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Abstrakt

Bc. Petra Chmelafova

Néazev diplomové prace: HMGBL1 pfi bakterialnich infekcich
Univerzita Karlova v Praze

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a Iékarskych véd

Cil prace: Stanoveni aktivace genové exprese HMGB1 na urovni mRNA a vyskytu
proteinu vkrvi a v tenkém stfevé pfi bakterialni infekci u infekéniho modelu
gnotobiotického selete. Zhodnoceni prubéhu infekéniho procesu expresi IL-8, IL10,
TNF-a a TLR4 v tenkém stfevé na urovni mRNA a IL-8, IL10 a TNF-a v krvi a stfevnim
vyplachu na arovni proteinu. Vysledné posouzeni HMGB1 jako moZného pozdniho
markeru sepse u prasete.

Metody: 1) Skupiny gnotobiotickych selat — bezmikrobni (kontrola), infikovana
(extracelularni parazit E.coli O55 nebo intracelularni parazit Salmonella enterica
sérovar Typhimurium) a asociovand selata (probioticka E.coli Nissle 1917),
2) stanoveni po¢tu CFU bakterii v krvi a stfevé kultivaci na bakteriologickych pudach,
3) izolace celkové RNA ze stieva kolonkovou metodou, 4) spektrofotometricka
kvantifikace a odhad Cistoty celkové RNA, 5) syntéza cDNA metodou s kombinovanymi
primery (oligo d(T) a ndhodné n-mery), 6) polymerézova fetézova reakce v redlném
¢ase s LNA sondami, 7) normalizace genovych prepist k B-aktinu a jejich relativizace
k primérné hodnoté prepisu genu, 8) stanoveni koncentraci HMGB1 a vybranych
cytokinl v krevni plasmé a ve vyplachu tenkého stfeva metodou ELISA.

x v s

bezmikrobniho selete enteropatogenni E.coli O55, 2) nejvysSi aktivace vétSiny genu
byla v pfipadé S. Typhimurium — vyjimku tvofil IL-10 u E.coli O55, 3) nejvysSi
hodnoty HMGB1 v plasmé byly u E.coli O55, 4) ve stfevnim vyplachu byly vysoké
koncentrace HMGB1 u obou virulentnich bakterii, zatimco u bezmikrobnich selat a
selat asociovanych probiotickou E.coli nebyl HMGB1 nalezen, 5) hodnoty cytokind
v plasmé byly nejvys3i u E.coli O55, ve stievé byly vysoké hodnoty u obou virulentnich
bakterii, 6) exprese mMRNA pro TLR4 ve stfevé byla nejvyssi u selat infikovanych S.
Typhimurium.

Zavery:. Genovy piepis HMGB1 je konstitutivni. HMGB1 se vyskytuje v plasmé pouze
u selat v téZkém septickém stavu a jeho hodnoty koreluji s pfedpokladanou mortalitou
(infekce E.coli O55). Ve stfevé jsou vysoké hladiny HMGB1 vyvolany virulentnimi
bakteriemi. Hodnoty vybranych referencnich cytokind jsou v souladu s dfive
publikovanymi Gdaji a zdravotnim stavem zvifat. HMGB1 u prasete je proto mozno,
stejné jako u jinych Zivo€isnych druhu a ¢lovéka, povazovat za pozdni marker sepse.



Abstract
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Background : Detection of HMGB1 mRNA expression and HMGBL1 at the protein level
in blood and ileum during bacterial infection in gnotobiotic piglet as infection model.
Evaluation of the course of infection with expression IL-8, IL10, TNF-a and TLR4
MRNA in ileum and IL-8, IL10 a TNF-a levels in blood and intestinal washes. Final
assessment of HMGB1 as potential late marker of sepsis in pig.

Methods: 1) The groups of gnotobiotic piglets — germfree (control), infected
(extracellular parasite E.coli O55 or intracellular parasite Salmonella enterica
serogroup Typhimurium) and associated piglets (probiotic E.coli Nissle 1917), 2)
determination of bacterial count as CFU in blood and intestine with cultivation on
bacteriological media, 3) column-based total RNA isolation from intestine, 4)
spectrophotometric RNA quantification and estimation of purity, 5) cDNA synthesis with
combined primers (oligo d(T) and random n-mers), 6) real-time polymerase chain
reaction with LNA probes, 7) real-time PCR data normalization to B-actin and
relativization to mean value of gene transcription, 8) ELISA detection of HMGB1 and
selected cytokines levels in blood plasma and intestine washes.

Results: 1) Activation of HMGB1 gene expression was the lowest in germ-free piglets
infected with enteropathogenic E.coli O55, 2) the highest activation in most genes was
found in case of S. Typhimurium — exception was IL-10 in E.coli O55, 3) the highest
plasma levels of HMGB1 were in group infected with E.coli O55, 4) in both virulent
bacteria HMGBL1 level was elevated in intestine washes, whereas HMGB1 was not
found in germ-free piglets and piglets associated with probiotic E.coli, 5) we found the
highest plasma cytokine levels in case of E.coli O55, cytokine concentrations in
intestine were elevated in both virulent bacteria, 6) mMRNA expression for TLR4 was the
most increased in piglets infected with S. Typhimurium.

Conclusions: Gene transcription of HMGB1 is constitutive. HMGB1 is present in
plasma only in piglets under severe septic condition and levels corelate with expected
mortality (E.coli O55 infection). Increased HMGBL1 levels in intestine caused with
virulent bacteria. Concentrations of selected reference cytokines are in accordance
with recently published data and state of animal health. So it is possible regard HMGB1
as late marker of sepsis in pig as well as other animal species and human.
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1 Uvod a cile prace

High mobility group box 1 (HMGBL1) je vysoce konzervovany ubikvitarni protein,
nachazi se v jadie a cytoplasmé vSech bunék. Zprvu byl popisovan jako nuklearni
protein, ktery nespecificky vaze DNA, usnadriuje interakci DNA s dalSimi proteiny a
ovliviiuje tak genovou expresi. Pozdéji zaCala byt studovana jeho schopnost indukovat
zanétlivou odpovéd a byl zafazen do vrozeného imunitniho systému. MiZze byt uvolnén
pasivné z nekrotickych bunék nebo aktivné ze stimulovanych monocytd, makrofagu a
dendritickych bunék. Prostfednictvim receptord RAGE a TLR puUsobi jako amplifikator
zanétlivé odpovédi. Mimo jiné méa chemotaktické vlastnosti a vyvolava sekreci
prozanétovych faktor(, hlavné TNF-q, IL-1, IL-6, IL-8. Bylo prokazano, Ze je zapojen do
patogeneze septického 3oku, revmatoidni artritidy, aterosklerézy, diseminované
intravaskularni koagulace, roztrouSené sklerézy, malignich a dalSich onemocnéni.
Proto je s velkym zajmem zkoumana inhibice jeho aktivity, ktera byla na zvifecich
modelech (spésna. V klinickych studiich je také nalézana korelace mezi jeho

koncentraci v cirkulaci a Urovni septickych stavi a progn6zou preziti.

Hlavnim cilem této prace bylo provést stanoveni exprese HMGB1 na Urovni
MRNA a proteinu po infekci bakteriemi Salmonell enterica sérovar Typhimurium a
enteropatogenni Escherichia coli O55. Pro srovnani jsme pouZili hodnoty ziskané u
bezmikrobnich selat a po asociaci s probiotickym kmenem Escherichia coli Nissle
1917. Abychom méli pfehled o stimulaci imunitniho systému, sledovali jsme i expresi
IL-8, IL-10 a TNF-a. Pracovali jsme s gnotobiotickym modelem selete. PouZili jsme

metody real-time PCR a ELISA aplikované na gnotobioticky model selete.
Dil¢i cile jsou:

1) urceni po¢tu CFU v krvi a tenkém stfevé gnotobiotickych selat infikovanych S.
Typhimurium nebo E. coli O55 nebo asociovanych E.coli Nissle 1917,

2) stanoveni aktivace genového prepisu HMGB1, TLR4 a cytokinu IL-8, IL-10 a TNF-a
v ileu gnotobiotickych selat infikovanych S. Typhimurium nebo E. coli O55 a
asociovanych E. coli Nissle 1917 a bezmikrobniho selete pomoci real-time PCR,

3) kvantifikace HMGBL1 a cytokinu IL-8, IL-10 a TNF-a ve vzorcich plasmy a vyplachu
tenkého stfeva gnotobiotickych selat infikovanych S. Typhimurium nebo
E. coli O55, asociovanych E. coli Nissle 1917 a bezmikrobniho selete metodou
ELISA.



2 Literarni p fehled

2.1 High-mobility group box 1

HMGB1 (dfive znamy jako HMG-1 nebo amfoterin) patfi do skupiny
nehistonovych proteind, které byly objeveny v roce 1973 pfi analyze chromatinovych
proteinl extrahovanych zteleciho thymu a byly pojmenovany podle své
elektroforetické pohyblivosti v polyakrylamidovém gelu jako high-mobility group (HMG)
proteiny [37].

Proteiny HMG se déli do 3 rodin (HMGA, HMGB a HMGN), vSechny maji
schopnost vazat a ohybat DNA, ale nejsou to transkripéni faktory jako takové. Rodina
HMGB ma 3 ¢leny — HMGB1, HMGB2 a HMGB3 [15]. Zatimco HMGB1 je témér
ubikvitarni, zbylé dva proteiny (HMGB2 a HMGB3) jsou exprimovany (ij. vyjadfeni
genetické informace v primarni strukture mRNA a nasledné vytvoreni proteinu [70])

spiSe v embryonalni fazi Zivota. V dospélé fazi je jejich exprese omezena [67].

Jsou sloZeny ze 3 domén: 2 homologni DNA-vazebné domény (box A a box B)
a kysela C-terminaini doména. Za rozdil mezi jednotlivymi HMGB proteiny je
zodpovédna pravé C-terminalni doména. U HMGB1 je tato doména nejdelSi a u
HMGB3 nejkratsi.

2.1.1 Struktura HMGB1

Jedn& se o maly protein, ktery je sloZzen z 215 aminokyselin [37]. Molekulova
hmotnost tohoto proteinu je pfiblizné 25 kDa, ackoli se pfi elektroforéze (SDS-PAGE)
pohybuje na pozici 30 kDa. Je to zplsobeno tim, Zze obsahuje nezvykly pocet pozitivné

nabitych aminokyselin [12].

A box B box acidic tail
2 79 89 163 186 21|5

Jc

N

fragment with RAGE antagonist activity 150 183
RAGE activating segment

Obr. 1: Struktura HMGB1. DNA-vazebné domény jsou vyznaceny ¢ervené a negativné
nabity C-konec zelené. Modfe vyznacené Useky jsou spojujici segmenty [26].
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Recombinant A box Recombinant B box

1 709 89 a0 176
N ﬁj c N I—_] c
Antagonist fragment _‘Cytok,i_ne-indl_lcing fragment

89 109

Minimal peptide with
cytokine activity

Obr. 2: Rekombinantni boxy A a B [26]

HMGBL1 je velmi hojny (na jednu bunku pfipada v praméru milion molekul) a
evoluéné vysoce konzervovany. U savcu je jeho proteinova sekvence identicka
z2 99 % [67]. Lidsky HMGB1 je kddovan na chromozomu 13q12 [30].

2.1.2 Nuklearni funkce

HMGB1 nespecificky vaZze DNA v malém Zlabku a ohyba ji o 90° a vice. Cilem
je umoznit pfechodnou interakci DNA s dalSimi proteiny, které maji funkci
transkripCnich faktord, jsou to napfiklad receptory steroidnich hormonu, p53, NF-kB
nebo RAG1/2 [113]. HMGBL1 také interaguje s DNA v mistech, kde je jiz ohnuta, jako
naprfiklad po ozéfeni UV [76], po inkorporaci nukleotidovych analogd [56] nebo kvdli
tvorbé kovalentnich aduktu (cisplatina) [41].

Nuklearni lokalizace HMGB1 a jeho afinita k DNA je ovliviovana fosforylaci a
acetylaci lyzinovych zbytk(. Hyperacetylované formy HMGB1 jsou hromadény
v sekrecnich lysozomech a po stimulaci aktivné uvolnény do extracelularniho prostoru,
zatimco jaderné molekuly HMGBL1 jsou hypoacetylované. Pravdépodobné je to tak diky

deacetyldzam v jadre [13].

