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Krevni desticky neboli trombocyty jsou bezjaderné bunky tvaru bikonkavnich diskli vznikajici
v kostni dfeni. Sehravaji diilezitou ulohu v procesu primarni zastavy krvaceni. Tvorbou trombu

zaji$t'uji hemostazu a brani krevnim ztratam pii poruseni cévni stény.

K agregaci desti¢ek s monocyty, tzv. PMA (Platelet-monocytes aggregates), mize dojit
n¢kolika zplisoby, ale krevni desticky musi byt aktivované. PMA slouzi jako néstroj k odhaleni
kardiovaskularnich poruch a byva zvySena pii zdnétech, u autoimunitnich onemocnéni a

trombotickych stavil.

Tato diplomové prace je zaméfena na studium vzniku agregati krevnich desticek in vitro.
Studovali jsme piitomnost téchto agregati z krve 14 pacientd rozdélenych rovnomérné mezi
muze (7) a Zeny (7), ve véku od 22 do 42 let. Pacienty jsme dale rozd¢lili podle pohlavi, véku

a BML

Vzorky krve pacientli byly smichany s kyselinou arachidonovou (AA) v riiznych koncentracich
(1, 10, 50, 100, 125, 250, 500 pM) a vysledky byly analyzovany pomoci pritokového
cytometru. JelikoZ je zndmo, Ze AA je aktivatorem krevnich desticek, byl pozorovan vyskyt

PMA v zavislosti na davce.

4-metylkatechol (4-MC) je ptfirozené se vyskytujici katechol s protidestickovou aktivitou. Ve

druhé casti prace jsme zkoumali, zda tato sloucenina ovlivituje tvorbu PMA.



Nase vysledky ukazuji, Ze tvorba PMA je ovlivnéna nejen aktivacnimi latkami (napt. AA), ale
také vn&j§imi faktory, tj. pohlavim, vékem a BMI. Zeny jsou k tvorbé agregat trombocytd
rezistentn&j$i, proto u nich byly naméteny nizsi hodnoty PMA nez u muzi. Vyssi hodnoty PMA
byly naméfeny u pacientl s vys$si hodnotou BMI, coz muze byt zptisobeno tim, Ze nadvaha je

jednim z rizikovych faktort pro vznik zanétu a trombozy v organismu.

Ve vzorcich smichanych s 4-metylkatecholem pred smichdnim s AA byl pocet PMA nizsi. Tyto
vysledky podporuji diive popsany protidestickovy ucinek a predstavuji 4-MC jako zajimavou

slouc¢eninu pro budouci vyzkum.
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Platelets, or thrombocytes, are biconcave disk-shaped cells without a nucleus that originate in
the bone marrow. They play an important role in the process of primary hemostasis. By forming

a thrombus, they ensure hemostasis and prevent blood loss when the vessel wall is broken.

Aggregation of platelets with monocytes, so-called PMA (Platelet-monocytes aggregates), can
occur in several ways, but platelets, have to been activated. PMA serves as a tool to detect
cardiovascular disorders and is increased in inflammation, autoimmune diseases and thrombotic

conditions.

This thesis is focused on the study of the formation of PMA in vitro. We studied the presence
of these species in blood from 14 patients, divided equally between men (7) and women (7),
aged between 22 and 42 years. We further divided the patients according to gender, age and
BMI.

Patient blood samples were treated with arachidonic acid (AA) in different concentrations (1,
10, 50, 100, 125, 250, 500 uM) and results were analysed by means of a flow cytometer. Since

AA is known to be a platelet activator, a dose-dependent incidence of PMA was observed.

4-methylcatechol (4-MC) is a naturally-ocurring catechol with antiplatelet activity. In the

second part of the work, we examined whether this compounds affects the formation of PMA.

Our results show that the formation of PMA is influenced not only by activating agents (such
as AA), but also by external factors, i.e. gender, age and BMI. Women are more rezistent to the
formation of platelet aggregates, which is why lower PMA values were measured in them than
in men. Higher PMA values were measured in patients with a higher BMI value, which may be
due to the fact that excess weight is one of the risk factors for the development of inflammation

and thrombosis in the body.



In samples treated with 4-methylcatechol prior to AA treatment, the number of PMA was lower.
These results support the antiplatelet effect described previously and poses 4-MC as an

interesting compound for future research.
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1 UVOD

Krevni desticky neboli trombocyty maji v organismu plno dulezitych funkci. Hraji klicovou
roli v procesu zastavy krvéaceni, a to tvorbou primdrni hemostatické¢ zatky. Ovliviiuji fadu
dalsich procest, jako jsou zanétlivé stavy (napf. aterosklerdza), a také infekéni choroby typu

malarie.

Monocyty jsou nejvétsi bilé krvinky. Jsou soucdsti nespecifické bunécné imunity a mayji
schopnost fagocytdzy. Hraji dilezitou roli v obran¢ organismu, opravé tkani i procesu

homeostazy. Také se ticastni metabolismu zeleza a destrukce starych erytrocyti.

Aby mohlo k agregaci mezi trombocyty a monocyty viibec dojit, musi se trombocyty né¢jakym
zpusobem aktivovat. Moznosti aktivace je n¢kolik, jednim z nich je proces uvoliovani cytokin
a chemokinil z granul, nebo taky pomoci P-selektinu. Agregace desticek s monocyty (PMA) je
zvysena u velké Skaly autoimunitnich 1 zanétlivych onemocnéni a ukazala se jako klicovy

ukazatel odhaleni nastupu téchto, ale hlavné kardiovaskularnich chorob.

Kyselina arachidonovd (AA) je nenasycend mastna kyselina a dilezitd soucast bunécnych
membran v organismu. Jakozto prekurzor syntézy eikosanoidii je znamé jako aktivator
agregace trombocytii a monocytt, a to diky své schopnosti pfeménit se na tromboxan 2 pomoci

enzymu cykloxygenazy 1.

4-methylkatechol (4-MC) je polyfenolicky substrat odvozeny od kvercetinu. Pfijimame ho
potravou, ale t€lo si ho dokéaze také samo vytvofit prostfednictvim lidského mikrobiomu. Jeho
vliv na krevni desti¢ky neni zcela znam, ale nejcastéji je spojovan s vapnikovymi signalnimi

drahami.

Tato diplomova préace je zaméfena na studium vzniku agregétli krevnich desti¢ek s monocyty
in vitro. Vzorky krve 14 pacientid jsme v riznych koncentracich smichali s aktivatorem a
inhibitorem agregace a na pritokovém cytometru vyhodnocovali vysledky. Pacienty jsme
rozdélili podle pohlavi, véku a BMI. Ve druhé ¢asti jsme pak zjistovali, zda samotny 4-MC ma

néjakou protidestickovou aktivitu, a kterd jeho koncentrace se jevi jako nejlepsi.



2  TEORETICKA CAST
2.1 Trombocyty

Krevni desticky neboli trombocyty jsou malé bezjaderné buiiky tvaru bikonkavniho disku.
Jejich primér se pohybuje okolo 2-4 uM. Sehravaji nezbytnou roli v procesu primarni zastavy
krvaceni. Jsou také nezbytnou slozkou piirozenych obrannych mechanismt hostitele.
Hemostazu (zéastavu krvaceni) zajistuji tim, ze jejich agregaci vznikd trombus (krevni
srazenina). Tim také zabranuji ztratam krve pfi poruSeni cévnich stén. Jejich dalsi funkci je

produkce cytokind, a tim iniciuji a moduluji imunitni odpovéd’.!

Formuji se v kostni dfeni z polyploidni kmenové buiiky tzv. megakaryocytu procesem zvanym
trombopoéza. Jsou druhou nejpocetnéjsi skupinou télisek v lidské krvi. Bézny pocet
trombocytl v 1 pl krve se pohybuje okolo 150450 tisic. Délka zivota, 1épe fe¢eno, schopnost,
kdy dokéazou plnit své funkce, se pohybuje pouze mezi 7 az 10 dny. Pfiblizné dvé tretiny z
celkového poctu trombocytt se nachazi v krevni cirkulaci, zbytek je seskvestrovan ve slezing.
Zvyseny pocet krevnich desticek v krvi oznacujeme pojmem trombocytdza. Ta vede ke zvySeni
srazlivosti krve. Naopak sniZzeny pocet krevnich desticek vkrvi oznacujeme jako
imunoglobulinu a vitaminu Bi2. Trombocytopatii oznacujeme stav, pii kterém funkce

trombocytt selhava, a to z diivodu vnitini poruchy.

2.1.1 Morfologie trombocyti

Pti pozorovani pod elektronovym mikroskopem rozliSujeme nékteré mikrostruktury, jako jsou
granula ¢i denzni téliska, otevieny kanalkovy systém (OKS), mikrotubuly, denzni tubuldrni
systém, mitochondrie a dal3i organely.!

Strukturu trombocytu mizeme rozdélit do 4 oblasti podle funkce a to na: periferni zénu, zénu

sol-gel, zonu organel a membranové systémy. (Obr. 1)

a) Periferni zona

Je sloZend z destickové membrany a submembranové oblasti. Zevni plast’ neboli glykokalyx se
skladd z glykoproteini. Destickovd membrana je slozena z fosfolipidové dvojvrstvy.
Fosfolipidy jsou dulezitou slozkou v procesu plazmatické koagulace. Uvnitf trombocytu se
nachazi fosfatidylserin (PS), fosfatidyletanolamin (PE, kefalin) a fosfatidylinositol (PI).

Na povrchu trombocytll najdeme sfingomyelin a fosfatidylcholin.!



Hlavni slozku membrany tvofi cholesterol. Cholesterol udrzuje pruznost membran a jejich
permeabilitu (propustnost) pro jiné latky. Taky ovliviiuje transport latek pfes membrany.!
Submembranova oblast obsahuje aktinova vldkna. Pomoci téchto kratkych vldken je
submembranova oblast spojena s plazmatickou membranou. Vldkna jsou pomérné kratka,
pomahaji udrzovat tvar desticky a taky se podileji na zménach pii aktivaci desticek.

Na membran¢ krevni desticky se nachazi také velké mnozstvi antigent jako jsou naptiklad

antigeny HLA nebo specifické desti¢kové antigeny. !

b) Zébna sol-gel (tzv. cytoskeleton)
Cytoskelet je tvofen zejména strukturami na bazi proteint.
Podle morfologie a typu proteinti délime cytoskelet na:
e Mikrotubuly — zakladnim stavebnim prvkem je protein tubulin; podileji se na transportu
granuli a na vylucovani (sekreci) jejich obsahu, udrzuji diskoidni tvar trombocytu
e Mikrofilamenta (tzv. aktinova filamenta — zaklad je tvofen aktinomyosinovym

komplexem; méni tvar trombocyti) !

