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1. Souhrn:

Uvod: Francisella tularensiqF.t.) je fakultativié intracelular® rostouci, gram negativni
bakterie, zfisobujici onemoami tularémie. Diky svym ojedéiym biologickym vlastnostem
byla Centrem pro kontrolu chorob (CDC) v USAfazena v souvislosti s nebezpr jejiho
zneuziti pi vyvoji biologickych zbrani a bioterorismu mezi sgce rizikové infeéni agens
(kategorie A). | pes intenzivni vyzkum na poli imunobiologie infekieg. zistava stdle mnoho
nezodpo¥zenych otazek. NaSe prace byla Zgema na analyzu povrchové exprese molekul
CD54, CD86 a CD16/32 a produkce oxidu dusnatého) (N¢5i monocyto-makrofagovou linii
J774.2 v pibéhu primérni infekce F.t. kmenem LVB vitro a pi predchozi¢i nasledné
stimulaci lipopolysacharidem (LPS) a/nebo interfemm gama (IFN).

Metodika: Exprese povrchovych molekul bylaéiena pomoci gitokového cytometru 3,
6, 9, 12 a 24 hodin po zahajeni infekce a stimulacbyla hodnocena absolutni hodnota
pramérné fluorescence (MFI) a jeji zmy vcéase AMFI). Produkce NO v buftném
supernatantu byla analyzovana Griessovou metodewstejnychéasovych intervalech. MysSi
monocyto-makrofagova linie J774.2 byla kultivovanleultivacnich lahvich v fitomnosti média
Dulbecco’s MEM s obsahem glutamatu a 10% fetalnflmyinniho séra (FBS) (2x%0
burék/10ml média). Biiky byly dale infikovdny F.t. kmenem LVS (Live Vaoe Strain -
kultivovana na McLeodavagaru) pi multiplicité infekce 1:100. 3 hodinyipd infekci nebo 3
hod. po infekci byly biikky dale stimulovany LPS (10 nebo 50 ng/ml médiaght IFN (100
nebo 1000 IU/ml médialas O byl stanoven na okamzik, kdy byly v systértitomny viechny
slozky (t.j. infekce i stimukni agens). Proliferace F.t. LVS byla r@&¢nv jednotlivych
intervalech hodnocena pomoci kultivace suspenikowdnych bugk na McLeodo¥ agaru a
uréenim pa@tu kolonie formujicich jednotek (CFU) F.t.

Vysledky: Absolutni a relativni hodnoty pmérné fluorescence (MFI) molekul CD54,
CD86 a CD16/32, stefntak jako produkce NO v bgtném supernatantu po stimulaci a/nebo
infekci makrofag F.t. LVS jsou velmi senzitivnimi indikatory stinade bumk a zérové
uzitecnymi prediktory nasledné eliminace infekce. K jajidosazeni bylo zpravidla zapelbi
stimulace makrofag kombinaci LPS a IF{§ bez ohledu n&asové schéma a pouzité davky
stimulanich agens.

Zavér: Méreni exprese molekul CD54, CD86 a CD16/32 pomoci,MEdjré tak jako
analyza produkce NO infikovanymi fikami se ukézala byt velmi uZéieym pomocnym

parametrem, ktery predikuje eliminaci infekce sok@u senzitivitou i specificitou.



2. Summary:

Background: Francisella tularensigF.t.) is a facultative intracellular bacteriay@ted at
the list of Centre for Disease Control (CDC) adghnisk bioterrorism agent, category A. There
is a long-term effort to understand to the immurbpgenesis of F.t. infection. The aim of our
study was focused on phenotype analysis (CD54, ¢(321&8nd CD86) and nitric oxide (NO)
production analysis of murine macrophage-like tekk J774.2 durig F.t. live vaccine strain
(LVS) in vitro infection. J774.2 cells were either untreated onugiated either before or after
F.t. infection by interferon gamma (IFN lipopolysaccharide (LPS) separately or in its
combination.

Method: We followed up the expression of cell surface megkand NO production 3, 6, 9,
12 and 24 hours after initiation of infection wahwithout stimulation using flow cytometry and
Griess method respectively. The expression wasvieltl as either absolute value of mean
fluorescence index (MFI) or as relative change &flNWMFI). Murine macrophage-like cells
(J774.2) were incubated in cultivation flasks (Ft@lls/20ml of medium Dulbecco’s MEM
with Glutamax-1 with 10% BSA). The cells were aated with 10 or 50 ng of LPS / 1ml of
medium or with 100 or 1 000 I.U. of IKN 1ml of medium separately or in combination (10
ng/ml and 100 IU/ml or 50 ng/ml and 1000 1U/ml) amdected byF. tularensisLVS with
multiplication of infection 1:100 in particular tenschemes. F.t. proliferation was assessed by
colony forming units (CFU) counts after 24 hourdtieation of cell supernatant on McLeod
agar.

Results: Both absolute values and relative changes of meanescences (MFI) of CD54,
CD86 and CD16/32 and concentration of NO in ceflesnatant are very sensitive predictors of
effective macrophages activation and subsequerdctioh elimination. It was especially
pronounced in the case of J774 cells stimulatiaih wombination of IFM and LPS regardless
time scheme of stimulation.

Conclusion: Measurement of expression of surface markers COb86 and CD16/32, as
well as NO production seem to be very usefull apphoto predict with high sensitivity and

specificity the outcome oh vitro F.t. infection.