2.1.3 Extracelularni funkce

Radi se spole¢né& s HSP, hyaluronanem [91] a proteiny S100 [85] do skupiny
molekul oznaCovanych jako alarminy. Alarminy jsou molekuly endogenniho pavodu,
které jsou uvolfiovany v pfipadech jak infekce, tak i sterilniho zanétu (bez pfitomnosti
bakterii). Prostfednictvim receptord PRRs (Pattern Recognition Receptors) jsou
schopny vyvolat imunitni odpovéd. Tato skupina receptord rozeznava i exogenni
nebezpecné vzory (PAMPs - Patogen Associated Molecular Patterns), které spole¢né

s alarminy nazyvame DAMPs (Damage Associated Molecular Patterns) [11].
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HMGB1 se mulZe do extracelularniho prostoru uvolnit bud pasivné pfi
nekroze [90] nebo aktivni sekreci burikami pfirozené imunity (makrofagy, monocyty,
dendritické buriky), které mohou byt stimulovany cytokiny jako napf. IL-1R, TNF-q,
INF-y nebo lipopolysacharidem (LPS) [109].

(a) (b)

Passive release Active secretion

@ Mo or M@ m: k
Ah ,/Actwation

Apoptosis @ Necrosis e 9 >
) ™ o ¢ .
fl_‘—\(j(__.\ Q Y g o @ o Cytosolic
i]?«;éﬁ GL @ o] g .G @ translocation
I-{'"J}{. i "L-. _,HJQ E o0 29
= @ gU @ . ]
0® o
@ Secretion o
@ ©OHmeBI U Y
) B 3
@
i D)
¥

Target cell

Obr. 3: Pasivni (a) a aktivni (b) uvolhovani HMGB1 [26]

Biologicka aktivita HMGBL1:

* zvySuje expresi adhezivnich molekul (ICAM-1, VCAM-1), monocytarniho
chemotaktického proteinu-1 (MCP-1), tkanového aktivatoru plasminogenu (tPA) a
inhibitoru aktivatoru plasminogenu-1 (PAI-1) endotelialnimi burikami [33]

¢ naruSuje bariérovou funkci endotelialni vrstvy [73]

» pusobi jako chemoatraktant pro myeloidni [3] a hladkosvalové buriky [22]

e podporuje prestavbu cytoskeletu a transendotelialni migraci u monocytd,
hladkosvalovych bunék cév a mesoangioblastll — kmenovych bunék na vnéjsi
strané stén velkych cév [22;73;86]

» zvySuje expresi genu pro prozanétové faktory (TNF, IL-1B a IL-8) v neutrofilech [74]

» vyvolavéa sekreci prozanétovych faktord v monocytech a makrofazich (TNF, IL-1a,
IL-1B, IL-1RA, IL-6, IL-8, MIP-1a, MIP-1p) [3], dendritickych (TNF, IL-a, IL-6, IL-8 a
IL-12) [64] a endotelidlnich burikach (TNF a IL-8) [33]
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» stimuluje dendritické bunky k maturaci, pfi€emz zvySuje expresi CD40, CD54,
CD58, CD80 a CD83 [64]

e podporuje Thl polarizaci [64]

» zvySuje proliferaci mesoangioblastu [73]

e oslabuje bariérovou funkci intestinalnich epitelii a zvySuje permeabilitu
enterocytl [89]

» zvySuje imunogenicitu solubilnich i korpuskularnich antigent [87]

2.1.4 Receptory pro HMGB1

Jako prvni receptor vazajici HMGB1 byl objeven RAGE (receptor for advanced
glycation end products), pfiéemz jeho vazebna afinita k HMGB1 je sedmkrat vyS3i nez
k AGEs (advanced glycation end products) [43]. Je to transmembranovy protein a patfi
do rodiny imunoglobulind. Je exprimovan monocyty, makrofagy, také endotelialnimi
burikami, hladkosvalovymi bufkami cév a neurony. Reaguje s Sirokym spektrem
ligandu zahrnujicich kromé& HMGB1 a kone&nych produktl pokroc€ilé glykace (AGES) i
B-amyloid a proteiny S100 [98].

Pravé pfitomnost tohoto receptoru umoznuje prozanétlivé pusobeni HMGB1 na
makrofagy a endotelialni burnky [106]. RAGE zprostfedkovava cytokinovou aktivitu
HMGBJ1. Aktivuje monocyty k sekreci TNF-a a IL-1 [3]. Za normalni situace je RAGE
exprimovan malo, jeho hladina ale roste v mistech, kde se naakumuluji jeho ligandy
(jeho exprese je zvySovana, upregulovana, v pfitomnosti jeho ligandd) [18]. Interakce
mezi HMGB1 a RAGE vyZaduje bazicky Usek mezi B boxem a kyselym koncem, jedn&
se o0 aminokyseliny 150-183 [45]. Box A se chova jako kompetitivni inhibitor HMGBL1,
C0Z znamena, Ze se na receptor vaze, ale nezpusobuje aktivaci a tim tlumi zanétlivou
odpovéd [58].

Dalsi receptory, které mohou vazat HMGBL1, jsou Toll-like receptory (TLR) -
TLR2 a TLR4, exprimované makrofagy [75]. Patfi do skupiny receptori PRRs, které
rozpoznavaji endogenni i exogenni molekuly a aktivuji vrozeny imunitni systém a
propojuji ho s adaptivnim [1]. TLR4 je zndmy i pro svou schopnost rozpoznavani
bakterialniho lipopolysacharidu (LPS) a indukuje tvorbu cytokinu [88]. Interakce TLR4 a
LPS vyZaduje spolupraci proteind CD14 a MD2 (myeloid diferentiation protein), ktery je

vazany na extracelularni doméné TLR4 [17].

Navazani HMGB1 k receptorium RAGE nebo TLR zplsobi aktivaci rdznych
signélnich molekul: NF-kB , ERK1/2, p38 a SAPK/JNK kinaz [43;46;74,75;89].
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Obr. 4: Schéma transdukce signalu [112]

Interakce HMGB1 a TLR4 aktivuje NAD(P)H-oxidazu, ktera katalyzuje tvorbu
reaktivnich sloucenin kysliku (ROS) v neutrofilech, coZ je povaZovano za jeden

z mechanismu poskozeni tkané vlivem vysoké koncentrace HMGBL v cirkulaci [29].

Navic receptory RAGE a TLR mohou spolupracovat pfi vazbé komplex
HMGB1 s nukleovymi kyselinami nebo lipidy. Tato interakce vyvolava zanétlivou reakci
ni¢ici tkané [103].
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Obr. 5: Schéma interakce HMGB1/RAGE a kompexu HMGB1+lipid nebo
DNA/TLR [84]

2.1.5 Kinetika uvol novani HMGB1

PFi experimentech in vitro vykazoval protein HMGB1 zpozdéné uvolfiovani
z makrofagu oproti TNF-a a IL-1B, které jsou secernovany béhem nékolika minut po
stimulaci. HMGBL1 byl detekovatelny az 8 hodin po stimulaci primarné peritonealnich

mysich makrofagl nebo lidskych monocytl z periferni krve.

In vivo studie sledujici kinetiku sérové hladiny HMGB1 pomoci mySiho modelu
peritonitidy (ligace slepého stfeva a jeho nasledna perforace) nebo endotoxémie
(aplikace endotoxinu) opét zjistili, Ze protein HMGBL1 je uvolfiovan mnohem pozdéji nez
TNF-a a INF-y. HMGB1 byl v séru prokazatelny od 8 hodin po aplikaci endotoxinu —
LPS (LDsp), dale jeho hladina stoupala az do faze plato (16-32 hodin po stimulaci).
HMGB1 byl tedy oznacen jako pozdni mediator endotoxinoveé letality. Vzestup sérové

hladiny HMGBL1 je soubéZny s poCatkem Uhynu pokusnych zvifat [109].
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Obr. 6: Kinetika ¢asnych a pozdnich mediatoru letalniho systémového zanétu [110]

V Klinickych studiich byli pozorovani pacienti se sepsi a organovou dysfunkci
laktatova acidéza, diseminovana intravaskularni

zpusobenou sepsi (hypotenze,
koagulace, hypoxémie nebo pokles moceni). Hladina HMGBL1 v jejich sérech byla

znac¢né zvySena oproti kontrolni skupingé. U pacientd, ktefi nasledné onemocnéni
podlehli, byly hladiny nejvy8Si. Navic hladina HMGB1 koreluje s mirou organove
Dale byly zvySené hladiny HMGB1 pozorovany bé&hem

dysfunkce [36;109].
hemorhagického Soku [71] a revmatoidni artritidy [101].

Inhibice HMGB1
Farmakologicka inhibice HMGB1 je mozZna na dvou urovnich — sekrece HMGB1
a jeho cytokinové pasobeni. Sekreci HMGBL i jinych mediatort zanétu inhibuje ethyl

pyruvat, ktery plsobi na signalizatni cestu NF-kB a sniZuje tak hladinu cirkulujiciho
DalSi inhibitory jsou agonisté a7-nikotinového acetylcholinového

2.1.6

HMGB1 [39].

receptoru (acetylcholin, nikotin) [110] a stearoyl lysofosfatidylcholin [19]. Neutraliza¢ni
strategie vyuZziva protilatky anti-HMGB1 nebo kompetitivniho antagonistu HMGBL1 - A
box. Tyto inhibitory blokuji schopnost HMGB1 vézat se na povrchové receptory a rusi

jeho cytokinovou aktivitu [59;109].
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Obr. 7: Schematické znazornéni experimentalnich metod terapie vyuzivajicich inhibici
HMGBL1 [62]

Aplikace inhibitord mdze zabranit rozvoji sepse, mnohocetného organového
selhani a dhynu pokusnych zvifat na nasledky téchto stava [109]. Déle nékolik
experimentd s inhibitory HMGB1 potvrdilo, Ze mohou zamezit rozvoji zanétlivych

onemocnéni jako je napfiklad revmatoidni artritida [2;53;101].
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2.2 Cytokiny

Cytokiny jsou polypeptidy, proteiny nebo glykoproteiny s regulaéni a informacni
funkci. Jsou secernovany T-lymfocyty, makrofagy a dalSimi burikami. PUsobi vétSinou
parakrinné (tzn. na okolni burnky) a autokrinné (na samotnou produkujici bunku),
vyjimecné endokrinné (jako hormony). Jejich Gcinek je pleiotropni (jeden cytokin ma
vice efektl), redundantni (vice cytokini ma stejny uc€inek) a nékdy téZ antagonisticky
(jeden cytokin inhibuje jin€). Podileji se na regulaci imunitni odpovédi, krvetvorby,
ovliviuji nervovy systém a obnovu tkani. Jejich G¢inky jsou vzajemné sloZité provazany
a klasifikace do skupin neni jednotna. Radi se sem napfiklad hemopoetické rastové
faktory neboli kolonie stimulujici faktory (CSF), interleukiny (IL), lymfokiny, monokiny,

faktor nekrotizujici nadory (TNF), chemokiny a interferony (IFN) [54].

Pro nés jsou zajimavé cytokiny IL-8, IL-10 a TNF-a.

2.2.1 Interleukin-8

Patfi mezi chemokiny. Zdrojem IL-8 jsou aktivované monocyty, dale makrofagy,
eozinofily, epitelialni buriky, keratinocyty, melanocyty, hepatocyty, chondrocyty a

fibroblasty.

Receptor pro tento cytokin byl oznaen jako CD128. Hojné se vyskytuje na
neutrofilech a o néco méné na T lymfocytech. Na tyto a na ostatni migrujici buriky
imunitniho systému plsobi IL-8 jako chemoatraktant. Inhibuje adhezi leukocytll na

endotel, takZze ma protizanétlivou aktivitu, a podporuje angiogenezi [47].

2.2.2 Interleukin-10

U Clovéka je secernovan aktivovanymi Th lymfocyty. Receptor pro tento cytokin
(CDw210) je strukturné podobny receptoru pro interferon. IL-10 inhibuje prezentaci
antigenu a syntézu prozanétlivych cytokint (napfiklad IFN-y, IL-2, TNF- — cytokiny Th
lymfocytd a IL-1, IL-6 a TNF-a — cytokiny makrofagl). Vysledny efekt je tedy

-----

kostimula¢né na proliferaci mastocytl a perifernich lymfocytu [47].

