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Studie: u pacientu po covidu-19 dochazi
k preprogramovani makrofagu a
aktivaci inflamazomu

Imunologické mechanismy, spojené s onemocnénim covid-19 a souvisejici s hyperzanétlivou reakci orga-
nismu, nebyly dosud v tiplnosti vysvétleny. Nové byla publikovana studie, ktera se snaZila objasnit nékteré z
téchto mechanismii.! Autofi se soustfedili na vliv covidu-19 na pfeprogramovani makrofagu pacientu a roli,

kterou v téchto mechanismech hraje ptisobeni S proteinu na vrozenou i adaptivni imunitu.

Uvod

T osud je relativné malo zndmo o pro-
)tektivni ¢i Skodlivé roli, kterou hraje
- reakce imunitniho systému u paci-
entl s covidem-19. To je pric¢inou tézkosti pri
hledani adekvatnich lé¢ebnych strategii. U
nékterych pacientl s timto onemocnénim
se rozviji téZka bronchopneumonie a vznika
intenzivni, neadekvatni zanétliva reakce s
mohutnou produkei prozanétlivych cytoki-
nt.? Tato faze imunitni reakce je zdkladem
mechanismu nékterych typt terapeutickych
strategif, naptiklad podavani kortikosteroidd,
blokatort receptoru interleukinu 6, inhibito-
i interleukinu 1 nebo inhibitor® Januskinaz.
Dosud je vSak nedostatek podrobnéjsich in-
formaci o spoustécich této prehnané reakce
a roli, kterou v ni hraji prozanétlivé cytokiny.
Relativné prokazana je zakladni role zvyse-
né hladiny cytokinu interleukinu 1 beta (IL-1
beta), jehoz sekrece je primarné iniciovana
inflamazomy, tedy multiproteinovymi intra-
celularnimi receptory, které jsou zodpovédné
za koordinaci rané faze reakce na pfitomnost
nebezpeénych patogennich mikroorganis-
mi v buitkdch. Inflamazom aktivuje enzym
kaspaza 1, ktera s§tépi prekurzor pro-IL-1 beta
na aktivni prozanétlivy cytokin IL-1 beta. Ten
je nasledné z bunék uvolriovan. U infekce vi-
rem SARS-CoV-2 nejsou detaily tohoto proce-
su zcela objasnény. V uvedené laboratorni in
vitro studii' se autofi zaméfili na mechanismy
tohoto procesu, pfedevsim na roli virového
spike proteinu (S proteinu), hlavntho antige-
nu SARS-CoV-2, pti aktivaci inflamazomu a
produkci interleukinu 1 beta v makrofazich
pacientt, kteti prodélali covid-19.

Metodika, vysledky

Aby mohli studovat vyznam S proteinu, tedy
povrchové struktury viru SARS-CoV-2, pro sig-
nalizaci v ramci imunitniho systému, autofi
studie tento protein izolovali a purifikovali.
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U nékterych pacientti
s covidem-19

vznikad intenzivni,
neadekvatni zanétliva
reakce.

Poté jej inkubovali s makrofagy pacientd, kte-
11 prodélali covid-19, a stejnymi typy bunék od
zdravych osob. Ukdzalo se, Ze S protein spousti
sekreci IL-1 beta v makrofazich postcovido-
vych pacientt, zatimco u kontrol k této sekre-
ci nedochazelo, a to ani po mnohonasobném
zvySeni koncentrace S proteinu. Tento jev (zvy-
Seni produkce IL-1 beta v makrofazich pacien-
t v reakci na stimulaci S proteinem) ma se-

lektivni povahu: nespecificky podnét, kterym
bylo ptsobeni lipopolysacharidu (LPS), mélo
za nasledek vzestup sekrece prozanétlivych
cytokinli 111 beta a TNF-alfa v makrofazich
obou skupin. Tento test ukazal, Ze inflamazom
v butikdch kontroln{ skupiny byl sice funkéni,
ale ve skupiné pacientt byl vzestup produkce
IL-1beta vétsi. Z toho Ize usuzovat, Ze prodélani
covidu-19 predisponuje makrofagy k vyssi re-
aktivité na zanétlivé podnéty.

Autoti déle zkoumali nitrobunéénou kon-
centraci inflamazomu NRLP3, ktery je zodpo-
védny za produkci cytokinu IL-1 beta v makro-
fazich. Opét se ukazalo, Ze po stimulaci bunék
S proteinem se zvySovala koncentrace tohoto
inflamazomu v makrofazich pacientt, ktefi
prodélali covid-19, nikoli v burikach kontrol-
ni skupiny. Obdobné rozdily byly nalezeny i v
oblasti genové exprese, respektive transkripce
genu pro syntézu IL-1 beta. V makrofazich po-
stcovidovych pacientt byla jiz vychozi hladina
(pfed stimulaci S proteinem) vy3si neZ u kont-
rol, coZ svéd¢i o vyssi pohotovosti téchto bunék
k syntéze prozanétlivého cytokinu. Tyto rozdi-
ly mezi makrofagy pacientd, kteti prodélali co-
vid-19,a makrofdgy od zdravych osob potvrdila
jesté cela fada dalsich detailnich laboratornich
test, které autofi studie provedli.

