

CK

CK

CK, IFN-1
CK, IFN-1
CK, IFN-1

CK



2.6.4. Chemokiny

Po rozpoznani ciziho antigenu antigen-prezentujici buiitkou dochazi mimo jinych soucasti
imunitni reakce také k expresi cytokint, jez signalizuji ostatnim bunkam imunitniho systému
ptitomnost ciziho antigenu. Jednou ze skupin cytokint jsou chemokiny. Jsou to proteiny
0 molekulové hmotnosti 8—15 kDa, které maji schopnost chemotakticky ptisobit na bunky
imunitniho systému, tedy stimuluji bunky k migraci do jinych ¢asti tkané ¢i téla. Chemokiny
jsou sekretovany nejen bunikami imunitniho systému, ale i bunkami riznych tkani, a mohou
pasobit jak autokrinné (na bunku, kterd je sekretuje), tak 1 parakrinné (na okolni buiky)
a endokrinné (diky transportu cévnim systémem pusobi na jiné tkan¢ téla).

V soucasnosti zname pies 40 chemokint. Rozd¢lujeme je do 4 tiéid podle pocétu a pozice
cysteinovych zbytkil na N-konci molekuly. Tyto cysteinové zbytky pak vytvareji disulfidické
vazby sdalsimi cysteiny v molekule, ¢imz ur€uji terciérni strukturu celého proteinu.
Chemokinové tiidy jsou nasledujici: CXC chemokiny (a-chemokiny), CC chemokiny
(B-chemokiny), C chemokiny (y-chemokiny) a CX3C chemokiny (3-chemokiny).

Chemokiny jednotlivych tfid preferuji vazbu na jednu ze ctyf tfid chemokinovych
receptord (Obrazek 1). Chemokinové receptory jsou skupinou receptord, asociovanou
s trimernimi  G-proteiny. Jsou podobné receptorim pro PAF (platelet activating factor)
a nékterym neurotransmiterovym receptorim (Murphy, 1996). Chemokinové receptory jsou
nejvice exprimovany leukocyty, ale byly objeveny také u epitelovych a endotelovych bunék,

a také u bun¢k svalovych (Savinov a dalsi, 2003).

C chemokines CC chemokines CXC chemokines CX3C chemokines
| | | | | —CXo~/ | C[,XXXL |
: & /([:\ / 3 ./C‘. 4

AN ~Ahl
GPCRs: XCR1 GPCRs: CCR1-11 GPCRs: CXCR1-6 GPCRs: CX;CR1

Obrazek 1 — Tridy chemokinti a odpovidajici preferované ttidy chemokinovych receptorti
(upraveno z http://www.nature.com/nrm/journal/v5/n12/images/nrm1529-i3.jpg)

Prakticka Cast této prace se zamétfuje na 4 chemokiny: ze skupiny a-chemokini je to
chemokin CXCLS8 (interleukin-8; IL-8) a ze skupiny B-chemokinti jsou to chemokiny CCL3
(macrophage inflamatory protein a; MIP-1a), CCL3L1 a CCL4 (prekurzory macrophage

inflamatory protein f3).
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Interleukin 8 (IL-8) muze byt produkovan vSemi bunikami, které exprimuji TLR.
Monomer IL-8 je 72 aminokyselin dlouhy protein tvofeny flexibilnim N-koncem,
ktery je disulfidickymi mustky ukotveny na hlavni doménu proteinu, sloZzenou ze tii
B-skladanych listi a jedné a-helix. Rentgenovd krystalografie ukazuje, ze se tyto
monomery spojuji v dimery. IL-8 je vazéan vice receptory, nejsilnéjsi vazbu vSak vykazuji
CXCR1 a CXCR2. IL-8 pisobi jako atraktor neutrofild — po jeho sekreci do tkan€é dochézi
k mohutné chemotaxi neutrofild a jejich hromadéni v misté sekrece. Nepusobi vsak
na lymfocyty, bazofily, eozinofily ani monocyty (Baggiolini a dalsi, 1992).

Macrophage inflammatory proteins (MIP) je skupina malych proteinti (8-10 kDa),
které vykazuji velkou podobnost ve struktufe stejné jako sekreci a funkci. MIP-1a a MIP-1
jsou dokonce syntetizovany jako spoleény prekurzor, ktery je az odstépenim signalnich
hydrofobnich peptidit pomoci protedz upraven do podoby jedné ze dvou zralych variant
(o nebo B). Ostatni MIP, mezi nimi také CCL3L1, nebyly dosud charakterizovany po strukturni
strance. MIP jsou produkovany takika vSemi buiitkami podilejicimi se na imunitni odpovédi,
mezi nimi vSak predev§im makrofdgy a dendritickymi buiikami. MIP jsou klicové
pro chemotaxi T-lymfocytti do mista zanétu, a také hraji dlezitou roli v migraci dendritickych
bunék, monocyti a NK (natural killer) bunék. Chemotaktické ti¢inky na neutrofily a eozinofily
jsou vyrazné¢ mensi, omezujici se pouze na urcité subpopulace. Mimo chemotaxi se MIP
podileji i na modulaci diferenciace Th-lymfocytl, a proto jsou vyznamné pii vyvoji zanétlivych

onemocnéni, astmatu, roztrousené sklerdzy i hojeni ran (Mauer a dalsi, 2004).
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2.7. Studium genové exprese

Genova exprese je proces, v prib&hu kterého je genetickd informace ulozend v genu
(DNA) ptevedena do struktury proteinu nebo do jiné funkéni molekuly, jako napi. rRNA
(Obrazek 2). Proces sestava ztranskripce, post-transkripénich tprav, translace
a posttransla¢nich uprav vzniklého proteinu. V praxi vyuzivame studium genové exprese
K uréeni aktivnich (pravé transkribovanych) gent, na zakladé ¢ehoz mizeme vyvozovat zavéry

0 aktivitach uvnitf buiiky.

@
02000 " O
Protein

JQJ O Aminokyseliny o

\ ATP  ADP \nNA vaz :
’\ Vs ammo;ys:llny fq

tRNA —;& —a 9 f
Rostouci poly-

o peptidovy

tRNA s amino- Tetézec

kyselinou se

Cytoplasma

Obrazek 2 — Schéma pribehu genové exprese

(ptevzato z http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/hypertext/200620/hypertext/GOAAA.htm)

Metody studia genové exprese spocivaji v detekci a kvantifikaci mRNA, transkribované
z cilovych gend. Nejcastéji pouzivanymi metodami jsou hybridizace a PCR. Hybridiza¢ni
metody vyuzivaji spojovani zkoumané mRNA se specifickymi sondami na zakladé
komplementarity bazi. Sondy jsou znaCeny radionuklidem (napft. izotopy fosforu ¢i siry)
nebo fluorescencné. Prikladem hybridiza¢ni metody je Southern blotting. Tato metoda spociva
Vv pienosu a navazani mRNA na celul6zovou ¢i nylonovou membranu a néasledné hybridizaci
se specifickymi sondami. Uspé&snost hybridizace je poté hodnocena v zavislosti na znadeni

sondy radiometricky ¢i fluorometricky.
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PCR metody slouzi ke zmnozeni urcitych tisekit DNA, vymezenych vhodné zvolenymi
primery, za pomoci DNA polymerazy ve vhodném reakénim prostfedi za cyklického stiidani
teplot. Nejbéznéjsi PCR metodou, vyuzivanou ke studiu genové exprese, je RT-gPCR
(PCR v realném Case spojena s reverzni transkripci). Technologii RT-PCR je mozné v realném
Case sledovat mnozstvi vznikajiciho produktu pomoci detekce fluorescenéniho signalu
s vyuzitim specifickych oligonukleotidovych sond nebo interkala¢niho ¢inidla.