18



2.2.3 Faktor nekrotizujici nadory a

Je produkovan mnoha burikami: makrofagy, monocyty, neutrofily, T lymfocyty,
NK-bufikami (a to po stimulaci bakteridlnim LPS), déle astrocyty, mikrogliemi,
fibroblasty, hladkosvalovymi burikami. Jeho syntéza je indukovana interferony, IL-2,
GM-CSF, substanci P, imunokomplexy. Inhibitory produkce jsou mimo jiné IL-6, TGF-j3,

vitamin D3, prostaglandin E,.
Vaze se na 2 receptory:

e TNFR1 (TNF receptor 1), oznacovaného také p55, TNFRSF1A (TNF receptor
superfamily member 1A), CD120a

e TNFR2 (TNF receptor 2) neboli TNFRSF1B (TNF receptor superfamily member
1B), CD120b

Receptory pro TNF-a jsou exprimovany na vSech somatickych burikach kromé

erytrocyta.

Je oznacovan jako kachektin. Ma prozanétovy a antitumorovy efekt, plsobi
cytotoxicky, spousti proces apoptozy, stimuluje produkci cytokind a adheznich protein(
a je endogennim pyrogenem. Je zodpovédny za téZké nasledky Gram-negativni sepse.
Dédle méa vliv na angiogenezi, krevni srazlivost, kostni resorpci, metabolismus
lipidd [47].

2.3 Adhezivni molekuly

v v 7

Jednd se o molekuly bunééného povrchu, které umoznuji adhezi (pfilnuti)
bunék navzajem nebo k mezibunéné hmoté. Navic zprostfedkovavaji bunécnou
komunikaci a maji regula¢ni funkci. Déli se na integriny, selektiny, adhezivni molekuly

z rodiny imunoglobulind, kadheriny a dalSi, jako je napfiklad rodina molekul CD44.

Endotelidlni adhezivni molekuly ICAM-1 (Inter-Cellular Adhesion Molecule-1) a
VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) se fadi do skupiny imunoglobuling.
Uplatni se pfi extravazaci leukocytl (jejich zachyceni na cévni sténé a prunik do
intersticia). ICAM-1 neboli CD54 se nach&zi na leukocytech a endotelu a interaguje
s leukocytarnim antigenem LFA-1. VCAM-1 (CD106) je exprimovan na povrchu
endotelu a po jeho aktivaci LPS, TNF-a a IL-1 dojde ke zvySeni jejich poctu na

buné&ném povrchu (tj. upregulace), stejné jako ICAM-1 [63].
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2.4 Metody analyzy

2.4.1 lzolace RNA

Izolace nukleovych kyselin se provadi po homogenizaci tkané a lyze bunék -
rozpuSténi bunécnych membran a denaturaci proteind plGsobenim detergentu
(napfiklad Triton X-100 a laurylsulfat sodny). K lyzaénimu roztoku se nékdy pfidava
proteindza K - enzym, ktery zvySuje Cistotu izolovanych nukleovych kyselin Stépenim
bilkovin véetné histonu. Dale se do lyzac¢nich pufri pfidava dithiothreitol nebo 2-

merkaptoethanol, které redukuiji disulfidové muistky a inhibuji aktivitu RNaz [94].

Nejdfive byla vyvinuta technika fenol-chloroformova extrakce, kterou v roce
1987 popsali Chomczynski a Sacchi [20]. K lyzovanym bufikdm se pfida chloroform a
centrifugaci se separuji vrstvy. Pfi pouziti RNA Blue (nebo dalSich komeré&nich
reagencii vyuzivajicich principu fenol-chloroformové extrakce), ktery je vhodny pravé

pro izolaci RNA z tkani, se po centrifugaci objevi tfi vrstvy:

e vodni faze — obsahuje RNA
e interfaze — obsahuje DNA

e organicka faze — obsahuje proteiny

RNA zuUstava ve vodné fazi, zatimco DNA je za danych podminek ve vodé
nerozpustna a zlstava v interfazi. Do smési se pridavaji také inhibitory RNaz, které
chrani RNA pred degradaci. Tyto enzymy jsou vSudypfitomné, protoZe jsou znacné
odolné vuci teploté, detergentim a nevyzaduji pro svou aktivitu Zzadné kofaktory. Musi

se proto pouZzivat rukavice, materialy a chemikalie zbavené RNaz [7].

RNA je z vodni faze izolovana pomoci isopropanolu, pfic¢emz RNA precipituje a
po centrifugaci se na dné zkumavky objevi peleta. Bilé zbarveni davaji peleté soli,
které také obsahuje. Ty se odmyji 75% ethanolem a po odstranéni supernatantu se

peleta rozpusti v PCR vodé.

DalSi zplsob izolace vyuziva schopnost adheze nukleovych kyselin na
silikatovy povrch (napfiklad membranu) v pfitomnosti chaotropnich soli, coZ jsou latky
ruSici vodikové mustky s molekulami vody. Samy totiz tyto mlstky s molekulami vody
vytvareji, je to napfiklad mocovina, guanidinhydrochlorid nebo jodid sodny [52]. Po
adsorpci nukleovych kyselin ostatni latky zlstavaji v roztoku, ktery se odstrani (véetné
chaotropnich soli), kolonka se promyje a pomoci vhodného pufru bez chaotropnich soli

se z kolonky nukleové kyseliny eluuji [94].
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Takto ziskand RNA obsahuje vSechny jeji typy a kontaminujici DNA se da
odstranit DNazou. Pokud potfebujeme stanovit genovou transkripci, potfebujeme
pouze mRNA. Samotna mRNA se dé& izolovat pomoci paramagnetickych ¢astic, které
maji na svém povrchu ukotveny polythymidinové Fetézce. VSechny molekuly mRNA
maji na svém 3’-konci polyadenylovou sekvenci obsahujici pouze adeninové
nukleotidy, které na zakladé komplementarity bazi hybridizuji s Fetézci na
magnetickych partikulich [44]. Tyto Ffetézce mohou byt ukotveny i na jiné povrchy
[40;60].

Kvalita izolované RNA se kontroluje elektroforeticky v agar6zovém gelu
s pfidavkem ethidium bromidu. Na gel se nanese i kontrolni Zebficek (ladder). A gel se

potom foti podsviceny UV transluminatorem [57;60].

MéFeni koncentrace a Cistoty se provadi spektrofotometricky. Koncentrace RNA
se stanovi z méfeni absorbance pfi 260 nm a od hodnoty odecteme absorbanci pozadi
(pFi 320 nm). Cistota se uréi z poméru absorbance pfi 260 nm a pfi 280 nm (Azso/Azso).
Ocekavany pomér je pro RNA 2,0. Pokud je menSi nez 1,75, je vhodna reprecipitace
[82]. UmoZiiuje ndm to odhadnout, jak moc je vzorek kontaminovan proteiny nebo
fenolem [57;60].

2.4.2 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je prepis sekvence RNA do sekvence cDNA
(complementary DNA). Slouzi k tomu enzym reverzni transkriptaza (RNA dependentni

DNA polymeraza), z nichZ se komer¢né nejvice vyuzivaji tyto:

* MMLV - pochazi z mySiho leukemického viru Moloney (s nebo bez aktivity
RNéazy H, ktera Stépi RNA v hybridu RNA/DNA)

* AMV - izolovana z viru ptai myeloblastézy.
Reverzni transkriptdza potfebuje pro zahdjeni polymerace primery. PouZivaji se

nédhodné n-mery (napf. hexamery), oligo(dT) nebo specifické primery [40;60].

2.4.3 Real-time PCR

Tato metoda je postavena na zakladech polymerazové fetézové reakce (PCR),
ktera je znama uz od roku 1983 [68]. Jedn& se o cyklickou reakci slouzici k amplifikaci
daného UuUseku molekuly DNA. V kazdém cyklu se teoreticky pocet molekul

zdvojnésobi.
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VSe probih& v mikrozkumavce, kterd obsahuje vzorek DNA (templét), pufrovaci
roztok s DNA polymerdzou (napfiklad Taq DNA polymeréza), oligonukleotidové
primery, které ohranicuji amplifikovany usek, &tyfi druhy nukleotidd (dNTP) a MgCl2,
ktery pasobi jako kofaktor enzymu [25].

Kazda PCR zacina denaturaci, pfi niz se vlivem teploty (95 °C) dvouvlaknova
DNA rozdéli na jednovlaknové templaty. Potom nésleduje annealing (pfipojeni primerud
ke komplementarnim sekvencim templatové DNA pii teploté 50-60 °C). Po nasednuti
primerd muZe DNA polymeraza z nukleotidd v roztoku syntetizovat nové vlakno,
komplementarni k templatovému, a to prodluzovanim primerd ve sméru 5 — 3.

Teplotni optimum Taq polymerazy je 72 °C [70].

U klasické end-point PCR je amplifikovany produkt (amplikon) detekovan po
skonceni reakce (elektroforeticky), vystupem je tedy fotografie gelu s pasy amplikonu a
standardd pro ur€eni velikosti PCR produktu. Real-time PCR umozZnuje méfeni

mnozstvi amplikonu jiz v pribéhu reakce, tzn. v redlném case (real time).

V pribéhu amplifikace ziskavame zaznam fluorescence v kazdém cyklu, coz je
umoznéno vyuzivanim fluorescenénich barviv. Zavislost rudstu fluorescenéniho signalu
na poctu reak&nich cykld zobrazuje amplifikaéni kfivka. Osa y zobrazuje Uroven
fluorescence a osa x pocet cykld. Kfivka mé esovité zahnuty tvar a jednotlivé faze jsou
vyznaceny na obrazku €. 8. Prvni faze se nazyva skryta neboli ,background”. Produktu
je zatim tak malo, Ze fluorescenc¢ni signal neni méfitelny. V exponencialni fazi mnozstvi
amplifikatu roste (exponencialné). V této chvili se ziskavaji data, obvykle v podobé
hodnoty Cr, kterd vyjadfuje pocet cyklu, kdy fluorescence dosahne prahové hodnoty.
Po exponenciélni fazi nasleduje ,platé“, ve které je fluorescencni signal konstantni,
protoZze se uZ mnozstvi amplifikatu neméni. Plati, Ze ¢im dfive kfivka prekroCi

fluorescenéni prah, tim vice bylo templatovych molekul ve vzorku [25;60].
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Obr. 8: Amplifikani kfivka [6]

Existuji dvé kvantifikacni strategie. Pfi absolutni kvantifikaci je stanovovan
pfesny pocet kopii templatu ve vzorku. U relativniho stanoveni se sleduji zmény
mnozstvi templatu mezi vzorky vzhledem k interni kontrole, tzv. referen¢ni gen (€asto
nazyvan jako housekeeping gen, ale tento nazev neni doporuovan a upousti se od
ngj). K tomu se vyuzivaji rizné geny jako napf. B-aktin, B-2-mikroglobulin, GAPDH
(Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza), cyklofilin A, HPRT (hypoxantin fosforibosyl
transferaza) a dalSi. Maji podobnou hladinu exprese v testovanych vzorcich bez vztahu
k buné&nému cyklu nebo aktivaci bunék. Protoze DNA mizZzeme pomoci této metody
stanovit kvalitativné i kvantitativné (pocet kopii DNA), je real-time PCR oznacovana
také jako kvantitativni PCR (qPCR) [102].

Metoda je velmi citliva a specificka, zejména pfi pouziti sond. Vyuziva se ke

kvantifikaci genové exprese, genotypizaci a detekci a kvantifikaci mikroorganismu [25].

Kvantifikaci umozniuji fluorescenéni latky nespecificky se vazajici na DNA nebo
sekvencné specifické primery ¢€i sondy. Nespecifickd fluorescenéni barviva jsou
interkala¢ni latky jako napfiklad SYBR Green | a ethidium bromid. Pfi vazbé& na
dvousroubovici DNA vykazuji mnohonasobné vysSi fluorescenci nez nevazané
molekuly barviva [60]. Fluorescence je nejvy3si na konci kazdé exponencialni faze a v
nasledujici denaturaéni fazi je minimalni. Béhem reakce mohou vznikat nespecifické

produkty a nebo produkty vzniklé reakci samotnych primer0 (dimery) [25].

Jako specifické flourescenéni sondy se v dneSni dobé nejCastéji pouZzivaji
hydrolyzaéni sondy TagMan (obr. 9). Jsou to kratké oligonukleotidy znacené

fluoroforem (reportér) a na druhém konci stejné sondy je nhavazan zhasec (quencher).
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V intaktni formé je reportér v blizkosti zh&Sece, ktery fluorescenci ,absorbuje” a neni
tak méfitelna. Exonukledzovou aktivitou polymerazy je ale sonda Stépena, reportér se
dostane do dostatec¢né vzdalenosti od zhaSece a dochazi k nardstu fluorescence, ktera

je méFena na konci elongace. Radi se sem také molekularni majaky a 3korpiony [25].