¢) Zbna organel
Zde probihaji metabolické procesy trombocytu.
Krevni desti¢ky obsahuji fadu granul, které se od sebe morfologicky lisi: !
e alfa granula — obsahuji fadu proteini, jsou dileZitou soucasti interakce trombocytl
s cévni sténou; reguluji rovnovahu mezi tvorbou a lyzou (rozpadem) koagula; jejich
soucasti je rastovy faktor, ktery se podili na hojeni poranéné cévni stény
e denzni granula — obsahuji serotonin, ADP, ATP, Ca**
e lysozomy —tvofi je hydrolytické enzymy

e peroxizomy — jejich soucasti jsou enzymy kataldzy reagujici s peroxidem vodiku!

d) Membranové systémy

Zde patii 2 hlavni Casti: otevieny kanalkovy systém (OKS) a denzni tubularni systém (DTS).
OKS umoziuje obsahu alfa granuli dostat se na povrch bunky, usnadiuje latkovou pfeménu a
zvétSuje povrch trombocytu, a to az nékolikanasobné. Taky vychytava tekuté latky a castice
z okoli.

DTS tvoii sit’ uzkych kanalk® a je zdsobnikem vapenatych kationtii Ca®". Je to misto syntézy

prostaglandini, TXA; a nékterych bilkovin.'
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Obr.1: Stavba krevni desticky
Upraveno podle:

https://www.wikiskripta.eu/w/Trombocyty#/media/Soubor. Platelet _structure.png

2.1.2 Funkce trombocyti

Trombocyty maji v organismu nékolik riznych uloh. Uplatiuji se pii zastavé krvaceni
(hemostaze) tvorbou primarni hemostatické zatky a aktivaci koagula¢nich faktord v plazmé.
Maji vliv na spravnou funkci endotelovych bunék. Hraji dilezitou roli pii dlouhodobém a
chronickém uzavirdni nebo ucpani cévy krevni srazeninou (tromboza). Tento proces
oznaujeme pojmem trombogeneze. Vykazuji také fagocytarni aktivitu.! Pii systémovém

zanétu secernuji vazokonstrikéni latky, které vedou k tonu (kontrakci) cév.

2.1.3 Aktivace trombocyti

v

Krevni desti¢ky v organismu hodné interaguji. Mezi nejvyznamnéj$i interakce patii interakce
s narusenym endotelovym povrchem nebo interakce s rozpustnymi slozkami krevni plazmy.
Tyto interakce Casto vedou k aktivaci trombocytu. Pti tomto procesu dochazi ke zméné tvaru

desti¢ky, zméni se i metabolismus a latkova pfeména trombocytu.”

Krevni desticky jsou v organismu aktivovany kontaktem se subendotelidlnimi strukturami (k
tomu dochazi naptiklad pfi poSkozeni cévni stény) nebo silnymi aktivatory, jako jsou kolagen

a trombin, po jejich vyplaveni do krevniho ob&hu. Pii1 aktivaci trombocytl se jednd o komplexni

4
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proces, kterého se ucastni cela fada podnétli, mezi které patii Cetné transdukce signald,

efektorové mechanismy, a to jak aktivace fosfolipdzy C, metabolismus fosfoinositidd,

mobilizace Ca?", tak i cyklus kyseliny arachidonové. 2 (Obr. 2)

onisté

Sekrece

Tvarovi zména

ATP  cAMP
~

5

cAMP, ADP, ATP — cyklicky adenosin monofosfat,
adenosin difosfat a trifosfat

AA — kyselina arachidonova

IP3 — inositol-3-fosfat

PLC, PLA2 —fosfolipazy C a A2

Gp, Gs, Gf — G-membranové proteiny

DG — diacylglycerol

PC — fosfatidylcholin
TXA2 - tromboxan A2

PGH2, G2 - prostaglandiny

PIP2 — fosfatidylinositol difosfat

Obr. 2: Aktivacni cesty trombocytu

Pti aktivaci desti¢ek dochézi k deformaci desti¢ek, degranulaci, extruzi pseudopodii, uvolnéni

prokoagulacnich faktort a k sekreci dalSich aktivatort desticek.

Z destickovych granul se uvoliiuji ADP a TXAo.

Deformaci desticek dochazi ke zvétSeni plochy, na které dochazi k interakci faktort koagulacni

kaskady. Podstatnou regulaéni roli zde hraje 1 fosfolipidovd membrana na povrchu desticek.

Dtivodem je jeji negativni néboj, ktery vyznamné urychluje interakci koagula¢nich faktort.?

Pti aktivaci trombocytli dochdzi uvnitt buniky k pfesuniim nitrobunééného vépniku (uvnitf

buiiky je zvySend koncentrace volnych Ca®" iontfl) a také se méni membranové struktura

trombocytu (tzv. fenomén flip-flop (Obr. 3) — dojde k ptetoceni dvojvrstvy fosfolipidl

cytoplazmatické membrany).*

Mezi morfologické znaky aktivace desticek fadime: zménu tvaru, adhezi, agregaci a retrakci.

Pii adhezi a agregaci miize dojit k uvoliiovaci reakci, coZ vede k uvolnéni obsahu granuli.*
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Obr. 3: Fenomén flip-flop

https.//dokumenty.upce.cz/uk/ke-stazeni/pecka-lh-2.pdf

Zmeéna tvaru trombocytu

Tento dé€j probiha velmi rychle. 15 sekund po podnétu dochézi k depolymerizaci mikrotubuld,
které udrzuji diskoidni tvar trombocytu, a zaroven dochdzi k polymeraci aktinu. Nasledné
dochazi k tvorbé pseudopodii (obvykle 5-6 vybézki) (Obr. 4). Je potieba zajistit vydatny ptisun
energie ve form& ATP a piitomnost Ca’". Zmény tvaru trombocytu miizeme laboratorné

sledovat pomoci imunofluorescenénich metod nebo pod elektronovym mikroskopem.!

Obr. 4: Shluk aktivovanych krevnich desticek v plazme (Kunkel, 2018); Zvetseni: 1600x


https://dokumenty.upce.cz/uk/ke-stazeni/pecka-lh-2.pdf

Adheze krevnich desticek

Adheze (ptilnavost) je proces, pfi kterém trombocyty pfiléhaji k jinym nez destickovym
povrchiim.> MiZe se jednat tieba o pfilnuti krevni desti¢ky na subendotel poranéné cévy. Jedna
se 0 komplexni proces, u kterého je nutna pfitomnost mnoha adhezivnich proteinti. Kromé
trombocytl se adheze ucastni i struktury endotelu, plazmatické adhezivni proteiny a
hemodynamické zmény — velikost a tvar cév, smykové rychlosti, viskozita a mnozstvi krve.
Adhezivita je linearné zavisla na poc¢tu trombocyti. Uplatiuji se zde hlavné¢ von Willebrandv

faktor (VWF), fibrinonektin, fibrinogen a ¢asteéné i Ca**.!+2

Von Willebrandiv faktor obsahuje vazebna mista pro GP Ib, GP IIb/Illa a pro kolageny typu I,
III a I'V. Tato vazebna mista jsou diilezitd pro navazani faktoru na obnaZzend vlakna kolagenu a

na pfipojeni trombocytll vyvazanim vWF na GP Ib v komplexu GP Ib/V/IX. !:2

Ptima adheze krevnich desticek k vldkniim kolagenu probihd pies receptorovy komplex GP

Ia/lla. ?

Po kontaktu trombocytu se subenedotelovymi strukturami dochazi ke zméné tvaru desticky a
diky vzniklym pseudopodiim pfilne k povrchu. Mlze dojit az k desetinasobnému zvétSeni

povrchu. Adhezi desticky na kolagen zvysuje pfitomnost Mg?*, a to az 5x.!
Agregace trombocytil

Agregace je proces, pii kterém dochdzi ke vzidjemnému shlukovani krevnich desticek. Je
zpusoben zménou konformace glykoproteinové struktury GP IIb/Illa po obsazeni
receptorovych mist na membrang krevni desti¢ky agonisty. Tato konformacéni zména vede k
vyvazani molekuly fibrinogenu nebo vVWF mezi dvéma receptory GP IIb/IIla na dvou riznych

destickach. ! (Obr. 5)

Nejdiive dochazi ke spojovani desticek hlavné pies receptory na jejich vybézeich
(pseudopodiich). Tomuto dé&ji fikdme primarni agregace. Dochazi pfi ném jenom k ¢aste¢nému
spojeni desticek menSim poctem glykoproteinovych struktur GP IIb/Illa. Tento proces ma

reverzibilni priibéh a je nastartovan ADP uvolnénym z porusenych tkani.

P1i siln€j8im aktivacnim impulsu k sob¢ desticky ptiléhaji tésnéji a dochazi k tzv. sekundarni
agregaci. Pfi tomto procesu dochazi k obnazeni vétsiho poctu glykoproteinovych receptorti, coz

ma za nasledek vznik fady jiz nevratnych déji v trombocytu. !



Jednotlivé agregované trombocyty se rozplyvaji a postupné navzajem splyvaji — dochazi
k jejich viskdzni pfeméné, tzv. metamorfoze. Agregace vétSinou nasleduje po adhezi, ale mizou
ji vyvolat i induktory ptsobici piimo na krevni desticky. Piikladem induktorti jsou napftiklad:

ADP, TXA,, kolagen, trombin, kyselina arachidonova, serotonin, PAF nebo vasopresin. !

Konformadni Navazani
zmeéna fibrinogenu

Agregace

Obr. 5: Pritbéh agregace

htips://dokumenty.upce.cz/uk/ke-stazeni/pecka-1h-2.pdf

Uvolnovaci reakce
V tomto dé&ji se krevni desticka centruje a méni svij tvar z diskoidniho na kulovity. !

Dochazi k sekreci alfa granuli z krevni desticky ven. Pfi silnéj$im podnétu dojde i k sekreci
denznich granuli. Granule jsou pfesunuty do centra trombocytu a jejich obsah je vylucovéan ven

z desti¢ky skrze kanalkovy systém. -2

Soucasné se syntetizuji a uvoliluji 1 dalsi aktivacni latky, a to latky zesilujici agregaéni efekt
(ADP, TXA>), vazokonstrikéni latek (adrenalin, serotonin) a latky zasahujici do procesu srazeni

krve (PF4).!
Retrakce krevni desticky

Po urcitém cCase dochazi ke kontrakci (stazeni) destiCkového trombu, a to plsobenim
cytoskeletarniho systému desticky. Tim dojde k obnoveni prichodnosti poranéné cévy, ktera

byla uzaviena priméarni hemostatickou zatkou. !

Retrakce jsou schopny pouze zivé a funk¢ni desticky, které ptijimaji velké mnoZstvi energie ve
formé ATP. Dochazi k vytlaceni séra ze smrst'ujiciho se koagula. Tim, Ze se fibrinogen krevni
desticky navaze na destickovy aktin, a to pfes GP IIb/Illa, dojde k podpofeni retrakce koagula

a ke kontrakci cévni stény. 12

Celé schéma aktivace shrnuto na Obr. 6
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Obr. 6: Schéma aktivacnich déjii v krevni desticce

2.1.4 Metabolismus trombocyti

Krevni desticka nemd jadro. Nemulze tedy syntetizovat DNA a nedochdzi u ni k bunéénému
déleni. I pfesto muze vykonavat velké mnozstvi bunéénych funkci. Potiebuje k tomu ale velké
mnozstvi energie. Hlavnim energetickym zdrojem pfemény je glykogen, kterého se v
trombocytech nachazi velké mnozstvi. Produkty glykolytického $tépeni jsou v mitochondriich

dale oxidovany a vzniké energie ve form& ATP.°

Pouze 1/3 ATP se ucastni metabolismu trombocytu a je umisténa v tzv. metabolickém poolu.
Ten je lokalizovany v cytoplazmé, membrané¢ a mitochondriich. Nemetabolicky pool je
lokalizovén v denznich granulich. Neni uc¢astnikem metabolismu destic¢ek a pfi sekreci byva

vypuzen do vnéjsiho prostredi. !

