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Souhrn

Na zakladé vysoké virulence a mortality se Francisella tularensis fadi mezi
vojensky a teroristicky zneuzitelna etiologicka agens a proto je vhodnym pfedmétem
zakladniho vyzkumu. Problematika protilatkové odpovédi organismu na infekci
intracelularnich patogent v sou€asné dobé nabyva na vyznamu. Nazory a vysledky
védeckych skupin nejsou jednotné a jedna se tedy o aktualni téma.

Cilem naSi prace bylo zjistit, zda je F. tularensis schopna vyvolat protilatkovou
odpovéd jiz velmi ¢asné po infekci a to do 48 hodin. Testovan byl virulentni kmen F.
tularensis. Zaroven jsme chtéli ovéfit, zda je nami pouzitd metodika vhodné zvolena
a poskytuje dostate¢né reprodukovatelné vysledky.

Metody: Pfipravili jsme celobunécny lyzat F. tularensis holarctica FSC200, ktery
jsme podrobili separaci pomoci 2D elektroforézy. Po Western blotu nasledovala
imunodetekce s pouzitim sér mySi BALB/c odebranych 24 a 48 hodin po infekci a
kontrolnich sér mysi, které nebyly infikovany. Srovnavaci analyzou jsme hledali
proteiny, které reaguji pouze s imunizovanymi séry a nikoli s kontrolni skupinou.

Vysledky: Realizovali jsme Sest nezavislych pokusu. Na vSech Citelnych filmech
se vyskytovaly tfi proteiny, které nebyly na zadné z kontrol. Vybrané proteiny budou

analyzovany hmotnostni spektrometrii v dalSi praci.

Zaveér: Podafilo se nam potvrdit, Ze intracelularni bakterie F. tularensis je
schopna vyvolat ¢asnou protilatkovou odpovéd. Detekované proteinoveé struktury F.
tularensis pravdépodobné dokazou spustit tvorbu nizkoafinitnich protilatek bez pfimé

podpory lymfocyta T, tedy bez tzv. druhého signalu.



Summary

Because of its high virulence and mortality Francisella tularensis is considered
to be a dangerous potential biological weapon and therefore this etiological agent is a
suitable object of the primary research. Problems of an antibody response to the
infection with intracellular pathogens are currently gaining in importance. Opinions
and conclusions of various research teams differ, so this topic is up-to-date.

The aim of this study was to find whether F. tularensis induces the antibody
immune reaction in an early phase of infection (after 24 and 48 hours). The virulent
strain of F. tularensis was used. We also intended to validate a feasibility of chosen
methodology.

Methods: We prepared a whole-cell bacteria lysate of F. tularensis holarctica
FSC200. This lysate was separated by 2D electrophoresis with subsequent Western
blotting. Proteins were marked by immunodetection using serum of BALB/c mice.
Mice sera were collected 24 and 48 hours post challenge with F. tularensis. The
serum of uninfected mice was utilized as control. Using comparative analysis, we
tried to find proteins reacting only with the immunized sera, not with the control sera.

Results: Six independent experiments were realized. There are three proteins in
all legible films that were not found in any of the controls. These proteins will be
analyzed by mass spectrometry in another study.

Conclusion: We proved that the intracellular infection with F. tularensis is
capable to induce early specific antibody-mediated response. Detected bacterial
proteins can possibly initiate the synthesis of low-affinity antibodies without the direct
T-cell help, i. e. without the second signal. These bacterial protein structures are

called T-cell independent antigens.
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1 Uvod

Intracelularni bakterie F. tularensis byla zafazena do Kategorie A bojové
zneuzitelnych patogenu. Duvodem je nizka infekéni davka, snadné Sifeni, virulence,
mortalita, dlouhodoba rekonvalescence a omezené moznosti vakcinace. Proto
vyznam studia pavodce tularémie v sou¢asné dobé narista, ackoli je tularémie jinak
pomérné vzacnou antropozoondézou a nepatfi mezi zasadni Kklinické problémy
soucCasné mediciny.

Zajimavym tématem je rozkryvani mechanismd imunitni obrany organismu ve
velmi Casné fazi infekce F. tularensis. Tato bakterie je schopna pfrezivani a mnozeni
uvnitf makrofagd a imunitni reakce proti ni je bufkami zprostfedkovana.
Pfedpokladalo se, Zze B lymfocyty se do ¢asné odpovédi imunitniho systému pfilis
nezapojuji.. V sou€asné dobé se podafilo tuto teorii vyvratit. Je tedy patrna snaha
popsat ulohu B lymfocytl v reakci na infekci F. tularensis. My jsme se zaméfili na
moznost existence Casné specifické protilatkové odpovédi.

Cilem naSi prace bylo zjistit zda u mysSi infikovanych F. tularensis nalezneme v
séru specifické protilatky jiz 24 a 48 hodin po infekci. Zajimaly nas i proteiny, které by
pfipadné takovou reakci spoustély. Zvolili jsme metodu, pfi které se celobunécny
lyzat F. tularensis promyva sérem infikovanych a zdravych mys$i. Navazané protilatky
z imunizovaného a neimunizovaného séra se poté zviditelni chemiluminiscenci a
porovna se jejich vyskyt u zdravych a infikovanych mySi. Aby nase vysledky
maximalné odpovidaly realné infekci, pouzili jsme virulentni kmen F. tularensis
holarctica FSC 200.



2 Teoreticka cast

2.1 Francisella tularensis

2.1.1 F. tularensis — historie, taxonomie

Bakterie F. tularensis zpusobuje zoonotické onemocnéni tularémii. Prvni
zminky o této infekCni nemoci jsou jiz z devatenactého stoleti. V roce 1912
v Kalifornském Tulare byl McCoyem a Chapinem puavodce poprvé izolovan a
pojmenovan podle mista objevu Bacterium tularense. Terminologie rodu byla
zpocCatku nejednotna a prodélala vyvoj pfes Pasteurella a Brucella az k sou¢asnému
Francisella. Rodovy nazev byl vytvofen na pocest E. Francise, ktery bakterii poprvé
identifikoval ve vzorku lidské krve a hnisu v roce 1921.

Taxonomie této bakterie je:

Kmen: Proteobacteria

Tfida: Gammaproteobacteria

R&d: Thiotrichales

Celed: Francisellaceae

Rod: Francisella

Druh: Francisella tularensis (Sedlacek, 2007)

Rod Francisella zahrnuje jeSté dva druhy: novicida a philomiragia. Poddruhy F.
tularensis délime podle mista geografického vyskytu a virulence, tedy miry
patogenity pro Clovéka (Tab. 1). F. tularensis ssp. tularensis je rozSifena hlavné v
USA, Kanadé a Mexiku a je nejvirulentngjSi. F. tularensis ssp. mediasiatica se
nejCastéji vyskytuje ve stfedoasijskych republikach byvalého SSSR. F. tularensis ssp.
holarctica zpusobuje tularémii v Evropé, na Sibifi, Blizkém vychodé a Severni

Americe a F. tularensis ssp. japonica — podobna evropské varianté, v Japonsku.
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Tabulka €. 1: Klasifikace poddruht F. tularensis

Poddruh F. tularensis | DalSi ¢lenéni Geograficky vyskyt virulence
Typ A. | stfedozapad USA, Kalifornie a nejvyssi
tularensis Massachusetts
Typ A. |l Kalifornie a horské americké | velmi vysoka
staty
Mediaasiatica Kazachstan, Uzbekistan vysoka
Biovar Evropa, Kazachstan, Sibif, vysoka

Severni Amerika

holarctica Biovar Il Evropa a Asie vysoka
Japonsko
japonica vzacné- Australie, S. Amerika vysoka

(Olsufjev a Meshcheryakova, 1983; Ellis a kol., 2002; Salomonsson, 2008)

2.1.2 F. tularensis - etiologické agens tularémie

Jedna se o gramnegativni aerobni nepohyblivé ovoidni mikroorganismy. Jejich
velikost je zhruba 0, 3-1, 0 x 0, 2-0, 5 ym (Hubalek, 2000). Jsou nepohyblivé,
nesporulujici a povrch je pokryt pouze jemnou mukoézni vrstvou (Sedlacek, 2007).
Bakterie je pomérné narocna na kultivaci a jako rastovy faktor vyzaduje cystein nebo
cystin, na rozdil od ostatnich dvou druht F. tularensis (Nano a Elkins, 2005).
NejCastéji pouzivanym chemicky definovanym rlstovym tekutym médiem je
Chamberlainovo médium (Chamberlain, 1965; Ellis a kol., 2002). Z pevnych pud je to
McLeod agar.

F. tularensis zpUsobuje onemocnéni divokych hlodavcl, zejména zajicd,
kralik(,, kfe€kl, hrabosu, sysll, hryzcl a mySi, které se mezi nimi udrzuje jakozto
typicka ohniskova nakaza (Jirovec a kol., 1954). Infekci, oznaCovanou téz jako zajeci
nemoc, udrzuji i méné vnimava zvifata, jako jsou ondatry, srnci, li8ky a divoce Zijici
ptaci, ktera zpravidla onemocni jen latentné (Bednar a kol., 1996).

ZpUsoby prenosu tularémie na Clovéka jsou ruzné. Jedna se o transmisivni
prenos prostfednictvim hematofagnich ¢lenovcu, zejména klistat, ale také pakomart

a ovadu. Dale je pfenos uskuteChovan bezprostiednim kontaktem s krvi infikovaného
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zvifete napf. pfi stahovani kGize zvifat. Je znam také prenos alimentarni a aerogenni,
tedy vdechnutim infikovaného prachu (Hubalek, 2000). Pfenos z Clovéka na Clovéka
je velmi fidky.