Denature
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Obr. 9: Hydrolyzacni sondy [9]

Nové se objevuji modifikace, jako jsou LNA (locked nucleic acid) sondy, které
navic obsahuji methylenovy muastek omezujici flexibilitu ribofuranézového kruhu.
Struktura kruhu je rigidni a diky tomu je hybridizace specifict&jSi a stabiln&jSi. LNA
sondy mohou byt podstatné kratSi nez konvenéni sondy. Toho se vyuZiva pfi detekci
problémovych oblasti, které jsou napfiklad bohaté na G-C nebo A-T a musi byt voleny
delSi sondy [78].

DalSim typem specifickych sond jsou hybridiza¢ni sondy (FRET sondy). Je
vyuzivano rezonancniho pfenosu energie (Fluorescence Resonance Energy Transfer)
prostfednictvim interakci mezi dvéma ruznymi chromofory (donor a akceptor), které
jsou vazany na dvou samostatnych Fetézcich. Ty jsou navrZeny tak, Ze hybridizuji
blizko vedle sebe, aby byly donor a akceptor v kontaktu. Pokud sondy spravné
nasednou, prendsi se energie absorbovana donorem na akceptor a akceptor emituje
fluorescenci. Pokud jedna ze sond nenasedne nebo je odbourana pfi elongaci aktivitou
polymerdzy, FRET se neuskute¢ni, akceptor ,zhasne“ a fluorescenci emituje
donor [60;78].
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Obr. 10: Hybridiza¢ni sondy FRET [5]

244 ELISA

ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je imunoenzymatickd metoda
zaloZzena na interakci antigenu a protilatky za predpokladu vazby jednoho
z imunoreaktantll na pevny povrch (napf. sténa zkumavky, mikrotitracni desti¢ky nebo
povrch kulicky). Slouzi ke kvantitativnimu a kvalitativnimu stanoveni protilatek nebo
antigen. Metoda ma mnoho modifikaci. Protilatky se nejCastéji znaci kovalentni
vazbou s enzymem, ktery katalyzuje pfeménu chromogenniho substratu na barevny

produkt. Dale mohou byt pouZzity protilatky zna¢ené fluorescenéné nebo kovem [28;34].

V pouZzitych kitech jsou protilatky biotinylovany. Biotin ireverzibilné vaze
streptavidin, ktery je kovalentné véazan s kifenovou peroxidazou (horse-radish
peroxidase - HRP). Ta pfeménuje 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin (TMB) nha modry produkt.
Reakce je zastavena pomoci kyseliny sirové, pficemZz dojde ke vzniku Zlutého
produktu. Intenzita zbarveni je méfena spektrofotometricky a je umérna koncentraci

stanovovaného antigenu nebo protilatky.
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Obr. 11: Sendvicova (Capture) ELISA [4]

2.5 Miniaturni prase jako model v infek  €éni imunologii

Pfednosti prasete jako modelu je epiteliochorialni typ placenty, ktery brani
prestupu imunoglobulind z matefského krevniho obéhu do fetalniho a tim i pasivni
imunizaci [99]. Novorozené sele méa pfi narozeni velmi nizky obsah plasmatickych
bilkovin, kde imunoglobulinova frakce je zastoupena pouze tzv. pfirozenymi
protilatkami [81;105]. Pfi porodu v prostfedi hospodarské staje musi co nejdfive ziskat
ochranné imunoglobuliny z matefského kolostra, aby pfezilo konvenéni podminky, kdy
je sele néhle osidleno raznymi mikrobialnimi druhy (kmeny), z nichZ nékteré mohou byt
oportunné patogenni. V kolostru pfevazuji imunoglobuliny tfidy G, jejichZz pisobeni je
systémové, zatimco v dalSich dnech pFevliadaji v matefském mléku imunoglobuliny
tfidy A. Jejich hlavnim mistem pusobeni jsou slizniéni povrchy. V obdobi po porodu
dochéazi spolu se zménou imunoglobulinového sloZeni kolostra a mléka ke zméné
schopnosti prostupu imunoglobulinl; udava se, ze cca 36 hodin po porodu se stfevni
bariéra pro prostup intaktnich molekul 1gG uzavira [79]. Selata ziskana chirurgicky a
odchovana v mikrobiologicky kontrolovaném prostfedi mohou slouzit jako vhodny
model studia interakci mikroorganismi s jejich hostitelem nebo rdznych

mikroorganism( navzajem [92].

S ohledem na prase jako laboratorni model jsou s vyhodou vyuZivana
laboratorni miniprasata a tato nachazeji stale vice pfiznivcd v fadach vyzkumnika.
Vedle tradiéniho modelu miniaturniho prasete v pouZivanych v Mikrobiologickém
Ustavu AV CR v Novém Hradku a Ustavu Zivogisné fyziologie a genetiky v Lib&chové

také dalSi pracovni skupiny vyuZivaji prasete jako experimentalni model napf.
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Dr. Oliverius , IKEM — transplantace tenkého stfeva; Dr. Kieslichova, IKEM — septicky
Sok; Doc. Holan, Ustav molekularni genetiky AV CR - transplantace rohovky; Doc. Tr¢,
2. LF UK a FN Motol - ortopedie.

Jednim z moznych zpusobu ziskani gnotobiotickych selat je hysterektomie
(obr. 12).

—

Obr. 12: Hysterektomie. Déloha s féty (A) je vyjmuta z bfidni dutiny prasnice (B).
Chirurgicky odstranéna déloha se selaty je pfes prokladaci vanu s dezinfekci (C)
vloZena do prvniho oddilu (D), kde jsou selata vyjmuta (E) z délohy a oSetfena a pres
prokladaci tunel (F) jsou pfenesena do chovného izolatoru (G) [65].

Pro odchov selat v mikrobiologicky definovanych a fizenych podminkach na

pracovisti MBU AV CR slouZi pretlakové sklolaminatové izolatory (obr. 13).

filtr (vystupni)

prokladac
filtr (vstupni)

ventilator

Sklolaminatovy izolator

Obr. 13: Schéma izolatoru pro odchov gnotobiotickych selat
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Takto odchovana selata jsou vhodna pro studium mechanismu infekéni

imunity [61].

2.6 Bakterie

2.6.1 Escherichia coli Nissle 1917 (EcN)

E. coli je Gram-negativni, fakultativné anaerobni, nesporulujici bakterie z Celedi
Enterobacteriaceae. Kmen Nissle 1917 byl izolovdn némeckym Iékafem Alfredem
Nisslem vroce 1916 [27]. Tento kmen neni patogenni, m& adheziny, neprodukuje
hemolysin, enterotoxiny, ani cytotoxiny, neni invazivni, nejevi znamky urologické
patogenity a je sérum senzitivni - kvali mutaci vgenu pro polymerazu pro
antigen O6 [38]. V genomu se vyskytuji clustery kodujicich nékolik faktord prospésnych
zdravi hostitele. Jsou to geny pro produkci mikrocinG, které inhibuji rast ostatnich
enterobakterii. Lipopolysacharid (LPS) ve vné&jSi membrané je ,semirough“ chemotypu
s ulcerativni kolitidou v remisi [55]. Komunikace mezi bakterii a stfevnim epitelem,
ktera zesiluje epitelialni bariéru, je diky stimulaci produkce epitelidlnich defensina.
Navic produkty metabolismu EcN (pravdépodobné octova kyselina) podporuji stfevni
motilitu, coZz by mohlo mit pfiznivy vliv pro pacienty s chronickou zacpou. DAl byl

v klinickych studiich prokazan pfiznivy vliv pfi protrahovanych prijmech [42].

Je vyuZivan jako probiotikum, to jsou Zivé nepatogenni mikroorganismy, které
maji pfiznivé Gcinky na mikrofléru Elovéka i zvifat [10]. PFiinou pfiznivého efektu je
pravdépodobné modulace mikrofléry a nasledna produkce stfevnich cytokinl [21] a

schopnost produkovat latky s antibakterialnimi a¢inky, bakteriociny [50].

2.6.2 Escherichia coli O55

Patfi mezi enteropatogenni E. coli (EPEC). Jednd se o tfeti nejCastéjSi sérovar
identifikovany pfi prdjmovych onemocnéni novorozencu hlavné v rozvojovych
zemich [72]. U selat Zijicich v konvenénich podminkach zpusobuje enteritidy, u
bezmikrobnich selat ma osazeni letalni nasledky [100]. Neprodukuji toxiny, ale
po3kozuji epitelialni buriky tenkého stfeva a vznikaji tzv. attaching and effacing léze

s poskozenymi mikroklky [104].
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2.6.3 Salmonella enterica sérovar Typhimurium

Salmonella je rod Gram-negativnich baktérii z Celedi Enterobacteriaceae, patfi
mezi fakultativné anaerobni mikroorganismy. NejcastéjSi salmonelové infekce prasat
zpUsobuje prave tento hostitelsky nespecificky sérovar. U konvenénich prasat probiha
infekce vétSinou asymptomaticky, u selat, jimz bylo odepfeno kolostrum, se projevuje
jako gastroenteritida [93]. U ¢lovéka se manifestuje také tak [14]. Bakterie pfi infekci
pronikd pres stfevni epitel, do lymfatickych uzlin a do cirkulace [66]. PFi likvidaci
makrofagy (sleziny, jater a u prasat také plic) mize fagocytovana Salmonella uvnitf
hostitelskych bunék preZivat a mnozit se. Po rozpadu bunky se bakteriaini burky
dostavaji do cirkulace a zplUsobuji septikémii [31]. Infekéni davka je u bezmikrobnich
selat, kterym byl navic odepfen pfijem kolostra, niZzSi nez u konvencnich selat, jejichz

mikroflora mnozZeni salmonel omezuje [23].
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3 Material a metody

3.1 Srovnani nukleotidovych a proteinovych sekvenci

Podobnost nukleotidovych a proteinovych sekvenci HMGB1 vybranych druhd
jsme srovnavali pomoci volné dostupného programu BLAST

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi) a ChromasPro. verze 1,5 (Technelysium Pty

Ltd). Sekvence jsme vyhledavali v databazi GeneBank.

3.2 Navrzeni detek éniho systému pro prase ¢éi HMGB1 sLNA

sondou

Ktomu jsme pouZili software ProbeFinder od firmy Roche Diagnostic

(Manheim, SRN) voIné dostupny na strankéach: www.universalprobelibrary.com.

Ostatni systémy byly na pracovisti zavedeny jiz dfive.

3.3 Odchov gnotobiotickych selat

Selata byla ziskdna hysterektomii u miniaturni prasnice chované v laboratofi
Mikrobiologického tstavu AV CR v Novém Hradku ve 112. dni biezosti, které bylo ve
105. dni bfezosti podano 50 mg medroxyprogesteron acetatu (Depo-Promone, Pfizer
Manufacturing Belgium, Puurs, Belgium), aby nedoslo k pfedéasnému porodu a 30 dni
pfed hysterektomii byly prasnici injekéné aplikovany vitaminy A a D. Po hysterektomii
byl selatdm podan Ferridextran a vitamin K. Nasledné byla odchovéna v pretlakovych
sklolaminatovych izolatorech a krmena sterilnim mlékem (12,5 % suSiny) s mineraly a
vitaminovymi doplfiky, pfijem kolostra jim byl odepfen. Mozna bakteridlni kontaminace

selat byla kontrolovana 2x tydné.

Ctyfi tydenni selata jsme osadili probiotickym kmenem E. coli Nissle 1917, 4
selata enteropatogennim kmenem E. coli O55, 4 selata Salmonella enterica sérovar

Typhimurium (oboji 8 x 10 CFU na sele) a dalsi 4 jsme krmili jen sterilnim mlékem a
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ponechali jsme je jako bezmikrobni kontrolni skupinu. 24 hodin po osazeni bakteriemi
byla selata usmrcena vykrvenim srde¢ni punkci v halotanové inhalaéni anestezii
(Narkotan, Zentiva, Praha, Ceska republika) a byl odebran material k dalsimu

zpracovani.

V3echny pokusy se zvifaty byly schvaleny Odbornou komisi MBU AVCR, v.v.i.
a Rezortni komisi AVCR.

