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Abstrakt 
Lipopolysacharidy, molekuly tvořené lipidy s kovalentně navázanými sacharidy, jsou 

charakteristickou složkou buněčné stěny gramnegativních bakterií. Je přičinou těžkých 

septických stavů u člověka a tím i komplikací v humánní medicíně  

Lipopolysacharid je konstantní součástí infekce gramnegativních bakterií, proto 

předpokládáme evolučně zachovalou nespecifickou imunitní odpověď a ochrany. Otázkou je, 

zda existuje tato imunitní odpověď u modelového organismu Caenorhabditis elegans. Pokud 

ano, jakým mechanismem je řízena a regulována.  

Mnohobuněčnému organismu Caenorhabditis elegans jsme podali lipopolysacharid 

bakterie Pseudomonas aeruginosa 10 v kombinaci s bakteriemi Escherichia coli. Pozorovali 

jsme vliv lipopolysacharidu na expresi vybraných genů. Dále jsme sledovali metabolismus a 

vývoj organismu. Prokázali jsme vliv lipopolysacharidu na expresi genů z rodin C-typy 

lecitinů, clec-60 a clec-71, dále na lys-5, hsp-60 a F44G.3.2.1. Po inkubaci Caenorhabditis 

elegans na komponentách lipopolysacharidu jsme zjistili regulaci těchto vybraných genů 

hydrofobní lipidní složkou lipopolysacharidu, lipidem A. Překvapivě regulaci sacharidovými 

složkami, glukosou a galaktosou jsme neprokázali. 

Změnil se metabolismus lipidů. Prokázali jsme snížení neutrálních tuků a změny 

v zastoupení některých mastných kyselin. Vývoj organismu je závislý na dávce endotoxinu. 

Se zvyšující koncentrací lipopolysacharidu se mění vitalita, vývoj se zpomaluje, objevují se 

defekty v morfologii organismu a někteří jedinci v krátké době hynou.  

Naše experimenty potvrdili význam biologicky aktivní molekuly lipopolysacharidu, 

který se běžně vyskytuje u gramnegativních bakterií a který je součástí dalších živých 

systémů.   

Klíčová slova:  

Lipopolysacharid   Caenorhabditis elegans  nespecifická imunita 

  genová exprese    metabolismus  lipidů   vývoj
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Abstract 
Lipopolysaccharides are composed of covalently bound saccharides. They are a characteristic 

component of the cell wall of gram-negative bacteria. They are the cause of severe sepsis in 

humans and complications in human medicine. 

 Lipopolysaccharides are a constant part of the infections of gram-negative bacteria. 

We expect an evolutionarily conserved non-specific immune response and protection. The 

question is whether there is an immune response in the model organism Caenorhabditis 

elegans. If so, what mechanism is controlled and regulated.  

We submitted lipopolysaccharides from the bacteria Pseudomona aeruginosa with the 

bacteria Escherichia coli OP50 and observed the influence of lipopolysaccharides on the 

expression of selected genes. We examined metabolism and development.  We have shown 

the influence of lipopolysaccharides on gene expression of C-type lectine clec-60 a clec-71, 

nextna lys-5, hsp-60 a F44G.3.2.1 genes. We incubated Caenorhabditis elegans on some 

components of lipopolysaccharide. We found regulation of these selected genes with 

hydrophobic components of lipopolysacharide, lipid A. We did not observe regulation with 

saccharide components of lipopolysaccharide, glucose and galatose.  

The metabolism of lipids had changed. We demonstrated a reduction of neutral lipids 

and changes in the representation of some fatty acids. The development of this organism is 

dependent on an amount of endotoxin. With an increasing concentration of lipopolysaccharide 

vitality chages, development slows, there are defects in the morphology of the organism and 

some individuals die within a short time. 

Our experiments confirmed the importance of the biologically active molecule, 

lipopolysaccharide, which is commonly found in gram-negative bacteria and is a part of other 

living systems.  

 

 
Key words: 

lipopolysaccharide  Caenorhabditis elegans  nonspecific imunity 

 gene expression  metabolism of lipids    development 
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Seznam zkratek 
 
AP-1  transkripční faktor 

ASABF  Ascaris suum antibacterial faktor peptides 

C/EBPβ CAAT enhancer binding protein 

CF motiv cystein cluster na C-konci LRR toll like receptoru 

CTCF  transkripční represor 

CTLD  C-type lectin-like domain 

FOXO  Forkhead box O homologue, transkripční faktor DAF-16 

FSH folikuly stimulující hormon 

FSHR-1 receptor pro folikuly stimulující hormon 

GFP zelený fluorescenční protein 

GPCR receptory asociované s G-proteiny 

HRE   hormone response element 

HSF-1 heat shock transkripční factor 

IKKα  kináza 

LH luteinizační hormon 

LINoCR  LPS Inducible NonCoding RNA 

LPS linie linie, která byla inkubovaná na bakteriích OP50 s přídavkem lipopolysachardu 

LPS lipopolysacharid 

LRR motiv leucine –rich repeat motif toll like receptoru 

N2 linie kontrolní linie inkubovaná pouze na bakteriích OP50 

NF  cystein cluster na N-konci LRR u toll like receptoru 

OD optická densita 

OP50  kmen bakterie Escherichia coli 

PAMP  pathogen assosiated molecular paterns 

qRT-PCR kvantitativní PCR v reálném čase 

RISC RNA-induced silencing complex, účastní se RNA interference 

ROS reaktivní formy kyslíku 

siRNA dvouvláknová RNA důležitá při RNA interference 

TLC tenkovrstevná chromatografie 

TLR  toll like receptor 

TNF-α tumor necrosis factor 

TSH štítnou lázu stimulující hormon 
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UPR  unfolded protein response 

VSV virus vesikulární stomatitidy 
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Úvod 
 Imunitní systém patří mezi orgánové soustavy zajišťující homeostázu, integritu 

organismu ve vztahu k prostředí a k dalším organismům, s nimiž se dostává do kontaktu. 

Základem imunitní odpovědi je tolerance k vlastní tkáni a odpověď na cizorodé struktury. V 

evoluci se setkáváme s různými úrovněmi imunitní reakce. V první řadě jsou to mechanismy 

nespecifické imunity, založené na obecných fyziologických principech, jako jsou ochrana 

pomocí bariér, regulace pH, aktivita enzymů. U organismu se vyvíjí specifičtější molekulární 

struktury, které jsou schopné reagovat na imunitní podněty tak,  že spouští ochranné reakce 

organismu. Tyto reakce, které tvoří evolučně ustanovené odpovědi jsou klasifikovány jako  

složky nespecifické imunity. Zahrnují fagocytozu mikroorganismů a jejich likvidaci 

enzymatickou cestou a spouštění cest tkáňové regenerace a  jejich přestavby. Produkují 

humorální složky imunitní reakce s regulačním potenciálem jako jsou cytokiny, interleukiny, 

složky komplementu. Adaptivní imunita je založena na rozpoznání antigenních molekul 

pomocí specifických struktur buněk. Zatímco v prvním případě jde o adaptaci v evolučním 

druhovém rozměru, představuje „paměť“ druhu, v případě adaptivní imunity dochází 

k rozpoznání  konkrétního specifického podnětu specializovanými buňkami. Ty u člověka 

zahrnují fagocytující a antigen prezentující buňky, T-lymfocyty a B-lymfocyty, které  

produkují protilátky. Variabilita protilátek spočívá v přeskupení genů, somatické mutaci a 

afinitní maturaci, zatímco variabilita receptorů T-lymfocytů je zajištěna pouze genovým 

přeskupením. Imunitní odpověď, paměť a tolerance vlastních struktur je  ustanovena souhrou 

mechanismů zajišťujících positivní a negativní selekci imunitně důležitých a potenciálně 

autoreaktivních klonů 

Všechny tyto mechanismy chrání organismus před fyzikálním a chemickým 

poškozením, avšak velkou část soustředí na biologicky aktivní činitele. Bakterie, viry a 

parazité ovlivňují celkový stav hostitele různými mechanismy, mění jeho vývoj a 

metabolismus s biologickým důsledkem možného přenosu do dalších generací. Některé 

patogeny nepůsobí přímo patologicky na hostitele, mohou být patogeny v latentní fázi nebo 

být pro organismus indiferentní. Další mikroorganismy jsou hostiteli prospěšné. Jedná se 

například o symbiotické bakterie rodu Rhizobium, které napomáhají metabolisovat dusík  u 

bobovitých rostlin. Střevní mikroflóra u člověka, která chrání epitel před adhezí a průnikem 

patogenů, pomáhá trávit a produkovat potřebné složky. Bezmikrobní experimentální 

organismy deficientní na střevní mikroflóru mohou být chované pouze v přísně sterilním 

prostředí. Tyto organismy mají anomálie trávicí trubice, změny v orgánech imunitního 
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systému a další změny. Výzkum v této oblasti ukazuje důležitost střevní mikroflóry 

v imunitní odpovědi a celkové fyziologii organismu.  

Bakterie mají vliv na vývoj, metabolismus a prospívání mnohobuněčných organismů. 

Regulují přežití a životaschopnost hostitele.  

Cílem diplomové práce je seznámit se s mechanismy imunitní odpovědi 

mnohobuněčného organismu Caenorhabditis elegans. Prokázat vliv lipopolysacharidu, 

endotoxinu, který je součástí vnější membrány gramnegativních bakterií a který způsobuje 

těžké septické stavy u člověka a dalších organismů, ale i jeho komponent na vývoj, 

metabolismus a imunitní systém tohoto modelového organismu. 

Protože se lipopolysacharid skládá z lipidní složky a sacharidové složky, položili jsme 

si otázku, která z těchto složek může být důležitá v regulaci genové exprese.  

Caenorhabditis elegans má evolučně zachováno 284 jaderných hormonálních 

receptorů. Tyto receptory jsou regulovány malými lipofilními molekulami jako jsou hormony, 

mastné kyseliny. Dále mohou zprostředkovávat odpověď na xenobiotika. 

Jelikož lipopolysacharid obsahuje lipofilní složku, předpokládáme její vliv signalizaci 

zprostředkovanou jadernými hormonálními receptory a následnou regulaci genové exprese.  

Tyto předpoklady jsme potvrdili studiem exprese genů po podání lipofilní složky 

lipopolysacharidu, lipidu A, organismu Caenorhabditis elegans.   
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Literární přehled 
Nespecifická imunita u Caenorhabditis elegans 

Nematoda jsou organismy žijící ve volné přírodě v půdě. Jejich přirozenou potravou 

jsou bakterie. Jelikož se s mikroorganismy, potenciálními patogeny, setkávají během své 

evoluce, vyvinuly si obranné mechanismy důležité z hlediska přežití a existence tohoto druhu. 

 V laboratorních podmínkách se linie Caenorhabditis elegans udržují na NGM agaru 

(nematods growth medium) společně s kulturou nepatogenních bakterií Escherichia coli 

OP50. Caenorhabditis elegans jako modelový organismu navrhnul Sydney Brenner v roce 

1965 (Brenner 1974).  Zpočátku se vrozená imunita začala studovat na modelovém organismu 

Drosophila melanogaster, přičemž byla objevena funkce TLR (toll like receptor) nejen ve 

vývoji organismu (Hashimoto, Hudson et al. 1988), ale i v odpovědi proti houbovým infekcím 

(Lemaitre, Nicolas et al. 1996). Později se ukázal jako další vhodný organismus pro studium 

vztahu host-patogen Caenorhabditis elegans.  

 Nematoda postrádají humorální i buněčné složky adaptivního imunitního systému, se 

kterými se setkáváme u člověka. Vrozený imunitní systém je vyvinut bez buněčné složky, 

která je zastoupená fagocytujícími a antigen prezentujícími buňkami (monocyty, makrofágy, 

dendritické buňky), NK-buňkami, které jsou markantní u vyšších organismů. Neprodukují se 

cytokiny, interferony ani složky komplementového systému. Caenorhabditis elegans má šest 

fagocytujících buněk bez schopnosti migrovat do tkání a pohlcovat patogeny. Fagocytóza je 

zachovaná za účelem pohlcovat sousední buňky při procesu apoptózy. Pohlcení bakterií za 

účelem odstranění a ochrany před patogenem není u Caenorhabditis elegans prokázané.  

 Imunitní systém Caenorhabditis elegans je založen na všeobecných mechanismech, 

které známe u vyšších organismů, a to především bariérové funkci kutikuly, slizniční imunitě 

a expresi antimikrobiálních molekul. 

Imunita zajištěná anatomií organismu: 

Významnou bariéru před fyzikálními, chemickými a mechanickými činitely tvoří 

exoskeletární vrstva kutikula. Vrstva kutikuly se skládá převážně z komponent extracelulární 

matrix. Nejvýznamnější složkou extracelulární matrix je kolagen. Mutanty v genu pro kolagen 

jsou fenotypově známy pod jmény DumPY ROLler a COLlagen. Dalšími složkami v kutikule 

jsou protein kutikulin, glykoproteiny a lipidy. 

 Svalový orgán farynx pumpuje potravu, bakterie OP50, k chitinóznímu orgánu 

zvanému grinder, který mechanicky zpracuje potravu a předává ji do střeva, kde se vstřebává. 
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Při průniku bakterií nebo jejich toxinů do střevní tkáně dochází k aktivaci signálních drah a 

expresi antimikrobiálních molekul.  

Střevo se skládá z 20 epiteliálních buněk vykazujících strukturální podobnosti epitelií 

savců.  

Dalším regulačním místem imunity je nervová soustava. Dospělý hermafrodit 

Caenorhabditis elegans má 302 neuronů a 56 gliových buněk. Odpovědí na některé druhy 

bakterií je exprese neuropeptidů nebo neurotransmiterů, které ovlivní odpověď na infekci. 

Bakterie působí na Caenorhabditis elegans chemotakticky a nebo je naopak odpuzuje 

(www.wormbook.org).  

