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ABSTRAKT 

 
Neutrofilní granulocyty jsou důležitými buňkami vrozené imunity a zajišťují obranu organismu 

před patogeny pomocí různých mechanismů. Jedním z těchto mechanismů je NETóza, 

při které dochází k uvolnění dekondenzovaného chromatinu a také citrulinovaných 

histonových proteinů. Citrulinace je post-translační modifikací, která je katalyzována enzymem 

peptidylarginindeiminasou (PAD) a která vede k přeměně kladně nabitého argininu na neutrální 

citrulin a může způsobit změny exprese genů pro cytokiny. 

Byla stanovována koncentrace prozánětlivých cytokinů (IL-8, TNFα, IL-1β) v závislosti 

na míře citrulinace histonu H3. Stanovení bylo provedeno na úrovni proteinů metodou ELISA 

a na úrovni mRNA pomocí qPCR. Pro navození citrulinace a aktivaci PAD4 byl použit 

vápníkový ionofor a pro inhibici sloužily dva inhibitory: Cl-amidine a TDFA.  

Bylo zjištěno, že po aktivaci PAD4 docházelo k významnému zvýšení produkce IL-8 

a IL-1β. Zvýšení exprese IL-8 bylo rovněž potvrzeno i na úrovni mRNA pomocí qPCR. 

K inhibici PAD4 a snížení produkce IL-8 a IL-1β docházelo za použití obou inhibitorů. Expresi 

TNFα se nepodařilo prokázat ani na úrovni proteinů, ani na úrovni mRNA. 
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ABSTRACT  

 
Neutrophils are major cell type of innate immunity, that can eliminate pathogens by different 

mechanisms. One of these mechanisms is called NETosis, which leads to release 

of decondensed chromatin and citrullinated histone proteins. Citrullination is post-translational 

modification catalysed by peptidylarginine deiminase (PAD) and causing transformation 

of possitively charged arginin to neutral citrullin and can change expression of cytokine genes. 

Concetrations of pro-inflammatory cytokines (IL-8, TNFα, IL-1β) were measured after 

activation of PAD4 and induction of citrullination. Calcium ionophore was used to induce 

citrullinaton, Cl-amidine and TDFA were used as inhibitors. Production of cytokines 

was assessed by ELISA on protein level and by qPCR on mRNA level. 

It was found that induction of citrullination led to increased concentrations of IL-8 

and IL-1β. Elevated gene expression of IL-8 was confirmed on mRNA level. Both inhibitors 

were able to decrease level of histone H3 citrullination and IL-8 and IL-1β concentrations. 

Expression of TNFα was not detected on protein and mRNA level. 
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ÚVOD 

Citrulinace je post-translační modifikací, při které dochází k přeměně kladně nabitého argininu 

na neutrální citrulin. Tato ztráta náboje může vést ke změnám ve struktuře proteinu, interakcí 

mezi proteiny a ke změnám genové exprese. Citrulinace je spojena s různými fyziologickými 

procesy, ale i s určitými druhy rakovin nebo s autoimunitními chorobami, mezi které patří 

například revmatoidní artritida. 

Jednou ze skupin proteinů, jejichž genová exprese může být ovlivněna touto post-translační 

modifíkací jsou cytokiny. Tyto proteiny regulují řadu procesů včetně buněčné proliferace, 

aktivace, diferenciace a buněčné smrti. Mezi cytokiny patří například chemokiny, které řídí 

a kontrolují migraci a lokalizaci buněk imunitního systému a jsou zásadní pro jejich správnou 

funkci. Tato diplomová práce se zaměřuje na změnu exprese prozánětlivých cytokinů (IL-8, 

TNFα, IL-1β) v závislosti na míře citrulinace histonového proteinu H3 u buněk neutrofilních 

granulocytů. 
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TEORETICKÁ ČÁST 

1 NEUTROFILNÍ GRANULOCYTY 

Neutrofilní granulocyty patří do skupiny polymorfonukleárních leukocytů a jsou efektorovými 

buňkami vrozené imunity organismů. Tyto buňky hrají důležitou roli při obraně organismu 

proti extracelulárním patogenům a při akutním zánětu. Pokud patogen překoná fyzikální bariéry 

organismu a získá přístup do tkání, signály vytvořené mikroby a makrofágy v místě infekce 

aktivují endoteliální buňky, které následně zachytí neutrofilní granulocyty v jejich blízkosti 

a směřují je do místa zánětu.  

Neutrofily jsou prvními leukocyty, které se dostávají do místa zánětu a jsou schopny 

eliminovat patogeny pomocí několika různých mechanismů, mezi které patří například jejich 

schopnost fagocytózy, NETóza, uvolňování lytických enzymů z granulí a produkce reaktivních 

kyslíkových forem (ROS), které mají antimikrobiální účinek [1], [2], [3]. 

Cirkulující neutrofily tvoří u člověka 50–70 % ze všech leukocytů [4]. Průměr zralých 

neutrofilů se běžně pohybuje v rozmezí 7–10 µm, mají segmentované jádro a jejich cytoplazma 

obsahuje granula a sekreční váčky [1]. Dříve byl čas, který neutrofily stráví v oběhu odhadován 

na 5–10 hodin, avšak tento odhad byl překonán asi desetkrát, když bylo zjištěno, že život 

neutrofilů může trvat až 5,4 dní [5]. 

 

1.1 Produkce a regulace neutrofilních granulocytů 

Produkce neutrofilních granulocytů je lokalizována do prostředí kostní dřeně, kde při procesu 

krvetvorby (hematopoézy) připadají asi dvě třetiny této aktivity na tvorbu monocytů 

a granulocytů (neutrofily, eosinofily a bazofily). Neutrofily vznikají z hematopoetických 

kmenových buněk, které jsou lokalizovány právě v prostředí kostní dřeně. Toto prostředí je 

charakteristické přítomností osteoblastů, nízkým průtokem krve a nízkým tlakem kyslíku [6].  

Během jednoho dne může vzniknout u zdravého dospělého člověka až 2 × 1011 buněk 

neutrofilních granulocytů. Během maturace prochází neutrofil několika vývojovými stádii, 

které se nazývají myeloblast, promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt neutrofilní tyčka 

a polymorfonukleární (segmentovaná) buňka [1], [7]. 

Za obvyklých podmínek dochází k uvolňování pouze zralých neutrofilů z kostní dřeně, 

které již dále nediferencují. Lokalizace hematopoetických kmenových buněk a ještě ne zcela 

zralých neutrofilů do prostředí kostní dřeně je umožněna zvláště pomocí perivaskulárních 

buněk, které exprimují chemokinový receptor CXCR4 [8]. Receptor CXCR4 váže chemokin 

CXCL12, vysílá retenční signály a po vytvoření zralé myeloidní buňky, jako je například 
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neutrofilní granulocyt, postupně zmizí. Na rozdíl od tohoto receptoru, CXCR2, receptor 

pro chemokiny CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6 a CXCL8, přenáší signály a jeho 

množství se v průběhu času postupně zvyšuje, což vede k uvolňování myeloidních buněk 

z kostní dřeně [9].  

 

1.2 Cesta neutrofilních granulocytů do místa zánětu 

Přesun neutrofilních granulocytů do místa zánětu obecně zahrnuje následující kroky: zachycení 

neutrofilů na endotheliu pomocí selektinu, rolování, zpomalení a následnou adhezi, která je 

zprostředkována integriny a v posledním kroku dochází k transmigraci neutrofilů do poškozené 

tkáně [10], [11]. Schématické znázornění tohoto procesu zobrazuje Obrázek 1. 

 

 

Obrázek 1: Migrace neutrofilu do místa zánětu. Přesun neutrofilu zahrnuje kroky rolování, adheze 

a transmigrace. Buňky jsou na enduteliu zachytávány pomocí selektinu (převzato a upraveno dle [12]). 

 

Tato kaskáda je započata změnami povrchu endothelia, které jsou způsobeny zánětlivými 

mediátory zahrnujícími například histamin a cytokiny. Tyto mediátory jsou uvolňovány 

buňkami leukocytů v případě, že dojde k jejich kontaktu s patogeny [13], [10], [14]. 

Rolování neutrofilů je umožněno jejich kontaktem s endotheliem, na jehož povrchu se 

nacházejí selektiny. Úplná aktivace může být dvoukrokový proces iniciovaný prozánětlivými 

cytokiny, jako je například tumor nekrotizující faktor-α (TNFα) a interleukin 1 β (IL-1β). 

Druhou možností je kontakt s aktivovanými endotheliálními buňkami, který je následován 
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vystavením neutrofilu molekulárním strukturám typickým pro povrch buněk patogeních 

mikroorganismů, chemoatraktantům nebo růstovým faktorům [15]. Tento proces je nezbytný 

pro co nejvyšší stupeň degranulace neutrofilů a pro tvorbu reaktivních kyslíkových forem [15], 

[16]. 

Při procesu aktivace neutrofilů a jejich chemotaxe do místa zánětu hrají klíčovou roli 

ELR-CXC chemokiny, které ve své struktuře obsahují specifický motiv 

glutamát-leucin-arginin, jež je přítomný ihned před CXC motivem. Mezi tyto chemokiny patří 

CXCL8 (rovněž známý jako IL-8), CXCL2 a CXCL5. Úkolem těchto chemokinů je přenos 

signálu pomocí receptoru CXCR2, a tím aktivace neutrofilů a jejich adheze k endotheliu [17], 

[18]. 

 

1.3 Mechanismy působení neutrofilních granulocytů 

Existují tři základní mechanismy, pomocí kterých neutrofilní granulocyty zajišťují obranu 

proti extracelulárním patogenům. Přehled těchto mechanismů zobrazuje Obrázek 2.  

