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ABSTRAKT

Neutrofilni granulocyty jsou dilezitymi butikami vrozené imunity a zajist'uji obranu organismu
pted patogeny pomoci riznych mechanisml. Jednim ztéchto mechanismli je NETO6za,
pii které dochazi K uvolnéni  dekondenzovaného  chromatinu  ataké citrulinovanych
histonovych proteind. Citrulinace je post-transla¢ni modifikaci, ktera je katalyzovana enzymem
peptidylarginindeiminasou (PAD) a ktera vede k pfeméné kladné nabitého argininu na neutralni
citrulin a mize zptisobit zmény exprese gent pro cytokiny.

Byla stanovovana koncentrace prozanétlivych cytokinti (IL-8, TNFa, IL-1B) v zavislosti
na mife citrulinace histonu H3. Stanoveni bylo provedeno na urovni proteini metodou ELISA
a na trovni mRNA pomoci qPCR. Pro navozeni citrulinace a aktivaci PAD4 byl pouzit
vapnikovy ionofor a pro inhibici slouZzily dva inhibitory: Cl-amidine a TDFA.

Bylo zjisténo, Ze po aktivaci PAD4 dochazelo k vyznamnému zvySeni produkce IL-8
a lL-1B. ZvySeni exprese IL-8 bylo rovnéZ potvrzeno inatrovni mRNA pomoci qPCR.
K inhibici PAD4 a snizeni produkce IL-8 a IL-1 dochazelo za pouziti obou inhibitorti. Expresi

TNFa se nepodafilo prokazat ani na urovni proteind, ani na arovni mRNA.

KLICOVA SLOVA
Citrulinace, Histon H3, Neutrofil, Cytokiny, Peptidylarginindeiminasa



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, TNFa, IL-1B) 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 gPCR on mRNA level.

It was found that induction of citrullination led to increased concentrations of IL-8
and IL-1pB. 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-1p concentrations.

Expression of TNFa was not detected on protein and mRNA level.

KEYWORDS
Citrullination, Histone H3, Neutrophil, Cytokines, Peptidylarginine deiminase
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UvVOD

Citrulinace je post-transla¢ni modifikaci, pii které dochazi k preméné kladné nabitého argininu
na neutralni citrulin. Tato ztrata naboje mize vést ke zménam ve struktufe proteinu, interakci
mezi proteiny a ke zménam genové exprese. Citrulinace je spojena s riznymi fyziologickymi
procesy, ale i s uréitymi druhy rakovin nebo s autoimunitnimi chorobami, mezi které patii
naptiklad revmatoidni artritida.

Jednou ze skupin proteind, jejichz genova exprese miize byt ovlivnéna touto post-translacni
modifikaci jsou cytokiny. Tyto proteiny reguluji fadu procesi vcetn¢ bunécéné proliferace,
aktivace, diferenciace a bunééné smrti. Mezi cytokiny patii naptiklad chemokiny, které fidi
a kontroluji migraci a lokalizaci bun¢k imunitniho systému a jsou zdsadni pro jejich spravnou
funkci. Tato diplomova prace se zaméfuje na zménu exprese prozanétlivych cytokini (IL-8,
TNFa, IL-1B) Vv zavislosti na mife citrulinace histonového proteinu H3 u bunék neutrofilnich

granulocyti.



TEORETICKA CAST

1 NEUTROFILNI GRANULOCYTY

Neutrofilni granulocyty patii do skupiny polymorfonuklearnich leukocytii a jsou efektorovymi
bunikami vrozené imunity organismu. Tyto buiky hraji dulezitou roli pfi obrané organismu
proti extracelularnim patogentim a pfi akutnim zénétu. Pokud patogen piekona fyzikalni bariéry
organismu a ziska pfistup do tkani, signaly vytvofené¢ mikroby a makrofagy v misté infekce
aktivuji endotelidlni bunky, které nasledné zachyti neutrofilni granulocyty v jejich blizkosti
a smeiuji je do mista zanétu.

Neutrofily jsou prvnimi leukocyty, které se dostavaji do mista zanétu a jsou schopny
eliminovat patogeny pomoci nékolika riznych mechanismi, mezi které patii naptiklad jejich
schopnost fagocytozy, NET6za, uvoliiovani lytickych enzymt z granuli a produkce reaktivnich
kyslikovych forem (ROS), které maji antimikrobialni u¢inek [1], [2], [3].

Cirkulujici neutrofily tvofi u ¢lovéka 50-70 % ze vsech leukocyti [4]. Pramér zralych
neutrofild se bézné pohybuje v rozmezi 7-10 um, maji segmentované jadro a jejich cytoplazma
obsahuje granula a sekre¢ni vacky [1]. Diive byl ¢as, ktery neutrofily stravi v obéhu odhadovan
na 5-10 hodin, avsak tento odhad byl ptekonan asi desetkrat, kdyz bylo zjisténo, ze Zivot

neutrofild muze trvat az 5,4 dni [5].

1.1 Produkce a regulace neutrofilnich granulocytu

Produkce neutrofilnich granulocytl je lokalizovana do prostiedi kostni diené€, kde pii procesu
krvetvorby (hematopoézy) piipadaji asi dvé tretiny této aktivity na tvorbu monocytl
a granulocytt (neutrofily, eosinofily a bazofily). Neutrofily vznikaji z hematopoetickych
kmenovych bungk, které jsou lokalizovany pravé v prostiedi kostni diené. Toto prostiedi je
charakteristické ptitomnosti osteoblastil, nizkym pratokem krve a nizkym tlakem kysliku [6].

Béhem jednoho dne miize vzniknout u zdravého dospélého ¢lovéka az 2 x 10 bungk
neutrofilnich granulocyti. Béhem maturace prochdzi neutrofil né€kolika vyvojovymi stadii,
které se nazyvaji myeloblast, promyelocyt, myelocyt, metamyelocyt neutrofilni tycka
a polymorfonuklearni (segmentovana) bunka [1], [7].

Za obvyklych podminek dochazi Kk uvolnovani pouze zralych neutrofild z kostni diené,
které jiz dale nediferencuji. Lokalizace hematopoetickych kmenovych buné¢k a jesté ne zcela
zralych neutrofili do prostiedi kostni diené je umoznéna zvlasté pomoci perivaskularnich
bunék, které exprimuji chemokinovy receptor CXCR4 [8]. Receptor CXCR4 vaze chemokin

CXCL12, vysila retencni signaly a po vytvofeni zralé myeloidni bunky, jako je naptiklad
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neutrofilni granulocyt, postupné zmizi. Na rozdil od tohoto receptoru, CXCR2, receptor
pro chemokiny CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6 a CXCLS, ptenasi signaly a jeho
mnozstvi se V prubéhu Casu postupné zvySuje, coz vede K uvolnovani myeloidnich bunék

z kostni diené [9].

1.2 Cesta neutrofilnich granulocytii do mista zanétu

Ptesun neutrofilnich granulocytl do mista zanétu obecné zahrnuje nésledujici kroky: zachyceni
neutrofild na endotheliu pomoci selektinu, rolovani, zpomaleni a naslednou adhezi, ktera je
zprostiedkovana integriny a v poslednim kroku dochézi k transmigraci neutrofilti do posSkozené

tkané [10], [11]. Schématické znazornéni tohoto procesu zobrazuje Obrazek 1.

—
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Obrdzek 1: Migrace neutrofilu do mista zanétu. Presun neutrofilu zahrnuje kroky rolovani, adheze

a transmigrace. Buiiky jsou na enduteliu zachytavany pomoci selektinu (prevzato a upraveno dle [12]).

Tato kaskada je zapocata zménami povrchu endothelia, které jsou zpisobeny zanétlivymi
medidtory zahrnujicimi naptiklad histamin a cytokiny. Tyto medidtory jsou uvoliiovany
bunkami leukocytu v ptipade, ze dojde k jejich kontaktu s patogeny [13], [10], [14].

Rolovani neutrofilti je umoznéno jejich kontaktem s endotheliem, na jehoz povrchu se
nachazeji selektiny. Uplna aktivace miize byt dvoukrokovy proces iniciovany prozanétlivymi
cytokiny, jako je napiiklad tumor nekrotizujici faktor-a (TNFo) a interleukin 1 f (IL-1B).

Druhou moznosti je kontakt s aktivovanymi endothelialnimi bunikami, ktery je nasledovan
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vystavenim neutrofilu molekularnim strukturam typickym pro povrch bunék patogenich
mikroorganismi, chemoatraktantim nebo ristovym faktoram [15]. Tento proces je nezbytny
pro co nejvyssi stupen degranulace neutrofild a pro tvorbu reaktivnich kyslikovych forem [15],
[16].

Pfi procesu aktivace neutrofilll a jejich chemotaxe do mista zanétu hraji klicovou roli
ELR-CXC chemokiny, které ve své struktufe obsahuji  specificky motiv
glutamat-leucin-arginin, jez je ptitomny ihned pfed CXC motivem. Mezi tyto chemokiny patii
CXCLS (rovndz znamy jako IL-8), CXCL2 a CXCLS5. Ukolem téchto chemokinil je pfenos
signalu pomoci receptoru CXCR2, a tim aktivace neutrofilt a jejich adheze k endotheliu [17],
[18].

1.3 Mechanismy ptisobeni neutrofilnich granulocyti

Existuji tfi zdkladni mechanismy, pomoci kterych neutrofilni granulocyty zajistuji obranu

proti extracelularnim patogentum. Ptehled téchto mechanismi zobrazuje Obrazek 2.

Fagocytoza Degranulace NET6za

Obrazek 2: Mechanismy neutrofilnich granulocytii pro obranu proti extraceluldrnim patogeniim
(prrevzato a upraveno dle [19].