3. Uvod

Francisella tularensige gram-negativni, nesporulujici, fakultatévimtracelularni patogen
zodpowdny za endemicky se vyskytujici oneméaih— tularemii. Akoliv toto onemoc#ni
v sotasné dob zdanlivw negredstavuje ¥tSi spoléensko-medicinsky problém, pravy opak je
pravdou. Existuji tlkazy o tom, Ze diky svym ojedilym biologickym vlastnostem (odolnost a
mimoradre vysoka infekciozita — LBy u virulentnich kmei pro ¢lovéka nepesahuje 10 CFU
(kolonie formujicich jednotek)) bylaFrancisella tularensis (F.t.)v minulosti zneuZita
k vojenskym ciim jako biologicka zbraa je proto od roku 2002 Centrem pro kontrolu neémoc
(CDC) v USA za@azena mezi nejrizikaySi potenciald zneuZzitelné infeéni agens v ramci
vyvoje biologickych zbrani a bioterorismu (skupidazahrnuje kromy Francisella tularensid
Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Clostridiumtidmmum viry pravych nestovic, Eboly a
horetky Marburg)[1-3].

Neni pekvapujici, Ze bylo vyvinuto enormni Usili k obj&sh imunopatogeneze
onemocgni se zardrenim na faktory virulence s cilem vyvinoutiinou a bezpsou vakcinu.
Prestoze jiz v padesatych letech minulého stoleta byluzita u exponovanych jedinw USA
vakcina obsahujici oslabeny kmErancisella tularensidLVS (live vaccine strainF.t. LVS),
nebyla doposud schvalena pro Siroké klinické vyuRetrospektivni analyza totiz prokazala, Zze
jeji teinnost proti virulentnim kmamm neni 100% a navic existuji nejasnosti ohéeafretodiky
jeji pripravy a bezpmosti[4;5].

Souasny vyzkum se opira jednak o analyzu atenuovaayarulentnich kmein francisel
se zamifenim na rozdily v genetické vybawa proteinové produkci a jednak o modelovani
primérni infekcein vitro ¢i pokusyin vivo na zvfecich modelech. Doposud tak byl zmapovan
bakterialni genom i proteom [6-11], byly definovéggnove useky kddujici nejprajmbdobrjSi
faktory virulence[12-14] i obecné zakonitosti vkegimunitniho systému na infekci a zaréve
n¢které mozné mechanismy uniku. z jeho dosahu[15-18].

Nadale vSak nejsou bezezbytku jasné okolnosti gaFhot vstupu bakterie do tiky a
zejména jejiho Uniku z nebezpeho prosedi fagolysozomu[13;19-21], st&jtak, jako rkteré
konkrétni mechanismy modulace imunitni odftivhostitele vedouci k vyt¥eni vhodného
prostedi pro dalSi proliferaci infekce[22-24].

Z metodologického hlediska jéeba konstatovat, Ze vyuZititpokové cytometrie v rdmci
vyzkumu vzajemné interakce mezi bakterii a hoskml buikou stoji spiSe ve stinu
genomickych a proteomickych studii. V tomto ohleflyly publikovany prace mapuijici
intracelularni vyskyt infekcd-.t. s vyuzitim geneticky upravené bakterie produkugeleny

fluorescekni protein (GFP)[25;26], dale nap prace zabyvajici se cytoplazmatickou



cytokinovou produkci infikovanych bwhk[27], typy burgk hostitelova imunitniho systému
podléhajici infekci[28] ¢i zmeény souvisejici s infekci a indukci imunitni p&tif29;30].
Pritokova cytometrie byla rowZ vyuZzita jako diagnostickd metoda préitpmnost bakterii
s vyuzitim zn&enych monoklonalnich protilatek proti molekulam teaialni stény[31]. | kdyz
se z principialniho hlediska cytometrick&ieni fenotypovych zgn nain vitro modelech daji
jen obtize extrapolovat na organismus jako celek a pouzehsadami mohou ispst
k vyswtleni kauzality sledovanych jév Diky soutasnym pistrojovym moznostem,
jednoduchosti acasové nenatmosti zpracovani materidlu umagici ziskat vysledky
v horizontu desitek minut, maji jéistsvé velké opodstaini pri hledani pomocnych
diagnostickych metod.

Z toho divodu jsme na naSem pracovisti ve spolupraci s Bmudeym centrem pro
vyzkum nitrobugc¢ného parazitismu (Fakulta vojenského zdravotnitiwviverzity obrany v
Hradci Kralové) vyvinuli funkni in vitro model primarni infekce mySich btkn monocyto-
makrofagové linie J774.2 kmeneRrancisella tularensisLVS. NaSe analyzy byly zasteny
zejména na vzajemnou interakci mdzt. LVS a hostitelskou hikou v pfibchu primarni
infekce. Dale na okolnosti souvisejici iepivanimF.t. LVS v cytoplazndé makrofag a na
podminky efektivni stimulace makrofiéagedouci k eliminaci infekce.

Diky pratokove cytometrické analyze infikovanych makrotdgme se pokusili definovat
charakteristické fenotypové zZmy makrofag v pribéhu infekce a stimulace. Tyto byly dale
korelovany s produkci oxidu dusnatého infikovangimstimulovanymi biikami a se schopnosti
bakterii gezivat v experimentalnich podminkach. V nasledujidextu jsou prezentovany
sttZejni vysledky.

4. Cile prace

Rozséahly vyzkum imunobiologickych vlastnosti infelket. ved| v poslednich desetiletich
k enormnimu ndistu informaci o jejim mibéhu a disledcich. V sotasné dob je vSak jen velmi
méalo informaci o fenotypovych zZmach ve smyslu exprese povrchovych molekul infikgid
makrofag v prvnich hodinach infekce. Rodhje nejasny zjsob indukce anergie a apoptdzy u
infikovanych buwk, kterou lze povazovat za specifickou formu Unikwnitnim mechanisim

hostitele. Byly stanoveny nasledujici cile a pradamtazky:

1) je moznén vitro vytvorit podminky pro intracelularnifpZivaniFrancisella tularensid.VS?
2) existuji fenotypové zemy hostitelskych butk, které by byly specifické pro fio¢h infekce?