V prvnim kroku je mRNA pomoci reverzni transkripce pfepsana do cDNA, ktera je poté
ve druhém kroku kvantifikovana s vyuzitim vhodné zvolenych hybridiza¢nich sond
¢i interkalac¢niho barviva pii qPCR. Tato metoda dokaze rychle a efektivné urcit miru genové
exprese, zpravidla vztazenou vic¢i mife exprese urcitého genu, u n¢hoz mizeme predpokladat
danou miru exprese nezavislou na vné&jSich podminkach, tzv. house-keeping gen
(Vandesompele a dalsi, 2002).

Hybridiza¢ni sondy jsou uméle vytvotené oligonukleotidy o specifické sekvenci,
ktera umoznuje hybridizaci vyhradné do zvolené¢ho tiseku DNA, tedy zpravidla do oblasti
urcitého genu. Sondy jsou znaceny nckolika rliznymi zplsoby, z nichZ asi nejcastéji uzivané
jsou TagMan sondy. Tyto sondy jsou oznaCeny dvéma molekulami: na5°konec
oligonukleotidu je kovalentné navéazan fluorofor a na 3° konec je navazan zhase¢ (quencher).
Pokud je sonda intaktni, dojde pfi excitaci fluoroforu k pohlceni emitovaného svétla zhaseéem
a neni detekovan zadny signdl. Pokud se vSak sonda navadZe na templatové vldkno béhem
hybridiza¢ni faze PCR, dojde pak pii polymeriza¢ni fazi k rozbiti sondy na jednotlivé
nukleotidy, jelikoz Taq polymerdza ma 5‘—>3‘ exonukleazovou aktivitu. Po rozbiti sondy
se fluorofor uvolni z dosahu ptsobeni zhaseCe a pii excitaci je emitované svétlo mozné

detekovat (Obrazek 3).

NASEDNUTI SONDY A PRIMERU
K DENATUROVANE DNA
Fluorochom szoz Emise fluorescence fluorochromu
Zhase¢ Z ci=
Forward je blokovana zhasecem

prime;> sonda

Reverse
primer
Emise fluorescence A
)’

. - - .
<.> Taq polymeraza pii syntéze DNA

b <N svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom
SYNTEZA DNA ;7
4#

Obrazek 3 — Schéma principu funkce hybridiza¢nich sond pii qPCR

(upraveno podle http://labguide.cz/sybergreen/)
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Krom¢ hybridizac¢nich sond lze také vyuzit tzv. interkala¢ni barvivo, napft. barvivo SYBR
Green. Pokud Vv roztoku neni zadna DNA nebo jsou pfitomné pouze jednoietézcové molekuly
DNA, nedochazi kexcitaci barviva. Excitace je mozna az po vmezefeni barviva
do dvouvlaknové DNA a v piipadé jeji denaturace je barvivo opét uvolnéno. Béhem qPCR
s vyuzitim barviva SYBR Green tak mulzeme pozorovat cyklicky narGst a pokles
fluorescen¢niho signalu s rostouci intenzitou (pokud dochazi uspéSné k mnozeni DNA).
Interkala¢ni barvivo nasedd nespecificky na jakoukoli dvoufetézcovou molekulu DNA,
proto musi byt vhodné zvoleny primery, aby nedochazelo ke vzniku nespecifickych produktu.

Jestli dochazi ke vzniku nespecifickych produktl 1ze zjistit pomoci analyzy kiivky tani.
Metoda vyuzivd skutecnosti, ze specificky produkt denaturuje pii charakteristické teploté.
Piiteplot¢ Tm je denaturovano 50% dvoufetézcovych molekul daného produktu).
Postup analyzy kiivky tani spoc¢iva v ochlazeni vzorku na teplotu nizsi, nez je predpokladana
Tm, & poté postupném ohfivani po malych krocich (zpravidla 1 °C), mezi nimiz vzdy probiha
meéteni fluorescence, az na teplotu vyssi nez je piedpokladana Tm, obvykle az na teplotu blizkou
100 °C. S rostouci teplotou, denaturaci rostouctho mnozstvi DNA a tedy se zmenSujicim se
mnozstvim dvojietézcovych molekul s interkalovanym barvivem klesa intenzita fluorescence.
Vysledkem méieni je tedy kiivka zavislosti intenzity fluorescence na teploté, ktera v urcité
oblasti prudce klesa. Druhou derivaci kiivky ziskdme kiivku s vrcholem, ktery odpovida teploté
Tm daného produktu. Pokud vSak vznikaji nespecifické produkty, budou soucasti kiivky i jejich
Tm a vznikne tedy vice vrcholi kiivky (Obrazek 4).

40.0- n 375
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Obrazek 4 — Specificky (vlevo) a nespecificky (vpravo) produkt qPCR
(pfevzato z https://www.idtdna.com/pages/images/default-source/decoded/art9-melt-curves-

figl.png?sfvrsn=0)
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3. Principy pouzitych metod

3.1. Kultivace

Kultivace spociva ve vytvoreni a udrzovani specifickych podminek, vhodnych pro rist
a mnozeni mikroorganismi ¢i bunéénych kultur.

V této praci byla nejprve kultivovana bunééna linie 5637, coz je kultura lidského
karcinomu mocového méchytfe. Bunky této kultury produkuji rtstové faktory, potiebné
pro kultivaci bun¢k linie MUTZ-3. Bunééna linie 5637 je kultivovana v médiu RPML
Toto médium vyuziva hydrogenuhli¢itanovy pufrovaci systém a obsahuje specifickd mnozstvi
20 zékladnich aminokyselin v L-formach, 11 vitamina a dals$i latky jako naptiklad D-glukozu
(Thermo Fisher Scientific, 2015). Déle byly soucasti kultiva¢niho média fetalni bovinni sérum,
které iniciuje deleni bunck, a smés penicilinu a streptomycinu pro piipad bakterialni
kontaminace. B&hem kultivace bylo nutné udrzovat specifické podminky (teplota 37 °C,
5% COg, statické ulozeni kultivaéni lahve).

Po namnozeni bunék do pozadované koncentrace bylo provedeno tzv. pasazovani,
tedy sesbirani bunék, centrifugace, promyti odumielych bunék, vyména média za nové
anasledné opétovné vyseti bunék do nové kultivaéni lahve. Pfi pasazovani bylo odebrano
pouzité médium, do néjz bunky linie 5637 uvolnily rustové faktory (GM-CSF, TNF-a a IL-6).