Mezi tyto mechanismy patii schopnost fagocytdzy, degranulace neutrofilnich granulocyt

a proces NETozy [1], [2], [3]-
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1.3.1 Fagocytéza

Burniky vyvinuly mnoho zptsobii, pomoci kterych jsou schopny pohlcovat ¢astice a rozpusténé
latky. Mezi tyto mechanismy patii naptiklad pinocytoza, endocytéza nebo také fagocytdza.
Fagocytoza je proces, pii kterém dochazi k rozpoznani a pohlceni mikroorganismii, zbytka
tkani a ¢astic, které jsou akumulovany béhem infekce, zanétu nebo pfti hojeni ran. Tento zplisob
obrany proti patogenim je nejefektivne€ji uskutecovan fagocytujicimi bunkami,
mezi které patii napiiklad pravé neutrofilni granulocyty. Fagocytéoza je zasadnim
mechanismem zajiStujicim eliminaci patogenii a obnoveni homeostazy v mist¢ zanétu
nebo infekce. Tento proces je rovnéz velmi dualezity u bunék monocyti a makrofagi
pro indukci specifické imunitni odpovédi, protoze je nezbytny pro prezentaci antigenu
a aktivaci T-lymfocyt. Fagocytoza je primarné mechanismus zajistujici destrukci patogenu
uvoliovanim lysozomalnich enzymu a tvorbou reaktivnich forem kysliku a oxidu dusnatého

[20].

1.3.2 Tvorba reaktivnich kyslikovych forem

Fagocyty produkuji ROS primarné¢ za Ucelem boje s invadujicimi bakteriemi, houbami
nebo prvoky. Znazornéni mechanismu produkce ROS zobrazuje Obrazek 3. Enzymem
zodpovédnym za tvorbu ROS je NADPH oxidasa. Tento enzymovy komplex neni v buiice
sestaven, dokud neni vyzadovana jeho aktivita. Rozpoznani a pohlceni patogenu vede k aktivaci
NADPH oxidasy, diky které dochazi k redukci molekul O, na Oz radikaly, které ptimo
likviduji pohlcenou patogenni ¢astici. Ekvivalenty potitebné pro redukci pochéazeji z NADPH,
které je tvofeno V pentdzofosfatovém cyklu [21], [22], [23]. Elektrony jsou pienaseny
z NADPH na molekuly O, zatimco protony proudi napétové fizenymi iontovymi kanaly,
¢imz je udrzovana aktivita NADPH oxidasy [24], [25].

Radikaly O2¢~ mohou byt za vyuziti H pfeménény na H202 a O,. Tato reakce je v kyselém
prostfedi velmi rychla a mize probihat jesté o dva fady rychleji v pfitomnosti superoxid
dismutasy [26], [27]. U neutrofilnich granulocytd je pH fagosomu v prvnich chvilich
po pohlceni patogenu alkalické (pH ~7,5-8,5) a béhem jedné hodiny poklesne na pH ~6-6,5
[28].

Kyselina chlorna (HOCI) je syntetizovana neutrofilni myeloperoxidasou (MPO).
Tento enzym je ulozen v azurofilnich granulich neutrofilnich granulocyti a po aktivaci
neutrofild se uvoliiuje do fagosomti a extracelularniho prostfedi. MPO reaguje s H20:

a za ptitomnosti chloridu dochazi ke vzniku HOCI. Tato kyselina je hlavnim oxida¢nim
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¢inidlem syntetizovanym v buiikach neutrofilnich granulocytd, které mutze dale reagovat
s aminy za vzniku chloramind. Tyto chloraminy se mohou dostavat do patogenti, kde mohou
interagovat s mnohem vétsi selektivitou nez HOCI a jsou déle ucinkujicimi a efektivnéjSimi

toxikanty [29], [30].

Obrazek 3: Tvorba ROS neutrofilnimi granulocyty ve fagosomu. Hlavnim oxidacnim cinidlem

syntentetizovanym buitkami neutrofilii je HOCI (3). Tvorba *NO de novo (4) neni u neutrofilii prili§

bézna (prevzato a upraveno dle [31].

1.3.3 Degranulace

Degranulace je procesem exocytdozy antimikrobialnich nebo cytotoxickych molekul
Z intracelularnich granul do extracelularniho prostfedi nebo fagosomu. Tento proces hraje
dulezitou roli pfi pfeméné neaktivniho cirkulujiciho neutrofilu na pln¢ aktivovanou bunku
schopnou cilené migrace, fagocytézy a usmrceni patogenu [32]. Béhem procesu degranulace
dochazi k fazi cytoplazmatickych granul s bunéénou membranou a naslednému uvolnéni jejich

obsahu do extracelularniho prostiedi. Lidské neutrofilni granulocyty jsou vybaveny tiemi
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zakladnimi typy cytoplazmatickych granul, které ovliviiuji funkci buniky: primarni (azurofilni),
sekundarni (specifickd) a terciarni granula [33], [34].

Neutrofily rovnéz obsahuji membranové vazané organely nazvané jako sekrec¢ni vacky,
které vznikly procesem endocytozy. Jejich membrana je bohatd na receptory, signalni proteiny
a adhezivni molekuly, zatimco jejich vnitfnim obsahem je plazma [35].

Azurofilni, specifickd a terciarni granula obsahuji rizné enzymy a proteiny urcené
na obranu proti patogenum a jejich membrana je tvofena signalnimi proteiny, receptory,
adheznimi molekulami a enzymy [35], [36].

Azurofilni granula obsahuji MPO, serinové proteasy, katepsin G, neutrofilni elastasu (NE)
a o-defensiny. Specificka granula jsou tvofena antimikrobidlnimi proteiny a peptidy,
mezi které patii napiiklad laktoferin, katelicidin, pentraxin a haptoglobin, a rovnéz obsahuji
nékteré metaloproteinasy. Zelatinazova granula jsou tvofena gelatinasou, lysozymem a také
nékterymi metaloproteinasami [37], [38].

Mira mobilizace téchto granul zavisi na intenzité stimulu, avSak potadi jejich mobilizace je
dané. Nejprve jsou mobilizovana terciarni granula, poté specificka a jako posledni jsou
mobilizovana azurofilni granula. Dochazi k postupnému pfidavani proteinti z membrany
granuli k cytoplazmatické membrané a k uvolnéni vnitiniho obsahu granuli do extracelularniho
prostfedi. Rizend exocytéza granuli neutrofilnich granulocytli umoZiiuje cilené dorudeni
toxickych granularnich proteinti do mista potieby, a tim zamezuje poskozeni zdravé tkané [39],
[40].

1.3.4 NETéza

Az do roku 2004 byla za hlavni mechanismus eliminace patogent neutrofilnimi granulocyty
povazovana fagocytéza a nasledné zneskodnéni patogenu pomoci ROS a proteas uvnitt
fagolysozomu. Tento koncept zménil Brinkmann spolu se svymi kolegy, kdyz zjistili,
ze neutrofily po stimulaci forbol-12-myristat-13-acetatem (PMA) uvoliuji struktury, které jsou
tvofeny dekondenzovanym chromatinem, histonovymi proteiny, granularnimi proteiny, NE,
MPO a katepsinem G. Tyto struktury byly nazvany jako neutrofilni extracelularni pasti (NETSs)
a byly poprvé popsany jako alternativni obranny mechanismus, pomoci kterého jsou neutrofily
schopné zachytit a ptipadné usmrtit mikroby [3].

Stimulace pomoci PMA vede k uvolnéni NETs do extracelularniho prostedi, které je
doprovazeno lyzi neutrofilu. Diky tomuto zjiSténi byla NET6za popsdna jako programovana

bunétna smrt, kterd se odliSuje od apoptdézy a nekrozy a je zavisla natvorbé ROS
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NADPH oxidasou. Pfi takto indukované tvorbé NETs je hlavnim zdrojem DNA v téchto
strukturach jadro neutrofilu [41].

Pfi tomto procesu dochazi k aktivaci NADPH oxidasy pies PKC a Raf-MEK-ERK signalni
drahu a nasledné produkci ROS. Tim je aktivovana peptidylarginindeiminasa 4 (PADA4),
ktera hypercitrulinuje arginin Vv histonovych proteinech, cozZ zptusobuje dekondenzaci
chromatinu [42], [43]. Zaroven je uvoliovana MPO a NE z azurofilnich granul [44]. Bylo
zjisténo, ze MPO se vaze na chromatin a aktivuje NE, ktera degraduje aktinova filamenta
V cytoplazmé a poté je translokovana do jadra a §tépi histonové proteiny [45]. Nasledné dochazi
k rozruSeni jaderného obalu, uvolnéni chromatinu do cytosolu a jeho smiseni s proteiny
cytosolu [41]. Lyze bunky a uvolnéni NETSs jsou zprosttedkovany pomoci gasderinu D, ktery je
NE stépen na svoji aktivni formu [46]. Aktivovany gasderin D vytvaii pory v plasmatické
membrané¢ a v granuldrnich membrandch a zplsobuje uvolnéni obsahu builky
do extracelularniho prostiedi [47].

Avsak tvorba NETs nemusi byt vzdy spojena s lyzi neutrofilti. Bylo zjisténo, ze aktivace
neutrofili pomoci bakterii, lipopolysacharidu (LPS), IL-8 nebo nizkych koncentraci PMA,
muze vést k uvolnéni DNA a tvorbé NETs nezavisle na buné¢né smrti [48]. V tomto piipadé je
zdrojem DNA uvolnéné ve strukturach NETs mitochondrialni DNA (mtDNA) [49]. VSechny
typy granulocytl (neutrofily, eozinofily a basofily) mohou timto zpisobem uvoliiovat mtDNA,
a tak vytvaret NETs, které umoziuji zachyceni a likvidaci bakterii bez bunééné smrti [50], [51].

Uvoliiovani mtDNA neutrofily a eozinofily bylo rovnéz pozorovano in vivo [50], [52].

1.4 Zanik neutrofila

Za fyziologickych podminek jsou neutrofilni granulocyty odstraiovany z krevniho obc¢hu
prevazné v jatrech, slezing a v kostni dieni [53], [54].

