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ANOTACE

Kolostrum, jako prvni produkt mlécné Zlazy po porodu, je zdrojem nejen Zivin, ale také
fady imunologicky relevantnich molekul — imunoglobulind, cytokin(, rdstovych faktora.
Jejich role je prinést novorozenci pasivni ochranu, ale také podilet se na kontrole
zanétlivé odpovédi ve stfevé po jeho kolonizaci pfirozenou mikroflérou. Obsah téchto
molekul se s pokracujici laktaci lisi. Stejné tak se vyviji biologickd hodnota kolostra,
které se postupné méni v mléko. Cilem predkladané prace je vin vitro podminkach
otestovat dynamiku zmén protizanétlivych ucink( hovéziho kolostra, vzhledem k jeho
koncentraci a odlisSnych terminech po nastupu laktace, na makrofazich modifikovanych
z monocytld (MDMF) selat. Vysledkem bylo pozorovdni miry exprese medidtorové
ribonukleové kyseliny (mRNA) pro prozanétlivy interleukin-1 (IL-1) a protizanétlivy
interleukin-10 (IL-10), vzhledem k referencnimu genu hypoxanthin -
guanin fosforibosyltransféza (HPRT). V praci byly MDMF kultivovany v médiu
obohaceném o rliznou koncentraci kolostra ziskaného v rizné fazi laktace. Nasledné
byly MDMF stimulovany lipopolysacharidem (LPS) jako vyznamnym stimulatorem
zanétlivé reakce. Vysledky ziskané v predkladané praci ukazuji, Ze kolostrum bylo
schopno statisticky vyznamné tlumit zanétlivou odpovéd  MDMF na stimulaci LPS.
Snizeni této schopnosti u kolostra ziskaného v dalsi fazi laktace nebylo statisticky

vyznamné.
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ANNOTATION

Colostrum, as the first product of the mammary gland after delivery, is not only
a source of nutrients, but also a battery of immunologically relevant molecules -
immunoglobulins, cytokines and growth factors. Their role is to provide passive
protection of newborn, but also participate in the control of inflammatory responses
in the intestine after the colonization with the comensal microflora. The content
of these molecules differs as lactation continues. Likewise, biological value
of colostrum develops as it gradually turns into milk. The aim of the submitted work is
to assess dynamics of changes in anti-inflammatory effects of bovine colostrum
in the in vitro conditions on monocyte-derived macrophages (MDMF) of piglets.
As result, a level of expression of mRNA for proinflammatory interleukin-1 (IL-1) and
anti-inflammatory interleukin-10 (IL-10), relative to the reference gene, hypoxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase was analysed (HPRT). In the work, MDMF were
cultured in medium supplemented with varying concentrations of colostrum obtained
in different stages of lactation. Subsequently MDMF were stimulated with
lipopolysaccharide (LPS) as arelevant stimulator of the inflammatory response.
The results obtained in the work indicate that colostrum was able to significantly
decrease the inflammatory response of MDMF to stimulation with LPS. Reduction
of this ability in the colostrum obtained in the following stages of lactation was not

statistically significant.
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1. UVOD

Kolostrum je prvni produkt mlééné Zlazy, slouZici jako potrava pro novorozence.
Obsahuje, kromé Zivin, velké mnozstvi biologicky aktivnich latek, kam patfi predevsim
protilatky a rUstové faktory. Je védecky prokazano, Ze v prlbéhu laktace se vlastnosti
kolostra méni. Existuje ale pouze malé mnoiZstvi informaci o jeho protizanétlivych

vlastnostech a jejich zménach v priibéhu ¢asu.

1.1. Zanét

Zanét je rychla komplexni nespecifickd reakce organismu na proniknuti patogenu
nebo na mechanické poskozeni. Zanétlivd odpovéd probiha lokalné a nasledné

systémovou odpoveédi.

Zakladni lokalni projevy zanétu jsou zcCervenani, zteplani, otok a bolest. Prvni tfi
priznaky jsou dlsledkem lokalni vazodilatace, neboli roztazeni cév. Vazodilatace je
zpUsobena uvolnénim latek aktivujicich buriky endotelu neboli vystelky cév. Mezi tyto
latky patii napfiklad histamin, serotonin, komplement a IL-1. Zatimco komplement je
skupina plazmatickych protein(, histamin a serotonin jsou vylu¢ovany zirnymi burikami
a IL-1 makrofagy. Biologickym dlsledkem vazodilatace je napfiklad lepsi prostupnost
neutrofilnich granulocytll do mista zanétu, kde jejich hlavni role spociva zejména

ve fagocytoze.

Nejvyznamnéjsi systémové priznaky zdnétu jsou horecka, leukocytéza a produkce
tzv. protein akutni faze zanétu. Horecka je zpUsobena stimulaci termoregulaéniho
centra nachazejiciho se v prednim hypotalamu. Tuto stimulaci vyvolavaji pyrogeny
endogenni, jako napfiklad IL-1, a exogenni, jako napfiklad LPS. Leukocytdza je zvyseni
poctu leukocytl v krvi, které je zplisobené zejména aktivaci hemopoézy v kostni dfeni.
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Proteiny akutni faze zanétu jsou bilkoviny produkované jaternimi burikami pod vlivem
prozanétlivych cytokin(, napfiklad IL-1. Mezi tyto proteiny patfi napriklad CRP
(C-reaktivni protein), jehoZ biologicky vyznam je ve shlukovani baktérii. ZvySeni jeho

koncentrace se vyuziva také v laboratorni diagnostice zanétu bakterialniho ptvodu.

Jednou z nejdulezitéjSich bunék imunitniho systému, které se podili na zanétlivé reakci,
jsou makrofagy, vznikajici vcestovanim monocytd z kostni difené do tkdni. Aby mohlo
dojit k preméné monocytu na makrofag, musi dojit ke zvétseni velikosti buriky, zvyseni
poctu lysozomU a receptorl pro imunoglobulin 1gG a zvySeni schopnosti fagocytézy.
Vzniklé makrofagy jsou nasledné profesionalnimi fagocyty, tvofici soucdst nespecifické
imunity. Makrofagy fagocytuji bunky zahynulé apoptdzou i nekrézou, intracelularni
a extraceluldrni baktérie. Mezi dalsi funkce patfi prezentace antigent T-lymfocytim,
fizeni hemostazy a hemopoézy a regulace zanétu. Pro svoji ¢Cinnost makrofagy vyuzivaji
fadu povrchovych receptor(i, které jim umoZiuji rozpoznat struktury typické
pro baktérie, viry nebo plisné. Mezi nejdulezitéjsi receptory patfi napf. tzv. Toll-like
receptory (TLR) nebo receptory CD14, ktery rozpozndva LPS — zdkladni slozku stény
gramnegativnich baktérii. Pri interakcich konkrétnich receptord s danymi ligandy
dochazi k aktivaci vnitrobunécéné signalizace, kterd zpuUsobi pfenos informace do jadra

a nasledné produkci cytokin(, napfiklad prozanétlivého IL-1 a protizanétlivého IL-10.

1.2. Popis kolostra

1.2.1. Kolostrum a jeho historie

Kolostrum neboli mlezivo, byva definovano jako prvotni mléko vylu¢ované v dobé
porodu a par dni po ném (Godhia a Patel, 2013). Pfedstavuje bohaty zdroj mnoha latek
stimulujicich obranyschopnost organismu v koncentrované podobé (Godhia a Patel,

2013).
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Vzhled kolostra a mléka zralého se od sebe znacné lisi. Zatimco mléko je ve své

podstateé ridka, Cisté bila tekutina, mlezivo je husté a smetanové Zluté.