2.2 Leukocyty

Bil¢ krvinky neboli leukocyty jsou specializované buiiky imunitniho systému. Jsou to bezbarvé
bunky, vétSinou kulovitého tvaru a jsou stalou soucasti krve. Jedna se o buiky pohyblivé,

schopné améboidniho pohybu.

Pocet bilych krvinek v téle dospélého ¢lovéka je vrozmezi od 4 do 9 x 101 krve. U
novorozenci to miZe byt dokonce az 30 x 10%/1. V kojeneckém véku uz ale pocet leukocyt
klesa k hodnoté okolo 11x10°/1. Koncentraci leukocytl ovliviiuje fada faktort, a to: pohlavi,

veék, vyZiva, t€lesna ndmaha, zdravotni stav a mnoho dalSich. Pocet bilych krvinek v organismu



stoupa po jidle nebo s probihajicim infekénim onemocnénim. Mnozstvi leukocytl v krvi se
rizné méni i béhem dne. Nejvétsiho mnozstvi leukocyti v krvi je dosazeno v prubéhu spanku,

naopak nejméné leukocytii se v krvi vyskytuje pfi aktivni fazi dne.’
Leukopenie je stav, kdy pocet bilych krvinek v krvi klesne pod fyziologickou hodnotu.’

Leukocytoza je stav, kdy je mnozstvi bilych krvinek v krvi zvySené, tedy nad fyziologickou

hodnotou.”

2.2.1 Tvorba leukocytii

Proces, pfi kterém bilé krvinky vznikaji, nazyvame leukopoéza. Tento dej je nezbytny k udrzeni
stabilniho poctu imunitnich bunék v téle. Bilé krvinky vznikaji spolecné s ostatnimi krevnimi
elementy, a to konkrétné s Cervenymi krvinkami a krevnimi destickami. VSechny tfi typy bunék
vznikaji v kostni dfeni z hematopoetické kmenové buiiky, kterou taky oznacujeme pojmem
kmenova (progenitorova) buiika. Tato buiika ma schopnost pluripotence, coz znamena, Ze mize
diferencovat do mnoha bunécnych typii. Diky této schopnosti se kmenové buiky dale

mnohonasobné déli a diferencuji se na konkrétni krevni elementy.®
Dochazi ke vzniku 2 hlavnich typi krevnich progenitorovych bungk:®

e myeloidni progenitor — vyviji se zn¢j zejména granulocyty, makrofagy a dendrické
bunky

e lymfoidni progenitor — z n€j vznikaji T-lymfocyty, B-lymfocyty i1 s podskupinami a NK
bunky

2.2.2 Déleni leukocyti

Podle morfologie mizeme leukocyty rozd¢€lit do dvou skupin na granulocyty a agranulocyty.

(Obr. 8)
Granulocyty vznikaji v kostni dieni a v cytoplazmé obsahuji sekre¢ni granula.’
Podle schopnosti zbarveni se déli do tii skupin:

e Neutrofilni granulocyty — tvoii 50-70 % leukocyti. Jejich hlavni funkeci je fagocytoza
a jsou vyznamné v obrané proti bakteridlnim infekcim. ZvySeny pocet je projevem
probihajici infekce.

e Eozinofilni granulocyty — tvoii asi 5 % bilych krvinek v krvi. Chrani organismus proti
parazitim a plisnim. ZvySeny pocet v krvi je zndmkou parazitarni infekce nebo

alergické reakce.’
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e Bazofilni granulocyty — tvoii asi 1 % leukocytii. Maji schopnost uvoliiovat histamin a

tim se podileji na zanétlivé odpovédi organismu. '
Agranulocyty jsou bez granuli a jsou tvofena v miznich tkanich.
Patti zde:

e Monocyty — predstavuji asi 1 — 10 % leukocytl
e Lymfocyty — piedstavuji asi 20 — 40 % leukocyti

Lymfocyty se dale déli na:

e Lymfocyty typu T —piimo likviduji cizorodé buiiky
o nedozravaji pfimo v kostni dieni, ale dostavaji se do brzliku, kde tzv. dospivaji
¢ Lymfocyty typu B — maji schopnost hledat a rozpoznavat cizorodé molekuly (antigeny)
a preménit se na jejich protilatky'®

o kjejich dospivani dochazi pfimo v kostni dfeni nebo v Peyerovych platech ve

stieve!!
.. S
Hematopoeticka kmenova burika
: ®
Myelmdni;nové buiika Lymfoidni Kmlenové bufika
1 ! t L &
y o R =y . S )
®  Erytrocyt Mastocyt Myeloblast NK bufika o Lymfocyt -
I ®
° . ¢ ! | TIymfocyt B—I}%c‘yt

@ o & o8

Megakaryocyt
+ Bazofil Neutrofil Eozinofil Monocyt
: M Plazmaticka bufika
Trombocyty o
Makrofag

Obr. 8: Proces tvorby krve (hematopoéza)

Upraveno podle:

https://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADI%C3%A1_krvinka#t/media/Soubor: Hematopoiesis_s

imple.svg
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2.2.3 Funkce leukocytii

Funkci bilych krvinek je zajiStovat obranyschopnost proti latkdm, které nejsou nasemu
organismu vlastni.'? Jejich hlavnim tikolem je nigit viry, bakterie, plisng, cizorodé &astice,

nadorové zménené buiiky a ostatni mikroorganismy, které jsou pro organismus cizi.

2.3 Monocyty

Monocyty (Obr.7) jsou velké bunky s ovalnym jadrem s 1-2 jadérky. Vznikaji v kostni dieni
z myelo-monocytarnich kmenovych bunék, poté migruji do krve, tam nékolik dni cirkuluji a
teprve poté se dostavaji do tkang, a vyviji se v makrofagy.!* V organismu maji nékolik réiznych

uloh. Hraji dilezitou roli v homeostaze, v imunitni obran¢ nebo pfi oprave tkani.

Monocyty jsou nejvétsi bilé krvinky. Jejich primér dosahuje az 20 um. Primérny pocet
monocytl v krvi dospé&lého ¢loveka je 0,4 x 10%/1 litr, coZ je priblizné 8 % z celkového mnoZstvi
bilych krvinek. Jejich zivotnost se pohybuje v rozmezi od 60 do100 dnt. V krvi se vyskytuji

cca 3 dny a poté prechazeji do tkani, kde se diferencuji. ’

Monocyty jsou soucasti nespecifické imunity, a to ve form& monocytomakrofagového systému.
Ten, jak uz je z nazvu patrné, tvoii spoleCn¢ s makrofagy. Nachdzeji se v krevnim fecisti,
vstupuji do tkani, kde se méni na makrofagy. Podle mista vyskytu mame pro makrofagy rizna
oznaceni. V plicich jsou to alveolarni makrofagy. V duting bfiSni se vyskytuji jako peritonealni
makrofagy a v nervovém systému jako mikroglie. V kliZi je znadme jako Langerhansovy

buiiky, 1415

Monocytopenie je pokles hladiny monocytl v krvi pod hodnotu 0,2 x 10°.

Monocytdza je stav, kdy dochéazi ke zvyseni mnozstvi monocytt v krvi, a to nad hodnotu 0,8 x

10 Tento stav byva privodnim jevem zanétlivého onemocnéni.'®!’

Obr. 7: Monocy

https.://www.sysmex.cz/academy/klinicke-informace/bile-krvinky/
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2.3.1 Morfologie monocyti

Cytoplazma monocytl neobsahuje zadna specificka granula, fadime je tedy mezi agranulocyty.
Vznikaji z pluripotentnich kmenovych bunék, nejdiive pfes monoblasty a pozdé€ji pies
promonocyty. Jejich dozravani tidi ristové faktory, stejné jako je tomu u ostatni krevnich
elementt. Hlavnim riistovym faktorem monocyta je M-CSF (Macrophage colony stimulating

factor).7’10’15’16

2.3.2 Déleni monocyti

Monocyty mohou byt nejlépe definovany pomoci monoklondlnich protilatek v pritokové
cytometrii. Prokdzalo to usneseni na konferenci ,,Definice lidskych krevnich monocyti*,

které se konala v Mnichové v fijnu roku 1999. Nejcastéjsi a nejlepsi volbou, jak monocyty jasné
vymezit, je pouzit CD14 a CD16 protilatky. Povrchové markery CD14 jsou totiZ pro monocyty
typické.!?

Cirkulujici monocyty jsou klasifikovany do tfi podskupin v zavislosti na jejich expresi

k povrchu markert CD14 a CD16 na:'®

e Kklasické (asi 85 % monocytll) — CD14"CD16 monocyty
e pramérné (5-10 % monocyti) — CD14"CD16" monocyty
e neklasické (5-10 % monocytt) — CD14"CD16" monocyty
2.3.3 Funkce monocyti
Makrofagy se ucastni metabolismu Zeleza, procesu remodelace tkani a destrukce starych nebo

poskozenych erytrocytl (Cervenych krvinek).

Monocyty jsou schopné se preménit (diferencovat) v dendritické bunky, které jsou
propojovacim miistkem mezi specifickou a nespecifickou imunitou. Po fagocytéze na svém

povrchu vystavuji cilové antigeny pro T-lymfocyty, ¢imz dochdzi k jejich aktivaci. Aktivované

-----

Cytokiny jsou aktivatory specifické imunity, a vedou k rozvoji celkové reakce organismu na
----- ). 1415
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2.4. Agregaty desticka-monocyty/ Platelets-monocytes aggregates (PMA)

Krevni desticky jsou kli¢ové faktory primarni hemostazy a trombdzy. Také se ukazaly jako
nezbytné bunééné medidtory vrozené imunity a zandtu.!’ Interakce krevnich desticek
s monocyty se ukazala jako klicovy mechanismus spojujici trombozu a zanét. Aby se podpofila
prozanétlivd a prokoagulacni efektorova funkce trombocytli, jsou agregaty monocytl a
trombocytii (PMA) zvysené a koreluji se zavaznosti onemocnéni.?’Aby se desti¢ky mohly vazat

na monocyty, musi byt aktivované.?!

Aktivované desticky se vazou na cirkulujici monocyty a vytvareji agregaty desticek a monocytii
(PMA). K této agregaci muze dojit n€kolika riiznymi mechanismy. (Obr. 9) Jednim z nich je
piipojeni trombocytid k monocytim prostfednictvim destiCkového P-selektinu a monocytového
PSGLI1. Po aktivaci desticek se P-selektin ulozeny v alfa granulech pfemistuje na povrch
desticek a vaze se glykoproteinovy ligand 1 (PSGLI1), ktery je kontinualné exprimovan na
povrch monocyti. Toto pocatecni spojeni desticek s monocyty je jeste posileno vazbou CD40L
desticky k monocytu CD40 a vazbou destickového GPVI na extracelularni matrix

metaloprotedzového induktoru (EMMPRIN, CD147).%
Dal$im mechanismem je uvolfiovani granul obsahujicich chemokiny a cytokiny.'