U starych neutrofili dochézi ke zvySené expresi chemokinového receptoru CXCR4, pomoci
kterého jsou neutrofily pravdépodobné sméfovany zpét do kostni dien€, kde poté dochézi
k jejich apoptoze a eliminaci makrofagy [15].

Neutrofily mohou rovnéz zanikat ve vaskularnim systému, ze kterého jsou nasledné
odstraniovany pomoci Kupfferovych bun¢k imobilizovanych v jatrech [54]. Takto mohou byt
eliminovany jak senescentni neutrofily [53], tak i neutrofily které zahynuly pfi boji s infekci
[54].
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2 CYTOKINY

Chemokiny jsou chemotaktické cytokiny, které fidi a kontroluji migraci a lokalizaci bunék
imunitniho systému a tvoii nejvetsi rodinu cytokind. Spravna funkce chemokini je zasadni
pro pohyb vsech imunitnich bunék, od migrace potiebné k vyvoji imunitni bunky
a k homeostaze az po vyvolani primarni a humoralni imunitni odpovédi a migraci imunitnich
bun¢k do mista poSkozeni nebo zanétu. Vazbou na piisluSné receptory na cilovych buikach
V jejich bezprosttedni blizkosti, mohou tyto kratce zijici malé proteiny regulovat fadu procesu
véetné bunééné proliferace, aktivace, diferenciace a bunééné smrti [55].

Pro tuto praci byly vybrany tfi cytokiny, které¢ jsou produkovany buitkami neutrofilnich
granulocyti: TNFa, IL-1p a IL-8. Tyto cytokiny mohou piispivat k zanétlivym a destruktivnim
procesim pii RA, mohly by tudiz v budoucnu byt zajimavymi terapeutickymi cili pii 1é¢bé
této nemoci. Mnoho studii potvrdilo expresi prozanétlivych cytokint v synovialni tkani

pii revmatoidni artritidé (RA) bez ohledu na délku trvani nemoci, jeji vaznost nebo 1é¢bu [55].

2.1 TNFa

Buiiky neutrofilnich granulocyti migruji krevnim obéhem do mista zanétu, kdy nejprve
interaguji a migruji skrze aktivované endothelium. Endothelialni buniky jsou aktivovany lokalni
produkei prozanétlivych cytokind, jako jsou napiiklad TNF, IL1 a IL17. Tato aktivace vede
k expresi P-selektind, E-selektini a integrind, které vazou bunky neutrofili, zpomaluji jejich
pohyb a zptisobuji jejich rolovani po endotheliu.

TNFa zaujima zésadni roli pfi regulaci tvorby prozanétlivych cytokind. Jako pleiotropni
cytokin, ktery mulze zvySovat synovialni proliferaci a produkci prostaglandini
a metaloproteinas, a ktery rovnéz miuze regulovat cytokinové drahy, je TNFa povaZovan

za potencialni terapeuticky cil pii 1é¢bé RA [56], [57], [58].

2.2 IL-1B
IL-1B je prozanétlivy cytokin, ktery rovnéz hraje dilezitou roli pfi pribéhu RA a spolu s TNFa
patfi mezi hlavni cytokiny podilejicimi se destruktivnich procesech probihajicich pfi tomto
onemocnenti.

Tento cytokin je také spolu IL-6 zodpovédny za migraci bun¢k a zanétlivé procesy
probihajici pii RA [59]. Cytokin IL-1p se spolu s TNFa, IL-6 a IL-17 rovnéZ podili na tvorb&
osteoklastil, které jsou hlavnimi bunikami odstranujicimi kostni hmotu a nachazejicimi se
Vv synovialnich membranach pacientd trpicich RA [60], [61].
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2.3 1IL-8

Cytokin IL-8 patii mezi silné chemotaktické faktory neutrofilnich granulocytd a je rovnéz
zanétlivym mediatorem. Exprese IL-8 miize byt vyvolana riznymi prozanétlivymi signaly,
kterymi mohou byt napiiklad LPS, TNF a IL-1 [62].

Bylo potvrzeno, ze IL-8 selektivné plisobi na neutrofilni granulocyty, zatimco monocyty
nejsou ovlivilovany jeho chemotaktickym gradientem. Tento chemotakticky cytokin se podili
na aktivaci neutrofilt, ktera se projevuje degranulaci a produkci superoxidového aniontu [63].
K aktivaci neutrofilu dochazi po vazbé na neutrofilni receptory s vysokou afinitou k IL-8 [64].
Schopnost IL-8 aktivovat buiiky neutrofilnich granulocyti se projevuje pii jeho koncentraci
0d 0,1 - 10 nM [65].

17



3 CITRULINACE

Citrulinace proteind patii mezi post-translacni modifikace (PTM), které je v posledni dobé
vénovana zvlastni pozornost. Citrulin je nestandardni aminokyselina, ktera neni do struktury
proteinu inkorporovana béhem procesu translace. Jelikoz pro citrulin neexistuje zddna tRNA
aneni geneticky kodovanou aminokyselinou, je zfejmé, ze pfitomnost citrulinu v proteinech
musi byt zptisobena post-translaéni modifikaci. V roce 1977 bylo zjisténo [66], Ze za tuto
modifikaci jsou zodpovédné enzymy z rodiny PAD.

Tato modifikace je procesem, pii kterém dochazi k odstranéni aminoskupiny na argininu,
atim jeho preméné na citrulin. Citrulinace je provazena ztratou elektrostatického naboje,
ktera mize mit dramaticky dopad na strukturu proteinu [67], interakce mezi proteiny

a bun&c¢nou signalizaci [68]. Schématické znazornéni procesu citrulinace zobrazuje Obrazek 4.

HoN* o)
>'NH2 }—NHL)

HN H,0 HN

_ PAD
Ca* ™\
' NH4*
O O
peptidyl arginin peptidyl citrullin

(nabity) (neutralni)

Obrazek 4: Schématické zndzornéni procesu citrulinace. PFi tomto procesu dochadzi k deiminaci
peptidyl argininu a vzniku peptidyl citrulinu za ztrdaty elektrostatického naboje. Tato reakce je

katalyzoviana PAD enzymy (pievzato a upraveno dle [69]).

PAD jsou enzymy, které katalyzuji pfeménu argininu na nestandardni aminokyselinu
citrulin. V soucasné dob¢ je znamo pét gend, kddujicich vysoce konzervované savei izoformy
tohoto enzymu: PAD 1-4 a PADG6 [70], [71], [72].

Zatimco primarni struktura téchto enzymu je vysoce konzervovana, exprese jednotlivych

PAD enzymu je tkanové specifickd. Neni zndmo pfili§ mnoho informaci o specifit¢ PAD
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enzymu k riznym proteinovym substratim. Bylo zjisténo, Ze v§echny izoformy mohou in vitro
citrulinovat vét$inu proteint, které maji pfistupna argininova rezidua [73].

Aktivita vSech téchto enzymii velmi silng z4visi na piitomnosti Ca?* iontfl, bez kterych neni
pfeména L-argininu na L-citrulin mozna [74]. JelikoZ jsou koncentrace Ca?* jontli v cytosolu
a nukleoplazmé za fyziologickych podminek relativné nizké a pohybuji se v rozmezi
108 -10°M, tak by PAD enzymy mély zGstavat za téchto podminek neaktivni. Tyto enzymy
jsou aktivovany za extrémnich podminek, napiiklad pokud dochazi k poSkozeni a umirdni
bun¢k, kdy se zvysi koncentrace vapenatych iontt diky jejich pfitoku z extracelularniho
prostiedi a jejich uvolnéni z intracelularnich zasob [75].

Je znamo mnoho proteind, které jsou substraty PAD enzymi, ale nejlépe
charakterizovanymi proteiny podléhajicimi citrulinaci jsou histony. Histony mohou byt
citrulinovany na fad¢€ mist a tyto PTMs mohou vést k aktivaci nebo represi genové exprese [76].

Citrulinace histoni hraje dualezitou roli naptiklad pfi apoptoze, kterd je indukovand

poskozenim DNA, nebo pii procesu NETozy [3], [77].

3.1 PAD4

Enzym PAD4 je ze vSech enzymu z rodiny peptidylarginindeiminas nejlépe popsan a jeho
fyziologické funkce jsou i diky urceni jeho krystalové struktury nejlépe charakterizovany.
Izoenzym PADA4 je exprimovan v jadie a cytoplazmatickych granulich diferencovanych
neutrofilil a hraje roli pfi tvorbé NETuU. Tento enzym rovnéZ ovliviiuje genovou expresi svoji

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

3.1.1 Struktura a mechanismus piisobeni PAD4
Vsechny savéi PAD izoenzymy sdileji 50-70% sekvenéni homologii, jejich délka se pohybuje
okolo 663 AK a molekulova hmotnost okolo 74 KDA [79], [80], [81].

Struktura téchto enzymu je tvofena dvéma immunoglobulin-like subdoménami
nachdzejicimi se v N-terminalni ¢asti (AK 1-300) a vysoce konzervovanou C-terminalni
doménou (AK 301-663), ktera zahrnuje aktivni misto enzymu [79]. 1zoenzym PAD4 ve své
struktufe rovnéz obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), ktery se nachazi v N-terminalni
doméné. Diky tomuto NLS je PAD4 lokalizovana do jadra, kde katalyzuje deiminaci histonti
H3 aH4 [79], [82].

Enzym PAD4 obsahuje pét vazebnych mist pro Ca?" z nichz dvé jsou lokalizovana

v C-terminalni doméné a zbylé tii v N-terminalni ¢asti. V nepiitomnosti Ca* iontt je struktura
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aktivniho mista enzymu spiSe oteviena a obsahuje vysoce kyselou oblast, ve které se nachazi
nukleofilni Cys645, ktery je sméfovan ven z aktivniho mista. Poté co dojde k navazani Ca?*,
prochazi protein fadou konformacnich zmén, diky nimz se kli¢ova rezidua aktivniho mista
(v€etné Cys645) dostanou do pozice, ve které jsou schopné katalyzovat deiminaéni reakci [79],
[81]. Aktivita PAD4 je nezavisla na pH, které se pohybuje v rozmezi 6,0-8,5 [83].