3.4 Odbér a zpracovani materialu

Béhem pitvy jsme asepticky odebrali organy (jatra, slezina, plice, mezenterialni
lymfatické uzliny), krev, vzorky ilea a provedli vyplach tenkého stfeva. Organy jsme
zhomogenizovali a dale kultivovali na bakteriologickych pudach v pozadovanych
fedénich. Odebranou krev jsme smichali s 3,8% citrdtem sodnym (v poméru 9:1) a
centrifugovali jsme ji pfi 2500 rpm po dobu 10 minut pii 8 °C. K supernatantu jsme
pfidali inhibitory protedz (Roche Diagnostic, Manheim, SRN). K vyplachu jsme pouZili
Céast tenkého stfeva dlouhou 40 cm (ileum, jejunum), proplachli ho 2 ml DPBS (PAA
Laboratories, Linz, Austria) a pfidali inhibitory proteaz. Vyplach jsme centrifugovali
20 minut pfi 4000 rpm a 8 °C a prefiltrovali pres nitrocelul6zovy filtr s péry o velikosti
0.2 um (Sartorius, Goéttingen, SRN). Takto ziskany material byl okamzité zmraZen a
uchovan pfi -70 °C. Nastfihané vzorky stfeva jsme uloZili do RNAlater (Qiagen, Hilden,
SRN), nechali 10 minut stat pii laboratorni teploté a pak je skladovali pfi -20 °C.

Centrifugace jsme provadéli na Mikro 200R, rotor 2424A (Hettich Zentrifugen).

3.5 Mikrobiologie

3.5.1 P¥iprava bakterialni suspenze

Bakterie S. Typhimurium kmen LT2 (Max Planck Institut fur Immunobiologie,
Freiburg in Breisgau, SRN), E. coli 055 (Ceska sbirka mikroorganismd, Brno) a E. coli
Nissle 1917 (O6:K5:H1; Mutaflor, Ardeypharm GmbH, SRN) jsme pfed podanim
kultivovali na masopeptonovém agaru (Oxoid, Basingstoke, UK) po dobu 24 hodin.
Cerstvé narostlé bakterie jsme resuspendovali v PBS. Roztok byl proméfen pfi 550 nm

a z kalibraéni kfivky jsme vypogitali infekéni davku. Selatim jsme podali 1.10° CFU
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v 5 ml mlé€né diety a jejich koncentraci jsme ovéfili kultivaci suspenze na Endové
agaru (Oxoid, Basingstoke, UK) 24 hodin pfi 37 °C.

3.5.2 Mikrobiologicka kontrola

Kontrolu bakterialni kontaminace jsme provadéli 2x tydné rektalnimi vytéry a
stéry ze stén izolatord a naslednou kultivaci pro zachyt anaerobnich a aerobnich

bakterii a plisni.

3.5.3 Zachyt mikrob 0 v organech at élnich tekutinach

Mikrobiologickou kontrolu distribuce bakterii v infikovanych zvifatech jsme
provadéli aerobni i anaerobni kultivaci vzorkd plné krve, vyplachu tenkého stfeva a
homogenizovanych vnitfnich organd ve sterilizovaném fosfaty pufrovaném

fyziologickém roztoku o pH 7,0 (PBS).

Organy jsme zvazili a 1 g tkané jsme zhomogenizovali se 4 ml destilované vody
ve sterilnim homogenizatoru. Homogenat jsme fedili desitkovou fadou do zkumavek
s 1,8 ml PBS. Do prvni zkumavky jsme pfenesli 0,2 ml homogenatu a po promichani
pipetou jsme s novou 3pi¢kou prenesli opét 0,2 ml do dalsi zkumavky. V pfipadé
télnich tekutin jsme pfi Fedéni postupovali stejné. Z kazdé koncentrace jsme odebrali
0,1 ml a rozetfeli pomoci pipety na MacConkeyho agar (Merck, Darmstadt, SRN),

kultivovali jsme 24 hodin pfi 37 °C. Potom jsme spocitali narostlé kolonie podle vztahu:
pocet mikrobl v 1 g organu = n x 5 x 10 x fedéni
pocet mikrobu v 1 ml télnich tekutin = n x 10 x fedéni

kde n je pocet kolonii na Petriho misce, 5 je fedéni tkané PBS, 10 je dano

mnozstvim 0,1 ml.

3.6 lzolace RNA

Celkovou RNA jsme izolovali pomoci Invisorb® Spin Tissue RNA Mini Kit
(Invitek, Berlin, SRN). SlouZi k izolaci celkové RNA na principu membranové adsorpce,
kontaminujici genomova DNA je odstranéna pomoci pevnych c¢astic v Lysis

solution DCT, na které se DNA navaze. V3echny kroky jsme provadéli pfi laboratorni
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teploté, ktera nesméla klesnout pod 20 °C. Centrifugace jsme provadéli na Mikro 200R,
rotor 2424A (Hettich Zentrifugen).

1) Asi 2 x 2 mm kousek tkané z RNAlater (Qiagen) jsme zhomogenizovali v 600 pl
Lysis solution DCT, ktery jsme pfed pfidanim protfepali. Nasledovala centrifugace
2 minuty pfi 14 000 rpm.

2) Supernatant jsme pfemistili do Receiver Tube, pfidali jsme 330 pl 99,8% ethanolu a
promichali pomoci pipety.

3) Smés jsme prenesli na kolonku RTA-Spin Filter Set a inkubovali jsme 1 minutu.

4) Potom jsme kolonku s obsahem nechali centrifugovat 1 minutu pfi 10 000 rpm a to,
co proteklo, jsme wvylili.

5) Na Spin Filter jsme nanesli 500 pl promyvaciho pufru Wash Buffer R1 a opét jsme
nechali centrifugovat 30 s pfi 10 000 rpm.

6) To, co pfi centrifugaci proSlo kolonkou, jsme opét vylili a na Spin Filter jsme nanesli
700 ul pufru Wash Buffer R2. Centrifugovali jsme 30 s pfi 10 000 rpm.

7) Predchozi promyvani jsme zopakovali.

8) Néasledovala centrifugace 5 minut pfi 14 000 rpm a Receiver Tube jsme vyhodili.

9) Spin Filter jsme pfenesli na RNase-free Elution Tube, na Spin Filter jsme nanesli
30-60 pl eluéniho pufru (Elution Buffer) a inkubovali jsme 2 minuty.

10) Centrufugovali jsme 1 minutu pfi 10 000 rpm, Spin Filter jsme vyhodili a eluat

s celkovou RNA jsme okamZzité ulozili na led.

3.7 Stanoveni koncentrace a €istoty izolované RNA

Kvantitu a kvalitu izolované RNA jsme kontrolovali spektrofotometricky. Vzorek
jsme naredili 10 mM Tris-HCI, pH 7,0 v poméru 1:20 (fedici faktor — 21) a zméfili jsme
absorbanci pfi vinovych délkach 230, 260 a 280 nm. Koncentraci RNA jsme vypocitali

podle vzorce:

C [Mg/ml] = kyg . Aggp . Fedici faktor

kde hodnota absorbance 1 odpovida pfiblizné koncentraci RNA 40 pg/ml (K4p).

Pro stanoveni Cistoty RNA jsme porovnavali poméry absorbanci pfi vinovych
délkach: 260/280 (kontaminace  bilkovinami) a  260/230 (kontaminace

nizkomolekularnimi latkami, napfiklad aromatické slouceniny). O¢ekavané hodnoty pro
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Cistotu by mély byt v rozmezi 1,8 - 2,0. Pomér absorbanci 260/280 mensi nez 1.75

svedci pro kontaminaci a je nutna reprecipitace vzorku.

3.8 Syntéza cDNA

Reverzni transkripci jsme provedli pomoci QuantiTect Reverse Transcription Kit
(Qiagen) v termocykleru iQ5 cycler (Bio-Rad, Hercules, USA). Centrifugace jsme
provadéli na Mikro 200R, rotor 2424A (Hettich Zentrifugen). PouZita reverzni
transkriptaza ma velkou afinitu k RNA a je schopna syntetizovat cDNA z 10-1000 pg
RNA.

1) Do tenkosténné zkumavky jsme napipetovali tyto reagencie: 2 yl gDNA Wipeout
Buffer, 2 yl PCR H,0, 10 pl RNA templatu.

2) Obsah jsme jemné zamichali a kratce jsme nechali centrifugovat.

3) Nachali jsme inkubovat v termocykleru 2 minuty pfi 42 °C.

4) Zkumavku jsme umistili na led a pfidali jsme dal3i reagencie: 1 ul Quantiscript RT,
4 ul Quantiscript RT Buffer, 1 ul RT Primer Mix.

5) Smés jsme po promichani a centrifugaci nechali inkubovat 20 minut pfi 42 °C.

6) Inaktivaci reverzni transkriptazy jsme provedli pfi 95 °C po dobu 3 minut.

7) Nasledné jsme smés inkubovali 5 minut pfi 4 °C.

8) Pridali jsme 180 pl PCR H,0.

Takto pfipravenou cDNA jsme pouZili jako templat k real-time PCR.

3.9 Real-time PCR

Primery (Invitrogen, Carlsbad, USA) dodané v lyofilizovaném stavu (50 nM)
jsme podle pokynu vyrobce rekonstituovali na 100 pM koncentraci pfidanim
odpovidajiciho mnozstvi vody pro PCR (Invitrogen). Dale jsme pouZili master mix
FastStart TagMan® Probe Master (Roche, Manheim, SRN), vodu pro PCR a

odpovidajici LNA sondy (Roche). Reagencie jsme fedili podle nasledujici tabulky:

34



Reakéni smés pro PCR

Reagencie Objem [pl] k;/ny:;i?rr;ie

FastStart Universal Probe Master 2x 10,0 1

PCR H,O 7,4

LNA sonda (25 pM) 0,2 250 nM
Left primer (20 uM) 0,2 200 nM
Right primer (20 pyM) 0,2 200 nM
cDNA 2,0

Celkovy objem reak&ni smési 20,0

Tab. 1: Tabulka s reagenciemi pro real-time PCR

Reakéni smés jsme rozpipetovali po 20 yl do 200 pl zkumavek 96-jamkové

desticky, pFelepili jsme folii, mirné centrifugovali, protfepali, opét mirné centrifugovali a

ulozili do termocykleru iQ5 pro real-time PCR s iQ5 Optical System Software verze 1.0
(Bio-Rad, Hercules, USA). PCR probéhla podle rezimu:

1. 95T -10min. (1X)
2. 95 T po15sa60 T po60s(40Xx)
3. 4T ()

Vyhodnoceni PCR jsme provedli pomoci iQ5 Optical System Software

(Bio-Rad), normalizaci a relativizaci v programu GenEx Pro, verze 5 (Multid, Goteborg,

Svédsko) a GraphPad Prism, verze 5.0 (GraphPad Software, San Diego, Kalifornie,

USA).

HMGB1-9 (NM_001004034)
76 nt

5'-aggagagcatcctggectatccattggtgatgtigcaaagaaactgggagagatgtggaataacaccgcetgcagat-'3

L primer pHMGB1-9

5'-aggagagcatcctggecta-'3

R primer pHMGB1-9

5'-atctgcagceggtgttattce-'3

IL8-41 (M99367) 63 nt

5'-ttcttctttatccccaaactggagaaaaagcttcageccccatectacctigaggacatgtgg-'3

L primer plL8-41 5'-ttcttctttatccccaaactgg-'3

R primer pIL8-41 5'-ccacatgtcctcaaggtagga-'3

IL10-8 (L20001) 60 nt 5'-tccagttttacctggaagacgtaatgccgaaggcagagagtgatggggaggatatcaagg-'3

L primer pIL10-8 5'-tccagttttacctggaagacg-'3

R primer pIL10-8 5'-cettgatatectceecatea-'3

TNFa-77 (NM_214022) 71 nt 5'-tcagggattcagggatgtgtggcctggacaaccaggcactgaccaccaccaagaattiggaactggggcttc-'3
L primer pTNFa-77 5'-tcagggattcagggatgtgt-'3

R primer pTNFa-77 5'-gaagccccagttccaattc-'3
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TLR4-33 (AB188301) 90 nt | 5'-ccatggectitctctectgectgagatctgagagetgggacccttgegtgcaggtggticctaacattagttaccaatgeatggagetga-'3

L primer pTLR4-33 5'-ccatggcctttctctectg-'3

R primer pTLR4-33 5'-tcagctccatgcattggtaa-'3

B-aktin-9 (U07786) 83 nt | 5-tccctggagaagagctacgagetgeccgacgggeaggtcatcaccatcggcaacgagegcticeggtgtccagaggegetett-'3
L primer pB-Actin-9 5'-tccetggagaagagcetacga-'3

R primer pB-Actin-9 5'-aagagcgcctctggacac-'3

Tab. 2: Pouzité detekéni systémy s LNA sondami

3.10 ELISA

3.10.1 Stanoveni HMGB1

Protein HMGB1 jsme stanovovali ve vzorcich plasmy a vyplachu tenkého stfeva
pomoci 2 kitd: ELISA Kit for Porcine HMG1 (USCN Live Science Inc. Wuhan, Cina,
kat.€. E0399P0) a HMGB1 ELISA Shino-Test Corporation (IBL, Hamburg, SRN). Pro
automaticky odecet absorbanci jsme pouZili Multiskan RC ELISA reader (Thermo
Labsystems, Helsinky, Finsko) a vysledky jsme vyhodnocovali pomoci softwaru

Genesis (Thermo Labsystems).