U zvifat se tularémie klinicky projevuje zdufenim vSech miznich uzlin
a nekrotickymi lozisky v jatrech, sleziné a v plicich. U ¢lovéka probiha tularémie pod
riznym klinickym obrazem v zavislosti na zpusobu pfenosu a vstupni brané infekce.

RozliSujeme tedy nékolik rozdilnych forem tularemie.

2.1.2.1 Formy tularémie

Onemocnéni obyCejné u vSech forem zacCina jako chfipka celkovou
zchvacenosti, bolestmi po celém téle, zvracenim, tfesavkou, horeCkou az 40°C a
pocenim. Horec€ky trvaji 2-3 tydny, pak nasleduje pomala rekonvalescence (Jirovec a
kol., 1954).

Podle brany vstupu bakterie do hostitele a jejich projevl rozeznavame nékolik
forem tularémie: ulceroglandularni, okuloglandularni, glandularni, orofaryngeaini,
gastrointestinalni, tyfosni, acinézni a plicni (Votava a kol., 2003).

Nejcastéjsi forma je ulceroglandularni, ktera se vyskytuje az v 85 % pfipadu. F.
tularensis pronika do téla odérkou &i po kousnuti klistétem nebo jinym infikovanym
Clenovcem. Bakterie se Sifi lymfatickym systémem a projevuje se vznikem
bolestivého vfidku v misté vstupu a zdufenim spadovych miznich uzlin. Tato forma
tularémie muze vyustit v pneumonii (Votava a kol., 2003; Hayes, 2005).

Glandularni forma se objevuje v mensi mife, cca v 10 az 25% pfipadl. Plvodce
tularemie i vtomto pfipadé pronika do hostitelského organismu pfes kozni odérky,
ale na rozdil od ulceroglandularni formy viedy nevznikaji. Nakaza také zasahuje
lymfaticky systém nebo krevni obéh (Votava a kol., 2003).

Okuloglandularni forma, dfive pomérné Casta, se dnes vyskytuje asi v1 %
pfipadl. Vstupni branou infekce jsou oc€ni spojivky, napfiklad po kontaktu
s kontaminovanou vodou, ¢&i znecistényma rukama. Projevuje se bolestivou
konjunktivitidou, hnisavym zanétem ocnich vi¢ek, vznikem nazloutlych vfidka na
spojivce a regionalni lymfadenitidou (Votava a kol., 2003; Hayes, 2005).

Orofaryngealni a gastrointestinalni varianty onemocnéni se vyskytuji s Cetnosti
pod 5%. Vznikaji po poziti nedostatecné tepelné zpracovaného masa infikovaného
zvifete, kontaminované potravy Ci vody. PFi praniku infekce pres tonsily vznika forma

anginozni (Hayes, 2005).
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Tyfoidni forma, vyskytujici se v 10 az 15 % pfipadul, vznika také po ingesci F.
tularensis, kromé viedu a krvaceni v gastrointestinalnim traktu je navic doprovazena
pfiznaky sepse a multiorganovym postizenim. Pacienti ¢asto trpi tézkymi prdjmy,
hypotenzi a celkovym vyCerpanim organismu. Tyfoidni tularémie navic byva
doprovazena sekundarni pneumonii (Hayes, 2005; Nano a Elkins, 2005).

Plicni formu rozliSujeme primarni a sekundarni. Pfi inhalaci infekcniho prachu
nebo aerosolu, napfiklad pfi zpracovavani hospodafskych plodin i kontaktem s
kontaminovanou moci infikovanych zvifat propuka primarni tularemicka pneumonie.
Sekundarni pneumonie vznika nasledkem onemocnéni jinou formou tularémie poté,
co se bakterie krevnim nebo lymfatickym feciStém rozsifi do plic z jiné infikované
tkané. Diagnostiku plicni tularémie vyrazné znesnadriuje nespolehlivost nalezu na
rentgenovém snimku. Az u 30 % pacientld s pneumonickou formou tularémie totiz
radiologické vySetfeni nepoukazuje na zadné klinické pfiznaky nebo symptomy
pneumonie (Hayes, 2005).

Byly popsany i dalSi vzacné se vyskytujici klinické formy tularemie, jedna se o
meningitidu, perikarditidu, endokarditidu a septickou artritidu (Hayes, 2005). Plvodce
se da kultivovat ze sekretu viedl, Casté pro diagnostiku jsou také sérologické
metody. Nejspolehlivéjsi je kozni test s tularinem.

Lékem prvni volby pfi |éCbé tularemie jsou aminoglykosidova antibiotika
streptomycin &i gentamycin, provadi se také chirurgické odstranéni zdurelych
lymfatickych uzlin (Hubalek, 2000).
potencialné vojensky a teroristicky zneuzitelnych patogenli zejména z dlivodu vysoké
virulence, mortality, nesnadné diagnostiky a dlouhodobé rekonvalescence (Dennis a
kol., 2001; Rotz a kol., 2002). DalSim zavaznym duvodem pro studium F. tularensis,
je nedostupnost vakciny, kterou by bylo mozné pouzit ploSné k imunoprofylaxi
tularémie. Pouziti zivého vakcinaéniho kmene odvozeného ze subtypu F. tularensis
holarctica, je indikovano jen ve zvlastnich pfipadech a navic nechrani proti

inhalacnim infekcim subtypem tularensis (Titball a Sjostedt, 2003).

2.1.3 F. tularensis a B lymfocyty
Zakladni €asna imunitni odpovéd organismu napadeného F. tularensis je
burikami zprostfedkovana. Makrofagy, které bakterii pohlti, musi byt aktivovany
cytokiny od pomocnych T lymfocytu (Tnl), jinak by nebyly schopné bakterie znicit.
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Jedna se zejména o interferon-y (IFN-y). Aktivované makrofagy disponuji Sir§im
spektrem baktericidnich mechanismu, napf. produkci oxidu dusnatého a proti
intracelularni bakterii tak pasobi ucinné&ji, navic produkuji dalSi cytokiny jako jsou
interleukin-1 (IL-1), tumor nekrotizujici faktor (TNF) a dalSi. Pfispivaji tak k aktivaci T
lymfocytd a obecné stimuluji lokalni zanét (Hofejsi a Bartunkova, 2002).

Role B lymfocytu v €asné fazi imunitni reakce proti infekci F. tularensis byla
donedavna povazovana za nevyznamnou. Od pocatku devadesatych let minulého
stoleti vSak byla publikovana fada experimentu, které prokazovaly podstatnou ulohu
B lymfocytd v €asné imunitni odpovédi proti infekci F. tularensis. Testy byly
provadény na mysich BALB/c, které jsou citlivé k infekcim intracelularnimi patogeny
a tento model se ustalil jako vhodny pro studium imunitnich reakci pfi infekci F.
tularensis.

V roce 1993 byla publikovana prace amerického tymu, ktera popisovala ¢asnou
imunitni odpovéd na infekci F. tularensis. MySim s deficitem T lymfocytl byla podana
subletalni davka LVS a dva dny poté intradermalné davka letalni, kterou mysi preZzily.
Naopak mysi, kterym byla po dvou dnech aplikovana Salmonella typhimurium,
chranéné nebyly. Byla tak prokazana jista specifita takto velmi Casné ziskané
projektivni imunity a jeji nezavislost na lymfocytech T. Navic bylo poukazano na
potfebu IFN-y. Dlouhodobé preziti vSak jiz podminéno pfitomnosti T lymfocytu je
(Elkins a kol., 1993).

| v dalSi studii bylo zdokumentovano preziti mySi po podani letalni davky F.
tularensis, kterému o 3 dny predchazela aplikace davky subletalni. Pokus byl
realizovan i na athymickych mySich, kde byla reakce stejna a nasledné byl vyvozen
zavér, ze o tento Casny protektivni efekt se vyznamné zaslouzily B lymfocyty,
pravdépodobné vSak ne tvorbou specifickych protilatek. Dale byla potvrzena dulezita
role IFN-y (Culkin a kol., 1997).

| vysledky dalSich pokusl poukazuji na nedocenénou roli lymfocytd B zejména
pfi ochrané proti sekundarni infekci. MySi bez B lymfocytul i protilatek jsou pfi primarni
infekci F. tularensis oproti geneticky nemodifikovanym mySim v mirné nevyhodé,
av8ak u sekundarni infekce je jiz rozdil zasadni. Po podani B lymfocytu se schopnost
obrany mySi narozenych bez B lymfocytl radikalné zvysila. Autofi navic tvrdi, ze
pouhy transfer protilatek vykazoval slab$i ochranny efekt (Elkins a kol., 1999).

Lze tedy fFici, Ze existuje teorie, Zze B lymfocyty hraji vyznamnou ulohu pfi
ochrané zejména proti reinfekci F. tularensis a to jinymi mechanismy, nez je
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produkce specifickych protilatek za podpory pomocnych T lymfocytl. Mluvime o
protektivni imunité nezavislé na T lymfocytech, ktera trva pfiblizné 1 mésic.
Pravdépodobné se tedy jedna o B-bunéénou produkci mediatora jako jsou: IL-4, IL-6,
IL-10, IL-12 a TNF-a, které zesiluji cytokinovou odpovéd na infekci. Pomérné
zasadni je IFN-y, ktery v8ak B lymfocyty neprodukuji (Culkin a kol., 1997).
Pfedpoklada se interakce napf. s NK-bunkami, které tuto moznost poskytuji. Dale se
vi, Ze IL-6, IL-12 a TNF-alfa produkované B lymfocyty rovnéz produkci IFN-y reguluji
(Elkins a kol., 1993; Elkins a kol., 1999; Elkins a kol., 2003).