Rozdily byly nalezeny i v oblasti exprese
gend, které reguluji stresovou reaktibilitu
bunék: gent kédujicich nitrobunéénou ho-
meostazu iontd kovi, bunécné oxidoreduke-
nf procesy a signalizaci nuklearniho faktoru
kappa B. Na téchto procesech vyznamné
zdvisi funkce vrozené imunity a imunitni
paméti. Naptiklad v makrofazich pacientd,
kteri prodélali covid-19, byla podstatné méné
exprimovana fada oxidoreduktaz, které jsou
zodpovédné za neutralizaci intracelularniho
stresu. Tento defekt podle autor@i studie ¢ini
buriky pacientd méné chranéné pred podné-
ty stimulujicimi prozanétlivou reakci vcetné
aktivace inflamazomu pro sekreci IL-1 beta.
Obdobné rozdily byly zjistény iv oblasti epige-
netickych regulaci, které zvysuji pohotovost



makrofagl postcovidovych pacient( ke spus-
téni prozanétlivé aktivity. Dalsi testy ukazaly,
Ze imunitni pamét makrofagl mize byt dlou-
hodobd, mlize existovat nékolik mésica.

Diskuse

Vysledky studie ukazaly nékteré mecha-
nismy, kterymi virus SARS-CoV-2 ovliviiuje
imunitni systém pacientd po prodélaném
covidu-19. Virus prostfednictvim S proteinu
plsobi boutlivou zanétlivou reakei, respek-
tive sekreci prozanétlivych cytokind v mak-
rofazich. Makrofdgy jsou imunitni buriky,
které vznikaji z monocytt po vstupu do tkani.
Jsou to profesiondlni fagocyty. Jsou soucasti
nespecifické imunity a GCastni se zanétlivé
reakce. Tyto buriky, jak ukdzala studie, hraji
klicovou roli v neadekvatné vystuptiované za-
nétlivé reakci vyvolané v lidském organismu
infikovaném virem SARS-CoV-2. S protein
ma dudlni rolj, a to jak ve vrozené, tak adap-
tivni imunité. S proteinem spoustény infla-
mazom (a nasledna produkce prozanétlivého
cytokinu IL-1 beta, ktery predstavuje prvni
linii obrany organismu) vyzaduje predchozi
aktivaci monocyti. Mnozstvi IL-1 beta produ-
kované makrofagy u pacientl s covidem-19
nekoreluje vidy se zavaznosti klinického
obrazu tohoto onemocnéni, ale u vy$si miry
infekce byva klinicky obraz zavaznéjsi, coZ
autofi davaji do souvislosti s vyssi kvantitou
aktivovanych makrofagtl, které vstupuji do
plicni tkdné u tohoto typu pacientd.

Vyznamneé je zjisténi, Ze makrofagy pacien-
tQ, kteti prodélali covid-19, zlstavaji reaktivni
(produkuji tedy uvedeny prozanétlivy cytokin)
iv postcovidové fazi, to znamena po ukonceni
Kklinicky manifestniho onemocnéni. Vysledky
naznacuji, Ze zvysena mira infekce vede nejen
kvyssi aktivaci makrofagli ve smyslu vétsi pro-
dukce IL-1 beta, ale z&rover dochdazi u tohoto
typu pacientt k vyssi mife vstupu téchto bu-
nék do plicni tkdné. Roli v této vyssi infiltraci
plic makrofagy hraje lokalni sekrece molekul
signalizujicich vnitfn{ poskozeni (DAMP, Da-
mage-associated molecular patterns), tedy
molekul, které iniciuji a zaroveni udrzuji za-
nétlivou odpovéd organismu. Tyto moleku-
ly oznacované jako alarminy se uvoliiuji ze
stresovanych bunék podstupujicich nekrozu.
Jak ukézal vyzkum, sérové hladiny molekul
tohoto typu (heterodimeru S100A8/S100A9
oznacCovaného jako kalprotektin) u pacientti se
z&vaznym pribéhem covidu-19 jsou zvysené. I
v této studii autori potvrdili up regulaci piislus-
nych gent v makrofazich i v obdobi, kdy virus
SARS-CoV-2 byl z organismu odstranén, tedy v
postcovidovém obdobi.

Dalsim faktorem zvySujicim zavaZnost
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klinického pribéhu covidu-19 je kvantita
receptori ACE2, které umoziuji vstup viru
SARS-CoV-2 do bunék. Jde predevsim o plic-
ni buriky; na monocytech se zvySené mnoz-
stvi tohoto receptoru nepodafilo prokazat.
Naproti tomu na monocytech/makrofazich
pacient s covidem-19 byl prokazan zvyseny
vyskyt (i aktivace) toll-like receptort TLR2,
tedy receptori schopnych rozpoznat poten-
cidlné nebezpecné struktury. Tyto receptory
jsou soucasti vrozené imunitni odpovédi. Je-
jich stimulace je pottebna pro destrukei viru
SARS-CoV-2, takzvanou pyroptoézu, coz je pro-
gramovand bunécna smrt spousténa v ramci
zanétlivého procesu.