Kolostrum se jiz tisice let pouziva v Indii na IéCbu rlznych nemoci. Ajurvédsti lékafi
v Indii pouZzivaji kolostrum pro |éCivé a duchovni Ucely od doby, kdy byl hovézi dobytek
poprvé domestikovan. Koncem 18. stoleti se zacala o kolostrum zajimat zapadni
medicina a to predevsim pro jeho potencidlni zdravotni vyhody. Zajimavé je,
Ze az do vyvoje penicilinu a jinych syntetickych antibiotik ve 20. stoleti, se kolostrum
bézné pouzivalo v boji s bakteridlni infekci. Na pocatku 20. stoleti bylo zaznamenano,
Ze hladina protilatek v prvnim vyprodukovaném mléce po narozeni byla mnohem vyssi,

nez hladina v mléce, které bylo vyprodukovano o 72 hodin pozdéji.

V souCasné dobé existuje priblizné 2000 publikovanych védeckych clankim,

dokumentujicich bezpecnost a U¢innost pouzivani kolostra (Godhia a Patel, 2013).

1.2.2. Slozeni

Kolostrum se od mléka pozdéji secernovaného lisi nejen vizudlni strankou,
ale i slozenim. Mlezivo obsahuje vice mlééného albuminu (laktalbuminu) a mlééného
proteinu (laktoproteinu), také je bohatsi o protilatky, navozujici novorozencim pasivni

imunitu (Godhia a Patel, 2013).

Jak lidské tak i kravské mlezivo obsahuje, kromé Zivin, velké mnoZstvi proteind,
vitaminQ, esenciadlnich mastnych kyselin a tuk(. Dale koenzymy, oligosacharidy,
doplnkové faktory, leukocyty a polypeptidy bohaté na prolin — specialni regulacni
polypeptid (uvolfiuje imunitni systém, kdyZ je nadmérné cinny a povzbuzuje, kdyz je

¢inny nedostatecné). Obsahuje také velké mnoiZstvi inhibitord proteaz
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a imunoglobulinG (Ig), také interferon a taurin pro rozvoj mozku, dale bioaktivni
glykoprotein, laktoferin (LTF) a rlstové faktory (Obr. 1). Kolostrum samoziejmé
obsahuje i protilatky, které maji pfimé ucinky proti baktériim, virdm a plisnim (Godhia

a Patel, 2013).

. Energie, proteiny, vitaminy,
Nutri¢ni mineraly, karbohydraty, tuky

Imunitni TGFB

Kolostrum
faktory

/ faktory
PDGF, EGF, IGF1, VEGF, TGFa a

IgA, 18G, 1gM, IgD, IgE, LTF,
RﬁStOVé polypeptidy, oligosacharidy, cytokiny,

laktalbumin, lysozymy
faktory

Obr. 1: SloZeni kolostra (upraveno a prelozeno dle Godhia a Patel, 2013)

Ilg obsazené v kolostru byly Uspésné pouzity vIécbé nedostatku krevnich desticek,
anémie, nedostatku leukocyt(, svalovych slabosti, zanétlivych onemocnéni nervovych
kofenU, roztrousené mozkomisni sklerézy a fady dalSich onemocnéni (Zou a kol.,

2015).

LTF je pfirodni imunostimuldtor, pomahajici novorozenci v preZiti dnl, kdy se ocitd
v prostredi plném neznamych baktérii a virt. Jednim z hlavnich priznivych ucéinkd LTF je
jeho schopnost redukovat zanéty prostiednictvim regulace zanétlivych cytokind, jako

jsou naptiklad IL— 1, IL— 6 a faktor nekrézy tumor( (Zou a kol., 2015).

Kolostrum obsahuje také rlstové faktory: transformujici rdstovy faktor (Transforming

Growth Factor — zn. TGF) a i B, Insuline-like Growth Factor 1 i 2 (IGF1, IGF2),

13



gonadotropin, somatotropin a dalsi, které usnadnuji hojeni chronickych ran
po operacich a Urazech — stimuluji rast kosti, sval( a regeneraci poskozenych nervd,
pomahaji pfi spalovani tukli, napomahaji pfi stavbé oslabeného svalstva, zabezpecuji
syntézu deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ribonukleové kyseliny (RNA), reguluji
hladinu cukru v krvi a spolu s dalSimi sloZzkami plsobi rovnéZ na leukocyty. TGFB
obsazeny v mlezivu ma tlumivé efekty na nékteré typy kostni rakoviny (napfriklad

osteosarkom).

Co se vitaminu tyce, kolostrum je bohatym zdrojem vitamin( A, E, C, B1, B3, B5, B6,
B12, cholinu, kyseliny listové, také obsahuje dostate¢né mnozstvi vitaminu D,

provitaminu A a beta karotenu.

Minerdly a stopové prvky jsou obsazeny tak, aby byly pro novorozence lehce

vstiebatelné. Nejlépe vstiebatelné je pro kojence Zelezo (Zou a kol., 2015).

1.2.2.1. Protizanétlivé ucinky

Kolostrum, jakoZto prvni potrava, je velmi duleZita pro zdravy vyvoj, rlst a pfirozeny
rozvoj imunitniho systému u novorozencli. Diky nému je organismus podporovan
ve dvou hlavnich smérech. Za prvé, mlezivo ma nékolik imunitnich faktord
poskytujicich silnou podporu pro imunitni systém. Za druhé, spousta jeho ristovych
faktor( nabizi spektrum podpory organismu na povzbuzeni optimalniho zdravi a |é¢by.
Protilatky a rlstové faktory hraji roli v prevenci infekce, ktera je v pasivni imunité.
Zivotné dualeZité Ziviny pomahaji pfi vyvoji tkani, ristu a zisku energie. Tyto rlistové
faktory pritomné v kolostru poskytuji moznost nové Iécby pfi Zaludecnich a stfevnich

potizich (Godhia a Patel, 2013).
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1.2.3. Vyznam kolostra

Jak jiz bylo zminéno, vSechny latky obsaZzené v kolostru pomdhaji novorozenci prezit
dny, kdy se ocitd v novém prostrfedi, v€etné zajiSténi poporodni pfirozené pasivni
imunity, tedy prijem hotovych protilatek od matky, které novorozence chrani v prvnich
tydnech Zivota pred infekcemi ze zevniho prostredi, kdyz jesté nejsou schopna vlastni
imunitni reakce a produkce protilatek. Zejména u prezvykavcd, u nichz v déloze
nedochdzi k zddné vyméné imunitnich faktord, kolostrum (a v mensi mife mléko)
poskytuje ochranu prostfednictvim vysokého mnoizstvi Ig, bez kterého by mladé

prezvykavce nepreizilo.

