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1 Uvod a cil

Historie bakterie Francisella tularensis se datuje od pocatku 20. stoleti, kdy
McCoy roku 1911 jako prvni popsal onemocnéni drobnych hlodavct v okoli jezera
Tulare v Kalifornii v USA a podle mista vyskytu jej oznacil jako tularemie. Pivodce
onemocnéni nazval Bacterium tularense. Diky vyzkumu Edwarda Francise bylo
zjisténo, ze Bacterium tularense je také pivodcem tularemie u ¢loveéka. Bacterium
tularense byla na pocest Dr. Francise pfejmenovana na Francisella tularensis (ElKins,
2003).

Mimotadné vlastnosti F. tularensis, jako je vysoka odolnost a zcela mimofadna
nakazlivost, vedla bohuZel 1 k jejimu zneuZiti v rdmci vyroby biologickych zbrani. Tato
fakultativné intracelularni gramnegativni bakterie je fazena do tfidy A potencidlnich
agens bioterorismu. Mezi vlastnosti patogenti jako potencialnich biologickych zbrani
patfi napi. Vysoka morbidita a mortalita, nizkd davka potfebnd k infekci, Sifeni

aerosolem, neexistujici vakcina, stabilita v prostiedi atp.

V soucasné dob¢ se intenzivné hledaji faktory virulence Francisella tularensis,
které by byly dostate¢n¢ imunogenni a pouzitelné pro subjednotkové vakciny (napf.
lipopolysacharid). Touto problematikou se, mimo jiné, zabyva také Ustav molekularni

patologie Univerzity obrany v Hradci Kraloveé.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak se méni exprese genti kodujicich
molekuly cytokini u B bunééné linie Ramos RA-1 vlivem infekce F. tularensis
a vlivem stimulace bakterialnim rekombinantnim proteinem IgIC, ktery je povazovan za
vyznamny faktor virulence této bakterie, a lipopolysacharidem. K pokusim bylo

vyuzito metody reverzni transkriptdzové polymerazové fetézové reakce.



2 Teoreticka cast

2.1 Francisella tularensis

2.1.1 F. tularensis — patogen

F. tularensis je fakultatitvné intracelularni, gramnegativni, aecrobni, nepohybliva

a nesporulujici tyckovita bakterie.

Francisella je jediny rod ¢eledi Francisellaceae. V ramci rodu Francisella jsou
na zaklad¢ podobnosti DNA a sloZeni mastnych kyselin rozliSovany 2 druhy: tularensis
a philomiragia. Druh Francisella tularensis je podle biochemickych a molekularnich
testti ¢lenén do 4 poddruhd: tularensis (n€kdy také oznacovan jako F. tularensis typu

A), holarctica (F. tularensis typu B), novicida a mediasiatica (McLeod, 2006).

F. tularensis subsp. tularensis, ktera se vyskytuje vylu¢né v Severni Americe, je
vysoce infekéni, mortalita onemocnéni bez 1é¢by dosahuje az 60 % oproti evropskému
virulentnimu kmeni F. tularensis subsp. holarctica, kde nelé¢ené onemocnéni vykazuje

mortalitu do 5 %.

2.1.2 F. tularensis — faktory virulence

Faktory, které stoji za vznikem a vyvojem chorobnych zmén V hostitelském
organismu zpusobenych bakteriemi, se souhrné oznacuji jako bakterialni faktory
virulence. Ukolem téchto faktorl je zajistit bakteriim pfilnuti na hostitelské buiiky,
prinik do téchto bungk, proliferaci uvnitt bunky, unik pfed obrannymi mechanismy

imunitniho systému a zajistit dalsi vyvoj Zivotniho cyklu.

F. tularensis LVS (F. tularensis subsp. holarctica kmene LVS) ma na svém
povrchu polysacharidové pouzdro, které chrani bakterii proti jejimu zni¢eni sérovym
komplementem hostitele. Pouzdro F. tularensis obsahuje nezvykle vysoké mnozstvi
lipidi v porovnani s jinymi gramnegativnimi bakteriemi. Nicméné tloha pouzdra ve
virulenci F. tularensis dosud nebyla pfesné urCena. Moznost uplatnéni pouzdra

v procesu vakcinace je predmétem vyzkumu (McLendon, 2006; Sjostedt, 2003a).

Dalsim virulentnim faktorem gramnegativnich bakterii je lipopolysacharid

(endotoxin), ktery tvofi dulezitou slozku vnéj$i membrany gramnegativnich bakterii.
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Bakterialni LPS je tvofen komplexem amfifilnich molekul a sklada se ze 3 zakladnich
¢asti: (1) jadrové oblasti (centralni sacharid), (2) z lipidu A, ktery ovliviiuje toxicitu
LPS a ma vliv na schopnost rlstu bakterie v intracelularnim prostiedi,
a polysacharidového O antigenu (3) , ktery uruje imunologickou specifitu. LPS je do
membrany ukotven pomoci lipidu A. Lipid A je tvofeny fosforylovanym
N-acetylglukosaminovym dimerem s pfipojenymi Sesti az sedmi nasycenymi mastnymi
kyselinami, které jsou navazany piimo na dimer nebo esterovou vazbou na 3-hydroxy
mastnou kyselinu. Struktura lipidu A se pfili§ neliSi mezi jednotlivymi gramnegativnimi
bakteriemi. Zbytek LPS vy¢niva z povrchu buiiky do vnéjSiho prostoru. Jadrova oblast
je na N-acetylglukosamin napojena v poloze 6 a je tvofena kratkymi fetezci sacharida.
Mezi neobvyklé sacharidy patii heptoza a 2-keto-3-deoxyoktanova kyselina, ktera je
pritomna ve vSech LPS, v jinych slouCenindch se nevyskytuje. Polysacharidovy
O antigen je navazan na jadrovou oblast a je tvofen az 40krat se opakujicimi
podjednotkami 3 az 5 sacharidi. Mezi jednotlivymi bakterialnimi druhy i kmeny se
vyskytuje velka rozmanitost sacharidii obsazenych v O polysacharidu, imunologickou

specifitu uréuji hlavné koncové sacharidy

(http://www.textbookofbacteriology.net/endotoxin.html).

LPS F. tularensis ma zvlastni strukturu a nema vlastnosti jako klasicky
endotoxin. Na lipidu A jsou navazané neobvykle dlouhé mastné kyseliny, chybi zde
fosforylace a a-glukosamin v poloze 3 neni acylovan. Ve struktuie se také objevuji
neobvyklé B-(1-6)glukany (Vinogradov, 2002). LPS F. tularensis rovnéz vykazuje
mimofadné nizkou toxicitu invivo a in vitro. Jeho schopnost indukovat tvorbu IL-1
a TNF-a u mononuklearnich bunék je 1000krat niz8i nez napi. u LPS E. coli. Bylo také
dokazano, ze existuje antigenni shift LPS F. tularensis, ktery ovliviiuje 0U¢innost
imunitni odezvy hostitele. Regulace délky fetézce O polysacharidu je nezbytna pti ristu
bakterie v makrofazich a také ovliviiuje rezistenci bakterie vici sérovému komplementu
(Sjostedt, 2003a).

Na povrchu F. tularensis se také nachazi komplexni struktury nazyvané ,,pili
typu 1V*, které jsou kodovany pil geny. Pili typu IV jsou multifunkéni, povrchova
vlakna, jenz se vyskytuji u mnoha riznych bakterii jako Neisseria spp., Pseudomonas
aeruginosa a Vibrio cholerae. Jejich funkci je pfipojeni bakterie, pohyb a tvorba

biofilmt. Delece pil genli ma za nasledek zna¢né oslabeni virulence (Forslund, 2006).
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Vstup F. tularensis do makrofagli neni doprovéazen respiraénim vzplanutim. To
je inhibovano bakterialni kyselou fosfatazou (AcpA). AcpA se proto fadi mezi

virulentni faktory.

Po vstupu do makrofagi jsou bakterie F. tularensis lokalizované uvnitf
fagozému. Asi po 3 hodinach se fagozomalni membrana rozpada a mikrobi se uvoliuji
do cytosolu makrofagl, kde se masivné mnozi. Francisella pak vyvola apoptoézu
makrofagul, bakterie se uvoliluji z mrtvych bunék a napadaji dalsi neinfikované buiky

(Qyston, 2004).

2.1.3 F. tularensis — pivodce tularemie

F. tularensis jako puvodce tularemie muze zpusobit nasledujici klinické

syndromy:

Glandularni a ulceroglanduliarni tularemie. V obou piipadech bakterie
prostoupi kizi po kousnuti nakazenymi Clenovci, poranénim nebo piimym kontaktem
s nakazenym materidlem (napf. mrtva téla zvifat). Infekéni davka pro cloveka je 10 az
50 bakterii. V pribéhu ulceroglandularni formy (45 % az 85 % pfirozené se
vyskytujicich piipadll) se organismy mnozi lokdln¢ a zapticinuji tvorbu viedu béhem
3 az 5 dni po pocatecni expozici. Vied se vyviji jako dusledek lokalni zanétlivé reakce,
ktera zahrnuje fibrin, neutrofily, makrofagy a T lymfocyty. Pocate¢ni lozisko se stava
nekrotické a degeneruje béhem nékolika nasledujicich dni ve zviedovatélé Iéze.
Bakterie se dal $ifi do mistnich lymfatickych uzlin, kde zpisobuji nekrotizujici
lymfadenitidu obklopenou neutrofilnim a granulomatéznim zanétlivym infiltratem.
Mohou se $ifit hematogenni cestou, zasdhnout vice organu a vyustit az v celkovou sepsi.
V prubéhu glandularni formy tularemie jsou zasazeny mistni lymfatické uzliny, ulcerace

se nevyskytuje.

Plicni formou tularemie mize ¢lovek onemocnét vdechnutim aerosolu
obsahujiciho bakterie nebo po rozsevu bakterii krevni  cestou, tzn. sekundarni
pneumonie jako nasledek tyfoidni formy. Bakterie rychle napada plicni makrofagy
a probiha replikace. Vysoka schopnost replikace F. tularensis se zda byt dulezitym
faktorem virulence spojené s plicni infekei. Plicni forma tularemie se Casto projevuje
témito znaky: ulcerdzni zanét bronchl a bronchiolli, hemoragicky edém s nespecifickou

zanétlivou reakci, nenapadné uzliky s akutni hnisavou nekrézou plicniho parenchymu,
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pleuralni fibrin6zni a fibrocelularni exudaci, pozdni faze kasedznich 1ézi a tvorba

granulomda (Gill, 1997).

Orofaryngealni tularemie vznika po poziti nebo vzdechnuti bakterii
a nasledném proniknuti do sliznice orofaryngu. Obvykle se vyskytuje jako exudativni
faryngitis nebo angina, S moznosti tvorby viedi. Bakterie se rozsifi do krénich

lymfatickych uzlin, kde mtize dojit k hniséni az nekroze.

Tyfoidni tularemie je systémové onemocnéni. Pivodce pronika do krevniho
fe¢isté organismu poskozenou kizi nebo sliznici. Po rozsevu bakterii krevni cestou jsou
zasazeny predevsim plice a organy retikuloendotelidlniho systému. Miize dojit
k celkové sepsi, syndromu dechové tisné dospélych a diseminované intravaskularni
koagulaci(http://www.cidrap.umn.edu/cidrap/content/bt/tularemia/biofacts/tularemiafact
sheet.html).

Rozsah onemocnéni se miize pohybovat od mirné infekce az po zivot ohrozujici
onemocnéni. Pfed dostupnosti antibiotické terapie byla celkova umrtnost odhadovana
na 7 %, ackoli pripady spojené s pneumonii a jinou formou vazné infekce az 50 %.
V soucasné dob¢ je tmrtnost nizka (asi 2 %). VétSina pacientd s horeCkou a celkovymi
piiznaky odpovida na antibiotickou terapii do 48 hodin. Tularemie typu A je vaznéjsi
nez tularemie typu B, ktera je obvykle mirna (Dennis, 2001). Okolnosti spojované
S nizkym u¢inkem terapie (relaps, prodlouzeni doby rekonvalescence, smrt...) souvisi
s ¢asovou prodlevou mezi propuknutim onemocnéni a vyhledanim Iékaiské péce, se
zpozdénim Vv zahajeni vhodné antibiotické 1é¢by nebo v souvislosti se zakladnim

onemocnéni (napf. diabetes, alkoholismus) (Penn, 1987).

2.1.4 Tularemie — dostupné tudaje o lécbhé

V minulosti byly lékem prvni volby baktericidné pusobici aminoglykosidy,
predevsim streptomycin. V soucasné praxi je streptomycin ziidka pouzivan, kvuli
problémim s neuro- a ototoxicitou. Nahradil jej gentamicin. Z divodu parenteralni
aplikace a neustalého monitorovani hladin 1éki, se vyuziti téchto antibiotik omezilo jen
na zavazné formy tularemie napt. na tularemickou meningitidu (Tarnvik, 2003; Tarnvik,
2007; Enderlin, 1994).

Tetracykliny jsou soucasti 1écby tularemie, ackoli maji pouze bakteriostaticky

ucinek a jsou spojovany s CastéjSim relapsem. Dnes prevlada doxycyklin. Vyhoda
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tetracyklind spoc¢iva v peroralnim podavani a nizsi toxicit¢ (Tarnvik, 2003; Tarnvik,

2007).

Nové moznosti v 1é¢b¢ nabidla chinolonova antibiotika, konkrétné ciprofloxacin.
Osvédcil se jako ucinny prostiedek proti tularemii typu B. Z klinickych studii
vyplynulo, Zze by mohl spliiovat predpoklady pro 1écbu déti a gravidnich Zen (Schaad,
1995; Johansson, 2000).

Neucinna se ukazala betalaktamova antibiotika, kotrimazol a klindamycin.

Erytromycin je oznafen jako nevhodny, kvili vyskytu rezistence v severni Evropé
(Enderlin, 1994; Cross, 1993).

2.1.5 F. tularensis — imunita

Podobné jako u jinych intracelularnich bakterii, je po infekci F. tularensis
vyvolana silnd primarni imunitni odpoveéd’ zahrnujici produkci prozanétlivych cytokint
a cytokinti produkovanych populaci Thl bunék, véetné IL-12, TNF-a, IFN-y. TNF-a
a IFN-y jsou nezbytné pro kontrolu infekce, odstranéni obou méni typicky subletalni
infekci v letalni. Makrofagy, dendritické bunky a NK buiky jsou odpovédné za
produkci IFN-y velmi ¢asné po infekeci. Aktivace makrofagi zprostfedkovana TLR2,
vede k produkci prozanétlivych cytokini a mize byt rozhodujici v ¢asném rozpoznani

patogenu (Elkins, 2003).

IFN-y aktivuje iINOS v infikovanych mysich makrofazich. Kone¢né produkty
INOS jsou NOe (radikal oxidu dusnatého) a ONOO (peroxynitrit). Jejich ptisobeni
piispiva ke smrti bakterie uvniti makrofaga (Schaible, 1999; Nathan, 2000). Produkce
TNF-a. a IL-12 zvySuje produkci IFN-y a tim i produkci reaktivnich dusikovych
metaboliti. Bylo zjisténo, Ze mechanismy, které makrofagy pouzivaji k inhibici
intracelularniho rustu francisely, se mohou trochu liSit v zavislosti na tom, ze které
tkané pochazeji. Anti-LVS aktivita alveolarnich makrofagi aktivovanych
IFN-y a ovlivnénych inhibitory NO, inhibitory reaktivnich kyslikovych radikald
a protilatkami proti TNF-a byla mald ve srovnéni s aktivitou makrofagl z perifernich
tkani (Polsinelli, 1994). Infekce lidskych makrofagi a role NO v odpovédi na tohoto
intracelularniho patogena je sporna. Néktera data poukazuji, ze béhem imunitni odezvy
na infekci makrofagi vyvolanou F. tularensis neni zahrnuta ani produkce dusikatych

ani kyslikovych reaktivnich metabolit (Fortier, 1994).
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Aktivace inflamazému (proteinovy komplex, ktery obsahuje protein ASC
a kaspazu 1) je rozhodujici pro vrozenou imunitni odpovéd’, vede K indukci bunécné
smrti infikované buiiky doprovazené uvolnénim prozanétlivych cytokind IL-1f8 a IL-18
(Santic, 2010; Mariathasan, 2005; Gavrilin, 2006).

Uloha B bundk béhem &asné faze imunitni odpovédi byla dlouhou dobu
opomijena. Pfima interakce intracelularni bakterie s B buiikami byla poprvé popsana
Menonem et al. (2003). Zjistil, ze Listeria monocytogenes je schopna interakce s B
bunkami a vyvolat jejich apoptozu. Krocova et al. (2008) zjistili ptimou interakci mezi
F. tularensis a lidskou B buné¢nou linii Ramos. Vysledkem interakce byla také

apoptoza B bunck.