Specifita imunitní odpovědi organismu Caenorhabditis elegans na různé druhy 

patogenů se děje na několika úrovních. Dochází k rozpoznání patogenů, zapnutí různých 

signalizačních kaskád a expresi mnoha antimikrobiálních peptidů s širokou škálou působení 

(shrnuto v Schulenburg, Hoeppner et al. 2008). 
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Rozpoznání patogenů 

U Caenorhabditis elegans jsou evolučně konzervované ,,scavanger receptory“ CED-

1 a C03F11.3, které mají savčí ortology SCARF1 a CD36. Tyto receptory jsou důležité při 

rozpoznání houbových parazitů, Cryptococcus neoformans a Candida albicans. Signalitace 

přes tyto receptory jse důležitá pro indukci exprese abf-1 a abf-2 genů. Mutanti indukují 

v menší míře expresi ABF faktorů, tudíž jsou více náchylní k infekcím (Means, Mylonakis et 

al. 2009). Receptory asociované s G-proteiny (G-protein coupled receptor, GPCR) jsou také 

zastoupeny v signalizaci vrozené imunity. Do této rodiny patří NPR-1 u Caenorhabditis 

elegans. Savčím homologem k tomuto receptoru je receptor pro neuropeptid Y. Mutace 

některých genů pro GPCR zvyšují rezistenci k Pseudomonas aeruginosa, avšak mutace v npr-

1 přináší vyšší citlivost Caenorhabditis elegans k tomuto patogenu. Vliv na rezistenci má 

koncentrace kyslíku. Mutanti npr-1 jsou více rezistentní k Pseudomonas aeruginosa při 

koncentraci kyslíku 8% v porovnání s koncentrací 21%. Avšak N2 kontrola je více rezistentní 

při 8% koncentraci kyslíku než npr-1 mutant (Styer, Singh et al. 2008). 

 Npr-1 mutanti hledají prostředí s nižší koncentrací kyslíku. Bakteriální kultura 

s vysokou optickou denzitou, snižuje kyslík svým metaboslismem (Gray, Karow et al. 2004). 

Sensitivita k Pseudomonas aeruginosa je zajištěna sníženou schopností imunitní odpovědi a 

migrací do prostředí s nízkou koncentrací kyslíku, tedy s vyšším výskytem patogenu (Styer, 

Singh et al. 2008). 

FSHR-1 receptor (receptor pro folikuly stimulující hormon) také patří do rodiny 

receptorů asociovaných s G-proteiny. Savčími homology jsou receptory pro FSH (folikuly 

stimulující hormon), TSH (štítnou žlázu stimulující hormon), LH (luteinizační hormon) 

receptor. Receptor prochází 7x membránou. Extracelulární doména obsahuje leucinové 

repetice důležité v rozpoznání ligandu. Receptor se exprimuje především ve střevě. Mutace 

zapříčiní citlivost k infekci Pseudomonas aeruginosa14 (Powell, Kim et al. 2009). 

 

C-typy lectinů  

 jsou molekuly, které mají doménu CTLD rozpoznávající sacharidy za přítomnosti 

Ca2+. Lectiny rozpoznávají sacharidové jednotky polymerních molekul patogenů (PAMP), ale 

mohou mít i antibakteriální efektorové funkce. Exprese lectinů se zvyšuje při různých 

infekcích. C-typy lektinů jsou specificky indukovány v epiteliálních buňkách střeva, některé i 

ve faryngu při infekci bakterií Staphylococcus aureus, ale i dalších infekcích (Irazoqui, 

Troemel et al. 2010). Inhibice genů pro C-typy lectinů lec-60 (ZK666.6), clec-17 (E03H4.10), 
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clec-86 (C54D1.2) metodou RNA interference zapříčiní neschopnost odpovídat na infekci 

Microbacterium nematophilum (O'Rourke, Baban et al. 2006).  

U organismu kopinatce plžovitého, Amphioxus lanceolatum, se při studiu C-typy 

lektinů AmphiCTL-2 a AmphiCTL-3 zvýšila exprese těchto genů při stimulaci různými 

antigeny. K velmi vysokému specifickému zvýšení došlo u genu AmphiCTL-1 při stimulaci 

zymosanem, bakterií Staphylococcus aureus a  kvasinkou Saccharomyces cerevisiae. Protein 

AmphiCTL-1 váže peptidoglykan stěn grampozitivních bakterií a glukan z kvasinek, avšak 

neinteraguje s lipopolysacharidem gramnegativních bakterií. Protein AmphiCTL-1 napomáhá 

vytváření agregátů bakterií a kvasinek. Tento proces je závislý na přítomnosti  Ca2+ (Yu, Yu 

et al. 2007) 

Na rozdíl od kopinatce plžovitého se u měkkýše Chlamys farreri výrazně zvyšuje 

exprese lektinu CfLec-1 po stimulaci lipopolysacharidem a β-glukanem. Peptidoglykan, který 

se oproti  β-glukanu váže na lectin CfLec-1,  snižuje expresi (Yang, Wang et al. 2011). 

Dalšími velice významnými v evoluci konzervovanými receptory v imunitě jsou TLR 

(toll like receptors). U Caenorhabditis elegans je zachován pouze jeden gen pro TLR, tol-1, 

který je primárně exprimován v nervové soustavě. První významná funkce tohoto proteinu 

byla objevena ve vývoji organismu. Při mutaci dochází k embryonální a larvální letalitě. 

TOL-1 receptor je důležitý při rozpoznání  a ochraně faryngealní infekce bakterií  Salmonella 

enterica a aktivaci exprese abf-2 nebo hsp-16 a hsp-41. Mutanti jsou náchylní k některým 

infekcím, avšak při infekci například Pseudomona aeruginosa, Microbacterium 

nematophilum, E. faecalis  nedocházelo k žádným změnám. Signalizace přes TOL-1 tedy 

zřejmě nehrála roli (Tenor and Aballay 2008). 
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Evoluce Tol l - like receptoru 
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Obrázek č. 1:      modifikováno (Leulier and Lemaitre 2008) 

 
 

 

Extracelulární doména TLR je bohatá na leuciny (LRR-leucine–rich repeat motif) cysteiny 

(CF-cystein cluster na C-konci LRR) a NF (cystein cluster na N-konci LRR). Následuje 

transmembránová část a intracelulární doména, která se velmi liší u evolučně vzdálených 

organismů. Signalizace u Caenorhabditis elegans zřejmě neprobíhá přes NFκB regulační 

dráhu. Drosophila má vyšší stupeň homologie k savčímu modelu v signalizaci přes NFκB. 

Myší model má plně vyvinuté signalizace NFκB přes adaptor MyD88 a interferonovou 

odpověď přes adaptory TRIF a TRAM  (Leulier and Lemaitre 2008). 
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Imunitní odpověď zajištěná expresí antimikrobiálních molekul 

Obecnou funkcí efektorových antimikrobiálních proteinů je obrana proti patogenům 

několika mechanismy. Proteiny tvoří póry v membráně bakterií a tím naruší změnu 

permeability membrány a integritu buňky. Chrání apikální povrch epiteliálních buněk střeva 

před adhezí bakterie. Inhibují expresi některých bakteriálních peptidů. Dále mohou štěpit a 

následně dovést k degradaci bakteriální antigeny.   

Antibakteriální faktor ASABF (Ascaris suum antibacterial factor peptides) 

s antibakteriální, bakteriolytickou a aglutinační aktivitou byl objeven v tělní tekutině 

parasitického druhu nematoda Ascaris suum (Kato and Komatsu 1996). V genomu 

Caenorhabditis elegans je kódováno 6 homologů ABF-1 až ABF-6. ABF-peptidy jsou 

konstitutivně exprimovány ve faryngu, i když jsou organismy krmeny nepatogenní bakterií 

Escherichia coli OP50. ABF-2 faktor chrání faryng proti potenciální infekci v lumen střeva. 

Chrání organismus před širokým spektrem patogenů, a to před grampozitivními a 

gramnegativními bakteriemi a kvasinkami. Další případná funkce ABF-2 je napomáhat 

trávení bakterií. Exprese ABF-2::GFP byla zjištěna ve faryngu larválních stádií a dospělých 

jedinců. U embyrií exprese ABF 2::GFP metodou imunofluorescence nebyla prokázaná, 

avšak metodou Northern-blot byla prokázaná exprese ABF-1 a ABF-2 (Kato, Aizawa et al. 

2002). 

Saposin-like proteiny jsou kódovány na 5. chromosomu. Analýzy ukazují sekvenční 

příbuznost NK-lysinu, granulysinu T-cytotoxických lymfocytů a amoebapore proteinu u 

motolic Fasciola hepatica a Entamoeba histolytica (Banyai and Patthy 1998). Saposiny 

mohou mít několikero funkcí. Integrují se do membrán a vytváří v nich póry, extrahují lipidy 

z membrán a prezentují je příslušným enzymům (shrnuto v  Bruhn 2005). 

Caenaciny (CNC geny) jsou exprimovány spolu s neuropeptide-like proteiny po 

houbové infekci Drechmeria coniospora (Couillault, Pujol et al. 2004). Vyšší expresi po 

infekci mají geny cnc-1, cnc-2, cnc-5 a cnc-11. Tyto proteiny se také produkují  při zranění 

tkáně nebo vystavení organismu zvýšenému osmotickému tlaku solí. Imunitní odpověď na 

houbové infekce je regulovaná nezávisle na MAPK p38 dráze. Mutace genu pmk-1 

v signalizační dráze p38 MAPK nemá vliv na expresi caenacinů. Exprese caenoporů se 

významně snižuje dbl-1 mutantů v porovnání s kontrolou N2. Obrana proti houbovým 

infekcím je regulovaná TGF-ß signalizační dráhou, kde se ligand DBL-1 váže na receptor 

DAF-4 ( obr.č.3) (Zugasti and Ewbank 2009). 

Dalšími efektorovými molekulami jsou thaumatiny (thaumatin-like protein). Poprvé 

byly objeveny  u Caenorhabditis elegans jako homology proteinů PR-5 rodiny, které mají 
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funkci v patogenezi rostlin (Kitajima and Sato 1999). Jsou účinné proti houbovým infekcím. 

Zvyšují permeabilitu membrán mikrobů. 

Neuropeptide-like proteiny jsou sekretovány neurony. Geny kódující tyto proteiny se 

dělí na tři třídy. FMRFamide-like peptide (flp), insulin-like (ins) a neuropeptide-like protein 

geny (nlp). Insuline-like proteiny se váží na DAF-2 receptory a regulují vznik stadia dauer, 

larvální růst, metabolismus a délku života. INS geny mouhou být redundantního charakteru. 

INS-1 je velmi podobný lidskému insulinu. Inhibice genu ins-1 nevedla ke změně na fenotyp 

dauer. Nadměrná exprese genu ins-1, ligandu pro receptor DAF-2, prokázala inhibiční účinek 

v signalizační dráze DAF-2/DAF-16DAF-2 popsané níže (Pierce, Costa et al. 2001).  

 Infekcí Drechmeria coniospora je zvýšená exprese celé řady NLP peptidů. Jestliže 

dojde ke zranění organismu v oblasti epidermis, dochází ke zvýšení exprese nlp-29. NLP-29 

působí jako antimikrobiální peptid. K indukci NLP peptidů dochází tedy nejen při infekci, ale 

i při zranění. Oba podněty spouští p38 MAPK signalizační dráhu (Pujol, Cypowyj et al. 

2008). Homolog proteinkinázy C (PKCδ) tpa-1 reguluje přes p38 MAPK dráhu expresi nlp-

29. TPA-1 spojuje signalizaci přes G-protein a p38 MAK signalizaci (Ziegler, Kurz et al. 

2009). 

 Dalším stresovým faktorem, který mění expresi NLP peptidů je zvýšený osmotický 

tlak. Caenorhabditis elegans v prostředí o vysoké koncentraci solí (100 mM CaCl2, MgCl2, 

MgSO4) zvyšuje expresi nlp-28 a nlp-29 (Pujol, Zugasti et al. 2008).  

 Lysozym štěpí peptidoglykan grampozitivnívh bakterií. U Caenorhabditis elegans je 

po infekci gramnegativní bakterií S.marcescens indukovaná exprese genů lys-1, lys-7 a  lys-8 

ve střevních buňkách, zatímco bakterie OP50 indukují tyto geny velmi málo (Mallo, Kurz et 

al. 2002). 

Pseudomonas aeruginosa blokuje expresi efektorových molekul v imunitním systému. 

Během infekce se aktivuje DAF-2 pomocí insulin-like proteinů a následně se inhibuje 

transkripční faktor DAF-16 fosforylací. Ve studii porovnávali jadernou lokalizaci DAF-

16::GFP u jedinců infikovaných Pseudomonas aeruginosa a kontrolních organismů krmených 

bakteriemi Escherichia coli OP50.  Fluorescence DAF-16::GFP u infikovaných jedinců se 

významně snížila. Dochází k translokaci DAF-16 z jádra a tím se ztratí jeho transkripční 

regulační aktivita. Tímto mechanimsem se zablokuje exprese genů lys-7 a thn-2 (thaumatin), 

avšak indukuje expresi abf-2 a lys-2 (Evans, Kawli et al. 2008). 
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Signalizační dráhy v imunitní odpovědi 
 

Evoluce signalizačních drah přes TLR 

U člověka TLR váže bakteriální antigen, aktivuje se adaptorový protein MyD88 a 

následně dochází k fosforylaci inhibitoru IκB a degradaci v proteasomu. Transkripční factor 

NFκB je trasnlokován do jádra, kde reguluje expresi genů, které jsou důležité v imunitní 

odpovědi. 

U organismu Drosophila melanogaster solubilní receptory rozpoznávají antigen, 

serinové proteázy štěpí dimerový prekurzor cytokinu Spätzle. Fragment proteinu Spätzle se 

váže na Toll receptor. Aktivují se adaptorové proteiny dMyD88, Tube a Pelle, dochází k 

degradaci IκB, Cactus, a trasnlokaci transkripčních faktoru Dorsal a Dif, které regulují expresi 

antimikrobiálních faktorů. Signalizace přes Toll receptory jsou indukovány grampozitivními 

bakteriemi, houbami a kvasinkami. Pro rozpoznání gramnegativních bakterií slouží jiné 

receptory než Toll receptory. Tyto receptory přímo rozpoznávají bakteriální antigeny a 

aktivují Imd signalizační dráhu. Dochází k fosforylaci a odštěpení ankyrinu z transkripčního 

faktoru Relish, DNA vázající doména Rel se translokuje do jádra a aktivuje expresi 

antimikrobilních proteinů (shrnuto v Ferrandon, Imler et al. 2007). 