Samostatnou kapitolou je prace, ktera prokazuje schopnost F. tularensis pfimo
interagovat s B lymfocyty. Bakterie F. tularensis v pokusech in-vitro adheruje na
povrch B lymfocytl, vstupuje do nich a indukuje jejich apoptdézu. Pokusy byly
provadény jak s vakcinanim (LVS) tak s virulentnim kmenem (FSC 200) na lidskych
i mysSich B bunécnych liniich Ramos a A20 a na mySich slezinnych bunkach. Tato
zjisténi poukazuji na moznou ulohu B lymfocytl ve velmi €asné fazi infekce (KroCova
a kol., 2008).

2.1.4 F. tularensis a protilatky

Obecné Ize protilatkovou imunitni odpovéd B Ilymfocytd spustit dvéma
zakladnimi zpasoby. Ty se lisi podle typu antigenu. Po jeho rozeznani povrchovym
antigenné specifickym proteinem B lymfocytd (BCR), je pro vznik protilatkové
odpovédi ve vétSiné pfipadu jesté nutna stimulace pomocnymi T lymfocyty, tzv. druhy
signal, ktery probiha pfi tésném kontaktu obou lymfocyti. Nasledné béhem 3-4 dn
dojde k proliferaci (s identickou nebo velmi podobnou specificitou) a diferenciaci B
lymfocytl v plazmatické buriky, které sekretuji velké mnozstvi protilatek.

Existuji vSak antigeny, které spousti protilatkovou odpovéd i bez podpory T
lymfocytl. K témto antigendm patfi zejména polysacharidy, lipopolysacharidy a
polymerni bilkoviny. Takova reakce organismu je charakterizovana ¢asnou tvorbou
nizkoafinitnich protilatek tfidy IgM, u kterych nedochazi k afinitni maturaci a netvofi
se pamétové buriky. Misto druhého signalu od pomocnych T lymfocytl staci cytokiny
produkované NK burikami €i T lymfocyty. Imunitni reakce B lymfocytl tedy neni piné
zavisla na primém kontaktu s T lymfocyty. Vyhodou této odpovédi je zejména

rychlost, nevyhodou pak samozifejmé nizZsi specifita (Krejsek a Kopecky, 2004b)
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U infekce F. tularensis dosud nejsou znamy struktury, které by tuto Casnou
protilatkovou reakci mohly spoustét, ale je znamo, Ze titr protilatek stoupa jiz od
prvniho dne infekce (Pohanka, 2007).

Dlouho prevladal nazor, ze uloha protilatek v primarni imunitni reakci na
intracelularniho patogena jako je F. tularensis neni vyznamna (Casadevall, 1998).
Zasadni ulohu hral zejména predpoklad, Ze protilatky nejsou schopné pronikat do
intracelularnich prostor a nemohou tak pfimo interagovat s F. tularensis jako je tomu
u extracelularnich bakterii. AvSak zejména na pocatku infekce, tedy pfed vniknutim
do bunék a dale po rozpadu infikovanych bunék, se pomnozZené bakterie do
extracelularnich prostor uvolfiuji. Dale mohou protilatky reagovat s antigeny
intracelularni bakterie na povrchu infikované buriky. Takové protilatky poté iniciuji na
protilatkach zavislou bunécnou cytotoxickou odpovéd Ci aktivaci komplementu a dale
se zapojuji do imunitnich reakci.

Vroce 2003 zvefejnila Svédska skupina vysledky experimentl, které
potvrzovaly schopnost protilatek pfispét k imunitni obrané organismu infikovaného F.
tularensis. MySim s deficitem B lymfocytd (C57BI/10) bylo den pfed infekci
aplikovano imunni mySi sérum. Pro naslednou infek&ni intradermaini zatéz byl pouzit
jak vakcinacni kmen F. tularensis LVS, tak plné virulentni kmen F. tularensis
holarctica. Autofi experimentu prokazali vyznamné vys$Si odolnost téchto mysSi proti
nasledné infekci ve srovnani s mySmi, kterym bylo podano kontrolni, tedy normaini
sérum. Prokazali tak ochranny ucinek protilatek pfi primarni infekci (Stenmark a kol.,
2003).

Dalsim ddkazem vyznamné funkce specifickych protilatek byl experiment, pfi
kterém byly mySim podany F. tularensis specifické protilatky a nasledné byly touto
bakterii infikovany. Oproti kontrolnim mély imunizované mysi vysSi hladiny TNF-a a
IL-12 a je tedy pravdépodobné, Ze protilatky tak pfispivaji k obrané proti infekci.
Testy v8ak poukazuji na ucinnost transferu protilatek pouze pfi infekci méné
virulentnim kmenem, zatimco viéi F. tularensis ssp. tularensis byl efekt slaby nebo
zadny. | tak ale studie potvrdila, Zze specifické protilatky maji v obranné reakci
hostitele své misto (Stenmark a Sjostedt, 2004).

Dosavadni poznatky o uloze B lymfocytl a zejména protilatek v pribéhu Casné
imunitni odpovédi na prinik pivodce tularémie do organismu jsou stale nekompletni.
S vysokou pravdépodobnosti se jedna o kombinaci obou systému imunitnich reakci a

nelze popisovat ulohu protilatek bez komplexniho nahledu na funkce lymfocytl a
16



produkci cytokinl. Na uzkém propojeni humoralni a buné&né imunity pfi imunitni
odpovédi na infekci F. tularensis se shodlo vice na sobé& nezavislych védeckych
pracovist’ (Baron a kol., 2007; Kirimanjeswara a kol., 2007; Lavine a kol., 2007).

K ziskani rezistence vUCi letalni davce LVS stadi jiz intranasalni podani
usmrcené LVS, souCasné je vSak potfeba podat IL-12. Navic je takto ziskana
obranyschopnost zavisla na schopnosti organismu produkovat funkéni slizniéni
protilatky IgA (Baron a kol.,, 2007). Rovnéz sérum mySi imunizovanych aplikaci
tepelné usmrcenych LVS poskytovalo prokazatelnou ochranu proti letalni zatézi F.
tularensis LVS. Aby byl wvylouCen imunogenni vliv O-antigenu, tedy
polysacharidového fetézce pfitomného v lipopolysacharidu této gramnegativni
bakterie, byla ke stejnym pokusim pouzita i modifikovana varianta LVS neschopna
produkce O-antigenu. | takto imunizované mysSi sérum poskytovalo plnou ochranu
proti letalni davce LVS (Lavine a kol., 2007).

Posledni publikace potvrzuje jiz uvedenou zavislost zisku ¢asné imunity na
pfitomnosti IFN-y. MySim bylo opét podano imunizované mysSi sérum, které zajistilo
100% preziti intranasalni infekce LVS. Uginnost byla méFena rychlosti eliminace
patogenu z tkani. Opét tedy byla prokazana neoddélitelnost bunééné a humoralni
imunity. Navic se jedna o prvni experiment dokazujici Ié€ebny efekt imunniho séra i
pfi podani 24-48 hodin po intranasalni infekci. Lze tedy fici, Ze samotné podani
protilatek nezajisti dostateCnou imunitu, ale protilatky zde hraji vyznamnou roli

(Kirimanjeswara a kol., 2007).

2.2 Western blot

Tato metoda se vyuziva k detekci proteini s pozadovanymi vilastnostmi
(reaktivitou). Zahrnuje elektroforézu (ELFO), blotovani a imunodetekci s pouZzitim
specifickych protilatek znacenych enzymovym komplexem nebo radionuklidy. Podle
zpusobu znaceni se pak pfitomnost proteinu projevi bud barevnou stopou nebo

emisi zafeni zachytitelném na fotografickém filmu ¢i CCD kamerou.

2.2.1 Dvourozmérna gelova elektroforéza
Tato metoda separace proteinl byla poprvé popsana v roce 1975 O’Farrellem a
sestava ze dvou fazi. V prvnim rozméru se jedna o déleni proteint na zakladé jejich

naboje, tedy izoelektrickou fokusaci (IEF). Nasleduje separace podle molekulové

17



hmotnosti protein elektroforézou v polyakrylamidovém gelu realizovana kolmo na
IEF.

2.2.1.1 Priprava vzorku

Izoelektrické fokusaci pfedchazi pfiprava vzorku. Proteiny v ném obsazené
musi byt solubilizovany, denaturovany, redukovany a alkylovany, aby byly naruseny
vSechny mezimolekulové interakce. Cilem téchto uprav jsou maximalné ohranicené
spoty reprezentujici jeden konkrétni protein. K solubilizaci vzorku se pouzivaji pufry
obsahujici chaotropni latky (urea, thiourea), které rozruSuji vodikové mustky a
hydrofobni interakce. Dale detergenty jako je dodecylsiran sodny (SDS), které brani
interakcim mezi hydrofobnimi doménami proteint a redukéni Cinidla (dithiothreitol-
DTT) proti zpétné oxidaci disulfidickych vazeb. Pomoci téchto pufri Ize dosahnout

kompletniho rozvolnéni proteint ve smési (Herbert, 1999; Gorg a kol., 2004).

2.2.1.2 lzoelektricka fokusace

Pomoci IEF je mozné rozdélit amfoterni latky podle jejich izoelektrického bodu
(pl). Takova latka se pfi pH nizSim nez je jeji pl pohybuje v jednosmérném
(stejnosmérném) poli k negativné nabitému konci a pfi vy8Sim pH ke konci nabitému
kladné. V pH o hodnoté jejiho pl se protein nepohybuje.

V praxi se nejCastéji pro tuto techniku pouzivaji komeréné dodavaneé gelové
prouzky s imobilizovanym gradientem pH (IPG), které se vyrabi kopolymeraci
akrylamidu a bisakrylamidu s karboxylovymi skupinami a terciarnimi aminoskupinami.
Tyto IPG-prouzky se vyrabi 3, 3 mm Siroké v rliznych délkach a ve vice variantach
rozmezi pH, to muze byt velmi uzké, jako 4, 9 - 5, 3 i Siroké, tedy 3 — 12 (Poland a
kol., 2003).