Tyto interakce maji za nasledek zvySeni regulace prozanétlivych povrchovych markeri
monocytl (napt. CD40), migraci (CD11b/CD18) a prokoagula¢niho tkanového faktoru (TF),
ktery je hlavnim inicidtorem koagulace. Monocyty vystavené pusobeni trombocytll navic
vyluc€uji prozanétlivé cytokiny (TNF-o, MCP-1, IL-1). Monocyty se pii kontaktu s krevnimi
destickami tedy stavaji prozénétlivymi a prokoagula¢nimi, coZ jen zdlraziuje, Ze je tato

interakce Ustfednim prvkem trombotického zanétu.'’

PMA se ukazalo jako klicovy biomarker k odhaleni nastupu kardiovaskularnich onemocnéni.
Agregace desticek a monocytil je zvySend naptic celym spektrem zanétlivych a autoimunitnich
onemocnéni, jako jsou napiiklad kardiovaskularni onemocnéni, systémovy lupus
erythematosus (SLE) a COVID-19 a jsou pozitivné spojovany se zdvaznosti téchto nemoci.
Vsechny tyto systémové poruchy jsou charakterizovany zvySenym rizikem trombembolickych

komplikaci. 1’
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Obr. 9: Pribeh vzniku PMA

https://www.researchgate.net/ficure/Platelets-interact-with-circulating-monocytes-by-direct-

attachment-onto-the-monocyte figl 371124918

2.5. Arachidonova Kkyselina (AA)

Arachidonova kyselina (AA) je nenasycena mastna kyselina (PUFA = Poly Unsaturated Fatty
Acid) se ¢tyfmi dvojnymi vazbami, je to tedy tzv. tetraenova kyselina. Sumarni vzorec AA je
C20H3202 (Obr. 10) a systematicky nazev kyselina all-cis-5,8,11,14-cikosatetracnova. AA je
dilezitou slozkou membranovych fosfolipidl, ale také se ve velkém mnozstvi vykytuje

v tukové tkani zivocichu.

Pfimym zdrojem kyseliny arachidonové v potravé je maso a zivocisné tuky. Jelikoz neni
povazovana za esencialni MK, v naSem téle je za jeji prekurzor oznacovana kyselina linolova,
kterd patii mezi esencidlni (t&lu vlastni) MK.* Linolova kyselina je nejprve oxidovéana za
pomoci NADH mezi uhliky C6 a C7. Tim vznika kyselina gama-linolenova. Posléze dochazi
diky elongédzovému systému k pfidani dvou uhlikl. Poslednim krokem je vznik nenasycené

vazby mezi uhliky C5 a C6 a to za spotieby NADH. %*

Obr. 10: Struktura kyseliny arachidonové
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AA je prekurzorem syntézy eikosanoidi. To jsou endogenni latky velmi silné plsobici na
organismus, zahrnujici naptiklad leukotrieny, prostaglandiny, prostacykliny, thromboxany nebo
diilezité signalizacni latky a hormony. Aby k tomu mohlo dojit, tak se AA uvolituje z uhliku C2
glycerolového skeletu fosfolipidi. Tato hydrolyza je katalyzovana fosfolipazou A2. Poté

miZeme arachidonat vyuzit v dalsich metabolickych drahach. 24

Prostanoidy jsou syntetizovany cykloxygendzovou cestou, leukotrieny a lipoxiny cestou

lipoxygenazovou. **

Spolecné s kolagenem nebo ADP patii k aktivatorim agregace. Sama o sobé trombocyty
neaktivuje. Pomoci enzymu cyklooxygenazy 1 (COX-1) se ale méni na tromboxan A2, a ten je

silné proagrega¢ni ¢inidlo.

2.6. 4-methylkatechol (4-MC)

4-methylkatechol (4-MC) (také znamy jako 4-methylbenzen-1,2-diol) (Obr. 11) je
polyfenolicky substrat, ktery vznika pti metabolismu ptirodni slouceniny, naptiklad kvercetinu.
Kvercetin je rostlinny flavonol obsazeny v riiznych druzich ovoce, véetné jablek, merun€k,
avokada nebo broskvi.?® Polyfenoly pfijaté stravou maji ale obecné nizsi biodostupnost a
dosahuji nizké plazmatické koncentrace. Proto mensi fenolické slouceniny a metabolity, jako
je pravé 4-MC, mohou vznikat v lidském téle, pfesnéji v lidském mikrobiomu. Ty jsou totiZ pro
lidské télo mnohem lépe absorbovatelné nez molekuly velké. Také bylo prokazano, ze strava

bohat4 na polyfenoly ma piiznivy efekt na kardiovaskularni zdravi.?®

OH
OH

Obr. 11: Struktura 4-methylkatecholu

Studie na zvitatech prokazaly efekt 4-MC na mnoha modelech. 4-MC jednozna¢né zmirnil
neurotoxicitu, poSkozeni ledvin a byly prokazany jeho protektivni u€inky na B-bunikach. Také
je pozitivng spojovan s vyraznym ochrannym u¢inkem na nervovou tkan, a to zejména u terapie

deprese, neuropatické bolesti nebo pii zotavovani po poskozeni jak motorickych, tak i
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percepénich nervovych tkani.?® Plsobi také vasodilataéné, inhibuje enzymy tvofici reaktivni

formy kysliku nebo interaguje se stopovymi kovy v lidském téle.
Na chronickou bolest je jeho mechanismem ucinku zvySovani hladin BDNF faktoru.

2.6.1. Protidestickovy efekt 4-MC

Protidestickovy efekt 4-MC neni zcela zndm. Vi se ale, Ze je zalozen na interakci s vapnikovou
signalni drahou. Ve studiich bylo zjisténo, 4-MC nema vyznamny vliv na cyklooxygenazu 1. I
kdyz byl prokazan vliv na tromboxansyntdzu, nebyla tato inhibice povazovana za klinicky

vyznamnou, protoZe ji bylo dosaZeno pii relativné vysoké koncentraci 100 M. 26

K vyraznému poklesu agregace krevnich desti¢ek doslo pii kombinaci 4-MC s ASA, a to 1 pfi
velmi nizkych koncentracich téchto latek. Je to vysvétleno tim, Ze ASA inhibuje COX-1, coz je

jedina forma COX, ktera se v krevnich destickach vyskytuje.

Dale byl sledovan ucinek 4-MC na PAF, coz je dilezity posel pro mnoho bunéénych populaci.
Na krevni desticky plsobi prostfednictvim receptoru PAF-1, ktery je vdzan na receptor Gq. Tyto
receptory vedou ke zvyseni hladiny Ca*, ale taky k aktivaci proteinkinazy C prostfednictvim
IP3 a uvoliiovanim DG. Vysledkem toho sledovani je, ze 4-MC inhibuje PAF indukovanou
agregaci destic¢ek. Rozsah této inhibice ale nebyl pfili§ vyrazny a Ize proto vyloucit interferenci

na trovni receptort. 2

Ve studiich bylo potvrzeno, Ze je 4-MC ucinnéjsi nez ASA piiblizn€ o jeden fad, a to jak na

agregaci desticek vyvolanou AA, tak i kolagenem.*

2.7. Prutokova cytometrie

Pritokova cytometrie (FC, anglicky flow cytometry) je technika pro kvalitativni a kvantitativni
analyzu bunék nebo jinych ¢astic (napf. mikroorganismil) v suspenzi. Buniky rozliSuje bud’ na
zaklad¢ jejich fyzikaln€ — chemickych vlastnosti, kam fadime naptiklad velikost, mnozstvi
granul nebo obsah DNA. Dals§i moZnosti rozliSeni bunék je rozliSeni pomoci rozptylu svétla a
fluorescence. Jako zdroj svétla vyuziva nejcastéji lasery, ale i obloukovou lampu nebo LED

lampu.?’
Jedna se o molekularné biologickou metodu, pomoci které miizeme identifikovat a

kvantifikovat rizné znaky v bunce a méfit fyzikdlni, chemické a biologické vlastnosti

jednotlivé buiiky rychlosti az 10 000 bungk za vtefinu.?®
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Pro tuto metodu je nutné, aby se buiiky nachdzely v suspenzi. K tomu pouzivdme tzv. nosnou
kapalinu (vétSinou se pouziva voda nebo fosfatovy pufrovany roztok — PBS). V ptipad¢ celych
tkani je potieba tkan nejprve rozrusit a uvolnit z ni jednotlivé buiiky do suspenze s nosnou

kapalinou.

2.7.1 Funkce priitokového cytometru

Imunodiagnostika hematologickych chorob pomoci pratokové cytometrie se stava s nartistem
biologického vzorku (nejcastéji periferni krve, kostni dien¢, lymfatické uzliny, vypotku ¢i
mozkomisniho moku) pomoci pratokového cytometru slouzi k imunologické a diferencialni
diagnostice a prognostické stratifikaci (rozd€leni) hematoonkologickych malignit (leukémie,
lymfomy).?’ Pritokova cytometrie dale pomaha k urdeni rozsahu postizeni, taky diky ni
muzeme sledovat pribéh 1écby, detekovat minimalni residudlni nemoc a vcas zachytit relaps

choroby. Nezastupitelnou roli hraje i u transplantaci krvetvornych bunék.

Indikaci k vySetieni na FC jsou kvantitativni poruchy v krevnim obraze — leukocytoza,
cytopenie (leukopenie, anémie, trombocytopenie, pancytopenie), eosinofilie, pfitomnost
atypickych bunék v periferni krvi nebo v kostni dfeni. Dalsi indikaci je pak klinické podezieni
na hematologickou chorobu jako je hepatomegalie nebo splenomegalie, trombocytdza s

piitomnosti abnormalnich trombocytii nebo defekty ve funkci trombocyti atd. 2

Tyto indikace k vySetfeni na FC byly stanoveny skupinou mezindrodnich experti v roce 2006
na konferenci v Bethesd¢ (Bethesda International Consensus Conference on Flow Cytometric
Immunophenotyping of Hematolymphoid Neoplasia).?>** Skupina se také dohodla, Ze vySetieni
na FC nebude obecné indikovano v nasledujicich situacich: zrald neutrofilie, polyklonalni

hypergammaglubulinemie, polycytemie, trombocytéza a bazofilie.?