Pomérné dlouhou dobu nebyla akceptovana uloha specifickych protilatek
v prubéhu imnunitni odpovédi k infekei F. tularensis, coz bylo prokazano v n¢kolika
experimentech provedenych v posledni dob¢. V jednom z pokusii byl pouzit kmen LVS
F. tularensis subsp. holarctica a klinicky izolat F. tularensis subsp. holarctica . Uloha
protilatek byla zkoumana na mysich kmene C57BL/10, které byly deficitni na B buriky.
Po preneseni rozpustnych protilatek do téchto mysi, byla pozorovana zvysena rezistence
k jinak smrtelné i.p. davce F. tularensis kmene LVS. Nasledné pokusy po intradermalni
infekci F. tularensis LVS, pfinesly pfimy dikaz, Ze pfitomnost patogen-specifickych
protilatek chrani hostitele béhem infekce intracelularnim patogenem. Jednim
z mechanizmi, kterym specifické protilatky pfispivaji ke kontrole infekce F. tularensis
miuze byt produkce TNF-a a IL-12 v kuzi. Tato fakta potvrzuji pfedchozi vysledky, Ze
specifické protilatky hraji dileZitou roli v ziskané imunitni odpovédi ke kmenu
F. tularensis LVS, ne vSak k vysoce virulentnimu kmenu F. tularensis subsp. tularensis.
Nicméné pfenos imunniho séra S naslednou infekci klinickym izolatem F. tularensis
subsp. holarctica udélil hostiteli vyznamnou ochranu (Stenmark, 2003; Stenmark,
2004).

Vystaveni subletalni davce bakterii Francisella vyvolava silnou ochrannou
imunitu pfi dal$im setkani se s patogenem u lidi i na zvifecich modelech. Specificka
imunita k infekci F. tularensis je do zna¢né miry zavisla na CD4+ a CD8+ T-buiikach.
Specifické T-bunky aktivuji makrofagy, které¢ pak dokazi bakterie eliminovat (EIKins,
2003).
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2.2 Interakce F. tularensis s hostitelskymi buiikkami

F. tularensis ma schopnost infikovat rizné typy lidskych i zvifecich bunék,
zejména profesionalni fagocyty (makrofagy, dendritické bunky a hepatocyty), ale i dalsi
typy bunék (napf. fibroblasty, endotelialni a epitelialni buniky) a pomnozit se v nich.
Obecné jsou za hlavni rezervoar F. tularensis in vivo povazovany makrofagy (lidské,

mysi, krysi, krali¢i a morceci) (Sjostedt, 2006; McLendon, 2006).

2.2.1 Interakce s makrofagy

K fagocytoze ¢astic a mikroorganismii dochdzi po specifické interakci mezi

receptory a ligandy a je umoznéna polymerizaci aktinu (McLendon, 2006).

Do této doby neni pfesné¢ objasnéno, které struktury makrofagii se ucCastni
pocatecni interakce s F. tularensis. Piedpoklada se, ze hlavni roli sehravaji povrchové
receptory TLR 2 (Cole, 2008). Nékteré prace rovnéZz poukazuji na vyznam receptord
pro komplement CR3 a CR4 (Balagopal, 2006) a receptor pro manozu (Schulert, Allen,
2006), ovsem jejich iloha neni uplné jasna. Molekula LPS F. tularensis je strukturalné
odlisna a diky tomu reaguje jen minimalné¢ s TLR 4 (hlavnim receptorem pro LPS)
(Duetias, 2006). Dochazi ale k vazb¢ F. tularensis na jiny toll-like receptor, TLR 2, kdy
byla sledovana aktivace signalni cesty NFkB, a to ve spojeni s adaptorovym proteinem
MyD88 (Collazo, 2006). Piedpoklada se zapojeni i jinych adaptorovych proteint
(pt. TIRAP), které ovSem nejsou nezastupitelné v buné¢né signalizaci (Cole, 2010).
Struktury F. tularensis, které maji podil na kontaktu s hostitelskou burikou jsou

adheziny a pili typu 1V (Zogaj, 2008).

Pii klasické fagocytoze (napi. M. tuberculosis) dochazi k tésnému obklopeni
¢astice po celém obvodu symetrickymi panozkami. Navijeci (coiling) fagocytdza je
charakterizovana tésnymi vrstvami asymetrickych panozek, je typicka pro
L. pneumophila. Ovsem pohlceni F. tularensis lidskymi makrofagy se od obou
ptedchozich typa liSi. Bakterie je obklopovana prostornymi asymetrickymi kli¢kami
z panozek. K tomuto procesu je nezbytna piitomnost komplementového faktoru C3
a komplementového receptoru CR3. Molekuldrni cil vazby komplementu zatim nebyl
zcela objasnén, zvazovana je role LPS. Tvorbu panozek spousti nejen zivé, ale také

formalinem nebo teplem usmrcené bakterie, neni tedy zavisla na jeji metabolické
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aktivité. Utvareni panozek inhibuje cytochalasin B, ktery blokuje polymerizaci

a prodluzovani aktinovych vlaken, v zavislosti na davce (Clemens, 2005).

Fagozoém obsahujici zivou F. tularensis (FCP) prochazi béhem zrani nékolika
fazemi, béhem prvnich 15 minut probiha faze Casného endozému vyznacujici se
markerem EEAL. Jeho exprese klesa asi béhem 60 minut, kdy se postupné na
fagozomalnim povrchu v disledku interakci s endozomy exprimuji molekuly LAMP 1
a LAMP 2 (faze pozdniho endozému, maximum asi za 2 —4 hodiny po prvnim
kontaktu). Do této chvile nebylo rozhodujici, zda pohlcena F. tularensis stale Zije.
Zatimco fagozomy s mrtvymi bakteriemi po ¢ase exprimuji na svych povrsich i katepsin
D (doslo tedy k vzniku fagolysozoému) a jsou postupné acidifikovany, Zivé bakterie
zabrani zrani fagozému v této fazi a nedochazi k jeho okyseleni (Clemens, 2004). Jiz
velmi ¢asné po pohlceni unikaji bakterie z fagozomu do cytosolu hostitelské buiiky, kde
se zacinaji mnozit (Golovliov, 2003). Bylo zjisténo, ze béhem 16 hodin od prvniho
kontaktu se nejvySe 15 % vSech intracelularnich mikrobd nachazi uvnitié fagozoémd.
Mechanismus uniku F. tularensis z fagozomu neni zcela objasnén. Kratce po infekci
ziskava 25 — 50 % fagozomui denzni vrstvu z fibrilarni hmoty. Tento povrchovy plast se
ale brzy za¢ina naruSovat a dochazi k rozpadu fagozému. Zatimco je do 90 minut od
prvniho setkani 80 —90 % vSech mikrobll uvnitt fagozémi, klesd tento pomér do
6 hodin na 50 % a v prabéhu 16 hodin az na 15 % (Clemens, Horwitz 2007; Golovliov,
2003; McCaffrey, Allen, 2006).

F. tularensis lokalizovana Vv cytoplazm¢ interaguje se specifickymi signalnimi
cestami. Aktivuje inflamazéom, multimolekularni proteinovy komplex, sloZeny
z receptoru rodiny NOD-like, adaptorového proteinu ASC a kaspazy 1. Aktivovana
kaspaza 1 potom $té€pi neaktivni formu pro-1L-18 a pro-IL-18 na jeji aktivni formy
(Gavrilin, 2006). Podrobnou analyzou podminek aktivace inflamazoému se zjistilo, ze
pro jeho aktivaci a dalsi signalizaci je dulezity transkripéni faktor IRF 3, jehoz
pozitivnim regulatorem je IFN-y. Mezi geny fizené transkripénim faktorem IRF 3 patii
mimojiné i IFN-a a B (Weiss, 2007).

F. tularensis vyskytujici se volné v cytoplazmé je schopna béhem 24 — 48 hodin
spustit cytopatogenni zmény smétujici k apoptoze. Dochazi k aktivaci mitochodrialni
drahy apoptdzy, tzn. porusSeni celistvosti mitochondridlnich membran nasledované

uvolnénim cytochromu c¢ a aktivaci kaspaz 9 a 3 (Lai, Sjostedt, 2003; Lai, 2004).
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Dochazi ke zvySeni exprese molekuly Fas v infikovanych bunkach v piimé souvislosti
sunikem F. tularensis do bunééného cytosolu. Hrstka etal. (2005) prokazali, Ze
indukce apoptdzy je zavisla na fosforylaci ERK % (p42/p44 MAPK). Mechanismy
aktivace apoptdzy jsou tedy pravdépodobné zavislé jak na indukci vySe zminénych
kaspaz 3 a9, tak na zasahu do signalizaénich drah MAPK. Bylo navic popsano, ze
F. tularensis interaguje jak se signalni drahou MAPK (c-Jun a p38), tak NFkB uz
Vv pribéhu jedné hodiny od infekce. Zabranuje timto aktivaci infikovanych makrofagt
véetné nasledné produkce prozanétlivych cytokinil, jako IL-1 a TNF-a. To ve své
podstaté jesté vice prispivd nejen k anergii infikovanych bunck, ale i k jejich vyssi

vnimavosti vi¢i proapoptotickym stimultim (Telepnev, 2003; Telepnev, 2005).

Autofagie je jednim z jevll provazejicich jiny dalsi typ programované bunécné
smrti, béhem kterého dochazi k cytosolovému oddéleni v ramci snahy nakazené bunky
ohraniCit bakterii do autofagozomu. Tato uvedend forma bunécné smrti nespousti
zanétlivé procesy, ale hraje roli piiprezentaci bakterialnich antigeni ve spojeni

s molekulami HLA 1I. tfidy (Hrstka, 2007).

Pfestoze se v posledni dobé objevilo mnoho studii, stale neni cyklus této bakterie

uvnitt makrofagli dostatecné detailné popsan.

2.2.1.11gIC

Za schopnost F.tularensis proliferovat uvniti makrofagti odpovidaji geny, které
jsou hlavni souc¢asti unikatni oblasti genomu oznacované jako ostrov patogenity (FPI).
Jako klicové se jevi dva bakteridlni operony, mglAB a iglABCD. Predpoklada se, Ze
oblast mglAB koéduje dva proteiny (MglA a MgIB), které zastavaji nejspiS funkci
regulatorti genové exprese. Pouzitim mutovanych bakteridlnich kmenti bylo prokédzano,
ze proteiny MglA, IglC a IglD se pfimo ¢i nepifimo podileji na blokaci acidifikace
fagozomu a jsou nutné pro unik F. tularensis z fagozoému (Bonquist, 2008). Protein IgIC
(23kDa protein) je v bakterialnim svété strukturalné unikatni, jeho centralni struktura je
tvofena B-skladanym listem (Sun, 2007). Bylo publikovano, ze mutované kmeny
F. tularensis LVS s deletovanym genem iglC (AQIC) nebyly schopny intracelularniho
rastu, neindukovaly apoptozu a jejich mnozstvi uvnitt bun€k s ¢asem klesalo. Kmen
ARIC téz nevykazoval cytopatogenni efekt infikovanych bunék (Lai, 2004; Golovliov,
2003). To, zZe je IglC dalezitym virulentnim faktorem dokladaji experimenty, kdy byly

mysi imunizované rekombinantnim atenuovanym vakcinaénim kmenem Listeria
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monocytogenes exprimujicim F. tularensis IgIC a po nasledné aerogenni infekci byly

chranéné proti F. tularensis typu A (Jia, 2009).

2.2.2 Interakce F. tularensis s B buitkkami, ¢asna imunitni odpovéd’

Nejdulezitéjsi funkce B bun€k je tvorba specifickych protilatek v adaptivni
imunitni odpovédi. V posledni dobé se ovSem objevuji prace, které dokazuji také
zapojeni B bunck v ¢asné, nespecifické odpovédi. V ptipad¢ infekci intracelularnimi
bakteriemi maji B bunky kromé& produkce protilatek (jez maji ale jen maly vyznam
vzhledem k lokalizaci patogenu uvniti buriky, ktera ho chrani pfed u¢innym navazanim
protilatek) také rtizné imunoregulacni funkce: prezentaci antigenu, produkci riznych
cytokinli ¢i chemokint, napt. 1L-4, IL-6, IL-10, IL-12, a TNF-a a . Nékteré z téchto
cytokini mohou slouzit k dal$i aktivaci bunék. Dilezitymi jsou IL-6, TNF-a ap
alL-12, které se ucastni regulace produkce IFN-y a aktivace makrofagii v mnoha
intracelularnich infekcich, véetné F. tularensis LVS infekce (Culkin, 1997; Dreisbach,
2000).

Silnym stimulantem B bunék je lipopolysacharid gramnegativnich bakterii.
B bunky exprimuji na svém povrchu dva receptory z rodiny TLR pro LPS, ato TLR4
a RP105 (CD180), aktivaci téchto dvou receptori se spusti dvé nezavislé signalni drahy.
Zatimco TLR4 se nachazi na rGznych typech buné¢k imunitniho systému, receptor
RP105 je prednostné exprimovan pouze na B bunkach a dendritickych burikach.
Navazanim LPS na RP105 dochazi k fosforylaci tyrozinového zbytku proteinu CD19,
aktivaci Lyn kinazy, fosforylaci proteinu Vav a nasledné aktivaci JNK. Cestou
nezavislou na CDI19 pies Lyn kindzu a BTK muze také dochazet k aktivaci NFkB.
Signalni cesta zavislda na adaptorovém proteinu MyD88 vede pies TLR4, IRAK
a TRAF®6 k aktivaci transkripéniho faktoru NFkB (Yazawa, 2003).

2.2.3 Prima interakce F. tularensis s B burnikami

Piimé interakce mezi nitrobunéénymi patogeny a B buiitkami nebyly donedavna
hloubg&ji studovany. Menon et al. (2003) popsali jako jednu z moznych strategii zahajeni
infekce schopnost intracelularni bakterie Listeria monocytogenes infikovat a zabit
B bunky. L. monocytogenes adherovala na povrch B bunék, doslo ke ztraté nékterych
povrchovych znakl hostitelskych bunék, vzniku poérdt v membrané, nasledné

Kk desintegraci a apoptoze.
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Mozné ucast B bun€k v ¢asné fazi imunitni odpovédi k intracelularni bakterii
F. tularensis je také studovana na pracovisti UMP FVZ UO v Hradci Kralové. Nedavno
byla provedena studie, ktera objevila schopnost ptimé interakce B buné¢k s F. tularensis.
Byly pozorovany lidské (Ramos) a mysSi (A20) B bunécné linie a slezinné buiiky.
K infikaci vice nez 20 % bun&k doslo do 24 hodin po infekci. Zivé bakterie zptisobily
apoptozu u bunééné linie Ramos a slezinnych mysich CD19" bungk. Ptiblizné 30 %
bun€k prodeélalo apoptézu po 24 hodinach a 70 % bun€k po 48 hodinach nezavisle na
pouzitém kmenu F. tularensis. V obou ¢asovych intervalech se u bunék neinfikovanych
a infikovanych mrtvou F. tularensis nachazelo asi 10 % apoptotickych bunék, z ¢ehoz

plyne, Ze jen ziva bakterie je schopna vyvolat apoptozu (Krocova, 2008).

Apoptdza, programovana bunénd smrt, mize byt vyvolana rliznymi signaly
z vn¢j$itho 1 vnitiniho prostfedi buiikky. VnéjSi cesta aktivace apoptdozy zafind na
cytoplazmatické membrané po navazani ligandu na ,receptor smrti“ (DR - Death
Receptor) snaslednou indukci vzniku bunéfnou smrt navozujicitho signaliza¢niho
komplexu (DISC). Ten dava vzniknout aktivnim kaspazam 8 a 10, které pak aktivuji
efektorové prokaspazy 3, 6 a 7. Vnitini cesta apoptodzy je zpisobena poskozenim vnéjsi
mitochondrialni membrany s naslednym uvolnénim mitochondrialnich proteind. Jednim
znich je cytochromc, ktery v cytosolu spousti tvorbu apoptozému - molekularni
zakladny slozené z Apaf-1, dATP a cytochromu c. Uvedené d&je usti v aktivaci
kaspazy 9, ktera stépi a aktivuje efektorové prokaspazy. Vnitini cesta apoptdzy je
regulovana pro- (Bax, Bak, Bad, Bid, Bim) a protiapoptotickymi (Bcl-2, Bcl-X.) geny
z rodiny Bcl-2. Kaspaza 8 ucastnici se vnéjsi cesty vede také ke $tépeni Bid proteinu, za
vzniku tBid, ktery piestupuje do mitochondrie a spousti cestu mitochondrialni smrti
(Obr. 1) (Jiang, Wang, 2004; Zimmermann, 2001; Lawen, 2003).

Zivna et al. (2010) popsali cesty vedouci k apoptoze Ramos bunééné linie po
infekci F. tularensis. Ziva bakterie aktivuje kaspazy 8, 9 a 3, stejné jako Bid,
Z mitochondrii uvoliiuje cytochrom ¢ a AIF a vyvolavéa depolarizaci mitochondrialni
membrany a vede k apopdze. Naproti tomu, usmrcena F. tularensis aktivuje pouze
kaspazu 3, vyvolava akumulaci Bclx, (antiapoptoticky protein) v mitochondrialni

membrané a nezpuisobuje apoptdézu bunééné linie Ramos.
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Obr. 1 Signalni cesta vedouci k apoptoze
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Vysvétlivky:

Death Receptor - receptor smrti; Death Ligand - ligand smrti; Plasma Membrane - plasmaticka

membrana; Mitochondria - mitochondrie; Apoptosis — apoptoza

(webovy zdroj, uvedeno jako posledni polozka pouzitych zdroji)
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2.3 PCR s reverzni transkripci

Polymerazova fetézova reakce s reverzni transkripci, RT-PCR (reverse
transcriptase polymerase chain reaction), je laboratorni technikou pro amplifikaci
urcitého segmentu molekuly RNA. Jeji fetézec je nejprve (reverzng€) cely prepsan do
komplementarni DNA (cDNA) a poté nasleduje amplifikace specifické DNA pomoci
PCR. Tyto 2 kroky se daji délat postupné nebo dohromady.