3) je mozné stimulaci makrofagliminovat infekci?



4) je mozné sledovanim fenotypucase charakterizovat futiki stav hostitelské liky a
potazmo tak fedpovidat osud infekce?

5) dochazi k interakci mezi infekci a chovanim holsiké buiky v praibéhu stimulace? Pokud
ano, jaka je jeji povaha?

6) existuje specificky fenotypovy korelat interakcekigaie Francisella tularensisLVS
s hostitelskou hitkou?

7) jsou uvedena zji8hi klinicky aplikovatelna v konkrétrdi alespa obecné podai?

5. Metodika

5.1. Pouzity material

MySi monocyto-makrofagova b&ma linie J774.2 odvozena z BALB/C my§ECACC,
No. 85011428)Francisella tularensidVS (ATCC 29684, American Type, Culture Collection,
Manasas, V3.

Kultivaéni médium pro mysSi biky: Dulbecco’s MEM (modified Eagle’s medium)
s obsahem glutamatu (Glutamax-GIBCO, 3196602Ls 10% FBS (fetalni bovinni sérum -
GIBCO). Kultivace bugtk probihala v kultivani lahvich 50ml, 25cm(Techno plastic producks
Gentamicin §igma-Aldrich Cq G1272- roztok o koncentraci 10 mg/ml v deionizované &od
sterilrg filtrovan, testovan na bétnych kulturach), v koncentraci pro pouziti kultivaci burek
5 ml/l.

Kultiva¢ni plotny pro Francisella tularensisLVS: McLeodiv agar pipravovany za
sterilnich podminek v laboraioUstavu klinické mikrobiologie FN HK, obsahujiciownni
hemoglobin.

Lipopolysacharid £.coli (055:B5, Sigma-Aldrich Co., L2880 rekombinantni mysi
Interferony (Sigma-Aldrich Co., 14777)

Monoklonalni protilatky gimo konjugované s FITC a PE: CD@@8E, Immunotech)CD54
(FITC, BD Pharmingen)CD16/32(PE, BD Pharmingen)

Griessovo reagenSigma Aldrich, G441)0pro meieni produkce NO.

Roztok fosfatového pufru PBS (NaCl 7,75g;HRO, 1,50g; KHPO, 0,20g v 1 | dest.
vody), propidium jodid Sigma-Aldrich Co., 81845

5.2. Fistrojové vybaveni
Pritokovy cytometr FACSCaliburBecton Dickinson, San Jose, USA, software Cell

QuestTM ver. 333 imunofluoresceini mikroskop Zeiss Axioskope 2 plu€drl Zeiss Vision



Gmbh, Hallbergmoos, GermanyELISA reader MULTISKAN RC Thermo Scientifig
Laminéarni box Jouan, typ MSC.9THermo Scientifl; CO, inkubator Heraeus Thermo
Scientifig, centrifuga Allegra X-22(Beckman-Coulter) Statisticka analyza byla provich
pomoci prograrh MedCalc (ver. 5.00.017) a SPSS Statistics (vef)17

5.3.Casovy protokol pokusi

VSechny pokusy #ly smiSeny design, t.j. byly analyzovany jak paragngednotlivych
bung¢nych populaci opakovary pravidelnychéasovych intervalech (opakovanaieni, within
subjects effects), tak nezavisle, t.j. i@nych populacich ip vytvoieni odliSnych podminek
(nezavisla msieni, between subjects effects). Opakovaréeni byla provagha véase 0, dale
v ¢ase 3 hod., 6 hod., 9 hod., 12 hod. a 24 hod. ddémzintervalu byly hodnoceny ¢ty
mySich bugk, jejich Zivotnost a fezivani bakterii, fitokow cytometricka analyza vybranych
povrchovych znak mySich busk, fluorescetiné mikroskopicka analyza pro optickou verifikaci
a mefeni produkce NO v supernatantu.

Vzhledem k tomu, Ze v ramci nezavislyckiani byl hodnocen efekt infekce a stimulace,
byla navrzend&tyii rizna modelova schémata pro infekci a stimulaci. ded@amotna stimulace
neinfikovanych buék, samotna infekce nestimulovanych Bkira dale infekce buk po tech
hodinach stimulace a nakonec stimulacekupo tech hodinach kontaktu s infekdtas 0
v pripad smiSenych pokusbyl stanoven vzdy na okamzik, kdy byly v systéniitomny ol
komponenty, tedy jak infekce, tak stimulace. Pradca modelovou situaci byly vyhodnoceny
minimalre téi pokusy, celkem bylo tedy provedeno 60 nezavislyokusi. Statistické analyzy
byly provadny jak u celého souboru dat, tak separévaa jednotlivychtasovych modelech pro

oziejmeni specifickych interakci faktar

5.4. Kultivace, infekce a stimulace buék

Bunky mysi monocyto-makrofagové linie J774.2 byly 48dhged zahajenim pokusu
nasazovany do kulti¢aich lahvi s kultivénim médiem Dulbecco’s MEM s glutaméatem a 10%
fetalniho bovinniho séra bez gentamicinu. Konceetraasazovanych bédo kultivani lahve
byla 2x1¢ na 10 ml média. Biky byly nasleds kultivovany 48 hod. v inkubatoruip37°C v
5% atmosfée CQ.

Po 48 hodinové kultivaci bék v mediu bez gentamicinu byldiganaF. tularensisLVS
kultivovana 24 h $ 36,6°C na McLeoday agaru. P&y bakterii byly stanovovany podle
optickych vlastnosti jejich suspenze ve fosfatoyarfru (PBS). Opticka denzita byla adl&na
pii 550 nm (ORsonm) pomoci ELISA readeru. Multiplicita infekce bytastavena na 1:100.