Arita a jeho kolegové [79] popsali mechanismus, podle kterého pravdépodobné dochazi
k deiminac¢ni reakci. Tento mechanismus zobrazuje Obrazek 5. Pro katalyzu této reakce jsou
zasadni Ctyfi rezidua: D350, H471, D473 a C645. Deiminace zacina nukleofilnim atakem
cysteinu z aktivniho centra enzymu, C645, na uhlik nachéazejici se ve struktufe guanidinu.
Timto zpisobem vznika tetrahedralni intermediat, ktery se nasledné rozpada za tvorby dalsiho
intermediatu, jehoz hydrolyza vede k tvorbé citrulinu. Protonace uvolnéného amoniaku je
umoznéna histidinem H471. Dva aspartaty D350 a D473 napomahaji orientovat guanidinovou

skupinu a umoznit nukleofilni atak [83], [79], [84].

- peptidyl-citrulin - NH3
+ peptidyl-arginin 2|+ H,O

H
—

H
N

Obrdzek 5: Navrieny mechanismus citrulinace katalyzované enzmymem PAD4 (prevzato

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

Citrulinace figrinogenu, filaggrinu, kolagenu, aktinu, keratinu, B-tubulinu a myelinového
bazického (MBP) proteinu je spojena s raznymi fyziologickymi procesy, stejné
tak jako s autoimunitnimi chorobami a ur¢itymi druhy rakovin.

Citrulinace je zdsadnim d¢&jem, ke kterému dochazi pii RA. Béhem tohoto onemocnéni
uvolnuji buniky neutrofilnich granulocytd do kloubti PAD enzymy, které zde citrulinuji
fibrinogen, filaggrin, kolagen, a-enolasu a vimentin. Tyto citrulinované proteiny jsou nasledné
rozpoznavany protilatkami proti citrulinovanym proteinim (ACPA), coz vede k produkci
prozanétlivych cytokintl a dalsi mobilizaci bunék imunitniho systému, které dale uvoliuji PAD
enzymy do kloub [85], [86], [87], [88].

Dal$im onemocnénim, pii kterém hraje PAD4 dulezitou roli je roztrousena sklerdza.
Hypercitrulinace MBP pomoci enzymtit PAD2 a PAD4 zptisobuje jeho proteolyzu a degradaci
myelinové vrstvy, zpomaluje pfenos signalti a nakonec vede Kk rozvoji roztrousené sklerdzy
[89], [90].

Ke zvysené expresi PAD4 dochazi rovnéz u fady malignich tumori, ale nedochazi k ni
U benignich tumorii. Toto zji$téni naznacuje moznou roli dysregulované PAD4 pii vyvoji
tumord. Hladina PAD4 je rovnéz zvySena v krvi pacientli s malignimi tumory a po resekci

dochazi k jejimu poklesu [91].

3.1.3 Inhibitory PAD4

Diky roli PADA4 pii fadé riznych onemocnénich, roste zajem vytvaret inhibitory tohoto enzymu.
V minulych letech byla vyvinuta fada PAD inhibitorti, ale vétSina téchto molekul je relativné
slabymi inhibitory téchto enzymd.

Luo a jeho kolegové vyvinuli silné inhibitory PAD4. NejlepSimi vybranymi slouceninami
byly Cl-amidine a F-amidine. Tyto inhibitory inaktivuji enzymy alkylaci cysteinu C645,
ktera byla krystalograficky potvrzena [92]. Tyto slouceniny jsou analogy benzoyl-argininu,
ktery je zatim nejmensim charakterizovanym substratem [83]. Strukturu Cl-amidinu zobrazuje
Obrazek 6.
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Cl-amidin TDFA F

e e
N :
o o

Selektivita Selektivita
PAD1 0.4 PAD1 15
PAD2 11 PAD2 52
PAD3 7 PAD3 65
PAD4 1 PAD4 1

Obrazek 6: Struktura inhibitorii PAD enzymii — Cl-amidinu a TDFA (prevzato a upraveno dle [75]).

RovnéZ byl objeven tripeptid (Thr-Asp-F-amidine; TDFA), ktery je vysoce selektivnim
ireverzibilnim ihibitorem PADA4. Tento inhibitor je odvozen ze struktury diive znamého
Cl-amidinu [93]. Strukturu TDFA zobrazuje Obrazek 6.

V pfipad¢ inhibice enzymu PAD4, nedochazi k citrulinaci histonového proteinu H3 a tvorbé

NETH, které tyto citrulinované histony obsahuji.
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4 HISTONOVE PROTEINY

4.1 Struktura chromatinu

Geneticka informace cukaryotické bunky je ulozena ve form¢ molekul DNA, jejichz délka
Vv lidské bunce dosahuje az 2 m v jadfe bunky o priiméru piiblizné 10 um. Po replikaci se délka
DNA obsazené v burice jesté zdvojnasobi. Z téchto divodit maji buiiky vyvinuty sofistikovany
mechanismus, jak organizovat a chranit svoji DNA.

Jednou z moznosti, jak organizovat zaporné nabitou genomickou DNA v jadie, je vyuziti
tohoto naboje k interakci s kladné nabitymi proteiny (Obrazek 7). Tyto kladné nabité proteiny
se nazyvaji histony a u eukaryotickych organismt vytvareji proteinovy komplex interagujici

s DNA. Tento proteinovy komplex v interakci s DNA se nazyva chromatin.

@ 6 © 6 6 6 6 6 6 ©

DNA Q000NN | 2nm
©®© © 6 6 0 6 0 60 0 O

Histonové @
proteiny

—~F DI

~10um
Jadro bunky Chromozom

Obrazek 7: Organizace chromatinu. Chromatin je tvoren DNA a histony a vytvari 10 nm viakno,

které je ddle uspordadano do struktury chromozomu (prevzato a upraveno dle [94]).

Zakladni urovni organizace chromatinu je nukleosom tvofeny dvéma kopiemi kazdého
histonu H2A, H2B, H3 a H4, které jsou uspoiadany do histonového oktameru, okolo kterého je

ovinuto 146-147 bp vlakna DNA. Histonovy oktamer je tvofen centralnim heterotetramerem
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histonii H3 a H4, ke kterému jsou piipojeny dva heterodimery tvorené histony H2A a H2B.
[95], [96]. Nukleosomy se v chromatinu vyskytuji v pfiblizné pravidelnych intervalech a jsou
spojeny kratkymi tiseky linkerové DNA 0 primérné délce okolo 60 bp. Takto je tvofeno dlouhé
vlakno nukleosomu, které dosahuje $itky piiblizné 10 nm [97], [98], [99]. Linkerova DNA je
vazana na histon H1, ktery stabilizuje vazbu DNA na histonovy oktamer [100], [101].
Struktura chromatinu a jeho domén fidi replikaci DNA i genovou expresi. Histonové
proteiny jsou charakteristické ptitomnosti N-termindlnich koncti o variabilni délce, na kterych
dochazi k ¢etnym PTM. Tyto modifikace hraji dulezitou roli pii procesech transkripéni

aktivace, uml¢ovani, organizaci chromatinu a replikaci DNA [102].

4.2 Modifikace histonovych proteini

Epigeneticka regulace genové exprese je nepostradatelnym mechanismem pro spravnou funkci
eukaryotickych bunék. Dysregulace tohoto mechanismu mutze byt pfi¢inou vzniku mnoha
chorob. Tento regula¢ni mechanismus je asponi z ¢asti kontrolovan pomoci celé fady PTM
histonovych proteint [103].

Histony jsou pfedmétem obrovského poctu PTM, které zahrnuji acetylaci, methylaci lysint
a arginintl, fosforylaci serind a threoninti, ubikvitinaci a sumoylaci lysint a také ribosylaci.
Pro jesté vétsi zvySeni komplexity mize navic kazdy lysin pfijmout az tii methylové skupiny
a arginin mize podléhat mono- nebo di-methylaci. K vétsiné PTM dochézi na N-terminalnich
nebo C-terminalnich ¢astech histonovych proteint [102].

Tyto vy€nivajici N-konce histonovych proteinti jsou bohaté na aminokyseliny lysin
a arginin [95] a z tohoto divodu jsou zasadnimi pro regulaci genové exprese. Jelikoz argininova
rezidua hraji dulezitou roli pfi vazbé DNA a pii protein-proteinovych interakcich neni
piekvapive, Ze podléhaji mnoha PTM. Prehled zadkladnich PTM, které mohou probihat

na N-koncich histonovych proteinti uvadi Obrazek 8.
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Obrazek 8: Prehled PTM probihajicich na N-koncich histonovych proteinit bohatych na arginin a lysin
(prevzato a upraveno podle [104]).