 

 

Obrázek 2: Mechanismy neutrofilních granulocytů pro obranu proti extracelulárním patogenům 

(převzato a upraveno dle [19]. 

 

Mezi tyto mechanismy patří schopnost fagocytózy, degranulace neutrofilních granulocytů 

a proces NETózy [1], [2], [3]. 
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1.3.1 Fagocytóza 

Buňky vyvinuly mnoho způsobů, pomocí kterých jsou schopny pohlcovat částice a rozpuštěné 

látky. Mezi tyto mechanismy patří například pinocytóza, endocytóza nebo také fagocytóza. 

Fagocytóza je proces, při kterém dochází k rozpoznání a pohlcení mikroorganismů, zbytků 

tkání a částic, které jsou akumulovány během infekce, zánětu nebo při hojení ran. Tento způsob 

obrany proti patogenům je nejefektivněji uskutečňován fagocytujícími buňkami, 

mezi které patří například právě neutrofilní granulocyty. Fagocytóza je zásadním 

mechanismem zajišťujícím eliminaci patogenů a obnovení homeostázy v místě zánětu 

nebo infekce. Tento proces je rovněž velmi důležitý u buněk monocytů a makrofágů 

pro indukci specifické imunitní odpovědi, protože je nezbytný pro prezentaci antigenu 

a aktivaci T-lymfocytů. Fagocytóza je primárně mechanismus zajišťující destrukci patogenu 

uvolňováním lysozomálních enzymů a tvorbou reaktivních forem kyslíku a oxidu dusnatého 

[20]. 

 

1.3.2 Tvorba reaktivních kyslíkových forem 

Fagocyty produkují ROS primárně za účelem boje s invadujícími bakteriemi, houbami 

nebo prvoky. Znázornění mechanismu produkce ROS zobrazuje Obrázek 3. Enzymem 

zodpovědným za tvorbu ROS je NADPH oxidasa. Tento enzymový komplex není v buňce 

sestaven, dokud není vyžadována jeho aktivita. Rozpoznání a pohlcení patogenu vede k aktivaci 

NADPH oxidasy, díky které dochází k redukci molekul O2 na O2•
− radikály, které přímo 

likvidují pohlcenou patogenní částici. Ekvivalenty potřebné pro redukci pocházejí z NADPH, 

které je tvořeno v pentózofosfátovém cyklu [21], [22], [23]. Elektrony jsou přenášeny 

z NADPH na molekuly O2, zatímco protony proudí napěťově řízenými iontovými kanály, 

čímž je udržována aktivita NADPH oxidasy [24], [25].  

Radikály O2•
− mohou být za využití H+ přeměněny na H2O2 a O2. Tato reakce je v kyselém 

prostředí velmi rychlá a může probíhat ještě o dva řády rychleji v přítomnosti superoxid 

dismutasy [26], [27]. U neutrofilních granulocytů je pH fagosomu v prvních chvílích 

po pohlcení patogenu alkalické (pH ∼7,5–8,5) a během jedné hodiny poklesne na pH ∼6–6,5 

[28]. 

Kyselina chlorná (HOCl) je syntetizována neutrofilní myeloperoxidasou (MPO). 

Tento enzym je uložen v azurofilních granulích neutrofilních granulocytů a po aktivaci 

neutrofilů se uvolňuje do fagosomů a extracelulárního prostředí. MPO reaguje s H2O2 

a za přítomnosti chloridu dochází ke vzniku HOCl. Tato kyselina je hlavním oxidačním 
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činidlem syntetizovaným v buňkách neutrofilních granulocytů, které může dále reagovat 

s aminy za vzniku chloraminů. Tyto chloraminy se mohou dostávat do patogenů, kde mohou 

interagovat s mnohem větší selektivitou než HOCl a jsou déle účinkujícími a efektivnějšími 

toxikanty [29], [30]. 

 

 

Obrázek 3: Tvorba ROS neutrofilními granulocyty ve fagosomu. Hlavním oxidačním činidlem 

syntentetizovaným buňkami neutrofilů je HOCl (3). Tvorba •NO de novo (4) není u neutrofilů příliš 

běžná (převzato a upraveno dle [31]. 

 

1.3.3 Degranulace 

Degranulace je procesem exocytózy antimikrobiálních nebo cytotoxických molekul 

z intracelulárních granul do extracelulárního prostředí nebo fagosomu. Tento proces hraje 

důležitou roli při přeměně neaktivního cirkulujícího neutrofilu na plně aktivovanou buňku 

schopnou cílené migrace, fagocytózy a usmrcení patogenu [32]. Během procesu degranulace 

dochází k fúzi cytoplazmatických granul s buněčnou membránou a následnému uvolnění jejich 

obsahu do extracelulárního prostředí. Lidské neutrofilní granulocyty jsou vybaveny třemi 
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základními typy cytoplazmatických granul, které ovlivňují funkci buňky: primární (azurofilní), 

sekundární (specifická) a terciární granula [33], [34].  

Neutrofily rovněž obsahují membránově vázané organely nazvané jako sekreční váčky, 

které vznikly procesem endocytózy. Jejich membrána je bohatá na receptory, signální proteiny 

a adhezivní molekuly, zatímco jejich vnitřním obsahem je plazma [35]. 

Azurofilní, specifická a terciární granula obsahují různé enzymy a proteiny určené 

na obranu proti patogenům a jejich membrána je tvořena signálními proteiny, receptory, 

adhezními molekulami a enzymy [35], [36]. 

Azurofilní granula obsahují MPO, serinové proteasy, katepsin G, neutrofilní elastasu (NE) 

a α-defensiny. Specifická granula jsou tvořena antimikrobiálními proteiny a peptidy, 

mezi které patří například laktoferin, katelicidin, pentraxin a haptoglobin, a rovněž obsahují 

některé metaloproteinasy. Želatinázová granula jsou tvořena gelatinasou, lysozymem a také 

některými metaloproteinasami [37], [38]. 

Míra mobilizace těchto granul závisí na intenzitě stimulu, avšak pořadí jejich mobilizace je 

dané. Nejprve jsou mobilizována terciární granula, poté specifická a jako poslední jsou 

mobilizována azurofilní granula. Dochází k postupnému přidávání proteinů z membrány 

granulí k cytoplazmatické membráně a k uvolnění vnitřního obsahu granulí do extracelulárního 

prostředí. Řízená exocytóza granulí neutrofilních granulocytů umožňuje cílené doručení 

toxických granulárních proteinů do místa potřeby, a tím zamezuje poškození zdravé tkáně [39], 

[40]. 

 

1.3.4 NETóza 

Až do roku 2004 byla za hlavní mechanismus eliminace patogenů neutrofilními granulocyty 

považována fagocytóza a následné zneškodnění patogenu pomocí ROS a proteas uvnitř 

fagolysozomu. Tento koncept změnil Brinkmann spolu se svými kolegy, když zjistili, 

že neutrofily po stimulaci forbol-12-myristát-13-acetátem (PMA) uvolňují struktury, které jsou 

tvořeny dekondenzovaným chromatinem, histonovými proteiny, granulárními proteiny, NE, 

MPO a katepsinem G. Tyto struktury byly nazvány jako neutrofilní extracelulární pasti (NETs) 

a byly poprvé popsány jako alternativní obranný mechanismus, pomocí kterého jsou neutrofily 

schopné zachytit a případně usmrtit mikroby [3].  

Stimulace pomocí PMA vede k uvolnění NETs do extracelulárního prostředí, které je 

doprovázeno lyzí neutrofilu. Díky tomuto zjištění byla NETóza popsána jako programovaná 

buněčná smrt, která se odlišuje od apoptózy a nekrózy a je závislá na tvorbě ROS 
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NADPH oxidasou. Při takto indukované tvorbě NETs je hlavním zdrojem DNA v těchto 

strukturách jádro neutrofilu [41]. 

Při tomto procesu dochází k aktivaci NADPH oxidasy přes PKC a Raf-MEK-ERK signální 

dráhu a následné produkci ROS. Tím je aktivována peptidylarginindeiminasa 4 (PAD4), 

která hypercitrulinuje arginin v histonových proteinech, což způsobuje dekondenzaci 

chromatinu [42], [43]. Zároveň je uvolňována MPO a NE z azurofilních granul [44]. Bylo 

zjištěno, že MPO se váže na chromatin a aktivuje NE, která degraduje aktinová filamenta 

v cytoplazmě a poté je translokována do jádra a štěpí histonové proteiny [45]. Následně dochází 

k rozrušení jaderného obalu, uvolnění chromatinu do cytosolu a jeho smísení s proteiny 

cytosolu [41]. Lyze buňky a uvolnění NETs jsou zprostředkovány pomocí gasderinu D, který je 

NE štěpen na svoji aktivní formu [46]. Aktivovaný gasderin D vytváří póry v plasmatické 

membráně a v granulárních membránách a způsobuje uvolnění obsahu buňky 

do extracelulárního prostředí [47]. 

Avšak tvorba NETs nemusí být vždy spojena s lyzí neutrofilů. Bylo zjištěno, že aktivace 

neutrofilů pomocí bakterií, lipopolysacharidu (LPS), IL-8 nebo nízkých koncentrací PMA, 

může vést k uvolnění DNA a tvorbě NETs nezávisle na buněčné smrti [48]. V tomto případě je 

zdrojem DNA uvolněné ve strukturách NETs mitochondriální DNA (mtDNA) [49]. Všechny 

typy granulocytů (neutrofily, eozinofily a basofily) mohou tímto způsobem uvolňovat mtDNA, 

a tak vytvářet NETs, které umožňují zachycení a likvidaci bakterií bez buněčné smrti [50], [51]. 

Uvolňování mtDNA neutrofily a eozinofily bylo rovněž pozorováno in vivo [50], [52]. 