Postup pro ELISA Kit for Porcine High Mobility Group Protein 1(USCN Live Science):

1) Do jamek mikrotitracni desticky jsme napipetovali 100 pl standardu nebo vzorkud
v odpovidajicim Fedéni a inkubovali jsme 2 hodiny pfi 37 C.

2) Bez promyvani jsme odsali roztok z jamek.

3) Pridali jsme 100 pl detekéniho reagens A a inkubovali jsme 1 hodinu pfi 37 C.

4) Pridali jsme 400 ml promyvaciho roztoku a nechali jsme stat 1-2 minuty. Roztok
jsme odsdli a zbytek roztoku jsme odstranili pfevracenim na absorpéni papir a
poklepanim. Tento krok jsme opakovali 3x.

5) Pfidali jsme 100 ul detekéniho reagens B a inkubovali jsme 30 minut pfi 37 <C.

6) Pridali jsme 400 ml promyvaciho roztoku a nechali jsme stat 1-2 minuty. Roztok
jsme odsali a zbytek odstranili vyklepanim na absorpéni papir. Tento krok jsme
opakovali 3x.

7) Pridali jsme 90 ul roztoku substratu a pfikrytou desti¢ku jsme inkubovali ve tmé
15-25 minut pfi 37 .

8) Pridali jsme 50 pl zastavovaciho roztoku.

9) Zméili jsme absorbance pfi 450 a 620 nm.
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Postup pro HMGB1 ELISA Shino-Test Corporation (IBL)

1) Do jamek pro standardy, kontroly a vzorky jsme napipetovali 80 yl Sample Diluent.

2) Do jamky pro negativni kontrolu jsme napipetovali 30 pyl Sample Diluent.

3) Do pfislusnych jamek jsme napipetovali 30 ul standardu, pozitivni kontroly a
vzorku.

4) Obsah jsme jemné zamichali a desti¢ku jsme prelepili adhezivni folii. Inkubovali
jsme 20-24 hodin pfi 37 °C.

5) Jamky jsme 5x promyli promyvacim roztokem a po poslednim promyti jsme
odstranili zbytky roztoku pfevracenim destiCky na absorp&ni papir a poklepanim.

6) Do kazdé jamky jsme pfidali 100 pl roztoku POD-konjugatu a pfikrytou destiCku
jsme inkubovali 2 hodiny pfi laboratorni teploté.

7) Jamky jsme 5x promyli a vysusili pomoci papiru.

8) Pridali jsme 100 pl roztoku substratu a inkubovali jsme 30 minut pfi laboratorni
teploté.

9) P¥idali jsme 100 pl zastavovaciho roztoku, opatrné jsme zamichali a odsali.

10) Odecetli jsme absorbance pfi 450 a 620 nm a absorbance negativni kontroly.

3.10.2 Stanoveni cytokin

Pro kvantifikaci cytokind jsme pouZili vzorky plasmy a vyplachu tenkého stfeva.

Sledovali jsme hladiny cytokin IL-8, IL-10 a TNF-a zpusobem vyuZivajicim
amplifikacni (systém streptavidin-biotin) sendvi¢ovou ELISA metodu. Pro stanoveni
TNF-a jsme pouzili pary monoklonalnich protiladtek Swine TNF-a CytoSet™ (kat. €.
CSC1753) a pro IL-10 Swine IL-10 CytoSet™ (kat. ¢. CSC0103) od firmy Invitrogen
(Carlsbad, USA). IL-8 jsme stanovili podle vlastni metody [95]. PouZili jsme 96-jamkoveé
desticky Maxisorp pro ELISA, (NUNC, Roskilde, Dansko) (kat. €. 442404). Protilatky a
standardy pro jednotlivd méfeni jsou uvedeny v tabulce. Pro automaticky odecet
absorbance jsme pouzili Multiskan RC ELISA reader (Thermo Labsystems, Helsinki,
Finsko) a vysledky jsme vyhodnocovali pomoci softwaru Genesis (Thermo

Labsystems).
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Vazebné protilatka Detek ¢&ni protilatka Standard
IL-8 Anti-pig 1L-8 (128.03) Anti-pig I1L-8 (128.04) rpiL-8
IL-10 Ms Anti-Sw IL-10? Ms Anti-Sw IL-10 Biotin® | Recombinant Sw IL-10?
o b Anti- Swine TNF-a Recombinant Swine
TNF-a Anti-Swine TNF-a b b
Biotin TNF-a
Tab. 3: Vazebné a detekéni protilatky a standardy pro ELISA
2 Swine TNF-a CytoSet™ (Invitrogen)
® Swine IL-10 CytoSet™ (Invitrogen)
1) Do jamek jsme napipetovali 100 pl vazebné protilatky. Inkubovali jsme 36 hodin pfi

2)

3)

4)

5)

6)

4 °C a potom jsme 4x promyli WS.

Pfidali jsme 100 pl standardu nebo vzorku fedéného v DS, inkubovali jsme 18
hodin pfi -4 °C a 4 x promyli WS.

Nanesli jsme 100 pl biotinylované detekéni protilatky v DS, inkubovali jsme 1
hodinu pfi laboratorni teploté a potom jsme promyli 4x WS.

Potom jsme napipetovali 100 ul streptavidinu-HRP (Invitrogen) fedéného 1:5000
v DS 45 minut pfi RT a 4x jsme promyli WS.

Pridali jsme 100 pl TMB-substratu a inkubovali jsme v temnoté 10-30 min pfi
laboratorni teploté.

Reakci jsme zastavili pfidanim 100 pl 2 M H,SO,4a zméfili jsme absorbanci pfi 450
a 620 nm.

Pfiprava reagencii:

Protilatky byly skladovany v50% glycerolu pfi -20 °C a fedéné v
0.05 M uhli¢itanovém pufru pH 9.6, 0,01% thimerosalu podle nasledujicich
pomera:

Vazebna protilatka I1L-8 1/200, detekéni IL-8 1/2000

V8echny protilatky pro IL-10 a TNF-a jsme Fedili 1/1000.

Slozeni fediciho roztoku (DS): 0,1 M Tris-HCI pH 7.2-7.4, 0,15 NaCl, 0,1%
odstfedéné mléko (Difco), 0.05% Tween 20 (Sigma-Aldrich)

SloZeni promyvaciho roztoku (WS): 0,05 M Tris-HCI, 0.15 M NacCl, 0.05%
Tween 20.
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3.11 Statistické vyhodnoceni

Jednotlivé skupiny selat jsme srovnavali s bezmikrobnimi selaty jako kontrolni
skupinou. PouZili jsme Dunettiv test. K vyhodnoceni statistickych rozdild mezi

skupinami jsme pouzili InStat, verze 3.10 (GraphPad Software, San Diego, USA).

3.12 Tvorba citaci

K tvorbé citaci jsme poufzili software Reference Manager® 12 od firmy Thomson
Reuters, ktery usnadfiuje praci s bibliografickymi zaznamy. UmoZiuje vyhledavani
v online bibliografickych databazich ¢i knihovnach a sestaveni vlastni databaze, dale
doplfiovani, fazeni a Upravu zaznamu. Software také nabizi nékolik pfeddefinovanych

styld, podle kterych se naformatuji citace v textu a seznam zdrojove literatury.

Zdroje informaci jsme vyhledavali v databazi PubMed a ze stazenych zaznami
jsme pomoci softwaru Refence Manger vytvofili viastni databazi. Bibliografické udaje,
zejména Ceskych praci, které nejsou v databazi PubMed, jsme do vlastni databaze
doplnili manualné. Citace vioZzené do textu byly zformatovany podle stylu ¢asopisu

Journal of Parallel and Distrubuted Computing.
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4  Vysledky

4.1 Srovnani nukleotidovych a proteinovych sekvenci

HMGB1

Nasledujici tabulky obsahuji vysledky srovnani pro vybrané druhy. Podrobné
srovnani nukleotidové sekvence jsme doplnili v pfiloze (obr. 36).
Program 5 Lo Max. Sekven éni shoda
BLASTN 2.2.23+ PFistupové ¢islo score Total score %) E-value

Prase NM_001004034.1 4048 4048 100 0.0
Clovék NM_002128.4 3037 3037 99 0.0
Pes NM_001002937.1 3129 3129 98 0.0

Simpanz XM_509611.2 3025 3025 99 0.0
Kun NM_001081835.1 1844 1844 51 0.0
Skot NM_176612.1 1807 1807 50 0.0

Tab. 4: Srovnani nukleotidovych sekvenci HMGB1 (MRNA)
Program i oL L.
BLASTP? 2,23+ Pristupové ¢&islo | Max. score |Total score $ekven €nishoda (%) | E-value

Prase NP_001004034.1 420 420 100 4e-116
Skot NP_788785.1 418 418 100 2e-115
Clovék NP_002119.1 416 416 100 7e-115

Simpanz XP_509611.1 415 415 100 2e-114
MysS NP_034569.1 413 413 100 6e-114
Potkan NP_001102843.1 335 335 81 2e-90
Pes XP_543194.2 290 290 86 Te-77

Tab. 5: Srovnani proteinovych sekvenci (HMGB1)
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4.2 Navrzeni systému pro stanoveni genového p  fepisu HMGB1

Software ProbeFinder nam umoznil navrhnout 2 detek&ni systémy (se sondou 9
a 48), znichz jsme na zakladé posouzeni efektivity zvolili systém se sondou 9

(nedokumentovano).

Q515821 18jrefinrm 001004034 1] sus scrofa high-mobility group box 1 (hmgh1), mina

Use Universal ProbelLibrary probe: #9, cat.no. 04685075001

Primer Length Tm | %GC Sequence

Left Primer 19 1-19 53 58 aggagageatcotggocta

Right Primer 20 57-76 60 50  atctgoagoggtgttattoc

Amplicon (76 nt)

aggagageatectggectatccattggtgatgttgcaaagasactgggagagatgtggans
‘Eaacaccgctgoagat

[ Download pack insert ][ FOF report ” Text report ” Order probes or set |

Transeript ovenviaw:
5
|
1 76
Detailed view:
aggagagcatcctagecta tagtoata ccttattgtggcgacgtita

niqqaqagcetcctggcctat:zattggtgat'gttg:aaagaaactgggagagatgtggaataacaccgctgcaggé

Obr. 14: Vybrany detekéni systém pro stanoveni genového prepisu HMGB1
se sondou 9.
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4.3 Stanoveni po ¢tu bakterii v krvi a tenkém st fevé

Pocty CFU (kolonie tvofici jednotky) v krvi a ve vyplachu tenkého stfeva jsme
uvadéli se SEM (standard error of mean). V popisech grafu jsou jednotlivé skupiny
selat oznaCovany jako GF (bezmikrobni). E. coli Nissle 1917 (EcN), E. coli O55 (O55) a
S.Typhimurium (LT2).

Pocty bakterii
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Obr. 15: Pocty bakterii v krvi
Pocet bakterii
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Skupiny gnotobiotickych selat
Obr. 16: Pocty bakterii v tenkém stfevé
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4.4 Méreni koncentrace RNA a jeji

Gistoty

V nésedujici tabulce jsou uvedeny vysledky méfeni absorbance pfi vinovych

délkach 230, 260 a 280 nm a vypoctené hodnoty koncentraci a Cistoty izolované

celkové RNA z danych vzorkd. Tabulka také obsahuje vypoltené hodnoty objemu

roztokd pipetovanych do reakéni smési pro syntézu cDNA.