Mlezivo se vzhledem k jeho vyjimecnému slozeni zacalo uplatiovat ve farmaceutickém
pramyslu. Primarni oblasti pouZiti kolostra je stimulace lidského imunitniho systému
a mirnéni projev(l alergii. Pro tyto uUcely se pouzivd kolostrum bovinni (kravské),
protozZe je ve svych parametrech velmi blizké kolostru lidskému. Profily Ig jsou si velmi
podobné a dokazou bez ztraty své ucinnosti projit ¢asti lidského traktu az do strev, kde

pomahaji stimulovat imunitu.

lg obsazené v kolostru byly Uspésné pouzity v lécbé trombocytopenie, anémie,
neutropenie, myasthenia gravis, syndromu Guillan Barré, roztrousené mozkomisni
sklerozy, systémového Ilupu erythematodes, revmatoidni artritidy, chronického
Unavového syndromu a fady dalSich onemocnéni. S Uspéchem byva kolostrum
pouzivano pfi potla¢ovani upornych détskych prijmu, zptisobenych viry a baktériemi
rodu Salmonella, Shigella, E. coli apod. Velmi vyznamna je rovnéz schopnost kolostra
podporovat rust bifidobaktérii. Jeho uzivani je Zadouci po 1é¢bé antibiotiky pro obnovu

porusené stievni mikroflory.
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V lékarské védé se kolostrum také pouzivd pro ochranu stfevniho traktu
pred vedlejsimi ucinky nesteroidnich protizanétlivych 1ék. Pfi podavani kolostra
se nesnizuje lécebny efekt, ale je chranéna stfevni sliznice a eliminuji se tak zazivaci
potize. Tento ucinek se ukazuje jako velmi pozitivni hlavné u nespecifickych zanétd

stfeva jako je Crohnova nemoc nebo ulcerdzni kolitida.

Studium hovéziho kolostra je duleZité nejen z pohledu humanni mediciny, ale i z isté
veterinarniho a zemédélského hlediska. Nejcastéji uvadénym pfrikladem takového
pouziti je v kontextu s paratuberkulézou hovéziho dobytka. Jedna se o onemocnéni
zplUsobené napadenim organismu velmi odolnou baktérii Mycobacterium avium
paratuberculosis, kterd je schopnd v prostredi prezit az 120 tydn( a jejiz diagnostiku je
mozZno provést az laboratornim vysetifenim. Plvodce u dobytku (nejedna se pouze
o dobytek hovézi, ale také ovce a jind zvirata, véetné nékterych Selem) vyvolava
nelécitelné stfevni onemocnéni, na jehoz konci zvife hyne na vyCerpani, dehydrataci
a vyhublost. JelikoZ nadkaza je peroralni, zvite se infikuje krmivem, znecisténym vodnim
zdrojem a znecisténym stelivem. Zakladnim prvkem prenosu je infekce z kravy na tele
prostirednictvim kolostra a mléka, a kontaktem telete s nakazenymi kravami v silné
infekénim prostfedi (Stabel a kol., 2014). Pravdépodobnost nakazeni plodu
intrauterinné je zavisla od stupné infekce u matky. U kolostralni infekce je to prostsi —
v pfipadé silné probihajici infekce u matky je pravdépodobnost nakazeni novorozeného
telete prakticky 100%. U okamzZitého oddéleni telete od matky se procentudlné
dostavame témér na nulu. Samotna separace mladat by ale byla zbytecna - musi byt
nahrazeno i kolostrum. A pravé toto mlezivo musi projit komplikovanou kontrolou,
kterd by bez jeho predchoziho zkoumani nebyla moina (Godden a kol., 2015).
Kolostrum uréené pro takovyto odchov telat ale musi byt spravné odebrané, oSetrené

a skladované, aby se nesnizily jeho biologické vlastnosti.
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1.3. Lidské a kravské kolostrum

1.3.1. Lidské kolostrum

Stejné jako kazdy savec, i Clovék patfi mezi producenty kolostra. Lidské kolostrum je
obzvlasté bohaté na Ig, antimikrobialni peptidy (LTF a laktoperoxidaza) a jiné biologicky
aktivni molekuly, véetné rlstovych faktor(, dilezité pro vyZivu, rlst, vyvoj a pasivni

imunitu novorozencu.

1.3.2. Vzajemna rozdilnost

Je védecky prokdzano, Ze kolostrum kravské obsahuje asi 30 az 40krat vice imunitnich
faktor(, nez kolostrum lidské. Protoze lidsky novorozenec, na rozdil od telete, mlze
tyto faktory pfijimat prostfednictvim placenty, nemusi byt lidské mlezivo tak bohaté

na rdstové a obranné protilatky nebo nékteré nutricni faktory (Tab. 1).

Nutri¢ni faktory Lidské kolostrum Kravské kolostrum
Energie (kcal) 58 130
Proteiny (g) 3,7 14,9
Laktdza (g) 5,3 2,6
Tuk (g) 2,9 6,7

na 100 ml kolostra

Tab. 1: Nutricni slozeni lidského a kravského kolostra (upraveno a prelozeno dle Godhia a Patel, 2013)
1.4. Prase jako modelové zvire

Prase patfi mezi nejvice zkoumané druhy ve veterinarni imunologii. Jisté k tomu
pfispiva i fakt, Zze se prasec¢iho modelu vyuziva v humanni mediciné, coz je dano hned
nékolika aspekty: podobnou velikosti, sloZzenim potravy, fyziologii a anatomii srdce, plic

a ledvin, strukturou kiZe a samoziejmé podobnym imunitnim systémem. Navic pocet
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selat vjednom vrhu se vétSinou pohybuje okolo deseti a diky struktufe placenty

nedochazi prakticky k Zadnému pfenosu Ig z matky na plod (Pastoret a kol., 1998).

Obdobi gravidity prasnic je 115 dni a vyskyt rGznych linii T a B lymfocytd v krvi a orgdn(
praseCiho embrya a plodu je dobfe zdokumentovan (Rothkotter, 2002). A jelikozZ
existuji mnoha financni a etickd omezeni, jak spravné analyzovat rozvijejici se imunitni
systém u lidi, je zapotrebi velké mnoistvi experimentalnich zvifat. S rlznymi kmeny
standardnich a miniaturnich prasat k dispozici, a na rychle rostoucim mnozstvi
imunologickych  Cinidel, prase predstavuje duleZity experimentdlni model

pro nakladové efektivni studia na vyvojové imunologii (Sachs, 1994).
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2. CiLE PRACE

Cilem projektu, jehoz soucasti je i ma stredoskolska odborna cinnost, je v in vitro
podminkdch otestovat dynamiku zmén protizanétlivych Ucinkl hovéziho kolostra,
vzhledem k jeho koncentraci a odliSnych terminech po nastupu laktace, na makrofazich
modifikovanych z monocytl selat. Vysledkem by mélo byt pozorovani miry exprese
genim — hypoxanthin—guanin fosforibosyltransféza (HPRT) a TATA-binding protein
(TBP).
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Kolostrum

Pro experiment bylo pouzito kolostrum ve specifikovanych terminech po zacatku
laktace. Kolostrum bylo ziskano ze 3 krav (kfizenci cernostrakatého plemene)
z komeréniho chovu na 4 laktace. Vzorky byly odebrany vcase porodu adale

24 a 72 hodin po porodu.

3.2. Derivace monocytti na makrofagy

Jak jiz bylo zminéno, protizanétlivé ucinky mleziva byly testovany na makrofazich

ziskanych derivaci monocytu selat.