 

1.4 Zánik neutrofilů 

Za fyziologických podmínek jsou neutrofilní granulocyty odstraňovány z krevního oběhu 

převážně v játrech, slezině a v kostní dřeni [53], [54]. 

U starých neutrofilů dochází ke zvýšené expresi chemokinového receptoru CXCR4, pomocí 

kterého jsou neutrofily pravděpodobně směřovány zpět do kostní dřeně, kde poté dochází 

k jejich apoptóze a eliminaci makrofágy [15].  

Neutrofily mohou rovněž zanikat ve vaskulárním systému, ze kterého jsou následně 

odstraňovány pomocí Kupfferových buněk imobilizovaných v játrech [54]. Takto mohou být 

eliminovány jak senescentní neutrofily [53], tak i neutrofily které zahynuly při boji s infekcí 

[54].  
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2 CYTOKINY 

Chemokiny jsou chemotaktické cytokiny, které řídí a kontrolují migraci a lokalizaci buněk 

imunitního systému a tvoří největší rodinu cytokinů. Správná funkce chemokinů je zásadní 

pro pohyb všech imunitních buněk, od migrace potřebné k vývoji imunitní buňky 

a k homeostáze až po vyvolání primární a humorální imunitní odpovědi a migraci imunitních 

buněk do místa poškození nebo zánětu. Vazbou na příslušné receptory na cílových buňkách 

v jejich bezprostřední blízkosti, mohou tyto krátce žijící malé proteiny regulovat řadu procesů 

včetně buněčné proliferace, aktivace, diferenciace a buněčné smrti [55]. 

Pro tuto práci byly vybrány tři cytokiny, které jsou produkovány buňkami neutrofilních 

granulocytů: TNFα, IL-1β a IL-8. Tyto cytokiny mohou přispívat k zánětlivým a destruktivním 

procesům při RA, mohly by tudíž v budoucnu být zajímavými terapeutickými cíli při léčbě 

této nemoci. Mnoho studií potvrdilo expresi prozánětlivých cytokinů v synoviální tkáni 

při revmatoidní artritidě (RA) bez ohledu na délku trvání nemoci, její vážnost nebo léčbu [55]. 

 

2.1 TNFα 

Buňky neutrofilních granulocytů migrují krevním oběhem do místa zánětu, kdy nejprve 

interagují a migrují skrze aktivované endothelium. Endotheliální buňky jsou aktivovány lokální 

produkcí prozánětlivých cytokinů, jako jsou například TNF, IL1 a IL17. Tato aktivace vede 

k expresi P-selektinů, E-selektinů a integrinů, které vážou buňky neutrofilů, zpomalují jejich 

pohyb a způsobují jejich rolování po endotheliu.  

TNFα zaujímá zásadní roli při regulaci tvorby prozánětlivých cytokinů. Jako pleiotropní 

cytokin, který může zvyšovat synoviální proliferaci a produkci prostaglandinů 

a metaloproteinas, a který rovněž může regulovat cytokinové dráhy, je TNFα považován 

za potenciální terapeutický cíl při léčbě RA [56], [57], [58]. 

 

2.2 IL-1β 

IL-1β je prozánětlivý cytokin, který rovněž hraje důležitou roli při průběhu RA a spolu s TNFα 

patří mezi hlavní cytokiny podílejícími se destruktivních procesech probíhajících při tomto 

onemocnění.  

Tento cytokin je také spolu IL-6 zodpovědný za migraci buněk a zánětlivé procesy 

probíhající při RA [59]. Cytokin IL-1β se spolu s TNFα, IL-6 a IL-17 rovněž podílí na tvorbě 

osteoklastů, které jsou hlavními buňkami odstraňujícími kostní hmotu a nacházejícími se 

v synoviálních membránách pacientů trpících RA [60], [61]. 
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2.3 IL-8 

Cytokin IL-8 patří mezi silné chemotaktické faktory neutrofilních granulocytů a je rovněž 

zánětlivým mediátorem. Exprese IL-8 může být vyvolána různými prozánětlivými signály, 

kterými mohou být například LPS, TNF a IL-1 [62]. 

Bylo potvrzeno, že IL-8 selektivně působí na neutrofilní granulocyty, zatímco monocyty 

nejsou ovlivňovány jeho chemotaktickým gradientem. Tento chemotaktický cytokin se podílí 

na aktivaci neutrofilů, která se projevuje degranulací a produkcí superoxidového aniontu [63]. 

K aktivaci neutrofilu dochází po vazbě na neutrofilní receptory s vysokou afinitou k IL-8 [64]. 

Schopnost IL-8 aktivovat buňky neutrofilních granulocytů se projevuje při jeho koncentraci 

od 0,1 – 10 nM [65]. 
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3 CITRULINACE 

Citrulinace proteinů patří mezi post-translační modifikace (PTM), které je v poslední době 

věnována zvláštní pozornost. Citrulin je nestandardní aminokyselina, která není do struktury 

proteinu inkorporována během procesu translace. Jelikož pro citrulin neexistuje žádná tRNA 

a není geneticky kódovanou aminokyselinou, je zřejmé, že přítomnost citrulinu v proteinech 

musí být způsobena post-translační modifikací. V roce 1977 bylo zjištěno [66], že za tuto 

modifikaci jsou zodpovědné enzymy z rodiny PAD.  

Tato modifikace je procesem, při kterém dochází k odstranění aminoskupiny na argininu, 

a tím jeho přeměně na citrulin. Citrulinace je provázena ztrátou elektrostatického náboje, 

která může mít dramatický dopad na strukturu proteinu [67], interakce mezi proteiny 

a buněčnou signalizaci [68]. Schématické znázornění procesu citrulinace zobrazuje Obrázek 4. 

 

 

Obrázek 4: Schématické znázornění procesu citrulinace. Při tomto procesu dochází k deiminaci 

peptidyl argininu a vzniku peptidyl citrulinu za ztráty elektrostatického náboje. Tato reakce je 

katalyzována PAD enzymy (převzato a upraveno dle [69]). 

 

PAD jsou enzymy, které katalyzují přeměnu argininu na nestandardní aminokyselinu 

citrulin. V současné době je známo pět genů, kódujících vysoce konzervované savčí izoformy 

tohoto enzymu: PAD 1-4 a PAD6 [70], [71], [72].  

Zatímco primární struktura těchto enzymů je vysoce konzervovaná, exprese jednotlivých 

PAD enzymů je tkáňově specifická. Není známo příliš mnoho informací o specifitě PAD 
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enzymů k různým proteinovým substrátům. Bylo zjištěno, že všechny izoformy mohou in vitro 

citrulinovat většinu proteinů, které mají přístupná argininová rezidua [73]. 

Aktivita všech těchto enzymů velmi silně závisí na přítomnosti Ca2+ iontů, bez kterých není 

přeměna L-argininu na L-citrulin možná [74]. Jelikož jsou koncentrace Ca2+ iontů v cytosolu 

a nukleoplazmě za fyziologických podmínek relativně nízké a pohybují se v rozmezí 

10-8 -10-6 M, tak by PAD enzymy měly zůstávat za těchto podmínek neaktivní. Tyto enzymy 

jsou aktivovány za extrémních podmínek, například pokud dochází k poškození a umírání 

buněk, kdy se zvýší koncentrace vápenatých iontů díky jejich přítoku z extracelulárního 

prostředí a jejich uvolnění z intracelulárních zásob [75]. 

Je známo mnoho proteinů, které jsou substráty PAD enzymů, ale nejlépe 

charakterizovanými proteiny podléhajícími citrulinaci jsou histony. Histony mohou být 

citrulinovány na řadě míst a tyto PTMs mohou vést k aktivaci nebo represi genové exprese [76]. 

Citrulinace histonů hraje důležitou roli například při apoptóze, která je indukovaná 

poškozením DNA, nebo při procesu NETózy [3], [77]. 

 

3.1 PAD4 

Enzym PAD4 je ze všech enzymů z rodiny peptidylarginindeiminas nejlépe popsán a jeho 

fyziologické funkce jsou i díky určení jeho krystalové struktury nejlépe charakterizovány. 

Izoenzym PAD4 je exprimován v jádře a cytoplazmatických granulích diferencovaných 

neutrofilů a hraje roli při tvorbě NETů. Tento enzym rovněž ovlivňuje genovou expresi svojí 

schopností deiminovat histonové proteiny H2A, H3 a H4 [78]. 

 

3.1.1 Struktura a mechanismus působení PAD4 

Všechny savčí PAD izoenzymy sdílejí 50–70% sekvenční homologii, jejich délka se pohybuje 

okolo 663 AK a molekulová hmotnost okolo 74 kDA [79], [80], [81]. 

Struktura těchto enzymů je tvořena dvěma immunoglobulin-like subdoménami 

nacházejícími se v N-terminální části (AK 1–300) a vysoce konzervovanou C-terminální 

doménou (AK 301–663), která zahrnuje aktivní místo enzymu [79]. Izoenzym PAD4 ve své 

struktuře rovněž obsahuje jaderný lokalizační signál (NLS), který se nachází v N-terminální 

doméně. Díky tomuto NLS je PAD4 lokalizována do jádra, kde katalyzuje deiminaci histonů 

H3 a H4  [79], [82].  

Enzym PAD4 obsahuje pět vazebných míst pro Ca2+ z nichž dvě jsou lokalizována 

v C-terminální doméně a zbylé tři v N-terminální části. V nepřítomnosti Ca2+ iontů je struktura 
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aktivního místa enzymu spíše otevřená a obsahuje vysoce kyselou oblast, ve které se nachází 

nukleofilní Cys645, který je směřován ven z aktivního místa. Poté co dojde k navázání Ca2+, 

prochází protein řadou konformačních změn, díky nimž se klíčová rezidua aktivního místa 

(včetně Cys645) dostanou do pozice, ve které jsou schopné katalyzovat deiminační reakci [79], 

[81]. Aktivita PAD4 je nezávislá na pH, které se pohybuje v rozmezí 6,0–8,5 [83]. 