Kultura bunék MUTZ-3 byla kultivovana v médiu a-MEM (Minimum Essential Medium
Eagle, alpha modification), které obsahovalo pufrovaci systém soli (siran hofe¢naty,
hydrogenuhli¢itan sodny, chlorid draselny a dalsi), 21 aminokyselin, 11 vitamint,
ribonukleosidy, deoxyribonukleosidy a dalsi komponenty jako napf. glukézu a fenolovou
cerven. Kultivatni médium obsahovalo dale fetalni bovinni sérum, smés penicilinu
a streptomycinu, a také sterilni prefiltrované médium z kultivace linie 5637, jehoz soucasti byly

rustové faktory nezbytné pro diferenciaci fenotypu dendritickych bunék.
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3.2. Izolace celkové RNA

Prvnim krokem studia genové exprese je izolace a purifikace celkové RNA
ze zkoumanych bunék. V této praci byl pouzit kit Direct-Zol™ RNA MiniPrep od firmy Zymo
Research Corp. (Irvine, CA, USA), ktery vyuziva metodu izolace nukleové kyseliny
na silikdtové membrané.

Bé&hem postupu dochazi ke smichani vzorku a pufru na bazi ethanolu a poté pieneseni
na membranu centrifugaéni kolony. Po vystaveni nukleovych kyselin ethanolu za optimalniho
pH a koncentrace soli, zajisténych pufrem, dojde k navazani nukleovych kyselin na membranu
centrifuga¢ni kolony. Poté jsou druhym, tzv. promyvacim pufrem, vymyty ostatni biomolekuly.
Nésledné¢ je aplikovana deoxyribonukledza, ktera zajisti degradaci DNA a volné
deoxyribonukleotidy jsou poté vymyty. Nakonec je pomoci deionizované vody piedehiaté
na 95 °C eluovana RNA.

Vzhledem Kk velké nestabilit¢ RNA a vSudypfitomnosti ribonukledz je nutné pracovat
sterilné ve flowboxu a dbat na Cistotu prace. Pro zvySeni stability izolované RNA je vyuzit
inhibitor ribonukleaz Protector RNase Inhibitor (souc¢ast kitu Direct-Zol™ RNA MiniPrep

od firmy Zymo Research Corp., Irving, CA, USA).
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3.3. Reverzni transkripce

Prace s RNA je velmi obtiznad vzhledem k jeji nestabilité, proto je pied dalsi praci
ptepsana do DNA. Takto vytvofena DNA neobsahuje Zadné introny, je tedy 0znacovana jako
kodujici (cDNA).

Reverzni transkripce je enzymatickd reakce, pfi niz dochazi k piepisu genetické
informace z molekuly mRNA do cDNA, coz se déje pomoci enzymu reverzni transkriptazy.
Pro transkripci in vitro bylo v této praci vyuzito anchored-oligo(dT) primert. Tyto primery
nasedaji na poly(A) konec mRNA molekuly, ¢imz se zajisti, Ze reverzni transkripce zacne
od 5° konce mRNA. Anchored-oligo(dT) primery jsou tvofeny 20 deoxythymidiny (dT),
po nichZ nasleduje VN kotva. Ta je tvofena dvéma nukleotidy V a N, kde V je jakykoli jiny
nukleotid nez dT a N je jakykoli nukleotid v¢etné dT (Obrazek 5). Anchored-oligo(dT) primer
je pak tvofen smési vSech dvanacti moznych kombinaci nukleotidi ve VN kotvé. Kotva pomaha
zamezit tzv. DNA slippage, tedy sklouznuti oligo(dT) fetézce po poly(A)konci mRNA
a upevnuje jej v misté prvniho kodonu, ¢imz je zajisténa u¢inngjsi a piesnéjsi syntéza cDNA.

cDNA, pfipravend reverzni transkripci, je poté pouzita jako templat pro gPCR.

ﬂ dGTP, dATP or dCTP

[& any base
Anchored oligo dT
@]v _TTTTTTTITT
mRNA AAAAAAAAAAAAAAAH |

-

Obrazek 5 — Schéma anchored-oligo(dT) primeru
(pfevzato a upraveno z https://tools.thermofisher.com/content/sfs/gallery/high/Anchored-
Oligo-dT.jpg)
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3.4. Kvantitativnhi PCR

K urceni genové exprese byla vyuzita metoda kvantitativni PCR. Tato metoda spociva
ve spojeni klasické PCR s fluorimetrii. Jako pfi bézné PCR dochazi k cyklickym zménam
teploty, které zptisobuji denaturaci DNA, nasednuti primerti a syntézu komplementarniho
vldkna DNA polymerazou. Navic vSak dochézi k hybridizaci TagMan sond do zvolenych
specifickych oblasti. TagMan sondy maji na jednom konci navazany fluorofor a na druhém
zhase¢. Dokud je sonda intaktni, nedochazi k fluorescenci.

Specifické primery jsou zvoleny tak, ze dochazi k amplifikaci pouze urcitych useku
cDNA, odpovidajicich zkoumanym ¢i referen¢nim gentim. Dovniti zmnoZenych Gsekt nasedaji
sondy a pfi polymeracni fazi jsou pak diky exonukledzové aktivité Taq polymerdzy rozbity,
¢imz dojde k uvolnéni fluoroforu od zhéasece a kdyz je pak zkumavka prosvicena excitacnim
svétlem, dojde k emisi zafeni. Intenzita emisniho zafeni je pfimo imérnd mnozstvi zmnozené
cDNA ve zkumavce.

Aby bylo mozné porovnat jednotlivé vzorky mezi sebou, je nutné pouzit referencni gen.
Referen¢ni gen, neboli house-keeping gen, je volen tak, aby jeho aktivita nebyla zavisla
na vn¢jsich podminkach. Referenéni geny mohou byt napt. geny, kddujici enzymy, ucastnici se
bunééného dychani, glykolyzy a jinych dé&jt, nezbytnych pro preziti bunky. V této praci
byl jako referencni gen pro méfeni genové exprese zvolen gen PSMB2, kodujici

beta-4 podjednotku 20S proteazomu.
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4. Cile

Cilem této bakalaiské prace bylo v teoretické Casti shrnout dosavadni zpusoby testovani
imunoreaktivity biokompatibilnich materiali a shrnout poznatky 0 moznosti vyuziti bunééné
linie MUTZ-3 Kk testovani imunoreaktivniho potencialu biokompatibilnich materiat, v kontextu
vyuziti téchto principl pii testovani imunoreaktivity a o roli dendritickych bunék a chemokinii
V imunitni reakei.

Cilem praktické casti byla analyza genové exprese vybranych chemokinii (CXCLS,
CCL3, CCL3L1, CCL4) u bunécné linie dendritickych bunék MUTZ-3, kultivovanych
za vystaveni potencialné imunoreaktivnimu materialu, a to pomoci metod izolace celkové
RNA, reverzni transkripce a kvantitativni PCR. Déle bylo cilem zvolit nejvhodnéjsi podminky
kultivace (dobu kultivace, formu testovaného materialu, stimulaéni latku) a posoudit vhodnost

zvoleného panelu genti pro hodnoceni imunoreaktivity biomateriald.
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5. Material a metodika

5.1. Pouzity material

5.1.1. Biologicky material

Bunécéna linie 5637 ACC-35 od firmy DSMZ (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Jednalo se o buné¢nou kulturu lidského
karcinomu mocového méchyte, ziskanou z karcinomu 67-letého muze pii diagnoze v roce
1974,

Bunécéna linie MUTZ-3 ACC-295 (LOT 20; 14/8/2014) od firmy DSMZ (Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH). Jednalo se
0 bunécnou kulturu lidské akutni myelomonocytické leukémie ziskanou z periferni krve
29-letého muze, trpiciho akutni myelomonocytickou leukémii (AML FAB M4) pii diagnoze
v roce 1993.