3.2.1. Izolace monocytl

3.2.1.1. Odbér krve

Krev byla odebrana punkci veny jugularis v objemu 10 ml a nasledné byla smichana
s antikoagulacni latkou Heparin (50 Ul/ml, Zentiva). V prvni Casti prace, zaloZené
na sledovani dynamiky zmén vzhledem ke koncentraci kolostra, probéhl odbér u péti

prasat, jejichz charakteristika je definovana v nasledujici tabulce (Tab. 2).

sele Sul Sul2 Su 19 Su 37 Su 49
stari 3 mésice 3 mésice 3 mésice | 5 mésicl 5 mésicl
hmotnost 48 kg 50 kg 47 kg 80 kg 83 kg

Tab. 2: Zakladni udaje o prasatech pouZzitych v prvni ¢asti prace
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V druhé c&asti vyzkumu, spocivajici na pozorovani dynamiky zmén vzhledem ke stafi
kolostra, odbér probéhl u péti prasat, jejichz charakteristika je definovana v nasledujici

tabulce (Tab. 3).

sele Su 22 Su 24 Su 25 Su 30 Su 32
stari 3 mésice 3 mésice 3 mésice 3 mésice 3 mésice
hmotnost 49 kg 51 kg 50 kg 52 kg 49 kg

Tab. 3: Zakladni Udaje o prasatech pouzitych v druhé ¢asti prace

3.2.1.2. Gradientni odstfed'ovani

Gradientni odstredovani, neboli izopyknickd sedimentace, je velmi cCasty zplsob
centrifugace. V. mé praci byla pouZita izolace pomoci tzv. nespojitych gradientl. Jde
o jednoduchy zpUsob separace riznych latek na zakladé jejich rozdilné hustoty. Jedna
se o prosté navrstveni roztok(, pricemZz po centrifugaci se bunky rozdéli mezi
jednotliva rozhrani roztok( takovym zplsobem, Ze kazdy typ buriky zlstane izolovan

mezi roztokem s vyssi a nizsi hustotou, neZ je hustota dané bunky (Obr. 2).

[ Plasma
Nafedéna
krev Odstredéni
_%
Iﬁf — Lymfocyty a
monocyty
Erytrocyty a
Histopaque granulocty

Obr. 2: Nakres izopyknické sedimentace (pfevzato a upraveno z www.bio-protocol.org)
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Metoda gradientniho odstfed'ovani byla pouzita pro oddéleni neutrofilnich granulocyt(
od tzv. mononuklearnich bunék (tj. lymfocytd a monocytll). Divodem je fakt,
Ze pro izolaci monocytl byla v ndsledném kroku pouZita metoda imunomagnetického
sortingu zaloZena na pritomnosti molekuly CD14 na povrchu monocytl. Tato molekula

je pritomna ale také na neutrofilnich granulocytech.

Ke vzork{m krve bylo ptridano DPBS (Thermo Fisher Scientific, USA) v poméru 1:2. Smés
byla pomalu navrstvena na Histopaque 1.077 (Sigma-Aldrich, USA) (Obr. 3). Vzorky byly
centrifugovany (450 g, 40 minut, nebrzdéno). Vysledkem bylo oddéleni monocytl a
lymfocytd pdar centimetrll nad dnem zkumavky na rozhrani mezi Histopaque a
plasmou. U nékterych vzork(i dochazelo k samovolnému propousténi vzorku do

Histopaque i bez centrifugace (Obr. 4).

Obr. 3: Krev byla nejdFive smichana s DPBS a Obr. 4: Viditelnost samovolného propousténi

nasledné vrstvena na Histopaque 1.077 vzorku do Histopaque 1.077

3.2.1.3. Imunomagneticky sorting

Imunomagneticky sorting, neboli imunomagneticka separace, je zaloZeny na vazbé
tzv. selekénich protilatek na antigen, pficemz na tuto protilatku je navazana
magnetickd Castice (Obr.5). Tento zpUsob separace je c¢asto vyuZivan
v biotechnologickych aplikacich, jako napfiklad izolace bunék, purifikace nukleové

kyseliny nebo enzym(. Separace bunék, poptipadé biomolekul, za pomoci
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magnetickych ¢astic ma vyhodu predevsim v kratké dobé trvani separace a snizené

potreby vyuziti chemickych ¢inidel (Vanasek, 2015).

Magnetické
jadro

Polymerni vrstva /\
Organické raménko /
Funkéni molekula (ligand)

Obr. 5: SloZeni magnetické ¢astice (Vanasek, 2015)

Imunomagneticky sorting se pouZivd ve dvou zakladnich usporadanich — pozitivnim
a negativnim. Pozitivni separace je zaloZzena na vybéru bunék s urcitou povrchovou
molekulou. Negativni naopak na odstranéni vSech bunék, které danou molekulu
nenesou. Na bunku je nejprve navazana protilatka, na kterou je nasledné navazana
protildtka druha, obsahujici magnetické ¢astice. Cela suspenze nasledné protéka
separacni kolonou. Ta je umisténa v magnetickém poli, které je schopno zachytit
magnetické ¢dastice s navazanymi bunkami, pficemz vétSina zbyvajicich bunék (¢asto
dochazi k zachyceni i malého mnozZstvi bunék, které nemaji navazanou magnetickou
kulicky a obracené, proto nasledné dochdzi k ovéfeni Ccistoty suspenze pomoci
pratokové cytometrie) kolonou projde. Pokud se jednd o separaci pozitivni, jde ndm
o frakci bunék, ktera zlstala zachycena v magnetickém poli (Obr.6). V opacném
pfipadé se nam jedna o frakci, co kolonou prosla, tedy o bunky bez dané povrchové

molekuly, na kterou by se magneticka ¢astice s protilatkou navazala (Vanasek, 2015).

Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the labeled cells

=

0

I

O O

Obr. 6: Nakres imunomagnetického sortingu (http://www.miltenyibiotec.com)
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Pomoci pfristroje Coulter counter byl zméfen pocet bunék v suspenzi (Obr.7 a8).
Na zakladé hustoty perifernich krevnich mononuklearnich bunék ve vzorku (mezi 150
a? 300x10° bunék) byla pfiddna monoklonalni protilatka Mouse anti pig CD14
(klon MIL2, AbD Serotec, Oxford, UK, 10 ul na 108 bunék). Po 13 minutach kultivace
v prosttedi s teplotou 4 °C, byly buniiky proplachnuty DPBS a byla pfidana protilatka
Anti-Mouse IgG MicroBeads (35 pl na 10% bunék). Po 20 minutach kultivace v prostiedi
s teplotou 4 °C, byly buriky opétovné proplachnuty DPBS. Imunomagneticky sorting
probihal v pfistroji Multi Stand (Miltenyi Biotec, Némecko). Kolony musely byt nejprve
proplachnuty 7 ml DPBS (Obr.9). Cast roztoku byla napipetovdna do kolony
a dofedéna DPBS. Pro co nejlepsi Cistotu, prosly vSechny vzorky kolonou pétkrat.

Jednalo se o pozitivni separaci (Obr. 10).

Obr. 7: PFistroj Coulter counter se vlastné  Obr. 8: Coulter counter nejdfive nasal vzorek, vypustil
sklada ze dvou navzajem komunikujicich ~ ho nafedény a druhad ¢ast pfistroje tuto suspenzi
pfistroj opétovné nasdla a zjistila, kolik se v ni nachazi

cervenych a bilych krvinek

Obr. 9: Kolony byly nejdfive proplachnuty Obr. 10: JelikozZ se jednalo o pozitivni separaci,
DPBS poZadované buriky se zachytavaly v magnetickém
poli kolony
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3.2.1.4. Pratokova cytometrie

analyzu bunék v pohybu. Mezi zakladni parametry patti fyzikalni a chemické vlastnosti
bunék, identifikace bunécnych typl a stanoveni procentudiniho zastoupeni hledanych
bunék na zakladé detekce danych povrchovych molekul pomoci protilatky proti nim.
Tato metoda je velice prfesna, rychlda a navic umoziuje soucCasné meéfit nékolik
parametr( a to aZ rychlosti 100 000 bunék za jednu sekundu. Technika je zaloZena
na prichodu jednotlivych bunék laserovym paprskem, ktery umozfiuje analyzy diky
detekci rozptylu paprsku nebo diky aktivaci na bunku vazanych tzv. fluorochromui

(Eckschlager a kol., 1999).