Bunécnd linie byla vystavendr.tularensisLVS v dané multiplicié na 2 h pi 37°C v 5%
atmosfée CQ a nasled&resuspendovana do média s gentamicinem nafil37{C v atmosfiée
5% CQ a promyta médiem bez gentamicinu centrifugaci ¢300 min). Takto pipravené
infikované buky byly dale v péib¢hu pokusu kultivovany v médiu bez gentamicinu.

Pro stimulaci buék (neinfikovanych nebo infikovanych - t.j. 3 hod prvnim kontaktu
s infekci) byl pouzit lipopolysacharid.coli v koncentraci 10 a 50 ng/ml média a rekombinantni
mysSi interferony v koncentraci 100 a 1000 IU/ml média. Stimimiaagens byla fidavana bd
izolovarg (samotny LPSi IFNy) nebo v kombinacich (LPS 10 ng/ml média + yFNO 1U/m
média a LPS 50 ng/ml média a FFMO00 IU/ml média).

5.5. Zivotnost burtk a proliferace bakterii

V jednotlivych intervalech byly hodnoceny ¢igp a Zivotnost mysSich bik. Patty bunsk
byly owvéfovany manualéd pomoci optické mikoskopie suspenze v Burkér&emirce, jejich
Zivotnost byla analyzovdna za pomoci barveni 0,5%iokem trypanové meda praitokow
cytometricky pomoci barveni propidium iodidem (§ml PBS).

Stejre tak bylo hodnoceno v kazdém intervalurégivani bakterii. Infikované iy byly
1x promyty ve fosfatovém pufru a déale resuspendpwdo 1ml fosfatového pufru. Vzorky o
objemu 100ul byly vysety na McLeotlv agar a nasle@n24 hod. kultivovany za standardnich
podminek v 36,6°C. Poté byly gitany kolonie formujici jednotky (CFU). Udavana hoth je
dekadickym logaritmem gtu CFU (logo,CFU/mI).

5.6. Pnitokové cytometricka analyza
Priprava materidlu pro ptokow cytometrickou analyzu probihala dle standardniho

postupu. Do sady zkumavek (dlecpo vySetovanych znak a kombinaci) bylo rozpipetovano
50 ul suspenze butk (1x10 bursk) ve fosfatovém pufru (PBS) a nasledmpridany
monoklonalni protilatky #mo konjugované s fluoresogrim barvivem (1ug/1x1G bursk).
Protilatky byly inkubovany s bhikami po dobu 30 min.ipteplo& 2-8°C. Nenavazané protilatky
byly odstragny promytim busk v PBS a opakovanou centrifugaci (200g, 3 mie)kem 3X.
Pripraveny material byl naslednanalyzovan pitokovym cytometrem, minimalni pet
analyzovanych butk byl stanoven na 2000. Hodnocena bylanmirna intenzita fluorescence
sledovanych butk (MFI - mean fluorescence index) a jeji relativminéna ve srovnani

s hodnotou ¥ase 0. Nazosghviz. Obr.1.
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Obr.1: Princip ndfeni absolutni a relativni hodnoty MFI
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5.7. Méreni produkce NO v supernatantu

Stanoveni oxidu dusnatého (NO) ve feérraxidatniho produktu (dusitan- NO,) v
burg¢cnych supernatantech bylo provedeno Griessovou roetodzorky supernatantu béin
v jednotlivych¢asovych intervalech byly nejprve deproteinizovargnfrifugaci pi 16 000g, 15
min) a nasleddinkubovany 30 minut s Griessovym reagens v goni/1 (150ul / 150 pl) pfi
laboratorni tepla@t na mikrotitr&ni destéce. Vysledna zrna barvy, amdrna mnozstvi N©@
anionti byla objektivizovana spektrofotometricky, Znou absorbance &tfa o vinové délce 550
nm (ODssomny pomoci ELISA readeru.iPkazdém pokusu byla zkonstruovana kaldoiakiivka
(pomoci referetnich roztokk NaNQ,), umo#ujici vypaiet koncentrace NO v materialu

v uM/Il. Vysledna hodnota je udavana jako relativnistap ve srovnani s hodnotodase 0.

5.8. Statistické zpracovani dat

Experimentalniin vitro studie néla smiSeny design. Data byla statisticky analyzavan
smiSenou faktorialni ANOVOU konceptualizovanou spsimnohéetnou regresi do obecného
linearnihno modelu (general linear model — GLM)[32]ysledkem jsoucasové fady pro
jednotlivé sledované parametry za konkrétnich od&tin spolu s vyjaigenimi  statistické
vyznamnosti efekt a standardizované sily efektu. Dale byly aplikovdostupy logistické
regrese a ROC analyzy (receiver operating chaiatitsrcurve).

Pro zgehledrni situace pi statistické analyze byl vytw¥en strukturalni model vztéh
jednotlivych proménnych (SEM — structural equation modelling). Na Obrjsou znazorny
nezavisle prornné ¢i prediktory (stimulace / infekce / vzajemny vzterhledem kiasovému
aspektu), latentni zavisle prémma (funkni stav biiky), tedy promdnnd, kterou neni mozné
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metit piimo a je ktomu ieba vyuZit jiné parametry @rené prominné), v naSem ifpad
fenotyp (reprezentovany konkrétnimi hodnotami Midrjotlivych znak v case) a metabolismus

buiky (hodnoceny podle aktivity produkce NO).