U Caenorhabditis elegans nejsou ligandy receptoru TOL-1 známé. Zřejmě váže 

patogenní antigeny nebo endogenní ligandy. Spouští se signalizace přes protein TIR-1 s 

možnou adaptorovou funkcí. Proteiny PIK-1, TRF-1, Pellino mají homologii k savčím 

proteinům IRAk, TRAF a Pellino. Předpokládá se jejich podobná funkce v degradaci IκB-1 a 

uvolnění neznámého transkripčního faktoru, který reguluje expresi antimikrobiálních proteinů 

(shrnuto v Nicholas and Hodgkin 2004,  a ).   
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Obrázek č. 2:          modifikováno (Nicholas and Hodgkin 2004,  a ) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 20 

TGF-ß signalizační dráha se účastní regulací mnoha biologických procesů. Vliv 

dráhy na inducibilní imunitní odpověď po infekci prokázali Mallo a kolektiv v roce 2002 

(Mallo, Kurz et al. 2002). DBL-1 mutanty jsou více senzitivní k infekci v porovnání s 

kontrolními jedinci. Ligand DBL-1 z rodiny TGF-ß se váže na heterodimerový receptor s 

kinázovou aktivitou, SMA-6/DAF-4. Dochází k fosforylaci cytoplasmatických proteinů 

SMA-3, SMA-2 a SMA-4. Komplex těchto proteinů se translokuje do jádra buňky. Tímto 

komplexem je regulovaná exprese lysozymů (shrnuto v Schulenburg, Kurz et al. 2004).  

 

 

AGE-1

PiP2 PiP3

PDK-1

AKT-1 AKT-2

DAF-16
P

AGE-1

PDK-1

AKT-1 AKT-2

DAF-16

DAF-2

DAF-2
INS-1 DBL-1

DAF-4
SMA-6

P P

SMA-2 SMA-3
SMA-4

P P

P

Genová 
exprese

Genová 
exprese

DAF-2/DAF-16
Signalizační dráha

TGFβ signalizační
dráha

jádro

cytoplasmatická
membrána

           

Obrázek č. 3:       modifikováno  (Millet and Ewbank 2004) 
 

 

DAF-2/DAF-16 signalizační dráha (IGF-I signalizační cesta) je významná 

regulační dráha u Caenorhabditis elegan, kde DAF-2 je insulinový receptor a DAF-16 FOXO 

transkripční faktor. DAF-16 má mnoho funkcí. Reguluje délku života organismu, vstup do 

stadia dauer, metabolismus lipidů, odpověď na stres a další. Další studium dráhy prokázalo 

DAF-28 
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schopnost regulovat rezistenci k patogenům. DAF-2 mutanti jsou rezistentní ke 

grampozitivním i gramnegativním bakteriím (Garsin, Villanueva et al. 2003). Dráha je 

aktivovaná vazbou agonistického ligandu na receptor s tyrosin kinázovou aktivitou, DAF-2. 

Aktivací AGE-1 ( fosfatidilinositol – 3-OH kináza), která konvertuje PIP2 na PIP3. PIP3 se 

váže k PDK-1 kináze, která aktivuje AKT-1. Protein AKT-1 vytváří komplex s AKT-2. 

Komplex těchto proteinů fosforyluje transkripční faktor DAF-16. Při této regulaci se 

transkripční faktor DAF-16 netranslokuje do jádra, nedochází k regulaci exprese genů. Při 

vazbě antagonistického ligandu (např. INS-1) se tato dráha neaktivuje. Jestliže transkripční 

faktor DAF-16 není fosforylovaný, translokuje se do jádra a reguluje expresi genů (shrnuto v 

Schulenburg, Kurz et al. 2004). Touto signalizační dráhou jsou regulovány geny lys-7, spp-1, 

ligandy receptoru DAF-2 (např. ins-1, ins-7) nebo geny tepelného šoku hsp-16 rodiny 
(Murphy, McCarroll et al. 2003).  Nadměrná exprese daf-16 podpořená teplotním šokem nebo 

daf-2 mutací akumuluje DAF-16 v jádře a zvyšuje citlivost k patogenům. Zvýšená teplota 

aktivuje také Hsp-70/HSP-1, který funguje jako jaderný exportér a kontroluje koncentraci 

DAF-16 v jádře. RNA interference genu hsp-1 prokázala abnormální toxickou akumulaci 

DAF-16 v jádře (Singh and Aballay 2009). DAF-2/DAF-16 signalizační dráha hraje roli v 

odpovědi proti toxinu Cry5B. Caenorhabditis elegans kultivované na miskách se silnou 

intoxikací jsou daleko menší než kontrolní organismy na miskách bez toxinu. Mutanti daf-2 

jsou resistentní k toxinu Cry5B. PDK-1 kináza aktivuje AKT-1/2 kinázu, která inhibuje DAF-

16 transkripční faktor. PDK-1 také interaguje s WWP-1, který je důležitý pro odpověď proti 

toxinu. Mutanti WWP-1 jsou hypersensitivní k infekci Pseudomonas aeruginosa (Chen, 

Bellier et al. 2010). 
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Signalizační dráha p38 MAPK je evolučně konzervovaná v mnoha biologických 

procesech, ve vývoji, růstu, proliferaci, imunitní odpovědi a další. Fosforylační kaskáda je 

tvořena kinázami, které jsou funkčními homology u savců : UNC-43 (kináza kalmodulinu) 

NSY-1 (homolog MAP3K), SEK-1 (homolog MAP2K) a PMK-1 (homolog p38 MAPK). 

Mutanty genů esp-2 a esp-8 jsou citlivé k infekci gramnegativních a grampozitivních bakterií. 

Sekvenačními studiemi byly zjištěny sekvence genů kódující SEK-1(esp-2/R03G5.2.) a NSY-

1(esp-8 /F59A6.1.) (Kim, Feinbaum et al. 2002). Vyřazení funkce genů signalizace p38 

MAPK zvyšuje citlivost k infekci Salmonella enterica. TOL-1 receptor není důležitý pro 

aktivaci dráhy p38 MAPK. Programovaná buněčná smrt způsobená patogenem Salmonella 

enterica v gonádách Toll-1 mutanty byla srovnatelná s kontrolou (Aballay, Drenkard et al. 

2003). 
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Obrázek č. 4:             modifikováno  (Millet and Ewbank 2004) 



 23 

ERK-signalizační dráha je typu MAP kinásové signalizace. U Caenorhabditis 

elegans je důležitá pro diferenciaci hypodermálních buněk, které formují vulvu. 

Hyperaktivací této dráhy dochází ke zbytnění tkáně v oblasti análního otvoru organismu 

(www.wormbook.org). Podobného fenotypu bylo dosaženo infekcí grampozitivní bakterií 

Microbacterium nematophilum adherující ke kutikule. Infekcí se aktivuje fosforylační 

kaskáda: Raf  LIN-45 (MAPK3), MEK-2 (MAPK2), MPK-1 (MAPK). V experimentu byly 

infikovány mutanty těchto kináz  bakterií Microbacterium nematophilum. V porovnání 

s kontrolou nedochází k otoku v oblasti análního otvoru, infekce se šíří a vytváří se bakteriální 

zátka. Dráha reguluje vznik otoku a následnou tvorbu bakteriální zátky (Nicholas and 

Hodgkin 2004, b). 

 
 

 
                     Obrázek č. 5: (shrnuto v Ewbank 2006) 

 
 

 

 

  

 

 

 

 

http://www.wormbook.org)


 24 

Programovaná buněčná smrt, apoptóza, je fyziologický proces, který podobně jako 

u člověka hraje důležitou roli v imunitě, vývoji nebo odstranění poškozených buněk. U 

Caenorhabditis elegans se rozlišuje apoptóza somatických buněk a apoptóza zárodečné 

buněčné linie u dospělých hermafroditů. Signalizační dráha začíná vazbou EGL-1 na inhibitor 

apoptózy CED-9 (homolog Bcl-2). CED-4 (homolog APAf-1) se disociuje z komplexu CED-

9/CED-4 z membrány mitochondrie a váže se na proenzym CED-3. Dochází k aktivaci CED-

3 caspázy, která zprostředkovává programovanou buněčnou smrt. Infekce bakterií  

Salmonella typhimurium kolonizující střevo vede k aktivaci programované buněčné smrti 

gonád. U mutantů ced-3 a ced-4 byla zaznamenáná větší citlivost k patogenům. Bakterie 

Pseudomonas aeruginosa nevyvolá buněčnou smrt zárodečné linie. I když v této studii nebyla 

pozorovaná apoptóza somatických buněk, hraje důležitou roli v imunitní reakci. 

Programovaná buněčná smrt má tedy protektivní funkci k infekci u Caenorhabditis elegans 

(Aballay and Ausubel 2001). 
 

 

CED-9

Ced-4

CED-9

EGL-1

Ced-4

Pro-Ced-3

Ced-3
kaspáza

Aktivace apoptózy

 
Obrázek č. 6:     modifikováno   (Lettre and Hengartner 2006) 
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Nekróza 

Při nekróze u Caenorhabditis elegans dochází k průniku Na+ iontů do intracelulárního 

prostředí buňky skrz iontový kanál Degenerin (mec-4). Zvyšuje se intracelulární koncentrace 

iontů Ca2+, které se uvolňují z endoplazmatického retikula pomocí inositol trifosfátového 

receptoru (InsP3R) a ryanodiního receptoru (RyR) nebo pronikají vápníkovým kanálem 

v cytoplasmatické membráně z extracelulárního prostředí. α podjednotka G-proteinu je stále 

aktivní a signalizací přes adenylátcyklázu napomáhá zvýšení intracelulární koncentrace 

vápenatých iontů. Toxická koncentrace Ca2+ aktivuje calpainové proteázy degradující 

lysosomy. Snižuje se pH v cytoplasmě buňky, aktivují se catepsinové proteázy a dochází 

k celkové destrukci buňky (Xu, Tavernarakis et al. 2001). 
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Obrázek č. 7:     modifikováno(Kourtis and Tavernarakis 2009)

  

 Mutace kalretikulinu inhibuje nekrózu indukovanou iontovými kanály v plasmatické 

membráně MEC-4(d) a DEG-1(d), které transportují ionty Ca2+ a Na+ do cytoplasmy. 

Podobná inhibice byla prokázaná u nekrózy indukované konstitutivní expresí podjednotky 
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Gα. Avšak mutace kalretikulinu crt-1 nemá vliv na nekrózu zprostředkovanou přes vápníkový 

kanál DEG-3. Kalretikulin spolu s kalnexinem jsou evolučně konzervované proteiny 

lokalizované v endoplazmatiském retikulu. Mají funkci chaperonů, váží špatně sbalené 

proteiny a zajišťují homeotázu koncentrace Ca2+. Pro nekrózu u Caenorhabditis elegans je 

zcela nezbytná hyperaktivace iontových kanálů, degenerinů. Tento signál způsobuje 

charakteristické zvýšení intracelulární koncentrace Ca2+ (Xu, Tavernarakis et al. 2001). 
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Autofagie 

 Je biologický proces, který se vyvinul za účelem degradace proteinů a organel 

v cytoplazmě. Existuje několik typů, autofagie zprostředkovaná chaperony, mikroautofagie a 

makroautofagie. Chaperon rozpozná nesbalený protein a navede ho přímo k lysosomu, kde je 

transportován přes receptor. Mikroautofagií se inkorporují proteiny nebo intracelulární 

patogeny s lysosomální membránou přímo do lysosomu. Při makroautofagii se proteiny v 

cytosolu sbalují do váčků, autofagosomu s dvojitou membránou. Autofagosom fúzuje 

s endosomem nebo lysosomem, kde se proteiny hydrolyzují (shrnuto v Mizushima, Levine et 

al. 2008).  
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 Obrázek č. 8:           modifikováno (Mizushima, Levine et al. 2008) 

 
  

 Caenorhabditis elegans má kvasinkové a savčí ortology  z rodiny genů atg, které se 

podílí na regulaci autofagie. RNA interference genů bec-1, lgg-1, které jsou důležité pro 

lokalizaci proteinů do autofagosomu a následnou expanzi váčků, zvyšuje citlivost  a uhynutí 

organismu při infekci Salmonella typhimurium. Salmonella vstupuje do střevních epiteliálních 
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buněk. Organismy vytváří cytoplazmatické vakuoly s pohlcenými bakteriemi, autofagosomy, 

přičemž zastoupení vytvořených váčků je nižší u jedinců s inhibovaným genem bec-1 

v porovnání kontrolami. Po delší době infekce u jedinců s inhibovaným genem bec-1 jsou 

zničeny střevní epiteliální buňky a bakterie expandují ze střevního lumen do svalové stěny. U 

kontroly jsou střevní buňky z převážné části nepoškozené. BEC-1 chrání střevní epiteliální 

buňky před poškozením intracelulární infekcí a má významnou funkci při autofagii, která je 

důležitá pro odstranění intracelulárních patogenů (Jia, Thomas et al. 2009). 

 Inhibice formování autofagosomu zpomaluje proces nekrózy. Autofagie spolu s 

lysosomální aktivitou jsou důležité pro průběh nekrózy (Samara, Syntichaki et al. 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 29 

Unfolded protein response 

 je odpověď na hromadění nesbalených a nematurovaných proteinů 

v endoplasmatickém retikulu při infekci či intoxikaci organismu bakteriálními toxiny. K této 

signalizaci dochází při infekci, zejména při vystavení bakteriálním toxinům. Při průniku 

toxinu membránou buňky dochází k aktivaci p38 a následné aktivaci IRE-1, 

transmembránového proteinu v endoplasmatickém retikulu. IRE-1 svou RNázovou aktivitou 

sestřihne premRNA transkripčního faktoru XBP-1, poté se mRNA překládá do proteinu. 