Prouzky jsou z dlvodu snadnéjSi manipulace dodavané v dehydratovaném
stavu. Nanaseni vzorku pro IEF probiha tzv. in-gelovou rehydrataci, ktera spociva ve
smiseni vzorku s rehydratacnim pufrem a nasledné minimalné 12 hodinové inkubaci
s prouzky. Postupné tak proteiny prostupuji ze vzorku do polyakrylamidové sité.
Nejdéle trva prostup nejvétSich proteind, ktery je limitovany mirou hydratace gelu.
Takto pfipraveny gel s naadsorbovanymi proteiny vzorku se podrobi pusobeni napéti.
Jeho velikost, stejné jako doba trvani se urCuje empiricky na zakladé pfedchozich
zkuSenosti laboratofe. Prouzky s proteiny rozdélenymi podle jejich pl je mozné
uchovavat bez poSkozeni pfi -20°C. Kromé IPG-IEF existuji jesté CA-IEF (IEF
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s nosnymi amfolyty, které vytvareji gradient pH v trubi¢kovych gelech) a NEpHGE-

IEF (nerovnovazny systém pro analyzu bazickych a kyselych proteinli), pro oba je

v wavos

2.2.1.3 Ekvilibrace prouzku po IEF:

Pfed provedenim separace v druhém rozméru je nezbytné ekvilibrovat prouzky
v redukujicim roztoku, ktery zajisti rozstépeni disulfidickych mustkd mezi proteiny.
Ekvilibrace je dokon€ena ponofenim prouzku do ekvilibraéniho roztoku s obsahem
alkylacniho cinidla. Oba roztoky obsahuji dodecylsiran sodny, ktery se vaze na
vSechny rozdélené proteiny a udéluje jim jednotny pomér zaporného naboje ke
hmotnosti. Elektrostatické odpuzovani molekul SDS zpusobi denaturaci proteinu a
eliminuje se tak vliv tvaru proteinu na pohyblivost. Separace proteind v druhém
rozmeéru pak probiha pouze na zakladé molekularni hmotnosti a neni jiz nabojem a
tvarem ovlivnéna. SDS navic $tépi vodikové mustky a rusi hydrofobni interakce,

zabrariuje tak agregaci fokusovanych proteina.

2.2.1.4 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Po ekvilibraci IPG prouzkl s proteiny rozdélenymi podle jejich pl jsou tyto
podrobeny separaci ve sméru kolmém na |IEF. Ta je realizovana
v polyakrylamidovém gelu opét obsahujicim SDS (SDS-PAGE). Podle molekulové
hmotnosti Ize proteiny délit na dva zakladni typy gelld. Homogenni jsou vhodné pro
separaci proteind v Uzkém hmotnostnim rozmezi. Pokud jsou v3ak rozdily
v molekularnich hmotnostech proteini velké, separace je ucinnéjSi na gelech
gradientovych, kde koncentrace akrylamidu kontinualné stoupa od zacatku ke konci
gelu. Snizuje se tak velikost poru a s ni i prostupnost pro vétsi molekuly. Dé&j probiha
pfi konstantni hodnoté napéti, ktera umoznuje migraci proteind s udélenym

negativnim nabojem (Gorg a kol., 2004).

2.2.2 Blotovani

Po separaci proteinl v gelu jsou tyto pfeneseny plsobenim elektrického proudu
na nitrocelul6zovou nebo PVDF membranu, ktera je oproti gelu vyznamné odolné&jsi.
Navic Ize na membrané imobilizované proteiny podrobit dalSim imunochemickym
reakcim, zatimco gely tuto moznost nenabizeji. Blotovani bylo poprvé realizovano a
zdokumentovano v roce 1979 (Towbin a kol., 1979). RozliSujeme 4 zakladni zpisoby

pfenosu protein na membranu: difuzni, kapilarni, vakuovy a elektroblot.
19



Elektroblotovani je povazované za nejrychlejsi a nejuc€inngjSi. Hnaci silou je
pusobeni elektrického pole. Podle uspofadani je rozdélujeme na tankové a
polosuché. Pro blotovani proteind s vysokou molekulovou hmotnosti nebo
termolabilnich proteinu je vyhodnéjsi pouziti tankového elektroblotu. Stejné jako u
polosuchého blotovani existuje moznost pfenosu bilkovin z nékolika gell zaroven
(Glatz, 1995).

2.2.3 Imunodetekce

Pro specifickou detekci proteini vazanych na membrané, které reaguji
s primarni protilatkou je nejdfive potfeba membranu vystavit plsobeni roztoku, ktery
blokuje vznik nespecifickych vazeb protilatek na membranu. K tomuto ucelu se
nejcastéji pouziva roztok inertnich bilkovin: suSeného odtu¢néného mléka, hovéziho
sérového albuminu, Zelatiny &i kaseinu. Pfipadné je mozné aplikovat neiontové
detergenty (Triton X 100, Tween 20). Blokovaci roztok nesmi vytésniovat nebo
modifikovat pfenesené bilkoviny a ovlivhovat naslednou detekci (Glatz, 1995).

Po navazani primarni protilatky na proteiny fixované na membrané, je pro ucely
vizualni detekce nutné komplexy antigen-protilatka zviditelnit. Proto je membrana
dale vystavena pusobeni specifické sekundarni protilatky, znaCené radioaktivné,
fluorescenéné, luminiscencné Ci konjugované s enzymy, nejcastéji peroxidazy nebo
fosfatazy. Ty v pfitomnosti vhodného substratu zplasobi bud zménu barvy &i emisi
zareni pouze v misté vyskytu sekundarni protilatky. Protoze sekundarni protilatky

vytvareji polyvalentni vazbu, zesiluji signal (Glatz, 1995).

Obrazek €. 1:
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Konjugovanym enzymem muze byt kifenova peroxidaza, ktera v pfitomnosti
peroxidu oxiduje luminol. Ten nasledné vyzafuje svételné zafeni zachytitelné na

fotograficky film.
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2.3 Srovnavaci analyza

Srovnavaci analyza slouzi ke srovnavani vzorki mezi sebou a s kontrolnim
vzorkem. NejCastéji je realizovana pomoci vypocetni techniky se specifickym
software, ktery zajiStuje objektivni porovnani. V takovém pfipadé je tfeba gely Ci filmy
s vyznaCenymi proteiny prevést do digitalni formy. Nejedna-li se o gely znacené
fluorescenénimi barvivy ¢&i radioaktivnimi izotopy, pouzivaji se pro digitalizaci
kamerové systémy s nastavitelnym expoziénim C¢asem a clonou. Nasleduje vlastni
analyza v programech jako je Melanie ¢i PDQuest. Tyto programy jsou primarné
uréené k analyze gell, ale vzhledem k absenci specialnich programu pro analyzu
filmd, vyuzivaji se i k tomuto Ucelu. Zasadni pro srovnavaci analyzu je dodrzeni
stejnych experimentalnich podminek u vSech porovnavanych gell &i filmd. Program
nabizi automatické funkce, které vyznamné usnadni analyzu a zaroven do znacné

miry garantuje objektivitu vysledku (Bouchal a Kucera, 2003).
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Material

3.1.1 Zvirata, biologicky material

~opecific pathogen free“ (SPF) mysi BALB/c, samice z chovu Velaz s. r. o.
Praha, byly chované za SPF podminek v chovnych boxech Tough Slim Line
(Techniplast, Italie) na Ustavu molekularni patologie v Hradci Kralové.
Hmotnost jedincu se pohybovala mezi 15-18 gramy.

Bakterie Francisella tularensis holarctica FSC 200 (FOI Umed, Svédsko)

3.1.2 Roztoky, €inidla, média

Agarosa (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Akrylamid (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Azid sodny (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
BCA - Bicinchonic Acid Protein Assay Kit (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Benzonaza ® Nukleaza, 315 U/ml (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Bromfenolova modf (Serva, Heidelberg, Némecko)
Complete, EDTA-free (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
De Streak reagent 12ul/ml (Amersham Pharmacia Biotech Uppsala, Svédsko)
Deionizovana voda (UMP, Hradec Kralové, Ceska republika)
DTT - Dithiothreitol (Amersham Pharmacia Biotech Uppsala, Svédsko)
ECL kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko)
Glycerol (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Glycin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Chamberlainovo médium (Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové)
CHAPS (3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylamonio]-1-propansulfonat (Amersham
Pharmacia Biotech Uppsala, Svédsko)
Chlorid draselny (Fluka, Buchs, Svycarsko)
Chlorid sodny (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
lodoacetamid (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
IPG-prouzky Immobiline DryStrip pH 3-10, 18 cm (GE Healthcare, Little
Chalfont, UK)
22



IPG-pufr pH 3-10 (Fluka, Buchs, Svycarsko)

IPG-pufr pH 8-10 (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Metanol (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Mocovina (Merck, Darmstad, Némecko)

Parafinovy olej (Merck, Darmstad, Némecko)

PDA - 1, 4-bis(akryloyl)piperazin (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Persiran amonny (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

SDS - Dodecylsiran sodny (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Sekundarni butanol (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Sekundarni protilatka Polyclonal Goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP
(DakoCytomation, Glostrup, Denmark)

TEMED - N, N, N’, N'-tetramethylethylendiamin (Amersham Pharmacia Biotech
Uppsala, Svédsko)

Thiosiran sodny (Merck, Darmstad, Némecko)

Tris base - Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Tris-HCI - Hydrochlorid tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Sigma, St. Louis,
Montana, USA)