V préci byla pritokovd cytometrie pouZita ke stanoveni Cistoty imunomagnetického

sortingu.

Ke vzorkiim bunék ziskanych pomoci imunomagnetického sortingu byla pfidana
sekundarni protilatka Goat Anti — Mouse 1gG2b FITC, ktera se navaZe na monoklonalni
protilatku proti molekule CD14, a nasledné propidium jodid® za Gelem vyznaéeni
mrtvych bunék. Vzorky byly centrifugovany (450 g, 20 minut) a analyzovany v pfistroji
BD LSRFortessa (BD Biosciences, Australie) pomoci softwaru Diva. ZpUisob pocitacové
analyzy je naznacen v nasledujicim obrazku (Obr.11). Ve vSech pripadech bylo

dosazZeno Cistoty vyssi nez 97 %.

'FITC, neboli fluorescein izothiokyanat je nejcasté;jsi fluorochrom pro pritokovou cytometrii emitujici
pfi 530 nm.

2 Propidium jodid je interkaldrni fluorescencni barvivo, pouzivané k oznaceni nukleové kyseliny (vaznost:
4-5 bazi na 1 molekulu barviva) a diky vétsim rozmériim je schopno vstoupit pouze do bunék

s narusenou membranou.
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Obr. 11: Zpusob pocitacové analyzy pritokovou cytometrii

V prvnim kroku byly vybrany buriky negativni na propidium jodid (A). Néasledné byly mononuklearni buriky
identifikovany na zakladé jejich velikostnich parametr(: FSC = velikost a SSC = granularita bunék (B). V dalsim kroku

byly kvantifikovany buriky nesouci znak CD14 (C) véetné statistické analyzy (D).

3.3. Kultivace makrofagli derivovanych z monocytu

3.3.1. Kultivace a transformace

Monocyty byly nasazeny do 24 jamkovych desti¢ek od firmy TPP (Techno Plastic
Products AG, Svycarsko) v mnozstvi 0,2 x 10° bunék na jamku. Kultivace probéhla
v médiu slozeném z D-MEM od firmy Lonza (Svycarsko) a praseéiho séra od firmy Gibco
(USA) v poméru 4:1, s pfidanymi antibiotiky Penicillin streptomycin od firmy Sigma
(USA). Takto byly bunky kultivovany pét dnl v prostfedi 37 °C v inkubatoru

s atmosférou obohacenou o 5 % oxid uhlicity.
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Po péti dnech bylo médium vyménéno. K bunkam, které byly pouZity v prvni casti
prace bylo na 48 hodin k patficnym vzorkiim (Obr. 12) pfidano kolostrum o danych
koncentracich— 10%, 1% a 0.1% (Obr. 13). Bunky, pouzité v druhé c¢asti prace byly
kultivovany s kolostry, které byly odebrany v odliSnych terminech po ndstupu laktace

(bezprostredné, 24 a 72 hodin po porodu) v 1% koncentraci.

Obr. 12: Kultivace vzork( (zleva doprava): kontrola, Obr. 13: Médium a kolostra o rliznych
kultivace s 10%, 1% a 0.1% kolostrem E a 10% a 1% koncentracich
kolostrem G

3.3.2. Stimulace pomoci LPS

Po 48 hodinach bylo médium opétovné vyménéno a pfislusné suspenze makrofagl

byly stimulovany LPS z baktérie Salmonella enterica (Sigma, USA, 1 ug/1 ml, 4 hodiny).

LPS je hlavni slozka bunéénych membran gramnegativnich baktérii. Jedna se o toxin,
uvolfiovany baktériemi po zaniku jeji bunécné stény. Pro baktérii samotnou je velmi
dllezity — prispiva k jeji strukturni stabilité a zdroven slouZi jako ochrana membrany.
LPS se sklada ze tfi ¢asti — lipid A, ktery je zodpovédny za toxicitu gramnegativnich
baktérii, dale oligosacharidové jadro spojujici lipid A s posledni ¢asti, O-antigenem,

urcujicim antigenni specificnost baktérie. Mezi nejznaméjsi biologické ucinky tohoto
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toxinu patti stimulace mononukledrnich fagocytd k produkci endogennich pyrogent
(napf. IL-1), stimulace imunitniho systému (aktivace makrofagl, lymfocytl B),

zpUsobuje poruchy srazlivosti krve a miZe vyvolat i toxicky Sok.

Po 4 hodinach byly vzorky centrifugovany (450 g, 4 minuty) a supernatant byl nasledné
prepipetovan do ependorfek. K sedimentim bylo pridano 175 ul RLT Bufferu na jamku,

za Ucelem lyze bunék makrofagu.

3.3.3. Méreni zivotnosti bunék

Existuje vice zpUsobl na detekci viability bunék, které jsou zaloZeny na rdznych
metodach. Jednou ztéchto metod je méreni laktat dehydrogenazy (LDH) jako
stabilniho cytoplazmatického enzymu, ktery je z buriky uvolfiovan po jeji lyze. Mnozstvi
uvolnéného LDH je méfeno po 30 minutové enzymatické reakci, pfi které dochazi
ke konverzi tetrazoliovych soli na ¢erveny formazan. Intenzita zmény barvy je pfimo

Uumérna mnozstvi uvolnéného LDH (Vicenova a kol., 2014).

Do 96 jamkové mikrotitracni desticky bylo napipetovano 50 ul Assay Buffer
(CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, Promega, USA). Nasledné bylo
pfidano 50 pl pfislusnych supernatant(. Po 30 minutové kultivaci pfi pokojové teploté
vtemnu byla vysledna absorbance analyzovana na pfistroji Synergy Hybrid Reader

(BioTek, USA).
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3.4. Molekularni biologie

3.4.1. 1zolace nukleové kyseliny
Nasledujici postup je dodrzovan podle navodu z RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Némecko).

K fixované DNA byl pfidan 70% ethanol v poméru 1:1. Vzorky byly v centifugacnich RNA
vazebnych kolonkach s membranou centrifugovany (9 500 g, 15 sekund). Ethanol byl
odstranén. Do kazdé vazebné kolonky bylo pfidano 700 ul Bufferu RW1 a vSe bylo
nasledné centrifugovano (9500g, 15sekund). Buffer byl odstranén. Poté bylo
do kazdé kolonky ptidano 500 pl Bufferu RPE a opét bylo vSe centrifugovano (9 500 g,
15 sekund). Buffer byl odstranén. 500 ul RPE Bufferu bylo pfidano podruhé a znovu
doSlo k centrifugaci (9500g, 2 minuty). Po odstranéni Bufferu byly kolonky
s membranou umistény do novych sbérnych ¢asti a centrifugovany (9 500 g, 1 minuta).
Kolonky s membranou byly vlioZzeny do ependorfek ado kazdé bylo pfidano 15 pl
RNase-free water a vSe bylo centrifugovano (9 500 g, 1 minuta). RNA se diky RNase-

free water uvolnila z membran do ependorfek.

3.4.2. NanoDrop

NanoDrop je velmi presny typ Sirokospektralniho spektofometru, pouzivany k méreni
vzork( o objemu 0.5 — 2 pl. Pfistroj je urCeny prevainé k méreni koncentrace a Cistoty
nukleovych kyselin, k fluorescenénimu znaceni DNA a RNA cipu, k méreni koncentrace
bilkovin a k fluorescen¢nimu znaceni bilkovin, konjugatd a metaloprotein(. V nasem

pripadé byl pouzit k méreni Cistoty RNA.