2.7.2 Popis priitokového cytometru

Pritokovy cytometr je slozen ze 3 systému. Prvni systém je systém fluidni, kdy dochézi
k transportu vzorku v proudu nosné kapaliny k laserové paprsku. Druhym systémem je systém
opticky, ve kterém se nachdzi laser, zrcadla a optické filtry a zajiStuje tedy paprsek svétla a
detekci emisniho spektra. A posledni ¢asti je systém detekéni — elektronika. Ten zajistuje

interpretaci a digitalizaci naméfenych dat.>!*>33 (Obr. 12)

18



bunééna optické filtry

suspenze

nosna

kapalina

polopropustna
zrcadla

fluorescenci
SS detektor

FS detektor

Obr. 12: Slozenti prutokového cytometru

http://'www.invitrogen.com/site/us/en/home/support/Tutorials.html

2.7.3 Princip priitokové cytometrie

Priutokova cytometrie je zaloZzena na principu detekce fluorescencniho signalu. Bunky samotné
ale samy od sebe fluoreskuji jen malokdy. Proto pro sledovani pozadovanych znakt pouzivame
protilatky znacené fluorescencné. NejCastéji je v pratokovém cytometru zafazeno pét
fluorescenénich kanald, které prométuji soucasné 5 riznych vinovych délek svétla emitovaného
z fluorochromu (barvivo, které se vaze na nukleové kyseliny nebo jinou soucast bunky v
izotonickém roztoku). Mezi nejcastéji pouzivané flourochromy tfadime FITC (fluorescein
isothiocyanate), jehoz absorpcni maximum je pii vinové délce 490 az 495 nm (Obrazek €. 13)
a emituje svétlo o vinové délce 520 nm v zelené oblasti a APC (allophycocyanin) s absorpénim
maximem pfi vlnovych délkédch 594 nm az 633 nm. APC emituje svétlo ve vinové délce 660

nm v Cervené oblasti. Piehled nejcastéji uzivanych samostatnych fluorochromi najdete

v tabulce ¢. 1.

Rostouci vinova deélka a klesajici energie

.
>

0, 0001 NM 0,01 NnmM 10 NnmMm 1000 Nnm 0,01 em 1 cm 1 m 100 m
Rentgenovo . o
Paprsky gama zarfeni s Infracervené zareni Mikroviny Radiove viny

Viditelne svétio

400 nm

500 nm 600 Nnm 70O nm

Obr. Elektromagnetické spektrum

Obr. 13: Elektromagnetické spektrum

htips://labguide.cz/reagencie/fluorochromy/
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Tabulka €. 1: Samostatné fluorochromy nejcastéji pouzivané v priitokové cytometrii

Fluorochrom Vinova délka excita¢ni | VInova délka emisni Fluorescen¢ni barva
(nm) (nm)
FITC 488 520
APC 630 661
PE 488 580
PerCP 488 675

Obarvené bunky s navazanymi fluorochromy v izotonickém roztoku pak prostupuji tzkou
tryskou do silngjsi kapilary, ve které proudi nosna kapalina. Zatadi buiiky do fady za sebou, a
detekuje se kazda bunka zv1ast'. Tento jev se nazyva hydrodynamicka fokusace. Svétlo, které
vzniklo interakci bunék usmérnénych hydrodynamickou fokusaci je rozdéleno podle vinové
délky emitované fluorescence. Na tomto rozdéleni se podili systém hranold, optickych filtrii a

zrcadel >4

Takto separované (rozdélené) svétlo dopada na jednotlivé detektory, a vytvari
elektrické impulsy, které jsou zesileny fotondsobiCem (zesileni se provadi linedrné nebo

logaritmicky).

Takto vzniklé a zpracované elektrické signély charakterizujici kazdou jednotlivou buiiku fadou
parametri byvaji pomérné téZce amplifikovany, digitalizovany a pocitacoveé zpracovavany.
Digitalné¢ mizeme najednou analyzovat vSechny zji§téné parametry. Dokonce je mizeme i
vzajemn¢ kombinovat, a to diky elektronické selekce subpopulaci, kterou oznacujeme jako

gating.’! Gating se provadi na zakladé fyzikélnich a fyzikaln& chemickych vlastnosti bungk.

Mezi méfené parametry patii rozptyl svétla. Mame 2 moznosti detekce rozptylu svétla. Prvni je
FSC (Forward Scatter Channel) neboli doptedni rozptyl. Druhou moznosti je SSC (Side Scatter
Channel) neboli bo¢ni rozptyl. Dopfedni rozptyl ma fotodiodu, diky které detekuje signal v tthlu
20° od osy laserového paprsku. Ziskava informace o tvaru, velikosti a homogenité ¢astic. V 90°
uhlu od osy laserové paprsku se nachazi fotonasobici trubice (PMT — Photomultiplier tube). Ta
zachycuje bocni rozptyl a s nim informace o granularité¢ bun¢k. Tato informace je uzite¢na pii

rozliSovani mezi lymfocyty a granulocyty.?®>

Tento princip mizeme vyuzit k typizaci jakékoliv buiiky, napt. leukemické bunky nebo buiiky

nakazené virem HIV. Na zédklad¢ této charakterizace poté miizeme buiiky tfidit dle sledovanych

znaku.
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2.7.4 Prezentace vysledkii

Vystupem analyzy méfeni na FC jsou vysledky v ¢iselné 1 grafické podobé.

Zakladnim prostifedkem vizualizace dat ziskanych méfenim na prutokovém cytometru je
scatter diagram. (Obr. 14) V tomto grafu se na ose x nachazi data ziskana FSC a na ose y data
z SSC. Osy grafti se znaci ndzvem fluorochromu a povrchovym markerem. Kdyz je bunka
pozitivni pro oba markery, tak budou buniky zobrazeny v pravém hornim kvadrantu a v ptipadé
negativniho vysledku pro oba markery budou v levém dolnim kvadrantu.>®3

FSC/55C - ADC

(‘.r_ar;til_ocytf

1023

55C

Lymfocyty HoceE

- 4
1 s Q_-?P"' - Monocyty
. F i I ‘ |
0 1023
FSC

Obr. 14: Bodovy graf's informacemi o morfologii bunécné populace

https://www.slideshare.net/slideshow/humoral-immunodeficiencies-67806540/67806540#20

Ke grafickému zobrazeni pouzivame také tzv. histogramy. RozliSujeme histogramy
jednoparametrové a dvouparametrové. (Obr. 15)
Jednoparametrové histogramy

Na ose x je zndzornéna intenzita signalu FSC, a SSC a na ose y Cetnost bunék.

Dvouparametrové histogramy

Osa x znazorfiuje intenzitu jednoho méfeného parametru a osa y intenzitu druhého méfeného
parametru.

Mnozstvi bun¢k v histogramu je vyobrazeno riznymi zpusoby. RozliSujeme n¢kolik typt
histogrami. Prvni z nich je tzv. dot-plot histogram, kde je mnozstvi bun¢k zndzornéno hustotou
bodii. DalSim typem je contour-plot histogram, kde je mnoZzstvi bunék zndzornéno ¢arami
podobnymi vrstevnicim na mapach. A dal§im typem je density-plot histogram, kde jsou buiiky

oznaceny barvami znazoriiujicimi hustotu. My jsme nejcastéji vyuzivali histogram density plot.
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Udaje ziskané métenim uchovavame v elektronické podobé ve formé tzv. listmode, kterd

umoziuje pozdéjsi zpracovani ulozenych dat, nové gatovani.
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Obr. 15: Ukazky histogramu
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3 CILPRACE

Cilem této diplomové prace je studovat a zhodnotit vznik PMA agregati in vitro pomoci
prutokového cytometru na realnych krevnich vzorcich po stimulaci s kyselinou arachidonovou

jakozto aktivatorem krevnich desticek.

Dalsim cilem je také sledovat a studovat aktivitu 4-methylkatecholu (4-MC) na vznik PMA.
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4 METODICKA CAST
4.1 Odbér a priprava vzorku krve

Vzorek krve, se kterou jsme experiment provadéli, musi byt pacientim odebrana nejlip rano a
na la¢no. Vzorky nam byly na fakultu dovazeny pfimo z Fakultni nemocnice Hradec Kralove,

se kterou nase skupina spolupracuje. Vzorky by mély byt zpracovany nejlépe do 4 hodin.

U kazdého vzorku krve je pro nas experiment dtlezité si poznacit, zda je to muZz nebo Zena, jak
je stary a kolik vazi. Podle toho se pozdé&ji jednotlivé vzorky po vyhodnoceni v pratokovém

cytometru rozd¢li.

Experiment za¢ina tim, ze se do kazdé zkumavky Eppendorf mikropipetou napipetuje 50 pL

éisté krve.

Poté si postupn¢ nafedime roztoky aktivatord a inhibitort agregace s ¢isténou vodou v riznych
koncentracich. Ty se budou pozdgji ptidavat ke krvi. Redéni roztoki se provadi pomoci
jednoduché rovnice ¢1 x Vi = ¢2 x V2, kdy c1 je koncentrace vzorku arachidonové kyseliny
(AA), tedy 3 mM, c; je koncentrace ¢isté krve pacienta, tedy 50 pL a V> je objem AA, kterd ma
byt v jednotlivych roztocich dosazena. Hodnota Vi nam po vypocitani udava, jaké mnozstvi 3
mM AA méame pouzit na ptfipravu roztoku o dané koncentraci. V rovnici ménime jen hodnoty
V3, pro jednotlivé koncentrace AA ve vzorku (1, 10, 50, 100, 125, 250, 500 uM). Po zjisténi

mnozstvi AA odecteme mnozstvi od 50 pL Cisté krve a vime, jaké hodnoty napipetovat.
Priklad vypoctu pro koncentraci 500 pM AA:

cxVi=cxVs

3000 x V1 =50 x 500

Vi=c2x Vao/c

Vi =150x500/3000

Vi=8,3 pL AA

50 uL — 8,3 puL = 41,7 pL cisté krve
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U 4-methylkatecholu (4-MC) se s fedénim postupovalo stejnym zpiisobem, jen s tim rozdilem,
ze jsme museli 100 mM roztok 4-MC, ktery jsme m¢li v laboratofi k dispozici, pro jednotlivé
koncentrace (1, 10, 20, 25, 50,75, 100 uM) natedit s vodou. Pro koncentraci 100 pM se
smichalo 10 pL 100 mM roztoku 4-MC s 90 uL vody. Vytvoftili jsme tak nafedény 10 mM
roztok. Z toho roztoku jsme odebrali 10 pL a smichali jej s 90 uM vody za vzniku 1 mM
roztoku. Ten jsme pouzili pro roztoky s koncentraci 75, 50, 25, 20 a 10 uM 4-MC. Pro
vyslednou koncentraci 1 uM 4-MC jsme pouzili 10 pL nafedéného 1 mM roztoku 4-MC a
natedili jej s 90 uL vody za vzniku 100 uM roztoku.

Dale se postupovalo stejné jako u AA podle rovnice ¢1 x Vi =c2 X Va.

4.2 Pridani fluorochromu

Po vytvofeni roztokli krve s aktivatory (AA) a inhibitory (4-MC) agregace se do vSech
zkumavek pfidaji fluorochromy. Vyjimkou je blank, kde se ve zkumavce nachazi pouze Cista
krev. K té pfiddme misto fluorochromt 15 pL fyziologického roztoku. Po ptidani fluorochromt

ke vzorkim je nechdme 30 minut inkubovat ve tme¢.

Fluorofor je molekula, diky které bunky fluoreskuji. Fluorescence je jev, kdy molekula po
excitaci elektromagnetickym zafenim o vhodné vinové délce pfi navratu do zdkladniho stavu

vyzafi energii ve form¢ fotonu.