V soucasné dob¢ jsou znamy Ctyfi rdzné typy enzymatickych modifikaci argininu:

methylace, citrulinace, fosforylace a ADP-ribosylace [105], [76].
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5 CIL PRACE

Cilem prace je zhodnoceni vlivu citrulinace histonového proteinu H3 u bunék neutrofilnich
granulocytli na expresi gent prozanétlivych cytokina IL-8, TNFa a IL-1p. Pro splnéni tohoto

cile byly provedeny nasledujici dil¢i kroky:

e Porovnani miry citrulinace histonu H3 po aktivaci pomoci Cal a inhibici Cl-amidinem
a TDFA

e Stanoveni genové exprese cytokini na urovni mRNA pomoci qPCR
e Stanoveni produkce cytokinli na trovni proteinii pomoci metody ELISA

e Analyza a statistické zpracovani ziskanych vysledkt
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PRAKTICKA CAST

6 MATERIAL

6.1 Biologicky material

Zilni krev od zdravych darcti (odebirana do citratu sodného)

6.2 Pouzité chemikalie

Akrylamid/Bis-akrylamid, 30% (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
Anti-mouse IgG znacena kienovou peroxidasou (Cell Signaling Technology, USA)
Anti-Histone H3 (citrulline R2 + R8 + R17) protilatka (5103) ChIP Grade (Abcam,
Velka Britanie)

Anti-rabbit IgG znac¢ena kienovou peroxidasou (Cell Signaling Technology, USA)
BCA™ Protein Assay Reagent A, B (Pierce, USA)

Calcium lonophore A23187, C29H37N30s (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
CatchGene® Cell/Tissue RNA Kit

Citrat sodny; 3,8% (Lachema, Ceska republika)

Cl-Amidine (trifluoroacetate salt), C14H19CIN4O2+CF3CO;H (Cayman Chemical,

USA)

cOmpleteTM ULTRA Tablets Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics

GmbH, Némecko)

Dextran T 500 — Leuconostoc Mesenteroides (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
DMSO (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)

EDTA (ethylendiamintetraoctova kyselina) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)
Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)

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

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

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

B-merkaptoethanol (Bio-Rad Laboratories, USA)

Protein ladder 26620 (Thermo Fisher Scientific, USA)

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

TagMan® Gene Expression Assays, (Thermo Fischer Scientific, USA)
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TDFA (trifluoroacetate salt), C17H20FNeO7 - xC2HF302 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Némecko)

TEMED (N,N,N’,N'-tetramethylethylenediamine), (CHs)2NCH2CH2N(CHs)2 (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Némecko)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, USA)

TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (SERVA Electrophoresis GmbH, Némecko)
TWEEN-20 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)

Zelatina (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Némecko)

6.3 Priprava pufri

Elektroforeticky pufr (5x koncentrovany) — na 1 | roztoku: 15,25 g TRIS; 72,1 g glycinu;
5 g SDS rozpusténo v destilované vode, pH 8,3 (pouziva se 1x koncentrovany)

Fosfatovy pufr PBS — na 11 roztoku: 0,2 g KCI; 8 g NaCl; 0,2 g KH2PO4; 2,3 ¢
Na2HPO4-12H20 rozpusténo v destilované vodé, pH 7,5

HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) — na 1 | roztoku: 0,4 g KCI; 0,06 g KH2POg4; 0,2 g
MgS0Os4-7H20; 0,8 g NaCl; 0,35 g NaHCOg; 0,12 g Na2HPO4-12H>0; 1 g glukosy; 0,14 g
CaClz rozpusténo v destilované vodé, pH 7,4

IP pufr — na 100 ml roztoku: 316 mg TRIS-HCI (pH 8,0); 0,88 g NaCl; 0,292 g EDTA;
0,2 ml Triton X-100; 0,2 ml Igepal (NP-40) rozpusténo v destilované vod¢, rozplnéno
po 10 ml a roztok uchovéavan v lednici. Pfed pouzitim piidano 65 pl Aprotininu (zasobni
koncentrace 10 mg.ml?), 100 ul PMSF (zasobni koncentrace 17,4 mg.ml™?) a 1 tableta
cOmpleteTM ULTRA Tablets Protease Inhibitor Cocktail.

Laemli pufr — (5x koncentrovany) — na 50 ml roztoku: 1,89 g TRIS; 5 g SDS; 15 ml
glycerolu; 2,5 ml B-merkaptoethanolu a 7,5mg bromfenolové modii rozpusténo
Vv destilované vode¢; pH 6,8; uchovavano pii -20 °C

Transfer pufr (10x koncentrovany) — nall roztoku: 30,3g TRIS; 144,9 g glycinu,
59 SDS rozpusténo v destilované vodé (pouziva se 1x koncentrovany pufr: 100 ml
10x koncentrovaného pufru + 200 ml methanolu + 700 ml destilované vody)

TBS-T pufr — na 11 roztoku: 30 g TRIS, 5 ml Tween, 2 g KCI, 80 g NaCl rozpusténo
Vv destilované vode¢; pH 7,6 (pouziva se 10x fedény roztok)

0,5M Tri-HCI pufr — na 100 ml roztoku: 6,057 g TRIS; 0,298 g EDTA rozpusténo

Vv destilované vodég; pH 6,8; uchovavano pii 4 °C
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1,5M Tri-HCI pufr — na 100 ml roztoku: 18,171 g TRIS; 0,298 g EDTA rozpusténo
Vv destilované vodé¢; pH 8,8; uchovavano pii 4 °C

1% zelatina — fedéni 40% zelatiny v TBS-T, uchovavano pti 4 °C

6.4 Priprava aktivatoru a inhibitori

Calcium lonophore A23187, C29H37N3Os — rozpustén v DMSO na koncentraci 10 mM
(zasobni koncentrace) — dale fedéno pomoci HBSS na koncentraci 750 uM (vysledna
koncentrace ve vzorcich byla 7,5 uM)

Cl-amidine (10x koncentrovany) — 5 mg rozpusténo v 590 pl 96% EtOH (20mM roztok),
uchovavan pfi -20 °C, dale fedéno pomoci HBSS

TDFA (10x koncentrovany) — 5 mg rozpusténo v 557 ul destilované vody (20mM roztok),

uchovavan pti -20 °C, dale fedéno pomoci HBSS

6.5 Pouzité pristroje

Aparatura pro SDS-PAGE a Western blot (BioRad, USA)
BenchMixer™ Vortex Mixer (Benchmark Scientific, USA)

Centrifuga 5417R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga 5804R (Eppendorf, Némecko)

LightCycler® 480 Probes Master (Roche Applied Science, Némecko)
Microplate Washer F109121S 96PW (SLT, Rakousko)

Mini Spin Plus (Eppendorf, Némecko)

NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific, USA)
Pocita¢ bunék CASY model TT, Cell Counter + Analyser system (Roche Innovatis,
Némecko)

Skiinovy termostat chlazeny ET 619-4 (Lovibond, Némecko)
Spektrofotometr Sunrise (TECAN, Svycarsko)

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

TubeRoller (Benchmark Scientific, USA)

TurboCycler Lite (Biotech, Taiwan)
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7 METODY

7.1 l1zolace neutrofilu z lidské krve

Neutrofily byly izolovany z krve zdravych darcii podle nasledujiciho postupu:

1. Darci bylo odebrano 60 ml krve do stfika¢ky obsahujici citrat sodny (na 1 ml krve 100 ul
citratu).

2. Nasledné bylo 20 ml krve opatrné smichano s 10 ml 3% dextranu v centrifuga¢ni zkumavce
a ponechano 40 min pii pokojové teploté pro sedimentaci erytrocytu.

3. Supernatant byl opatrné navrstven na 10 ml Histopaque 1077 tak, aby vzniklo ostré rozhrani
mezi obéma roztoky.

4. Smés byla centrifugovana s minimalni brzdou a akceleraci (390 g, 30 min, pokojova
teplota).

5. Supernatant byl vylit a pelet na dné, ktery obsahoval neutrofilni granulocyty a erytrocyty,
byl hemolyzovan.

a. K peletu bylo pfidano 5 ml vody pro injekce a pelet byl promichavan po dobu 30 s
Pasteurovou pipetou.
b. Poté bylo pfidano 5ml 1,8% NaCl pro vyrovnani osmolality a smés byla
promichana.

6. Celkovy objem smési ve zkumavce byl doplnén pomoci PBS na 40 ml.

7. Smés byla centrifugovana s brzdou a akceleraci na maximum (190 g, 10 min, pokojova
teplota).

8. Supernatant byl odstranén a k bunikdm byl pfidan 1 ml HBSS pufru.

9. Byla zmétena koncentrace a viabilita neutrofilnich granulocyti (CASY) a poté byly tyto
buiiky nafedény na koncentraci 3.10° bungk.ml,
Vsechny centrifugacni kroky byly provedeny s vyuzitim centrifugy Centrifuge 5804R,

Eppendorf.

7.2 Priprava vzorki pro stanoveni exprese cytokini a miry citrulinace

Vyizolované buriky neutrofilnich granulocytt byly rozsuspendovany v HBSS pufru a nafedény
na koncentraci 3.10° bunék.ml™. Tyto buiiky byly néasledné pouzity pro ptipravu vzorki
pro detekci citrulinace histonu H3 pomoci Western blotu, stanoveni genové exprese vybranych

cytokinii metodou ELISA a pro izolaci mRNA. Postup ptipravy vzorki uvadi Tabulka 1.
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Tabulka 1: Postup ptipravy vzorki pro Western blot, ELISU a izolaci mMRNA

Vzorek | Buiky HBSS 2 mM Cl-amidine | 2 mM TDFA Cal
1 200 ul - - 20 ul
2 150 ul 50 ul - 20 ul

1780 pl
3 150 pl - 50 pl 20 pl
4 220 pl - - -
1 200 pl - - 20 pl
2 100 pl 100 ul - 20 ul
1780 ul
3 100 pl - 100 pl 20 pl
4 220 pul - - -

Nejprve byl k bunkam piidan pufr HBSS a v pfipadé druhého a tietiho vzorku i jeden
Z inhibitort. Byly pouzity dvé rizné koncentrace inhibitorti — 50 uM a 100 uM. Tato smés
byla inkubovana pii teploté 37 °C po dobu 30 min.

Naésledné byl do vzorku pfidan Cal (vysledna koncentrace 7,5 uM) a smés byla inkubovéana
opét pii teploté 37 °C po dobu 30 min.

Po skonceni inkubace byly buriky centrifugovany (300 g, 5 min, 4 °C).

Ze zkumavek byly odebrany supernatanty, které byly nasledné¢ uchovavany
pfi teploté -80 °C.

Pelety byly promyty 1 ml PBS a vzorky byly pouZity pro izolaci mRNA a pro stanoveni

citrulinace pomoci western blotu.

7.3 Detekce citrulinace histone H3 pomoci western blotu

7.3.1 Priprava vzorki pro western blot

1.
2.
3.

K peletiim bylo po odsati PBS ptidano 200 pul IP pufru pro lyzovani bunék.

Buriky byly sonikovany po dobu 5 s a poté centrifugovany (16000 g, 5 min, 4 °C).