XBP-1, který se translokuje do jádra a aktivuje expresi proteinů, chaperonů, které opraví 

sbalení proteinů (Bischof, Kao et al. 2008). 

 Mutace xbp-1 zapříčiní letální vývoj a změny v morfologii endoplasmatického retikula 

při infekci Pseudomonas aeruginosa. Na letální vývoj u xbp-1 mutantů má vliv 

hyperaktivovaná imunitní odpověď přes PMK-1. Vývoj u dvojité mutace xbp-1:pmk-1 je 

zrychlen v porovnání s mutací xbp-1. Při mutaci pmk-1 je tedy letální vývoj xbp-1 mutantů 

inhibován (Richardson, Kooistra et al. 2010.). 
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Obrázek č. 9:      modifikováno (Bischof, Kao et al. 2008) 
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Signalizace tepelného šoku v imunitě 

 Další imunitní rekce vůči patogenům může být regulována transkripčním faktorem 

HSF-1 (heat shock transktiption faktor). HSF-1 je aktivován infekcí, tepelným šokem nebo 

FOXO transkripčním faktorem DAF-16. HSF-1 reguluje expresi HSP-90 a malých chaperonů 

HSP proteinů, které řídí sbalení a maturaci efektorových molekul imunitního systému 

hostitele, chrání buňky před poškozením nebo jsou zacíleny na proteiny patogenů (Singh and 

Aballay 2006, a). RNA interference nebo mutace hsf-1 zvyšuje citlivost k bakterii 

Pseudomonas aeruginosa, zatímco nadměrná exprese způsobuje resistenci k této bakterii 

(Singh and Aballay 2006, b). 
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Obrázek č. 10:          modifikováno (Singh and Aballay 2006, a) 
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Patogeny Caenorhabditis elegans 

 Ke studiu imunitního systému u Caenorhabditis elegans  se používají lidské patogeny, 

ale i patogeny specifické pro tento organismus, například Microbacterium nematophilum. 

Patogen útočí na organismus různými mechanismy. Bakterie adherují na sliznici střeva, 

dochází k dehydrataci a neprospívání organismu z důsledku malabsorbce. Dále patogeny 

adherují na povrch kutikuly v oblasti análního otvoru, což má za následek problémy 

s defekací a kladení vajíček. Tvorba polysacharidového biofilmu v oblasti ústního otvoru 

zamezí příjmu potravy a následně inhibuje růst. Některé patogeny produkují toxiny proti 

hostitelům (Hodgkin, Kuwabara et al. 2000).   

 Caenorhabditis elegans je vhodným modelovým organismem ke studiu lidských 

patogenů, grammpozitivních a grammnegativních bakterií, virů, houbových infekcí, které jsou 

izolované z klinických materiálů.  

Významnou virulenci z grammpozitivních bakterií mají Enterococcus faecalis, 

Streptococcus pneumonie a Staphylococcus aureus, přičemž při infekci Streptococcus 

pneumoniae nastává velmi rychlé uhynutí organismů během jednoho dne. Bacillus subtilis, 

Enterococcus faecium,  Streptococcus pyogenes nevykazují vysokou patogenitu a 

nezapříčiní zkrácení doby života (Garsin, Sifri et al. 2001). Caenorhabditis elegans je velmi 

senzitiví k peroxidu vodíku, který produkuje Streptococcus pyogenes. Toto potvrzuje studie, 

ve které došlo k padesátiprocentní letalitě organismů po čtyřech hodinách inkubace 

s bakteriemi v prostředí obsahující s 1mmol.l-1 peroxidu vodíku (Jansen, Bolm et al. 2002). 

Staphylococcus epiderdimidis produkuje polysacharidový biofilm, kterým bakterie adherují 

ke kutikule a infikují Caenorhabditis elegans.  

Dalším modelem ke studiu infekčních procesů  je grampozitivní koryneformní 

bakterie izolovaná z kontaminace nalezené v kulturách OP50, Microbacterium 

nematophilum. Tato bakterie adheruje ke kutikule v oblasti řitního otvoru, kde dochází 

k otoku tkáně a poruchám defekace (Hodgkin, Kuwabara et al. 2000).  Infekce indukuje 

rodinu C-typy lectinů, které se mohou podílet na rozpoznání patogenních struktur a dále 

svými antimikrobiálními efektorovými funkcemi na obraně proti patogenům. Také se 

zvyšuje exprese lysozymů, thaumatinů a proteinů DUF141 s CUB-doménou (evolučně 

zachovaná proteinová doména). RNA interference genů duf 141 způsobí snížení otoku tkáně, 

která je důležitá při odpovědi na infekci. Enzymy s oxidoreduktázovou aktivitou a proteiny, 

které se učastní metabolismu (acyl-CoA thioesteráza, arginin kináza, hsp-60, sodium -  fosfát 

transpotér, glutathion-S-trasnferáza gst-10), mají nižší expresi. Snížením metabolismu se 

mění odpověď na infekci. Geny, u kterých se snižuje nebo zvyšuje exprese, jsou 
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organizovány do shluků na chromozomech I-V a X. Geny ve shluku obsahují 

charakteristické proteinové domény, například CTLD, galektiny, EGF-like domény, u 

kterých se předpokládá, že se nějakým způsobem učastní imunitní reakce. V malých 

shlucích jsou kódovány nejen C-typy lektinů, DUF141 domény, ale i transkripční faktory, 

nekódující RNA, proteázy, u kterých nemusí být zvýšena exprese. Další velký genový shluk  

obsahuje geny regulující otok tkáně (O'Rourke, Baban et al. 2006).  

 Staphylococcus aureus se nadměrně akumuluje ve střevě a v oblasti řitního otvoru. 

Adheruje k apikálnímu povrchu střevních buněk. Postupně dochází  k destrukci mikroklků, 

redukuje se objem a následně patogen lyzuje enterocyty. Patogenita Staphylococcus aureus 

spočívá ve změně struktury buněk přestavbou cytoskeletu a v lyzi buněk toxinem hemolysin. 

Organismus se účinně brání zvýšenou expresí antimikrobiálních efektorových molekul. 

Exprese těchto molekul je také indukována při infekci teplotou inaktivovanými bakteriemi 

Staphylococcus aureus, což se vysvětluje stálým vystavením účinku hemolysinu (Irazoqui, 

Troemel et al. 2010). U Caenorhabditis elegans je zachován homolog transkripčního 

kofaktoru β-kateninu, BAR-1. BAR-1 je důležitý ve slizniční imunitě, vývoji organismu a v 

dalších biologických pochodech. Mutace tohoto genu způsobí vyšší citlivost k infekci  

Staphylococcus aureus, chybí i typický otok v oblasti análního otvoru. Bar-1 reguluje HOX 

transkripční faktory lin-29, mab-5 a egl-5. Mutanti egl-5 jsou citlivější k infekcím a mají 

utlumenou expresi genů důležitých pro imunitní odpověď podobně jako bar-1. Při obou 

mutacích je střevo jedince více osídleno bakterií Staphylococcus aureus v porovnání 

s kontrolními organismy. Střevo je degradováno při mutaci bar-1, mikroklky se výrazně 

zkracují nebo zcela chybí na apikálním povrchu epiteliálních buněk. Ve střevě se místo 

zlyzovaných bakteriálních buňek vyskytují dělící se bakterie. Bar-1 a egl-5 fungují současně 

s pmk-1 během infekce. To bylo dokázáno dvojitou mutací bar-1/pmk-1 a egl-5/pmk-1, které 

vykazovaly silnější efekt než mutace jednoho genu. Pmk-1 se vyskytuje v signalizační dráze 

upstream bar-1 a egl-5. Redukce exprese pmk-1 se prokázala pouze u pmk-1 mutantů, u bar-1 

a egl-5 se exprese nezměnila. Ztráta funkce bar-1 a egl-5 nezapříčiní citlivost k infekci 

Pseudomonas aeruginosa. Na druhou stranu mutace v genu pmk-1 nemění citlivost 

k Staphlococcus aureus, ale pouze k Pseudomonas  aeruginosa (Irazoqui, Ng et al. 2008). 

Do skupiny grammnegativních bakterií patří Pseudomonas aeruginosa, Salmonella 

enterica, Yersenia pestis, Burkholderia cepacia. Pseudomonas aeruginosa působí na hostitele 

několika mechanismy. Produkuje adhesiny, proteinové toxiny, fosfolipázy. Dalšími 

molekulami, kterými tato bakterie velmi rychle paralyzuje Caenorhabditis elegans, jsou 

kyanid (kmen PAO1) (Gallagher and Manoil 2001)  a modrý pigment pyocyanin (kmen P14), 
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který indukuje oxidativní stres organismu (Mahajan-Miklos, Tan et al. 1999). Kolonizací 

Pseudomonas aeruginosa dochází k abnormálnímu rozšíření střeva, extracelulární materiál se 

akumuluje na apikální straně intestinálních buněk, ve vyšší míře se tvoří membránové váčky a 

autofagosomy. Teplotní inaktivace bakterie Pseudomonas aeruginosa způsobila depleci 

virulence a tím i sníženou odpovídavost organismu (Irazoqui, Troemel et al. 2010).  

Escherichia coli (OP50) je nepatogenní kmen bakterie, které postrádají O-antigen 

v membráně. V laboratoři tento kmen slouží jak standardní potrava pro Caenorhabditis 

elegans, avšak se zvyšující se koncentrací (OD) se stává mírně patogenním. Organismy 

krmené OP50 s nízkou optickou denzitou mají delší dobu života  v porovnání s potravou o 

vysoké optické denzitě. Autofluorescence, která vyjařuje vitalitu organismu, je čtyřikrát vyšší 

u organismů krmených potravou o vysoké optické denzitě. OP50 produkují metabolity, které 

aktivují senzorické neurony současně s vrozenou imunitu. Dále mají vliv na změny v délce 

života, která je dána množstvím potravy. GPA-9 je α podjednotkou G-proteinu. OP50 

metabolity indukují odpověď přes GPA-9 regulátor v ASJ Amphid neuronech, který 

negativně reguluje ligandy DAF-2 receptoru, INS-7 a DAF-28. Tímto se podpoří signalizace 

přes DAF-16 FOXO transkripční faktor a pozitivní regulace genu lys-8. Lys-8 snižuje 

proliferaci a účinek metabolitů OP50 (Hahm, Kim et al. 2011).  

Rezistence ke gramnegativní bakterii Salmonalla enterica je způsobena vyšší aktivitou 

genu cep-1, homologu  p53. Vyšší efektivitu rezistence zprostředkovává mutace nebo inhibice 

genu rpa-9 (reduced pathogen accumulation protein) a nol-6 (nucleolar RNA associated 

protein). Mutace cep-1 snižuje získanou zvýšenou rezistenci mutacemi v genech rpa-9 a nol-

6. Naopak inhibce genu daf-16 nemá vliv na rezistenci k bakterii Salmonella enterica, ale má 

vliv na rezistenci k bakterii Pseudomonas aeruginosa (Fuhrman, Goel et al. 2009). 

GATA motiv je obsažen v promotorech genů, které regulují imunitní odpověď. GATA 

sekvence je vazebné místo pro GATA transkripční faktor. U organismů je po infekci 

indukován GATA transkripční faktor elt-2. RNA interference elt-2 způsobí zvýšení citlivosti 

k bakterii Pseudomona aeruginosa 14, a tím rychlejší kolonizaci střeva touto bakterií. Dále 

snižuje základní hladinu exprese genů lys-2, F08G5.6, F55G11.2, které jsou důležité při 

obraně proti infekci. Opačný efekt má inhibice genu elt-2  na expresi thaumatinu thn-2. Jeho 

exprese se za normálních okolností během infekce snižuje, ale vyblokováním genu elt-2 

dochází k pozitivní regulaci tohoto genu při infekci (Shapira, Hamlin et al. 2006). 
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Parasitární infekce Caenorhabditis elegans 

 Mikrosporidia Nematocida parisii je přirozený intracelulární patogen Caenorhabditis 

elegans izolovaný ze střevních buněk. Přenos patogenů je horizontální, z jedince na jedince. 

Nepřenáší se vertikálně na potomky. Izolací embryí z infikovaných jedinců metodou 

,,BLEACH“ došlo k vylíhnutí neinfikovaní jedinců. P38 MAPK dráha není ovlivněna touto 

infekcí, avšak u signalizační dráhy daf-2/daf-16 při mutaci daf-2 žijí jedinci déle než kontrola 

(Troemel, Felix et al. 2008). 

 

Kvasinkové infekce 

 Candida albicans kolonizuje zpočátku trávicí soustavu a následně proniká svými 

filamenty kutikulou do hostitele. Infekce je pro jedince letální (Breger, Fuchs et al. 2007). 

 

Virové infekce 

 Donedávna nebyl znám přirozený virus u Caenorhabditis elegans, proto byly pro 

studium virových infekcí používány savčí viry, například virus vesikulární stomatitidy, VSV, 

který vyvolává vzteklinu. Virem VSV-GFP byly infikování mutanti rde-1 a rde-4 a kontrola 

N2 (Wilkins, Dishongh et al. 2005).  

RDE-1 a RDE-4 jsou důležitými proteiny při RNA interferenci. RDE-1 patří do rodiny 

tzv. Argonaut proteinů a je součástí RISC komplexu. RDE-4  je dsRNA binding protein, který 

interaguje s RDE-1, DICER (DSR-1) – RNáza III  a DExH-box helikázou.. Naštípáním 

dsRNA vzniká siRNA, na kterou se váže RISC komlex. RISC komplex rozplétá siRNA, jedno 

vlákno se degraduje a druhé vlákno v komplexu s RISC nasedá komplementárně na mRNA a 

degraduje ji. Tím se zabrání translaci proteinu. Vlákno siRNA, které má menší stabilitu 

párování bazí na 5'-konci, interaguje s RISC.  