V prvnim kroku RT-PCR, nékdy nazyvaném ,.first strand reaction®, je vytvoren
fetézec komplementarni DNA z templatu (matrice) messengerové RNA za pouZiti
deoxyribonukleotidd (ve formé trifosfatt - dATP, dCTP, dGTP a dTTP)
a RNA-dependentni DNA polymerazy (= reverzni transkriptazy) b&hem procesu
reverzni transkripce. VySe uvedené komponenty jsou smichany s jednofetézcovym
usekem DNA (primer) v pufru (reverse transcriptase buffer) na cca 1 hodinu pii teploté

kolem 37 °C.

Po dokonceni reverzni transkripce, tj. poté, co byla vytvofena komplementéarni
DNA z ptivodni jednofetézcové mRNA, je zahajena standardni polymerdzova fetézova
reakce. Jsou ptidany termostabilni DNA polymeraza, pfimé (sense) a zpétné (antisense)
DNA primery. Pro usnadnéni vazby DNA primeri na cDNA (tzv. annealing) je reakce
zahtata na teplotu specifickou pro strukturu/sekvenci primert (50 — 70 °C). Dalsi
zahtivani (65 — 75 °C) umoziuje termostabilni DNA polymeraze tvorbu dvoufetézcové
DNA z primeri navazanych na cDNA (elongace/extenze). Reakce je poté zahiata
piiblizn€ na 95 °C pro separaci DNA fetézcii (denaturaci). Smés je poté opét ochlazena
na teplotu, ktera opét umozni vazbu primert a cyklus se opakuje. Ptiblizné€ po 30 — 40ti
cyklech jsou vytvoieny miliony kopii pozadovanych sekvenci. Findlnim krokem je
konecnd elongace pfi teplot¢ 72°C po dobu 5 — 15 minut, kdy dochézi k dokonceni
syntézy cCastenych produktl, a zchlazeni PCR reakce na teplotu 4 —15°C
(http://www.lfhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/mRNA.htm)

(http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory/pcr.html).

Stiidanim tii teplot dochazi k exponencidlnimu mnoZeni poZadovaného useku
DNA vymezeného dvojici pouzitych primert. Cyklické zmény teplot reakéni smési lze
fidit automatizované pomoci tzv.termocykleru. Zkumavky s reakéni smési jsou
v termocykleru uloZzeny v kovovém bloku, jehoz teplota je fizena podle programu

nastavené¢ho uzivatelem. Reakéni smés je podobné jako u jinych biochemickych reakci
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sestavena v mikrozkumavce (PCR zkumavce), odlisnost spociva v tom, Ze
mikrozkumavka musi byt tenkosténnd, aby umoziovala rychlé zmény teplot vzorku.
Obvyklé je také sestavovani reakéni smési tzv. ,na ledu, tzn. ze mikrozkumavka je
stale chlazena na teplotu mirné nad 0 °C, aby se zabrédnilo piedCasné aktivité
Tag-polymerazy. Pti laboratorni teploté totiz mohou primery nespecificky nasednout na
mista, kterd neodpovidaji zcela jejich sekvenci, a Tag-polymerdza by mohla zahajit
jejich extenzi. Reakéni smés by tak mohla byt hned zpocatku obohacena o nespecifické
produkty, které by v pozdéjSich krocich snizovaly uc¢innost reakce, piip. by vedly ke
vzniku zcela chybnych produktt. Dokonale lze toto riziko eliminovat jen tzv. horkym

startem reakce (http://biologie.upol.cz/metody/).

RT-PCR poskytuje vysoce citlivou techniku, kterd umoznuje detekovat velmi
maly pocet kopii RNA molekul. RT-PCR je rozSifend v diagnostice dédi¢nych
onemocnéni, kvantifikaci specifickych RNA molekul v buiikdch a tkanich jako miry

genové exprese (http://www.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/mRNA.htm).

2.3.1  Optimalizace PCR

Cilem optimalizace je specificky prubéh PCR reakce, tzn. aby vznikal pouze
jediny produkt odpovidajici amplifikovanému tseku. Vysledek PCR reakce je proto

ovétovan na gelu. Je nékolik moznosti:

e zména teploty nasednuti primeru (,,annealing®) — snizenim umozZnime lep$i vazbu
primeri na templatovou DNA, pfilisné snizeni vSak mize vést k tvorbé nespecifickych
produktt. Idealni je provést gradientovy pokus a nasledné vybrat nejvhodné;jsi teplotu.

e zvyseni koncentrace MgCl, — hoi¢ik stabilizuje komplex DNA—polymeraza, zvyseni
koncentrace na 2,5 — 6,0 mM (standardni koncentrace je 1,5 — 2,0 mM) muze piinést
uspéech.

e piidani aditiv — n¢které latky (DMSO, formamid, betaine, glycerol, BSA, (NH4),SO,)
mohou zvySovat stabilitu polymerazy, specifi¢nost vazby primert.

e modifikace cyklu — prodlouzeni (zkraceni) doby elongace, zvySeni poctu cykll, apod.
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V ptipad¢, Zze produkt PCR reakce neni zfetelny nebo je vysledkem vice
produktti odlisné délky (nespecifické produkty), reakce neprobéhla optimalné. Je nutné

zménit reakéni podminky tak, aby PCR probé¢hla tspésné.

(http://botanika.bf.jcu.cz/laboratory/pcr.html).

2.3.2 Detekce amplikonu na gelu

Vysledek PCR amplifikace lze tzv. detekovat na gelu, tzn. ze vzorek reakéni
smési je nanesen na start agar6zového nebo polyakrylamidového gelu a podrobi se
elektroforéze. Elektroforézu je nutné vypnout v okamziku, kdy jsou molekuly
nukleovych kyselin pfiméfené roztfidény. Pokud by elektrické pole pisobilo pftilis
dlouho, molekuly by z gelu vycestovaly az ke kladn¢ nabité elektrod¢, kde by doSlo
K jejich degradaci. Protoze ale nukleové kyseliny nemizeme b&hem elektroforézy
v gelu vidét, pridavame k nim pii nanaseni na gel i tzv. sledovaci barvivo, které se

pohybuje podobné jako molekuly DNA urcité velikosti.

ProtoZze jsou molekuly béhem elektroforézy stale v pohybu, zalezi poloha
konkrétni molekuly v gelu na sile pouzitého elektrického pole a dobé putovani. Pokud
piedem nezname velikost molekul, které tfidime, mizeme ji zjistit pouze srovnanim
s velikosti zndmych molekul, které budou vystaveny stejnym podminkam tfidéni. Proto
se pii gelové elektroforéze pouzivaji tzv. markery molekulové hmotnosti

(http://biologie.upol.cz/metodyy/).

Molekuly nukleovych kyselin lze vizualizovat UV svétlem po inkorporaci UV
fluorescen¢niho barviva (napf. Syber Green, ethidiumbromid) do struktury

dvousroubovice.

Pokud primery nasedaly jen na vybrand protismérné umisténd mista, vznikly
jako produkt reakce molekuly stejné sekvence a délky dané vzdalenosti mist, na které
nasedaly primery. Pii déleni v gelu budou vSechny tyto molekuly putovat stejnou
rychlosti a po obarveni a zobrazeni uvidime jen jeden pruh, jehoz molekulovd hmotnost
odpovidd pti srovnani se standardem piredpoklddané délce molekuly. Pokud neni

zobrazen Zadny pruh, polymerazova fetézova reakce neprobehla, pokud je zobrazeno
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vice pruhtl, tak PCR neprob¢hla optimaln€. V takovém piipad¢ je nutné optimalizovat

podminky reakce (http://biologie.upol.cz/metody/).
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3 EXxperimentalni ¢ast
3.1 Seznam pouzitého materialu

3.1.1 Bunécné linie a bakterie
Ramos — B buné¢na linie Ramos RA-1 (ATTC number: CRL-1596)

Francisella tularensis LVS (FOI Umea, Svédsko) (Francisella tularensis subsp.
holarctica zivy vakcina¢ni kmen)

3.1.2 Primery pro RT-PCR

B2-mikroglobulin (GeneriBiotech)

Sense: 5'- GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA -3
Antisense: 5- CTC TTT GAT GTC ACG CACGAT TTC -3’

IFN-y (GeneriBiotech)
Sense: 5'- AGA GTG TGG AGACCATC -3’
Antisense: 5- CTT TGC GTT GGA CAT TCA -3

IL-10 (GeneriBiotech)
Sense: 5'- GCT GGA GGA CTT TAAGGG TTACCT - 37
Antisense: 5- CTT GAT GTC TGGGTC TTGGTT CT -3’

TGF-p (GeneriBiotech)
Sense: 5'- CTCCCACTCCCGTGG CTT CTA-3
Antisense: 5- GTT CCA CAT GTT GCT CCACACTTG -3

TNF-a (GeneriBiotech)
Sense: 5'- TTC TGT CTACTG AAC TTC GGG GTG ATC GGT CC -3’

Antisense: 5'- GTA TGA GAT AGC AAATCG GCT GAC GGT GTG GG -3’
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3.1.3 Média, roztoky a chemikalie
0,5 % roztok trypanové modii v PBS
0,5% TBE pufr (ptiprava v kapitole 3.1.5)
1 kB Plus DNA Ladder (Invitrogen)

1x FA Gel Running Buffer

10x PBS (ptiprava v kapitole 3.1.5)

10x FA Gel Buffer (ptiprava v kapitole 3.1.5)
10x PCR Rxn Buffer (Invitrogen)

10x TBE pufr (ptiprava v kapitole 3.1.5)
10x TrueStart Taq Buffer (Fermentas)

5% First Strand Buffer (Invitrogen)

96% ethanol (Lachema)
B-mercaptoethanol, 14,3M (Sigma)
dATP, 100 mM (Invitrogen)

dCTP, 100 mM (Invitrogen)

dGTP, 100 mM (Invitrogen)

dTTP, 100 mM (Invitrogen)

DTT, 0,1 M (Invitrogen)

EDTA (Serva)

Ethidium bromid, 10 mg/ml (Sigma)
Formaldehyd (Lachema)

Glycerol (Fluka)

Chloroform (Lachema)

IgIC (Apronex) (rekombinantni protein rozpustény v pufru: 50 mM TRIS, NaCl,
2 mM 2-mercaptoethanol)

Isopropylalkohol (Lachema)

Kultivaéni médium: DMEM + GlutaMAX (Dulbecco’s Modified Eagle medium)
GIBCO (Invitrogen)

Kultiva¢ni pevné plidy McLeod

Kyselina chlorovodikova 35% (Lachema)
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LPS (E. coli) — zasobni roztok — 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace 1 pg/ml (Sigma)

LPS (F. tularensis) — zasobni roztok — 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace 1 pg/ml
(FOI Umea, Svédsko)

MgCl,, 50 mM (Invitrogen)

MOPS, 200 mM (Fluka)

M-MLV RT (reverzni transkriptaza, Invitrogen)

Oligo (dT)12-18 Primer, 0, 5 pg/ul (Invitrogen)

pUC Mix Marker 8, 0, 5 ug/ul (Fermentas)

RLT pufr (Qiagen)

Rnase voda (Invitrogen)

RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor, 40 U/ul (Invitrogen)
RPE pufr (Qiagen)

RW1 pufr (Qiagen)

Sodium acetate, 50 mM (Fluka)

T18VN Oligo Primer, 0,1 mM (GeneriBiotech)

Taq DNA polymerase (Invitrogen)

Trackit Cyan/Orange Loading Buffer (Invitrogen)

TRIS (Serva)

TRIzol (Invitrogen)

TrueStart Taq DNA polymerase (Fermentas)
Zamrazovaci médium: DMEM médium + 10% séra + 10% DMSO

3.1.4 Pristroje a pomitcky v laboratori
Automatické pipety 1, 10, 20, 100 a 1000 ul (Eppendorf)
Bakterialni klicky (TPP)

Centrifuga BR4i (Jouan)

Centrifuga Pico (Heraeus)

Denzitometr C08000 (WPA Bioware)

Elektroforetickd vana Mupid (LabMark)
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Forma na gely, hfebinky na gely

Kolonky pro izolaci RNA Rneasy mini column (Qiagen)
Kultivacni lahve (TPP)

Kyvety (Scholler)

Laboratorni vahy (Kern)

Latexové rukavice (Hartmann)

Magnetickd michacka (Ika)

Mikroskop inverzni IDM (Meopta)

Mikroskop svételny binokularni (Amplival)

Pipety 2, 5, 10 ml (Biotech)

Plastové zkumavky na PCR (Eppendorf)

Plastové zkumavky s vickem o objemu 1, 5 ml (Eppendorf)
Pocitaci komtirka dle Biirkera (Meopta)
Spektrofotometr NanoPhotometer (Implen)

Sterilni Skrabky (Lukasterik)

Spicky 1, 10, 20, 100 a 1000 pl (Eppendorf)
Termocycler PTC-200 (Biotech)

Termostat (Assistent)

Tiepacka MS2 (Ika)

UV- transiluminator (Vilber Lourmat)

Zkumavky na infekci o objemu 15 ml (TPP)
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3.1.5 Roztoky — priprava
10x TBE pufr

K ptipraveé zasobniho roztoku 10x TBE pufru bylo navazeno 54 g TRIS, 27,5 g
kyseliny borité¢, odméeno 20 ml 0,5 M EDTA a doplnéno do 500 ml deionizovanou
vodou. Kyselinou chlorovodikovou bylo upraveno pH na hodnotu 8,0. Roztok byl

uchovavan pfi laboratorni teplote¢.
0,5x TBE pufr

Dvacetindsobnym nafedénim 10x TBE pufru byl pfipraven 0,5% TBE pufr
(tj. k 950 ml deionozované vody bylo ptidano 50 ml 10x TBE puftu).

2 % agarozovy gel

2,0 g agardzy byly opatrné v mikrovinné troubé rozvaieno ve 100 ml 0,5x TBE

pufru.

10x FA Gel Buffer

V 50 ml Rnase vody bylo rozpusténo 2,09 g 200mM MOPS, 0,21 g 50mM
Sodium acetate a 10mM EDTA. Hydroxidem sodnym bylo upraveno pH na hodnotu
7,0.

1x FA Gel Running Buffer

Pro pfipravu pufru bylo odpipetovano 10 ml 10x FA gel pufru, 2 ml 37%

formaldehydu a doplnéno 88 ml Rnase vody.
1,2 % agarozovy gel

1,2% agarozovy gel pro kontrolu kvality RNA byl pfipraven rozvafenim 0,48 g
agarozy ve 4 ml 10x FA gel pufru a 36 ml Rnase vody.

10 mM dNTP mix

Smisenim 10 pl dATP, 10 pl dCTP, 10 pul dGTP, 10 pul dTTP a 60 ul Rnase
vody byla pfipravena 10mM smés deoxyribonukleotidtrifosfata.
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3.2 Pracovni postup

3.2.1 Priprava buné¢né suspenze

(pracovni postupy piejaty z Diplomové prace Be. Lenka Kasmanova, 2009)

3.2.1.1 Rozmrazovani bunéénych suspenzi

Kryozkumavka obsahujici zamrazenou bunéénou Kulturu (B bunécna linie
Ramos) byla vyjmuta z mraziciho boxu s kapalnym dusikem a rychle rozmrazena pod
tekouci teplou vodou. Ve sterilnim boxu byl obsah kryozkumavky pfenesen pipetou do
nové zkumavky a bylo pfiddno malé mnozstvi kultivaéniho média. Zkumavka byla
centrifugovana 5 minut pii 300 g. Poté byl odstranén supernatant. K bunécnym peletdm
bylo ptfiddno malé mnozstvi kultivaéniho média a byly fadné protfepany. Bunétna
suspenze byla prenesena pipetou do kultivaéniho média a mirn€ pooteviend kultivacni
lahev byla uloZzena do termostatu. Kultivace probihala 24 hodin pti teploté 37 °C
v prostiedi 5% CO,. Za 24 hodin bylo z bunééné kultury odebrano 10 ul na urceni
koncentrace a zivotnosti bunék (kapitola 3.2.1.4).

3.2.1.2 Zamrazovani buné¢nych suspenzi

Zamrazovat lze pouze bunécnou kulturu s Zivotnosti vice nez 90 %.

Kultivacni lahev obsahujici bunéfnou kulturu v kultivaénim médiu byla
zkontrolovana pod inverznim mikroskopem. Byla hodnocena hustota, kvalita bunék
a Cistota média. Po zhodnoceni bylo odebrano 10 ul kultivaéniho média s buné¢nou
kulturou na uréeni koncentrace a zivotnosti bunék (kapitola 3.2.1.4) a poté bylo

provedeno pasazovani bunék (kapitola 3.2.1.3).