Byl odebran supernatant a byla zméfena koncentrace proteinti (kapitola 8.5) Vzorky byly
nafedény na koncentraci proteinti 600 mg.ml™,

Vzorky byly uchovavany pfi teploté -20 °C.
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7.3.2 Priprava geli pro western blot

Byly ptipraveny dva 15% rozdélovaci polyakrylamidové gely o tloustce 1,5 mm a 15 jamkové
hiebinkové gely. Jeden gel byl pouzit pro detekci citrulinace histonu H3 a druhy gel
pro stanoveni B-aktinu. Postup piipravy geli uvadi Tabulka 2. V tabulce jsou uvedeny objemy

pro ptipravu dvou gelt.

Tabulka 2: Ptiprava geld pro western blot

15% rozdélovaci gel Hiebinkovy gel

H20 3,5ml 5mi

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

0,5M 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 ul 45 pl

10% APS 100 pl 100 pl

Nejprve byl napipetovan 15% rozdélovaci gel, ktery byl poté pievrstven 200 pl
izopropanolu a ponechén 30 min pfi pokojové teploté. Po zpolymerizovani a ztuhnuti gelu byl
1zopropanol odmyt pomoci destilované vody a jeho zbytky odsaty filtraénim papirem. Poté byl
napipetovan hiebinkovy gel a po jeho =ztuhnuti byly gely vloZeny do pouZitého

elektroforetického pufru a ponechany pies noc pfti teploté 4 °C.

7.3.3 Elektroforéza

1. Ke vzorkim lyzovanych bunék byl pfidan Laemli pufr v poméru objemt pufru a vzorku
1:4.

2. Vzorky byly zvortexovany a povateny po dobu 5 min pti 100 °C v termobloku.

3. Po sestaveni aparatury bylo do kazdé jamky napipetovano 17 pl zvortexovaného vzorku
a do jedné jamky byl napipetovan marker (Thermo Fisher Scientific, USA).

4. Kazdy vzorek byl napipetovan do 2 gelt — jeden pro detekci B-aktinu a druhy pro detekci
citrulinovaného histonu H3.

5. Byl dolit elektroforeticky pufr a elektroforéza byla nejprve spusténa pti 90 V po dobu
15 min a poté pii 120 V piiblizné 90 min.
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7.3.4 \Western blot

1.

Byl proveden ptenos proteinit z gelu na PVDF (polyvinylidene difluoride) membranu,
ktera byla nejprve aktivovana v methanolu.

Aparatura byla vlozena do nadoby obsahujici led nebo ledové blocky a zalita Cerstvym
transfer pufrem.

Pfenos na membranu probihal 2,5 h pti 230 mA.

Membrany byly blokovany 1 h pii pokojové teploté v roztoku 1% Zzelatiny (citrulinovany
H3) nebo v 5% roztoku mléka (B-aktin).

Membrany byly tiikrat promyvany v roztoku TBS-T vzdy po dobu 10 min.

7.3.5 Imunodetekce proteini

1.

Membrany byly vlozeny do primarnich protilatek a inkubovany ptes noc na rolleru pii 4 °C:

- Citrulinovany histon H3: krali¢i anti-histone H3 (Citrulline) protilatka (Abcam 5103) —
fedéna 1:500 v 1% zelating

- PB-aktin: mysi anti — B-aktin protilatka (A 5441) — fedéna 1:5000 v 5% mléku

Membrany byly tiikrat promyvany v roztoku TBS-T vzdy po dobu 10 min.

Membrany byly vlozeny do sekundarnich protilatek a inkubovany 1h na rolleru

pti pokojové teplote:

- Citrulinovany histon H3: Anti-rabbit IgG znacena kienovou peroxidasou — fedéna
1:3000 v 1% roztoku zelatiny

- B-aktin: Anti-mouse IgG znacena kienovou peroxidasou — fedéna 1:2000 v 5% mléku

Membrany byly tiikrat promyvany v roztoku TBS-T vzdy po dobu 10 min.

Pro detekci kifenové peroxidasy byl pouzit chemiluminiscencni substrat a signal byl

zaznamenan na radiografické filmy.

Po naskenovani filmt byla vyhodnocena opticka denzita (OD) v programu ImageJ.

7.4 Stanoveni exprese cytokini pomoci qPCR

Pro stanoveni cytokinii pomoci qPCR byla nejprve izolovana mRNA z bunék neutrofilnich

granulocytii. Tato mRNA byla nasledné reverzni transkripci pfepsana do cDNA, ktera byla

pouzita pii PCR reakci.
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7.4.1 lzolace mMRNA z neutrofili

Izolace MRNA z neutrofild byla provedena pomoci kitu CatchGene® Cell/Tissue RNA Kit
podle navodu vyrobce. Koncentrace vyizolované mRNA byla zméfena pomoci

spektrofotometru NanoDrop™ 1000 a mRNA byla poté uchovavana pii teploté -80 °C.

7.4.2 Priprava cDNA pro Real-time PCR

Reverzni transkripce byla provedena pomoci kitu Transcriptor First Strand cDNA Synthesis
Kit. VSechny kroky tohoto procesu probihaly na ledu a ve sterilnim prostiedi.

1. Nejprve byla ptipravena reakéni smés obsahujici RNA a primery (Tabulka 3).

Tabulka 3: Priprava smési obsahujici RNA a primery pro reverzni transkripci

Reagent Objem (ul) | Vysledna koncentrace
RNA 1lpug
Oligo(dT)1s Primer 1 2,5uM
Random Hexamer Primer 2 60 uM

H>O (PCR grade) do 13 pul -

2. Sm¢és byla denaturovana pii teploté 65 °C po dobu 10 min v termocykleru (TurboCycler
Lite, Biotech) pro odstranéni sekundarnich struktur RNA. Po denaturaci byla smés okamzité
ochlazena.

3. Do smési byly nasledné piidany dalsi komponenty (Tabulka 4) a smés byla promichana

pipetou a kratce centrifugovana.

Tabulka 4: Kompletni smés pro reverzni transkripci

Reagent Objem (ul) | Vysledna koncentrace
Transcriptor reverse Transcriptase Reaction A Ix

Buffer (5x konc.)

Protector Rnase Inhibitor (40 U/ ul) 0,5 20U
Deoxynucleotide Mix (10 mM) 2 1mM
Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/ ul) 0,5 10U
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4. Reverzni transkripce probihala ve tiech krocich, kdy smés byla inkubovana v termocykleru

pfi nasledujicich teplotach:
a. 10 min pii 25 °C
b. 60 min pii 50 °C

c. 5 min pii 85 °C (inaktivace reverzni transkriptasy)

5. Reakce byla zastavena umisténim zkumavek na led a cDNA byla ulozena do -20 °C.

7.4.3 Stanoveni genové exprese |L-8 a TNFa pomoci Real-time PCR

Vsechny kroky ptipravy vzorkd pro Real-time PCR byly provadény na ledu a ve sterilnim

prostfedi. VSechny vzorky byly pfipravovany v duplikatech.

Pro stanoveni genové exprese cytokind byly vyuzity kity TagMan® Gene Expression

Assays obsahujici sondu a primery pro dany gen (cxcl8, tnfa). Jako referenéni gen byl pouzit

gen actb.

1. Vzorky cDNA byly 5x natedény v DEPC vod¢ (v poméru 1:4).

2. Byla ptipravena reakéni smés pro referencni gen (Tabulka 5).

Tabulka 5: Priprava reak¢éni smési pro referencni gen

Reagent Vysledna koncentrace Objem (nl)
Probes master 2x 1x 5
Forward + Reverse primer 0,5 uM 0,5+0,5
UPL probe (10 uM) 0,2 uM 0,1
H.O - 1,9
cDNA - 2

3. Nasledné¢ byla pripravena reakéni smés pro nami zkoumany gen (Tabulka 6).

Tabulka 6: Ptiprava reak¢éni smési pro zkoumany gen

Reagent Vysledna koncentrace | Objem (ul)
Probes master 2x 1x 5

20x TagMan® Gene Expression Assay 1x 0,5
cDNA - 2

H.O - 25
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4. Do 96 jamkov¢ desticky bylo napipetovano 10 ul pfislusné reakéni smési a desticka byla
zakryta folii.

5. Destic¢ka byla zvortexovana, kratce stocena a vlozena do termocykleru (LightCycler® 480
Probes Master).

6. Reakce probihala za nasledujicich podminek, které uvadi Tabulka 7.

Tabulka 7: Podminky Real-time PCR

Pocet cyklu Teplota (°C) Cas (hh:mm:ss)
Pre-inkubace 1 95 00:10:00
95 00:00:10
Amplifikace 45 60 00:00:30
72 00:00:01
Chlazeni 1 40 00:01:00

7.5 Stanoveni koncentrace proteini
Koncentrace proteinii byla stanovovana u lyzovanych bunék, které¢ byly nésledné pouzity
pro stanoveni exprese cytokinti pomoci metody ELISA a pro stanoveni citrulinace histonu H3

metodou western blot.

1. Byla ptipravena kalibra¢ni fada z roztoku BSA v IP pufru o koncentracich 4; 2; 1; 0,5; 0,25
a 0,125 mg.mlL,
2. Do 96-jamkové desticky bylo napipetovano 10 pl kalibra¢nich roztokl v duplikatech.

w

Do desticky byly poté napipetovano 10 pl vzorkd, které byly pfipraveny lyzovanim bunék
neutrofilnich granulocytu.

Ke v§em vzorkiim bylo ptidano 200 pl smési BCA (fedéno v poméru 50:1).

Deska byla zakryta alobalem a 30 min inkubovana pfi teploté 37 °C.

Nasledné¢ byla deska ponechana 10 min pfi pokojové teploté.

N o g s

Koncentrace proteinti byla zmétena pomoci ptistroje Spektofotometr Sunrise pii vinové
délce 562 nm.
8. Z naméfenych hodnot byla vytvotfena kalibra¢ni kiivka a vypocteny koncentrace proteinti

Vv jednotlivych vzorcich.