Muze se jednat o malou molekulu, organickou slouceninu nebo cely protein. Byva k molekule
pfipojen kovalentné a diky nému miiZeme jednotlivé molekuly detekovat. Nejcastéji byva
pfipojen napiiklad na protilatky, peptidy nebo NK. Takto konjugované protilatky jsou pak
pouzivany k detekci extra- 1 intracelularnich molekul jako jsou napftiklad peptidy, cytoskelet,
cytokiny nebo DNA. Nasledné se navazou na molekulu, ke kter¢ je specifické a jsou detekovany
na pritokovém cytometru. Prostfednictvim laseru dochazi k excitaci fluoroforu. Kazdy

fluorofor ma své typické excitacni a emisni spektrum, a to je detekovano detektorem.*®

Pfi provadéni naSeho experimentu jsme pouzivali fluorochromy CD14 a CD45 pro detekci
monocytl a fluorochrom CD41 pro detekci trombocytii. Informace o pouzitych fluoroforech

véetné jejich excitacnich a emisnich délkach naleznete v tabulce €. 2.

Fluorochromy jsou fluorescen¢ni barviva pfirozené se vyskytujici nebo uméle vytvorenad, které
mohou byt excitovany svétlem (energii) o urcité vinové délce a nasledné vyzatuji svétlo o nizsi

energii a del3i vlnové délce.”
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Vinova délka, pii které je fluorochrom excitovan, a svételné spektrum, které vyzaiuje (tzv.

emisni profil), jsou charakteristickymi znaky kazdého fluorochromu.

V pritokové cytometrii musi byt fluorescencni profil kazdého fluorochromu kompatibilni
s optickou konfiguraci pratokového cytometru, aby byl spravné detekovan (tj. a€inné excitovan

a jeho emisni svétlo je optimalné detekovano).*?

Fluorochromy pouzivané ve vicebarevné pratokové cytometrii (MFC = multi-color flow

cytometry) patid podle své povahy do jedné z nasledujicich skupin:*

a) malé molekuly — fluorescein isothiokyanat (FITC), kyaniny (Cy)

b) velké molekuly na bazi proteini — alophycocyanin (APC), fykoerythrin (PE),
peridininovy chlorofyl protein (PerCP)

c) konstruované polymery — brilantni modf (FCF)

d) nanokrystaly — quantum dots (= Qdots)

Kromé toho je bézn€ pouzivanou strategii pro zvySeni poc¢tu fluorochromi excitovanych
stejnym laserem, ale emitujicich v odlisnych ¢éastech spektra, vytvaieni tzv. tandemovych

sloucenin, které zvySuji vzdalenost mezi maximalni excitacni a emisni vinovou délkou.

Ptikladem tandemového fluorochromu je napt. PerCP-CyS5,5 pro monocyty a granulocyty.

(seznam nejcastéji vyuzivanych fluorochromi najdete v tabulce ¢€.1)

Tabulka €. 2: Fluorochromy uzivané k identifikaci monocytit a trombocytii

Fluorofory Konjugace Cil Excitace (nm) Emise (nm)
CD14 PE-Cy7 Monocyty 496 785
CD41 FITC Trombocyty 488 520

Pan-leukocyt
CD45 PerCP-Cy5,5 482 678
marker

4.3 Pridani RBC, centrifugace a pridani PBS

RBC (=red blood cell lysing buffer) je koncentrovany pufr na bazi chloridu amonného. Pouziva
se pro lyzu ¢ervenych krvinek (erytrocytll) v suspenzi s malym nebo zaddnym G¢inkem na bunky
s jadrem. Neobsahuje zadné fixa¢ni Cinidlo, takZe buiiky zlstavaji po lyze ¢ervenych krvinek

zivotaschopné.
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Ptipravuje se rozpusténim 8,3 g chloridu amonného, 1,0 g hydrogenuhli¢itanu draselného a 1,8
ml 5 % EDTA v 800 ml destilované vody. Tento roztok se sterilizuje pomoci filtru s velikosti
port 0,2 um a doplni se destilovanou vodou na 1000 ml, vznikne tedy 10 koncentrovanjési

roztok.

My v laboratofi uz RBC pfipraveny méli, jen jsme jej nafedili v poméru 9:1 s destilovanou

vodou.

Do kazdé zkumavky jsme napipetovali 800 pL RBC, protiepali na tfepacce Vortex a nechali

inkubovat 10 minut v lednici pfi teploté 2-8 °C.

Poté nasleduje proces centrifugace. VSechny zkumavky jsme vlozili do laboratorni centrifugy
(odstredivky) na 5 minut, 500 rpm, v rezimu without brakes (bez brzd) pfi teploté 25°C. Tento
proces funguje na principu oddéleni riiznych latek pomoci odstredivé sily a provadi se, aby
nedoslo k aktivaci desticek. U vzorkl krve je potfebny k oddéleni tzv. supernatantu, coz je
tekutina nad sedimentem, obsahujici naptiklad krevni plazmu. Supernatant je potfeba opatrné

odsat.

Poslednim krokem pted méfenim je pfidani PBS (= phosphate buffered saline). Jedna se o
fosfatovy roztok s 0,15M chloridem sodnym. Je to v podstaté pufrovany fyziologicky roztok.
Jeho funkci je Uprava pH v oblasti kolem 6-8,5, tedy v neutrdlni a mirné zasadité oblasti.

Podstatou naraznikové funkce fosfatového pufru je kyselina fosfore¢né a fosforecnanovée soli.

My ke kazdému vzorkunaSeho sedimentu napipetovali 400 pL PBS, coz vedlo
k resuspendovani bunék v sedimentu. Vzorky jsme skladovali v lednici a ve tm¢ az do méteni

na prutokovém cytometru.
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4.4 Méreni na pritokovém cytometru

Nejprve zapneme pocitac¢, ke kterému je pfipojen pratokovy cytometr se softwarem Spectral

Analyzer (SA) 3800. (Obr. 16)

Obr. 16: Spectral analyzer 3800

https://'www.ita-intertact.com/spektralni-prutokovy-cytometr-sa3800/

Prvni fazi je tzv. priming, ktery trva okolo 10 minut a provadi se pied jesté béhem piipravy
vzorku. Slouzi k tomu, aby se pfistroj pfipravil na praci a doslo k odstranéni vzduchovych

bublin. Spusti se dvojitym zmacknutim tlacitka PRIME.

Do 96-jamkové desticky jsme napipetovali nase vzorky, kazdy dvakrat (z divodu dvojité

kontroly), a vlozili je do autosampleru.

Obr. 17: 96-jamkova desticka

http://www.jiangwenbio.com/?m=home&c=View&a=index&aid=60
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4.4.1 Nastaveni podminek

V knihovné spekter (Spectral library) jsme si navolili vybrand c¢inidla, pro jednotlivé
flourochromy a buiiky. My si zvolili fluorochrom PerCP-Cy5,5 pro CD45, PE-Cy7 pro CD14
a FITC pro CDA41.

Vsechny funkce, vCetné nastaveni pfistroje, se ovladaji z okna Acquisition. (Obr. 17) Nastroje
pracovniho listu umoziuji zvolit zptsob zobrazeni dat (naptiklad typy grafii) a piizplsobit je

svym potfebam analyzy.

Obr. 17: Okno Acquisition k nastaveni podminek méreni

htips://cytometry.cytosens.com/sa3800-spectral-analyzer/

Vytvofili jsme si vlastni podminky pro méfeni a to:

e Events 100 000 (nebo 250 000)
e Threshold value 16,7

e FSC gain 17%

e SSC voltage 30

e FSC voltage 70
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4.4.2. Gating

Posledni c¢asti prace na PC je gating. Ten povazujeme za zdkladni princip analyzy na
pratokovém cytometru a je soucasti tzv. datové analyzy. Umoziuje ndm identifikovat jednotlivé
typy bunék pomoci markerti, které jsou vizualizovany fluorescenci v jedinecném emisnim
spektru.

Prvni krok je uzitecny k identifikaci bun¢k naSeho zdjmu. Jedna se o pomér FSC a SSC. Na ose
x je umisténo FSC a na ose y SSC. SSC rozd¢€luje buiiky podle granularity a komplexity, FSC
podle velikosti. Nejprve si v grafu ,,zagatujeme* bud’ celou bunécnou populaci nebo kazdou
populaci zvlast, pokud uz ted’ vime, o jaké populace se bude jednat. To mizeme vidét napiiklad
na Obr. 18. Interpretace tohoto histogramu je tedy takova, ze granulocyty jsou nejvice
komplexni a obsahuji nejvice granul, musi mit proto nejvétsi SSC. Monocyty jsou vétsi buiky
nez lymfocyty, proto maji vétsi FSC, a maji méné granul nez granulocyty, proto maji mensi

SSC. A lymfocyty jsou builky s nejmensi velikosti 1 granularitou.

Granulocyty

SSC

Monocyty

Lymfocyty

FSC
Obr. 18: FSC a SSC graf pti lyze ¢ervenych krvinek v plné krvi

Upraveno podle: https.//www.bio-rad-antibodies.com/blog/a-guide-to-gating-in-flow-

cytometry.html

V dal$im kroku si ozna¢ime uZ jen nami oznacené bunky za vyuziti parametri FSC-A/FSC-H
(Area/Height = Plocha/vyska). V tomto grafu uvidime, Ze buniky stejné populace jsou
v diagonale a maji relativné stejny pomer plochy a vysky, zatimco néjaké agregaty ¢i dublety

maji vétsi plochu nez vysku, takze je miizeme vyloucit. Vytvatime zde tzv. singlety.

Tteti krok se nazyva vylou€eni mrtvych bunék. Vezmeme jednotlivé builkky a zobrazime si

naptiklad rozptyl svétla proti intenzité barveni barvou pro mrtvé buiiky (napf. DNA barvivo,
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které prochazi jen poskozenou membranou a obarvi DNA mrtvych buné€k). Zistanou ndm tedy

jen zivé bunky.

Poslednim krokem je identifikace subpopulaci. Ta se provadi tak, Ze se proti sobé daji bunécné
markery jednotlivych populaci a zjistuje se procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych

kvadrantech. Postupné se tak postupuje i pro dals$i markery v experimentu.

Ptikladem muze byt naptiklad identifikace pozitivnich T-lymfocytt. (Obr. 19)

Identifikace bunék Singlets Vylouéeni mrtvych Identifikace subpopulaci
FSC/SSC FSC-A/FSC-H bunék

Obr. 19: ,,Gating* strategie
Prevzato z: https://www.youtube.com/watch?v=JN2yzDMady0&t=195s

4.5. Statisticka analyza

VSechna data jsou prezentovana jako pramér + SD. Vyskyt PMA byl porovnan a analyzovan

pomoci one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym t-testem nebo Studentovym t-testem.
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5 VYSLEDKY

Nasi studie se zicastnilo 14 pacienti, 7 muzi a 7 Zen ve veéku od 22 do 42 let. (Tabulka €. 3)

Tabulka €. 3: Prehled darcu podle pohlavi a veku

Darci
Vék - -
Muzi Zeny
20-29 5 7
30-39 1 0
40-49 1 0
Celkem 7 7

Dalsim zkoumanym faktorem v této diplomové praci je hodnota BMI (Body Mass Index), ktery
se vypocita podle nasledujici rovnice: télesnd vaha (kg) / télesna vyska na druhou (m).

V tabulce ¢. 4 naleznete rozepsané jednotlivé hodnoty BMI a jejich vyznam.