5.1.1. Testovany material

Material pro testovani byl ve form¢ kulatych pliskli o priméru 15 mm, coz byly nejvhodné;si

rozméry pro pouziti pii kultivaci bun€k ve 24-jamkov¢ kultivacni desce.
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5.1.2. Kultivace

Pomiicky:

15ml centrifugacni zkumavka (Gama)

50ml centrifugacni zkumavka (Gama)

75cm? kultivaéni lahev (BioTech)

Automatické pipety (Eppendorf)

Biirkerova komurka (Brand)

Kryci skla (P-Lab)

Sterilni filtry (Thermo Fisher Scientific)

Sterilni $picky s filtrem na automatické pipety (Eppendorf)
24-jamkova kultivacni deska (Biotech)

Inkubator CO2 FORMA (Merci)

Mikroskop laboratorni MC 500 B PC/ew (Verkon)

Chemikalie:

DMSO (Sigma-Aldrich)

M¢édium RPMI 1640 500 ml (Life Technologies)
FBS — Fetalni bovinni sérum (Sigma-Aldrich)
P/S — Penicilin/Streptomycin (Sigma-Aldrich)
Sterilni PBS (fosfatovy pufr) (ExBio Olomouc)
Trypsin 2,5% (Thermo Fisher Scientific)

5.1.3. Izolace celkové RNA

Pomiicky:

1,5ml mikrozkumavky (Eppendorf)

1,5ml mikrozkumavky LowBind (Eppendorf)
Automatické pipety (Eppendorf)

Casomira (Eppendorf)

Flowbox (Thermo Fisher Scientific)

Sterilni Spicky s filtrem na automatické pipety (Eppendorf)
Stojan na mikrozkumavky (Merci)

Stolni centrifuga (Sigma Laborzentrifugen)
Stolni minicentrifuga (BioTech)

Termoblok (Eppendorf)
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Chemikalie:
TRIzol® (Thermo Fisher Scientific)
99,8% ethanol (Sigma-Aldrich)
dezinfekce s inhibitorem RNaz RNAse Away (Sigma-Aldrich)
Kit Direct-Zol™ RNA MiniPrep od firmy Zymo Research Corp. (Irvine, CA, USA)
- zahrnuje:  wash pufr
pre-wash pufr
DNaza I (lyofilizovany enzym)
reakéni pufr pro DNazu I (10x)
destilovana voda (DNAse/RNAse-free water)
Protector RNAse Inhibitor

5.1.4. Reverzni transkripce

Pomiicky:

Flowbox (Thermo Fisher Scientific)

1,5ml mikrozkumavky LowBind (Eppendorf)

stojan na mikrozkumavky (Merci)

Chlazeny stojan na 0,2ml mikrozkumavky (Verkon)

0,2ml mikrozkumavky (Eppendorf)

Automatické pipety (Eppendorf)

Sterilni Spicky s filtrem na automatické pipety (Eppendorf)
Stolni minicentrifuga (BioTech)

Termocykler (Eppendorf)

Chemikalie:

Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Germany)
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5.1.5. Kvantitativni PCR

Pomiicky:

Flowbox (Thermo Fisher Scientific)

96-jamkova mikrotitraéni deska (Biotech)

384-jamkova mikrotitracni deska (Biotech)

multikanalova pipeta (Eppendorf)

Automatické pipety (Eppendorf)

Sterilni Spicky s filtrem na automatické pipety (Eppendorf)
Stolni minicentrifuga (BioTech)

termocykler pro gPCR Rotor-Gene Q (Qiagen)
Chemikalie:

PrimeTime qPCR Assay pro lidské geny CCL3, CCL3L1, CCL4 a CXCLS8 (IDT, USA)

destilovana voda (Thermo Fisher Scientific)

5.2. Postup prace

Reverzni
Izolace RNA

transkripce

Obrazek 6 — Schéma postupu prace
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5.3. Kultivace

5.3.1. Kultivace buné¢né linie 5637

Pro kultivaci bunééné linie MUTZ-3 jsou nezbytné riistové faktory, které byly ziskany kultivaci

bunécéné linie 5637.

Priprava kultiva¢niho média
Nejprve bylo pfipraveno kultivaéni médium: 500 ml RPMI média s 10% FBS a 1% P/S vzniklo
doplnénim 50 ml FBS a 5 ml P/S médiem RPMI do 500 ml. Pfipravené médium bylo

prefiltrovano ptes sterilni filtr.

Rozmrazeni bunék

Déle bylo tfeba rozmrazit dodané buiiky linie 5637. V kryozkumavce bylo 2,5 x 10° bungk.
Bunky byly pieneseny do 50ml centrifuga¢ni zkumavky s 10 ml kultivaéniho média,
resuspendovany a centrifugovany (5 minut, 200 RCF a 25 °C). Po odstranéni supernatantu bylo
K peletu pfidano 5 ml kultivaéniho média. Pelet byl resuspendovan a cely objem byl pfenesen

do 75cm? kultivaéni lahve a doplnén do 20 ml p¥idanim 15 ml kultivaéniho média.

Kultivace a pasazovani

Bunkam bylo kazdy den vyménovano médium az po dosaZeni konfluence. Poté bylo médium
odstranéno (ptipadné odebrano pro kultivaci bunék linie MUTZ-3), bunky byly 2x promyty
sterilnim PBS a byl k nim ptidan 1 ml trypsinu po dobu 7 minut, ¢imz byly bunky uvolnény
ze stén kultivaéni lahve. Poté byly bunky pomoci 5 ml kultivacniho média pteneseny
do 50ml centrifugacni zkumavky. Buiky byly spocitany a byla provedena centrifugace
(5 minut, 200 RCF a 25 °C). Po odstranéni supernatantu byly buiiky resuspedovany v ¢erstvém
médiu a pieneseny do nové kultivacni lahve v koncentraci 2,5 X 10° bunék/75cm? v objemu

20 ml.