Obr.2: Strukturalni model pro statistickou analyzu

‘ LPS ‘,_4 IFNg ‘ ‘ F.t ‘
./
Cstimutace infekee

o L]

Funk éni stav
bu ky
(aktivace/anergie)

prabéh infekce

6. Souhrn vysledki

6.1. Fenotypové zrény

6.1.1. Exprese CD54

Molekula CD54 vykazuje vysoce signifikantni zavstlexprese n&ase bez ohledu na
dalsi faktory, F(2,74; 153,23)=30,9, p<0.001 (vdelm k poruseni podminek sféricity dat, jsou
vysledky korigovany dle Greenhouse-Geisser@psové zminy MFI CD54 jsou navic
signifikantre zavislé na zvolenéndasovém modelu pokusu (t.j. samotna infekce, samotna
stimulace, stimulace infikovanycti infekce stimulovanych), F(8,21; 153,23)=9,84, [&{1.
Analyza kontrast navic prokazala, Ze nastup indukce exprese jeevelichly a svého maxima

zpravidla dosahuje jizdhem Sesti hodin (viz. Graf 1).
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Graf 1: Absolutni hodnoty MFI pro CD54¢&ase v zavislosti na modelovém schématu
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Lze tedyfici, Zze zmény exprese CD54 jsou velmi rychlé a jiz po 6ti mddih kontaktu se
stimulanim agens dosahuji téimsvého maxima, po 24 hod. jiz dochazi k mirnémulgsak
ktery pravépodobrg souvisi s imunomodutaim efektem produkovaného NO. Ciéebyla
proto dale hodnocena zma MFI po 6ti hodinach v zavislosti na zvolenéasovém modelu a
stimulanim agens. Vysledkem jsou vysoce signifikantni fiyzE(9; 59)=14,2, p<0,001. Pokud
byla za refereni hladinu zvolena zéma vyvolanou samotnou infekci (negativni kontrolag,
tvrdit, Ze nejvyznam¥Si rozdil je v pipadt samotné stimulace kombinaci IFNLPS a
stimulace kombinaci IFN-LPS gedem infikovanych busk (v obou gipadech je p<0,001, viz.
Graf 2).

Graf 2: Relativni zreny MFI CD54 po Sesti hodinach
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6.1.2. Exprese CD16/32

Exprese CD16/32 byla analyzovana stejnynispbem, jako CD54. | zde jefitpmna
vysoce signifikantni zavislost iase bez ohledu na dalsi faktory, F(2,13; 119,28;3%0.001.
(Vzhledem k poruseni podminek sféricity dat, jsou piipact CD16/32 vSechny nasledujici
vysledky korigovany dle Greenhouse-Geissatasové zniny MFI CD16/32 jsou signifikantn
zavislé i na zvoleném modelu stimulace a infekge gamotna infekce, samotna stimulace,
stimulace infikovanych¢i infekce stimulovanych), F(6,39; 119,2)=19,6, ®B3l. Analyza
kontrasti v pripact jednoduchého efekttiasu prokazala, Zefipsrovnani s referémi vstupni
hodnotou jsou vSechny nasledujici signifikanoudliSné (jednoduchy kontrast) a zavislost ma
linearni charakter (polynomialni kontrast). Nastumgdukce exprese je ve srovnani s CD54

pomalejSi a svého maxima zpravidla dosahuje poco2dhlch stimulace (viz. Graf 3).

Graf 3: Absolutni hodnoty MFI pro CD16/3Zase v zavislosti na modelovém schématu

150,00° pritomnost stimulace

I bez stimulace
I stimulace po infekei

stimulace pred infekci
] T samotna stimulace
100,00

|
AT

0 3 6 9 1‘2 2‘4
CAS (hod): Error Bars: 95.% CI

Zmeny exprese CD16/32 jsou pikud pomalejsi, nez je tomu vipact CD54 a dosahuji
tak svého maxima zpravidla az po 24 hodinach kaatsé& stimulanim agens. Byla proto cilén
dale analyzovana zma MFI po 24 hodinach v zavislosti na zvoleném nhodgimulace a
infekce a konkrétnim stimulaim agens. Vysledkem jsou &prysoce signifikantni rozdily F(9;
59)=8,7, p<0,001. Pokud byla za refeeinhladinu zvolena zéma vyvolana samotnou infekci
(negativni kontrola), Izdici, ze nejvyznam§)si rozdil je v pipact samotné stimulace LPS,
mére jiz pii kombinaci IFN+LPS¢i samotného IFM Pokud vSak stimulace byla kombinovana
s infekci, rozdily v ndrstu nebyly signifikantni (viz. Graf 4).
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Graf 4: Relativni zreny MFI CD16/32 po 24 hodinach
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6.1.3. Exprese CD86

Stejre jako v gipad CD54 a CD16/32 byla analyzovana i exprese CD8@.tdmto
piipadt je piitomna vysoce signifikantni zavislost expresetase bez ohledu na dalSi faktory,
F(2,46; 137,8)=51,5, p<0.001 (st&jako u gedchozich znakjsou u CD86 vSechny vysledky
korigovany dle Greenhouse-Geissefgdsové zriny MFI CD86 jsou signifikanth zavislé i na
zvoleném modelu infekce a stimulace pokusu (tthatad infekce, samotna stimulace, stimulace
infikovanych ¢i infekce stimulovanych), F(7,39; 137,7)=10, p<@.0MAnalyza kontrast u
jednoduchého efektéasu prokazala, Zze ve srovnani s refeménstupni hodnotou jsou vSechny
nésledujici signifikanth odliSné (jednoduchy kontrast) a stepak i kazda nasledujici hodnota
ve srovnani s hodnotoutquchozi (opakovany kontrast). Zavislost ma lineaharakter
(polynomialni kontrast). Nastup indukce expresegbod jako u CD16/32 pomalejsSi a svého

maxima zpravidla dosahuje po 24 hodinach stimufaize Graf 5).
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Graf 5: Absolutni hodnoty MFI pro CD86¢&ase v zavislosti na modelovém schématu
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Zmeény exprese CD86 tedy zpravidla dosahuji tak svélaximma az po 24 hodinach
kontaktu se stimutaim agens. Proto byla analyzovana¢men MFI po 24 hodinach v zavislosti
na zvolenéntasovém modelu a stimdl@im agens. Vysledkem jsou i zde vysoce signifikantn
rozdily F(9; 59)=7,7, p<0,001. Pokud byla za reféné hladinu zvolena z#éma vyvolana
samotnou infekci (negativni kontrola), byl nejvyam&jSi rozdil v fipact samotné stimulace
IFNy a stimulace kombinaci IRNLPS, més jiz pii stimulaci samotnym LPS. Vyznamny rozdil

je i v piipack stimulace infikovanych buk koktejlem LPS+IFN.