Arita a jeho kolegové [79] popsali mechanismus, podle kterého pravděpodobně dochází 

k deiminační reakci. Tento mechanismus zobrazuje Obrázek 5. Pro katalýzu této reakce jsou 

zásadní čtyři rezidua: D350, H471, D473 a C645. Deiminace začíná nukleofilním atakem 

cysteinu z aktivního centra enzymu, C645, na uhlík nacházející se ve struktuře guanidinu. 

Tímto způsobem vzniká tetrahedrální intermediát, který se následně rozpadá za tvorby dalšího 

intermediátu, jehož hydrolýza vede k tvorbě citrulinu. Protonace uvolněného amoniaku je 

umožněna histidinem H471. Dva aspartáty D350 a D473 napomáhají orientovat guanidinovou 

skupinu a umožnit nukleofilní atak [83], [79], [84]. 

 

 

Obrázek 5: Navržený mechanismus citrulinace katalyzované enzmymem PAD4 (převzato 

a upraveno dle [75]). 
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3.1.2 Role PAD v chorobách 

Citrulinace figrinogenu, filaggrinu, kolagenu, aktinu, keratinu, β-tubulinu a myelinového 

bazického (MBP) proteinu je spojena s různými fyziologickými procesy, stejně 

tak jako s autoimunitními chorobami a určitými druhy rakovin. 

Citrulinace je zásadním dějem, ke kterému dochází při RA. Během tohoto onemocnění 

uvolňují buňky neutrofilních granulocytů do kloubů PAD enzymy, které zde citrulinují 

fibrinogen, filaggrin, kolagen, α-enolasu a vimentin. Tyto citrulinované proteiny jsou následně 

rozpoznávány protilátkami proti citrulinovaným proteinům (ACPA), což vede k produkci 

prozánětlivých cytokinů a další mobilizaci buněk imunitního systému, které dále uvolňují PAD 

enzymy do kloubů [85], [86], [87], [88]. 

Dalším onemocněním, při kterém hraje PAD4 důležitou roli je roztroušená skleróza. 

Hypercitrulinace MBP pomocí enzymů PAD2 a PAD4 způsobuje jeho proteolýzu a degradaci 

myelinové vrstvy, zpomaluje přenos signálů a nakonec vede k rozvoji roztroušené sklerózy 

[89], [90]. 

Ke zvýšené expresi PAD4 dochází rovněž u řady maligních tumorů, ale nedochází k ní 

u benigních tumorů. Toto zjištění naznačuje možnou roli dysregulované PAD4 při vývoji 

tumorů. Hladina PAD4 je rovněž zvýšena v krvi pacientů s maligními tumory a po resekci 

dochází k jejímu poklesu [91].  

 

3.1.3 Inhibitory PAD4 

Díky roli PAD4 při řadě různých onemocněních, roste zájem vytvářet inhibitory tohoto enzymu. 

V minulých letech byla vyvinuta řada PAD inhibitorů, ale většina těchto molekul je relativně 

slabými inhibitory těchto enzymů.  

Luo a jeho kolegové vyvinuli silné inhibitory PAD4. Nejlepšími vybranými sloučeninami 

byly Cl-amidine a F-amidine. Tyto inhibitory inaktivují enzymy alkylací cysteinu C645, 

která byla krystalograficky potvrzena [92]. Tyto sloučeniny jsou analogy benzoyl-argininu, 

který je zatím nejmenším charakterizovaným substrátem [83]. Strukturu Cl-amidinu zobrazuje 

Obrázek 6. 
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Obrázek 6: Struktura inhibitorů PAD enzymů – Cl-amidinu a TDFA (převzato a upraveno dle [75]).

 

 

Rovněž byl objeven tripeptid (Thr-Asp-F-amidine; TDFA), který je vysoce selektivním 

ireverzibilním ihibitorem PAD4. Tento inhibitor je odvozen ze struktury dříve známého 

Cl-amidinu [93]. Strukturu TDFA zobrazuje Obrázek 6. 

V případě inhibice enzymu PAD4, nedochází k citrulinaci histonového proteinu H3 a tvorbě 

NETů, které tyto citrulinované histony obsahují.   
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4 HISTONOVÉ PROTEINY 

 

4.1 Struktura chromatinu 

Genetická informace eukaryotické buňky je uložena ve formě molekul DNA, jejichž délka 

v lidské buňce dosahuje až 2 m v jádře buňky o průměru přibližně 10 µm. Po replikaci se délka 

DNA obsažené v buňce ještě zdvojnásobí. Z těchto důvodů mají buňky vyvinutý sofistikovaný 

mechanismus, jak organizovat a chránit svoji DNA. 

Jednou z možností, jak organizovat záporně nabitou genomickou DNA v jádře, je využití 

tohoto náboje k interakci s kladně nabitými proteiny (Obrázek 7). Tyto kladně nabité proteiny 

se nazývají histony a u eukaryotických organismů vytvářejí proteinový komplex interagující 

s DNA. Tento proteinový komplex v interakci s DNA se nazývá chromatin.  

 

Obrázek 7: Organizace chromatinu. Chromatin je tvořen DNA a histony a vytváří 10 nm vlákno, 

které je dále uspořádáno do struktury chromozomu (převzato a upraveno dle [94]). 

 

Základní úrovní organizace chromatinu je nukleosom tvořený dvěma kopiemi každého 

histonu H2A, H2B, H3 a H4, které jsou uspořádány do histonového oktameru, okolo kterého je 

ovinuto 146–147 bp vlákna DNA. Histonový oktamer je tvořen centrálním heterotetramerem 
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histonů H3 a H4, ke kterému jsou připojeny dva heterodimery tvořené histony H2A a H2B. 

[95], [96]. Nukleosomy se v chromatinu vyskytují v přibližně pravidelných intervalech a jsou 

spojeny krátkými úseky linkerové DNA o průměrné délce okolo 60 bp. Takto je tvořeno dlouhé 

vlákno nukleosomů, které dosahuje šířky přibližně 10 nm [97], [98], [99]. Linkerová DNA je 

vázána na histon H1, který stabilizuje vazbu DNA na histonový oktamer [100], [101]. 

Struktura chromatinu a jeho domén řídí replikaci DNA i genovou expresi. Histonové 

proteiny jsou charakteristické přítomností N-terminálních konců o variabilní délce, na kterých 

dochází k četným PTM. Tyto modifikace hrají důležitou roli při procesech transkripční 

aktivace, umlčování, organizaci chromatinu a replikaci DNA [102]. 

 

4.2 Modifikace histonových proteinů 

Epigenetická regulace genové exprese je nepostradatelným mechanismem pro správnou funkci 

eukaryotických buněk. Dysregulace tohoto mechanismu může být příčinou vzniku mnoha 

chorob. Tento regulační mechanismus je aspoň z části kontrolován pomocí celé řady PTM 

histonových proteinů [103]. 

Histony jsou předmětem obrovského počtu PTM, které zahrnují acetylaci, methylaci lysinů 

a argininů, fosforylaci serinů a threoninů, ubikvitinaci a sumoylaci lysinů a také ribosylaci. 

Pro ještě větší zvýšení komplexity může navíc každý lysin přijmout až tři methylové skupiny 

a arginin může podléhat mono- nebo di-methylaci. K většině PTM dochází na N-terminálních 

nebo C-terminálních částech histonových proteinů [102]. 

Tyto vyčnívající N-konce histonových proteinů jsou bohaté na aminokyseliny lysin 

a arginin [95] a z tohoto důvodu jsou zásadními pro regulaci genové exprese. Jelikož argininová 

rezidua hrají důležitou roli při vazbě DNA a při protein-proteinových interakcích není 

překvapivé, že podléhají mnoha PTM. Přehled základních PTM, které mohou probíhat 

na N-koncích histonových proteinů uvádí Obrázek 8. 
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Obrázek 8: Přehled PTM probíhajících na N-koncích histonových proteinů bohatých na arginin a lysin 

(převzato a upraveno podle [104]). 

 

V současné době jsou známy čtyři různé typy enzymatických modifikací argininu: 

methylace, citrulinace, fosforylace a ADP-ribosylace [105], [76]. 
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5 CÍL PRÁCE 

 

Cílem práce je zhodnocení vlivu citrulinace histonového proteinu H3 u buněk neutrofilních 

granulocytů na expresi genů prozánětlivých cytokinů IL-8, TNFα a IL-1β. Pro splnění tohoto 

cíle byly provedeny následující dílčí kroky: 

 

• Porovnání míry citrulinace histonu H3 po aktivaci pomocí CaI a inhibici Cl-amidinem 

a TDFA 

• Stanovení genové exprese cytokinů na úrovni mRNA pomocí qPCR 

• Stanovení produkce cytokinů na úrovni proteinů pomocí metody ELISA 

• Analýza a statistické zpracování získaných výsledků 
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PRAKTICKÁ ČÁST 

6 MATERIÁL 

 

6.1 Biologický materiál 

Žilní krev od zdravých dárců (odebírána do citrátu sodného) 

 

6.2 Použité chemikálie 

- Akrylamid/Bis-akrylamid, 30% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- Anti-mouse IgG značená křenovou peroxidasou (Cell Signaling Technology, USA) 

- Anti-Histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) protilátka (5103) ChIP Grade (Abcam, 

Velká Británie) 

- Anti-rabbit IgG značená křenovou peroxidasou (Cell Signaling Technology, USA) 

- BCATM Protein Assay Reagent A, B (Pierce, USA) 

- Calcium Ionophore A23187, C29H37N3O6 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- CatchGene® Cell/Tissue RNA Kit 