Bunécna suspenze byla Vv lamindrnim boxu pfenesena z kultivacni lahve do
zkumavky. Zkumavka byla centrifugovdna 5 minut pii 300 g a vznikly supernatant byl
odstranén. K bunéénym peletam bylo pifidano zamrazovaci médium (na 1 - 10° bungk
pfipada 1 ml zamrazovaciho média), obsah byl f4dné protfepan a ptenesen pipetou do
kryozkumavek. Kryozkumavky byly vloZeny do polystyrenového obalu a zamrazeny na
-80 °C. Druhy den byly kryozkumavky pfeneseny do mraziciho boxu s kapalnym

dusikem.
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3.2.1.3 Kultivace a pasaZovani bunék

Bunééna kultura v kultivaéni lahvi byla zkontrolovana pod inverznim
mikroskopem. Byla hodnocena hustota a kvalita bun¢k a Cistota média. Ve sterilnim
boxu byla uzaviena kultivacni lahev fadné protiepana. Pipetou bylo asepticky odebrano
10 pl na urceni koncentrace a zivotnosti bunek (kapitola 3.2.1.4). V kultiva¢ni 1ahvi
bylo ponechano pouze takové mnozstvi bunééné kultury, které¢ bylo potiebné pro dalsi
rust. K bunééné kultuie bylo ptidano kultivaéni médium o mnozstvi uvedeném v tabulce
1. Mirn¢€ pooteviena kultivacni ldhev byla vloZzena do termostatu a inkubovéna pii

teploté 37 °C v prostiedi 5% CO,.

Tab. 1 Kultivaé¢ni médium

Obsah dna kultivaéni | Mnozstvi bunééné kultury | MnoZzstvi kultivaéniho média
lahve (cm?) (pocet bundk) (ml)
150 3-4.10° do 50
75 1-2.10° do 20
25 05—1.10° do 10

3.2.1.4 Uréeni koncentrace a Zivotnosti bunék

Z protiepané bunécné suspenze bylo asepticky odebrano 10 pl, smichano s 10 ul
trypanové modii a smés byla napipetovana pod kryci sklicko Biirkerovy komurky, ktera
slouzi k pocitani bunék. Pod svételnym mikroskopem byly pocitany buiiky uvnitt a na
obvodu dvou zvolenych stran ve 25 ¢tvercich. Pocitany byly zivé i mrtvé bunky. Mrtvé
bunky na rozdil od zivych (,zaficich®) byly zbarveny modie. Soucet byl proveden
dvakrat.

Urcéeni zivotnosti bunék

Pocet Zivych bunék byl vydélen poctem vSech bunék (soucet zivych a mrtvych
buné€k). Vypocitané ¢islo bylo vyndsobeno ¢islici 100 pro ziskani Gdaje o Zivotnosti

Vv %. Zivotnost by se méla pohybovat v rozmezi 95 — 99 %.
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Urceni koncentrace bunék

Pocet bunék v 1 ml suspenze byl vypocitan podle nasledujiciho vzorce:

primerny pocet zivych bunék X redeéni trypanovou modri % koeficient Biirkerovy

komurky
fedéni trypanovou modii............cccvvveeennnen 2

koeficient Biirkerovy komurky.........10 000

3.2.1.5 Priprava bunécné suspenze linie Ramos pro infekci

Z protiepané bunétné suspenze linie Ramos bylo asepticky odpipetovano 10 pl,
smichdno s 10 pl trypanové modfi a urena koncentrace a zivotnost bunék (kapitola
3.2.1.4). Podle potiebné koncentrace buné¢k v 1 ml byl vypocitan objem bunécné
suspenze odpovidajici celkovému poctu bunek. Dany objem bunééné suspenze byl
asepticky pipetou odebran z kultivacni ldhve, premistén do zkumavky a centrifugovan
7 minut pii 300 g. Poté byl odstranén supernatant. Pelety byly roztfepany a doplnény

kultiva¢nim médiem do objemu potfebného pro infekci.
3.2.2 Priprava bakterialni suspenze

3.2.2.1 Piiprava bakterialni suspenze F.tularensis LVS

Na 3 plotny McLeod byla masivné naoCkovana bakterie F. tularensis LVS.
Plotny byly vloZeny do termostatu a inkubovany 24 hodin pii 37 °C. Za 24 hodin byly
plotny vyjmuty z termostatu. Ve sterilnim boxu byla bakterialni klickou opatrné setiena
Z plotny cast bakteridlni kultury. Klicka byla otirdna o vlhkou sténu zkumavky
obsahujici 4 ml PBS tak, aby na stén¢ nezlstaly Z4dné shluky bakterii. Poté byla
zmétena opticka denzita bakterialni suspenze oproti 4 ml PBS denzitometrem. Postup
byl opakovan do dosaZeni optické denzity ptiblizné¢ 1,0, ktera by méla odpovidat

priblizné koncentraci 5 - 10° bakterii v 1 ml PBS.

Bakteridlni suspenze byla rozdélena po 1 ml do plastovych zkumavek
a centrifugovana 7 minut pii 8 000 g a teploté 4 °C. Vznikly supernatant byl odstranén

do roztoku dezinfekce. Pelety byly resuspendovany pfidanim 1 ml kultivaéniho média.
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3.2.2.2 Priprava bakterialni suspenze zabité F. tularensis LVS

Na 4 plotny McLeod byla masivné naoCkovana bakterie F. tularensis LVS. Pak
byla pfipravena, stejnym zpusobem jako v kapitole 3.2.2.1 bakterialni suspenze
o koncentraci 5 - 10° bakterii v 1 ml PBS a optické denzité p¥iblizng 1,0. Bakterialni
suspenze byla centrifugovana 7 minut pii 8 000 g a teploté¢ 4 °C. Vznikly supernatant
byl odstranén do roztoku dezinfekce a k peletam byl ptidan 1 ml 37% formaldehydu.
Zkumavka s bakterialni suspenzi byla vlozena do termostatu a inkubovana 24 hodin pfi
37 °C. Po 24 hodinach byla zkumavka vyjmuta z termostatu a centrifugovdna 7 minut
pii 8 000 g. Vznikly supernatant byl odstranén do roztoku dezinfekce a pelety byly

resuspendovany pfidanim 1 ml PBS.

Pro kontrolu zivotnosti bakterii byl odebran 1 ml bakteridlni suspenze a nanesen
na 2 plotny McLeod. Plotny byly vlozeny do termostatu a inkubovany 24 hodin pfti
37 °C. Zbyvajici mnozstvi bakterialni suspenze bylo rozdéleno po 1 ml do plastovych
zkumavek a centrifugovdna 7 minut pii 8 000 g a teploté 4 °C. Vznikly supernatant byl
odstranén do roztoku dezinfekce. Pelety byly resuspendovany pfidanim 1 ml

kultivaéniho média.

3.2.2.3 Vysev bakterii a odecet poctu kolonie tvoricich jednotek CFU

Do osmi plastovych zkumavek bylo napipetovano 450 ul PBS a zkumavky byly
oznaeny fadou 107 az 10®. Do zkumavky s oznagenim 107 bylo pfeneseno pipetou
50 pul bunééné suspenze s optickou denzitou priblizné 1,0. Novou Spickou byla suspenze
promichana a odebrano 50 pul do zkumavky s oznagenim 107, Takto bylo pokratovéano
v celé tadé, ¢imz se docililo fedéni desitkovou fadou. Ze zkumavky s oznacenim
107 a10® bylo 50 pl piepipetovano na suché plotny McLeod a sterilni hokejkou
opatrné rozetfeno do vsaknuti. VSe bylo provddéno duplicitné, byly spottebovany
4 plotny McLeod. Plotny byly vloZeny do termostatu a inkubovany 72 hodin pfi teploté
37 °C.

Za 72 hodin byly spocitdny vSechny kolonie narostlé na kazdé plotng. Pocet

CFU v 1 ml bakteridlni suspenze byl vypocitan podle vzorce:
pocet kolonii na plotné x redeni 1 x redeni 2

fedéni 1....cccooveeenne prevracena hodnota koncentrace (107 nebo 10°)

fedéni2....ccccoeveennen 1000 pul/50 ul =20
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3.2.3 Detekce genové exprese metodou RT-PCR

3.2.3.1 Pokus ¢é. 1

Infekce a stimulace bunék

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potifebné mnozstvi bunééné suspenze
Ramos o koncentraci 5 . 10° bundk/ml. Podle kapitol 3.2.2.1 a 3.2.2.2 bylo p¥ipraveno
potfebné mnozstvi bakterialni suspenze o koncentraci 5 . 10° Zivych bakterii/ml

a5 . 10° mrtvych bakterii/ml. MOI byla 500.

Bunétna linie Ramos byla infikovana F.tularensis LVS, zabitou
F. tularensis LVS nebo stimulovana LPS (E. coli) a rekombinantnim proteinem IglC po
dobu 6 hodin, 12 hodin a 24 hodin. Ke stimulaci byl pouzit zasobni roztok LPS
(E. coli) o koncentraci 1 mg LPS/ml PBS, vysledna koncentrace pii stimulaci byla
20 pg/ml. Déle byl pouzit zasobni roztok rekombinantniho proteinu IglC o koncentraci

5 ng/ml. Bylo pracovano duplicitné.

Infekce a stimulace bunék Ramos byla provadéna v konickych zkumavkach
oobjemu 15 ml ve sterilnim boxu. Obsah jednotlivych zkumavek je vyjadien

v tabulce 2.

Tab. 2 Mnozstvi buné¢né suspenze, bakterialnich bun¢k, LPS (E. coli) a IglC pouzitych

pro infekei a stimulaci bunék Ramos

Buné&éna | F. tularensis | Zabita F. tularensis .
Vzorky suspenze LVS L\/S LPS (E. coli)| IgIC
Kontrolni 1mil i i i i
bunky
Infikované F.t.
LV/S 1ml 500 pl - -
Infikované
zabitou F.t. 1ml - 500 pl - -
LVS
Stimulované
LPS (E. coliy | ™M - - 20l -
Stimulované
IgIC 1ml - - 5ul

-34-



Zkumavky byly naplnény podle tabulky 2 a mirné pooteviené vlozeny do

termostatu a inkubovany 6 hodin pti 37° C a 5 % CO,.

Po 6 hodinach byly zkumavky vyjmuty z termostatu a centrifugovany 7 minut
pfi 300 g a teplot¢ 4°C. Supernatant byl odstranén do dezinfekce, pelety
resuspendovany a bylo pridano pfiblizné 10 ml PBS. Zkumavky byly opét
centrifugovany 7 minut pti 300 g a teploté 4 °C. Supernatant byl s velkou opatrnosti
uplné odstranén pomoci sterilni injekéni stiikacky s jehlou. Zkumavky byly peélivé

zavieny a zamrazeny na -80 °C.

Doba infekce byla v nasledujicich pokusech prodlouzena na Casovy interval
12 a 24 hodin a postup byl zopakovan. Suché pelety byly zmrazeny na -80 °C nebo
pouzity na izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kit.

Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit

VSsechny kroky izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit byly provedeny za
laboratorni teploty, ktera nesméla byt béhem centrifugace nizsi nez 20 °C. Doporucené

mnoZstvi pro tuto metodu bylo 3 — 4 . 10° bungk (nikdy ne vice nez 10" bun&k).

K rozmrazenym, suchym, bunéénym peletdm bylo ve sterilnim boxu ptidano
600 pl smési RLT pufru a [3-merkaptoethanolu (10 pl B-merkaptoethanolu na 1 ml

RLT pufru). Obsah zkumavky byl zamichan pipetou a poté homogenizovan pomoci
injekéni stiikacky s jehlou o priméru 0,9 mm. K lyzatim bylo ptidano 600 pl 70%
ethanolu a obsahy zkumavek byly promichany pipetou. 700 ul z kazdého vzorku bylo
pipetou pieneseno do kolonky RNeasy mini column umisténych V plastovych
zkumavkach o objemu 2 ml. Zkumavky byly opatrné uzavieny a centrifugovany
15 sekund pfi vice nez 8 000 g. Z plastovych zkumavek umisténych pod kolonkami byl
odstranén protekly ethanol. Pokud byl objem vzorku vétsi nez 700 ul, byl zbytek vzorku
opét prenesen na kolonky, zkumavky opatrné uzavieny a centrifugovany 15 sekund pfti
vice nez 8 000 g. Poté byl opét odstranén protekly ethanol. Ke vzorkiim na kolonkach
bylo ptidano 700 ul RW1 pufru, zkumavky byly opatrné uzavieny a centrifugovany
15 sekund pfi vice nez 8 000 g. Plastové zkumavky obsahujici protekly pufr byly
odstranény a nahrazeny Cistymi. Na kolonky bylo napipetovano 500 pl RPE pufru,
zkumavky byly opatrné uzavieny a centrifugovany 15 sekund pii vice nez 8 000 g.

Kolonky RNeasy mini column byly umistény na ¢isté plastové zkumavky s vickem
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o objemu 1,5 ml (které jsou soucasti kitu). Na membrany kolonek bylo napipetovano
30 ul Rnase vody, zkumavky byly uzavieny a centrifugovany 1 minutu pfi vice nez
8 000 g. Pro zvyseni vytéznosti byl jesté jednou zopakovan elu¢ni krok a na kolonku

bylo napipetovano 30 pl eluatu a centrifugovano 1 minutu pti vice nez 8 000 g.

Pot¢ bylo zkazdé zkumavky odebrano 5pul RNA pro méfeni na
spektrofotometru a 5 pl RNA pro méfeni kvality RNA na 1,2% agar6zovém gelu
(ptipraveny z 10x FA gel pufru). Zbyvajici RNA byla zamrazena na -80 °C.

Mgéieni mnozstvi a kvality RNA na spektrofotometru NanoPhotometer

Na spektrofotometru NanoPhotometer byla nasledujicim postupem zméfena
kvalita a koncentrace RNA v pg/ul vzorku a bylo vypoéteno mnozstvi izolované RNA,
které bylo nasledné pouzito pro syntézu cDNA. Vypocet byl proveden troj¢lenkou,
vychazelo se z toho, ze pro syntézu cDNA bylo potieba 4 ng RNA (Tab. 3).

Na teré¢ik Nanodropu byly napipetovany 2 ul RNA jednotlivych vzorki. Byla
méfena hodnota poméru absorbanci pti vinové délce 230, 260 a 280 nm. Tyto hodnoty
umozni hodnoceni ¢istoty vzorku. Ocekavané poméry 260/280 a 260/230 jsou 2,0 pro
RNA. Pomér absorbanci 260/280 mensi nez 1,75 svéd¢i pro obsah kontaminujicich
bilkovin. Absorbance ptfi 230 nm znaci necistoty, jako jsou karbohydraty, fenolické

slouCeniny a aromatické slozky. Jako slepy vzorek bylo pouzito 2 pul RNease vody.
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Tab. 3 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouzité pro syntézu
cDNA

Oznaceni Avsosso | Assoraso Koncentrace RNA | Mnozstvi RNA pro syntézu
vzorku (ng/ul) cDNA (ul)
K6 1,926 1,684 0,853 4,69
LVS 6 2,009 1,400 0,754 5,31
Killed 6 2,058 1,412 0,686 5,83
LPS Eco 6 2,046 1,501 0,718 5,57
IgiC 6 2,030 1,523 0,728 5,49
K12 2,040 1,489 0,708 5,65
LVS 12 2,043 1,461 0,715 5,59
Killed 12 2,009 1,602 0,722 5,54
LPS Eco 12 2,022 1,468 0,739 5,41
IgIiC 12 1,903 1,314 0,745 5,37
K24 2,004 1,378 0,766 5,22
LVS 24 2,039 1,592 0,695 5,76
Killed 24 2,052 1,696 0,602 6,64
LPS Eco 24 2,022 1,394 0,745 5,37
IgIC 24 2,053 1,596 0,513 7,80

Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24 hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — buriky infikované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS Eco 6, LPS Eco 12, LPS Eco 24 — bunky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin

IgIC 6, 1gIC 12, 1gIC 24 — butiky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 6, 12 a 24 hodin

Hodnoty poméru absorbanci 260/280 a 260/230 z tabulky 3 vypovidaji o Cistoté
izolované RNA.

Sledovani kvality RNA na gelu

Chemikalie na 1,2% agarézovy gel byly zahfivany v mikrovlnné troubé do
rozpusténi agardzy. Smés byla po vychladnuti ptiblizné na 65 °C vylita do pfipravené
vanicky na gely s hiebinkem. Po ztuhnuti byl gel asi 30 minut equilibrovan v 1x FA Gel
Running Bufferu. Poté byl gel umistén do elektroforetické vany naplnéné 1x FA Gel
Running Bufferem, do jednotlivych jamek bylo napipetovano 5 pl vzorku RNA
smichané s 1 pul glycerolu a s 2 ul Loading Bufferu. Elektroforéza byla provadéna po
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dobu 30 minut pti napéti 100 V. Jakmile skoncila elektroforéza, byl gel 5 minut barven
vroztoku ethidium bromidu o koncentraci 1 pug/ml a 15 minut odbarvovan
v deionizované vod¢. Poté byl gel hodnocen pod UV lampou (Obr. 2). Hodnoceni gelt

se provadélo okometricky.