Odebrani média pro pripravu kondiciovaného média pro buiiky linie MUTZ-3

Po dosaZzeni pozadované koncentrace bunék (2,5 x 10° bunék/75 cm? v celkovém objemu
20 ml) byly buiky kultivovany 3 dny bez vymény média. Tieti den po vyseti bylo médium
odebrano do 50ml centrifugac¢ni zkumavky a zcentrifugovano (10 minut, 200 RCF a 25 °C),
aby byly odstranény odumfelé butiky. Po centrifugaci byl supernatant piefiltrovan ptes sterilni
filtr, pfenesen do Cisté 50ml centrifugacni zkumavky a uskladnén pfti -20 °C.
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ZamraZeni bunék linie 5637

Jakmile bylo médium pro ptipravu kondiciovaného média pro butiky linie MUTZ-3 ptipraveno,
byly bunky linie 5637 opétovné zamrazeny. Buniky byly pasazovany podle postupu vyse
a spocitany. Poté byly centrifugovany (5 minut, 200 RCF a 25 °C). Po odstranéni supernatantu
bylo k peletu pfidano 700 ul kultivaéniho média a cely objem byl ptesunut do kryozkumavky.
Po resuspendovani byla ptidana smés 200 ul FBS a 100 ul DMSO. Kryozkumavka byla
uskladnéna po dobu 2 hodin v -20 °C, poté do druhého dne v -80 °C a dale v tekutém dusiku.

5.3.2. Kultivace bunécné linie MUTZ-3

Kultivaci predchdzela pfiprava kondiciovaného kultivaéniho média. Bylo pfipraveno
500 ml kultivaéniho média nasledujiciho slozeni: 60% médium o-MEM, 20% FBS,
20% médium z kultury bunék linie 5637 a 1% P/S.

RozmrazZeni bunék

Kryozkumavka, obsahujici 6 x 10° bunék/ml, byla opatrné zah¥ata v dlani. Po rozmraZeni
byl obsah pienesen do 15ml centrifuga¢ni zkumavky a bylo pfidano 5 ml kultiva¢niho média.
Bunky byly jemné resuspendovany a poté byla zkumavka centrifugovana po dobu 5 minut
pii 200 RCF a 25 °C. Po odstranéni supernatantu bylo k peletu ptidano 6 ml kultiva¢niho
média. Pelet byl resuspendovan a po 1 ml rozdélen do 6 prostfednich jamek 24-jamkové
kultivaéni desky. Do zbyvajicich jamek bylo napipetovano po 1 ml ¢istého o-MEM.
Pod mikroskopem bylo zkontrolovano, Ze jsou bunky rovnomérné rozprostieny po celém dné

jamky, v piipadé potieby byly rozprostieny pomoci automatické pipety.

Kultivace a pasazovani bunék
Bunky byly kultivovany v inkubatoru pfi teploté 37 °C a koncentraci CO2 5 % po dobu 4 dni,
béhem ¢ehoz doslo ke zdvojndsobeni poctu bunék v jamkach.

Buiiky byly vysety prvniho dne.

Druhého den bylo k1 ml bunétné suspenze v jamkach piidano po 1 ml Cerstvého
kultiva¢niho média a buniky byly dikladné resuspendovany po celych jamkach.

Ctvrtého dne byl z jamek postupné opatrné po 100 pl odebran 1 ml kultivaéniho média,
aby nedochazelo k odpipetovani bun€k, a byl piidan 1 ml Cerstvého kultivaéniho média

a bunécné suspenze byly resuspendovany.
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Patého dne bylo provedeno pasazovani bunék. Bunky byly resuspendovany a pieneseny
do 50ml centrifuga¢ni zkumavky. Pomoci dalSich 500 pl kultivaéniho média byly promyty
jamky, obsahujici buniky a toto médium bylo ptfidano do centrifuga¢ni zkumavky. Buiky byly
spocitany, aby se ovéfila uspéSnost zdvojnasobeni poctu bunék. Bunky byly centrifugovany
po dobu 5 minut pti 200 RCF a 25 °C. Poté byl odstranén supernatant a bylo pfidano tolik
&erstvého kultivaéniho média, aby byla zachovana koncentrace 1 X 108 bun&k/jamku.

Poté byly buiiky znovu vysety na ¢istou 24-jamkovou kultivac¢ni desku tak, aby byly
pouze ve vnitinich jamkach v koncentraci 1 x 10° bunék/jamku v 1 ml kultivaéniho média

a do okolnich bylo opét napipetovano po 1 ml ¢istého a-MEM média.

5.3.3. Piiprava zasobnich roztoku stimulac¢nich latek a extrakti

Stimulacéni latky byly pridavany ke kultivovanym buitkdm v podobé roztoku. Roztok lektinu

byl pfipraven rozpusténim praskového lektinu v kultivaénim médiu za vzniku roztoku

o koncentraci 10 pg/ml. Roztok niklu byl pfipraven rozpusténim praskového bezvodého

hexahydratu siranu nikelnatého v kultiva¢nim médiu za vzniku roztoku o koncentraci 100 uM.
Extrakt testovaného materialu byl pfipraven vlozenim tii tercikti do 4,47 ml kultiva¢niho

média v 50ml kultiva¢ni zkumavce. Zkumavka byla poté ponechana pfes noc na tiepacce

pfi teploté 37 °C.
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5.3.4. Kultivace bunééné linie MUTZ-3 s testovanym materialem

Postup kultivace bunécné linie MUTZ-3 s testovanym materidlem byl shodny s kultivaci této

linie, uvedené v bod¢ 5.3.2. vyse s nasledujicimi upravami:

1. Kazdy test probihal v biologickém duplikatu.

2. Pti testovani extraktu byly bunky po provedeni pasazovani resuspendovany namisto v ¢istém
kultivacnim médiu v 500 pl pfipraveného extraktu o pozadované koncentraci. Poté byly

bunky vysety do jamky kultiva¢ni desky a bylo pfidano 10 pl stimula¢ni latky.

Po uplynuti pozadované doby kultivace byly vzorky v jamkach v celkovém objemu 2 ml

preneseny do 2ml mikrozkumavek a nasledné byla provedena izolace celkové RNA.
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5.4. 1Izolace celkové RNA

Izolace celkové RNA byla provedena pomoci kitu Direct-Zol™ RNA MiniPrep od firmy Zymo
Research Corp. (Irvine, CA, USA).

Pted prvnim pouzitim kitu bylo tfeba pfipravit reakéni pufry a deoxyribonukledzovy mix
(DNazovy mix). Nejprve bylo ke 48 ml koncentratu wash pufru pfidano
192 ml 99,8% cthanolu. Ke 160 ml koncentratu pre-wash pufru bylo piidano
40 ml 99,8% ethanolu. Oba pufry byly dikladné promichany. DNaza | byla dodana
Vv lyofilizované podobg, proto bylo tfeba ji pfed pouzitim rekonstituovat ptidanim
275 pul destilované vody (DNAse/RNAse-free water). Poté byl pfipraven DNéazovy mix
(Tabulka 3).

Tabulka 3 — Piiprava DNazového mixu pro izolaci celkové RNA

rekonstituovana DNaza | 5
10x DNAse | Reaction Buffer 8
DNAse/RNAse-free water 3
Wash Buffer 80
Celkem 96

Kultivované bunky ve 2ml mikrozkumavkach byly zcentrifugovany (4000 RPM, 10 min,
4 °C) a supernatant odstranén. K peletu bylo pfidano 200 ul lyzaéniho cinidla TRIzol,
nasledovala Sminutova inkubace pti pokojové teploté a poté byla zkumavka zvortexovana.
Podalsi centrifugaci (12000 RCF, 1 min) byl supernatant pienesen do Cisté
1,5ml mikrozkumavky s 200 pul 99,8% ethanolu.