Střevní buňky mutantů rde-1 a rde-4 infikované virem VSV vykazovaly v porovnání 

s kontolou N2 vyšší fluorescenci GFP. Při zvýšení genové suprese se potencuje rezistence 

k viru VSV. Předpokládá se, že mechanismus RNA interference se zřejmě vyvinul jako 

obrana proti virovým infekcím (Wilkins, Dishongh et al. 2005). 

 U laboratorních linií Caenorhabditis elegans a Caenorhabditis briggsae jsou 

pozorovány specifické změny fenotypu vykazující abnormální střevní buňky s fluidní 

cytoplasmou a absencí lipidových granul. Dochází k destrukci intermediálních filament v 

apikální oblasti střevních buněk. Jádra buněk se postupně prodlužují nebo jsou postupně 

degradována společně s jadérky. Detekcí RNA jsou prokázány přirozené RNA (+sense) viry:  

Orsay virus u Caenorhabditis elegans a Santeuil virus u  Caenorhabditis briggsae, oba  
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specifické pouze pro tyto druhy nematod. Ve studii přenesli virovou infekci horizontálním 

způsobem do 50 generací. Vertikální přenos na embrya po ,,bleachingu“ byl vyvrácen. RNA 

interference minimalizuje výskyt virové RNA u Caenorhabditis elegans, což potvrzují to 

nálezy u mutant v genech rde-2, rde-4 a mut-7, které mají zvýšený výskyt virové RNA (Felix, 

Ashe et al. 2011). 
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Lipopolysacharid 

Tento endotoxin je silně imunogenní komponenta buněčné stěny gramnegativních 

bakterií. Lipopolysacharid se skládá z O-antigenu, oligosacharidové část zvané jádro (core) a 

lipidní částí, která se nazývá lipid A. O-antigen spolu s oligosacharidovou střední 

komponentou tvoří vnější hydrofilní oligosacharidovou část lipopolysacharidu. Složení O-

antigenu je variabilní v závislosti na kmenu bakterie, která je rozpoznávána protilátkami 

produkovanými hostitelem. Lipid A je hydrofobní část lipopolysacharidu. Svými mastnými 

kyselinami se zanořuje do bakteriální membrány. Lipid A je zodpovědný za toxicitu 

lipopolysacharidu.  

 

 

 
     Obrázek č. 11: 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lipopolysaccharide.jpg 

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Lipopolysaccharide.jpg
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Lipopolysacharid má významné biologické funkce v genové expresi. Po stimulaci 

buněčné linie kuřecích monocytů bakteriálním lipopolysacharidem dochází k vazbě C/EBPβ, 

AP-1 (Fos/jun) a RNA polymerasy II  na promotor HRE (-1,9kb). Aktivuje se transkripce 

LINoCR, nekódující RNA indukované pomocí LPS. Lipopolysacharid indukuje modifikace 

histonů, především H3 K9 acetylaci (H3 AcK9) a H3 S10 fosforylaci. Současně s těmito 

modifikacemi histonů se váže IKKα (kináza) a samotný LINoCR na aktivační komplex 

transkripce. Mění se uspořádání nukleosomu a komplex insulátoru, CTCF/kohezin, není 

schopen se vázat ke specifické DNA sekvenci CTCF (-2,4kb). Tímto mechanismem 

lipopolysacharid reguluje geny lysozymů (Lefevre, Witham et al. 2008).  

 

 
 

Obrázek č. 12:       modifikováno(Ong and Corces 2008) 

 

Lipopolysacharid u obratlovců aktivuje expresi prozánětlivých cytokinů TNF-α, IL-1, 

IL-6 u makrofágů a monocytů. Nadměrná produkce TNF-α zapříčiní septický šok, který může 

vést ke smrti organismu.  

 Lipopolysacharid může být defosforylován na monofosforylovanou formu intestinální 

alkalickou fosfatázou za fyziologického pH. Inhibicí alkalické fosfatázy levamisolem se mění 

citlivost potkanů k lipopolysacharidu (Poelstra, Bakker et al. 1997). U myší stimulovaných 
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monofosforylovaným lipidem A se projevila zanedbatelná produkce cytokinu TNF-α 

v porovnání s myšmi injikovanými lipopolysacharidem. Také se snížila produkce ROS 

(reaktivní kyslíkové radikály) v plicích. Defosforylací lipopolysacharidu na 

monoforsforylovanou formu se snižuje jeho prozánětlivá aktivita. Injekční aplikace 

placentární alkalické fosfatázy myším, které byly stimulovány lipopolysacharidem, udržela 

přežití na 100%. U kontroly bez aplikace enzymu došlo k poklesu přežití na 57%. Odstranění 

jednoho fosfátu alkalickou fosfatázou na lipidu A je důležité pro redukci cytotoxické aktivity 

lipopolysacharidu. Tyto výsledky mohou znamenat do budoucna pokrok v léčbě septických 

stavů aplikací alkalické fosfatázy (Bentala, Verweij et al. 2002). 

 Exprese antimikrobiálních peptidů u organismu Drosophila melanogaster je studována 

na buněčné linii mbn-2. Po stimulaci lipopolysacharidem se prokázala indukce exprese 

antimikrobiálních peptidů  Diptericin, Drosomycin, Drosocin, Cecropin A1 a ribosomálního 

proteinu rp49. Patogeny střevního ústrojí E. coli, S. typhimurium, E. carotovora, and P. 

aeruginosa inhibují produkci antimikrobiálních peptidů i v případě přidání lipopolysacharidu. 

Bakterie zřejmě blokují rozpoznání endotoxinu a signalizační dráhy regulující expresi 

peptidů. Inhibice se specificky odvíjí od druhu inhibující bakterie a na antimikrobiálním 

peptidu. Zdá se, že bakterie trávicícho ústrojí, především Pseudomona aeruginosa, inhibují s 

nízkou učinností expresi peptidu Cecropin. Tato inhibice je reverzibilní. Odstraněním bakterie 

Escherichia coli a aplikací antibiotika se opět indukovala exprese Diptericinu a rp-49 

(Lindmark, Johansson et al. 2001). 

Lipopolysacharid salmonely aktivuje p38 MAPK dráhu, která vede následně k aktivaci 

programované buněčné smrti (PCD) nezávisle na signalizaci přes Toll-1 receptor. U 

Caenorhabditis elegans není znám mechanismus rozponání lipopolysacharidu. 

Lipopolysacharid není pravděpodobně rozpoznán TLR u nematod  (Aballay, Drenkard et al. 

2003). 

Odpověď na sepsi indukovanou lipopolysacharidem, která je spojena s poškozením 

tkáně a následnou vysokou schopností regenerace je studována u organismu ploštěnky 

Schmidtea mediterranea. Dochází ke zvýšení exprese kalretikulinu, Hsp-20, matrixové 

metaloproteinázy MMP, perforinu, 3-hydroxy-3methyl-glutaryl-CoA reduktázy (HMG-Co-A 

reduktáza). (Altincicek and Vilcinskas 2008). 
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Funkce genů vybraných z literatury pro studium genové exprese po expozici 
k lipopolysacharidu Pseudomona aeruginosa 10 

 
 

Předešlé studie odhalily skupinů genů, které jsou transkripčně ovlivněny expozicí 

nematod infekčním agens a jejich složkám. Na základě již publikovaných výsledků genových 

expresí jsme vybrali geny uvedené v tabulce pro studium vlivu lipopolysacharidu na 

modelový organismus Caenorhabditis elegans. 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
      Tabulka č. 1 

 

Gen tol-1 kóduje transmembránový receptor. Významnou funkci má v embryonálním 

a larválním vývoji, signální transdukci a obraně před patogeny. Genová exprese v organismu 

Caenorhabditis elegans probíhá v některých epiteliálních buňkách přední části organismu, 

v neuronech (neurony okolo faryngu, mechanoreceptory a interneurony celé nervové 

soustavy). U mutantů genu tol-1 dochází k embryonální letalitě, některá embrya se vylíhnou 

v deformované L1 stadium. Méně než 10% mutantů se vyvinulo v dospělce s omezenou 

gen číslo genu funkce genu 
tol-1 C0F11.1 TOL-1 
hsp-70 C12C8.1 Heat Shock Protein 
lys-1 Y22F5A.4 lysozyme 
lys-7 C02A12.4 lysozyme 
gst-38 F35E8.8.1 Glutathion S-Transferase 
gst-5 R03D7.6 Glutathione S-Transferase 
cri-1 K07A1.7 Consserved Regulator of Innate immunity 
cri-3 F59A2.3 Consserved Regulator of Innate immunity 
lbp-1 F40F4.3  lipid binding protein 
lbp-7 T22G5.2.1  lipid binding protein 
clc-1 C09F12.1 Claudin-like protein 
F01G10.10 F01G10.10 LPS-binding protein 
F44G3.2.1 F44G3.2.1 creatine kinases 
daf-12 F11A1.3 abnormal DAuer Formation 
ilys-3 C45G7.3 Invertebrate LYSozyme 
lys-5 F58B3.2 lysozyme 
clec-60 ZK666.6 C-type LECtin 
clec-71 Y46C8AL.4 C-type LECtin 
abf-2 C50F2.10 AntiBacterial Factor related 
ama-1 F36A4.7 AMAnitin resistant 
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fertilitou. Většina jedinců prokázala změny ve vývoji a v morfologii těla (Pujol, Link et al. 

2001). 

Hsp70 je protein indukovaný stresem tepelného šoku. Patří do rodiny molekulárních 

chaperonů HSP-70. Je exprimován ve svalových buňkách v oblasti střeva a anální oblasti. 

V endoplazmatickém retikulu se účastní procesu unfolded protein response (UPR). Je funkčně 

zařazen do regulace buněčné morfogeneze. (www. wormbase.org)  

Lys-1 je indukovaný bakterií Serratia marcescens. RNA interference genu  lys-1 nemá 

vliv na přežití a obranu k patogenům,  gen je redundantí k dalším lysozymům. Lys-1 je 

exprimován ve střevě, některých neuronech a neuronálních gangliích. Ve střevních buňkách 

se nachází ve vezikulech na apikálním povrchu, tyto vezikuly jsou odlišné od 

autofluorescentních lysosomů (Mallo, Kurz et al. 2002). 

Lys-5 a lys-7 jsou další geny z rodiny lysozymů. Vyznačují se spolu s ostatními 

lysozymy podobnou expresí a funkcemi jako lys-1.  

Gst-38 a gst-5 patří do rodiny glutathion-S-transferáz účastnící se detoxifikačních 

reakcí. Chrání buňky před oxidativním stresem, hromadění volných kyslíkových radikálů a 

účinky xenobiotik. Exprimuje se ve střevě a nervové soustavě (www.wormbase.org).  

Cri-1 a cri-3 předpokládaná funkce těchto genů je regulace imunitní odpovědi. Geny 

byly vybrány ze studie, která se zaměřuje na regulace genové exprese v nespecifické imunitní 

odpovědi na lipopolysacharid u dvou modelových systémů, a to u Caenorhabditis elegans a u 

buněčné linie myších makrofágů (Alper, Laws et al. 2008). 

Lbp-1 a lbp-7 geny kódují proteiny, které váží a transportují malé hydrofobní 

molekuly, například lipidy nebo steroidní hormony. Patří mezi FABP ,,fatty acid binding 

protein“, které mají důležitou roli v metabolismu lipidů. Exprimuje se ve střevě, sekrečních 

buňkách recta, reprodukčním systému a v hypodermis (www.wormbase.org). 

Clc-1 je gen kódující homolog klaudinu. Klaudin je transmembránový protein 

v těsných spojích apikální domény epiteliálních střevních buněk. Protein je exprimován ve 

faryngu, střevních buňkách, sekrečních buňkách a v hypodermis. 

 F01G10.10 je gen, u kterého je určena hypotetická funkce pomocí bioinformatické 

studie, které prováděly analýzu savčích homologů LBP (lipopolysacharide binding protein) u 

Caenorhabditis elegans. Zmíněný gen je zařazen mezi nimi (shrnuto v Irazoqui, Urbach et al. 

2010). 

F44G3.2.1 je gen kódují kreatin kinázu, která fosforyluje kreatin na fosfokreatin. V 

microarray studiích se významně snížila exprese po infekci bakterií Pseudomonas aeruginosa 

PA14 (Green, Gally et al. 2009). 

http://www.wormbase.org)
http://www.wormbase.org)


 41 

Daf-12 patří mezi jaderné hormonální receptory. DAF-12 je homolog k lidskému 

receptoru pro vitamín D. Reguluje stadium dauera spojený se změnou metabolismu, vývoj 

organismu, stárnutí a dlouhověkost dospělce (www.wormbase.org). 

iLys-3 je indukovaný ve faryngu a ve střevě při infekci Staphylococcus aureus. Má 

podobné antimikrobiální vlastnosti jako lysozymy z rodiny lys-1 - lys-10 (Irazoqui, Troemel 

et al. 2010). 

Clec-60, Clec-71 patří mezi C-typy lectinů. Předpokládá se funkce opsonizační a 

antibakteriální nebo ochrana sliznice před patogeny. Clec-60 je indukovaný infekcí 

Myrobacterium nematophilum, Staphylococcus aureus, zatímco clec-71 je regulovaný infekcí 

Psseudomonas aeruginosa. Exprese genů probíhá ve střevě. (O'Rourke, Baban et al. 2006). 

Abf-2 patří do rodiny antimikrobiálních peptidů. Ke konstitutivní expresi dochází ve 

faryngu, kde může chránit slizniční porvch před bakteriální infekcí. Tento peptid je účinný 

proti širokému spektru patogenů. Není vyloučena funkce při zpracování potravy. (Kato, 

Aizawa et al. 2002). 

Ama-1 kóduje velkou podjednotku RNA polymerázy II. Je důležitý pro embryonální 

vývoj. Používá se jako referenční gen pro korekci exprese genů při RT-PCR.  
 