- Citrát sodný; 3,8% (Lachema, Česká republika) 

- Cl-Amidine (trifluoroacetate salt), C14H19ClN4O2•CF3CO2H (Cayman Chemical, 

USA) 

- cOmpleteTM ULTRA Tablets Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics 

GmbH, Německo) 

- Dextran T 500 – Leuconostoc Mesenteroides (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- DMSO (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- EDTA (ethylendiamintetraoctová kyselina) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- Human IL-1beta Uncoated ELISA Kit (Thermo Fischer Scientific, USA) 

- Human IL-8 Uncoated ELISA Kit (Thermo Fischer Scientific, USA) 

- Human TNFα ELISA Ready-SET-Go! (Affymetrix, USA) 

- β-merkaptoethanol (Bio-Rad Laboratories, USA) 

- Protein ladder 26620 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- SuperSignal West Femto a Pico Chemiluminiscent Substrate (Thermo Fisher Scientific, 

USA) 

- TaqMan® Gene Expression Assays, (Thermo Fischer Scientific, USA) 
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- TDFA (trifluoroacetate salt), C17H29FN6O7 · xC2HF3O2 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 

Německo) 

- TEMED (N,N,N′,N′-tetramethylethylenediamine), (CH3)2NCH2CH2N(CH3)2 (Sigma-

Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, USA) 

- TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (SERVA Electrophoresis GmbH, Německo) 

- TWEEN-20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

- Želatina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Německo) 

 

6.3 Příprava pufrů 

- Elektroforetický pufr (5× koncentrovaný) – na 1 l roztoku: 15,25 g TRIS; 72,1 g glycinu; 

5 g SDS rozpuštěno v destilované vodě, pH 8,3 (používá se 1× koncentrovaný) 

- Fosfátový pufr PBS – na 1 l roztoku: 0,2 g KCl; 8 g NaCl; 0,2 g KH2PO4; 2,3 g 

Na2HPO4·12H2O rozpuštěno v destilované vodě, pH 7,5 

- HBSS (Hank´s Balanced Salt Solution) – na 1 l roztoku: 0,4 g KCl; 0,06 g KH2PO4; 0,2 g 

MgSO4·7H2O; 0,8 g NaCl; 0,35 g NaHCO3; 0,12 g Na2HPO4·12H2O; 1 g glukosy; 0,14 g 

CaCl2 rozpuštěno v destilované vodě, pH 7,4 

- IP pufr – na 100 ml roztoku: 316 mg TRIS-HCl (pH 8,0); 0,88 g NaCl; 0,292 g EDTA; 

0,2 ml Triton X-100; 0,2 ml Igepal (NP-40) rozpuštěno v destilované vodě, rozplněno 

po 10 ml a roztok uchováván v lednici. Před použitím přidáno 65 μl Aprotininu (zásobní 

koncentrace 10 mg.ml-1), 100 μl PMSF (zásobní koncentrace 17,4 mg.ml-1) a 1 tableta 

cOmpleteTM ULTRA Tablets Protease Inhibitor Cocktail. 

- Laemli pufr – (5× koncentrovaný) – na 50 ml roztoku: 1,89 g TRIS; 5 g SDS; 15 ml 

glycerolu; 2,5 ml β-merkaptoethanolu a 7,5 mg bromfenolové modři rozpuštěno 

v destilované vodě; pH 6,8; uchováváno při -20 °C 

- Transfer pufr (10× koncentrovaný) – na 1 l roztoku: 30,3 g TRIS; 144,9 g glycinu, 

5 g SDS rozpuštěno v destilované vodě (používá se 1× koncentrovaný pufr: 100 ml 

10× koncentrovaného pufru + 200 ml methanolu + 700 ml destilované vody) 

- TBS-T pufr – na 1 l roztoku: 30 g TRIS, 5 ml Tween, 2 g KCl, 80 g NaCl rozpuštěno 

v destilované vodě; pH 7,6 (používá se 10× ředěný roztok) 

- 0,5M Tri-HCl pufr – na 100 ml roztoku: 6,057 g TRIS; 0,298 g EDTA rozpuštěno 

v destilované vodě; pH 6,8; uchováváno při 4 °C 
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- 1,5M Tri-HCl pufr – na 100 ml roztoku: 18,171 g TRIS; 0,298 g EDTA rozpuštěno 

v destilované vodě; pH 8,8; uchováváno při 4 °C 

- 1% želatina – ředění 40% želatiny v TBS-T, uchováváno při 4 °C 

 

6.4 Příprava aktivátoru a inhibitorů 

- Calcium Ionophore A23187, C29H37N3O6 – rozpuštěn v DMSO na koncentraci 10 mM 

(zásobní koncentrace) – dále ředěno pomocí HBSS na koncentraci 750 µM (výsledná 

koncentrace ve vzorcích byla 7,5 µM) 

- Cl-amidine (10× koncentrovaný) – 5 mg rozpuštěno v 590 µl 96% EtOH (20mM roztok), 

uchováván při -20 °C, dále ředěno pomocí HBSS 

- TDFA (10× koncentrovaný) – 5 mg rozpuštěno v 557 µl destilované vody (20mM roztok), 

uchováván při -20 °C, dále ředěno pomocí HBSS 

 

6.5 Použité přístroje 

- Aparatura pro SDS-PAGE a Western blot (BioRad, USA) 

- BenchMixer™ Vortex Mixer (Benchmark Scientific, USA) 

- Centrifuga 5417R (Eppendorf, Německo) 

- Centrifuga 5804R (Eppendorf, Německo) 

- LightCycler® 480 Probes Master (Roche Applied Science, Německo) 

- Microplate Washer F109121S 96PW (SLT, Rakousko) 

- Mini Spin Plus (Eppendorf, Německo) 

- NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, USA) 

- Počítač buněk CASY model TT, Cell Counter + Analyser system (Roche Innovatis, 

Německo) 

- Skříňový termostat chlazený ET 619-4 (Lovibond, Německo) 

- Spektrofotometr Sunrise (TECAN, Švýcarsko) 

- Termoblok Thermo-shaker TS-100C (Biosan, Litva) 

- TubeRoller (Benchmark Scientific, USA) 

- TurboCycler Lite (Biotech, Taiwan) 
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7 METODY 

 

7.1 Izolace neutrofilů z lidské krve 

Neutrofily byly izolovány z krve zdravých dárců podle následujícího postupu: 

1. Dárci bylo odebráno 60 ml krve do stříkačky obsahující citrát sodný (na 1 ml krve 100 µl 

citrátu). 

2. Následně bylo 20 ml krve opatrně smícháno s 10 ml 3% dextranu v centrifugační zkumavce 

a ponecháno 40 min při pokojové teplotě pro sedimentaci erytrocytů. 

3. Supernatant byl opatrně navrstven na 10 ml Histopaque 1077 tak, aby vzniklo ostré rozhraní 

mezi oběma roztoky. 

4. Směs byla centrifugována s minimální brzdou a akcelerací (390 g, 30 min, pokojová 

teplota). 

5. Supernatant byl vylit a pelet na dně, který obsahoval neutrofilní granulocyty a erytrocyty, 

byl hemolyzován. 

a. K peletu bylo přidáno 5 ml vody pro injekce a pelet byl promícháván po dobu 30 s 

Pasteurovou pipetou. 

b. Poté bylo přidáno 5 ml 1,8% NaCl pro vyrovnání osmolality a směs byla 

promíchána. 

6. Celkový objem směsi ve zkumavce byl doplněn pomocí PBS na 40 ml. 

7. Směs byla centrifugována s brzdou a akcelerací na maximum (190 g, 10 min, pokojová 

teplota). 

8. Supernatant byl odstraněn a k buňkám byl přidán 1 ml HBSS pufru. 

9. Byla změřena koncentrace a viabilita neutrofilních granulocytů (CASY) a poté byly tyto 

buňky naředěny na koncentraci 3.106 buněk.ml-1. 

Všechny centrifugační kroky byly provedeny s využitím centrifugy Centrifuge 5804R, 

Eppendorf. 

 

7.2 Příprava vzorků pro stanovení exprese cytokinů a míry citrulinace 

Vyizolované buňky neutrofilních granulocytů byly rozsuspendovány v HBSS pufru a naředěny 

na koncentraci 3.106 buněk.ml-1. Tyto buňky byly následně použity pro přípravu vzorků 

pro detekci citrulinace histonu H3 pomocí Western blotu, stanovení genové exprese vybraných 

cytokinů metodou ELISA a pro izolaci mRNA. Postup přípravy vzorků uvádí Tabulka 1. 

. 



 

31 
 

Tabulka 1: Postup přípravy vzorků pro Western blot, ELISU a izolaci mRNA 

Vzorek Buňky HBSS 2 mM Cl-amidine 2 mM TDFA CaI 

1 

1780 µl 

200 µl - - 20 µl 

2 150 µl 50 µl - 20 µl 

3 150 µl - 50 µl 20 µl 

4 220 µl - - - 

 

1 

1780 µl 

200 µl - - 20 µl 

2 100 µl 100 µl - 20 µl 

3 100 µl - 100 µl 20 µl 

4 220 µl - - - 

 

1. Nejprve byl k buňkám přidán pufr HBSS a v případě druhého a třetího vzorku i jeden 

z inhibitorů. Byly použity dvě různé koncentrace inhibitorů – 50 µM a 100 µM. Tato směs 

byla inkubována při teplotě 37 °C po dobu 30 min. 

2. Následně byl do vzorku přidán CaI (výsledná koncentrace 7,5 µM) a směs byla inkubována 

opět při teplotě 37 °C po dobu 30 min. 

3. Po skončení inkubace byly buňky centrifugovány (300 g, 5 min, 4 °C). 

4. Ze zkumavek byly odebrány supernatanty, které byly následně uchovávány 

při teplotě -80 °C. 