Vzorek byl pienesen na centrifugac¢ni kolonu Zymo-Spin Column, vlozenou do elu¢ni
zkumavky. Po centrifugaci (12 000 RCF, 1 min) byla elu¢ni zkumavka vyhozena a nahrazena
novou. Na kolonu bylo naneseno 400 ul wash pufru a byla provedena centrifugace
(12 000 RCF, 1 min). Poté bylo na kolonu naneseno 80 ul DNazového mixu a nasledovala
15minuova inkubace pti pokojové teploté. Po uplynuti inkubacni doby probéhla centrifugace
(12 000 RCF, 1 min) a bylo dvakrat provedeno piedmyti pomoci 400 pul pre-wash pufru.
Dale prob¢hla centrifugace (12 000 RCF, 1 min) a odstranéni eluatu. Po pfedmyti bylo
na kolonu naneseno 700 ul wash pufru, byla provedena centrifugace (12 000 RCF, 1 min)

a eluat byl odstranén. Aby byly z kolony odstranény v§echny nezadouci latky, byla provedena
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jesteé jedna centrifugace po dobu 2 minut pti 12 000 RCF. Poté byla kolona pienesena na ¢istou
Low-Bind zkumavku a bylo na ni naneseno 50 ul destilované vody (DNAse/RNAse-free water)
predehiaté na 95 °C. Nasledovala centrifugace pii 24 000 RCF po dobu 1 minuty, béhem niz
se izolovana RNA eluovala do Low-Bind zkumavky. Pro stabilizaci RNA byl pfidan
1 ul Protector RNAse Inhibitor a RNA byla uskladnéna pii teploté -80 °C.

5.5. Reverzni transkripce

Izolovana celkova RNA byla reverzné transkribovana do cDNA pomoci kitu Transcriptor First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit (Roche) podle ptislusného protokolu s vyuzitim anchored
oligo(dT) primert, které byly soucasti kitu. Vzhledem k nestabilit¢ mRNA bylo nutné pracovat
celou dobu na chladicim podstavci.

Kazda reakce probihala v celkovém objemu 20 pl. Z divodu kompenzace piipadné chyby
pipetovani byly mixy pfipravovany pro vSechny reakce dohromady a poté rozpipetovany
do jednotlivych zkumavek a vSechny vzorky byly transkribovany v triplikatu. Celkem bylo
transkribovano 5 vzorkll najednou, vcetné negativni kontroly tedy probihalo soucasné
16 reakei.

V prvni fazi prace byl pifipraven Template-primer mix smichanim smési primerd
a destilované vody pro PCR (Tabulka 4). Do kazdé 0,2ml PCR mikrozkumavky
bylo napipetovano 8 ul tohoto mixu.

Do kazdé¢ zkumavky byl poté ptfidan vzorek mRNA v objemu 5 pl. Do jedné zkumavky
bylo misto vzorku ptfidano 5 pl destilované vody a tato zkumavka poté slouZila jako negativni
kontrola. VSechny zkumavky byly zcentrifugovany a vlozeny do termocykleru, kde byly
po dobu 10 minut zahtivany na teplotu 65 °C. Poté byly pfesunuty na 5 minut na chladici
podstavec.

V dalsi fazi byl pfipraven RT-mix smichanim reak¢éniho pufru pro reverzni transkripei,
inhibitoru ribonukleaz, smési deoxyribonukleotidi a reverzni transkriptazy (Tabulka 5)
a do kazdé zkumavky bylo napipetovano 7 pl tohoto mixu. VSechny zkumavky byly opét
zcentrifugovany a vlozeny do termocykleru, kde byly po dobu 60 minut zahtivany na teplotu 60
°C. Poté byla na 10 minut teplota zvySena na 85 °C, ¢imz doSlo k inaktivaci reverzni
transkriptazy. Ihned poté byly zkumavky pfesunuty na chladici podstavec.

Jednotlivé triplikaty byly spojeny do jedné 1,5ml mikrozkumavky a plvodni
0,2ml mikrozkumavky byly jesté proplachnuty 20 pl destilované vody, ktera byla poté piidana
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do 1,5ml mikrozkumavky. Kazdy transkribovany

v 1,5ml mikrozkumavce v objemu 80 ul pii teploté -20 °C.

Tabulka 4 — Ptiprava Template primer mixu pro reverzni transkripci

vzorek

tedy byl

ulozen

Template primer mix

Celkovy objem [pl]

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]

smés anchored-oligo(dT) primert

Destilovana voda

16
112

Tabulka 5 — Ptiprava RT mixu pro reverzni transkripci

Reagencie

Transcriptor Reverse  Transcriptase
Reaction Buffer (5x konc.)

Protector RNase Inhibitor (40 U/pl)
Deoxynucleotide Mix (10 mM kazdy)
Transcriptor Reverse Transkriptase (20
U/ul)

RT mix

32

[pl]
4

Objem na 1 reakci

64
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5.6. Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR transkribované ¢cDNA byla provedena na pfistroji Rotor-Gene Q
(Qiagen) podle protokolu pro assays od firmy IDT, vyuZzivajicich TagMan sondy.
Jako referen¢ni (house-keeping) gen byl pouzit gen PSMB2, ktery kdduje beta-4 podjednotku
20S proteazomu.

Reakce probihala v 0,2ml mikrozkumavkach pro PCR. Nejprve byly vSechny reagencie
rozmrazeny, opatrné promichany poklepanim a stoeny na minicentrifuze. Do jednotlivych
0,2ml mikrozkumavek byly postupné pridany ptislusné reagencie (Tabulka 6) a 5 ul cDNA.
Stripy 0,2ml zkumavek byly stoceny a vlozeny do termocykleru, kde probéhla qPCR podle

teplotniho profilu na Obrazku 7 nize.

Tabulka 6 — Soupis reagencii pro ptipravu qPCR

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
destilovana voda 11,55
Master Mix 7,0
IDT assay 1,25
Taq polymeraza 0,2
Celkem 20
95 °C

94 °C 94 °C

—————————————

1
1
1
N
o
X
I
I
I
-

START  fteeeee _—

Obrizek 7 — Schéma teplotniho profilu gPCR. Zlutozelené znacky oznaduji mista méfeni
fluorescence.
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6. Vysledky

6.1. Doba kultivace

Vhodnd doba kultivace bunék s testovanym materidlem byla vybirdna ze tfi raznych,
a to 6 hodin, 12 hodin a 24 hodin. Nejvétsi rozdily mezi kontrolou a stimula¢nimi latkami byly
patrné u vzorkd, kultivovanych po dobu 6 hodin. U vzorkd kultivovanych déle pak rozdily
nebyly patrné (data nejsou ukazana).

Vzhledem k tomu, Ze idealni doba kultivace byla ur¢ena jako 6 hodin, byly pro dalsi

zavery zvoleny pouze vysledky vzorku, kultivovanych po tuto dobu.