Graf 6: Relativni zreiny MFI CD86 po 24 hodinach
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6.1.4. Kombinace znak

Pro komplexni zhodnoceni 2m vSech znak dohromady byl oft aplikovan obecny
linearni model s ki@novym testem - smiSena faktorialni ANOVA. VzhleddénporuSeni
pozadavku sféricity dat je 8pna vSechny vysledky aplikovana korekce epsil@nGliteenhouse

------

Na podklad analyz je ¥ejmé, Ze vSechny vySe citované efekigs(a modelové schéma
pokusu) a jejich vzajemné interakce (které jsouwakiického hlediska nejdezitéjSi) vykazuji
vysoce signifikantni vysledky. Je velmi vyznamnyzdi vcasovem pibéhu exprese
jednotlivych fenotypovych zndikbez ohledu na dalSi faktory F(5,17; 258,5)=258).901,
partial n?=0,34. V fipad interakce fenotypu &sem a modelem stimulace resp. infekce je
dosaZeno podobrsignifikantniho vysledku F(10,3; 128,5)=17,3, @dL, partiah’=0,41.

Z praktického hlediska byla nejzajintg8 analyza kontradt pro interakce vSech
hodnocenych faktér Budeme-li hodnotit rozdil W MFI mezi znaky CD54 a CD16/32, pak
u jednotlivych ¢asovych modél a s pouzitim tznych stimulatar dochazi k signifikantnim
rozdilim a to v hodinach 3, 6, 12 a nejvice ve 24. hodif4; 50)=5,03, p=0,002. K velmi
obdobre signifikantnim rozdiim dochazi v fipact srovnani CD16/32 a CD86 s maximalnim
rozdilem ve 24. hodinF(4; 50)=4,84, p=0,002. Nejvyzna#i rozdilcasow zavislého pibehu
exprese Vv zavislosti na &8ich podminkach je mezi znaky CD54 a CD88¢gmZz svého
maxima dosahuje v Sesté hatlff(4; 50)=9,5, p<0,001.

6.2. Produkce NO

RozloZeni nagenych hodnot relativniho n#stu produkce NOpM/I) mélo nenormalni
rozloZzeni (vyznam pozitivni Sikmost), které nebylo odstranitelnédagmickou transformaci
dat a zarove nebyla napléna podminka homoskedasticity ani sféricityi Rodnoceni jeho
obecné zavislosti ngase byl proto pouzit neparametricky Friediinatest (pro zavislé soubory),
ktery prokéazal vysoce signifikantni vysledei(5)=79,6, p<0.001. Pro #gjmeni efektu
jednotlivych stimulanich agens aasovych moddl stimulace (¢. interakce) byla pouZita
s vyhradami (nenormalni rodéni souboru, nehomoskedasticita a porucha sfgrisiniSena
faktorialni ANOVA. Vysledkem je statisticky velmiygnamny efekt obou faktor(casovy
model F(3,15; 78,73)=6,18, p=0,001, partigF0,74 a stimuléni agens F(3,15; 78,7)=123,5,
p<0.001, partiah?=0,83) a jejich interakci F(6,3; 78,7)=5,57, p<@Ppartialn®=0,31 (viz. Graf
7).
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Graf 7: Zavislost produkce NO (uM/l) v zavislost &ase a fitomnosti infekce, resp. pouzitém
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Vzhledem k tomu, Ze zipdchozi analyzy vyplyva, Zze produkce NO dosahughgv
maxima po 24 hodinach od ¢iku pokusu, zajimalo nas bliZzsi rozliSeni jejiigisti na
stimulanim agens icasovém modelu stimulace. Kruskal-Wallistest vykazuje vysoce
signifikantni vysledeky?(9)=46,3, p<0.001. Nasledny test jednoduchého efgktdminek
pokusu (Tukey HSD) ukazal, Ze ve srovnani se sawnoimfekci jsou vSechnyifpady, kdy
byla do systémuifddna kombinace LPS+IEN(jak samostat) bez infekce, takied ¢i po
infekci) velmi vyznama vysSi (p<0.001).

6.3. Praktické vystupy

VySe uvedené vysledky je mozno zobecnit minirddla dvou snirech. A) ve smyslu
snahy o zodpaizeni otdzky ovliviini chovani hostitelskych bgk infekci a B) z hlediska
definice fenotypovych zem v ramci predikce eliminace infekce.

F.t. vyznamer ovliviiuje chovani infikovanych bk, coz je mozné prokazat Zmami
v typickém pfibéhu jejich aktivace. K explicitnimu vyjéeni uvedeného fenoménu byla
vedena nezavisla faktoridlni ANOVA gitajici efekty pitomnosti infekce a stimutaiho
agens na hodnotu MFI CD54 v 6. hatlia MFI CD86 ve 24. hodin Diky vysledkim
ANOVY je ziejmé, Ze daleko &Si efekt na vysledné hodnoty sledovanych parammeti
zvolené stimuleni agens (t.j. zadné, LPS, IFNi kombinace LPS+IFN) ve srovnani
s efektem modelu infekce a stimulace (t.j. Zzadrdiékite, infekce po stimulaci, infekceeu
stimulacici samotna infekce). Neni bez zajimavosti, Ze nigmifikantni efekt interakce mezi
modelem infekce a zvolenym stiméfdm agens, coZ je mozné interpretovat tak, Zze neni
signifikantni rozdil mezi &inkem jednotlivych stimuknich agens vigslusnych modelech

stimulace. Resto je patrny trend v dosahovani vysSich hodnot (j#k CD54 tak CD86)
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v piipadt pridani infekce ke stimulovanym bBkdm a naopak nizSich vipadc, Ze byly
stimulovany jiz infikované biky. Zarove tyto parametry maji tendenci reagovat vice na
IFNy nez na LPS a zdaleka nejvice na jejich kombinadb(bez ohledu na zvoleny model
infekce). Samotna infekce indukuje pouze minimamény fenotypu.