 

 
  

 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.wormbase.org)
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Experimentální model 
Canorhabditis elegans 

Je mnohobuněčný organismus. Dospělec je 1,5 mm velký, žijící v půdě volně 

v přírodě. Živí se bakteriemi. V laboratorních podmínkách žijí na NGM agaru naočkovaném 

bakteriemi OP50. Životní cyklus začíná vylíhnutím larvy z embrya, ta  v průběhu vývoje 

prochází čtyřmi larválními stádii od L1 po L4. Z L4 stádia se vyvine v tzv. mladého dospělce 

a dále v dospělce, který je schopen klást embrya. Za nepříznivých podmínek se L1 stadium 

může vyvinout v latentní stadium dauer. Po zlepšení podmínek se dauer vyvíjí v L4 stadium.  

 

 
Obrázek č. 13: Vývoj Caenorhabditis elegans při 22°C 
(http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html)  
 

 
Předností studia tohoto organismu jsou rychlý vývoj, jednoduché pozorování (má 

jednoduchou anatomii, morfologii), zcela osekvenovaný genom. 40% lidských proteinů je 

evolučně konzervovaných.  

http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html
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 Caenorhabditis elegans má 2 pohlaví, hermafrodit (XX) o celkovém počtu 959 buněk, 

zatímco sameček (X0) má 1031 buněk. 

Pro naše experimentální účely jsme použili druh Caenorhabditis elegans N2 Bristol, 

který nám poskytlo centrum Caenorhabditis Genetics Center.  
 

 
   Obrázek č. 14: Anatomie Caenorhabditis elegans 
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Chemikále 
Agar A      Bio Basic INC., Ontario, Kanada 

Agarose Multi Purpose     Bioline, Londýn, Velká Británie 

Bactopepton       Amresco, Solon, USA 

BAME standard     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

BCA protein Essay Kit    Thermo Scientific, Rockford,USA 

Dietyleter      Penta, Praha, Česká republika 

2,7 – dichlorodihydrofluoresceindiacetát (H2-DCF-DA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Dnáza I       BioLabs, USA 

Etanol       Penta, Praha, Česká republika 

Fenol:chloroform kit    Termo Scientific, Rockford,USA 

Galaktosa      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glukosa      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Glykogen 20mg/ml    Fermentas,Ontario, Kanada 

Hexan       Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Chlorid draselná      Lachema, Brno, Česká republika 

Chlorid sodný      Penta, Praha, Česká republika 

Cholesterol        Bio Basic INC., Ontario, Kanada  

Izopropanol      Penta, Praha, Česká republika 

KH2PO4      Lachema, Brno, Česká republika 

Kyselina mravenčí     Penta, Praha, Česká republika 

Kyselina nonadekanová    Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 

Kyselina O-fosfrečná 85%    Penta, Praha, Česká republika 

Kyselina sírová     Penta, Praha, Česká republika 

Kyselina octová     Penta, Praha, Česká republika 

LightCycler TaqMan Master (kit)   Roche, Basel, Switzerland 

Lipid A      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa 10 Sigma-Aldrich- 7018 – 10K4033 

        - 7018 – 12100604-100M410V 

- 9143 – 038K4060 

Metanol      Penta, Praha, Česká republika 

MgSO4 . 7H2O      Lachema, Brno,Česká republika 

N-acetylgalaktosoamin    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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N-acetylglukosamin     Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Nile Red      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Oil Red      Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Octan sodný    Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

P.A.S.- Schiff – kyselina jodistá dle Pearse   DIAPATH, Martinengo, Itálie 

Pepton B       Bio Basic INC., Ontario, Kanada 

Standard fosfolipidů – mix    Supelco, Bellefonte, USA 

Sudan black      Sigma-Aldrich St. Louis, USA 

 

SuperScript II reversní transkriptáza   Invitrogen, USA 

 

Přístroje a další pomůcky 

Fluorescenční mikroskop Olympus BX60  Tokyo, Japonsko 

Kamera Olympus DP30BW    Tokyo, Japonsko 

Kamera Olympus UTV1X Japan/UCMAD-2 Japan Tokyo, Japonsko 

Fluorescenční mikroskop Nikon Eclipse 400  Melville, USA 

Kamera DS-U1     Tokyo, Japonsko 

kolona HP-5 30 m, 250 μm     Santa Clara, USA 

hmotnostním spektrometr MSD s detektorem Agilent 5975, Santa Clara, USA 

plynový chromatograf Agilent 6890N   Santa Clara, USA 

Program ImageJ 1.43u 

HPTLC- Fertigplatten Kiselgel 60 (10x10 cm) Merck, USA 

Hamilton Syringe 702 N 25μl    P-LAB, Praha, Česká republika 

Spektrofotometr Beckman Du 530   Brea, California 

LightCycler® 1.5 Instrument    Roche, Basel, Switzerland 

Skleněné zkumavky 2 ml se septy   P-LAB, Praha, Česká republika 

Skleněné zkumavky     Duran Group 
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Metody použité v experimentální práci:  
Příprava NGM agaru:  

 Agar (nebo Agarosa) – 7g 

 Pepton – 0,8g 

 NaCl – 1g 

 Cholesterol – 333ul (5mg/1ml etanolu) 

 dH2O – 330ml 

Směs sterilizujeme v autoklávu, poté přidáme 8,33 ml 1M KH2PO4, 333ul 1M MgSO4. Agar 

vylejeme do Petriho misek. 

 

Synchronizace linií ,,BLEACH“ 

 Linii smyjeme z agarových misek autoklávovanou vodou dH2O do zkumavek 12 ml. 

Ztočíme při 2000g. Odstraníme supernatant a proces zopakujeme, abychom odstranili 

přebytečné bakterie OP50. K peletě přidáme 7ml dH2O, 2ml 5M NaOH, 1ml chlornanu 

sodného (NaClO - SAVO). 3 až 6 minut silně třepeme, linie se zlizuje, zůstanou pouze 

embrya. Po třepání dolijeme obsah zkumavky vodou. Embrya je nuté promývat až šestkrát 

pomocí dH2O, abychom odstranili SAVO. Při nedbalém odstranění této sloučeniny se embrya 

zdegradují. K peletě promytých embryí přidáme 10ml dH2O a dáme do kyvet a necháme 

třepat přes noc při pokojové teplotě. Druhý den budeme mít synchronizovanou linii v L1 

stadiu. Synchronizace linie je nutná při každém pokusu.  

 

Podání Lypopolysacharidu Pseudomonas aeruginosa 10  

a) Lipopolysacharid Sigma-Aldrich: L7018- 108K4033 

 Naočkujeme Petriho misky s bakteriemi OP50 a přidaným lipopolysacharidem. 

Konečná koncentrace lipopolysacharidu má být 4,1 mg/33ml na velkou Petriho misku 

(průměr 9cm). Endotoxinová jednotka udaná certifikátem je 4 800 000EU/4MG. Na takto 

připravené misky dáme linie N2. Kontrolu krmíme pouze bakteriemi OP50. Inkubace linie 

probíhá 24 hodin při pokojové teplotě. Poté linii smyjeme, opláchneme od bakterií a 

zmrazíme při -80°C. Vzorek použijeme na izolaci RNA, přepis na cDNA a měření exprese 

kandidátních genů  vybraných z literatury, kde je zaznamenán účinek v imunitním systému 

Caenorhabditis elegans. Použijeme metodu kvantitativní real-time PCR po reverzní 

transkripci.  

 



 47 

b) Lipopolysacharid Sigma L7018-108K4033 

 Petriho misky naočkujeme bakteriemi OP50 (řídké medium 1ml bakterií 9ml 

LBmedia) a přidaným lipopolysacharidem. Konečná koncentrace lipopolysacharidu má být 

17mg/10ml na malou Petriho misku (průměr 5,5 cm). Endotoxinová jednotka udaná 

certifikátem je 20 400 000 EU/17MG. Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 

probíhá 3 dny při 20°C. Kontrola je krmena opět pouze OP50. U takto připravených 

organismů studujeme histologická barvení tuků pomocí barviv Nile red, Sudan black, Oil red 

a expresi vybraných genů metodou qRT-PCR.  

 

Histologická barvení Caenorhabditis elegans 

1) Barvení fluorescenčním barvivem Nile red.  

Roztok fluorescenční barvy Nile Red rozpuštěný v acetonu o koncentraci 500μg/ml 

přidáme k bakteriím OP50. Finální koncentrace fluorescenční barvy v OP50 má být 0,05 

μg/ml. Takto připravený roztok se očkujeme na NGM agar. Nile red  je fluorescenční barva, 

která barví neutrální tuky. Lze pozorovat na rhodaminovém filtru, 560-590nm.  

2) Barvení barvivem Sudan black 

Linii třikrát promyjeme v 1x PBS, tímto se očistí od bakterií OP50. Vzorek  fixujeme 

v 1,5 ml mikrocentrifugační zkumavce ve 4% paraformaldehydu při pokojové teplotě 20 

minut. Necháme zmrznout při -80°C a rozmrznout při pokojové teplotě třikrát. Po tomto 

procesu 10 minut necháme na ledu s občasným protřepáním zkumavky. Opláchneme peletu 

od paraformaldehydu v 1x PBS, uděláme dehydrataci v řadě 25%, 50%, 70% etanolu. 0,05 g 

barviva Sudan black rozpustíme v 5 ml 70% ethanolu, roztok přefiltrujeme nebo 

centrifugujeme. Tento roztok zředíme v 70% etanolu 1:1. V tomto konečném roztoku barvíme 

larvy přes noc. Další den vzorek rehydratujeme v řadě 70%, 50%, 25% etanolu a nakonec 

1xPBS. Vzorek pozorujeme na světelném mikroskopu (podle Morck, Olsen et al. 2009). 

3) Barvení barvivem Oil red 

Promytí vzorku a fixace je shodná jako u barvení se Sudan black. Vzorek 

dehydratujeme v 60% isopropanolu. 0,5 g barviva rozpustíme ve 100 ml isopropanolu a  

přefiltrujeme. Roztok zředíme destilovanou vodou na 60% isopropanol, ve kterém barvíme 

linii přes noc. Další den opláchneme vzorek v 1xPBS a pozorujeme na světelném mikroskopu 

(Soukas, Kane et al. 2009). 

4) Analýza reaktivních forem kyslíku 

Reaktivní formy kyslíku zjišťujeme u Caenorhabditis elegans pomocí 

nefluorescenčního barviva 2,7–dichlorodihydrofluoresceindiacetát (H2-DCF-DA). Při průniku 
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barviva do buňky dochází k deacetylaci na 2,7–dichlorodihydrofluorescein (H2-DCF), který 

se stává nepropustný membránou. Volné kyslíkové radikály (ROS) oxidují H2-DCF na 

fluorescenční 2,7-dichlorofluorescein (DCF).  

Linie krmené LPS a kontrolní linie N2 smyjeme a prompláchneme 1xPBS. K liniím 

přidáme 50μM H2-DCF-DA). Inkubujeme 60 minut při 20°C. Poté linie propláchneme a 

pozorujeme fluoresenčním mikroskopem (excitace 488nm, emise 510nm). Protokol je 

pozměněn podle (Zhu, Ji et al.2010). 

Při mikroskopickém pozorování jsme použili mikroskop s okulárem, který zvětšuje 

10x a dále objektivy se zvětšením 4x, 10x, 20x, 40x a 60x. U obrázků uvedených v kapitole 

výsledky jsou označena pouze zvětšení objektivem.  

 

 

Izolace RNA 

Lýza vzorků 

 Vzorky zamražených linií v mikrocentrifugační zkumavce při -80°C necháme 

rozmrazit. Peletu resuspendujeme v 500 μl resuspenčního pufru a 40μl proteinázy K. Směs 

vortexujeme 1 minutu a poté inkubujeme při 55°C 1 hodinu.  

     

Koncentrace dílčích složek Objem dílčích složek 
0,5% SDS 1,25 ml 
5% 2-merkaptoetanol 2,5 ml 
10mM EDTA 1,00 ml 
10mM Tris/HCl pH 7,5 0,5 ml 
DEPC H2O 44,75 ml 
Celkový objem 50 ml  

 

      Tabulka č. 2: Složení resuspenčního pufru  
 

 
Extrakce nukleových kyselin metodou fenol-chloroform 

Ke zlysovanému vzorku přidáme 300 μl fenolu. Vzorek vortexujeme, stočíme  na 

10000g po dobu 10 minut, 10°C. Odebereme horní vodnou fázi do nové zkumavky. K 

odebrané horní vodné fázi  přidáme 300 μl chloroformu. Vzorek opět vortexujeme a stočíme 

na 10 000g po dobu 10 minut, 10°C. K odebrané horní vodné fázi přidáme 2 μl glykogenu, 40 

μl 3M octanu sodnéhoNaOAc) a mikrocentrifugační zkumavku doplníme 96% vychlazeným 

etanolem. Vzorky inkubujeme při -80°C přes noc. Další den stočíme při 14 000g po dobu 30 
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minut v centrifuze vychlazené na 4°C. Peletu necháme oschnout a resuspendujeme ve 20 μl 

dH2O. Vzorky zkontrolujeme na 1% agarosovém gelu. Nanášíme 2μl vzorku.  

 

Degradace genomové DNA  

Degradační směs vytvoříme podle následujícího schématu a inkubujeme 30 minut při 

37°C. 

 

vzorek 5 μl 
d H2O 34,5 μl 
10x Pufr pro Dnázu I 5 μl 
Dnáza I 5 μl 
Inhibitor Rnáz 0,5 μl 
celkový objem 50 μl 

 
           Tabulka č. 3: 

 

Extrakce RNA metodou fenol chloroform 

Vzorek doplníme do objemu 100 μl. Přidáme 60μl fenolu a vortexujeme. 