Pro obé& metody byly vzorky nafedény na koncentraci proteini 600 mg.ml* pomoci IP pufru.
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7.6 Stanoveni exprese vybranych cytokini metodou ELISA

Pro stanoveni koncentrace cytokinli na trovni proteinti byly pouzity ELISA kity pro IL-8,
TNFa a IL-1pB. Stanoveni bylo provedeno podle navodii vyrobce a koncentrace proteinti byla

zméfena pomoci pristroje Spektofotometr Sunrise.
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8 VYSLEDKY A DISKUSE

8.1 Stanoveni miry citrulinace histonu H3 pomoci western blotu

Pro stanoveni miry citrulinace byly vybrany bunky neutrofilnich granulocytti, které¢ jsou
dalezitymi buiitkami vrozené imunity. Jsou prvnimi leukocyty, které se dostavaji do mista
infekce nebo zanétu, kde jsou schopny eliminovat patogeny pomoci né¢kolika raznych
mechanismi, mezi které patii fagocytoza, degranulace, tvorba ROS a NET6za [1], [2], [3].

Pii procesu NETo6zy je do extracelularniho prostfedi uvoliiovana zejména jaderna DNA
a citrulinované histonové proteiny [41]. Citrulinace histonovych proteinu je katalyzovana
enzymem PAD4, ktery je exprimovan v jadfe bunc¢k a touto PTM histonovych proteint
zpusobuje oslabeni vazby mezi DNA a histonovymi proteiny, coz vede k dekondenzaci
chromatinu a tvorbé NETS [78], [3].

V této praci byly pouzity dva rtizné inhibitory PAD4 — Cl-amidine a TDFA. Cl-amidine je
inhibitor v§ech PAD izoenzymu, které inhibuje alkylaci cysteinu C645 [92]. Ze struktury tohoto
inhibitoru byla odvozena struktura druhého pouzitého inhibitoru — TDFA, ktery je vysoce
selektivnim ireverzibilnim inhibitor PAD4 [93].

Pomoci metody western blot byla stanovena mira citrulinace histonu H3 a p-aktin.
Pro navozeni citrulinace byl pouzit vapnikovy ionofor (Cal), ktery aktivuje PAD enzymy.
Byly testovany dvé koncentrace Cl-amidinu a TDFA (50 uM a 100 uM). Ze ziskanych snimki
je ziejma zavislost miry citrulinace na pouzitém inhibitoru a jeho koncentraci (Obrazek 9,

Obrazek 10).

17 kDa Citrulinovany histon H3
- - y

42 kDa | — - B—aktin

Cal + + + -
Cl-amidine (uM) - 50 - -
TDFA (uM) - - 50 -

Obrdzek 9: Stanoveni miry citrulinace histonu H3 za pouziti Cl-amidinu a TDFA o koncentraci
50 uM. V pripadé pozitivni kontroly byl k buiikam neutrofilnich granulocyti pridan pouze Cal. Dalsi

dva vzorky obsahovaly Cal a jeden z pouZitych inhibitorii o koncentraci 50 uM. Reprezentativni snimek.
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17 kDa - Citrulinovany histon H3

42kDa |“HEENES SRS S S| B-aktin

Cal + + + -
Cl-amidine (uM) - 100 - -
TDFA (uM) - - 100 -

Obrazek 10: Stanoveni miry citrulinace histonu H3 za pouziti Cl-amidinu a TDFA o koncentraci
100 uM. V pripadé pozitivni kontroly byl K buiikam neutrofilnich granulocytii pridan pouze Cal. Dalsi
dva vzorky obsahovaly Cal a jeden z pouzitych inhibitorii o koncentraci 100 uM. Reprezentativni

snimek.

Ze snimku ziskanych western blotem byla vyhodnocena OD v programu ImageJ.
OD citrulinovaného histonu H3 byla vyhodnocena oproti OD B-aktinu. Vyhodnoceni miry

citrulinace histonu H3 pfi pouziti inhibitorti o koncentraci 50 uM je zobrazeno na Obrazek 11.
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Obrazek 11: Vyhodnoceni miry citrulinace za vyuziti 50 uM Cl-amidinu a TDFA. Statisticky
vyznamné rozdily mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujicimi inhibitory jsou zobrazeny jako *.
Statisticky vyznamné rozdily mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou

zobrazena jako priimer £ SEM, *p <0,05; #p <0,05; n =4,

Z grafu je patrné, ze po aktivaci PAD4 pomoci Cal byla vyznamné& zvySena mira citrulinace

histonu H3 oproti negativni kontrole. Ve vzorcich, kde byl pro inhibici PAD4 pouzit 50 uM
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Cl-amidine, dochazelo k vyznamnému snizeni miry citrulinace histonu H3. Pfi pouziti TDFA
0 koncentraci 50 uM, byla mira citrulinace oproti pozitivni kontrole rovnéz sniZena, ale toto
snizeni nebylo statisticky vyznamné.

Dale byla vyhodnocovana mira citrulinace histonu H3 za pouziti inhibitorti o koncentraci

100 uM. Tyto vysledky zobrazuje Obrazek 12.
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Obrazek 12: Stanoveni miry citrulinace za vyuziti 100 uM Cl-amidinu a TDFA. Statisticky vyznamné
rozdily mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujicimi inhibitory jsou zobrazeny jako *. Statisticky
vyznamné rozdily mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena

Jjako prumer + SEM, *p <0,05; ##p <0,01; n = 3.

Po navozeni citrulinace pfidanim Cal dochédzelo k velmi vyznamnému zvySeni miry
citrulinace histonu H3 oproti negativni kontrole. Pfi pouziti 100 pM Cl-amidinu k citrulinaci
histonu H3 téméf nedochazelo. Ve vzorcich, kde byl pfidan 100 uM TDFA byla mira
citrulinace sniZena, ale toto sniZeni nebylo statisticky vyznamné.

Cl-amidine vice ovlivitoval miru citrulinace pii obou pouzitych koncentracich inhibitorg.
TDFA rovnéz miru citrulinace snizoval, ale v obou pfipadech bez statistické vyznamnosti.

Tyto vysledky se shoduji s vysledky dalSich vyzkumnych skupin. Biron a jeho kolegové
rovnéz zkoumali vliv Cl-amidinu na miru citrulinace histonu H3 a tvorbu NETs u mysi, u nichz

byla navozena sepse metodou cekalni ligace a punkce (CLP). Citrulinace histonu H3 byla

40



rovnéZz detekovana pomoci metody western blot za vyuziti primarni protilatky
proti citrulinovanému histonu H3 — anti-Histone H3 (citrulline R2+R8+R17) (ab5103).
Pfitomnost citrulinovaného histonu H3 byla vyhodnocena dezitometricky a normalizovana
na B-aktin. Po 24 h byla pfitomnost citrulinovaného histonu H3 v peritonealnich burikach
vyrazn¢ zvysena. Piipfidani Cl-amidinu dochazelo k vyraznému snizeni miry citrulinace
histonu H3 v peritonealnich bunkach [106].

Coldn a jeho kolegové pii zkoumani role NETs pii sepsi navozené pomoci LPS u mysi také
pouzili Cl-amidine jako inhibitor PAD4. Tento inhibitor byl pfidan 1 h pfed navozenim sepse.
LPS zna¢né zvySovalo miru citrulinace histonu H3 a expresi genu PAD4 u téchto mysi. Pouziti
Cl-amidinu zna¢né snizovalo miru mortality mysi, u nichz byla navozena sepse [107].

Fuhrmann a Thompson rovnéz stanovovali miru citrulinace histonového proteinu H3
v bunkach lidskych neutrofilnich granulocytl za vyuziti ireverzibilnich inhibitord Cl-amidinu
a TDFA anasledné aktivace enzymu PAD4 véapnikovym ionoforem. Mira citrulinace
histonu H3 byla stanovovana metodou western blot s vyuzitim protilatky anti-Histone H3
(citrulline R2+R8+R17). ICsp pro Cl-amidine byla stanovena na 5 uM a pro TDFA na 2,3 uM
[108]. Znasich vysledku je ale patrné, Ze k vyznamné&j§i inhibici dochazelo pii pouZiti

Cl-amidinu, a to az pfi vyssich koncentracich.

8.2 Stanoveni genové exprese vybranych cytokint

Citrulinace histonovych proteint mize vést ke zménam exprese fady gend [76]. Jednou
ze skupin genu, jejichz exprese mize byt touto PTM ovlivnéna, jsou geny pro cytokiny.
Tyto proteiny reguluji fadu fyziologickych d&jt, mezi které patii naptiklad pohyb imunitnich
bunék do mista infekce nebo zanétu, ale mohou se rovnéz podilet na destruktivnich
a zanétlivych procesech v prubéhu riiznych onemocnéni. Mezi tato onemocnéni patii napiiklad

revmatoidni artritida [55].

821 IL-8

Metodou ELISA byly stanoveny koncentrace IL-8 v bunéénych lyzatech neutrofilnich
granulocytii po aktivaci PAD4 pomoci Cal. Pro inhibici byly pouZity inhibitory TDFA
a Cl-amidine o koncentracich 50 uM a 100 uM. Vysledky zobrazuje Obrazek 13.
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Obrazek 13: Stanoveni koncentrace IL-8 v bunécnych lyzatech neutrofilnich granulocytii.
Pro inhibici byly pouzity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracich 50 a 100 uM. Statisticky
vyznamné rozdily mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujicimi inhibitory jsou zobrazeny jako *.
Statisticky vyznamné rozdily mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou

zobrazena jako primer £ SEM, *p <0,05; #p <0,05; n = 4.

Po aktivaci do$lo K vyznamnému zvySeni produkce IL-8 oproti negativni kontrole.
Pti pouziti nespecifického PAD inhibitoru Cl-amidinu doslo k vyznamnému snizeni produkce
IL-8 pii obou jeho pouzitych koncentracich. V ptipadé inhibitoru TDFA, ktery je specificky
pouze pro PAD4, doslo tézke snizeni produkce IL-8, ale tento rozdil byl statisticky
nevyznamny.