K zodpowzeni otazky, zda konkrétni 2my v expresi sledovanych povrchovych ziak
mohou slouzit k predikci pbéhu infekce ve smyslu jeji eliminace byla v dalSimoku
provedena ROC (receiver operating characteristioved analyza zasiend na které
typické fenotypoveé nalezy (hodnoty MFI CD54 v 6dhé, hodnoty MFI CD16/32 a CD86
ve 24. hodig a dale nasobky MFI CD54 v 6. hodix MFI CD86 resp. CD16/32 ve 24.
hodirg a konéné nasobek CD86 a CD16/32, oboji ve 24. heflivysledkem je ROCilvka
s definovanou plochou podikkou (AUROC), signifikanci a jednotlivymi koorditemi (viz.
Graf 8).

Graf 8: ROC analyza
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V tomto ohledu se jako nejuzitejSi jevi parametry MFI CD54 v 6. hodirjp<0,001) a
sowin MFI CD54 v 6. hoditd a MFI CD86 ve 24. hodin(p<0,001), o dco mér samotné
MFI CD86 ve 24. hodix (p=0,001) a hragn¢ sowin MFI CD54 v 6. hodit a MFI CD16/32
ve 24. hodig (p=0,048). Na podkladvypaitenych koordinat je mozné tvrdit, Ze pokud byla
u mysich budk v 6. hodirg nantfena hodnota MFI pro CD541t8i nez 37,9, pak bylo mozné
se 100% senzitivitou a 73,3% specificitou tvrdie, doSlo naslednve 24. hodig k uplné
eliminaci infekce. O &co mér senzitivni, ale zato speciféjSi se v tomto siru jevi index
vypocteny nasobkem MFI CD54 v 6. hodia MFI CD86 ve 24. hodién Pokud pesahoval
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hodnotu 3057,5, pakiedpovidal eliminaci infekce s 83% senzitivitou 7&@specificitou. Na
podkladt ziskanych vysledklze tedy usuzovat, Ze indukce exprese CD54 jiz hoglirg je
senzitivriéjSim, nicmél meére specifickym parametrem. Jako takovy ma vysledék p
nedosazeni kritické hladiny vysokou negativni gkeedni hodnotu (100%), ale nizsi pozitivni
prediktivni hodnotu (60%). Oproti tomu s MFI CD54 v 6. hodit a CD86 ve 24. hodin
je mér¢ senzitivni, ale podstatrvice specificky marker eliminace infekce a jakkotay ma i
vySSi pozitivni prediktivni hodnotu (70%) a niz&igativni prediktivni hodnotu (92%).

7. Odpowdi na otazky formulované v Gvodu

1) Vin vitro podminkach je mozné vytiib model infekce intracelularnim paraziteft.
LVS vhodny k studiu vzajemného vztahu mezi bak&ehbstitelem.

2) Infekce zasadnim apobem zasahuje do fyziologickych mecharisnostitelské biky
v pribéhu jeji aktivace. Tento efekt je reprodukovatelnyykazuje specifické fenotypove
projevy, které jsou gfitelné v fiznych¢asovych intervalech probihajici infekce

3) Prostednictvim stimulace infikovanych makrofag to zejména kombinaci LPS a IfF)e
mozné docilit eliminace infekce zpravidla jiZhem 24 hodin. Tato kombinace obou
stimulanich agens se jevi jako optimalni forma aktivadeohuré¢nych signalnich drah
makrofagi vedouci k infekci neovlivnitelné lyze patogen

4) Podgilo se stanovit velmi senzitivni a specifické feypivé markery, pomoci jejichz
meieni je mozné s vysokou prajgbdobnosti odhadnoutiieh infekce.

5) Infekce makrofaly bakteriiF.t. LVS vede k vyznamnému ovli¥¢ni jejich fyziologickych
funkci, zejména ve smyslu redukce odpovidavoststiraulaci. Tento jev se v souladu
s aktuélnimi informacemi o imunopatogenezi oneminttularemie vys#tiuje schopnosti
invadujici bakterie interferovat s nitrobignymi signalnimi drahami, zejm. NB a
MAPK.

6) Samotnd infekce nevyvolava vyznamné fenotypaowény infikovanych bugk, nicmér
svym komplexnim imunomodulaim pisobenim branicim efektivni aktivaci makroiag
je jeji aktivita dolbe prokazatelna a vizualizovatelna gaani stimul&nich agens.

7) Vysledky pokus vin vitro systému jsou ve své konkrétni podofen nesnadno
extrapolovatelné na organismus jako celek. Ve zyddgéenych laboratornich podminkach
pochopitelid nejsou (a ani nemohou byt) brany v potaz vSechatputi prominné, které
by vysledek mohly vyznamdnovlivnit. Presto vSak podobné fuéski modely davaji
nahlédnout k samotné podstkbmplikované interakce mezi infekci a hostiteldespai

v principialni podob. Dokazi tak nasgmovat dalSi vyzkum k analyze komplejgich
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modelovych situaci.ithaseji zarove dilezité informace o faktorech virulence, které jsou
pak gedmetem dalSiho vyzkumu, zejména vakcinologického. pastednirac je treba

zminit, Ze model aktivovanych makrofage univerzalnim nastrojem pro vyzkum
v daleko SirSich souvislostech, nez pouze gudiu infekci jako takovych. Poskytuje

uzitetny substrat pro studie imuno-toxikologickéalergologickeé.