5. Pelety byly promyty 1 ml PBS a vzorky byly použity pro izolaci mRNA a pro stanovení 

citrulinace pomocí western blotu. 

 

7.3 Detekce citrulinace histone H3 pomocí western blotu 

7.3.1 Příprava vzorků pro western blot 

1. K peletům bylo po odsátí PBS přidáno 200 µl IP pufru pro lyzování buněk. 

2. Buňky byly sonikovány po dobu 5 s a poté centrifugovány (16000 g, 5 min, 4 °C). 

3. Byl odebrán supernatant a byla změřena koncentrace proteinů (kapitola 8.5) Vzorky byly 

naředěny na koncentraci proteinů 600 mg.ml-1. 

4. Vzorky byly uchovávány při teplotě -20 °C. 
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7.3.2 Příprava gelů pro western blot 

Byly připraveny dva 15% rozdělovací polyakrylamidové gely o tloušťce 1,5 mm a 15 jamkové 

hřebínkové gely. Jeden gel byl použit pro detekci citrulinace histonu H3 a druhý gel 

pro stanovení β-aktinu. Postup přípravy gelů uvádí Tabulka 2. V tabulce jsou uvedeny objemy 

pro přípravu dvou gelů. 

 

Tabulka 2: Příprava gelů pro western blot 

 15% rozdělovací gel Hřebínkový gel 

H2O 3,5 ml 5 ml 

1,5 M TRIS (pH 8,8) 3,8 ml - 

0,5 M TRIS (pH 6,8) - 2,1 ml 

30% akrylamid 7,5 ml 1,5 ml 

10% SDS 0,9 ml 0,7 ml 

TEMED 45 µl 45 µl 

10% APS 100 µl 100 µl 

 

Nejprve byl napipetován 15% rozdělovací gel, který byl poté převrstven 200 µl 

izopropanolu a ponechán 30 min při pokojové teplotě. Po zpolymerizování a ztuhnutí gelu byl 

izopropanol odmyt pomocí destilované vody a jeho zbytky odsáty filtračním papírem. Poté byl 

napipetován hřebínkový gel a po jeho ztuhnutí byly gely vloženy do použitého 

elektroforetického pufru a ponechány přes noc při teplotě 4 °C. 

 

7.3.3 Elektroforéza 

1. Ke vzorkům lyzovaných buněk byl přidán Laemli pufr v poměru objemů pufru a vzorku 

1:4. 

2. Vzorky byly zvortexovány a povařeny po dobu 5 min při 100 °C v termobloku. 

3. Po sestavení aparatury bylo do každé jamky napipetováno 17 µl zvortexovaného vzorku 

a do jedné jamky byl napipetován marker (Thermo Fisher Scientific, USA). 

4. Každý vzorek byl napipetován do 2 gelů – jeden pro detekci β-aktinu a druhý pro detekci 

citrulinovaného histonu H3. 

5. Byl dolit elektroforetický pufr a elektroforéza byla nejprve spuštěna při 90 V po dobu 

15 min a poté při 120 V přibližně 90 min. 
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7.3.4 Western blot  

1. Byl proveden přenos proteinů z gelu na PVDF (polyvinylidene difluoride) membránu, 

která byla nejprve aktivována v methanolu. 

2. Aparatura byla vložena do nádoby obsahující led nebo ledové bločky a zalita čerstvým 

transfer pufrem. 

3. Přenos na membránu probíhal 2,5 h při 230 mA. 

4. Membrány byly blokovány 1 h při pokojové teplotě v roztoku 1% želatiny (citrulinovaný 

H3) nebo v 5% roztoku mléka (β-aktin). 

5. Membrány byly třikrát promývány v roztoku TBS-T vždy po dobu 10 min. 

 

7.3.5 Imunodetekce proteinů 

1. Membrány byly vloženy do primárních protilátek a inkubovány přes noc na rolleru při 4 °C: 

- Citrulinovaný histon H3: králičí anti-histone H3 (Citrulline) protilátka (Abcam 5103) – 

ředěna 1:500 v 1% želatině 

- β-aktin: myší anti – β-aktin protilátka (A 5441) – ředěna 1:5000 v 5% mléku 

2. Membrány byly třikrát promývány v roztoku TBS-T vždy po dobu 10 min. 

3. Membrány byly vloženy do sekundárních protilátek a inkubovány 1 h na rolleru 

při pokojové teplotě: 

- Citrulinovaný histon H3: Anti-rabbit IgG značená křenovou peroxidasou – ředěna 

1:3000 v 1% roztoku želatiny 

- β-aktin: Anti-mouse IgG značená křenovou peroxidasou – ředěna 1:2000 v 5% mléku 

4. Membrány byly třikrát promývány v roztoku TBS-T vždy po dobu 10 min. 

5. Pro detekci křenové peroxidasy byl použit chemiluminiscenční substrát a signál byl 

zaznamenán na radiografické filmy. 

6. Po naskenování filmů byla vyhodnocena optická denzita (OD) v programu ImageJ. 

 

7.4 Stanovení exprese cytokinů pomocí qPCR 

Pro stanovení cytokinů pomocí qPCR byla nejprve izolována mRNA z buněk neutrofilních 

granulocytů. Tato mRNA byla následně reverzní transkripcí přepsána do cDNA, která byla 

použita při PCR reakci. 
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7.4.1 Izolace mRNA z neutrofilů 

Izolace mRNA z neutrofilů byla provedena pomocí kitu CatchGene® Cell/Tissue RNA Kit 

podle návodu výrobce. Koncentrace vyizolované mRNA byla změřena pomocí 

spektrofotometru NanoDrop™ 1000 a mRNA byla poté uchovávána při teplotě -80 °C. 

 

7.4.2 Příprava cDNA pro Real-time PCR 

Reverzní transkripce byla provedena pomocí kitu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis 

Kit. Všechny kroky tohoto procesu probíhaly na ledu a ve sterilním prostředí. 

1. Nejprve byla připravena reakční směs obsahující RNA a primery (Tabulka 3). 

 

Tabulka 3: Příprava směsi obsahující RNA a primery pro reverzní transkripci 

Reagent Objem (µl) Výsledná koncentrace 

RNA  1 µg 

Oligo(dT)18 Primer 1 2,5 µM 

Random Hexamer Primer 2 60 µM 

H2O (PCR grade) do 13 µl -  

 

2. Směs byla denaturována při teplotě 65 °C po dobu 10 min v termocykleru (TurboCycler 

Lite, Biotech) pro odstranění sekundárních struktur RNA. Po denaturaci byla směs okamžitě 

ochlazena. 

3. Do směsi byly následně přidány další komponenty (Tabulka 4) a směs byla promíchána 

pipetou a krátce centrifugována. 

 

Tabulka 4: Kompletní směs pro reverzní transkripci 

Reagent Objem (µl) Výsledná koncentrace 

Transcriptor reverse Transcriptase Reaction 

Buffer (5× konc.) 
4 1× 

Protector Rnase Inhibitor (40 U/ µl) 0,5 20 U 

Deoxynucleotide Mix (10 mM) 2 1 mM 

Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/ µl) 0,5 10 U 
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4. Reverzní transkripce probíhala ve třech krocích, kdy směs byla inkubována v termocykleru 

při následujících teplotách: 

a. 10 min při 25 °C 

b. 60 min při 50 °C 

c. 5 min při 85 °C (inaktivace reverzní transkriptasy) 

5. Reakce byla zastavena umístěním zkumavek na led a cDNA byla uložena do -20 °C. 

 

7.4.3 Stanovení genové exprese IL-8 a TNFα pomocí Real-time PCR 

Všechny kroky přípravy vzorků pro Real-time PCR byly prováděny na ledu a ve sterilním 

prostředí. Všechny vzorky byly připravovány v duplikátech.  

Pro stanovení genové exprese cytokinů byly využity kity TaqMan® Gene Expression 

Assays obsahující sondu a primery pro daný gen (cxcl8, tnfα). Jako referenční gen byl použit 

gen actb. 

1. Vzorky cDNA byly 5× naředěny v DEPC vodě (v poměru 1:4). 

2. Byla připravena reakční směs pro referenční gen (Tabulka 5). 

 

Tabulka 5: Příprava reakční směsi pro referenční gen 

Reagent Výsledná koncentrace Objem (µl) 

Probes master 2× 1× 5 

Forward + Reverse primer 0,5 µM 0,5+0,5 

UPL probe (10 µM) 0,2 µM 0,1 

H2O - 1,9 

cDNA - 2 

 

3. Následně byla připravena reakční směs pro námi zkoumaný gen (Tabulka 6). 

 

Tabulka 6: Příprava reakční směsi pro zkoumaný gen 

Reagent Výsledná koncentrace Objem (µl) 

Probes master 2× 1× 5 

20× TaqMan® Gene Expression Assay 1× 0,5 

cDNA - 2 

H2O - 2,5 
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4. Do 96 jamkové destičky bylo napipetováno 10 µl příslušné reakční směsi a destička byla 

zakryta fólií. 

5. Destička byla zvortexována, krátce stočena a vložena do termocykleru (LightCycler® 480 

Probes Master). 

6. Reakce probíhala za následujících podmínek, které uvádí Tabulka 7. 

 

Tabulka 7: Podmínky Real-time PCR  

 Počet cyklů Teplota (°C) Čas (hh:mm:ss) 

Pre-inkubace 1 95 00:10:00 

Amplifikace 45 

95 00:00:10 

60 00:00:30 

72 00:00:01 

Chlazení 1 40 00:01:00 

 

7.5 Stanovení koncentrace proteinů 

Koncentrace proteinů byla stanovována u lyzovaných buněk, které byly následně použity 

pro stanovení exprese cytokinů pomocí metody ELISA a pro stanovení citrulinace histonu H3 

metodou western blot. 