Centrifugujeme při 10 000g po dobu 10 minut. Odebereme horní fázi, ke které přidáme 60 μl 

chloroformu. Centrifugujeme při 10 000g po dobu 10 minut. Odebereme horní fázi do nové 

zkumavky a přidáme 1 μl glykogenu, 10μl  3M octanu sodného, 300 μl vychazeného 96% 

etanolu. Vzorek inkubujeme v -80°C přes noc. Další den stočíme ve vychlazené centrifuze na 

4°C při 14 000g po dobu 30 minut. Peletu necháme oschnout a rozpustíme ve 12μl. Vzorky 

zkontrolujeme na 1% agarosovém gelu.  
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Obrázek č. 15:  Vyizolované nukleové kyseliny 

 

 

 
  Obrázek č. 16: Celková RNA po odstranění DNA pomocí enzymu DNáza I 
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Reverzní transkripce 

Do zkumavky na PCR dáme složky podle tabulky č. 4.   

 

vzorek 8 μl 
primery hexamer 2 μl 
d H2O 2 μl 
celkový objem 12 μl 

 
   Tabulka č. 4: 
 

Zkumavky vložíme do cycleru vyhřátého na 65°C na 5 minut. Poté vložíme na led na 5minut. 

Ke vzorku dodáme zbývající složky podle tabulky č.5, aby mohla proběhnout reverzní 

transkripce. 

  

vzorek 12 μl 
pufr 5x 4 μl 
DTT 1 μl 
dNTP 1 μl 
reversní transkriptáza SSII 1 μl 
Inhibitor Rnázy 1 μl 
celkový objem 20 μl 

 
Tabulka č. 5: 

 

 

 Nastavení programu v cycleru:  10 minut 25°C 

     50 minut 42°C 

     15 minut 70°C 

Po reverzní transkripci vzorky uchováváme při -20°C. Takto připravené vzorky lze použít ke 

studii exprese genů na úrovni mRNA, pro metodu qRT-PCR. 

 

qRT-PCR 

Pro navržení primerů používáme systém ProbeFinder software od firmy Roche. 

Software vybírá správnou kombinaci univerzálních prob a primerů. Universal ProbeLibrary 

Assay Design Center (http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000).  
 

 

 

http://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000
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gen číslo genu funkce genu sense primer antisense primer proba 
tol-1 C0F11.1 TOL-1 agcacaattcgattgagcagt attcgatgaaaggtccaacg #22 
hsp-70 C12C8.1 Heat Shock Protein cggtatttatcaaaatggaaaggtt tacgagcggcttgatctttt #9 
lys-1 Y22F5A.4 lysozyme caccatcagatctgtctggattc  tgctgttgaggaagttcacatt #29 
lys-7 C02A12.4 lysozyme ttgtgcagttttcgttcgtg tcaattccgagtccagcttt # 3 
gst-38 F35E8.8.1 Glutathion S-Transferase aagataacagacttaccgatgagga aagctggttgtatggggtttt  # 7 
gst-5 R03D7.6 Glutathione S-Transferase atggccagcattgaaagaaa ggtttttccgttgagcttga  # 142 
cri-1 K07A1.7 Consserved Regulator of Innate immunity aaatcatttgttttgggaactctc gcctgcaagattgacagaca # 56 
cri-3 F59A2.3 Consserved Regulator of Innate immunity tggaaacgaggacgtaccat caggagatcgtggaggtctg # 86 
lbp-1 F40F4.3  lipid binding protein cgtccattacaagaatgtccaa ttgagggtgaaagtgatctcg # 7 
lbp-7 T22G5.2.1  lipid binding protein gctgctcatttgaagccaat cgatcatctggactgttctcaa # 58 
clc-1 C09F12.1 claudin-like protein tcatatcaacacatctgaatggaa catccatcctggaagattcg  # 148 
F01G10.10 F01G10.10 LPS-binding protein tggagttgctccaagaaagc gaagccgttgtacgaaatgg # 142 
F44G3.2.1 F44G3.2.1 creatine kinases cgtggaattgagaagcaggt cacgaacagttgaaccaagg # 113 
daf-12 F11A1.3 abnormal DAuer Formation tcatttcatgagtcttctcaacaga agtgcttttggaatccgttc # 108 
ilys-3 C45G7.3 Invertebrate LYSozyme gctgtgctactacttgtgttgagaac ggttacgagccatcacttcg # 154 
lys-5 F58B3.2 lysozyme aaatgtcaagaatgccagagc tcaagagacgccttaacttgg # 84 
clec-60 ZK666.6 C-type LECtin tcgaattggaacaaatccttc ggtattggttaagatcggcttg # 142 
clec-71 Y46C8AL.4 C-type LECtin gtatcaggagaggggtttcaag gtttacatattgaacattgctaactgg # 69 
abf-2 C50F2.10 AntiBacterial Factor related tcccttttccttgcacttctc aacatccattctggcacaagt # 49 
ama-1 F36A4.7 AMAnitin resistant acgtcgcctacctacactcc tacgttggcgatgttgga #71  

 

     Tabulka č. 6: Vybrané kandidátní geny pro studii genové exprese 
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Amplifikace cDNA probíhala na přistroji LightCycler 1.5 založeném na systému 

Carousel. Byl použit kit LightCycler TaqMan Master (Roche Apllied science) určený  pro 

práci s TaqMan hydrolyzačními probami. Předem je třeba mít připravené naředěné PCR 

primery, TaqMan proby, cDNA. K ředění primerů používáme nuclease-free vodu z kitu. 

Rovněž na pipetování zvolíme sterilizované špičky s filtrem a dbáme na výměnu špiček. 

Udržujeme sterilní prostředí, abychom si nezanesli do vzorku a chemikálií kontaminace lidské 

či bakteriální DNA.  

 Geny jsme si rozdělili na 2 části, abychom mohli naplnit kapacitu přístroje na 32 

skleněných kapilár. Měřili jsme změnu exprese deseti vybraných genů na vzorcích cDNA 

izolovaných z linií krmených LPS a z kontrolních N2 liniích. Jako refernční gen jsme použili 

gen pro velkou podjednotku RNA polymerázy II (ama-1). Pro každý set primerů a proby byla 

měřena kontrola bez templátové cDNA pro ověření, jestli nedošlo ke kontaminaci těchto 

roztoků nežádoucí cDNA. Každý gen byl měřen třikrát na třech různých sadách cDNA pro 

LPS a kontrolu N2, abychom vyřadili chybu měření a mohli správně interpretovat výsledky.  

Nejprve zhotovíme tzv. Master mix. Smícháme 10μl FastSTart Taq DNA Polymerázy 

ze zkumavky z kitu označené 1a se zkumavkou 1b, která obsahuje reakční pufr, MgCl2 a 

dNTP (místo dTTP je obsaženo dUTP). Oba primery genů používáme naředěné o koncentraci 

10 pmol. Vytvoříme mix z cDNA izolované z jedné experimentální skupiny LPS nebo N2, 

H2O a master mixu, tento mix pipetujeme do skleněných kapilár a přidáváme primery a proby 

specifické pro geny. Celý objem dokonale promícháme pipetou ve špičce, aby došlo ke 

správnému promíchání chemikálií. Kapiláry stočíme na nízké otáčky, 900g na 1 minutu. 

Nastavíme a pustíme program popsaný v tabulce č. 8.  

 

 

  vzorek kontrola bez templátu 
cDNA 4 μl  - 
H2O 6 μl 10 μl 
Mix primerů (sense+antisense) 4 μl 4 μl 
Proba 2 μl 2 μl 
Master mix (1a + 1b) 4 μl 4 μl 
Celkový objem 20 μl 20 μl 

 
   Tabulka č. 7:
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Natavení programu pro RT-PCR 
Proces teplota čas 
Aktivace Hot start Taq Dna polymerázy 95°C  10 minut 

Amplifikace  
Denaturace 95°C  10 sekund 
Annealing 59°C  10 sekund 
Elongace 72°C  1 sekunda 

-          45 x 
Chlazení 40°C  30 sekund 

 
       Tabulka č. 8: 

 

Podání komponent Lipopolysacharidu liniím 

 Liniím podáváme jednotlivé komponenty lipopolysacharidu o koncentracích 

uvedených v tabulce č.9.  

  

Komponenty LPS Koncetrace komponent LPS 
glukosa 50mM 
galaktosa 50mM 
N-acetylglukosamin 50mM 
N-acetylgalaktosamin 50mM 
lipid A 0,5 μg/μl 

 
       Tabulka č. 9: 

 

 

Linie inkubujeme 3 dny při 20°C. Jako kontrolu použijeme linie krmené bakteriemi OP50. 

Linie smyjeme a zamrazíme při -80°C. Dodržíme již popsaný protokol na izolaci RNA, 

reverzní transkripce a RT-PCR. Genovou expresi studujeme u vybraných genů clec-71, clec-

60, lys-5 a F44G3.2.1, které mění expresi při podání lipopolysacharidu. Použijeme stejné 

primery a proby jako u předchozí RT-PCR. Pokus opakujeme třikrát s různými sadami cDNA 

pro zachování správnosti výsledků.    

 

Analýza lipidů 

Linie připravené po krmení lipopolysacharidem a kontrolou bakteriemi OP50 

použijeme k analýze neutrálních tuků a fosfolipidů na tenkovrstevné chromatografii (TLC). 

Vzorky sonikujeme a změříme koncentraci proteinů BCA metodou. 

  

Extrakce lipidů 

Lipidy extrahujeme ve skleněných zkumavkách 14ml s uzávěrem se septy, aby 

neunikala organická rozpoštědla. Sonikované linie přidáme k 5 ml rozotku 
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chloroform:metanol v poměru 1:1, který uchováváme při -20°C. Vzorky necháme extrahovat 

přes noc při -20°C. Další den přidáme 2,2 ml Hajrasova rozoku (0,2M H3PO4, 1M KCl). 

Centrifugujeme na 6000g po dobu 1 minuty. Odebereme skleněnými Pasteurovými pipetami 

spodní chloroformovou fázi, která obsahuje lipidy. K původní horní fázi přidáme 1 ml 

chloroformu a rerextrahujeme zbylé množství lipidů a přidáme jej k předchozímu výtěžku. 

Vzorky vysušíme pomocí dusíku a rozpustíme v roztoku 500μl chloroform:metanol v poměru 

2:1. Takto upravené vzorky jsou připravené pro TLC, uchováváme je při -20°C. 

 

Tenkovsrtevná chromatografie (TLC) lipidů 

Nejprve necháme nasytit parami vyvíjecí komoru mobilní fázi, která se skládá z 

organických rozpouštědel. Sycení vyvíjecí komory probíhá cca 1 hodinu. Na silikagelovou 

desku HPTLC 60 si 1,5 cm od spodního okraje desky jemně naznačíme obyčejnou tužkou 

start s nanášecími místy po 0,5 cm. Start nesmí být pod hladinou mobilní fáze. Vzorky 

nanášíme Hamiltonovou pipetou, vždy necháme mezi vzorky 1 místo mezery, aby 

nedocházelo k mísení. Pipetu mezi jednotlivými vzorky vždy 5 krát propláchneme roztokem 

chloroform:metanol (2:1) a 5 krát metanolem. Používáme zvolené standardy, množství vzorků 

odvodíme podle koncentrace proteinů ve vzorku. Nanesené vzorky necháme zaschnout a 

opatrně je ponoříme do mobilní fáze nasycené vyvíjecí komory.  

 Pro neutrální tuky použijeme mobilní fázi Hexan:dietyleter:kyselina octová 

(40:10:1,5). Pro fosfolipidy  se mobilní fáze skládá z chloroform:metanol:voda (32:21:2). 

Čelo mobilní fáze necháme doběhnout 0,5 cm pod horní okraj desky. Mobilní fáze pro 

neutrální tuky vzlíná cca 15 minut a pro fosfolipidy cca 45 minut. Desku položíme do zapnuté 

digestoře, kde necháme vyrchat všechny páry rozpouštědla cca 1,5 hodiny. Desky stříkáme 

jemným rozprašovačem vyvíjecím roztokem 10% CuSO4.5H2O v 8% H3PO4 a sušíme v peci 

vyhřáté na 140°C. Asi po 4 minutách se objeví rozdělené lipidy. 
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Schéma tenkovrstevné chromatografie neutrálních tuků 

 

Nanášení neutrálních lipidů na TLC 
Standard koncentrace množství nanášení 
Cholesterol(C) 1μg/2μl 3μl 
Triolein(To) 1μg/1μl 5μl 
kyselina olejová (FFA) 2μg/1μl 2μl 
krevní plasma (PL) 400μl/2ml 5μl 
vzorky koncentrace množství nanášení 
N2 200μg 57μl 
N2 100μg 28,5μl 
LPS 200μg 27μl 
LPS 100μg 13,6μl 

 
  Tabulka č. 10: Koncentrace a množství standardů a vzorků, které byly nanášeny na TLC desky 
 

 
 Obrázek č. 17: Schéma TLC desky ukazuje pořadí nanášení vzorků. 
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Schéma tenkovrstevné chromatografie fosfolipidů 

Nanášení fosfolipidů na TLC 
Mix fosfolipidů  (ST) Koncentrace v mixu množství nanášení 
L-A-Lysofosfatidylcholin 300,4 μg/ml 5μl 
L-A-Fosfatidylcholin 1500 μg/ml 5μl 
L-A-Fosfatidyletanolamin 1200 μg/ml 5μl 
L-A-fosfatidylinositol 900,5 μg/ml 5μl 
Krevní plasma (PL) 400μl/2ml 5μl 
Vzorky     
N2 150μg 43μl 
LPS 150μg 21μl 

 
                  Tabulka č.11 Koncentrace a množství standardů a vzorků, které byly nanášeny na TLC desky 
 

 
                                        Obrázek č. 18: TLC deska ukazuje pořadí nanášení vzorků. 

 
Výpočet retenčního faktoru Rf, který je charakteristický pro určitý typ molekuly 

b
aRf =  

 

a – vzdálenost start- střed skvrn 
b – vzdálenost start-čelo mobilní fáze  

 
 
Obrázek č. 19: Schéma výpočtu Retenčního 

faktor
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Měření koncentrace proteinů BCA metodou 

 Tato metoda se používá pro kolorimetrickou kvantifikaci celkové koncentrace 

proteinů. U první tvz. Biuretové reakce dochází k redukci Cu2+ na Cu1+ v alkalickém 

prostředí. Roztok se zabarví do modra. Další reakce je chelatační, Cu1+ chelatuje 2 molekuly 

bicinchoninové kyseliny (BCA). Roztok se zabarví do fialova. Komplex BCA a Cu1+ je ve 

vodě rozpustný, absorbance při 562nm je lineární se zvyšující se koncentrací proteinů. 