Obr. 2 Sledovani kvality izolované RNA na 1,2% agar6zovém gelu
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Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24 hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — butiky infikované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS Eco 6, LPS Eco 12, LPS Eco 24 — bunky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin

IgIC 6, 1gIC 12, 1gIC 24 — buriky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 6, 12 a 24 hodin

Eukaryotickd RNA by meé¢la byt na gelu charakterizovana dvéma silnymi
prouzky o velikosti 4,7 kbp a 1,9 kbp. V jednotlivych sloupcich obrazku 2 jsou patrné
separované RNA produkty o dané velikosti v podobé prouzki. Timto byla prokdzana

pritomnost a kvalita izolované RNA.

Syntéza cDNA

Pti syntéze cDNA dochazi k ptepisu mRNA do cDNA.

Do PCR zkumavek umisténych na ledu byla napipetovana smés vzorkli RNA
a RNease vody o celkovém objemu 20 pl. Pro reakci bylo pouzito 4 pg RNA od

kazdého vzorku. Mnozstvi pouzité RNA v ul je uvedeno v tabulce 3. Ke kazdému
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vzorku bylo pfidano 2 pl (100 uM) Oligo T18VN primeru a 2 ul dNTP mixu. Celkovy
objem jednoho vzorku tedy byl 24 pl. Smés byla promichana a inkubovana 5 minut pii
65 °C v termocykleru.

Po skonceni inkubace v termocykleru byly vzorky vyndany na led. Ke kazdému

bylo ptidano 14 pl RT mixu, ktery obsahuje:

8,0 ul 5% First Strand Buffer
4,0 ul DTTO0,1M
2,0 ul RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (40 U/ul)

Vzorky byly promichany a inkubovany 2 minuty pii 37 °C v termocykleru.

Po skonceni inkubace bylo ke kazdému vzorku ptidano 2 pl M-MLV reverzni

transkriptazy, smes byla promichana a inkubovana pfi nasledujicim teplotnim profilu:

37 °C 50 minut
70 °C 15 minut
4 °C nekone¢no

Vzorky ¢cDNA lze uchovavat v lednici ptiblizné 1 tyden. Aby nedoslo k jejich

degradaci, byla ¢ast vzorkii odebrana a zamrazena na -20 °C.

Amplifikace cDNA

Pti amplifikaci cDNA dochézi ke zmnozeni specifického tiseku cDNA pomoci

primert pro dany gen.

Do PCR zkumavek umisténych na ledu bylo napipetovano 20 ul PCR mixu
a5 ul smési cDNA a RNease vody. Pro amplifikaci byla pfipravena také pozitivni
a negativni kontrola. Pozitivni kontrola byla pfipravena tisicindsobnym ziedénim ze
vzorku pozitivniho pii dané amplifikaci. V negativni kontrole byla nahrazena cDNA

1,0 ul RNase vody. PCR mix obsahuje:

15,25 pul RNease vody

2,5 ul Buffer IV, 10x koncentr.
1,0 ul MgCl,, 50 mM

0,5 ul dNTP, 10 mM

0,25 pul Primer Sense (0,1 mM)
0,25 ul Primer Antisense (0,1 mM)
0,25 ul Taq polymerase (5 U/ul)
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Vzorky byly promichany a inkubovany Vtermocykleru pii nasledujicim

teplotnim profilu, kroky 2 — 3 byly opakovéany podle pouzitého primeru 24 az 40krat.

1. 95°C 10 minut

2. 95°C 15 sekund

3. 60°C 60 sekund (,,annealing*)
4, 72°C 5 minut

5. 4°C nekonecno

Pro jednotlivé amplifikace bylo podle potieby k optimalizaci ménéno mnozstvi
MgCl; v PCR mixu a teplota kroku 3 (,,annealing, dochazi k nasednuti primerti na

templatovou cDNA).
Elektroforéza

Pro elektroforézu byly pouzivany 2% agar6zové gely. V mikrovinné troubé byly
rozvateny 2 g agardzy ve 100 ml 0,5x TBE pufru. Roztok byl po vychladnuti nalit do
vanicky na pripravu gelt s hiebinkem. Po odstranéni vzniklych vzduchovych bublin byl
gel ponechan asi 30 minut tuhnout. Elektroforetickd vana byla naplnéna
0,5x TBE pufrem a ztuhly gel byl do ni pfemistén. Do jednotlivych jamek bylo opatrné
napipetovano 10 ul vzorku smiSen¢ho s kapickou glycerolu a kapickou Trackit
Cyan/Orange Loading Buffer. Pro kontrolu velikosti vzorku byl do prvni jamky gelu
vzdy umistovan 1 kB DNA Ladder (marker molekulové hmotnosti), o objemu pfiblizné

4 ul, ktery byl v prub¢hu elektroforézy rozdelen po celé délce drahy.

Vzorky byly na gel nanaseny ve standardnim potadi: DNA Ladder — negativni
kontrola — pozitivni kontrola (pokud byla) — vzorky pro 6hodinovy interval — vzorky pro

12hodinovy interval — vzorky pro 24hodinovy interval.

Elektroforéza byla provadéna po dobu 35 minut a napéti 100 V. Poté byl gel
vyjmut, barven 5 minut v roztoku ethidium bromidu o koncentraci 1 pg/ml (ethidium
bromid se za¢leni do struktury DNA a umozni jeji detekci pod UV lampou) a 15 minut
odbarvovan v deionizované vodé (pro odstranéni nespecifického barveni). Gel byl poté

vyhodnocovan pod UV lampou.
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Standardizace na 3,-mikroglobulin

Vzorky cDNA byly nejprve amplifikovany s pouzitim primeru pro gen pro
B2-mikroglobulin. Tento gen je aktivni u vSech bunék a slouzi ke kvantitativni
standardizaci exprese geni jednotlivych vzorki cDNA. Produktem byly stejné
intenzivni prouzky na gelu detekované UV lampou. Pokud prouzky mély riiznou

intenzitu, bylo upraveno mnozstvi cDNA pouzité k amplifikaci.

Obr. 3 Standardizace jednotlivych vzorkii ¢cDNA na P,-mikroglobulin, detekce
produktt RT-PCR.
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Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24 hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — buriky infikované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS Eco 6, LPS Eco 12, LPS Eco 24 — bunky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin

1gIC 6, 1gIC 12, 1gIC 24 — buriky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola

Obrazek 3 ukazuje, Ze vysledek byl pozitivni, prouzky mély pfiblizné stejnou
intenzitu (Obr. 3), proto byly objemy vzorki pro amplifikaci dalSich gent pfipravovany

S mnozstvim cDNA ve stejném poméru.

Ke standardizované cDNA byly pfidavany primery pro IFN-y a TGF-B. Pfi
amplifikaci byl ménén pocet cykld, tak aby byly vysledné produkty co nejvice

rozliSené.
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3.2.3.2 Pokus ¢. 2

Infekce a stimulace bunék

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potifebné mnozstvi bunééné suspenze
Ramos o koncentraci 5 . 10° bungk/ml. Podle kapitol 3.2.2.1 a 3.2.2.2 bylo p¥ipraveno
potiebné mnozstvi bakterialni suspenze o koncentraci 5 . 10° Zivych bakterii/mla 5 . 10°

mrtvych bakterii/ml. MOI byla 500.

Bunétna linie Ramos byla infikovana F.tularensis LVS, zabitou
F. tularensis LVS nebo stimulovana LPS (E. coli) a LPS (F. tularensis LVS) po dobu
6 hodin, 12 hodin a 24 hodin. Pro stimulaci byl pouzit zasobni roztok LPS (E. coli)
a zasobni roztok LPS (F. tularensis LVS). Oba o koncentraci 1 mg/ml PBS, vysledna

koncentrace obou roztoku pti stimulaci byla 20 ug/ml. Bylo pracovano duplicitné.

Infekce a stimulace bunék Ramos byla provadéna v konickych zkumavkach
oobjemu 15 ml ve sterilnim boxu. Obsah jednotlivych zkumavek je vyjadien

v tabulce 4.

Tab. 4 Mnozstvi bunécné suspenze, bakterialnich bun¢k, LPS (E. coli) a LPS (F.t)

pouzitych pro infekci a stimulaci bun€k Ramos

Bunééna | F. tularensis Zabita F. .
Vzorky suspenze LVS tularensis LVS LPS (E. coli)| LPS (F.)
Kontrolni 1mil i i i i
bunky
Infikované F.t.
LS 1ml 500 pl - - -
Infikované
zabitou F.t. 1ml - 500 pl - -
LVS
Stimulované
LPS (E. coliy | ™M - - 20 -
Stimulované
Lps (Ft) | 1™ - ) - 20l

Zkumavky byly naplnény podle tabulky 4 a mirn€ pooteviené vloZeny do

termostatu a inkubovany 6 hodin pfi37 °C a 5 % CO,.
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Po 6 hodinach byly zkumavky vyjmuty z termostatu a centrifugovany 7 minut
pfi 300 g a teplot¢ 4 °C. Supernatant byl odstranén do dezinfekce, pelety
resuspendovany a pfidano ptiblizné 10 ml PBS. Zkumavky byly opét centrifugovany
7 minut pifi 300 g a teploté 4 °C. Supernatant byl S velkou opatrnosti uplné odstranén
pomoci sterilni injekéni stiikacky s jehlou. Zkumavky byly pecélivé zavieny

a zamrazeny na -80 °C.

Doba infekce byla v nasledujicich pokusech prodlouzena na ¢asovy interval 12
a 24 hodin a postup byl zopakovan. Such¢ pelety byly zmrazeny na -80 °C nebo pouzity
na izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kit.

Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit

Bylo postupovano stejnym zptisobem jako v pokusu €. 1.

Meéieni mnozstvi a kvality RNA na spektrofotometru NanoPhotometer

Bylo postupovano stejnym zptisobem jako v pokusu ¢. 1 (Tab. 5 na nasledujici

strang).
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Tab. 5 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouzité pro syntézu
cDNA

Oznaceni Avsorsso | Aosorzs Koncentrace RNA | MnoZstvi RNA pro syntézu
vzorku (ng/ul) cDNA (ul)
K6 2,019 1,429 0,624 6,41
LVS 6 1,974 1,187 0,824 4,85
LPS Eco 6 1,933 0,822 0,706 5,67
LPSF.t. 6 1,967 1,554 0,779 513
Killed 6 1,994 1,373 0,771 5,19
K12 1,927 1,651 0,824 4,75
LVS 12 1,854 1,547 0,869 4,60
LPS Ecol2 | 1,999 1,464 0,829 4,83
LPSF.t. 12 | 1,980 1,867 0,773 5,17
Killed 12 2,003 1,346 0,709 5,64
K24 1,964 1,753 0,693 5,77
LVS 24 1,874 1,796 0,851 4,70
LPS Eco 24 | 2,034 1,142 0,671 5,96
LPS F.t.24 1,935 0,959 0,708 5,65
Killed 24 1,981 1,566 0,716 5,59

Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

LPS Eco 6, LPS Eco 12 LPS, Eco 24 — buiiky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS F.t. 6, LPS F.t. 12, LPS F.t. 24 — bunky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — buriky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Hodnoty poméru absorbanci 260/280 a 260/230 z tabulky 5 vypovidaji o Cistoté
izolované RNA.
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Sledovani kvality RNA na gelu

Dale byla provedena kontrola kvality RNA na 1,2% agar6zovém gelu v 1x FA
Gel Running Bufferu stejné jako v pokusu ¢.1 (Obr.4).

Obr. 4 Sledovani kvality izolované RNA na 1,2% agar6zovém gelu
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Vysvétlivky k obrazku 4 viz vysvétlivky k tabulce 5.

V jednotlivych sloupcich obrazku 4 byly patrné separované RNA produkty
v podobé prouzku o velikosti 4,7 kbp a 1,9 kbp. Timto byla prokazana piitomnost

a kvalita izolované RNA.

Syntéza cDNA

Bylo postupovéano stejnym zpiisobem jako v pokusu ¢. 1. Mnozstvi RNA pro

syntézu je uvedeno Vv poslednim sloupci tabulky 5.
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Standardizace na 3,-mikroglobulin

Ke standardizaci cDNA na B,-mikroglobulin byl pouzit 1 pl cDNA, 4 ul RNase

vody a 20 ul PCR mixu ve slozeni podle tabulky 6.

Tab. 6 Slozeni PCR mixu pro standardizaci na -mikroglobulin

RNease” voda 15,25 ul
Buffer 1V, 10x konc. 2,50 ul
MgCl, 50 mM 1,00 pl
dNTP, 10 mM 0,50 pl
Primer pro p,-mikroglobulin S (0,1 mM) 0,25 pl
Primer pro p,-mikroglobulin AS (0,1 mM) 0,25 pl
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 ul

V negativni kontrole (NC) byla cDNA nahrazena 1 ul RNase vody. Pozitivni

kontrola (PC) byla zhotovena tisicinasobnym zifedénim ze vzorku, ktery byl pozitivni

pti pfedchozi amplifikaci.

Vzorky byly promichany a inkubovany v termocykleru pii nasledujicim

teplotnim profilu, kroky 2 — 3 byly opakovany 40krat (tj. po dobu 40 cykli).

95 °C
95 °C
60 °C
72 °C
4°C

ogrwnE

10 minut

15 sekund

60 sekund (,,annealing*)
5 minut

nekonec¢no

Elektroforéza byla provedena stejné jako v pokusu €. 1, na gel bylo nanaSeno

10 pl vzorku.
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Obr. 5 Standardizace jednotlivych vzorki na Bp-mikroglobulin, detekce produktu
RT-PCR.
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Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

LPS Eco 6, LPS Eco 12 LPS, Eco 24 — buiiky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS F.t. 6, LPS F.t. 12, LPS F.t. 24 — buriky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 6, 12 a 24 hodin
Killed 6, Killed 12, Killed 24 — buiiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola

Obrazek 5 ukazuje, Ze vysledek byl pozitivni a prouzky mély stejnou intenzitu
(Obr. 5), proto byly vzorky pro amplifikaci dalsich gent pfipravovany S mnozstvim

CDNA 1 pul (tzn. vSechny ve stejném pomeru).

Amplifikace cDNA s pouzitim riznych primert

Ke standardizované cDNA byly pfidavany primery pro I1L-10, IFN-y a TGF-p.
Vzorky pro amplifikaci byly pfipraveny s mnozstvim cDNA 1 ul, RNase vody 4 ul
a 20 ul PCR mixu. Pti amplifikaci byl ménén pocet cykll, mnozstvi MgCl,, poptipadé
teplota kroku 3 (kdy dochazi k nasednuti primerti na templatovou cDNA) tak, aby byly

vysledné produkty co nejvice rozliSené.
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3.2.3.3Pokus ¢. 3

Infekce a stimulace bunék

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potifebné mnozstvi bunééné suspenze
Ramos o koncentraci 5 . 10° bungk/ml. Podle kapitol 3.2.2.1 a 3.2.2.2 bylo p¥ipraveno
potiebné mnozstvi bakterialni suspenze o koncentraci 5 . 10° Zivych bakterii/mla 5 . 10°

mrtvych bakterii/ml. MOI byla 500.

Bunétna linie Ramos byla infikovana F.tularensis LVS, zabitou
F. tularensis LVS nebo stimulovana LPS (F. t.) a rekombinantnim proteinem IglC po
dobu 12 hodin, 24 hodin a 48 hodin. Ke stimulaci byl pouzit zasobni roztok LPS (F. t.)
0 koncentraci 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace pii stimulaci byla 20 pg/ml. Dale byl
pouzit zasobni roztok rekombinantniho proteinu IglC o vysledné koncentraci 20 pg/ml.

Bylo zpracovano duplicitné.

Infekce a stimulace bunék Ramos byla provadéna v konickych zkumavkach
oobjemu 15 ml ve sterilnim boxu. Obsah jednotlivych zkumavek je vyjadien

v tabulce 7.

Tab. 7 Mnozstvi bunééné suspenze, bakterialnich bun€k, LPS (F. t.) a IglC pouzitych

pro infekei a stimulaci bunék Ramos

Bunééna | F. tularensis | Zabita F. tularensis

Vzorky suspenze LVS LVS

LPS (F.t) | IgIC

Kontrolni buniky | 1 ml - - - -

Infikované F.t.

LVS 1mi 500 pl : i i
Infikované
zabitou F.t, Lvs | 1™ - 500 pl - -
Stimulované LPS
(F. tularensis) 1ml - - 20 ul -
Stimulované IglC | 1 ml - - i 20 ul

Zkumavky byly naplnény podle tabulky a mirné pooteviené vlozeny do
termostatu a inkubovany 12 hodin pti 37 °C a 5% CO..
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Poté byly zkumavky pro 12hodinovy interval vyjmuty a centrifugovany 7 minut
pii 300 g a teplot¢ 4 °C. Supernatant byl odstranén do dezinfekce a pelety
resuspendovany ptiblizné¢ 10 ml PBS. Zkumavky byly opét centrifugovany 7 minut pii
300 g a teploté¢ 4 °C. Poté byl uplné odstranén supernatant. Vzniklé pelety byly
zamrazeny na -80 °C.

Doba infekce byla v nasledujicich pokusech prodlouzena na ¢asovy interval 24
a 48 hodin a postup byl zopakovan. Suché pelety byly zmrazeny na -80 °C nebo pouzity
na izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kit.

Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit

Bylo postupovano stejnym zptisobem jako v pokusu €. 1.
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Meé&feni mnozstvi a kvality RNA na spektrofotometru NanoPhotometer

Bylo postupovano stejnym zptisobem jako v pokusu ¢. 1 (Tab. 8).

Tab. 8 Kontrola kvality a koncentrace RNA

Oznaceni Assos0 Asso/230 Koncentrace
vzorku RNA (pg/ul)
K12 2,000 1,649 0,049
LVS 12 2,102 0,582 0,041
IgIiC 12 2,036 0,983 0,046
LPS Eco 12 2,000 1,402 0,054
Killed 12 2,055 1,911 0,120
K24 2,058 0,743 0,043
LVS 24 2,073 2,041 0,159
IgIC 24 2,063 0,983 0,046
LPS F.t. 24 1,930 1,733 0,122
Killed 24 2,048 2,246 0,120
K 48 2,096 1,122 0,096
LVS 48 1,933 1,217 0,070
IgIC 48 2,065 0,700 0,064
LPS F.t. 48 2,061 1,788 0,081
Killed 48 2,050 2,050 0,114
Vysvétlivky:

K12, K 24, K 48 — kontrolni butiky po 12, 24 a 48hodinové inkubaci

LVS 12, LVS 24, LVS 48 — buitiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

1gIC 12, 1gIC 24, 1gIC 48 — buriky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 12, 24 a 48 hodin
LPS Eco 12, LPS F.t. 24, LPS F.t. 48 — buiiky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 12, 24 a 48 hodin

Killed 12, Killed 24, Killed 48 — buiiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

* Ke stimulaci bunék byl ve I12hodinovém intervalu pouzit LPS (E.coli) namisto LPS

(F. tularensis). | pres tuto chybu bylo pokra¢ovano v tomto pokusu.
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Sledovani kvality RNA na gelu

Dale byla provedena kontrola kvality RNA na 1,2% agar6ézovém gelu v 1x FA
Gel Running Bufferu stejné jako v pokusu ¢.1 (Obr. 6).

Obr. 6 Sledovani kvality izolované RNA na 1,2% agar6zovém gelu

N
—
X

LVS 12
IgiC 12

K24
LVS 24
IgIC 24

K 48
LVS 48
IgiC 48

—
[<5}
=}
°
©
-

LPS Eco 12
Killed 12
LPS F.t. 24
Killed 24
LPS F.t. 48
Killed 48

Vysvétlivky k obrazku 6 viz vysvétlivky k tabulce 8.

V jednotlivych sloupcich obrdzku 6 jsou patrné separované RNA produkty
v podobé prouzku o velikosti 4,7 kbp a 1,9 kbp. Je ovSem viditelny velky rozdil
V intenzité¢ prouzkd mezi jednotlivymi sloupci, to poukazuje na rozdily v koncentraci

mezi jednotlivymi vzorky (doklada to také tabulka 8).

Syntéza cDNA

Bylo postupovéano stejnym zpiisobem jako v pokusu ¢. 1. Mnozstvi RNA pro
syntézu — protoze zmétfenad koncetrace RNA byla hodné nizka, pro syntézu cDNA bylo
pouzito vesSkeré mnozstvi a doplnéno RNease vodou tak, aby celkovy objem jednoho
vzorku ¢inil 20 ul. Objem cDNA pouzivany k amplifikaci pro jednotlivé geny byl

standardizovan na B,-mikroglobulin (Obr. 7 a Obr. 8) a je uveden v tabulce 10.

Amplifikace cDNA

Bylo postupovano obdobnym zplisobem jako v pokusu ¢. 1. Pro jednotlivé
amplifikace bylo podle potfeby ménéno mnozstvi MgCl, v PCR mixu (a tim padem

i RNease vody) a teplota ,,annealingu®.
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Standardizace na 3,-mikroglobulin
Ke standardizaci cDNA na B,-mikroglobulin byl pouzit 1 pl cDNA, 4 ul RNase

vody a 20 pl PCR mixu ve sloZeni podle tabulky 9. Pii teploté ,,annealing* 60 °C bylo
amplifikovano po dobu 40 cykli (Obr. 7). V negativni kontrole (NC) byla cDNA
nahrazena 1 ul RNase vody. Pozitivni kontrola (PC) byla zhotovena tisicinasobnym
zfedénim ze vzorku, ktery byl pozitivni pfi pfedchozi amplifikaci. Elektroforéza byla

provedena stejné jako v pokusu €. 1, na gel bylo nanaseno 10 pl vzorku.

Tab. 9 Mnozstvi komponent pro piipravu PCR mixu (pro standardizaci na

B2-mikroglobulin)

RNease™ voda 14,45 pl
Buffer 1V, 10x konc. 2,50 pl
MgCl;, 50 mM 1,80 pl
dNTP, 10 mM 0,50 pl
Primer pro p,-mikroglobulin S (0,1 mM) 0,25 pl
Primer pro p,-mikroglobulin AS (0,1 mM) 0,25 pl
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 pl

Obr. 7 Standardizace jednotlivych vzorkii cDNA na B,-mikroglobulin I., 40 cykla,
detekce produktu RT-PCR.

-_— - e S N S e = e S .

NC

PC
K12
LVS 12
IgiC 12

LPS Ecol2
K 24

LVS 24
IgiC 24
LPSF.t. 24

o 0
< 9 <
Y un

>9
-4 =

- o0
[¢B)

T} <3
S X
< w
%)
Q-
J

Ladder
Killed 12
Killed 24

©
<
o
2
X

K12, K 24, K 48 — kontrolni buiky po 12, 24 a 48hodinové¢ inkubaci

LVS 12, LVS 24, LVS 48 — buitiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

1gIC 12, 1gIC 24, 1gIC 48 — buiiky stimulované rekombinantnim proteinem IgIC po dobu 12, 24 a 48 hodin
LPS Eco 12, LPS F.t. 24, LPS F.t. 48 — butiky stimulované LPS po dobu 12, 24 a 48 hodin

Killed 12, Killed 24, Killed 48 — butiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin.

NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola
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Podle rozdild v intenzit¢ mezi jednotlivymi prouzky na obrazku 7 bylo
odhadnuto mnozstvi cDNA (Tab. 10), které bylo pouzivano k amplifikaci cDNA pro
jednotlivé geny, a bylo ovéfeno opét na genu pro f,-mikroglobulin po dobu 38 cykli
(Obr. 8).

Tab. 10 Mnozstvi cDNA, RNase vody a PCR mixu pro amplifikaci

B2-mikroglobulinu II. a nasledné i dal$ich gend

. Mnozstvi cDNA | MnozZstvi RNase vody | Mnozstvi PCR
Oznaceni vzorku .

(ul) (uD) mixu
K12 1,00 4,00 20,0
LVS 12 1,00 4,00 20,0
IgIC 12 1,00 4,00 20,0
LPS Eco 12 1,00 4,00 20,0
Killed 12 0,70 4,30 20,0
K24 1,00 4,00 20,0
LVS 24 0,50 4,50 20,0
IgIC 24 1,00 4,00 20,0
LPS F.t.24 0,70 4,30 20,0
Killed 24 0,70 4,30 20,0
K 48 0,80 4,20 20,0
LVS 48 0,80 4,20 20,0
IgIC 48 0,75 4,25 20,0
LPS F.t.48 0,80 4,20 20,0
Killed 48 0,70 4,30 20,0

Vysvétlivky:

K12, K 24, K 48 — kontrolni butiky po 12, 24 a 48hodinové inkubaci

LVS 12, LVS 24, LVS 48 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

1gIC 12, 1gIC 24, 1gIC 48 — buiiky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 12, 24 a 48 hodin
LPS Eco 12, LPS F.t. 24, LPS F.t. 48 — butiky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 12, 24 a 48 hodin

Killed 12, Killed 24, Killed 48 — butiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin
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Obr. 8 Standardizace jednotlivych vzorkti cDNA na B;-mikroglobulin II., 38 cykld,
detekce produktu RT-PCR
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Vysvétlivky k obrazku 8 viz vysvétlivky k piedchozi tabulce (Tab. 10).

Vysledek byl pozitivni a prouzky mély stejnou intenzitu (Obr. 8), proto byly
vzorky pro amplifikaci dalSich gend pfipravovany s mnozstvim cDNA, RNase vody

a PCR mixu ve slozeni podle podle tabulky 10.

Amplifikace cDNA s pouzitim riznych primert

Ke standardizované¢ cDNA byly piidavany primery pro IL-10, TGF- a TNF-a.
Vzorky pro amplifikaci byly ptipraveny s mnozstvim cDNA a RNase vody podle Tab.
10 a ke vSem bylo ptidavano 20 ul PCR mixu. Pii amplifikaci byl ménén pocet cykli,
mnozstvi MgCl,, popiipadé teplota kroku 3 tak, aby byly vysledné produkty co nejvice

rozliSené.
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4  Vysledky

4.1 Pokus¢.1

Amplifikace cDNA s pouzitim riznych primeru

Ke standardizované cDNA byly ptidavany primery pro IFN-y a TGF-B. Vzorky
pro amplifikaci byly pfipraveny s mnozstvim cDNA 1 pl, RNase vody 4 pl a 20 pl
PCR mixu (slozeni podle tabulky 11).

Tab. 11 Mnozstvi komponent pro ptipravu PCR mixu

RNease” voda 15,25 pl
Buffer 1V, 10x konc. 2,50 pl
MgCl,, 50 mM 1,00 pl
dNTP, 10 mM 0,50 ul
Primer Sense (0,1 mM) 0,25 pl
Primer Antisense (0,1 mM) 0,25 pl
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 ul

Gen pro IFN-y byl nejprve amplifikovan po dobu 40 cykla pii teploté
,annealing®“ 60 °C (Obr. 9).

Obr. 9 Detekce genu pro IFN-y, 40 cykla. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni buiiky po 6, 12 a 24 hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 - buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — butiky infikované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS Eco 6, LPS Eco 12, LPS Eco 24 — buiky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin

IgIC 6, 1gIC 12, 1gIC 24 — buiiky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola
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Vysledek byl negativni, protoze se na gelu neobjevil zadny prouzek. S nejvétsi
pravdépodobnosti to byl disledek pouziti malého mnozstvi cDNA. Amplifikace byla

opakovana a mnozstvi cDNA zvySeno na 3 ul (Obr. 10).

Obr. 10 Detekce genu pro IFN-y, 40 cykla I1. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky k obrazku 10 viz predchozi obrazek 9.

Byla detekovana zvySena exprese genu pro IFN-y uB bunék po infekci
F. tularensis LVS. V 6hodinovém intervalu nebylo mozné zhodnotit (okometrické
hodnoceni) genovou expresi vzhledem k buiikdm kontrolnim, protoze jejich exprese
byla v tomto ¢asovém intervalu z neznamych pii¢in extrémné vysoka. Ve 12hodinovém
intervalu byla exprese genu V porovnani s bufikami kontrolnimi zvySend a ve

24hodinovém intervalu byl patrny rozdil exprese jesté vyssi.
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Gen pro TGF-B byl amplifikovan po dobu 40 cykli pfi teploté ,,annealing*
60 °C (Obr. 11). K amplifikaci byly pouzity 2 ul cDNA.

Obr. 11 Detekce genu pro TGF-B, 40 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky:

K 6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24 hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — bunky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — buiiky infikované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS Eco 6, LPS Eco 12, LPS Eco 24 — bunky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin

IgIC 6, 1gIC 12, 1gIC 24 — buriky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola

Vysledek byl negativni, protoze se na gelu neobjevil zadny prouzek. S nejvetsi
pravdépodobnosti to byl disledek pouziti malého mnozstvi cDNA jako v pfedchozim

piipad¢é. Amplifikace byla opakovana a mnozstvi cDNA zvySeno na 3 ul (Obr. 12).

Obr. 12 Detekce genu pro TGF-p, 40 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky k obrazku 12 viz obrazek 11.
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Exprese genu pro TGF-B byla zvySena u B bunck infikovanych zabitou
F. tularensis LVS v 6hodinovém intervalu. Ve 12hodinovém a 24hodinovém intervalu
se naopak s ¢asem snizovala ve srovnani s bunikami kontrolnimi. Exprese tohoto genu
byla po stimulaci B bunék rekombinantnim proteinem IglC v 6hodinovém intervalu

mirné zvysend, ve 12hodinovém a 24hodinovém shodna s kontrolnimi burikami.
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4.2 Pokus ¢. 2

Amplifikace cDNA s pouzitim riznych primeru

Ke standardizované cDNA byly pfidavany primery pro IL-10, IFN-y a TGF-.
Vzorky pro amplifikaci byly pfipraveny s mnozstvim cDNA 1 ul, RNase vody 4 ul
a 20 pl PCR mixu.

Tab. 12 Mnozstvi komponent pro ptipravu PCR mixu

RNease” voda 15,25 pl
Buffer 1V, 10x konc. 2,50 pl
MgCl,, 50 mM 1,00 pl
dNTP, 10 mM 0,50 ul
Primer Sense (0,1 mM) 0,25 pl
Primer Antisense (0,1 mM) 0,25 pl
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 pl

Gen pro IL-10 byl amplifikovan po dobu 40 cyklu a teploté ,,annealing* 60 °C.
K amplifikaci bylo pouzito 1 ul cDNA, 4 ul RNase vody a 20 ul PCR mixu ve slozeni
podle tabulky 12. Na gel bylo nanaseno 10 pl vzorku v nasledujicim potadi (Obr. 13).

Obr. 13 Detekce genu pro IL-10, 40 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky:

Killed 6
LPS F.t. 12
Klilled 12
LPSF.t. 24
Killed 24

K6, K12, K 24 — kontrolni buiiky po 6, 12 a 24hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

LPS Eco 6, LPS Eco 12 LPS, Eco 24 — butiky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS F.t. 6, LPS F.t. 12, LPS F.t. 24 — bunky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 6, 12 a 24 hodin
Killed 6, Killed 12, Killed 24 — butiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola
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Z obrazku 13 je patrné, ze jednotlivé amplikony se pfili§ neliSily v intenzité,

proto byla amplifikace zopakovana a pocet cykli snizen na 35 (Obr. 14).

Obr. 14 Detekce genu pro IL-10, 35 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky k obrazku 14 viz obrazek 13.

Z obrazku je patrné podle intenzity prouzki, Ze exprese genu pro IL-10 byla
zvysena oproti kontrolnim bunkam jen v ptipad¢€, Ze byly B buiky infikovany zabitou
F. tularensis LVS, popt. stimulovany LPS (E. coli) a LPS (F. tularensis) po dobu
12 hodin.

Gen pro IFN-y byl amplifikovan po dobu 40 cykli a teploté ,,annealing* 60 °C.
K amplifikaci bylo pouzito 1 ul cDNA, 4 ul RNase vody a 20 ul PCR mixu ve slozeni
podle tabulky 12. Na gel bylo nanaseno 10 pl vzorku (Obr. 15).

Obr. 15 Detekce genu pro IFN-y, 40 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky kK obrazku 15:

K6, K12, K 24 — kontrolni buiiky po 6, 12 a 24hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — bunky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

LPS Eco 6, LPS Eco 12 LPS, Eco 24 — buiiky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS F.t. 6, LPS F.t. 12, LPS F.t. 24 — buriky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 6, 12 a 24 hodin

Killed 6, Killed 12, Killed 24 — butiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola

Z obrazku 15 je patrné, ze doslo ke vzniku nespecifickych produktl (na obrazku
se jevi jako tenké prouzky navic k ocekdvanym produktim), proto byl gen pro IFN-y
amplifikovan znovu. Byl sniZzen pocet cyklli na 38 a zménéno mnozstvi MgCl, na 1,2 pl

a mnozstvi RNase vody na 15,05 pl v PCR mixu (Obr. 16).

Obr. 16 Detekce genu pro IFN-y, 38 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky k obrazku 16 viz obrazek 15.

Po provedeni detekce amplikon (Obr. 16) byly opét viditelné slabé prouzky
u nékterych vzorki, proto byla opakovana amplifikace po dobu 40 cykld a teploté
mannealing™ 60 °C s vybranymi vzorky K12, LVS 12 a LPS F.t. 12. Mnozstvi pouZité
c¢DNA bylo pokazdé 1 ul, mnozstvi MgCl, a RNase vody v PCR mixu podle tabulky
13 (Obr. 17).
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Tab. 13 Mnozstvi MgCl, a RNase vody

e Mnozstvi 50 mM MgCl, | Mnozstvi RNase vody
Oznaceni vzorku
() ()
K12 15 14,75
LVS 12 2,0 14,25
LPS F.t. 12 2,5 13,75

Obr. 17 Detekce genu pro IFN-y, 40 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky:

LVS 12
LPSF.t. 12

K 12— kontrolni buiiky po 12hodinové inkubaci
LVS 12 — bunky infikované F. tularensis LVS po dobu 12hodin
LPS F.t. 12 — buiiky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 12 hodin

NC — negativni kontrola

Na obrazku 17 jsou opét patrné nespecifické reakce. Vlivem casté manipulace

s primery pro IFN-y doslo ziejmé k jejich degradaci nebo poskozeni.