 

1. Byla připravena kalibrační řada z roztoku BSA v IP pufru o koncentracích 4; 2; 1; 0,5; 0,25 

a 0,125 mg.ml-1. 

2. Do 96-jamkové destičky bylo napipetováno 10 µl kalibračních roztoků v duplikátech. 

3. Do destičky byly poté napipetováno 10 µl vzorků, které byly připraveny lyzováním buněk 

neutrofilních granulocytů. 

4. Ke všem vzorkům bylo přidáno 200 µl směsi BCA (ředěno v poměru 50:1). 

5. Deska byla zakryta alobalem a 30 min inkubována při teplotě 37 °C. 

6. Následně byla deska ponechána 10 min při pokojové teplotě. 

7. Koncentrace proteinů byla změřena pomocí přístroje Spektofotometr Sunrise při vlnové 

délce 562 nm. 

8. Z naměřených hodnot byla vytvořena kalibrační křivka a vypočteny koncentrace proteinů 

v jednotlivých vzorcích. 

 

Pro obě metody byly vzorky naředěny na koncentraci proteinů 600 mg.ml-1 pomocí IP pufru. 
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7.6 Stanovení exprese vybraných cytokinů metodou ELISA 

Pro stanovení koncentrace cytokinů na úrovni proteinů byly použity ELISA kity pro IL-8, 

TNFα a IL-1β. Stanovení bylo provedeno podle návodů výrobce a koncentrace proteinů byla 

změřena pomocí přístroje Spektofotometr Sunrise. 
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8 VÝSLEDKY A DISKUSE 

 

8.1 Stanovení míry citrulinace histonu H3 pomocí western blotu 

Pro stanovení míry citrulinace byly vybrány buňky neutrofilních granulocytů, které jsou 

důležitými buňkami vrozené imunity. Jsou prvními leukocyty, které se dostávají do místa 

infekce nebo zánětu, kde jsou schopny eliminovat patogeny pomocí několika různých 

mechanismů, mezi které patří fagocytóza, degranulace, tvorba ROS a NETóza [1], [2], [3]. 

Při procesu NETózy je do extracelulárního prostředí uvolňována zejména jaderná DNA 

a citrulinované histonové proteiny [41]. Citrulinace histonových proteinů je katalyzována 

enzymem PAD4, který je exprimován v jádře buněk a touto PTM histonových proteinů 

způsobuje oslabení vazby mezi DNA a histonovými proteiny, což vede k dekondenzaci 

chromatinu a tvorbě NETs [78], [3].  

V této práci byly použity dva různé inhibitory PAD4 – Cl-amidine a TDFA. Cl-amidine je 

inhibitor všech PAD izoenzymů, které inhibuje alkylací cysteinu C645 [92]. Ze struktury tohoto 

inhibitoru byla odvozena struktura druhého použitého inhibitoru – TDFA, který je vysoce 

selektivním ireverzibilním inhibitor PAD4 [93]. 

Pomocí metody western blot byla stanovena míra citrulinace histonu H3 a β-aktin. 

Pro navození citrulinace byl použit vápníkový ionofor (CaI), který aktivuje PAD enzymy. 

Byly testovány dvě koncentrace Cl-amidinu a TDFA (50 µM a 100 µM). Ze získaných snímků 

je zřejmá závislost míry citrulinace na použitém inhibitoru a jeho koncentraci (Obrázek 9, 

Obrázek 10). 

 

 

Obrázek 9: Stanovení míry citrulinace histonu H3 za použití Cl-amidinu a TDFA o koncentraci 

50 µM. V případě pozitivní kontroly byl k buňkám neutrofilních granulocytů přidán pouze CaI. Další 

dva vzorky obsahovaly CaI a jeden z použitých inhibitorů o koncentraci 50 µM. Reprezentativní snímek. 
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Obrázek 10: Stanovení míry citrulinace histonu H3 za použití Cl-amidinu a TDFA o koncentraci 

100 µM. V případě pozitivní kontroly byl k buňkám neutrofilních granulocytů přidán pouze CaI. Další 

dva vzorky obsahovaly CaI a jeden z použitých inhibitorů o koncentraci 100 µM. Reprezentativní 

snímek. 

 

Ze snímků získaných western blotem byla vyhodnocena OD v programu ImageJ. 

OD citrulinovaného histonu H3 byla vyhodnocena oproti OD β-aktinu. Vyhodnocení míry 

citrulinace histonu H3 při použití inhibitorů o koncentraci 50 µM je zobrazeno na Obrázek 11.  

 

Obrázek 11: Vyhodnocení míry citrulinace za využití 50 µM Cl-amidinu a TDFA. Statisticky 

významné rozdíly mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujícími inhibitory jsou zobrazeny jako *.  

Statisticky významné rozdíly mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou 

zobrazena jako průměr ± SEM, *p <0,05; #p <0,05; n = 4. 

 

Z grafu je patrné, že po aktivaci PAD4 pomocí CaI byla významně zvýšena míra citrulinace 

histonu H3 oproti negativní kontrole. Ve vzorcích, kde byl pro inhibici PAD4 použit 50 µM 
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Cl-amidine, docházelo k významnému snížení míry citrulinace histonu H3. Při použití TDFA 

o koncentraci 50 µM, byla míra citrulinace oproti pozitivní kontrole rovněž snížena, ale toto 

snížení nebylo statisticky významné. 

Dále byla vyhodnocována míra citrulinace histonu H3 za použití inhibitorů o koncentraci 

100 µM. Tyto výsledky zobrazuje Obrázek 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12: Stanovení míry citrulinace za využití 100 µM Cl-amidinu a TDFA. Statisticky významné 

rozdíly mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujícími inhibitory jsou zobrazeny jako *.  Statisticky 

významné rozdíly mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena 

jako průměr ± SEM, *p <0,05; ##p <0,01; n = 3. 

 

Po navození citrulinace přidáním CaI docházelo k velmi významnému zvýšení míry 

citrulinace histonu H3 oproti negativní kontrole. Při použití 100 µM Cl-amidinu k citrulinaci 

histonu H3 téměř nedocházelo. Ve vzorcích, kde byl přidán 100 µM TDFA byla míra 

citrulinace snížena, ale toto snížení nebylo statisticky významné. 

Cl-amidine více ovlivňoval míru citrulinace při obou použitých koncentracích inhibitorů. 

TDFA rovněž míru citrulinace snižoval, ale v obou případech bez statistické významnosti.  

Tyto výsledky se shodují s výsledky dalších výzkumných skupin. Biron a jeho kolegové 

rovněž zkoumali vliv Cl-amidinu na míru citrulinace histonu H3 a tvorbu NETs u myší, u nichž 

byla navozena sepse metodou cekální ligace a punkce (CLP). Citrulinace histonu H3 byla 
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rovněž detekována pomocí metody western blot za využití primární protilátky 

proti citrulinovanému histonu H3 – anti-Histone H3 (citrulline R2+R8+R17) (ab5103). 

Přítomnost citrulinovaného histonu H3 byla vyhodnocena dezitometricky a normalizována 

na β-aktin. Po 24 h byla přítomnost citrulinovaného histonu H3 v peritoneálních buňkách 

výrazně zvýšena. Při přidání Cl-amidinu docházelo k výraznému snížení míry citrulinace 

histonu H3 v peritoneálních buňkách [106]. 

Colón a jeho kolegové při zkoumání role NETs při sepsi navozené pomocí LPS u myší také 

použili Cl-amidine jako inhibitor PAD4. Tento inhibitor byl přidán 1 h před navozením sepse. 

LPS značně zvyšovalo míru citrulinace histonu H3 a expresi genu PAD4 u těchto myší. Použití 

Cl-amidinu značně snižovalo míru mortality myší, u nichž byla navozena sepse [107]. 

Fuhrmann a Thompson rovněž stanovovali míru citrulinace histonového proteinu H3 

v buňkách lidských neutrofilních granulocytů za využití ireverzibilních inhibitorů Cl-amidinu 

a TDFA a následné aktivace enzymu PAD4 vápníkovým ionoforem. Míra citrulinace 

histonu H3 byla stanovována metodou western blot s využitím protilátky anti-Histone H3 

(citrulline R2+R8+R17). IC50 pro Cl-amidine byla stanovena na 5 µM a pro TDFA na 2,3 µM 

[108]. Z našich výsledků je ale patrné, že k významnější inhibici docházelo při použití 

Cl-amidinu, a to až při vyšších koncentracích. 

 

8.2 Stanovení genové exprese vybraných cytokinů 

Citrulinace histonových proteinů může vést ke změnám exprese řady genů [76]. Jednou 

ze skupin genů, jejichž exprese může být touto PTM ovlivněna, jsou geny pro cytokiny. 

Tyto proteiny regulují řadu fyziologických dějů, mezi které patří například pohyb imunitních 

buněk do místa infekce nebo zánětu, ale mohou se rovněž podílet na destruktivních 

a zánětlivých procesech v průběhu různých onemocnění. Mezi tato onemocnění patří například 

revmatoidní artritida [55]. 

 

8.2.1 IL-8 

Metodou ELISA byly stanoveny koncentrace IL-8 v buněčných lyzátech neutrofilních 

granulocytů po aktivaci PAD4 pomocí CaI. Pro inhibici byly použity inhibitory TDFA 

a Cl-amidine o koncentracích 50 µM a 100 µM. Výsledky zobrazuje Obrázek 13.  
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Obrázek 13: Stanovení koncentrace IL-8 v buněčných lyzátech neutrofilních granulocytů. 

Pro inhibici byly použity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracích 50 a 100 µM. Statisticky 

významné rozdíly mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujícími inhibitory jsou zobrazeny jako *.  