6.2. Stimulaéni latka

Pii kultivaci byly k navozeni imunitni reakce pouZity dvé latky: lektin a nikl. Ob¢ latky byly
ke kultivovanym bunkam pfidavany v podob¢ roztoku, ptipraveného rozpusténim praskového
lektinu, respektive praskového siranu nikelnatého, v kultivaénim médiu. Pro srovnani u¢innosti
téchto dvou latek co do schopnosti navodit imunitni reakci byly porovnany vSechny vzorky,
inkubované po dobu 6 hodin, ktera se ukézala jako nejvhodnégjsi, jak jiz bylo zminéno
Vv ptedchozi kapitole.

Lektin ma prokazané alergenni téinky (Ip a dalsi, 2009) a mél nejvétsi vliv na expresi
vybranych genil. Relativni genova exprese bun¢k, stimulovanych lektinem, byla znatelné vyssi
nez relativni genova exprese negativnich kontrol, tedy bunck bez stimulaéni latky
(Obrazky 8-11). To stejné vSak nelze fici o bunikach, stimulovanych niklem, u nichz byly
rozdily oproti negativnim kontroldm velmi malé (Obrazky 8-11).

Rozdily byly dobie patrné u genit CCL3 (Obrazek 8), CCL4 (Obrazek 9) i CXCL8
(Obrazek 11). U genu CCL3L1 nebyl nijak vyrazny nartst relativni genové exprese ani u bunék

stimulovanych lektinem, ani u bun€k stimulovanych niklem (Obrazek 10).
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Obrazek 8 — Vysledky mRNA exprese CCL3 u vzorki stimulovanych lektinem, niklem
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Obriazek 9 — Vysledky mRNA exprese CCL4 u vzorkl stimulovanych lektinem, niklem

a U negativnich kontrol

35



CCL3L1

0.6+
<
zZ °
@
e 0.4+
() [ ]
o
- .. A
= 0 0.079 0'077
\— A
c | |
&
O
@
-0.2 T T T
N O &
&P = N

Obrazek 10 — Vysledky exprese CCL3L1 u vzorkt stimulovanych lektinem, niklem

a U negativnich kontrol

CXCL8

61
<
=
0
S
L 44 A
o
o
X
Q
S 21
2
T
o
o

O | | |

\/Qu

Obrazek 11 — Vysledky exprese CXCLS8 u vzorkl stimulovanych lektinem, niklem

a U negativnich kontrol
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6.3. Vybér formy zkoumaného materialu

Zkoumany material byl testovan v podobé extraktu ve dvou koncentracich: koncentrovany
azfedény 1:1 kultivaénim médiem. Pro srovnani vlivu podoby zkoumaného materialu
na vyslednou relativni expresi mRNA byly zvoleny vzorky, kultivované po dobu 6 hodin.

U genti CCL3 (Obrazek 12), CCL4 (Obrazek 13) a CXCLS8 (Obrazek 15) je relativni
genova exprese mRNA vyssi u vzorkl s koncentrovanym extraktem nez u vzorkl s fedénym
extraktem. U genu CCL3L1 (Obréazek 14) neni pozorovan rozdil mezi obéma koncentracemi
extraktu.

Na zéklad¢ téchto vysledkt byl koncentrovany extrakt zvolen jako vhodnéjsi forma

zkoumaného materialu.
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Obriazek 12 — Vysledky exprese CCL3 u vzorkl s koncentrovanym extraktem
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Obrazek 13 — Vysledky exprese CCL4 u vzorkt s koncentrovanym extraktem

a s fedénym extraktem
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Obrazek 14 — Vysledky exprese CCL3L1 u vzorkt s koncentrovanym extraktem
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Obrazek 15 — Vysledky exprese CXCL8 u vzorkl s koncentrovanym extraktem

a s fedénym extraktem
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6.4. Zkoumané geny

Byly zkoumany 4 geny, kédujici chemokiny: CCL3, CCL4, CCL3L1 a CXCLS.

Gen CCL3L1 vykazoval pouze minimalni rozdil v relativni expresi mRNA
mezi stimulovanymi vzorky a negativnimi kontrolami (Obrazek 18), a proto se nejevi jako
vhodny pro sledovani.

Geny CCL3 (Obrazek 16), CCL4 (Obrazek 17) a CXCL8 (Obrazek 19) vsechny
vykazovaly rozdil v genové expresi mezi stimulovanymi a nestimulovanymi vzorky. Nejvetsi
rozdil byl u genu CXCLS8 (Obrazek 19), ale u tohoto genu byla vysoka standardni odchylka.
U gentt CCL3 a CLLA4 byl sice rozdil mensi, avSak standardni odchylka byla mala (Obrazky 16
alv).

Na zdklad€ srovnani rozdilu v relativni expresi mRNA jednotlivych genii byly vybrany

pro sledovani tti geny, a to CCL3, CCL4 a CXCLS.
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Obrazek 16 — Vysledky exprese CCL3 u vzork kultivovanych 6 hodin, stimulovanych

lektinem a vystavenych koncentrovanému extraktu

CCL4

1.5-
<
prd
x
e
8 1.0+
o
o
X
[¢))
g 0.5+ -
® 012
I = m
e 0.0 7 LT L

S -
& N

Obrazek 17 — Vysledky exprese CCL4 u vzorkl kultivovanych 6 hodin, stimulovanych

lektinem a vystavenych koncentrovanému extraktu
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Obrazek 18 — Vysledky exprese CCL3L1 u vzorkt kultivovanych 6 hodin, stimulovanych

lektinem a vystavenych koncentrovanému extraktu

CXCL8

6-
<
x
= fa
% 44 g ]
3 o 0.76
ot | |
‘T 2- &
2 ¢ H
©
o
%

0 . .

& N

Obrazek 19 — Vysledky exprese CXCLS8 u vzork kultivovanych 6 hodin, stimulovanych

lektinem a vystavenych koncentrovanému extraktu
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7. Diskuze

Pro testovani imunoreaktivity materialli, doneddvna provadéného in vivo na zvifecich
modelech, se hleda alternativni model, ktery by umoznoval testovani in vitro. Jako slibna
se V tomto sméru jevi bunécna linie dendritickych bunék MUTZ-3.

Predmétem této prace bylo zkoumani vyuzitelnosti bunécné linie dendritickych bunék
MUTZ-3 k testovani imunoreaktivniho potencidlu novych materialti pro pouziti v ortopedii.
Pro studium byly na zaklad¢ literatury vybrany geny kodujici chemokiny IL-8, CCL3, CCL3L1
a CCL4 (Schoeters a dalsi, 2006). Byla sledovana mRNA exprese vybranych gent u bunék
bunééné linie MUTZ-3, které byly Kultivovany za rtiznych podminek a v pfitomnosti rtiznych
stimulatort a biomaterialti. Cilem bylo vybrat nejvhodnéjsi podminky kultivace (dobu, formu
testovaného materialu a stimulacni latku) a provést pilotni testovani imunoreaktivniho
materialu.

Nejprve byla zjistovana nejvhodnéjsi doba kultivace. Bylo voleno mezi dobou 6 hodin,
12 hodin a 24 hodin. Rozdily mezi negativnimi kontrolami a stimulovanymi vzorky byly
nejvice patrné po Kultivaci po dobu 6 hodin, jak je vidét na obrazcich v kapitole 6.1. Pti delsi
kultivaci (12 hodin a 24 hodin) rozdily nebyly zaznamenany, a proto jsme v dalSich pokusech
(Nelissen a dalsi, 2009).