Tween 20 — polyoxyethylen-sorbitan monolaurat (Sigma, St. Louis, Montana,
USA)

Ustalovac€ (AGFA, Mortsel, Belgie)

Vyvojka (AGFA, Mortsel, Belgie)
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3.1.2.1 Slozeni roztoku

Dolni pufr pro ELFO:
Pufr pro ELFO 20 |
Azid sodny 4 g

Ekvilibracni roztok
0,5 M Tris pH 6,8 10 ml

Mocovina 36 g

Glycerol 30 ml
SDS2g

Deionizovana voda do objemu 10 |

Ekvilibracni roztok s DTT
Ekvilibracni roztok 50 ml
DTT1g

Ekvilibraéni roztok s iodacetamidem

Ekvilibracni roztok 50 mi
lodacetamid 1,25 g

Bromfenolova modi 1% 250 pl

10% persiran amonny

Persiran amonny 200 mg

Deionizovana voda 2 ml

Pufr pro ELFO:
Glycin 576 g
Tris 120 g
SDS 20

Deionizovana voda 20 |

Pufrovany fyziologicky roztok (PBS)
Chlorid sodny 8 g
Chlorid draselny 0,2 g

Dihydrogenfosforecnan draselny 0,2 g
Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu
sodného 2,89 g

Destilovana voda do objemu 1 |

Roztok agarozy

Agaréza 0,5 g
Pufr pro ELFO 100 ml

Roztok akrylamidu s PDA
Akrylamid 45 g
PDA1,2g

Deionizovana voda do objemu 150 ml

Roztok RTS-D s IPG pufrem pH 3-10

6M mocovina 1,8 g

2M thiomocovina 0,76 g

4% CHAPS 0,2 g

40mM Tris-base 24,25 mg
0,12% De Streak Reagent 50 pl
0,5% bromfenolova modf 10 pl
0,1% IPG-pufr pH 3-10 50 pl

Deionizovana voda do objemu 5 ml
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TBS Vodou saturovany butanol

Tris-base 48,49 Sekundarni butanol 50 ml
Chlorid sodny 160 g Deionizovana voda 10 ml
1M kys. chlorovodikova 76 ml

Konc. HCl do pH 7,6

Deionizovana voda do objemu 2 |

TBST 0,05%
Koncentrovany TBS 200 ml
Tween 20 1 ml

Deionizovana voda do objemu 2 |

TBST 0,1%

Koncentrovany TBS 200 ml
Tween 20 2 ml

Deionizovana voda do objemu 2 |

5% thiosiran sodny

Thiosiran sodny 5 g

Deionizovana voda 10 ml

1,5 M Tris-HCI pH 8,8
Tris Base 72,66 g
Tris-HCI 23,66

Deionizovana voda 400 ml

Transfer pufr
Tris-base 15,15 g

Glycin 72 g
Metanol 1 |

Deionizovana voda do objemu 5 |
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3.1.3 Pomucky a pristroje

Analytické vahy AX 105 (Mettler-Toledo, Greifensee, Svycarsko)

Automatické mikropipety Proline (Biohit, Helsinky, Finsko)

Centrifuga Jouan CR312 (Jouan, Francie)

Centrifuga Sorvall Evolution (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA)

Gradientni mixér Gradient Former 395 (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Hybridiser HB-1D (Techne, Cambridge, UK)

Laminarni box S@FE FLOW 1. 2 (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Latexové rukavice (Hartmann)

Mini Trans-Blot Module (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Mrazici box MDF C2156VAN Sanyo ultra low -153°C (Sanyo, Japonsko)

Mrazici box PowerFREEZE -87°C VXE (Jouan, Francie)

PROTEAN II xi 2-D Multi-Cell (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

PROTEAN Il xi Multi-Gel Casting Chamber (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie,
USA)

Protein IEF Cell (Bio-Rad, Richmond, Kalifornie, USA)

Pfiru¢ni densitometr CO8000 Cell Density Meter (WPA Biowave, Cambridge,
UK)

PVDF membrany (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)

Speed Vac (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Spektrofotometr Helios Gamma (Thermo Spectronic, Cambridge, UK)

Stanice KODAK Image Station 2000R (Eastman Kodak Company, Rochester,
New York, USA)

Termostat s cirkulaci MultiTemp™ (LKB Produkter, Bromma, Svédsko)

Trepacka IKA HS 260 basic (Schoeller instruments, Praha, Ceska republika)

Bézny laboratorni material: plastové zkumavky, pipety, Spicky, oCkovaci klicky,
kultivacni misky, misky na gely, pinzety, skalpel, filtraCni papir, odmérné

valce, kadinky
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3.1.4 Software

ImageMaster 2D Platinum Software Version 6. 0 (GE Healthcare, Little Chalfont,

UK)
Kodak 1D Image Analysis Software (Eastman Kodak Company, Rochester,

New York, USA)
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3.2 Pracovni postup

Pripravili jsme celobunécny lyzat F. tularensis, ktery jsme podrobili separaci 2D
elektroforézou. Pomoci elektroblotu jsme proteiny pfenesli na membranu.
Nasledovala imunodetekce s pouzitim pfedem pfipravenych mySich sér. MySi séra
byla odebrana 24 a 48 hodin po infekci. Srovnavaci analyzou jsme zjisStovali vyskyt
jednotlivych proteind detekovanych pfi imunodetekci imunnimi séry oproti

kontrolnimu séru ziskanému od neinfikovanych mysi.

3.2.1 Infekce mysi a priprava séra pro detekci

Z celkového poétu 18 mysi, jsme 12 infikovali intraperitonealné v davce 10
mikrobd na my$ v objemu 0,2 ml ve fyziologickém roztoku. Zbylych 6 mySi jsme
neinfikovali, jejich sérum bylo pouzito jako kontrolni. Po 24 hodinach od infekce jsme
vykrvili 6 infikovanych mysi, které jsme pfedem uspali 100% CO,. Po 48 hodinach od
infekce jsme odebrali krev od zbylych 6 infikovanych a uspanych mysi. Krev jsme
nechali v lednici inkubovat 30 minut. Po uvolnéni krevniho kolace tyCinkou jsme
vzorky podrobili odstfedovani pfi 1200 rpm a 4°C po dobu 10 minut. Supernatant
jsme odebrali do novych zkumavek a tento postup jsme opakovali je$té dvakrat.
Vzniklé sérum jsme opatrné odebrali a zamrazili na -80°C. Timto postupem jsme
ziskali po Sesti 24 a 48 hodinovych imunizovanych sér a Sest kontrolnich, ta budou

pfi detekci pouzita jako primarni protilatky.

3.2.2 Priprava proteint F. tularensis

Kulturu F. tularensis FSC200 jsme masivné naocCkovali na tfi plotny McLeod a
nechali inkubovat 24 hodin pfi 37°C. V laminarnim boxu jsme pfedehrali kompletni
médium dle Chamberlaina, 20 ml jsme napipetovali do 50 ml zkumavky Falcon, kam
jsme sterilni klickou naoCkovali bakterie ze dvou ploten. 3 ml suspenze jsme odebrali
pro zméreni optické density (O.D.), pozadovana hodnota O.D. je 0, 3. Suspenzi jsme
vpravili do 60 ml pfedehfatého Chamberlainova média a na tfepacce nechali pfi 200
rpm a 36, 8°C inkubovat pfes noc (asi 16 hodin).

Za 24 hodin jsme narostlou bakterialni suspenzi centrifugovali pfi 7300 rpm a
4°C po dobu 15 minut. Sediment jsme dvakrat promyli studenym pufrovanym

fyziologickym roztokem (PBS) a naredili kompletnim Chamberlainovym médiem na
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koncentraci s O.D. 0, 1. Vzniklou suspenzi jsme nechali inkubovat pfi 200 rpm a 36,
8°C. V hodinovych intervalech jsme z bakterialni kultury odebirali vzorky na méfeni
0.D., CFU a koncentrace: 3 ml pro méfeni O.D., jejiz hodnota musi rust a 2 ml pro
vysev na McLeod pudy s fedénim:

Kultivovali jsme do O.D. 0,6, tedy 5-6 hod. Suspenzi jsme odstfedovali 15 minut
pfi 7300 rpm a 4°C. Sediment jsme promyli studenym PBS pufrem a odstfedovali pfi
6500 rpm a 4°C po dobu 30 minut. Po opétovném promyti a odstfedéni jsme
sediment resuspendovali ve 3 ml 50 mM Tris-HCIl (pH 8) s inhibitory proteaz
Complete EDTA-free. Produkt jsme zamrazili na -20°C do druhého dne.

Nasledujici den jsme suspenze rozbijeli metodou French press. Suspenze jsme
rozplnili do kryotub po 1 ml a do kazdé pfidali 1 pl benzonazy, ktera $tépi nukleové
kyseliny. Rozbijeni probihalo dvéma prichody pfi 16000 w. Ziskany supernatant
jsme odstfedovali pfi 6500 rpm a 4°C po dobu 30 minut. Vznikly supernatant jsme
uschovali a sediment resuspendovali ve 3 ml 50 mM Tris-HCI (pH 8). Cely postup
rozbijeni jsme zopakovali a vznikly supernatant jsme spojili s prvnim. Odebrali jsme
vzorek pro stanoveni bilkoviny a zbytek rozplnili do eppendorfek a zamrazili na -
150°C.