Statisticky významné rozdíly mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou 

zobrazena jako průměr ± SEM, *p <0,05; #p <0,05; n = 4. 

 

Po aktivaci došlo k významnému zvýšení produkce IL-8 oproti negativní kontrole. 

Při použití nespecifického PAD inhibitoru Cl-amidinu došlo k významnému snížení produkce 

IL-8 při obou jeho použitých koncentracích. V případě inhibitoru TDFA, který je specifický 

pouze pro PAD4, došlo též ke snížení produkce IL-8, ale tento rozdíl byl statisticky 

nevýznamný. 

Výsledky získané pomocí metody ELISA byly potvrzeny i na úrovni mRNA za využití 

kvantitativní PCR. Vzorky byly připraveny stejným způsobem, jako pro stanovování metodou 

ELISA a poté byla z buněk neutrofilních granulocytů vyizolována mRNA, která byla přepsána 

do cDNA a využita při kvantitativní PCR. Tyto výsledky zobrazuje Obrázek 14. 
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Obrázek 14: Stanovení genové exprese IL-8 v buňkách neutrofilních granulocytů.  Pro inhibici 

PAD4 byly použity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentraci 100 µM. Statisticky významné rozdíly 

mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena jako průměr ± SEM, 

# p <0,05; n = 4. 

 

Po aktivaci PAD4 pomocí CaI došlo k významnému zvýšení genové exprese IL-8 

oproti negativní kontrole. Použité inhibitory o koncentraci 100 µM snížily genovou expresi 

IL-8, ale toto snížení bylo statisticky nevýznamné.  

Jako referenční gen při stanovení genové exprese byl použit ACTB. Tento gen byl navržen 

jako vhodný referenční gen pro buňky neutrofilních granulocytů, díky jeho stabilní a vysoké 

hladině exprese v těchto buňkách [109]. 

Kromě zvýšené produkce IL-8 buňkami neutrofilních granulocytů, docházelo rovněž 

ke zvýšenému uvolňování IL-8 do extracelulárního prostředí. Výsledky získané pomocí ELISY 

znázorňuje Obrázek 15. 
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Obrázek 15: Stanovení koncentrace IL-8 v supernatantech neutrofilních granulocytů. Pro inhibici 

byly použity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracích 50 a 100 µM. Statisticky významné rozdíly 

mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujícími inhibitory jsou zobrazeny jako *.  Statisticky 

významné rozdíly mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena 

jako průměr ± SEM, *p <0,05; ##p <0,01; n = 4. 

 

Po aktivaci pomocí CaI docházelo k velice významnému zvýšení koncentrace IL-8 

v supernatantech neutrofilních granulocytů oproti negativní kontrole. K významnému snížení 

koncentrace IL-8 v supernatantu docházelo pouze v případě použití inhibitoru TDFA 

o koncentraci 50 µM. Při inhibici 100 µM TDFA a 50 µM Cl-amidinem rovněž docházelo 

ke snížení míry degranulace, ale tento pokles nebyl statisticky významný. 

Zvýšená produkce IL-8 v závislosti na míře citrulinace byla potvrzena i při experimentech 

dalších výzkumných skupin. Míra citrulinace histonu H3 pozitivně korelovala s koncentrací 

IL-8 v plazmě pacientů v pokročilém stádiu rakoviny [110]. 

 

8.2.2 TNFα 

Dalším cytokinem, jehož genová exprese a produkce buňkami neutrofilních granulocytů byla 

stanovována, byl TNFα. Pro aktivaci PAD4 a navození citrulinace byl použit CaI a rovněž byly 

testovány inhibitory Cl-amidine a TDFA o koncentracích 50 a 100 µM.  
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Produkce TNFα byla stanovována metodou ELISA a pomocí kvantitativní PCR, 

avšak exprese tohoto cytokinu se nepodařila prokázat na úrovni proteinů, ani na úrovni mRNA. 

Thålin a jeho kolegové zkoumali závislost produkce TNFα na míře citrulinace histonu H3 

v plazmě pacientů v pokročilém stádiu rakoviny a potvrdily pouze slabou korelaci mezi mírou 

citrulinace histonu H3 a koncentrací TNFα [110] 

Na rozdíl od námi získaných výsledků, bylo dále zjištěno, že zvýšená míra citrulinace 

a exprese genu PAD4 navozená pomocí LPS u myší vedla ke zvýšení koncentrace TNFα v séru 

i v supernatantech. Tato data byla získána pomocí metody ELISA [107]. 

  

8.2.3 IL-1β 

Posledním cytokinem, jehož produkce buňkami neutrofilů byla stanovována je IL-1β. Nejprve 

byla stanovena koncentrace IL-1β v buněčných lyzátech neurofilních granulocytů. Výsledky 

zobrazuje Obrázek 16. 

  

 

Obrázek 16: Stanovení koncentrace IL-1β v buněčných lyzátech neutrofilních granulocytů. 

Pro inhibici byly použity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracích 50 a 100 µM. Statisticky 

významné rozdíly mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujícími inhibitory jsou zobrazeny jako *.  

Statisticky významné rozdíly mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou 

zobrazena jako průměr ± SEM, *p <0,05; **p <0,01; ##p <0,01; n = 4. 
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Aktivace pomocí CaI vedla k velmi významnému zvýšení koncentrace IL-1β v buněčných 

lyzátech oproti negativní kontrole. Při inhibici PAD4 pomocí Cl-amidinu docházelo 

k významnému snížení koncentrace cytokinu IL-1β při obou použitých koncentracích 

inhibitoru. Inhibice pomocí TDFA vedla ke snížení koncentrace IL-1β, avšak toto snížení 

nebylo statisticky významné. 

Dále byla stanovována koncentrace IL-1β v supernatantech neutrofilních granulocytů 

metodou ELISA. Výsledky zobrazuje Obrázek 17. 

 

 

Obrázek 17: Stanovení koncentrace IL-1β v supernatantech neutrofilních granulocytů. Pro inhibici 

byly použity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracích 50 a 100 µM. Statisticky významné rozdíly 

mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujícími inhibitory jsou zobrazeny jako *.  Statisticky 

významné rozdíly mezi negativní a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena 

jako průměr ± SEM, *p <0,05; **p <0,01; ##p <0,01; n = 6. 

 

Po aktivaci PAD4 pomocí CaI docházelo k velmi významnému zvýšení koncentrace IL-1β 

uvolněného do extracelulárního prostředí oproti negativní kontrole. Ve vzorcích, kde byly 

pro inhibici použity inhibitory o koncentraci 100 µM, můžeme pozorovat významné snížení 

koncentrace IL-1β v supernatantech. V případě inhibice oběma 50 µM inhibitory byla 

koncentrace uvolněného IL-1β rovněž snížena, ale toto snížení nebylo statisticky významné. 
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Tyto výsledky byly potvrzeny i experimenty provedenými v dalších výzkumných 

skupinách. Při zkoumání role NETs při sepsi navozené pomocí LPS u myší, LPS značně 

zvyšovalo míru citrulinace histonu H3 a expresi genu PAD4 u těchto myší. Rovněž byla 

potvrzena zvýšená koncentrace cytokinu IL-1β v séru myší, u kterých došlo k navození sepse 

oproti negativní kontrole. Toto stanovení proběhlo také pomocí metody ELISA [107]. 
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9 ZÁVĚR 

V úvodu této diplomové práce byla zpracována literární rešerše. V teoretické části byl popsán 

význam neutrofilních granulocytů ve vrozené imunitě a mechanismy, které tyto buňky 

využívají při boji s patogeny. Poté byla popsána funkce cytokinů regulujících tyto buňky, 

mechanismus citrulinace a význam histonových proteinů. 

V praktické části byla stanovována koncentrace prozánětlivých cytokinů (IL-8, TNFα, 

IL-1β) v závislosti na míře citrulinace histonu H3. Pro aktivaci PAD4, která katalyzuje 

citrulinaci histonových proteinů, byl použit CaI a pro inhibici tohoto enzymu sloužily dva 

inhibitory: Cl-amidine inhibující všechny PAD enzymy a TDFA, který je specifickým 

inhibitorem PAD4. 

Bylo zjištěno, že po aktivaci PAD4 pomocí CaI docházelo k významnému zvýšení 

produkce IL-8 a IL-1β. Zvýšení exprese IL-8 bylo rovněž potvrzeno i na úrovni mRNA pomocí 

qPCR. K inhibici PAD4 a snížení produkce IL-8 a IL-1β docházelo za použití obou inhibitorů, 

což dokazuje vliv citrulinace na produkci těchto cytokinů. 

Expresi TNFα se nepodařilo prokázat ani na úrovni proteinů pomocí metody ELISA, 

ani na úrovni mRNA. 

Pozorovaný vliv citrulinace na produkci těchto prozánětlivých cytokinů není 

pravděpodobně závislý pouze na enzymu PAD4, ale i na aktivitě dalších PAD enzymů, jelikož 

dochází k různé inhibici pomocí Cl-amidinu a TDFA, který je specifický pouze pro PAD4.  
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ  

 

ACPA – protilátky proti citrulinovaným proteinům 

CaI – Calcium Ionophore A23187 

CLP – metoda cekální ligace a punkce 

IL – interleukin 

LPS – lipopolysacharid 

MBP – myelinový bazický protein 

MPO – myeloperoxidasa 

NE – neutrofilní elastasa 

NETs – neutrofilní extracelulární pasti 

NLS – jaderný lokalizační signál 

OD – optická denzita 

PAD – peptidylarginindeiminasa 

PMA – forbol-12-myristát-13-acetát 

PTM – post-translační modifikace 

RA – revmatoidní artritida 

ROS – reaktivní kyslíkové formy 

TDFA – Thr-Asp-F-amidine 

TNF – tumor nekrotizující faktor 

 