Méreni probihalo v pfistroji NanoDrop 2 000c Spectrophotometer (Thermo Scientific,
USA) pfi poméru absorbanci 260/280. Pfi této absorbanci je za Cistou RNA povaZovan

pomeér 2.0. U nizsich hodnot je povazovana za znecisténou.
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Jelikoz se pomeér v nasich vzorcich pohyboval mezi Cisly 2.02 az 2.14, mlZieme

izolovanou RNA povaZovat za Cistou.

3.4.3. Prepis do cDNA

JelikoZ v PCR reakci nemuze RNA slouZit jako templat, musi nejprve byt RNA prevedena
do tzv. komplementarni DNA® (cDNA), pomoci retrovirové zpétné transkriptazy.
Na kazdou reverzni transkripci bylo pouZito 12 pl RNA extrakéniho produktu
a 8.5 ul RT PreMix. RT PreMix se sklada z 1 pl nespecifickych oligo(dT) primert, 1 pl
PCR dNTP mixu® (Top —Bio, Ceskd republika), 4 pl péti puffra (Invitrogen, USA),
1 wl DTT dithiothreitolu (Invitrogen, USA), 0.5 ul inhibitoru ribonukleasy prasecich jater
0 5000 jednotkach (Takara, Japonsko) a 1ul MLV reverzni transkriptazy -
40 000 U (Invitrogen, USA). Reverzni transkripce byla provadéna pfi teploté 37 °C
po dobu 1 hodiny.

3.4.4. Real — Time polymerazova retézova reakce

Real — Time polymerazova retézovd reakce (qPCR) je metoda pro enzymatickou
syntézu sekvence DNA v invitro podminkach. Tato kvantifikacni metoda je zaloZena
na detekci fluorescence, uvolnujici se v pfimé umére s mnozstvim amplifikované DNA.
Fluorescence vznika diky barvivu interkalujicimu se do DNA. K nejpouzivanéjSimu
barvivu patfi SYBR Green. K emisi zareni dochazi ve chvili, kdy se barvivo navaze

do dvousroubovice DNA. MnozZstvi produktu je tedy pfimo umérné mnozstvi DNA.

Pro reakce jsou vyuZity dva oligonukleotidové primery. Pro kvantifikaci je zasadni

hodnota tzv. Cycle Treshold (CT), udavajici cyklus, ve kterém dochazi k prekroceni

% cDNA je DNA syntetizovana podle RNA
4 koncentrace: 10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM GTRaM dTTP
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prahu detekce. Hodnota CT genu hledaného je nasledné normalizovana k hodnoté CT

genu referencniho.

Vreal-time PCR analyze, byla exprese RNA kvantifikovana v triplikatech s celkovym
objemem 3 pl, umisténych v 384 jamkovych destickach. Vlastni méreni probéhlo
na pristroji LightCycler 480 (Roche Applied Science). K manipulaci sroztoky bylo
pouZito zafizeni NanoDrop Il Liquid Dispencer (Innovadyne technologies, Kanada).
Vlastni reakéni smés sestavala z cDNA jednotlivych vzorkl, QuantiTect SYBR Green PCR
master mix (Qiagen, Némecko) a 10 pmol parQ primerl pro pfislusné geny (Generi
BioTech, Ceskd republika). Sekvence jednotlivych primer(i jsou sumarizovany v tabulce
(Tab 4). Reakce probéhla za nasledujicich podminek: denaturace (95 °C, 15 minut)
a 45 amplifikacénich cykld (95 °C, 15 sekund; 58 °C, 30 sekund; 72 °C, 30 sekund).
Ze dvou kandidatnich referencnich genl byl na zakladé nasledné analyzy jako vice
stabilni vybran gen HPRT-1. Ze ziskanych dat byla spocitana relativni exprese 2 genu
nadeho zajmu (GOI) podle nésledujiciho vzorce: [1/(2°°'CT)]/ [1/(2referencnigenchy)

(Nygard a kol., 2007).

Gen Sekvence primerl Charakteristika genu

HPRT-1 (Zelnickova a kol., 2008) F: GAGCTACTGTAATGACCAGTCAACG referencni gen

R: CCAGTGTCAATTATATCTTCAACAATCAA

TBP-1 (Nygard a kol., 2007) F: AACAGTTCAGTAGTTATGAGCCAGA referencni gen

R: AGATGTTCTCAAACGCTTCG

IL-1 B (Pavlova a kol., 2011) F: GGGACTTGAAGAGAGAAGTGG prozanétlivy gen

R: CTTTCCCTTGATCCCTAAGGT

IL-10 (Kyrova a kol., 2012) F: TGAAGAGTGCCTTTAGCAAGCTC protizanétlivy gen

R: CTCATCTTCATCGTCATGTAGGC

Tab. 4: Sekvence jednotlivych primer(
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3.5. Statisticka analyza

Pro srovnani statistické vyznamnosti nalezenych zmén bylo pouZito parové
neparametrické srovnani dle Wilcoxona. Za statisticky vyznamnou byla povaZovana
hodnota p<0,05. Pro analyzu a pro tvorbu graf(i byl pouzit pocitaCovy program

Prism 5 for Windows (GraphPad Software, Inc., USA).
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4. VYSLEDKY

4.1. Vysledky méreni Zivotnosti bunék

Pomoci detekce LDH byla analyzovana Zivotnost bunék. Prvnim sledovanym
parametrem bylo zjistit, zda stimulace bunék pomoci LPS ma vliv na Zivotnost bunék.
Jak je patrné z obrazku (Obr. 14), u obou sledovanych skupin dosahovala aktivita LDH
cca 20% pozitivni kontroly. Statisticka analyza (parové neparametrické srovnani

dle Wilcoxona) neprokdzala statisticky vyznamny rozdil (p=0.0625).
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Obr. 14: Vliv stimulace MDMF pomoci LPS na jejich Zivotnost

Absorbance v testu Cytotoxicity Assay u kultury MDMF po 4 hodinach kultivace s LPS (pravy sloupec)
abez LPS (levy sloupec). Hodnoty byly vztazeny k absorbaci pozitivni kontroly v testu. Vysledky jsou

ukazany jako prdmér £SD (n=5).
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Srovnanim jednotlivych hodnot lze vypozorovat trend k mirné nizsi hodnoté LDH

vvvvv

LDH bunék bez stimulace LDH bunék se stimulaci
23,114750 22,322400
26,604480 25,373130
18,417550 17,712770
11,279760 11,160710
12,901790 12,247020

Tab. 5: Vliv stimulace MDMF pomoci LPS na jejich Zivotnost

Absorbance v testu Cytotoxicity Assay u kultury MDMF po 4 hodinach kultivace s LPS (pravy sloupec)
abez LPS (levy sloupec). Hodnoty byly vztazeny k absorbaci pozitivni kontroly v testu. Vysledky jsou

ukdzany jako individudlni hodnoty.
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DalSim sledovanym parametrem byl vliv kultivace bunék v médiu obohaceném o rizné
koncentrace kolostra. Z grafu (Obr. 15) je patrné, Ze koncentrace 0.1 % a 1 % nemély
statisticky vyznamny vliv na aktivitu LDH. Naopak, koncentrace 10 % byla jiZz natolik
vysoka, Ze Zivotnost bunék poklesla statisticky velmi vyznamné. Tento fakt ved| k tomu,