Pro kazdé testovani biomateriall je nutné ovérit funkcnost biologického systému pomoci
stimulacnich latek (tzv. pozitivni kontrola). Pfi vybéru stimula¢ni latky byly zvaZovany
dvé latky: siran nikelnaty a lektin. Jiz dfive byl prokazan jak uinek siranu nikelnatého
na stimulaci imunitniho systému (Nelissen a dalsi, 2009), tak imunoreaktivni potencial lektinu
(IP a dalsi, 2009). Lektin se ukazal jako vhodnéjsi stimulant. ProtoZe vSak ocekavame mensi
zmény v genovém profilu u testovanych materiald s imunoreaktivnim ucinkem, bude vhodné
vzdy pouzivat ob¢ pozitivni kontroly — nikl i lektin.

Pfi volbé formy testovaného materialu byly hodnoceny dvé podoby extraktu:
koncentrovany extrakt a extrakt fedény kultivacnim médiem v poméru 1:1. Koncentrovany
extrakt vykazoval vétsi zvySeni genové exprese studovanych geni nez fedény extrakt. Ziedény
extrakt nejspise neobsahuje dostatek volnych Castic, které by aktivovaly Toll-like receptory
dendritickych bun€k, a mensi aktivace téchto receptori pak také vede k mens$i expresi
chemokint. Také testovani cytotoxicity biomaterialu se provadi pfimym kontaktem bunécnych
linii s biomaterialem nebo se k bunécéné linii pfidava extraktem biomaterialu v kultivaénim

médiu (Ciapetti a dalsi, 1998). Nase vysledky naznacuji, Ze pro testovani imunoreaktivniho
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potencidlu je vhodnéjsi pouzit extrakt materilu, a to nejlépe v koncentrované formé. Divodem
je ofekavana nizka imunoreaktivita novych biomaterialt (Johansson a dalsi, 2011).

Prvnim ze zkoumanych gent byl gen pro chemokin CCL3, kodujici MIP-1a. mMRNA
exprese CCL3 byla zvysena Vv ptitomnosti stimulacnich latek.

Také u druhého zkoumaného chemokinového genu CCL4, koédujiciho MIP-18,
byly prokazany zmény v mRNA expresi. | tento gen se jevi jako vhodny kandidatni gen
vyuzitelny k testovani imunoreaktivity materialt.

Tretim zkoumanym genem byl gen kodujici chemokin CCL3L1. Relativni genova
exprese tohoto genu nebyla stimulaci zvySena. Tento gen se tedy nejevi jako vhodny
ke sledovani imunoreaktivity materialu pfi testovani touto metodou.

Poslednim ze ¢ty zkoumanych gent byl gen pro CXCL8, kodujici chemokin I1L-8.
CXCLS8 vykazoval nejvétsi zménu exprese u stimulovanych vzorki ve srovnani s negativnimi
kontrolami. Nase vysledky prokazaly, Ze tento gen je vhodné zatfadit do panelu geni
pro posouzeni imunoreaktivity novych materiald.

V ramci této prace se podafilo Uspésné urcéit nejvhodnéj$i podminky pro kultivaci
buné&éné linie MUTZ-3 pro testovani imunoreaktivity materialu. Podminky Kkultivace
pro zavadénou metodu byly zvoleny nésledujici: kultivacni doba 6 hodin, jako pozitivni
kontrola stimulace lektinem a niklem a testovany material ve formé koncentrovaného extraktu.

Nase pilotni vysledky naznafuji vyuzitelnost bunécné linie dendritickych bunék
pro testovani imunoreaktivity novych biomaterialti. Ukazuje se, ze nebude stacit studovat
expresi malého pocétu gend, ale bude nutné vyuzit Sir§tho panelu gent K prukazu
imunoreaktivniho potencialu materialti. V soucasnosti dokon¢ujeme expresni profilovani TLR
receptord a dalSich gend vrozené imunitni odpovédi, které se jevi jako vhodné k doplnéni
studovaného panelu genii pro potieby testovani imunoreaktivity materiald.

Soucasné prace i nase pilotni vysledky ukazuji, Ze zavedeni in vitro testd imunoreaktivity
nabizi vhodnou alternativu k testim na zvitecich modelech. Bude vSak tfeba dalsi optimalizace

postupt a identifikace gend vhodnych pro tyto testy.
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8. Zavér

V teoretické Casti se tato prace zabyvala biomaterialy pouzivanymi v ortopedii, metodami
testovani imunoreaktivity a imunologickymi principy, souvisejicimi s imunitni reakci
na biokompatibilni materialy.

Naplni praktické casti prace byla optimalizace metody testovani imunoreaktivity
materialll s vyuzitim bunééné linie dendritickych bunék MUTZ-3. V ramci nasi studie byly
uréeny nejvhodnéjsi podminky pro kultivaci této bunééné linie pro testovani imunoreaktivity
materialu, a to kultiva¢ni doba 6 hodin, stimulace lektinem a niklem jako pozitivni kontrola
a aplikace testovaného materiadlu ve form¢ koncentrovaného extraktu.

Ze studovanych geni byly na zakladé zmén v expresi mRNA v pfitomnosti stimula¢nich
latek urceny jako vhodné pro testovani imunoreaktivity materidlti geny kodujici chemokiny
CCL3, CCL4 a CXCLS.

Nase pilotni vysledky nazna€uji vyuzitelnost bunécné linie dendritickych bunék
pro testovani imunoreaktivity novych biomateriali. Testovani imunoreaktivity na této linii
(in vitro) je tedy vhodnou alternativou k testim na zvifecich modelech. Dalsi optimalizace

postuptl a identifikace genti vhodnych pro tyto testy bude predmétem dal§iho studia.
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10. Seznam pouzitych zkratek

GPMT — Guinea Pig Maximization Test

LLNA — Local Lymph Node Assay

FCA — Freund‘s complete adjuvant

IL-4 — interleukin 4

IL-6 — interleukin 6

GM-CSF — granulocyte-macrophage colony stimulating factor
TNF-o — tumor necrosis factor alpha

ACD - allergic contact dermatitis

DTH — delayed time hypersensitivity

MHC — major histocompatibility complex

DC — dendritic cell

TLR — toll-like receptor

PAMP — pathogen-associated molecular patterns

DAMP — damage-associated molecular patterns

IFN-B — interferon

IL-8 — interleukin 8

MIP — macrophage inflammatory protein

RT-gPCR — kvantitativni PCR spojena s reverzni transkripci
gPCR — kvantitativni PCR

dT — deoxythymidin

PSMB2 — gen, kodujici beta-4 podjednotku 20S proteazomu
FBS — fetalni bovinni sérum

P/S — smés antibiotik penicilin a streptomycin

PBS — fosfatovy pufr

DMSO - dimethylsulfoxid

a-MEM — Eagle’s Minimal Medium, alpha modification
DNaéza / DNase — deoxyribonukleaza

RNaza / RNase — ribonukleaza

49