3.2.3 Stanoveni bilkoviny

Ke stanoveni bilkoviny jsme pouzili komercni sadu Bicinchonic Acid Protein
Assay Kit. Pro sestaveni kalibraéni kfivky jsme zméfili 6 koncentraci. Jako standard
jsme pouzili hovézi sérovy albumin (BSA) v koncentraci 1 mg/ml v roztoku 0,9%
chloridu sodného a 0,05% azidu sodného. Cinidlo je tvofeno 50 dily roztoku
bicinchoninové kyseliny a 1 dilem 4% roztoku siranu médnatého. Podle nasledujici
tabulky jsme pfipravili vzorky pro kalibraci, kazdy minimalné dvakrat.
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Tabulka €. 2: SloZeni vzorku pro vytvoreni kalibrani kfivky

Vzorek pro kalibraci | Deionizovana voda Standard Cinidlo
1 50 - 1ml
2 40 pl 10 pl 1 ml
3 30 20 pl 1ml
4 20 pl 30 pl 1 ml
5 10 pl 40 pl 1ml
6 - 50 1ml

Pro stanoveni bilkoviny ve sledovaném vzorku jsme automatickou pipetou
odebrali 10pl vzorku a 40 pl deionizované vody do oznacené eppendorfky, opét
minimalné dvakrat. Stejné jako u kalibracnich roztokd jsme po pfidani Cinidla nechali
roztok inkubovat 30 minut pfi 37°C. Po ochlazeni nasledovalo proméreni vSech
vzorkl na spektrofotometru pfi vinové délce 562 nm. Pouzity spektrofometr podle
zméfenych absorbanci kalibraéni fady vypocital kalibraéni parametry a a b z
kalibra€ni pfimky zavislosti absorbance na koncentraci ve tvaru:

y=ax+bhb

Dosazenim naméfrenych absorbanci vzorkdl (hodnoty y) do dané rovnice jsme

vypocitali koncentraci bilkoviny ve zkoumanych vzorcich (hodnoty x). Pro dalSi

zpracovani jsme pouzili takovy objem vzork(, aby obsahoval 100 ug bilkoviny.

3.2.4 Dvourozmérna gelova elektroforéza
Separace proteinl v gradientnim polyakrylamidovém gelu probiha za

pfitomnosti SDS s pouzitim PDA jako zesitovace.

3.2.4.1 Pasivni in-gel rehydratace a izoelektricka fokusace
Do mikrozkumavek jsme odebrali objem vzorku odpovidajici 100 pg bilkoviny a
doplnili do 350 pl smési roztoku RTS-D a IPG pufru pH 3-10. Do rehydratacni misky
s vySe uvedenym roztokem jsme vlozili IPG-prouzek, zalili parafinovym olejem,
prikryli vikem a nechali rehydratovat pfes noc (asi 16 hodin) pfi laboratorni teploté.
Nasledujici den jsme na IPG-prouzky o délce 18 cm poloZili prouzky mirné

navlhéeného IEF-filtracniho papiru a pfes né pfiloZili elektrody pfistroje. Izoelektricka
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fokusace probihala pfi 20°C. Po ukon&eni jsme prouzky uloZili do zkumavek a

zamrazili na -80°C

3.2.4.2 Priprava polyakrylamidovych gelt

K pfipravé gelu s linearnim gradientem koncentrace akrylamidu jsme pfiprauvili

v v

Tabulka €. 3: Slozeni lehkého a téZkého roztoku pro pfipravu gradientniho gelu

9% lehky roztok 16% téZky roztok
Roztok akrylamidu s PDA 55,1 ml 108,5 ml
Tris-HCI pH 8, 8 48,4 mi 48,4 ml
Deionizovana voda 87,8 mi 34,5 mi
5% thiosiran sodny 0,945 ml 0,945 ml

Do nalévaci komory jsme polozili sklenénou vnéjSi desku, tésné podél bocnich
stén komory i desky vymezovace tloustky geld. Mezi né jsme vloZili pomocnou
destiCku a poté jsme pfilozili dalSi kratSi sklenénou desku. Na povrch této soustavy
jsme polozili separacni folii. Postup jsme opakovali jesté pétkrat, tak abychom
v komofe mohli pfipravit Sest gelu nardz. Pomoci gradientni michacky jsme mezi
upevnéna skla nalili oba gelové roztoky, ke kazdému jsme pfidali 0,65 ml roztoku
persiranu a 65 pl TEMEDu a rychle promichali. V horni ¢asti gelu je koncentrace
Gradientni roztok gelu jsme pfevrstvili vodou saturovanym butanolem a nechali

hodinu polymerovat. Poté jsme butanol odsali.

3.2.4.3 Ekvilibrace IPG-prouzku

Rozmrazené fokusované IPG-prouzky jsme ponofili do ekvilibraéniho roztoku
s DTT a 15 minut protfepavali. Roztok jsme slili a vyménili za ekvilibracni roztok
s pfidavkem iodoacetamidu a 1% roztoku bromfenolové modfi (indika¢ni barvivo). Po

15 minutach tfepani jsme prouzky oplachli deionizovanou vodou.

3.2.4.4 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
Ekvilibrované IPG-prouzky jsme umistili na horni ¢ast polymerovanych gell
mezi kryci skla a pfevrstvili 1 ml pfedem pfipraveného roztoku agardzy zahfatého asi
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na 70°C. Po zchladnuti je jiz kazdy IPG-prouzek pevné ukotven na
polyakrylamidovém gelu a soustava je pfipravena na vlastni elektroforézu.

Takto pfipravené gely jsme upevnili do drzakl pristroje PROTEAN Il Multi-Cell.
VnéjSi nadobu pfistroje jsme z €asti naplnili dolnim pufem a odstranili pfipadné
bubliny z gelt. Teplotu jsme udrzovali na 15°C pomoci pfipojeného termostatu.
Pomoci pfipevnénych svorek jsme gely pfipojili k chladicimu jadru. Nadobu jsme
doplnili pufrem a pfistroj na ELFO pfipojili na programovatelny zdroj elektrického
napéti. Po nastaveni podminek pribéhu (Tab. 4) jsme spustili proces separace

proteint. Ten byl ukon&en po vyplaveni bromfenolové modfi z geld.

Tabulka €. 4: Podminky prubé&hu elektroforézy

elektricky proud elektrické napéti prikon doba trvani
1. faze 5 mA/gel 500V 100W 1 hod 30 minut
2. faze 40 mA/gel 500 V 100W 5 hod

Po ukonceni ELFO jsme slili pufr a vyjmuli skla s gely. Gely jsme opatrné

oddélili od skel a vloZili do vaniCek s transfer pufrem.

3.2.5 Blotovani

PVDF membrany a filtraCni papiry jsme nastfihali do velikosti
polyakrylamidového gelu. Membrany jsme minutu promyvali v metanolu a potom 20
minut v transfer pufru. Polyakrylamidovy gel se plsobeni transfer pufru vystavi po
dobu 10 minut.

Sestavili jsme blotovaci jednotku, jednotlivé vrstvy jsme pokladali na sebe
v pofadi: transfer pufrem navlhéena porézni podlozka, navihéeny filtracni papir,
polyakrylamidovy gel, PVDF membrana, navih&eny filtracni papir, navihéena porézni
podlozka. Mezi vrstvami nesmi byt bubliny, proto se vzduch v pribéhu sestavovani
vytlacCuje rolujici zkumavkou. Po uzavieni drZiCe gelu jsme blotovaci jednotku umistili
mezi vodici listy do nadoby z poloviny napInéné transfer pufrem. Najednou se daji
blotovat 3 jednotky. Tento systém pro blotovani jsme napojili na zdroj napéti.
Transfer proteini bézi pres noc pfi 30 V a 0,1 A. Nasledujici den rano po dobu 1

hodiny pfi 60 V a 0, 3 A. Po dokoncCeni elektroblotu, jsme pfistroj vypnuli a odpajili.
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Poté jsme opatrné vyjmuli gely i membrany a vlozZili je do vani¢ek s destilovanou

vodou, ususili a do zahajeni blotovani uchovavali pfi 4°C.

3.2.6 Imnodetekce

Membrany jsme po dobu jedné minuty aktivovali v metanolu, potom jsme je na
10 minut ponofili do TBS za stalého kyvani. VeSkera manipulace s membranami
probihala za pomoci pinzety. K zablokovani nespecifickych vazebnych mist jsme
membranu hodinu promyvali ve 100 ml 4% roztoku mléka v TBST 0,1%. Poté jsme
membranu tfikrat po 5 minutach promyli v TBST 0,1%. Takto pfipravenou PVDF
membranu jsme nechali pfes noc inkubovat s pfipravenym rozmrazenym mysSim
sérem, tedy roztokem primarni protilatky v fedéni 1:100 ve 4% roztoku mléka v TBST
0,1%. Inkubace probihala v hybridizéru pfi 30°C. Pouzili jsme séra kontrolni a imunni
odebrana po 24 a 48 hodinach od inkubace.

Nasledujici den jsme membrany Sestkrat po dobu 5 minut promyvali TBST
0,05% v hybridizéru pfi 30°C. Po zbaveni membrany pfebytku primarni protilatky
jsme opét blokovali tvorbu nespecifickych vazeb pusobenim 4% mléka v TBST 0,1%
dvakrat 10 minut. Dale byla membrana inkubovana s roztokem sekundarni protilatky
v 5% mléku v TBST 0,1% po dobu 45 minut, fedéni 1:1000. Jako sekundarni
protilatku jsme pouzili polyklonalni kozi imunoglobuliny proti mysSim protilatkam,
konjugované s kifenovou peroxidazou, které reaguji se vsemi podtfidami mysiho IgG,
mysim IgA a mysim IgM.

Nasledovalo dukladné promyti TBST 0,05%, Sestkrat po dobu 9 minut. Pfed
aplikaci chemiluminiscencniho kitu (ECL) jsme membranu 5 minut proplachovali

v TBS a na zavér omyli vodou.