Syntéza cDNA Izolace celkové RNA
Vzorek | H,0 | 0,5 g RNA Konc. Poméry Absorbance Redéni
(L] [uL] [Ug/UL] | Asgo/Asso | Azeof/Azso | Azso | Azeo | Asso | vo0,1mMTris
1GF | 8,9 1,1 0,467 2,08 2,22 0,251 0,556 | 0,267 21
2GF | 0,8 9,2 0,055 1,91 1,41 0,046 | 0,065 | 0,034 21
3GF | 8,9 1,1 0,467 2,08 2,22 0,251 0,556 | 0,267 21
4GF | 4,9 51 0,097 2,04 1,87 0,062 | 0,116 | 0,057 21
1EcN | 7,6 2,4 0,207 2,06 2,17 0,114 0,247 | 0,120 21
2EcN | 8,5 1,5 0,344 2,05 1,47 0,279 0,410 | 0,200 21
3EcN | 8,3 1,7 0,292 2,01 1,99 0,175|0,348 | 0,173 21
4EcN | 8,6 1,4 0,350 2,00 0,58 0,725|0,417 | 0,209 21
1055 | 8,5 1,5 0,341 2,03 2,13 0,191 0,406 | 0,200 21
2055 | 6,8 3,2 0,158 2,02 0,21 0,894 | 0,188 | 0,093 21
3055 | 7,9 2,1 0,234 2,01 1,82 0,153 0,279 | 0,139 21
4055 | 7,7 2,3 0,217 1,95 1,24 0,208 | 0,258 | 0,132 21
1LT2 | 7,0 3,0 0,165 1,95 2,12 0,093 0,197 | 0,101 21
2112 | 7,0 3,0 0,168 2,08 2,44 0,082 | 0,200 | 0,096 21
3LT2 | 8,4 1,6 0,312 2,08 0,70 0,534 0,372 0,179 21
41T2 | 3,4 6,6 0,076 1,96 1,70 0,053 | 0,090 | 0,046 21

Tab. 6: Hodnoty naméfenych absorbanci a vypo&tenych koncentraci
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4.5 Stanoveni genového p Fepisu HMGB1, cytokin G a TLR4 ve stfevé

Grafy zobrazuji vysledky stanoveni aktivace pfepisu jednotlivych gend po
normalizaci k B-aktinu a jejich relativizaci vzhledem k primérné hodnoté. Hodnoty
v grafu jsou vztaZzené k hodnotam u kontrolni skupiny - bezmikrobni selata (GF) a je
vyznatena SEM. V grafech jsme vyznadili statisticky vyznamné hodnoty (*), kde

p<0,05, a statisticky vysoce vyznamné hodnoty (**) s p<0,01.

PFi stanoveni genového pfepisu HMGBL v ileu jsme Zzjistili vy35i hodnoty u selat
infikovanych bakterii S. Typhimurium. Hodnoty exprese vileu selat infikovanych
E. coli O55 jsou niZ8i neZ u kontrolni skupiny bezmikrobnich selat. Po osazeni E. coli
Nissle 1917 se genovy prepis téméfF nezménil. Rozdily mezi hodnotami kontrolnich

selat a ostatnich skupin v3ak nejsou statisticky vyznamné.

HMGB1

2.0-
§ ]
z T
€ 1.54 T
@ ]
g ] T
S 1.0
) —_
s ]
2 0.51
S ]
Q 4
4 ]

0.0 T ] 1 ]

& 2y v
© & o’ N
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Obr. 17: Aktivace genového pfepisu HMGBL1 v tenkém stfevé

Zatimco u skupiny EcN zlstala exprese mRNA pro IL-8 na drovni

bezmikrobnich selat, v pfipadé enteropatogennich bakterii E.coli O55 doSlo k
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vyraznému zvySeni exprese, které bylo v pfipadé O55 statisticky neprukazné, avSak u

kmene LT2 salmonel se jednalo o zvySeni statisticky vysoce prikazné (p<0,01).
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Obr. 18: Aktivace genového prepisu IL-8 v tenkém stfevé

Gen pro IL-10 byl ve stfevni tkani vyrazné pfepisovan u selat infikovanych S.
Typhimurium LT2 a o néco vyrazné&ji u skupiny infikované E.coli O55. U skupiny

asociované EcN byly hodnoty vysSi vzhledem k hodnotdm bezmikrobnich selat.

Ziskané vysledky vSak nejsou statisticky vyznamné.
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Obr. 19: Aktivace genového prepisu IL-10 v tenkém stfevé

45



Vzhledem ke kontrolni skupiné byla exprese TNF-a zvySena u vSech skupin.
Statisticky prikazny (p<0,05) zvySeny prepis genu pro TNF-a ve stfevé jsme ale

nalezli pouze u selat infikovanych S. Typhimurium LT2.
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Obr. 20: Aktivace genového prepisu TNF-a v tenkém stievé
PFi stanoveni exprese genu Toll-like receptoru 4 jsme nalezli zvySeny prepis u

vSech osazenych selat. Nejvy3Si hodnoty byly nalezeny u skupiny infikované

S. Typhimurium LT2, jedna se o statisticky vysoce prikazné rozdily (p<0,01).

TLR4
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Obr. 21: Aktivace genového pFepisu TLR4 v tenkém stfevé
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4.6 Stanoveni hladiny HMGBL1 a cytokin G v plasm & metodou ELISA

Ackoliv jsme pouzili ELISA kit pro HMG1 (USCN Live Science) podle instrukci
vyrobce, neziskali jsme Za&dné pozitivni hodnoty a standardni kfivka neopdpovidala

pfedpokladanym hodnotam. Uvadime vysledky ziskané pomoci ELISA kitu od firmy
IBL.

Nalezena hladina HMGB1 ve stievé selat infikovanych bakterii E. coli O55 je
signifikantné vy3Si ve srovnani s ostatnimi skupinami (p<0,05).
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Obr. 22: Hladiny HMGBL1 v plasmé

ZvySenou hladinu IL-8 v plasmé jsme zjistili pouze u selat infikovanych E.coli
O55. Vysledky jsou statisticky vysoce prakazné (p<0,01).
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Obr. 23: Hladiny IL-8 v plasmé

Hladina IL-10 v plasmé byla se statisticky vysokou prukaznosti (p<0,01) vysSi

pfi infekci bakterii E. coli O55. Mirné byla zvy3ena i pfi infekci S. Typhimurium.
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Obr. 24: Hladiny IL-10 v plasmé
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Nalezena zvySena hladina TNF-a v plasmé byla u skupiny selat infikovanych
E. coli O55 statisticky vysoce vyznamna (p<0,01). ZvySené hladiny jsme zjistili i u
skupiny infikované S. Typhimurium LT2, ale hodnoty nebyly statisticky prikazné.
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Obr. 25: Hladiny TNF-a v plasmé
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4.7 Stanoveni hladiny HMGBL1 a cytokin U ve stfevé metodou ELISA

Nalezli jsme statisticky vyznamné vysoké hladiny HMGB1 se stfevé selat
infikovanych bakteriemi E.coli O55 a S. Typhimurium, zatimco u selat bezmikrobnich a
asociovanych bakterii E. coli Nissle 1917 byly koncentrace nedetekovatelné.
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Obr. 26: Hladiny HMGB1 v tenkém stfevé

Hladiny IL-8 ve stfevé byly zvySené u selat infikovanych bakteriemi E. coli O55

a S. Typhimurim LT2 s vysoce vyznamnou statistickou vypovédni hodnotou (p<0,01).
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Obr. 27: Hladiny IL-8 v tenkém stfevé

Hladiny IL-10 ve stfevé byly zvySené po osazeni vSemi vybranymi bakterialnimi
kmeny. Nejvice u skupiny osazené enteropatogenni O55. Hodnoty ale nejsou

statisticky prikazné.
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Obr. 28: Hladiny IL-10 v tenkém stfevé
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Hladiny TNF-a ve stfevé byly zvySené u obou virulentnich bakterii — E.coli O55
a S. Typhimurium LT2. AvSak statisticky vyznamné jsou pouze hodnoty pro infekci

Salmonellou (p<0,05).
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Obr. 29: Hladiny TNF-a v tenkém stfevé
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5 Diskuze

High mobility group box 1 (HMGB1) je fylogeneticky velmi stard struktura.
Z vysledkl srovnavani sekvenci (nukleotidy a aminokyseliny) je patrné, Ze HMGBL je u
vSech uvadénych druhl evoluéné vysoce konzervovany, jak uvadéla literatura [67]. To
naznacuje, Ze je HMGB1 pro preziti velmi vyznamny a pfirozeny vybér zachovava
(konzervuje) jeho sekvenci a tedy i 3D strukturu, ktera ur€uje funkci proteinu. Sekvence
nukleotidd vybranych Zivocisnych druhd jsou méné sekvenéné identické, nez je tomu u

proteinovych sekvenci (tab. 4 a 5), coZ vyplyva z degenerovanosti genetického kodu.

HMGB1 provazi zanét jako struktura spojena s poskozenim bunék, kterd
zaroven zesiluje zanétovou reakci jako ,damage associated molecular pattern
molekule* (DAMP) [51]. Pro srovnani vyskytu HMGB1 jako znaku bunééného
poSkozeni jsme vybrali tfi cytokiny reprezentujici odliSné mechanismy bunééné
signalizace: chemokin interleukin 8 (IL-8), prozanétovy cytokin interleukin 10 (IL-10) a
faktor nekrotizujici naddory (TNF-a). Pro stanoveni aktivaci genového pfepisu jsme
pouzili metodu reverzni transkripce s néaslednou polymerazovou fetézovou reakci

v redlném Case (QRT-PCR). Pro stanoveni na drovni proteinu metodu ELISA.

Pfi vybéru primerd mame u ¢lovéka a mySi moznost vyuzit znalosti polohy
intrond, coZ by ndm umoznilo eliminovat riziko amplifikace kontaminujici genomové
DNA (gDNA). Volné pfistupny software firmy Roche [8] po zadani sekvence nebo jejiho
pFistupového Cisla automaticky tuto sekvenci rozliSil v€etné rozliSeni poloh exonu a
intrond. To by ndm umoznilo zvolit umisténi primerd tak, aby byly komplementarni
k sekvencim dvou sousednich exond. Pokud by doSlo ke kontaminaci genomovou DNA
a jeji amplifikaci, vzrostla by délka produktu nad hranici Gnosnou pro podminky
provadéné PCR. Prakticky je vznik takového produktu vlivem nastavenych podminek

znevyhodnén.

U prasete ale tuto moZznost nastaveni primert vétSinou nemame, nezname
polohu intrond, a proto jsme museli vénovat vétSi pozornost eliminaci kontaminujici
gDNA pifi izolaci RNA. Navic mRNA tvofi jen maly podil z celkové RNA, coZ opét
zvySuje naroky na kvalitu izolované RNA. Je také nutné zabrénit jeji degradaci
v3udypfitomnymi RNé&zami. Hlavnim zdrojem RN&z je samotny vzorek, takze je

dalezité pouzit lyzacni pufr, ktery obsahuje latky inaktivujici RNazy. Pfi manipulaci se

53



vzorkem se proto musi pouzivat sterilni materiél a rukavice a dale pouzité reagencie a
pufry musi byt RNaz prosté. Zde by mohlo dojit ke kontaminaci RNazami bakterii a
RN&zami pfitomnymi na rukou a laboratornim vybaveni, coZz by vedlo k degradaci
RNA [16;24].

Eliminaci kontaminujici gDNA jsme zajistili ve dvou raznych krocich pouZivajice
odliSné pfistupy ruznych vyrobct komerénich reagencii pro izolaci RNA a syntézu
cDNA. P¥i izolaci RNA jsme pouZili metodu adsorpce DNA na ¢astice v Lysis solution
DCT (Invitek) a odstanéni kontaminujici gDNA navazané na Céastice centrifugaci a pfi
reverzni transkripci pouZzitim pufru ,gDNA Wipeout Buffer® (Qiagen), kdy princip
vyrobce nepopisuje, ale je mozné, Ze se jedna o pouziti DNazy. DNaza jako napfiklad
v kitu pro syntézu cDNA od Thermo Fisher Scientific, ktery vyuziva princip fenol-
chloroformové extrakce a Macherey-Nagel, ktery izoluje RNA pomoci vazby na

silikatovou membranu.

Navic jsme zafadili kontrolu v misté syntézy cDNA, kde jsme chtéli mit jistotu,
Ze jako templat neslouzi kontaminujici gDNA. Misto reverzni transkriptadzy jsme do

jedné zkumavky pridali vodu, vSe ostatni jsme provedli jako u normalnich vzorka.

Pro stanoveni mRNA pro IL-8, IL-10, TNF-a, TLR4 jsme pouZili zavedené
systémy. Pro stanoveni HMGBL1 jsme navrhli 2 systémy, z nichZ jsme vybrali systém
s LNA sondou 9, ktery dosahoval vysSi efektivity neZz srovnavany systém s LNA
sondou 48. Pro vSechna stanoveni jsme pouZili jednotny cyklus amplifikace pfi 60 C

po dobu 1 min.