Gen pro TGF-B byl amplifikovan po dobu 34 cykli a teploté ,,annealing* 60 °C.
K amplifikaci byl pouzit 1 ul cDNA a 20 ul PCR mixu ve sloZeni podle tabulky 14
(Obr. 18).
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Tab. 14 Mnozstvi komponent PCR mixu k amplifikaci genu pro TGF-3

RNease™ voda 14,45pl
Buffer 1V, 10x konc. 2,50 ul
MgCl,, 50 mM 1,80 pl
dNTP, 10 mM 0,50 ul
Primer Sense (0,1 mM) 0,25 pl
Primer Antisense (0,1 mM) 0,25 pl
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 pl

Obr. 18 Detekce genu pro TGF-p, 34 cykli. Produkt RT-PCR.
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Vysvétlivky:

K6, K12, K 24 — kontrolni butiky po 6, 12 a 24hodinové inkubaci

LVS 6, LVS 12, LVS 24 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

LPS Eco 6, LPS Eco 12, LPS, Eco 24 — burnky stimulované LPS (E. coli) po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS F.t. 6, LPS F.t. 12, LPS F.t. 24 — bunky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 6, 12 a 24 hodin
Killed 6, Killed 12, Killed 24 — butiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a 24 hodin

NC — negativni kontrola

Obrazek 18 - po provedeni detekce amplikonti byly viditelné slabé nespecifické
reakce arozliSeni jednotlivych prouzki nebylo zfetelné. Amplifikace byla proto
zopakovana po dobu 24 cykla (Obr. 19).
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Obr. 19 Detekce genu pro TGF-p, 24 cykli. Produkt RT-PCR.

NC
K6
K12
LVS 12
K 24
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-

LVS 6

LPS Eco 6
LPSF.t. 6
Killed 6
LPS Eco 12
LPSF.t. 12
Klilled 12
LVS 24
LPS Eco 24
LPSF.t. 24
Killed 24

Vysvétlivky k obrazku 19 viz obrazek 18.

Z obrazku je ziejmé, ze exprese genu pro TGF-f byla zvysena ve 12hodinovém
intervalu u B bunék infikovanych zabitou F. tularensis LVS v porovnani s butikami

stimulovanymi LPS (F. tularensis).
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4.3 Pokus¢. 3

Amplifikace cDNA s pouzitim riznych primeru

Ke standardizované cDNA byly pfidavany primery pro 1L-10, TGF-p a TNF-a.
Vzorky pro amplifikaci byly pfipraveny s mnozstvim cDNA a RNase vody podle
tabulky 10 (str. 53) a 20 ul PCR mixu podle tabulky 15.

Gen pro IL-10 byl amplifikovan po dobu 35 cyklu a teploté ,,annealing* 60 °C.
Na gel bylo nanaseno 10 ul vzorku v daném pofadi. Pro lepsi rozliSeni intenzity
jednotlivych prouzkt byla amplifikace zopakovana pti 32 a 28 cyklech (Obr. 20, 21
a22).

Tab. 15 Mnozstvi komponent PCR mixu

RNease™ voda 15,25 pl
Buffer 1V, 10x konc. 2,50 ul
MgCl,, 50 mM 1,00 pl
dNTP, 10 mM 0,50 pl
Primer Sense (0,1 mM) 0,25 pl
Primer Antisense (0,1 mM) 0,25 pl
Taq polymerase (5 U/ul) 0,25 pl

Obr. 20 Detekce genu pro IL-10, 35 cykla. Produkt RT-PCR.

NC
K12
K 24
K 48
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LVS 12
IgiC 12
Killed 12
LVS 24
IgIC 24
LPSF.t. 24
Killed 24
LVS 48
IgiC 48
LPS F.t. 48
Killed 48
LPS Ecol2

K12, K 24, K 48 — kontrolni buiiky po 12, 24 a 48hodinové inkubaci

LVS 12, LVS 24, LVS 48 — buitiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

1gIC 12, 1gIC 24, 1gIC 48 — buiiky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 12, 24 a 48 hodin
LPS Eco 12, LPS F.t. 24, LPS F.t. 48 — butiky stimulované LPS po dobu 12, 24 a 48 hodin

Killed 12, Killed 24, Killed 48 — butiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

NC — negativni kontrola
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Na obrazku 20 je vidét, ze amplifikace probéhla spravné, ale protoze jednotlivé
prouzky mély podobnou intenzitu, byla amplifikace zopakovana a pocet cyklii snizen

na 32.

Obr. 21 Detekce genu pro IL-10, 32 cykla. Produkt RT-PCR.

NC
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K24

LVS 24
K 48
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LVS 12
IgiC 12
Killed 12
IgiC 24
LPSF.t. 24
Killed 24
IgiC 48
LPSF.t. 48
Killed 48
LPS Eco 12

Vysvétlivky k obrazku 21 viz obrazek 20.

Na obrazku 21 je opét vidét, ze amplifikace prob¢€hla spravné, ale pro jesté lepsi
rozliSeni jednolivych prouzkt byla amplifikace naposledy zopakovana a pocet cykla
snizen na 28 (Obr 22).

Obr. 22 Detekce genu pro IL-10, 28 cykli. Produkt RT-PCR.

NC
K12
K 24
K 48
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LVS 12
IgiC 12
Killed 12
LVS 24
IgIC 24
Killed 24
LVS 48
IgIC 48
Killed 48

LPSF.t. 24
LPSF.t. 48

Vysvétlivky k obrazku 22 viz obréazek 20.
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Obrazek 22 dokazuje, ze optimalni amplifikace u genu pro IL-10 byla pfi teploté
mannealingu“ 60 °C a po dobu 28 cykld, kdy byl rozdil v intenzité jednotlivych prouzka

nejvetsi.

Z obrazku 22 je patrné, ze exprese genu pro IL-10 po stimulaci B buné¢k
rekombinantnim proteinem IglC byla ve 12hodinovém intervalu mirn¢ zvysend, ve

24hodinovém a 48hodinovém intervalu shodna s buiitkami kontrolnimi.

Gen pro TGF-p byl amplifikovan po dobu 28 cykli a teploté ,,annealing* 60 °C.
K amplifikaci bylo pouzito CONA a RNase vody podle tabulky 10 (str. 53) a 20 ul
PCR mixu podle tabulky 15. Na gel bylo nanaseno 10 pl vzorku v daném pofadi. Pro
lepsi rozliSeni intenzity jednotlivych prouzkd byla amplifikace zopakovana pfi
24 cyklech (Obr. 23 a 24).

Obr. 23 Detekce genu pro TGF-p, 28 cykli. Produkt RT-PCR.

5 0O N N o N S S Y S Y 0 ® © W ©
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Vysvétlivky:

K12, K 24, K 48 — kontrolni buiiky po 12, 24 a 48hodinové¢ inkubaci

LVS 12, LVS 24, LVS 48 — buitiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

1gIC 12, 1gIC 24, 1gIC 48 — buriky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 12, 24 a 48 hodin
LPS F.t. 24, LPS F.t. 48 — buniky stimulované LPS (F. tularensis) po dobu 24 a 48 hodin

Killed 12, Killed 24, Killed 48 — buiiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

NC — negativni kontrola
Na obrazku 23 je vidét, Zze amplifikace prob¢hla spravné, ale pro jesté lepsi
rozliSeni jednotlivych prouzk byla amplifikace zopakovana a pocet cykli sniZen

na 24 (Obr. 24).
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Obr. 24 Detekce genu pro TGF-B, 24 cykli. Produkt RT-PCR.
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LVS 12
IgiC 12
Killed 12
LVS 24
IgIC 24
LPSF.t. 24
Killed 24
IgIC 48
LPSF.t. 48
Killed 48

Vysvétlivky k obrazku 24 viz obrazek 23.

Exprese genu pro TGF-B po stimulaci B bunék rekombinantnim proteinem IglC
byla ve 12hodinovém, 24hodinovém a 48hodinovém intervalu shodnd s kontrolnimi

bunkami.

Gen pro TNF-a byl amplifikovan po dobu 38 cyklu a teploté ,,annealing® 60 °C.
K amplifikaci bylo pouzito cDNA, RNase vody a PCR mixu v mnozstvi podle tabulky
10 a tabulky 15. Na gel bylo nanaseno 10 pl vzorku v daném pofadi.

Obr. 25 Detekce genu pro TNF-a, 38 cykli. Produkt RT-PCR.
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P :

Ladder

NC

K12

LVS 12
IgiC 12
Killed 12
K24

LVS 24
IgIC 24
LPSF.t. 24
Killed 24
K 48

LVS 48
IgiC 48
LPS F.t. 48
Killed 48
LPS Eco 12
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Vysvétlivky kK obrazku 25:

K12, K 24, K 48 — kontrolni buiiky po 12, 24 a 48hodinové inkubaci

LVS 12, LVS 24, LVS 48 — buiiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

1gIC 12, 1gIC 24, 1gIC 48 — butiky stimulované rekombinantnim proteinem IgIC po dobu 12, 24 a 48 hodin
LPS Eco 12, LPS F.t. 24, LPS F.t. 48 — buiiky stimulované LPS po dobu 12, 24 a 48 hodin

Killed 12, Killed 24, Killed 48 — buiiky stimulované zabitou F. tularensis LVS po dobu 12, 24 a 48 hodin

NC — negativni kontrola

Vysledné amplikony na obrazku 25 neodpovidaji o¢ekavanym produktiim, proto
byl gen pro TNF-a opét amplifikovan a to po dobu 38 cyklu a teploté ,,annealing* 60 °C
s vybranymi vzorky K12, LVS 12 a IgIC 12. Mnozstvi pouzité cDNA a mnozstvi
MgCl; v PCR mixu podle tabulky 16 (Obr. 26).

Obr. 26 Detekce TNF-a, 38 cykli Tab. 16 Mnozstvi MgCl, a RNase vody

Oznaceni | Mnozstvi | Mnozstvi 50 mM RI\'\I/LZZES\;C(\)/::I
vzorku | cDNA(ul) MgCl, (ul) () y
K12 1,0 1,5 14,75
LVS 12 1,0 2,0 14,25
IgIC 12 1,0 2,5 13,75

52 9 9 9

£ x oo

- - 2

Vysvétlivky:

K 12— kontrolni butiky po 12hodinové inkubaci
LVS 12 — buiky infikované F. tularensis LVS po dobu 12hodin
1gIC 12 — bunky stimulované rekombinantnim proteinem IglC po dobu 12hodin

NC — negativni kontrola

Amplikony pozorované na obrazku 26 neodpovidaji predpokladanym
produktim. Byly vyzkouSeny teploty ,,annealing 55 a 50 °C, vysledné produkty opét
neodpovidaly ocekdvanym. Tento primer se nepodafilo 2z ¢asovych divodi

zoptimalizovat.
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5 Diskuse

F. tularensis je intracelularni gramnegativni bakterie, ktera zpuasobuje
onemocnéni oznaCované jako tularemie. Tato bakterie je vysoce infekéni a diky svym
vlastnostem je wuvedena na seznamu Sesti nejnebezpecnéjSich potencionalnich
biologickych zbrani. Ackoliv jeji patogeneze je studovana od konce 60. let minulého
stoleti, dosud neni zcela objasnéna. Jako u ostatnich intracelularnich patogenti byla
predstava, ze F. tularensis infikuje makrofagy, ty prezentuji jeji antigeny a spousti na
buiikach zavislou imunitni odpoveéd’. Béhem let studia jeji patogeneze se vSak ukazalo,
ze po vstupu do makrofagl unikd z membranou obalené vakuoly do cytosolu, kde se
mnozi a poté vstupuje do autofagozomu. Bylo také zjisténo, Ze neaktivuje makrofagy
k ¢asné produkci prozanétlivych cytokind, ale naopak jsou zablokovany vSechny
signalni cesty vedouci k aktivaci nukledrniho faktoru «B atim 1 produkce
prozanétlivych cytokini. Podobné jako u makrofagli je po internalizaci bakterii
zablokovana aktivace NFxB také u dendritickych bunék. Pro kontrolu a zvladnuti
infekce in vivo je nezbytna pfitomnost IFN-y a TNF-a.. Béhem casné faze infekce jsou
hlavnim zdrojem IFN-y NK buriky a produkci tumor nekrotizujiciho faktoru zabezpecuji
pravdépodobné keratinocyty (Ellis, 2002). Po dlouhou dobu se piedpokladalo, Ze
B bunky nehraji v imunitni odpovédi k F. tularensis zadnou roli. Az koncem 90. let
byly publikovany prace, které prokazaly, ze B buiiky maji nezastupitelné misto v ¢asné
fazy primarni a sekundarni odpovédi (Culkin, 1997). V minulém desetileti byly pak
publikovany prace prokazujici ucast specifickych anti-tularemickych protilatek na

ochrané hostitele v prubéhu infekce F. tularensis (Stenmark 2003, 2004; Savitt, 2009).

Cilem mé prace bylo zjistit, jak se méni exprese geni kddujicich molekuly
cytokinii u B buné&né linie vlivem infekce F. tularensis LVS a vlivem stimulace
bakterialnim rekombinantnim proteinem IgIC a F. tularensis LPS. Navazala jsem na
diplomovou praci Bc. Lenky Kasmanové, ktera nejvétsi cast své prace vénovala
optimalizaci podminek a ovéfovani kvality primerii na vzorcich ovlivnénych LPS
(E.coli). U vzorku infikovanych F. tularensis LVS se podatilo zoptimalizovat geny pro
IFN-y a IL-12. Byla pozorovana zvySena exprese genu pro IFN-y, kterd rostla s asem
a také zvySena exprese genu pro IL-12 ve 24hodinovém intervalu. V posledni Casti
optimalizace jsem se jiZz na ziskanych wvysledcich podilela  spolecné

s Bc. Lenkou Kasmanovou.
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K pokusim bylo vyuzito metody reverzni transkriptdzové polymerazové

fetézové reakce. Vzorky RNA byly nejdfive izolovany pomoci RNeasy Mini Kit.

Kontrola vytéznosti a kvality ziskané RNA byla méfena na spektrofometrickém
piistroji NanoPhotometer (Implen). Z naméfené koncentrace (pg/pl) bylo nasledné
vypocitano mnozstvi izolované RNA potiebné pro syntézu cDNA. V pokusu ¢. 3 byla
zmétena koncentrace RNA velice nizka. Niz§i vytéznost mliize byt obecné zplisobena
nedokonalou homogenizaci a lyzou bunék béhem izolace RNA, nebo zpracovanim
vzorki s nizkym mnoZstvim RNA nebo piekrocenim mnoZstvi vychoziho materidlu
nasledované netplnym rozpadem materidlu a interferenci s vazbou RNA do membrany

kolonky  (http://labs.fhcrc.org/fero/Protocols/RNeasy Mini_Handbook.pdf). | ptes

velmi nizky vytézek bylo v pokusu pokracovano, k syntéze cDNA bylo pouzito veskeré
mnozstvi izolované RNA. Objem cDNA, ktery byl nasledné pouzivan k amplifikaci
gentll, byl standardizovan na Pp-mikroglobulin. Kvalita izolovanych vzorkit RNA je
dana hodnotou podilu absorbance Aazso2s0, pro €istou RNA by méla byt kolem 2,0,
ahodnota Aogsozo pro nukleové kyseliny vrozmezi 2,0 —2,2. Hodnoty podili

U namétenych vzorkl nasvédcovaly, Ze jsou kvalitni.

Imunitni odpovéd’ k patogeniim velmi ¢asto vyzaduje jak na B buiikach zavislou
humoralni slozku odpovédi, tak na T bunkdch zavislou bunéénou odpoveéd. CD4+
T buiiky se jednoznacné podileji na humoralni odpovédi aktivaci B bunék cytokiny,
které T lymfocyty produkuji. AvSak potenciondlni zapojeni B bunck v bunétné
odpovédi bylo donedavna odmitano. Za poslednich 10 let vSak byla publikovana fada
praci podévajici dikazy, ze efektorové a regulacni populace B buné¢k moduluji T buiky
prezentovanim antigenli, kostimulaci a produkci cytokinid, které ftidi proliferaci
a efektorové funkce T bun¢k. Ackoliv je v soucasné dobé publikovana tada praci, které
jasn¢ dokazuji, ze B builky se produkci cytokini podileji na modulaci imunitni
odpoveédi, je zatim je$té malo znamo o faktorech, které reguluji cytokinovou produkci.
Jak uvadi Duddy et al. (2004), profil cytokinii produkovanych B buiikami zavisi na
signalnich cestach aktivovanych bud’ BCR nebo CD40. Pokud dojde ke stimulaci obou
receptort, dojde k sekreci TNF-a, lymphotoxinu a IL-6, coz muze pusobit jako
autokrinni stimulace a zesilovat tak imunitni odpovéd’, pokud vsak dojde k signalizaci
pouze pies CD40, tzn. bez specifického rozpoznani antigenu, prozanétlivé cytokiny
nejsou produkovéany, dojde k zvySené sekreci cytokinu IL-10, coz ma za nasledek

Supresi imunitni odpovédi. Tento mechanismus — spousténi imunitni odpovédi pouze
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Vv ptipad¢ rozpoznani ciziho antigenu — vede k ochrané hostitelského organizmu. Piesto,
ze B bunky produkuji hlavné IL-6, IL-10, LT-o @ TNF-a, byly v posledni dobé
publikovany prace prokazujici produkei i jinych cytokint jako I1-2, IL-4, IFN-y a IL-12.
Autofi Harris et al. (2000) identifikovali dvé populace tzv. efektorovych B bunék (Bel
a Be2), které produkuji rizné typy cytokinl v zavislosti na cytokinovém prostiedi, ve
kterém jsou buiky stimulovany béhem jejich prvnim setkani s antigenem. Tyto
populace efektorovych B bunék reguluji pak diferenciaci naivnich CD4 T lymfocytii na
Th1 a Th2 subpopulace diky polarizaci produkce cytokinii jako IL-4 a IFN-y. Interferon
gamma produkovany B buiikami se navic ukazal jako induktor produkce IFN-y NK
bunkami (Matsumoto, 2006) a tim se B bunky zafadily jako dilezita slozka Casné,

pfirozené imunitni odpovédi.