3.2.6.1 Detekce ECL

30 minut pfed dokon€enim promyvani, jsme smichali na 1 membranu 8 ml
roztoku A a 80 pl roztoku B. Aktivovany ECL kit jsme aplikovali na membranu a
nechali minutu pasobit. Membranu jsme osusili a viozili do kazety. V temné komofe
jsme do kazety vlozZili autoradiograficky film, na ktery se tak zachyti emise zareni
v misté navazani protilatky. Filmy je dale potfeba vyvolat ponofenim do vyvojky a do

ustalovace, oplachnout a ususit.
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3.2.7 Srovnavaci analyza

Filmy jsme nejprve naskenovali, ulozili do spravného formatu a poté prevedli do
programu pro srovnavaci analyzu ImageMaster 2D Platinum. Zde jsme filmy dale
upravovali. Pro spusténi automatické analyzy vSak bylo pozadi stale pfili§ intenzivni,
proto jsme porovnavali vyskyt jednotlivych proteina i pfimo, bez asistence vypocetni
techniky. Hledali jsme proteiny, které by reagovaly pouze s imunnimi séry a ne

s kontrolnimi.
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4 Vysledky

Vramci predkladané prace byla provedena detekce vzniku specifickych
protilatek reagujicich na infekci F. tularensis v Casné fazi infekce. Zvolili jsme 24 a 48
hodinovy interval pro odbér séra infikovanych mysSi BALB/c. Séry jsme promyvali
celobunécény lyzat F. tularensis a hledali proteiny, na které by reagovala pouze
imunizovana séra. Vizualizaci jsme provedli chemiluminiscencné na fotograficky film.

Celkem jsme realizovali Sest nezavislych pokusl a ziskali tak Sest filmu
zobrazujicich imunoreaktivitu sér mysSi infikovanych 24 hodin, Sest filma
zachycujicich protilatkovou produkci v mySim séru 48 hodin po infekci a Sest
kontrolnich filma.

Srovnavaci analyzu jsme provadéli na specializovaném softwaru ImageMaster
2D Platinum. Ten je vSak primarné ureny pro analyzu geld, nikoli filmd. Nase filmy
byly zatizeny vyznamnym pozadim, které program nedokazal eliminovat a nebyl
schopen provést poloautomatické hodnoceni. Srovnavaci analyzu jsme tedy
provadéli pfimo, bez asistence vypocetni techniky. Tento postup se ukazal jako
pomérné naro¢ny, zejména z davodu postupného tmavnuti filmu na svétle. Nakonec
tedy byla k analyze pouzita kombinace obou postupl za kontinualniho srovnavani
vysledkld. Vzhledem k tomu, Ze naSim cilem bylo zjistit, zda existuje velmi ¢asna
protilatkova odpovéd na intracelularni bakterii F. tularensis, hledali jsme pouze
proteiny, které by tuto odpovéd vyvolaly u vSech infikovanych mysi a u Zzadné zdravé.
Proteiny, které se nevyskytovaly na vSech Citelnych filmech daného intervalu jsme
vyfadili. Vyfazeny byly samoziejmé i proteiny, které se vyskytovaly byt na jedné ze
Sesti kontrol. PoCet padvodné detekovanych proteinG se tak vyznamné snizil a to na
tfi. VSechny ftfi proteiny indukovaly tvorbu protilatek jiz 24 hodin po infekci F.
tularensis a v séru jsme je detekovali i po 48 hodinach od infekce.

Citelnym segmentem filmu myslime takovy, na kterém prokazatelné probéhla
kompletni imunodetekce, tzn. jsou zde viditelné okolni proteiny €i jejich izoformy.
Pokud je tedy na filmu segment Cisté bily ¢i naopak velice tmavy, stal se
nehodnotitelnym a byl tak z analyzy daného proteinu vyrazen.

Protoze jsme méli k dispozici proteinovou mapu vakcinacniho kmene F.
tularensis LVS, provedli jsme pfedbéznou identifikaci za pomoci srovnavaci analyzy

s touto mapou. Oba kmeny, F. tularensis LVS i F. tularensis FSC200, patfi do
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poddruhu F. tularensis holarctica a na genové i proteomoveé urovni se liSi jen velmi
malo. Srovnanim blotd s elektroforetickou 2D mapou jsme zjistili, Ze se
pravdépodobné jedna o proteiny uvedené v tabulce & 5. Cisla byla proteinim
pridélena prfed vznikem celosvétové databaze proteint F. tularensis holarctica LVS
Sloupec ,Shoda“ uréuje miru sekvenéni homologie s proteiny z databaze proteina F.

tularensis holarctica LVS.

Tabulka €. 5: Proteiny indukujici tvorbu protilatek 24 a 48 hodin po infekci

Cislo proteinu | Shoda | Cislo v databazi' | Nazev proteinu Popis
izoforma isocitrat »house keeping®
NP_273960 62% FTL_0588 .
dehydrogenazy protein
ATP vazajici _
potencionalni faktor
NP_298764 88% FTL_1229 kazetovy _
virulence
transportér

ATPaza podilejici

»house keeping®
ZP 00111180 30% FTL 0428 se na déleni

protein

chromozomt

T pristupové &islo proteinu v mezinarodni databazi (NCBInr)

Detekovali jsme tedy pfitomnost tfi specifickych protilatek. Ostatni proteiny
oznacené na filmech slouZily jako znacky pro orientaci pfi srovnavaci analyze. Kazdy
gel je totiz originalni a nelze je pouze pfilozit na sebe. Je potfeba pocitat s mirnymi

odchylkami v umisténi identickych proteint na vice gelech a nasledné filmech.
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5 Diskuze

Nase studie vychazi z praci, ve kterych byla prokazana ucast B lymfocytl
v Casné fazi imunitni reakce na infekci intracelularni bakterii F. tularensis. Autofi
nékterych publikaci pfedpokladaji, ze zasadni je produkce cytokini B lymfocyty,
nikoli specifickych protilatek (Culkin a kol., 1997; Elkins a kol., 1999). Autofi jiné
studie vSak popsali vysSi odolnost mysi s deficitem B lymfocytl, kterym bylo pfedem
aplikovano imunni sérum, proti primarni infekci F. tularensis, oproti mysSim, kterym
imunni sérum podano nebylo (Stenmark a kol., 2003). Studie publikované v posledni
dobé ukazuji, Ze specifické protilatky maji v obranné reakci hostitele na primarni
infekci své misto.

Vzhledem k tomu, Ze vzestup protilatek po infekci F. tularensis je patrny jiz
prvni den (Pohanka, 2007), zvazovali jsme, jestli neexistuje souvislost s praci, ktera
popisuje schopnost F. tularensis pfimo interagovat s B lymfocyty (KroCova a kol.,
2008). Pohankova studie vSak prokazuje pouze vzestup celkového mnozstvi
plasmatickych protilatek, nikoliv jejich reaktivitu s F. tularensis. V naSi praci jsme
chtéli ovéfit hypotézu, zda ve velmi Casné fazi po infekci F. tularensis dochazi
k produkci specifickych protilatek tak, jak jiz bylo prokazano po infekci virem influenza
A. Ve studii kalifornského tymu z roku 2006 byly mySim BALB/c po infekci virem
odebrany B lymfocyty a byla sledovana produkce specifickych protilatek, ktera byla
jiz po 48 hodinach od infekce vyznamna (Coro a kol., 2006).

Takto rychlou produkci protilatek jsou schopny zabezpecit B lymfocyty subsetu
B1l. Subset B2 k tvorbé protilatek vyzaduje druhy signal od T lymfocytd a jejich
produkce proto probiha sdel§im <&asovym odstupem. OvSem dosud se
predpokladalo, ze B1 B lymfocyty produkuji pouze pfirozené protilatky, jejichz vétSinu
tvofi izotyp IgM (Krejsek a Kopecky, 2004b; Krejsek a Kopecky, 2004a). Proti
pfedpokladu, ze B1 B lymfocyty produkuji jen pfirozené protilatky, se stavi jiz
zminéna prace zroku 2006, kde Coro a kol. stanovovali i podil IgM v celkovém
objemu Casnych specifickych protilatek proti viru influenzy A a ten byl velice nizky.
Kromé pouzité kontroly (B lymfocytld z neinfikovanych mysi), tak vyloudili podil
pfirozenych protilatek i touto cestou. Pokud by tedy B1 B lymfocyty byly schopny i
produkce dalSich nizkoafinitnich protilatek, vysvétlovalo by to vzestup protilatek jiz

velmi ¢asné po infekci F. tularensis v Pohankoveé praci z roku 2007.
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Pokusili jsme se proto zjistit, jestli béhem prvnich 48 hodin po infekci F.
tularensis dochazi k produkci specifickych protilatek. Pro odliSeni od pfirozenych
protilatek byla jako kontrolni pouzita séra zdravych neinfikovanych mysi. Hlavni
lokalizaci subsetu B1 B lymfocytu je peritonealni dutina, proto jsme v nasi studii mysi
infikovali intraperitonealné, aby byla protilatkova odpovéd dostatecné intenzivni pro
nami zvoleny zplsob detekce.

Hledali jsme tzv. na thymu nezavislé antigeny (TI) F. tularensis, které by pfimo
indukovaly proliferaci a diferenciaci B lymfocytd. Tyto TI-1 antigeny maji na B
lymfocyty mitogenni efekt a stimuluji polyklonalni aktivaci vSech B lymfocytl, jak
zralych tak nezralych. Typickym pfikladem takového antigenu je lipopolysacharid,
ovSem patfi sem i bakterialni polysacharidy a polymerni formy bilkovin.