Ze tato skupina byla z dalSich analyz vyloucena.
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Obr. 15: Vliv pfitomnosti kolostra v kultivaénim médiu na zivotnost MDMF

Absorbance v testu Cytotoxicity Assay u kultury MDMF po 48 hodinach kultivace s riznou koncentraci
koloster. Hodnoty byly vztazeny kabsorbaci pozitivni kontroly vtestu. Vysledky jsou ukazany

jako primér £SD (n=15, u kontroly n=>5).
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4.2. Vysledky polymerazové retézové reakce

Mérena byla exprese IL-1 B a IL-10, z jejichz vzajemného poméru vznikl tzv. zanétlivy
index, ktery byl relativizovan na kontrolu neovlivnénou kolostrem. Jak je patrné z grafu
(Obr. 16), vzhledem ke kolostrem neovlivnéné kontrole doslo ke statisticky
vyznamnému poklesu jak u kolostra 1%, tak u kolostra 0.1%. Ze smérodatnych
odchylek, predevsim u koncentrace 0.1%, lze vypozorovat jistou variabilitu ¢astecné

zpusobenou individudlni variabilitou zvifat a také riznorodosti koloster.
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Obr. 16: Vliv koncentrace kolostra na jeho protizanétlivé ucinky

Exprese mRNA pro IL-1 / IL-10 v kulturdch MDMF po 48 hodinach kultivace s riznou koncentraci koloster
a 4 hodinach stimulace s LPS. Hodnoty jsou vyjadreny jako poméry mezi expresi IL-1 a IL-10. Nasledné
byly hodnoty vztazeny k hodnotdm u negativni kontroly, tj. kulture MDMF, ktera nebyla ovlivnéna

kolostrem. Vysledky jsou ukazany jako pramér +SD (n=5).
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Poslednim sledovanym parametrem byl vliv kultivace bunék v médiu obohaceném
o kolostra s riznym casem odbéru po zacatku laktace. Statisticka analyza prokazala
statisticky vyznamny rozdil (p<0.05) mezi kontrolou a pouZitymi kolostry (Obr. 17).
Jak lIze dale z grafu vypozorovat, primérné protizanétlivé Gcinky koloster umérné

klesaly s Casem odbéru po zacatku laktace. Tento trend ale nebyl statisticky vyznamny.
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Obr. 17: Vliv doby odbéru kolostra na jeho protizanétlivé ucinky

Exprese mRNA pro IL-1 / IL-10 v kulturdch MDMF po 48 hodinach kultivace s kolostry odebranymi
v rlizné dobé po porodu (¢as 1 — bezprostiedné, ¢as 2 — 24 hodin a ¢as 3 — 72 hodin po porodu)
a 4 hodinach stimulace s LPS. Hodnoty jsou vyjadieny jako poméry mezi expresi IL-1 a I1L-10. Nasledné
byly hodnoty vztazeny k hodnotdm u negativni kontroly, tj. kultufe MDMF, kterd nebyla ovlivnéna

kolostrem. Vysledky jsou ukazany jako pramér +SD (n=5).
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5. DISKUZE

Kolostrum je prvni produkt mlééné Zlazy, slouZici jako potrava pro novorozence.
Jak lidské tak i kravské mlezivo obsahuje, kromé Zivin, mnozstvi riznych bilkovin, tukd,
vitamin(, esencidlnich mastnych kyselin, ale také koenzymy, oligosacharidy
nebo doplrikové faktory. Jakozto prvni potrava, je velmi dlleZité pro zdravy vyvoj a rlst

novorozencu.

Vyznamna je také role kolostra v prenosu specifické imunity — a to hlavné u Zivocisnych
druhd, u kterych histologicka struktura placenty neumoziuje prestup velkych molekul,
vCetné protilatek, z krve matky do krve plodu jesté v déloze. Jedna se zejména o kong,
prasata a skot. U téchto ZivocisSnych druhl jsou novorozend mladata Zivotné zavisla
na prijmu kolostra (PrabhuDas a kol., 2015). Kromé protilatek jsou z tohoto pohledu

vyznamneé také v kolostru pritomné bunky imunitniho systému (Reber a kol., 2008).

Neméné duleZitd je ale také role kolostra v nastartovani a nastaveni pfirozené imunitni
odpovédi u mladat a to zejména pri kontrole pribéhu zanétlivé odpovédi streva
na mikrobialni kolonizaci (Chatterton a kol., 2013). Tento aspekt je zasadni nejenom
pro novorozend mladata, ale také v pouzZiti kolostra jako potravinového doplriku

pro pacienty trpici zanétlivymi onemocnénimi streva.

Cilem mé prace bylo prispét pravé do oblasti studii protizanétlivych ucinkl kolostra.
Prvnim Ukolem bylo adaptovat in vitro model prasecich MDMF pro uUcely dalSich studii -
kromé vlastni identifikace téchto ucink(, také pfi testovani dynamiky zmén
protizanétlivych Gcink(i hovéziho kolostra, vzhledem k jeho koncentraci a odliSnym

terminim po nastupu laktace.
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Model prasecich MDMF byl jiz dtive pouzit napfiklad pfi srovnavani odpovédi MDMF
a dendritickych bunék na baktérii Salmonella Typhimurium a LPS (Kyrova a kol., 2014)
nebo v prdci, kterd byla zaméfena na ndhodnou pohyblivost a produkci superoxid(
polymorfonuklearnich leukocyti, monocyti a MDMF po kultivaci s LTF (Gahr a kol.,
fosfolipidl (Vicenova a kol., 2014). Biologickou vyhodou, ale laboratorni nevyhodou
tohoto modelu je fakt, Ze pro opakovani experimentu je nutné ziskat bunky znova
atocCasto od jiného zvitete. To na jednu stranu zvySuje variabilitu vysledk(
pfi opakovani zejména kvlli odliSnostem jednotlivych zvifat. Na druhou stranu

individualni variabilita je vlastné soucasti redlného svéta.

Vysledkem predkladané prace je zjisténi, ze kultivace MDMF v médiu obohaceném
o kolostra ma vyznamny vliv na naslednou prozanétlivou odpovéd téchto bunék
pritomnost LTF, IGF, fibroblasticky rdstovy faktor (FGF), epidermalni rlstovy faktor

(EGF) a IL-10. Ve vsech pfipadech se jedna o proteiny, které byly v kolostru nalezeny.

LTF je glykoprotein, poprvé izolovany z kravského mléka jiz vroce 1939 (Sorensen
a Sorensen, 1939) a jeho prvni popsany biologicky Ucinek je vyvazovani iontl Zeleza
(Groves, 1960), coz ma antibakteridIni Gcinek, protoZze baktérie potrebuji Zelezité ionty
ke svému bunécnému dychani. Dalsi roli LTF je vyvazovani LPS a tim sniZzovani zanétlivé
odpovédi (Legrand a kol., 2005). | pfes to, ze LTF nema Zadny prokazatelny vliv
na Zivotnost makrofagli, vyznamné ovliviiuje produkci naptiklad kyslikovych radikald
MDMF, podporuje jejich fagocytdrni aktivitu a expresi TLR, které jsou dulezité

k rozpoznavani patogent (Annand, 2015).

EGF a IGF-I jsou dva z hlavnich, mlékem produkovanych peptidovych ristovych faktora.