Tabulka €. 4: Rozdéleni hodnot BMI

BMI Kategorie
mén¢ nez 18,5 podvaha
18,5-24.9 norma
25,0-29.,9 nadvéaha
30,0-34,9 obezita 1. stupné
35,0-39,9 obezita 2. stupné
40,0 a vice obezita 3. stupné

V této praci nas zajimalo, jestli ma télesna vaha pacienta vliv na tvorbu agregati PMA.
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5.1. Vysledky PMA za pouZziti AA

Nejprve jsme métili hodnotu PMA v Cisté krvi jen za pouziti AA, jakozto aktivatoru agregace,
a to v riznych koncentracich. Konkrétné se jednalo o tyto koncentrace — 1uM, 10 uM, 25 uM,
50 uM, 100 uM, 125 pM, 250 uM a 500 pM.

Vychozi hodnotou pro nas experiment je hodnota PMA tzv. blanku (v grafu €. 1 oznacen jako
0), coz je pouze vzorek Cisté krve s PBS, bez aktivatoru agregace. Primérna hodnota PMA je

v tomto ptipad¢ 6,10 %. (Graf ¢. 1)

AA - muzi + Zeny PMA dohromady

45,00
EE
40,00
35,00
o e ok
30,00 %k * 3k ok %%
—~ T

15,00
10,00
T
5,00
0,00
0 1 10 25 50 100 125 250 500

¢ AA (uM)

Graf &. 1: Prumérné hodnoty PMA za pouziti AA u muzii a Zen
Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)

Z praimérnych hodnot vSech zucastnénych pacientl, muzii i zen, vyplyva, ze nejsilngji

reagovala AA pii koncentraci 250 uM, kdy byla naméfena primérna hodnota PMA 29,93 %.

Nasledné jsme ale pacienty rozdélili podle pohlavi, a dosli jsme k zavéru, Ze u muzi byla
nejsilnéjsi agregace naméfena uz pii koncentraci 125 uM, kdy jsme zaznamenali primérnou
hodnotu PMA 42,71 %. Za to u zen vazné doslo k nejsilnéjsi agregaci pii koncentraci 250 uM,
kdy hodnoty PMA dosahly v priméru 21,71 %. (Graf &. 2)
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Graf &. 2: Porovnani namérenych hodnot PMA mezi muZi a Zenami za pouziti A4
Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.03,
**p<0.01, ***p<0.001)

Z vysledki také vyplyva, ze pii naSem méifeni obecné doslo k silnéjsi agregaci u muzi, protoze
ve vSech ndmi namétenych koncentracich byly zjistény vyssi primérné hodnoty PMA nez u
zen. Nejvetsi rozdil byl naméfen u koncentrace 125 uM, kdy se hodnoty PMA mezi muzi a
zenami lisily o 35,93 %. Naopak nejvyrovnanéjsi hodnoty PMA byly naméfeny u koncentrace

50 uM, kdy se rozdil mezi muzi a Zenami lisil jen o 1,59 %.

Pii méfeni PMA za pouziti AA, jsme méli k dispozici pacienty ve 3 kategoriich BMI, a to
konkrétn¢ 18,5-24,9, 25-29,9 a 35-39,9. U tohoto méfeni se jednotlivé namétené hodnoty u
jednotlivych kategorii BMI podstatné liSily. Nejvyssi namétfenou hodnotou celkové byla
hodnota PMA 22,34 %. Ta byla namétena u koncentrace 250 pM u pacienta s BMI 35-39,9. U
této koncentrace taky miizeme obecné fict, ze u ni byly v priméru naméfeny nejvyssi hodnoty
PMA. Naopak primérné nejniz$i hodnoty byly zjistény u koncentrace 500 uM. Nejnizsi
koncentrace viibec byly naméfena pii koncentraci 50 pM u pacienta s BMI 25-29.9. Jednalo se

0 hodnotu 2,92 %. (Graf ¢. 3)
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PMA podle BMI pfi pouziti AA
40,00
35,00
30,00 *

25,00

Kk Ak

[ TR

I i 0 I I
10 25 50

100 125 250 500

20,00

* sk

PMA (%

Aokok

15,00

10,00 -
5.0
0.00
|

blank

(=]

¢ AA (uM)

BMI 18,5-24,9 = BMI 25-29,9 BMI 35-39,9

Graf ¢. 3: Porovnadni hodnota PMA podle BMI za pouziti AA
Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.03,
**p<0.01, ***p<0.001)

5.2. Vliv 4-MC na vznik PMA

Dalsi ¢asti tohoto experimentu bylo zjistit hodnotu PMA po inkubaci 4-MC, ktery je povazovan
za inhibitora aktivace agregace. Pouzili jsme nasledujici koncentrace 4-MC — 1 uM, 10 uM, 25
uM, 50 uM, 75 uM a 100 pM. Cilem bylo prokézat, zda ma 4-MC né&jaky vliv na vznik téchto
PMA in vitro.

Jelikoz se jedna o inhibitor aktivace agregace, predpokladalo se naméteni hodnot nizsich, nez

tomu bylo u AA pfi stejnych koncentracich.

Nejdiive jsme hodnotili, zda méa samotny 4-MC néjaky vliv na vznik PMA. Nepatrné nejsilnéjsi
PMA bylo naméteno u koncentrace 75 uM, a to 5,93 %. Naopak nejnizsi PMA byla zjisténa u
koncentrace 10 uM, a to 4,04 %. (Graf ¢. 4)
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Graf ¢. 4: Priumeérné hodnoty PMA za pouziti 4-MC u muzii a Zen
Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)

Co se ty€e porovnani naméfenych hodnot mezi pohlavimi, tak u muzt byly stejné jako v ptipadé
AA, naméfeny vyssi hodnoty PMA. Nejvyssi zjiSténou hodnotou PMA u muza byla hodnota
PMA blanku, kterd dosahla 8,25 %. Nejnizsi hodnota PMA byla vypocitana u koncentrace 10
uM, a to 4,14 %. (Graf ¢. 5)

U Zen byly zméfeny hodnoty podstatné niz8i. Hodnoty vSech koncentraci byly pfiblizné stejné
a pohybovaly se v rozmezi 2,50 — 4,00 %, s vyjimkou blanku, kde byla naméfena hodnota PMA
pouze 1,02 %. Nepatrn€ nejvyssi hodnota byla dosazena pii koncentraci 50 uM, a to 3,85 %.
Nejvétsi rozdil byl naméten u blanku, a to konkrétné 7,23 %.
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Graf ¢&. 5: Porovnani namerenych hodnot PMA mezi muzi a Zenami za pouziti 4-MC

Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.03,

#kp<(.01, ***p<0.001)

Co se tyce rozdéleni hodnot PMA podle BMI pacienti, tak pii métfeni za pouziti 4-MC jsme

dosli k celkem jednoznaénym vysledkiim. Nejvyssi hodnoty PMA u vSech koncentraci byly

naméfeny u pacientll s BMI 25-29.9. Nejvyssi hodnota PMA byla naméfena u koncentrace

75 uM, a to 10,03 %, tésn¢ nasledovana hodnotou PMA blanku, a to 9,89 %. (Graf €. 6)
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Graf ¢. 6: Porovnani hodnoty PMA podle BMI za pouziti 4-MC

100

Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.05,

*<0.01, ***<0.001)
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5.3. Vysledky PMA za pouziti AA + 4-MC

Posledni ¢asti tohoto experimentu zahrnovalo k zjisténi hodnot PMA pouziti jak aktivatoru, tak
1 inhibitoru agregace, tedy AA dohromady s 4-MC. AA jsme pouzivali v koncentracich 100 uM
a 250 uM a 4-MC v koncentraci 20 pM.

Z namétenych hodnot jsme zjistili, Ze k nepatrné vétsi tvorbé agregatii doslo u koncentrace 250

uM, a to 12,51 %. Hodnota PMA u koncentrace 100 uM byla 12,06 %. (Graf €. 7)

AA +4-MC muzi + zeny PMA dohromady
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¢ AA (100,250) + 4-MC (20) (uM)

Graf ¢. 7: Hodnoty PMA namérené pri pouziti aktivatoru (AA) a inhibitoru aktivace agregace

(4-MC)

Pokud tyto hodnoty porovname s hodnotami naméfenymi pfi samostatném pouziti AA o stejné
koncentraci, zjistime, Ze hodnota PMA u koncentrace AA 100 uM byla 22,86 % a u koncentrace
250 uM 29,93 %. Hodnoty PMA se tedy diky pouziti inhibitoru 4-MC snizily u koncentrace
100 uM 0 47,00 %, a u koncentrace 250 uM dokonce o 58,00 %. (Graf ¢. 8)
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Graf ¢. 8: Porovnadni namérenych hodnot PMA pri pouziti pouze aktivatoru agregace (AA)
versus pri pouziti AA i inhibitoru agregace (4-MC)
Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)

Co se tyka pohlavi, tak pfi tomto méteni se vysledky mezi muzi a Zenami odliSovaly. U muzt
byly naméteny vys$i hodnoty u koncentrace 250 uM, a to konkrétné 14,53 %. U Zen byla
naopak naméfena o néco vyssi hodnota PMA u koncentrace 100 pM, a to 10,08 %. U obou
pohlavi byly ale rozdily velmi tésné, u muzi se hodnoty liSily pouze o 0,92 % a u zen dokonce

jen 0 0,09 %.

Pfi porovnani hodnot PMA mezi muzi a Zenami i v tomto méfeni vyslo, Ze vyssi hodnoty
agregace byly namétfeny u muzi. Pii koncentraci 100 uM se jednalo v priméru o rozdil 3,30 %

a u koncentrace 250 uM o rozdil 4, 61 %. (Graf ¢. 9)
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Graf &. 9: Porovnani namérenych hodnot PMA mezi muZi a Zenami za pouziti AA + 4-MC
Statisticky test one-way ANOVA s naslednym Dunnettovym post-hoc testem (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001)

Pti rozdéleni pacient podle hodnot jejich BMI jsme také v tomto ptipadé dosli k zavéru, ze
k suverénné nejsilngjsi agregaci doslo u pacientd s BMI 25-29,9. U této hodnoty BMI byly
namétené hodnoty PMA u obou koncentraci, tedy 100 uM 1 250 uM, téméeft totozné. Jednalo se
konkrétné o hodnoty 18,45 % pro 100 uM a 18,48 % pro 250 uM. Naopak nejniz§i PMA bylo

u obou métenych koncentraci zjisténo u pacienta s BMI 35-39,9. (Graf ¢. 10)
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Graf &. 10: Porovnadni hodnot PMA podle BMI za pouziti AA + 4-MC
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6 DISKUZE

Kyselina arachidonova (AA) patii mezi nenasycené mastné kyseliny. Je prekurzorem syntézy
eikosanoidll, mezi které patii naptiklad prostacykliny, leukotrieny nebo thromboxany. K této
syntéze dochazi diky pisobeni enzymu fosfolipazy A», kdy se arachidonat uvolni z bunééné
membrany. Tento d¢j je vyznamny zejména u 1écby zanétlivych stavii pomoci kortikosteroidi,
kdy dochézi k inhibici fosfolipazy A», a tim padem také k nizsi produkci AA.*! Jeji dalsi funkci
je, ze ji fadime k aktivatortim agregace trombocytii s monocyty, tzv. PMA. Samotna AA neni
aktivace schopna, ale diky své pfeméné na tromboxan 2, ktery ptsobi jako silné proagregacni

¢inidlo, se tak pii méfeni PMA vyuziva.