8. Diskuze

Diky ponerné bohatému pisemnictvi je v st@asné dob k dispozici mnoho informaci o
prabéhu primarni infekcd-.t. a 0 osudu infikovanych makrofégPresto nadaletstava velké
mnoZstvi nezodpa@zenych otazek, které se tykaji jak fakitqgratogenity na stra@nbakterie,
tak protektivnich mechanisima strat hostitelské biiky.

Z principialniho hlediska se cytometrickac¢imni fenotypovych zem na in vitro
modelech daji jen obtiZrextrapolovat na organismus jako celek a pouzéhsadami mohou
prispét k vyswtleni kauzality sledovanych jév AvSak diky sotasnym pistrojovym
moznostem, jednoduchosti Gasové nenatmosti zpracovani materialu uniagici ziskat
vysledky v horizontu desitek minut, maji fisvé velké opodstatni pii hledani pomocnych
diagnostickych metod. Neni bez zajimavosti, Zéemi expreséady povrchovych markéijiz
nalezlo alespido v experimentalnich studiich své mistd ponitoraci zagtlivé aktivity burék
monocyto-makrofagové vyvojové linie a to zejméngacienti se systémovou zétivou
odpowdi (SIRS) bakterialni etiologie[33].

Jiz rekolik minut po kontaktuF.t. s makrofagem dochazi k jeji internalizaci[34] a
v horizonturadow nékolika hodin i k Uniku z fagozému za ne zcela jagnpkolnosti[35].
Zhruba paraleka s timto jevem (30 min. az jedna hodina) sérmgi projevovat prvni &inky
ve smyslu interference s nitrokidnou signalizaci[36], rezultujici ve 2Zmené chovani
infikované buiky za klidovych podminek, ale zejmén# mji stimulaci[37]. Bhem 24-48
hodin F.t. indukuje v infikovanych biikach cytopatické zemy kompatibilni s apopt6zou[38-
41]. Fedpoklada se, Ze jak interference s nitr@dnou signalizaci, tak indukce apoptoézy je
jakymsi ,Trojskym korkm* invadujici bakterie, umaiijicim jeji neruSenou proliferaci
v cytoplazn¢ hostitelské biky a dalSi §eni do okoli bez indukce z&fivych zmen.

Vysledny obraz infekce vSak saniepn¢ souvisi se sowinou reakci hostitelova
imunitniho systému a to jak ve smyslu samotnychrofaly, které poskytuji infekci prvni
atoCisteé a tvai v organismu jeji rezervoar, tak imunitniho systéjako celku (cytokinova
produkce vedouci k imunomodulaci, &amam ve vyzravani ThO lymfoayta nasledné reakci

ostatnich bu&k imunitniho systému,detne makrofag)[42-47].
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V nasich pozorovanich vySe zminym efekim infekce dobe odpovidaji jak zrny
produkce NO, tak odlisné hodnoty MFIcase pro jednotlivé povrchové molekulgimné
pratokowe cytometricky v pipadt samotné infekce, infekce btlnpredem stimulovanych, po
pridani stimul&nich agens do systému infikovanych &kgi v piipadt samotné stimulace
makrofagi. Nalezy byly natolik vyrazné, Ze jsme se pokysitbkazat statistickou souvislost
mezi nafstem expresesthto markel a eliminaci infekce. Uvedena analyza prokazala, ze
pouziti této technicky &asow nenaréné metody analyzy infikovanych btknje vhodnym
zpasobem detekce efektignaktivovanych buék, které jsou schopny v nasledujicich 24
hodinach eliminovat infekci, coz bylo doprovazermklpsem hodnoty logCFU/mI a tedy
pocta Zivych bakterii v infikovanych hikach.

Fenotypova analyza bylaégejnim momentem této pracensvitro modelem infekce
F.t., a pineslatradu novych informaci o komplexni povaze vzajemnettahu utvéeneho
mezi bakterii a hostitelskou tkou. Funkni zmeny infikovanych bugk svymi projevy vSak
dalece pesahuji pouze odliSnou aktivaci konkrétnich tgentranskripci jimi kédovanych
proteini. Jsou vyjateny jak znénénou denzitou &kterych protei na bugéném povrchu,
produkci informé&nich molekul a s tim spojenym naruSenim regulacenimiho systému
jako celku. Je tudiziejmé, Ze simplifikované podminkg vitro bez matoucich proénnych
nemize uceled postihnout fenomén infekce ve své celistvosti, @eze jeho velmi Gzké

vyseky. | ty vSak mohouimést dilezita fakta do mozaiky séasného poznani.

9. Zawr

Cilem prace bylo vytvdt biologicky model vhodny ke studiu interakce mezi
hostitelskou biikou a intracelularnim paraziterd,t. LVS. Na podklad provedenych @teni
a analyz se domnivam, Ze uvedeny mod@hgsi radu dilezitych informaci o podstat
vzajemneho vztahu mezi eukaryotni a prokaryotnikbu, o fenoménu intracelularniho
parazitismu a principech jeho regulace. Kazdy ptetnge vSak pdeba vnimat pouze ¥ch
souvislostech, v jakych byl ziskan a rgonby dochazet k zevSeohmwani skuténosti, které
nemaji atributy kauzality, tak jak je chapali veyaly mySlenkach jiz v 18. stoleti David Hume
¢i John Stuart Mills. Trefnou parafrazi by mohl lojtat Williama Butlera Yeatse: jeémyslej

jako moudrylovek, ale mluv jazykem lidi®.
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