Mlezivo obsahuje vyssi hladiny téchto rlstovych faktor(, nez mléko zralé a tyto faktory
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jsou relativné odolné vici proteolyze a jsou také stabilni ve stfevnim traktu. IGF je
protein, ktery prokazatelné zvysSuje metabolickou aktivitu a proliferaci bunék (Oguchi
a kol., 1997; Giromini, 2012). Také EGF kontroluje velké mnoZstvi bunécnych procest —
jako napfiklad jiz zminénou proliferaci (stimulace bunééného déleni). Z literatury
vypliva, Ze primérnd koncentrace tohoto cytokinu se v pribéhu transformace lidského

kolostra na mléko neméni (Kverka a kol., 2007).

.....

vvvvvv

tlumi¢ imunitni odpovédi. IL-10 silné inhibuje produkci IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10,
IL-12 aktivaci monocytl a makrofagl (Berkman a kol., 1995). Existuje prace ukazujici,
ze hladina IL-10 v lidském kolostru se v pribéhu jeho transformace na mléko snizuje

(Yilmaz, 2007).

Zajimavym zjisténim v mé praci bylo také to, Ze kolostrum pfidané do kultiva¢niho
média mélo rlzny vliv v zavislosti na koncentraci. Pfitomnost 10% kolostra sniZovala
velmi vyrazné Zivotnost MDMF. V nasem pftipadé stoupla hladina LDH z20-25 %
v pfipadé MDMF kultivovanych bez kolostra nebo v pfitomnosti 0.1 nebo 1% kolostra,
na cca 70 % v pripadé MDMF kultivovanych v médiu obohaceném o 10% kolostrum.
Ddvodem ktomuto jevu mohly byt zmény vdostupnosti Zivin nebo kysliku
pro kultivované bunky, zmény osmotickych pomérl nebo pH kultivacniho média.

Zadny z téchto parametr(i ale nebyl v préaci analyzovan.

Béhem rozboru dat ziskanych v mé praci bylo mozno vypozorovat jesté jeden fenomén
tykajici se Zivotnosti bunék. Tim byla vyssi viabilita MDMF v pfipadé stimulace LPS.
Ackoliv tento déj nebyl statisticky vyznamny (p=0.0625 pti pouZiti parového

neparametrického srovnani dle Wilcoxona) dal se snadno vypozorovat. Biologicky
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vyznam tohoto jevu spociva ve zvyseném prezivani bunék nespecifické imunity v misté
zanétu, aby mohly po delsi dobu vykondvat své funkce v cetné fagocytdzy nebo
produkce cytokinl. V soucasné dobé je znamo, Ze vyssi prezivani makrofagll je dano
tim, Ze LPS ma schopnost tlumit apoptdzu jako programovanou bunécénou smrt (Conte

a kol., 2006).

Jak bylo jiz zminéno, pfitomnost 0.1 a 1% kolostra neméla vliv na Zivotnost bunék.
Z pohledu mérenych protizanétlivych ucinkd, pritomnost obou koncentraci koloster
byla dostatecnad, ale v pfipadé koncentrace 1% byly tyto ucinky vyraznéjsi. Proto byla
tato koncentrace pouzita i ve studii dynamiky zmén sledovanych parametrl v pfipadé

pouziti koloster odebranych v rizné fazi po zahajeni laktace.

Na zakladé literarnich udaja, které naznacuji klesajici koncentraci potencialnich
protizanétlivych faktorl pfi transformaci kolostra na mléko, se dal ocekdavat pokles
protizanétlivéeho efektu pfi srovnani kolostra ziskaného bezprostfedné po porodu
a kolostra pokracujiciho a ¢asného mléka. Vysledky této ¢asti mé prace sice takovyto

trend naznacuji, ten ale nebyl statisticky vyznamny.
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6. ZAVER

V praktické casti jsem pozorovala protizanétlivé ucinky hovézich koloster na in vitro
modelu MDMF po stimulaci LPS, pficemz tyto ucinky byly sledovany nejen vzhledem

ke koncentraci, ale také k dobé odbéru pouzitych koloster od zahajeni laktace.

Méfenim LDH se mi podafilo prokdzat vyrazné snizeni Zivotnosti makrofagl
po kultivaci v médiu s 10% kolostry. Kultivace v médiu s kolostry 0.1 a 1% nemély

statisticky vyznamny vliv na viabilitu pouzitych makrofagu.

Prokazala jsem, Ze vexperimentu pouZity LPS vyrazné neovliviioval Zivotnost

makrofagu.

Z kvantitativni polymerazové retézové reakce vyplynulo, Ze odpovéd na LPS makrofagl
ovlivnénych 0.1 a 1% kolostry statisticky vyznamné poklesla vzhledem ke kontrole
kolostrem neovlivnéné. Stejné tomu bylo i pfi kultivaci v médiu s kolostry 1%, které

byly odebrany hned po porodu, 24 a 72 hodin od zacatku laktace.

Vypozorovala jsem také jisty, statisticky nevyznamny, trend ke snizovani priimérnych
protizanétlivych ucinkd koloster, které bylo tmérné s rostoucim ¢asem odbéru

po zacatku laktace.

Vysledky této prace jsou v souCasné dobé zpracovavany do formy manuskriptu, ktery
bude zaslan do redakce mezinarodniho védeckého c¢asopisu, zabyvajiciho se danou
problematikou k posouzeni (Veterinary Immunology and Immunopathology,
Veterinary Journal, Journal of Dairy Science). Zaroveni budou data prezentovana na
Stfedoevropském Buiatrickém Kongrese. Metody této prace budou také dale vyuzivany

pfi feSeni projektu financovaného z Ministerstva zemédélstvi Ceské republiky.
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PRILOHA €. 1: FOTOGRAFIE PRACOVISTE

Specializované laboratorni pracovisté pro pfipravu vzorka.




PRILOHA €. 2: LAMINARNI BOX

Laminarni box uréeny pro sterilni praci s tkanovymi kulturami a pro pfipravu médii nebo

naopak pro manipulaci s patogennim materialem, ale také k izolaci RNA.




PRILOHA C. 3: CENTRIFUGY

Laboratorni centrifugy urcené k odstfredovani vzorka.




PRILOHA €. 4: PRUTOKOVY CYTOMETR BD LSR FORTESSA

Pritokovy cytometr urceny kidentifikaci rGznych vlastnosti bunécnych populaci, v mém
pfipadé pouzity ke stanoveni ,Cistoty” monocytl ziskanych pomoci imunomagnetického

sortingu.




PRILOHA C. 5:

Vysledky pritokové cytometrie, které byly vyhodnoceny pomoci softwaru Diva, dosahovaly
pramérné 98% Cistoty (aby suspenze mohla byt povaZovana za cistou, musi Cistota
pozadovanych bunék dosahovat minimalné 95 %). lJelikoz vyhodnocovani vysledk(

z prtokové cytometrie je ve vSech pfipadech naprosto totozné, vtéto pfiloze jsou

PRIKLADY VYSLEDKU PRUTOKOVE CYTOMETRIE

zobrazeny vysledky priitokovych cytometrii pouze nékterych vzork( krvi prasat.
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PRILOHA C. 6: PRISTROJ SYNERGY HYBRID READER

Mikrodestickovy multidetekéni reader umoznujici Siroké spektrum analyz, v mém pripadé

pouzity k analyze vysledk( testu Zivotnosti.
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PRILOHA €. 7: LIGHT CYCLER 480

Mistnost se tfemi zafizenimi Light Cycler 480, ve kterych probihd meéreni intenzity

fluorescence barviv, které se interkaluji do DNA v pribéhu Real-Time PCR.