Makrofagy u pacientd, kteri prodélali co-
vid-19, se chovaji odlisné, pokud jde o aktivaci
inflamazomu, nez makrofagy osob, které toto
onemocnéni neprodélaly. Je zjevné, ze prodé-
lanf onemocnéni méni reaktibilitu téchto bu-
nék v mnoha smeérech, coz, jak ukdzala uve-
denad studie, souvisi s aktivaci urcitych gent,
které se podileji na regulaci zanétlivé reakce
na infekci, respektive pritomnost S proteinu.
Jde predevsim o aktivaci inflamazomu.

Studie dale ukazala, Ze jakmile doslo k ak-
tivaci inflamazomu makrofagli S-proteinem,
zUstava tato slozka imunity dlouhodobé v ak-
tivovaném stavu i u pacientd, ktefi se z one-
mocnéni zotavili a jejichZ klinicky stav se zda
byt normalizovan. Tento ,excitovany“ stav
makrofagl je zjistitelny minimalné nékolik
tydnt po skonceni aktivni faze onemocnéni.
Vzhledem k tomu, Ze Zivotnost cirkulujicich
monocytl je relativné kratkd a znamky ak-
tivace inflamazomu po stimulaci sekundar-
nim antigennim podnétem v téchto buitkach
jsou dlouhodobé, musi se u pacientd, ktefi
prodélali covid-19, uplatiiovat mechanismy
imunologické paméti. Podle autori studie
se uplatiluji v této aktivaci transkriptomic-
ké, epigenetické a funkéni reprogramovaci
mechanismy v myeloidnich progenitorech v
kostni d¥eniiv cirkulujicich monocytech.

Ve studii byly prokdzany nékteré z téchto
mechanismt dlouhodobé zvysené reaktivity
u pacientti, ktefi prodélali covid-19. Jeden z
nich spociva v tom, Ze monocyty/makrofa-
gy téchto pacientti jsou nositeli transkripéni
,Signatury” v oblasti homeostazy kovovych
iontd a buné¢ného oxidac¢né-redukéniho
procesu, ktery ovliviiuje funkce vrozené imu-
nity. Zmény se tykaji dysregulace specifické-
ho typu proteint (naptiklad metalothioneinti
a proteindi skupiny S100), které ptsobi jako
modulatory funkci a paméti vrozené imunity
tim, Ze reguluji metalicko-iontovou home-
ostazu imunitnich bunék.? U pacientt, ktefi
prodélali covid-19, studie zjistila vyznamnou

down-regulaci metalothioneint (které ptiso-
bi jako antioxidanty a moduluji aktivaci tran-
skrip¢ntho faktoru kappa-B) v makrofazich.*
Proto funkce makrofagt téchto pacientl je
narusend, vznikd v nich oxidacni stres, a jak
ukazaly jiné studie, pravé oxidac¢ni stres je
vyznamnym moduldtorem aktivace NLRP3
inflamazomu.’

Dal$im vysledkem v referované studii je
identifikace odchylek v oblasti epigenetic-
kych a microRNA faktort silné ovliviiujicich
vrozenou imunitu. Nejdlezitéjsi z téchto
odchylek, zjevnych u pacient po prodéla-
ném covidu-19, jsou epigenetické modifika-
ce histonu, které maji za nésledek aktivaci
makrofagl ve smyslu prozanétlivého stavu
vCetné zvySené produkce cytokinu IL-1 beta.
Dal$im vyznamnym jevem potvrzenym ve
studii je zjisténi, Ze nékteré z 30 microRNA,
odli§né regulovanych v makrofazich post-
covidovych pacientt, jsou spojeny s piepro-
gramovanim funkci vrozené imunity. Ve
vysledku pak vznikaji patologické imunitni
reakce s pfevahou prozanétlivého nastaveni,
respektive dlouhodobé a selektivni aktivace
inflamazomu.

Autoti na zavér vyjadruji nadéji, ze vysled-
ky studie bude mozno vyuzit i pro design
terapeutickych a/nebo preventivnich cest v
oblasti infekce SARS-CoV-2, respektive covi-
du-19. V makrofazich pochézejicich od paci-
entd, kteff prodélali covid-19, je signalizace
inflamazomu (pre)aktivovand, a pravé na
ovlivnéni této oblasti by mohly byt zaloZeny
nékteré strategie pro terapii hyperzanétlivych
syndromi spojenych s infekci SARS-CoV-2.
Podle autort by se vysledky studie daly vyuzit
také pfi testovani bezpecnosti a imunogeni-
city proticovidovych vakein, v jejichZ mecha-
nismu u¢inku hraje roli S protein. m
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