Vysledky ziskané pomoci metody ELISA byly potvrzeny i na Girovni mRNA za vyuziti
kvantitativni PCR. Vzorky byly pfipraveny stejnym zptisobem, jako pro stanovovani metodou
ELISA a poté byla z bun€k neutrofilnich granulocytli vyizolovdna mRNA, ktera byla ptepsana
do cDNA a vyuzita pfi kvantitativni PCR. Tyto vysledky zobrazuje Obrazek 14.
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Obrazek 14: Stanoveni genové exprese IL-8 V burnikach neutrofilnich granulocytu. Pro inhibici
PAD4 byly pouzity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentraci 100 uM. Statisticky vyznamné rozdily
mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena jako primeér = SEM,
#p <0,05; n=4.

Po aktivaci PAD4 pomoci Cal doSlo k vyznamnému zvySeni genové exprese IL-8
oproti negativni kontrole. Pouzité inhibitory 0 koncentraci 100 uM snizily genovou expresi
IL-8, ale toto snizZeni bylo statisticky nevyznamné.

Jako referencni gen pii stanoveni genové exprese byl pouzit ACTB. Tento gen byl navrzen
jako vhodny referen¢ni gen pro buiiky neutrofilnich granulocyti, diky jeho stabilni a vysoké
hladin¢ exprese v téchto bunkach [109].

Kromé zvySené produkce IL-8 buiikkami neutrofilnich granulocyti, dochazelo rovnéz
ke zvysenému uvoliovani IL-8 do extracelularniho prostfedi. Vysledky ziskané pomoci ELISY

znazoriiuje Obrazek 15.
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Obrazek 15: Stanoveni koncentrace IL-8 V supernatantech neutrofilnich granulocytii. Pro inhibici
byly pouzity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracich 50 a 100 uM. Statisticky vyznamné rozdily
mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujicimi inhibitory jsou zobrazeny jako *. Statisticky

vyznamné rozdily mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena

Jjako prumer + SEM, *p <0,05; ##p <0,01; n = 4.

Po aktivaci pomoci Cal dochazelo k velice vyznamnému zvySeni koncentrace IL-8
Vv supernatantech neutrofilnich granulocytl oproti negativni kontrole. K vyznamnému sniZeni
koncentrace 1L-8 v supernatantu dochédzelo pouze v piipadé pouziti inhibitoru TDFA
0 koncentraci 50 uM. Pfi inhibici 100 uM TDFA a 50 uM Cl-amidinem rovnéz dochézelo
ke snizeni miry degranulace, ale tento pokles nebyl statisticky vyznamny.

Zvysena produkce IL-8 v zavislosti na mife citrulinace byla potvrzena i pii experimentech
dalsich vyzkumnych skupin. Mira citrulinace histonu H3 pozitivné korelovala s koncentraci

IL-8 v plazmé pacientl v pokro¢ilém stadiu rakoviny [110].

8.2.2 TNFa

Dalsim cytokinem, jehoz genovéa exprese a produkce buiikami neutrofilnich granulocytt byla
stanovovana, byl TNFa. Pro aktivaci PAD4 a navozeni citrulinace byl pouzit Cal a rovnéz byly

testovany inhibitory Cl-amidine a TDFA o koncentracich 50 a 100 pM.
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Produkce TNFa byla stanovovana metodou ELISA a pomoci kvantitativni PCR,
avSak exprese tohoto cytokinu se nepodaftila prokazat na irovni proteind, ani na irovni mRNA.

Thalin a jeho kolegové zkoumali zavislost produkce TNFa na mife citrulinace histonu H3
V plazmé pacientu v pokro¢ilém stadiu rakoviny a potvrdily pouze slabou korelaci mezi mirou
citrulinace histonu H3 a koncentraci TNFa [110]

Na rozdil od nami ziskanych vysledkd, bylo dale zjisténo, ze zvySend mira citrulinace
a exprese genu PAD4 navozend pomoci LPS u mysi vedla ke zvySeni koncentrace TNFa Vv séru

I v supernatantech. Tato data byla ziskana pomoci metody ELISA [107].

823 IL-1p

Poslednim cytokinem, jehoz produkce bufikami neutrofili byla stanovovana je IL-1f3. Nejprve
byla stanovena koncentrace IL-1p v bunéénych lyzatech neurofilnich granulocyti. Vysledky
zobrazuje Obrazek 16.
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Obrazek 16: Stanoveni koncentrace IL-15 v bunécnych lyzatech neutrofilnich granulocytu.
Pro inhibici byly pouzity inhibitory TDFA a Cil-amidine o koncentracich 50 a 100 uM. Statisticky
vyznamné rozdily mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujicimi inhibitory jsou zobrazeny jako *.
Statisticky vyznamné rozdily mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou

zobrazena jako prumeér = SEM, *p <0,05; **p <0,01; ##p <0,01; n = 4.

45



Aktivace pomoci Cal vedla k velmi vyznamnému zvySeni koncentrace IL-18 v bunéénych
lyzatech oproti negativni kontrole. Pfi inhibici PAD4 pomoci Cl-amidinu dochdzelo
k vyznamnému sniZzeni koncentrace cytokinu IL-1B pii obou pouzitych koncentracich
inhibitoru. Inhibice pomoci TDFA vedla ke snizeni koncentrace IL-1B, avSak toto snizeni
nebylo statisticky vyznamné.

Déle byla stanovovana koncentrace IL-1p v supernatantech neutrofilnich granulocyti

metodou ELISA. Vysledky zobrazuje Obrazek 17.
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Obrazek 17: Stanoveni koncentrace IL- 1§ v supernatantech neutrofilnich granulocytii. Pro inhibici
byly pouzity inhibitory TDFA a Cl-amidine o koncentracich 50 a 100 uM. Statisticky vyznamné rozdily
mezi aktivovanou kontrolou a vzorky obsahujicimi inhibitory jsou zobrazeny jako *. Statisticky
vyznamné rozdily mezi negativni a aktivovanou kontrolou jsou zobrazeny jako #. Data jsou zobrazena

jako primer + SEM, *p <0,05; **p <0,01; ##p <0,01; n = 6.

Po aktivaci PAD4 pomoci Cal dochazelo k velmi vyznamnému zvySeni koncentrace IL-13
uvolnéného do extracelularniho prostiedi oproti negativni kontrole. Ve vzorcich, kde byly
pro inhibici pouzity inhibitory o koncentraci 100 uM, miZeme pozorovat vyznamné snizeni
koncentrace IL-1B v supernatantech. V ptipadé inhibice obéma 50 uM inhibitory byla

koncentrace uvolnéného IL-1pB rovnéz sniZena, ale toto snizeni nebylo statisticky vyznamné.
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Tyto vysledky byly potvrzeny i experimenty provedenymi v dalSich vyzkumnych
skupinach. Pfi zkoumani role NETs pii sepsi navozené pomoci LPS u mysi, LPS zna¢né
zvySovalo miru citrulinace histonu H3 a expresi genu PAD4 u téchto mysi. Rovnéz byla
potvrzena zvysena koncentrace cytokinu IL-1fB v séru mysi, u kterych doslo k navozeni sepse

oproti negativni kontrole. Toto stanoveni probéhlo také pomoci metody ELISA [107].
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9 ZAVER

V tvodu této diplomové prace byla zpracovana literarni reserse. V teoretické ¢asti byl popsan
vyznam neutrofilnich granulocyti ve vrozené imunité a mechanismy, které tyto bunky
vyuzivaji pii boji s patogeny. Poté byla popsana funkce cytokini regulujicich tyto buiky,
mechanismus citrulinace a vyznam histonovych proteinti.

V praktické ¢asti byla stanovovana koncentrace prozanétlivych cytokint (IL-8, TNFa,
IL-1B) Vv zévislosti na mife citrulinace histonu H3. Pro aktivaci PAD4, ktera katalyzuje
citrulinaci histonovych proteinti, byl pouzit Cal a pro inhibici tohoto enzymu slouzily dva
inhibitory: Cl-amidine inhibujici vSechny PAD enzymy a TDFA, ktery je specifickym
inhibitorem PADA4.

Bylo zjisténo, Ze po aktivaci PAD4 pomoci Cal dochazelo k vyznamnému zvySeni
produkce IL-8 a IL-1P. Zvyseni exprese IL-8 bylo rovnéz potvrzeno i na irovni mRNA pomoci
gPCR. K inhibici PAD4 a snizeni produkce IL-8 a IL-1p dochazelo za pouziti obou inhibitort,
coz dokazuje vliv citrulinace na produkei téchto cytokini.

Expresi TNFa se nepodafilo prokazat ani na Grovni proteini pomoci metody ELISA,
ani na urovni mRNA.

Pozorovany vliv citrulinace na produkci téchto prozanétlivych cytokini neni
pravdépodobné zavisly pouze na enzymu PADA4, ale i na aktivité dalSich PAD enzymu, jelikoz

dochazi k rizné inhibici pomoci Cl-amidinu a TDFA, ktery je specificky pouze pro PAD4.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

ACPA — protilatky proti citrulinovanym proteinim
Cal — Calcium lonophore A23187
CLP — metoda cekalni ligace a punkce
IL — interleukin

LPS — lipopolysacharid

MBP — myelinovy bazicky protein
MPO — myeloperoxidasa

NE — neutrofilni elastasa

NETSs — neutrofilni extracelularni pasti
NLS — jaderny lokaliza¢ni signal

OD - opticka denzita

PAD - peptidylarginindeiminasa
PMA — forbol-12-myristat-13-acetat
PTM — post-transla¢ni modifikace

RA — revmatoidni artritida

ROS — reaktivni kyslikové formy
TDFA — Thr-Asp-F-amidine

TNF — tumor nekrotizujici faktor
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