Podle naSich informaci vyskyt HMGB1 u prasete jako markeru sepse doposud
nebyl popsan, proto jsme zvolili infekci dvéma rlznymi Gram-negativnimi bakteriemi —
E.coli O55 (extracelularni patogen) a Salmonella enterica sérovar Typhimurium
(intracelularni patogen). V pfipadé E.coli jsme zdmérné vybrali selata infikovana E.coli
ante finem, abychom zvysili pravdépodobnost nalezu HMGB1 jako markeru bunééného
poskozeni [83]. To je mozn& duvod, pro¢ predpokladané konstitutivni exprese mRNA
ktera byla ve velice Spatném zdravotnim stavu, zatimco nalez HMGBL1 proteinu byl
vzhledem k nejvétSimu bunécnému poskozeni nejvyssi u selat a to jak v plasmé, tak ve
vyplachu tenkého stieva. Hodnoty exprese mRNA pro kontrolni skupinu bezmikrobnich
selat, selat asociovanych probiotickou E.coli Nissle 1917 a S.Typhimurium byly
srovnatelné, coZz by potvrzovalo nasi domnénku o konstitutivni produkci mRNA pro
HMGB1. Zvy3Seny vyskyt proteinu HMGB1 byl déle vyrazné zvySen ve stievé selat

infikovanych S.Typhimurium, ackoliv v plasmé byly hodnoty na arovni kontrolni skupiny
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a skupiny asociované probiotickou E.coli. Domnivame se, Ze k vyraznému zvySeni
hladiny HMGB1 by doslo v pfipadé S. Typhimurium v pozdéjSi dobé v souladu

s predpokladanym multiorganovym poSkozenim a zhorSenim zdravotniho stavu selat.

Zdéa se, Ze od prvotniho nadSeni vyuziti HMGB1 jako markeru sepse dochazi
k postupnému vystfizlivéni. Jak uvadeéji néktefi autofi ve svych pracich [77], HMGB1
nevykazoval statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami déti s rldznymi Grovnémi
sepse s nebo bez detekované bakteriémie. Podobnéa studie se stejnymi zavéry byla
provedena i u dospélych septickych pacientd [35]. Na rozdil od HMGB1l se
prokalcitonin, CRP, IL-6, pfipadné CD163 ukazuji jako vyrazné vhodné&jSi markery a
v jejich prospéch hovofi i fakt, Ze jsou, kromé& CD163, obecné zavedeny v klinické

praxi.

Jini autofi [36] na zakladé stanoveni plasmatickych hladin HMGB1 konstatovali,
Ze jeho plasmatické hladiny koreluji s téZkosti sepse a Ze na zakladé tohoto stanoveni
Ize podle hodnot pfedpokladat preziti ¢i umrti (ve 3. dni vice nez 4 ng/ml). Opét se ale
objevily jiné skupiny [49], které ukazuji, Ze hladiny HMGB1 se statisticky vyznamné

neliSily mezi skupinami pfezivsich a nepfeZzivSich pacientd.

Pfesto molekula HMGB1 ve svém extracelularnim vyskytu neztraci na své
pfitazlivosti, protoZe pro svou reaktivitu s raznymi receptory pro molekuly pfirozené
imunity [108] a schopnost zesilovat zanétové podnéty [90] se jevi vhodnou molekulou
pro terapeuticky zasah, ktery byl mnohokrat experimentélné ovéfen na mysSich
modelech [19;107;109;111].

IL-8 s jeho funkci atrakce a aktivace neutrofilnich leukocytl povazujeme podle
svych zkuSenosti za indikator obranné reakce, ktery je pozitivnim ¢&lankem
mechanismd pfirozené imunity, pokud nepfesahne uritou hranici, kdy uz je

indikatorem patogeneze [97].

IL-10 je pokladan za protizanétovy cytokin. Jeho zvySeny vyskyt v plasmé u
gnotobiotickych selat je spojen se Spatnou progndzou prezivani selat [96] a odrazi i

zavaznost stavu u infikovanych mysi [80].

Faktor nekrotizujici nadory (TNF-a) je ¢asnym indikatorem sepse [48] vedouci
k multiorgdnovému poskozeni. Extrémni hodnoty proteinu Ffadové v nanogramech u
selat infikovanych enteropatogenni E.coli potvrzuji organové poskozeni a Spatnou
prognozu prezivani selat. Zajimaveé jsou vysledky v genovém prepisu, kdy je aktivace
nejvys§si u selat infikovanych Salmonellou. Nizké hodnoty pro skupinu selat

infikovanych E.coli O55, které jsou srovnatelné s hodnotami kontrolni skupiny mohou
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souviset s rozvratem homeostazy celého organismu tésné pied predpokladanym
amrtim. KdyZz vezmeme v Gvahu kinetiku TNF-a popsanou Myersem a kol. [69], je
mozné se domnivat, Ze TNF-a jako ¢asny indikator (vrcholici 1 hodinu po stimulaci)
neni v pozdéjSich stadiich (zde 24 hodin) pfepisovan u infekce vedouci k letalnim
stavim jako je to v pfipadé selat infikovanych E.coli O55 [48]. Vyrazné hodnoty
v pfipadé S. Typhimurium jako intracelularniho patogena mohou byt zpusobeny
odliSnymi obrannymi mechanismy, kdy vyznamnou Ulohu sehrava predevsim bunécna

imunita [32] a také vyrazné lepSim zdravotnim stavem selat v dobé eutanazie selat.

Poslednim znakem, ktery jsme sledovali, je TLR4, tj. receptor pro LPS [88].
Z duvodu nedostatku reagencii jsme stanovovali pouze aktivaci genového prepisu na
arovni mMRNA. Pomérné prekvapivé je pro nas to, ze stimulace u E.coli O55 zlstala na
arovni E.coli Nissle 1917, pfiéemz obé vykazovaly jen nepatrné a neprikazné zvyseni
v porovnani se skupinou bezmikrobnich selat. V pfipadé E.coli O55 by to mohlo byt
v souvislosti s nevyraznymi pfepisy pro TNF-a0 a jen mirné zvySenymi pro IL-8
plynoucimi pravdépodobné ze Spatného zdravotniho stavu. Naopak statisticky vysoce
prikazné zvySeni transkripce TLR4 nastalo u dalSi Gram-negativni bakterie — S.

Typhimurium.
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6 Zaver

V poslednich letech se vedle klasickych znaku bakterialni sepse, jako jsou
CRP, ceruloplasmin, haptoglobin a dalSi, objevuji zpravy o novych markerech. Mezi
jedny z nejvyuzivanéjSich markerd poslednich let patfi CRP, prokalcitonin a IL-6.
Snaha zpfesnit diagnostiku sepse a mozného poskozeni organismu konciciho ¢asto
amrtim vede k hledani novych diagnostickych markeru. V poslednich letech se objevuji
nové markery sepse, které jsou intenzivné studovany. Je to napfiklad TREM-1, CD163

a v neposledni fadé i HMGBL1.

V diplomové préci jsme se zabyvali moznosti pouZiti HMGB1 jako markeru
sepse s nepfiznivou prognézou u gnotobiotickych selat, tj. selat chovanych
v mikrobiologicky definovanych a fizenych podminkach. Ke srovnani mozného pouziti
HMGB1 pro prognozu nepfiznivého vyvoje vedouciho k amrti selete jsme zvolili
cytokiny reprezentujici odliSné mechanismy: chemokin IL-8, protizanétovy cytokin IL-10

a Casny prozanétovy cytokin TNF-a, které byvaji pfi sepsi vyrazné zvySeny.

Pfi sledovani exprese HMGB1 na urovni mRNA a proteinu jsme na zakladé
naSeho pozorovani a literarnich Gdaju dosli k zavéru, Ze HMGB1 je pFepisovan
konstitutivné a zvySené mnozstvi proteinu v krvi nebo ve stfevé pfi infekci enteralnimi
bakteridlnimi patogeny je v souladu jak s vybranymi cytokiny, tak se skupinami
experimentélnich selat — bezmikrobni, selata osazena probiotickou bakterii a dvé
skupiny infikované raznymi virulentnimi bakteriemi. HMGB1 u prasete je proto mozno,
stejné jako u jinych zivocisnych druht a ¢lovéka, povaZovat za pozdni marker sepse,

coz zatim v literatufe nebylo popséano.

Z hlediska mozného pouziti v klinické praxi jako markeru sepse se vSak
domnivame, Ze stanoveni HMGB1 nevytésni jiz zavedené markery jako jsou CRP,
prokalcitonin, IL-6 apod. Extracelularni vyskyt HMGB1 jako molekuly indikujici
poSkozeni a schopnost vézat fadu receptord, molekul pfirozené imunity a jeho
schopnost zesilovat zdnétové mechanismy by vak z HMGB1 mohly udélat molekulu
terapeutického zasahu. To je jeden z duvodd, pro¢ povazujeme problematiku HMGB1
za velice zajimavou a budeme se ji v SirSich souvislostech i nadale zabyvat v nasi

budouci praci.
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7 Seznam zkratek

AGEs - produkty pokrocilé glykace (advanced glycation end products)
AMV - virus ptaci myeloblastézy (avian myeloblastosis virus)
CD - diferenciacni skupina (cluster of differentiation)

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina (complementary deoxyribonucleic

acid)

CFU - kolonie tvofici jednotky (colony-forming units)

CSF - kolonie stimulujici faktor (colony-stimulating factor)
DAMPs - danger associated molecular patterns

DNA - deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)
dNTP - deoxynukleotid trifosfat

DPBS - soli podle Dulbecca s fosfatovym pufrem (Dulbecco’s phosphate buffered

saline)

EcN - Escherichia coli Nissle 1917

ELISA - enzymova imunoadsorpéni analyza (enzyme-linked immunosorbent assay)
EPEC - enteropatogenni Eshcerichia coli

ERK - extracelularné regulovana kinaza (extracellular signal-regulated kinase)

FRET - fluorescenéni rezonanéni pfenos energie (fluorescence resonance energy

transfer)

GAPDH - glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza
gDNA - genomova DNA

GF - bezmikrobni (germ-free)

GM-CSF - kolonie stimulujici faktor pro granulocyty a makrofagy
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HMGB1 - high-mobility group box 1

HPRT - hypoxantin fosforibozyl transferdza

HRP — kifenové peroxidaza (horse-radish peroxidase)

HSP - proteiny tepelného Soku (heat shock protein)

ICAM - intracelularni adhezni molekula (inter-cellular adhesion molecule)
IFN - interferon

IL - interleukin

JNK - Jun N-terminalni kindza (Jun NH2-terminal kinase)

LFA - leukocyte function-associated antigen

LNA - ,zamknuté nukleové kyseliny* (locked nucleic acid)

LPS - lipopolysacharid

mAb - monoklonalni protilatka

MCP - monocytarni chemotakticky protein (monocyte chemoattractant protein)
MIP - makrofagovy zanétlivy protein (macrophage inflammatory protein)
MMLYV - Molonyho virus mysi leukemie (Moloney murine leukemia virus)
NF-kB - nuklearni faktor-xB

PAI - inhibitor aktivatoru plasminogenu (plasminogen activator inhibitor)
PAMPs - patogen associated molecular patterns

PCR - polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
PRRs - receptory pro nebezpec¢né vzory (pattern recognition receptors)
RAG - recombination activating gene

RAGE - receptor pro produkty pokrocilé glykace (receptor for advanced glycation end

products)

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)
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rpm - pocet otaCek za minutu (revolutions per minute)
RT - reverzni transkripce
SAPK - stresem aktivované proteinkindzy (stress-activated protein kinase)

SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu

sodného (sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)
SEM - standard error of mean

TLR - Toll-like receptor

TMB - 3,3',5,5'-tetrametylbenzidin

TNF - faktor nekrotizujici nddory (tumor necrosis factor)

tPA - tkanovy aktivator plasminogenu (tissue plasminogen activator)
TREM-1 - triggering receptor expressed on myeloid cells 1

VCAM - vaskularni cytoadhezivni molekula (vascular cell adhesion molecule)
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9 Prilohy

9.1 Fotografie po Fizené pfi praci na MBU AV CR, v.v.i.

Obr. 30: Manipulace se zvifaty uvnitf izolatoru

Obr. 31: Gnotobioticka selata v izolatoru
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Obr. 32: Gnotobiotické sele v anestezii

Obr. 33: Vykrveni selete
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Obr. 35: Oc¢kovani zivnych pad
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9.2 Srovnani nukleotidovych sekvenci HMGB1 u vybran
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Obr. 36: Srovnani sekvenci HMGB1, pouze ¢ast obsahujici isek amplifikovany pfi real-time PC (vyznacen)