Kromé TI-1 antigennich struktur existuje jesté druha skupina na T lymfocytech
nezavislych antigend TI-2, na které B1 B lymfocyty reaguji produkci pfirozenych
protilatek. Jedna se o polymerni proteiny, €i bakterialni kapsularni polysacharidy
slozené z mnohokrat opakovanych monomernich jednotek. Tvorba protilatek proti TI-
2 je velmi dulezita, uplatiiuje se pfi infekci vyznamnych patogenu, jako jsou napf.
opouzdiené mikroorganismy zrodu Haemophilus ¢i Streptoccocus (Krejsek a
Kopecky, 2004b).

My jsme se zaméfili na hledani struktur TI-1 F. tularensis, které by indukovaly
tvorbu specifickych protilatek béhem prvnich 48 hodin po infekci. Nabizel se postup,
kdy bychom infikovanym mysSim odebrali séra, jejich proteinovou slozku bychom
podrobili separaci na 2D elektroforéze a za pomoci imunodetekce bychom zjistili, zda
je vinfikovanych sérech vice proteinu reagujicich s celobunéCnym lyzatem F.
tularensis nez v sérech kontrolnich. Z technickych divodi jsme tento postup museli
zménit. Problém byl zejména v provedeni separace sérovych proteinu, kterych je
mnoho a vznikla proteinova mapa by byla znacné neprehledna.

Proto jsme zvolili opaény postup, kdy jsme na elektroforéze separovali bunéény
lyzat F. tularensis a ten imunodetekovali za pomoci sér infikovanych mysi a
kontrolnich sér mysi neinfikovanych. Séra jsme odebrali po 24 a 48 hodinach od
infekce. Aby vysledky lépe odpovidaly obrazu realné infekce, pouzili jsme plné
virulentni kmen F. tularensis holarctica FSC 200. K vizualizaci detekovanych protein(
jsme pouzili chemiluminiscenéni kit a srovnavaci analyza tak probihala na

fotografickych filmech.
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VySe popsanym zplsobem byly nalezeny tfi imunoreaktivni proteiny. Jedna se
o proteiny, které se vyskytovaly na vSech Citelnych filmech a na zadném ze 6
kontrolnich. Podobnych proteinl je pravdépodobné vic, avdak v naSem experimentu
jsme se zameérili pfedevSim na potvrzeni Ci vylouCeni teorie o produkci protilatek
v Casné fazi imunitni odpovédi na infekci F. tularensis. Proto jsme hledali proteiny,
které by reagovaly jednoznacné pouze s infikovanymi séry.

Tyto tfi proteiny jsme pfedbé&zné identifikovali za pomoci srovnavaci analyzy.
K dispozici jsme méli pouze proteinovou mapu vakcinacniho kmene F. tularensis
(LVS) a identifikace tak byla spiSe orientaéni.

Nalezeny protein ZP_00111180 z 30% odpovida FTL_0428 (ATPaza podilejici
se na déleni chromozomdu). Protein NP_273960 odpovida FTL_0588, tedy isocitrat
dehydrogenaze z62%. Nizka mira sekvenéni homologie nemusi znamenat, Ze
realna podobnost funkce proteind je mala. Shodny uUsek mulze predstavovat
konzervovanou proteinovou doménu Ci domény, které jsou typické pro urcitou
funkéni skupinu proteintd. VySe uvedené proteiny povazujeme za tzv. ,house-
keeping“ proteiny. Ty vykonavaji funkce v zajisténi nezbytnych substratd pro
zachovani zivotnich funkci a bakterialni proliferaci.

Treti antigen, tedy ATP-vazajici kazetovy pfenase¢ NP_298764 je v souCasné
dobé povaZzovan za potencialni faktor virulence. Mira sekvencni homologie
SFTL_1229 je signifikantni, &ini 88%. Prfedpoklada se, Ze hraje kliCovou roli
v ziskavani nutri€nich substratl, regulaci ristu, transportu intracelularnich signalnich
peptidi Ci zprostfedkovava rezistenci k defenzinim hostitelll a toxickym peptidim
(Macela a kol., 2006).

Zminéné ,house-keeping“ proteiny mohou tvofit soucast proteomu vice bakterii,
ne pouze F. tularensis. Mohlo by se tedy jednat o pan-bakterialni antigeny a nase
studie by tak ziskala obecnéjSi charakter. Mohla by popisovat obecny fenomén
schopnosti intracelularnich bakterii indukovat velmi ¢asnou protilatkovou odpovéd.

VySe uvedené informace o konkrétnich proteinech je potfeba ovéfit ve studii
zameéfené pfimo na tuto problematiku. Otazka jednoznacné identifikace a
kvantifikace proteinu tak bude feSena v dalSi praci, nejlépe s pouzitim hmotnostni
spektrometrie Ci porovnavanim s proteinovou mapou virulentni F. tularensis

holarctica.
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Pokud bychom nalezené proteiny povazovali za antigeny nezavislé na thymu, je
pravdépodobné, Ze podobnych struktur bude mit F. tularensis vice, zejména
charakteru polysacharidd a lipopolysacharidd. Ty v8ak nemohly byt vramci této
studie detekovany, protoze 2D ELFO umoznuje pouze separaci proteinovych
struktur. Ani proteinové antigeny nemohly byt zachyceny vSechny zejména z davodu
denaturace proteinl pfed provedenim 2D ELFO.

Casna syntéza protilatek proti F. tularensis je nepfimym dikazem pro zapojeni
B lymfocytu do velmi €asné imunitni reakce pfi infekci intracelularnimi patogeny.
Pritomnost specifickych protilatek jiz po 24 hodinach svédCi proti zapojeni T
lymfocytl, protoze syntéza protilatek iniciovana T lymfocyty probiha s delSi ¢asovou
prodlevou. Vysledky nasi studie jsou proto v souladu s pracemi KroCové a Pohanky,
které dava do souvislosti. Neni v rozporu s vysledky studii prokazujicimi vyznamny
vliv cytokinl produkovanych B lymfocyty v Casné fazi infekce F. tularensis, kde
problematika ¢asné produkce specifickych protilatek pfimo zkoumana nebyla (Elkins
a kol., 1993; Culkin a kol., 1997). Existence protilatek reagujicich s proteinovymi
strukturami F. tularensis v Casné fazi infekce potvrzuje moznost pfimé interakce
antigent F. tularensis s B lymfocyty a jejich stimulace k produkci nizkoafinitnich
protilatek. Jednalo by se tak o dosud nepopsany zpusob aktivace B lymfocytl
bakterii F. tularensis.

Limitaci naSi prace je vizualni zpusob vyhodnoceni ziskanych vysledkda.
V budoucnosti bude pravdépodobné mozné zpresnit vysledky této studie vyuzitim
pokrocilejSi vypocetni techniky, ktera je v8ak v porovnani s vizualnim hodnocenim
zatim zatizena velkou mirou nepfesnosti. Prosté vyhodnocovani pohledem
nedovolilo s urcitosti fici, kolik proteini se podili na popisovanych reakcich B
lymfocytl, avSak dovolilo s velkou davkou pravdépodobnosti potvrdit nas predpoklad,
Ze zminéné interakce existuji a nasSe prace tak muze slouzit k podporeni dalSiho
vyzkumu v tomto sméru.

K upfesnéni vysledkl této studie bude vhodné definovat typ protilatek, které
takto Casné reaguji, protoze my jsme pro detekci pouzili polyvalentni sekundarni
protilatku a nejsme tedy schopni urcit o jakou tfidu, pfipadné podtfidu imunoglobulin(
se jedna. Vychazime-li ze studie s virem influenzy A, je mozné pfedpokladat, Zze se
nebude jednat o IgM (Coro a kol., 2006). Dale bude potiebné specifikovat

subpopulaci B lymfocytd zodpovédnych za syntézu téchto protilatek. Dulezité je
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posouzeni ucCasti B1 subsetu, ktery neni schopen somatickych mutaci zvySujicich
afinitu protilatky vacéi antigenu a jim tvofené protilatky se nepodili na vzniku
dlouhodobé imunity. To mize byt vyznamné zejména pfi pfipravé subjednotkové
oCkovaci latky proti F. tularensis, pro jejiz sestaveni jsou podobné antigeny
nevyuzitelné.

DalSi limitace vyplyva ze zvoleného intraperitonealniho zplsobu infekce
pokusnych mysSi, u kterého pFfedpokladame nejvétsSi schopnost vyvolani Casné
imunitni reakce, ale ktery zaroven neodpovida zadné s pfirozenych cest vstupu F.

tularensis.
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6 Zaver

Cilem predkladané diplomové prace bylo zjistit, zda muze infekce intracelularni
bakterie F. tularensis v napadeném organismu vyvolat kromé reakci buné&cné imunity
i velmi ¢asnou produkci specifickych protilatek. Pokusy jsme provadéli na mysich,
kterym bylo odebrano sérum 24 a 48 hodin od infekce. Séra byla pouzita jako
primarni protilatky pfi imunodetekci 2D mapy celobunécného lyzatu F. tularensis.
Zviditelnéni vazby protilatek ze séra na proteiny F. tularensis probéhlo
chemiluminiscenc¢né.

Timto postupem se nam podafilo zjistit, Ze k produkci specifickych protilatek
doslo jiz 24 hodin po infekci. Dale jsme nasli proteinové struktury, které syntézu
protilatek spustily. Jejich pfedbéznou identifikaci jsme zjistili, Ze se pravdépodobné
jedna o proteiny, které nejsou soucasti pouze proteomu F. tularensis. Podobné by
tedy mohly B lymfocyty reagovat i na jiné bakterie.

V kazdém pfipadé je tvorba specifickych protilatek ve velmi ¢asné fazi infekce
F. tularensis zajimavym tématem pro dalSi vyzkum. Zejména objasnéni mechanismu
této interakce by bylo velkym pfinosem. Neméné podstatné bude i posouzeni ucasti
jednotlivych subpopulaci B lymfocytu a ureni podtfidy imunoglobulinG, které se na

reakci podileji.
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