IFN-y je cytokin, ktery je nepostradatelny pro vrozenou i adaptivni imunitni
odpovéd. Jeho role je rozhodujici v kontrole proti virovym a intracelularnim
bakterialnim infekcim a nddorovému bujeni. Tento interferon je produkovan makrofagy,
dendritickymi buikami a NK buiikami velmi ¢asn€ po infekci jako soucdst primarni
odpovédi a ovliviiuje polarizaci TO bunék na Thl vétev. Navic je tento cytokin

nezbytny pro kontrolu infekce zptisobenou F. tularensis.

V naSem pokusu byla detekovana zvySena exprese genu pro IFN-y u B bunék
po infekci F. tularensis LVS. Ve 6hodinovém intervalu nebylo mozné zhodnotit
genovou expresi vzhledem k burikam kontrolnim, protoze jejich exprese byla v tomto
casovém intervalu z neznamych pri¢in extrémné vysoka. Ve 12hodinovém intervalu
byla exprese genu Vv porovnani s buiikami kontrolnimi zvySend a ve 24hodinovém
intervalu B bun¢k po infekci F. tularensis LVS byl patrny rozdil exprese jesté vyssi.
Tento pokus byl proveden ve spolupraci s Bc. Lenkou Kasmanovou. Béhem dalSich
pokusli se nepodafilo detekovat kvalitni amplikony genli pro IFN-y, bylo to zifejmé

zpusobeno primery, které vlivem ¢asté manipulace degradovaly.

Zvysena exprese genil pro IFN-y byla na pracovisti UMP v posledni dobé
potvrzena (piedbé&zné vysledky L. Zivné) i po ex vivo infekci. Mysi BALB/c byly
infikovany ip. davkou 10° F. tularensis LVS/mys. Za 24 hodin byl proveden
peritonealni vyplach a pfipraveny slezinné buniky. Na pritokovém cytometru Aria II

byly vyttidény buniky CDI19+ pitimo do lyzaéniho roztoku TRIZOL a nasledné
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provedena RT-PCR. Jak je patrné z oskenovaného gelu (Obr. A) doslo ke zvySené
expresi IFN-y genu jak u slezinnych tak peritonealnich CD19+ bungk.

Obrazek A Exprese genu pro IFN-y u slezinnych a peritonedlnich CD19+ bunck

(pfevzato od: Zivna L., dosud nepublikovana data)

DA, PK MK K LVS K LVS
Ladder S S P P

Vysvétlivky:

PK - pozitivni kontrola, NK - negativni kontrola, K - kontrolni buiiky, S - slezinné a P - peritonealni
bunky CD19+

Dalsi z gentl, jejichz expresi se nam podafilo zoptimalizovat, je gen pro IL-10.
IL-10 je hlavni protizanétlivy cytokin produkovany monocyty, makrofagy,
Th2 lymfocyty, B buiitkami a mastocyty. Vykazuje pleiotropni Gc¢inky v regulaci
imunity a zanétu. Inhibuje syntézu kostimula¢nich molekul ptsobicich na MHC II. ttidy
a makrofagy a je schopen snizovat expresi prozanétlivych cytokinti produkovanych Thl
lymfocyty. Uginek IL-10 ptispiva k regulaci proliferace a diferenciace B bundk

a produkci protilatek (Moore, 1993).

Exprese genu pro IL-10 byla zvySena oproti kontrolnim bunkdm jen v piipadé,
ze byly buiiky Ramos infikovany zabitou F. tularensis, popf. stimulovany LPS E. coli
a LPS F. tularensis po dobu 12 hodin. Zvysena exprese protizanétlivého cytokinu IL-10
u téchto stimulaci miiZze souviset s faktem, Ze po infekci mysi mrtvou bakterii ¢i

tularemickym LPS nedochazi ke klasické imunitni odpovédi.

TGF-B je 25 kDa multipotentni cytokin, ktery se raznymi zpiasoby podili na
regulaci proliferace, diferenciace a zanétlivych procesech. Je dilezity pro regulaci jak
CD25+ T lymfocyti (CD25 je receptor pro IL-2), tak pro Th17 bunky. TGF-p ale
blokuje aktivaci lymfocytti a monocytd fagocytujicimi bunkami. V pfipadé aerogenni

infekce F. tularensis dochazi v plicich k supresi produkce prozanétlivych cytokint
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TNF-a. a IL-6 anaopak dochazi k zvySené produkci TGF-B bunkami obsazenymi

Vv bronchoalveolarni lavazi (Bosio, Dow, 2005).

Exprese genu pro TGF-B byla zvySena u B bunck infikovanych zabitou
F. tularensis v 6hodinovém intervalu. Ve 12hodinovém a 24hodinovém intervalu se
naopak s ¢asem snizovala ve srovnani s buitkami kontrolnimi. Je pravdépodobné, ze

rrrrr

zablokované imunitni odpovédi.

F. tularensis je patogenni diky tomu, ze dokaze uniknout z fagozomu
fagocytujich bun¢k a nasledné se pomnozit v cytosolu. Jako klicové k tniku bakterie
Z fagozoOmu se jevi dva bakteridlni operony oblasti oznaCované ostrovy patogenity
mglAB a iglABCD. Igl operon koduje proteiny IglA, IglB, 1gIC a IgID, transkripce
téchto proteinli je pozitivné regulovana proteinem MglA. Bylo prokazano pouzitim
mutovanych bakteridlnich kment, ze proteiny MglA, IglC a IglD se pfimo ¢i nepiimo
podileji na blokaci acidifikace fagozomu a jsou nutné pro unik F. tularensis
z fagozoému. Protein IgIC je v bakterialnim svété strukturalné unikatni. Bylo prokazano,
ze mutantni kmen F. tularensis AiglC neni schopen uniknout z fagozému, stejné jako
AIgID a AmglA, a je uvéznén ve fagozomu. Po Case je na povrchu fagozomu, obsahujici
mutovany kmen pro gen iglC, exprimovan Katepsin D, coz prokazuje fazi fagozomu

s lysozomem (Santic, 2005; Bonquist, 2008).

Krocova et al. (dosud nepublikovana data) prokazali snizeni apoptézy u B bun¢k
po infekci F. tularensis s deletovanym genem iglC (AiglC) a zvySeni apoptdzy u bunék
stimulovanych r-1gIC. Buiiky Ramos byly infikovany divokym kmenem F. tularensis
LVS a mutovanym kmenem s deletovanym genem pro IglC (Obr. B). Po 48 hodinach
byla u bunék zméfena exprese vné membrany lokalizovaného fosfatidylserinu, jako
apoptického markeru, pomoci pratokové cytometrie. Z vysledkli vyplyva, Ze mutovany
kmen snizuje procento apoptickych bunck oproti kmeni divokému. V dalSich pokusech
byly buiiky Ramos RA-1 inkubovany s rekombinantnim proteinem IglC a exprese
proapoptického markeru byla srovnavéana s buikami kultivovanymi v pufru, ve kterém
byl IglC rozpustén, a s buikami ovlivnénymi zbytkem pufru po imunoprecipitaci 1gIC.
Z obrazku C je ziejmé, Ze samotny protein IglC je schopny vyvolat apoptézu a to

Vv zavislosti na koncentraci proteinu.
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Obrazek B Procento apoptickych bunék Ramos po 24hodinové infekei divokym

kmenem F. tularensis LVS a mutovanym kmenem IgIC (pfevzato od: Krocova, dosud

nepublikovand data).
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mutant 1gIC - buniky infikované F. tularensis s deletovanym genem iglC; osa y: apoptotické B buiiky v %

Obrazek C Procento apoptickych bunék Ramos po inkubaci s rekombinantnim

proteinem IgIC, ve srovnani s pufrem a zbytkem po precipitaci proteinu (pfevzato od:

Krocova, dosud nepublikovana data).
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Exprese genu pro IFN-y po stimulaci B bun¢k rekombinantnim proteinem IglC
byla v nasem pokusu béhem Casovych intervali neménna a shodovala se s kontrolnimi
butkami. Exprese genu pro TGF-B byla v 6hodinovém intervalu mirn€ zvysend, ve
12hodinovém, 24hodinovém a 48hodinovém intervalu shodna s kontrolnimi bufikami.
Exprese genu pro IL-10 byla ve 12hodinovém mirn€¢ zvySend, ve 24hodinovém
a 48hodinovém intervalu shodné s bunkami kontrolnimi. Tyto vysledky se v podstaté
shoduji s témi, které byly zjistény v piipadé mrtvé F. tularensis, popf. jejiho LPS
a davaji predpoklad, Ze ani tento protein nebude v prvnich fazich imunitni odpovedi

k F. tularensis jako iniciator aktivace imunokompetentnich bunék.
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r 4
6 Zavér
Cilem této diplomové prace bylo metodou reverzni transkriptazové
polymerazové tfetézové reakce zjistit, jak se méni exprese geni kddujicich molekuly

cytokinii u B bunééné linie Ramos RA-1 vlivem infekce F. tularensis avlivem

stimulace bakterialnim rekombinantnim proteinem IgIC a lipopolysacharidem.

Pres velké problémy technického razu se podafilo zjistit zmény v expresi tii
cytokinovych genti u B bunééné linie Ramos RA-1 po infekei jak Zivou, tak usmrcenou
F.tularesis LVS a po stimulaci bunék bakterialnim lipopolysacharidem

a rekombinantnim proteinem IgIC.

Byla detekovana zvySena exprese genu pro IFN-y uB bun¢k po infekci
F. tularensis LVS. Exprese genu pro IL-10 byla zvySena oproti kontrolnim buiikdm po
infekci B bunék zabitou F. tularensis, popf. po stimulaci LPS E. coli aLPS
F. tularensis po dobu 12 hodin. Exprese genu pro TGF-B byla zvySena u B bunék
infikovanych zabitou F. tularensis v 6hodinovém intervalu. Ve 12hodinovém
a 24hodinovém intervalu se naopak exprese genu pro TGF-B s c¢asem snizovala
ve srovnani s buitkami kontrolnimi. Je pravdépodobné, Ze zvySend exprese genu pro
TGF-B, podobn¢ jako je pro protizanétlivy IL-10, je pfi¢inou zablokované imunitni
odpovédi. Podobné jako Zziva bakterie ani rekombinantni protein IglC neindukuje

U B bunécné linie Ramos imunitni odpoved.

Z vysledkl nasi prace vyplyva, ze podobné jako u dalSich bunék imunitniho
systému, jako jsou makrofagy ¢i dendritické buiky, i u B bun¢k dokaze ziva bakterie

zablokovat signalni cesty vedouci k protizanétlivé imunitni odpovedi.
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7  Abstrakt

Francisella tularensis je fakultativné intracelularni bakterie zpUsobujici
onemocnéni tularemii rtiznych druhii savci vcetné Clovéka. Je schopna infikovat
fagocytujici 1 nefagocytujici bunky. V nasi praci jsme se zamétili na studium B bungk,
jejichz tloha v infekci F. tularensis byla dlouhou dobu opomijena. Za poslednich 10 let
vsak byly publikovany prace, které poukazuji na zapojeni B bunék v casné imunité proti

F. tularensis.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, jak se méni exprese gent kddujicich
molekuly cytokini u B bunék vlivem infekce F. tularensis a vlivem stimulace
bakteridlnim rekombinantnim proteinem IgIC a lipopolysacharidem. Tyto zmény jsme
zkoumali na B bunéné linii Ramos RA-1. Metodou reverzni transkriptazové
polymerazové fetézové reakce jsme detekovali geny pro cytokiny IFN-y, IL-10
a TGF-p.

Klicova slova: Francisella tularensis, B buiky, cytokiny, reverzni transkriptazova

polymerazova tetézova reakce
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8 Abstract

Francisella tularensis is a facultative intracellular bacterium causing disease
tularemia of different species of mammals, including humans. It is able to infect
phagocytotic as well as non-phagocytotic cells. We focused on the study of B cells, that
role in the infection of F. tularensis have been, until recently, regarded as not
significant. Over the last 10 years several studies showed important role of B cells in

innate immunity to F.tularensis infection.

The aim of this thesis was to idenify changes in the expression of genes that
encode molecules of cytokines produced by B cells, after F. tularensis infection, due to
stimulation with bacterial recombinant protein 1gIC and lipopolysaccharide. These
changes were examinated on B cell line Ramos RA-1. Using reverse transcriptase

polymerase chain reaction, we detected these cytokines: IFN-y, IL-10 a TGF-.

Key words: Francisella tularensis, B cells, cytokines, reverse transcriptase polymerase

chain reaction
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9 Pouzité zkratky

AcpA

ASC

AlF

Apaf-1

BCR
BTK
C3
CD
CFU

CR3

DISC

Eco
EDTA

EEAl
ERK

F.t.
FCP

FCV

FPI

Acid phosphatase, kysela fosfataza

Apoptosis-asociated Speck-line Protein Containing a Caspase
Recruitment Domain

Apoptosis-inducing Factor, apoptozu vyvolavajici faktor

Apoptosis Proteases-activating Factor 1, adaptorova molekula
slouzici k aktivaci kaspazy 9

B cell Receptor, B bunécny receptor

Burton’s Tyrosine Kinase, Burtonova tyrosin kinaza
Complement 3, C3 slozka komplementu

Cluster of Designation, diferencia¢ni antigen
Colony-forming Unit, kolonie tvofici jednotky

Comlement receptor 3, komplementovy receptor 3

Death Cell Initializing Signaling Complex, smrt-indukujici signaliza¢ni
komplex

Escherichia coli

Ethylenediaminetetraacetic acid, ethylendiamintetraoctova kyselina
Early Endosomal Antigen 1, ¢asny endozomalni antigen 1
Extracellular Signal-regulated Kinase

Francisella tularensis

F. tularensis-containing Phagosome, fagozom obsahujici F.
tularensis

F. tularensis-containing Vacuole, vakuola obsahujici F. tularensis

Francisella Pathogenicity Island, tularemicky ostrov patogenicity
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HLA

INOS
IRAK

IRF 3

JNK

LAMP

LPS
LT-a

LVS

MAPK

mgl

M-MLV

MOI

MOPS

MyD88

NF«B

Human Leukocyte Antigens, povrchové antigeny bilych krvinek
u lidi

intraperitonealni podani
interferon
Intracellular Growth Locus, lokus pro intracelularni rust

interleukin

Inducible Nitric Oxide Synthase, indukovatelna syntaza oxidu
dusnatého

IL-1R-associated Kinase, kinaza asociovana s receptorem pro IL-1
Interferon Regulatory Factor 3, interferonem regulovany faktor 3
c-Jun N-terminal Kinase, c-Jun N-terminalni kinaza

Lysosomal-associated Membrane Protein, membranovy protein
asociovany s lysozomy

lipopolysacharid
lymphotoxin o
Live Vaccine Strain, zivy vakcina¢ni kmen

Mitogen-activated Protein Kinase, mitogenem aktivovana
proteinkinaza

Macrophage Growth Locus, lokus pro rust v makrofazich

Moloney Murine Leukemia Virus, Moloneyho mysi leukemicky
virus

Multiplicity of Infection, multiplicita infekce

3-(N-morpholino)propanesulfonic acid, 3-(N-morfolin)
propansulfonova kyselina

Myeloid Differentiation Factor 88

Nuclear Factor kappa B, nuklearni faktor kappa B
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NK

NO

NOD

PBS

r-1giC

RNA
Rnase voda

RP 105
RT-PCR

TGF-B
Th
TIRAP
TLR
TNF-a
TRAF6

TRIS

Natural Killer, pfirozeny zabijeé¢

Nitric oxide, oxid dusnaty

Nucleotide-binding Oligomerization Domain
Phosphate-buffered Saline, pufrovany fyziologicky roztok
rekombinantni protein IglC

Ribonucleic Acid, kyselina ribonukleova

Rnease Free Water, voda prosta enzymu degradujicich RNA

Radioprotective Protein 105 kDa

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction, reverzni
transkriptazova polymerazova fetézova reakce

Transforming Growth Factor, transformujici rustovy faktor
Helper T-cell, pomocny lymfocyt

Toll/IL-1R Domain-containing Adaptor Protein

Toll-like Receptor, receptor skupiny Toll

Tumor Necrosis Factor a, tumor nekrotizujici faktor a

TNF-receptor Associated Factor 6, faktor 6 asociovany s receptorem
pro TNF

tris(hydroxymethyl)aminomethan
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