Vychozi hodnotou pro méfeni byla hodnota tzv. blanku (¢ista krev + PBS + fluorochrom), u
které byla namétena hodnota PMA 6,10 %. (Graf. €.1) Z grafi mizeme vy¢ist, ze s ptidanim
aktivatoru agregace, tedy AA, se hodnoty PMA zvysily se zvySujici se koncentraci. Vyjimkou
jsou hodnoty PMA naméfené u Zen pfi koncentracich 125 pM a 500 uM, kdy jsou hodnoty
nizsi. Za pri¢inu mizeme u koncentrace 125 puM povazovat nejspi§ chybu v méteni. U

koncentrace 500 uM to muiize byt tim, Ze uz je pro bunky hodné¢ silnd, a vétSina z nich neptezije

Nejlepsi vysledky byly naméteny u koncentrace 250 pM, ktera doséhla hodnoty témét 30,00 %
PMA. V praxi by to znamenalo, Ze pfi této koncentraci doSlo k aktivaci nejvétsiho mnozstvi
trombocytl tim, Ze se navazaly na monocyty a staly se tak prozanétlivé a prokoagulacni, coz je
klicovy ukazatel trombotickych stavii v organismu.'” Naopak pti koncentraci 500 uM doslo
k vyraznému poklesu tvorby agregati, a to pfiblizn€ o 10,00 %. Tato koncentrace uzZ mize byt

pro tvorbu agregatii v organismu pfili§ vysoka.

Pti rozdé€leni pacientli podle pohlavi (Graf €. 2) jsme dosli k zavéru, ze k vétsi tvorbé PMA
doslo u muzi, a to ve vSech koncentracich. Nejvyssi vyskyt PMA u muzi byl naméfen uz u
koncentrace 125 puM, a doséhl hodnoty kolem 43,00 %. Takova to hodnota nebyla u zen
dosazena v Zadné z mefenych koncentraci. Nejvyssi zméfenou hodnotou PMA byla hodnota
21,71 % naméfena pii koncentraci 250 uM. Tyto vysledky nemliZeme povazovat za Uplné
presné, jelikoz bylo zjiSténo, Ze trombocyty Zen ve vSech vékovych kategoriich jsou citlivejsi
na stimulaci agonisty nez trombocyty muzii. Tato zvySend reaktivita byla zjiSténa u vSech
stimulant® agregace, nejvice viak u trombinového receptoru PAR1.*? Studiemi bylo zjisténo,
ze zvySena reaktivita k stimulantim agregace u Zen naznacuje, Ze se jedna o vnitini vlastnost
zenskych trombocytll. Obecné maji Zeny také vétsi mnozstvi trombocytll nez muzi, ale jejich

zvysena reaktivita je pozorovana i po upravé poctu bunck na stejné mnozstvi jako u muzi.
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Reaktivita krevnich desti¢ek je zvySena jak u zdravych pacientek, tak i u asymptomatickych
pacientek s rodinnou anamnézou piedcasné ischemické choroby srde¢ni (CAD), pacientek s

podezienim na infarkt myokardu nebo u pacientek podstupujicich stentovani.®’

Agregace pomoci AA by se dala dale podpofit pouzitim dalSich aktivatori agregace, jako je
napiiklad ADP nebo kolagen. Byl proveden experiment na porovnani protidestickovych
vlastnosti kolagenu a AA. Stimulovala sen nejprve agregace AA, a poté i1 kolagenu.
K nejsilnéjsi korelaci doslo u vyssi koncentrace AA (200 uM) a nizkou koncentraci kolagenu
kolagenu (0.16 ng/mL). Zajimavé je, ze tato korelace byla prokazana i pfi pouziti AA v nizsi

koncentraci (60 uM), jen se slabsimi vysledky.*

Co se ty¢e hodnot PMA pii rozdéleni pacientii podle BMI (Graf €. 3), tak nejvyssi hodnoty
byly naméteny v kategorii 35-39,9, ktera signalizuje obezitu 2. stupné. Nejvyssi hodnota PMA
byla naméfena u koncentrace 250 uM, a to 22,34 %. Tyto vysledky vychazi z faktu, ze obezita
je spojena s vysokym rizikem rozvoje kardiovaskuldrnich onemocnéni a také s rozvojem
metabolického syndromu. Hyperreaktivita krevnich desticek (tedy jejich aktivace) se podili na
urychleni rozvoje aterotrombozy, na které se podili faktory jako je zanét, inzulinova rezistence,

oxidativni stres nebo endotelova dysfunkce.*’

Dale byla studovana protidestickova aktivita 4-methylkatecholu (4-MC). 4-MC je derivat
kvercetinu, vyuZivany zejména pro své pozitivni U€¢inky na nervovou tkan nebo na lécbu

neuropatické bolesti. 2°

4-MC je také znam jako inhibitor agregace trombocytl. Mechanismus uc¢inku této
protidestickové aktivity neni zcela objasnén, ale ze studii vyplyvd, Ze ma spojitost
s vapnikovymi signalnimi drahami. Bylo také zjisténo, ze k nejvétsSimu poklesu tvorby agregat
doslo pfi spolecném pouziti 4-MC s ASA, a to uz pii velmi nizkych koncentracich. Je to dano
tim, Ze¢ ASA na rozdil od 4-MC inhibuje COX-1, tedy jedinou formu cyklooxygenazy
pritomnou v trombocytech. Tento vysledek by mohl mit n€kolik moznych vysvétleni; 4-MC
bud’ pasobi zcela nezavisle na kaskad¢é zaloZzené na AA, nebo zasahuje do dalSiho kroku,

pfemény prostaglandinu na prostaglandin H2 (PGH2). %

V tomto experimentu byl pouzit 4-MC v 6 riznych koncentracich — 1, 10, 25, 50, 75 a 100 pM.
Nasim cilem bylo prokézat, zda samotny 4-MC ma né&jaky vliv na tvorbu agregati PMA in
vitro. To se prokazat dokazalo, jelikoZz 4-MC ve vSech pouZitych koncentracich vykazal urcité
procento tvorby agregatii. Namétené hodnoty byly nizsi nez u AA, to se ale dalo ocekévat,

jelikoz se jednd o inhibitor agregace. Bylo ale zjisténo, ze 4-MC je ucinnéjsi nez kyselina
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acetylsalicylova (ASA), a to jak na agregaci vyvolanou AA, tak 1 kolagenem. Jeho klinicky
relevantni t€inek byl prokazéan uz pti koncentraci 10 uM, ktery odpovida piiblizné u€inku ASA

v koncentraci mezi 30 az 70 uM.2®

Jako nejsilngjsi vysla z naSeho méfeni koncentrace 75 uM, ktera doséhla hodnoty 8,25 %. (Graf
¢. 4). Pii této koncentraci byla tedy prokézana nejvyssi protidestickova aktivita 4-MC, jelikoz
doslo k tvorbé¢ nejvétsiho mnozstvi PMA, a tedy k rozvoji nejvétSiho mnozstvi prozanétlivych

faktort. Vyssi koncentrace (100 uM) se uz mtize jevit jako ptilis vysoké pro tvorbu PMA.

Opét doslo k vyssi tvorbé PMA u muzii nez u Zen (Graf €. 5), a pfi tomto méteni byly naméteny

nejvyssi hodnoty u BMI 25-29,9 (nadvaha) (Graf ¢. 6).

V posledni ¢asti jsme zkoumali tvorbu PMA za pouziti jak AA, tak i 4-MC soucasné. U AA
byly pouzity koncentrace 100 pM a 250 uM, u 4-MC koncentrace 20 uM (Graf €. 7), protoze
u této koncentrace byla studiemi za pomoci korelaci s AA zjiSténa nejsilnéjsi antiagregacni

aktivita.*!

I v tomto ptipad¢ byla zjisténa ptitomnost PMA, ale pti porovnani se stejnymi koncentracemi
samotné AA, byly hodnoty podstatné niZsi, a to ptiblizn€ o 50,00 % u obou koncentraci (Graf
¢. 8). Nedoslo tedy k uplné inhibici agregace, a protidestickovy efekt 4-MC miiZeme prokazat
1 pf1 tomto méteni. Miize to byt, ale vysvétleno 1 ne Gplné perfektnim zpracovanim vzorku,

jelikoz destiCky jsou velmi citlivé a mohou se samy spontanné aktivovat.

I v tomto méfeni byly zjiStény vyssi hodnoty PMA u muZzi nez u zen (Graf €. 9), ale rozdil
mezi hodnotami jednotlivych koncentraci byl veelku zanedbatelny, nepatrné vys$Sich hodnot
bylo dosazeno u koncentrace 250 uM. U muzii byla namétfena nejvyssi hodnota u koncentrace
250 pM, u Zen uz pti koncentraci 100 pM. Pfi tomto méfeni miiZzeme fict, Ze byla prokazana
vy$si citlivost zenskych desticek na tvorbu PMA.

Pti rozdé€leni pacient podle BMI (Graf €. 10) byly opét nejvyssi hodnoty zjistény v kategorii
tedy obezita 2. stupné. Nejspis se jedna o chybu v méfeni, jelikoZ je to v rozporu s ostatnimi

vysledky.
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7  ZAVER

V této diplomové praci byla zkouména kyselina arachidonova, jakozto aktivator inhibice
agregace trombocytii s monocyty (PMA), a to v riznych koncentracich a v rtiznych kategoriich
(pohlavi, vék, BMI). Tvorba agregati PMA byla prokazéana ve vSech pouzitych koncentracich.
Jako nejsilnéjsi se projevila koncentrace 250 uM. Pii porovnani mezi pohlavimi byly zjistény
vys§i hodnoty PMA u muzi, a to i pfi nizSich koncentracich. Ze studii je znamo, Ze krevni
desticky Zen jsou na tvorbu agregatl citlivéjsi, a proto by u se u nich mély PMA tvoftit pii
nizsich koncentracich nez u muzd. To se ndm podafilo prokéazat jen pfi soucasném pouziti AA

a 4-MC. Mohlo to byt zplisobeno Spatnou Gpravou vzorku a mou nezkuSenosti v laboratofi.

Co se naopak prokazat dokézalo je to, Ze nejvysSich hodnot PMA bylo naméfeno u pacientti
s vy$§im BMI, tedy u pacientl s nadvahou (BMI 25-29,9) a pacienti s obezitou 2. stupné¢ (BMI
35-39,9). U obéznich pacientd je obecné vyS§i riziko rozvoje aterosklerotickych a

kardiovaskularnich chorob, a s tim souvisejici tvorba zanétt a tromboz.

Dalsim cilem bylo prokazat protidestickovou aktivitu inhibitoru agregace, 4-methylkatecholu.
Tento cil se prokdzat dokézalo, jako nejlepsi se ukdzala koncentrace 75 pM. Nikdy nedoslo
k uplné inhibici agregace, hodnoty PMA byly oproti AA ocekdvané nizsi, ale mizeme fict, ze

4-MC se da k zabranéni tvorby PMA pouZzivat.
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