Absorbance se může měřit mezi 550nm a 570nm.  

 

 
       Obrázek č. 20: Biuretová reakce 

(http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=876562B0-5056-8A76-4E0C-B764EAB3A339) 

 

Vytvoříme si kalibrační řadu šesti skleněných zkumavek, do kterých z kitu BCA 

napipetujeme 2 ml roztoku označeného A, 40 μl roztoku označeného B a standard BSA (o 

koncentraci 2 mg/ml). Standardy pipetujeme vzestupnou řadou 0 μl, 5 μl, 10 μl, 20 μl, 40 μl. 

Do zkumavek pro vzorky napipetujeme 2 ml roztoku A, 40 μl roztoku B. Sonikované vzorky 

měříme v dubletech, do zkumavky pipetujeme tedy 3 μl a 5 μl do další. Sadu zkumavek 

inkubujeme při 37°C po dobu 20 minut na třepačce. Po inkubaci změříme absorbanci vzorků. 

Sestrojíme graf závislosti absorbance na koncentraci BSA a z rovnice regrese vyjádříme 

koncentraci proteinů ve vzorku.  

 

 

       

    

 

http://www.piercenet.com/browse.cfm?fldID=876562B0-5056-8A76-4E0C-B764EAB3A339
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    Obrázek č. 21: Kalibrační řady 

 

množství standardu absorbance standardu koncentrace standardu 
1μl 0,011 2 μg/μl 
5μl 0,039 10 μg/μl 
10μl 0,135 20 μg/μl 
20μl 0,282 40μg/μl 
40μl 0,609 80 μg/μl 

 
      Tabulka č. 12: 
 

Kalibrační křivka R2 = 0,9971

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

BSA [2mg/ml]

Ab
so

rb
an

ce

y = 0,0165x - 0,0465

 
              Graf č. 1: Kalibrační křivka absorbance 
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Výpočet koncentrace proteinů ve vzorku: 
 

vzorek 
množství 
vzorku absorbance vzorku 

koncentrace 
proteinů 

průměrná 
koncentrace  

3μl 0,305 7,1 μg/μl N2 
5μl 0,519 6,8 μg/μl 

7,00 μg/μl 

3μl 0,599 12,98 μg/μl LPS 
5μl 0,898 11,41 μg/μl 

12,195 μg/μl 

 
Tabulka č. 13: 
 

Koncentraci proteinů odvodíme z rovnice:  0465,00165,0 −= xy  

x - koncentrace proteinů   
0165,0

0465,0+
=

yx  

y - naměřená absorbance   
0165,0

0465,0+
=

Ax  

 

 
Extrakce lipidů na analýzu plynovou chromatografií 

 Zamražené linie v -80°C necháme rozmrazit při pokojové teplotě. Přidáme 1 ml 2,5% 

H2SO4 v metanolu. Linie s tímto roztokem přepipetujeme do skleněných zkumavek 

s uzávěrem se septy. Přidáme 50 μg standardu  kyseliny nonadekanové ke každému vzorku. 

Vložíme do vodní lázně vyhřáté na 80°C na 1 hodinu. Tento roztok extrahuje mastné kyselin 

a následně dochází k transmetylaci. Přidáme 600μl hexanu a 4,5 ml dH2O. Zkumavky 

zatřepeme a stočíme na centrifuze při 1000g po dobu cca 2 minut. Odebereme horní 

hexanovou vrstvu, do které se extrahují metylestery mastných kyselin. Extrakci hexanem ještě 

jednou zopakujeme. Metylestery mastných kyselin skladujeme ve zkumavkách s uzávěrem se 

silikonovými septy potaženými teflonem v -20°C. Takto připravené vzorky lze použít na 

analýzu mastných kyselin plynovou chromatografií. 

  

Plynová chromatografie 

 Pro měření jsme použili plynový chromatograf Agilent 6890N s hmotnostním 

spektrometrem MSD detektorem Agilent 5975, kolonu HP-5 Agilent o rozměrech 30 m, 250 

μm. Jako nosný plyn jsme použili helium. Nastavené parametry měření: split 20:1, počáteční 

teplota 120°C, poté +10°C/min do 210°C, +5°C/min do 250°C, +15°C/min do 300°C a poté 

300°C na 4 minuty. Analyzované vzorky v rozmezí relativní hmotnosti v MSD 30-360. 

Nástřik vzorku byl o objemu 1μl.  

 



 61 

Výsledky  
Pozorování morfologických a fyziologických změn po podání lipopolysacharidu  

 

Obrázek č. 22:  Akumulace pigmentu ve střevě 

(A) Tmavé zbarvení střeva u kontroly je v menším rozsahu. (B) U některých jedinců linie 

krmené lipopolysacharidem z Pseudomonas aeruginosa se ukázalo abnormální intenzivní 

černé zbarvení střeva.  
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Morfologie organismu Caenorhabditis elegans 

 
           Obrázek č. 23: Morfologie Caenorhabditis elegans 

 

(A) Morfologie kontrolního organismu 

(B) Morfologie organismu krmeného LPS 
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Měření autofluorescence střeva 

 

 

 
        Obrázek č. 24: Autoluorescence střeva 

(A)Kontrolní organismy vykazují vyšší autofluorescenci střeva, která je určena 

akumulací fluorescenčního pigmentu. (B) U linie LPS je významně nižší 

autofluorescence. 

 

 

A B 

    
100μm 
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Autofluorescence střeva (20°C a 16°C)
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Graf č. 2: Autofluorescence střeva ve vývoji organismu Caenorhabditis elegans 

Graf zobrazuje průběh naměřené autofluorescence linií inkubovaných s LPS a kontroly N2 při 

20°C (horní část grafu) a při 16°C (dolní část grafu) během vývoje Caenorhabditis elegans. 

Autofluorescence se mění s teplotou inkubace linií. Kontrolní linie v obou případech mají 

vyšší autofluorescenci v porovnání s liniemi, kterým byl podán lipopolysacharid. 

 Pro měření byl použit ImageJ 1.43u. Pro sestrojení grafu byly použity průměrné 

hodnoty z deseti jedinců kontroly a deseti jedinců inkubovaných s LPS linie měřené v jednom 

dni.  Způsob vyhodnocení dat z programu ImageJ 1.43u je zobrazeno v příloze. Tento postup 

byl zachován u všech měření v tomto programu. 

 

Průměrné hodnoty dat densitometricky hodnocených programem  ImageJ 1.43 

Autofluorescence střeva při 20°C  Autofluorescence střeva při 16°C 
Den LPS N2  Den LPS N2 
1.den 13,095 12,791  4.den 35,432 32,900 
4.den 90,267 103,728  5.den 41,457 39,404 
5.den 78,281 58,542  6.den 30,261 49,717 
6.den 52,768 70,021  7.den 32,441 44,064 
    8.den 47,658 66,958 

       
Tabulka č. 14: Získané hodnoty pro tvorbu grafu  
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Histologické barvení neutrálních lipidů pomocí fluorescenční barvy Nile red 

 

 
Obrázek č. 25: Barvení neutrálních tuků Nile red 

(A) Kontrolní organismy inkubované při 20°C mají vyšší fluorescenci, tedy více neutrálních 

lipidů. (B) Organismy, které byly inkubovány taktéž při 20°C a byl jim podán LPS mají méně 

neutrálních tuků. (C, D) Podobný trend jsme zaznamenali i u organsimů inkubovaných při 

16°C. Bylo použito zvětšení 10X a expozice 100 ms 
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Barvení Nile red
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         Graf č. 3: Změna intenzity fluorescence neutrálních tuků po barvení Nile red. 

        Organismy LPS linie mají významně snížené neutrální tuky v porovnání s kontrolními                     

linií.  

 

 

Densitometrické  hodnoty určené pomocí programu ImageJ programu 1.43 kontrolních 

linií a po exposici LPS s použitím detekce tuků metodou Nile Red 

 

Intenzita fluorescence Nile red 
Počet jedinců LPS N2 

1 35,692 44,255 
2 15,775 42,301 
3 22,841 78,749 
4 19,923 77,201 
5 14,189 81,650 
6 19,228 26,997 
7 27,239 33,187 
8 25,824 33,286 
9 37,698 41,769 

10 20,730 40,629 
Průměr 23,914 50,002 
Směrodatná odchylka 7,842 20,836 
1/2 směrod. Odchylky 3,921 10,418 

  
     Tabulka č. 15: 
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Barvení Nile Red 20°C and 16°C
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Graf č.4: Změna fluorescence, neutrálních tuků ve vývoji Caenorhabditis elegans  

Složení neutrálních tuků se významně mění u LPS linie při 20°C (horní část grafu), ale i při 16°C 

(dolní část grafu). Kontrolní linie má zvýšené neutrální tuky po celou dobu vývoje organismů. Při 

16°C je zpomalený vývoj, měření bylo zahájeno po 4 dnech inkubace.  

 

 

Průměrné hodnoty naměřených dat v ImageJ 1.43u programu 

Meření fluorescence Nile Red 20°C  Měření fluorescence Nile Red 16°C 
Den LPS N2    LPS N2 

1 10,388 Kč 23,952 Kč  4 8,972 17,246 
4 23,914 Kč 50,002 Kč  5 6,886 13,202 
5 51,451 Kč 57,401 Kč  6 8,950 17,276 
6 42,371 Kč 49,215 Kč  7 14,605 17,897 

    8 20,753 55,116 
      
 Tabulka č. 16: 
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Barvení lipidů barvivem Sudan Black 

  

  

Obrázek č. 26: Intenzita granularity po barvení Sudan Black 

(A) Kontrolní organismy inkubované při 20°C mají více intenzivní zbarvení granul ve střevě 

na rozdíl od barvení Nile red. (B) LPS linie má  vyšší granularitu.   
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Barvení Sudan black
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                Graf č.5: Intenzita zbarvení střevních granul po obarvení Sudan Black 

Zbarvení střevních granul je více intenzivní u linie krmené LPS v porovnání s kontrolními   

organismy.  

 

Naměřené hodnoty určené pomocí programu ImageJ programu 1.43 kontrolních linií a 

po exposici LPS s použitím detekce tuků metodou Sudan black 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     
           Tabulka č. 17: 

 

 

 

 

 

Intenzita zbarvení granul  
Počet jedinců LPS N2 

1 25,836 14,260 
2 36,260 10,675 
3 49,927 39,138 
4 24,079 12,909 
5 49,987 11,394 
6 57,155 11,366 
7 39,578 12,888 
8 30,413 17,581 
9 30,234 14,984 

10 47,372 19,260 
Průměr 39,084 16,446 
Směrodatná odchylka 11,519 8,438 
1/2 směrod. Odchylky 5,759 4,219 
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Barvení barvivem Oil Red 

 .  

 

      

 

Obrázek č. 27:  Barvení neutrálních lipidů Oil Red 

(A) Více intenzivní zbarvení jsme prokázali u kontrolních organismů u larev L4. (B) U linie LPS je 

nižší zbarvení, což koreluje s fluorescenčním barvením pomocí Nile Red. (C,D) U dospělců před 

vylíhnutím vajíček jsme zaznamenali podobnou tendenci. Barvení lipidů barvivem Oil Red 

koresponduje s výsledky fluorescenčním barvením Nile Red.  
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Barvení Oil red
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         Graf č. 6: Intenzita zbarvení střevních granul po obarvení Oil Red. 

Linie LPS má výrazně menší intenzitu zbarvení střevních granul v porovnání s 

kontrolní linií. Toto barvení koreluje s fluorescence neutrálních tuků barvených pomocí 

Nile Red.   

 

Naměřené hodnoty určené pomocí programu ImageJ programu 1.43 kontrolních linií a 

po exposici LPS s použitím detekce neutrálních tuků metodou Oil red 

 

Intenzita zbarvení granul  
Počet jedinců LPS N2 

1 24,545 56,730 
2 22,110 24,938 
3 30,614 40,888 
4 20,741 57,430 
5 25,033 58,097 
6 30,280 41,673 
7 25,828 79,021 
8 40,165 61,743 
9 46,394 62,144 

10 53,658 37,089 
Průměr 31,937 51,975 
Směrodatná odchylka 11,128 15,641 
1/2 směrod. odchylky 5,564 7,821 

       
     Tabulka č. 18 
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Barvení PAS reakcí 

  

 
 

 

  Obrázek č. 28: PAS reakce, analýza glykogenu 

(A) U kontrolních organismu jsme prokázali nižší intenzitu růžově zbarveného glykogenu, 

avšak více modře zbarvených jader. (B) LPS linie má sytě růžově zbarvený glykogen a 

měnší zastoupení modrých jader. (C,D) Dolní obrázky značené C,D jsou další 

experimentální organismy kontrolní linie a LPS linie.   
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Analýza reaktivních forem kyslíku. 

 

 
 

 

Obrázek č. 29:  Reaktivní formy kyslíku 

 (A) Kontrolní linie má nízkou akumulaci reaktivních forem kyslíku. (B) Linie krmené LPS 

vykazují vyšší fluorescenci v oblasti faryngu a střeva, tedy vyšší akumulaci reaktivních forem 

kyslíku. (C) Další experimentální organismus kontrolní linie má také nižší fluorescenci. (D) 

LPS linie inkubovaná za stejných podmínek jako (B) má fluorescenci reaktivních forem 

především ve faryngu, menší intenzita je v oblasti střeva a hypodermis.  
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qRT-PCR vybraných genů z imunity Caenorhabditis elegans 

1) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L7018- 108K4033 

Konečná koncentrace lipopolysacharidu byla 4,1 mg/33ml na velkou Petriho misku 

(průměr 9 cm). Endotoxinová jednotka deklarovaná  certifikátem je 4 800 000EU/4MG.   
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Změna exprese genů po podání LPS L7018- 108K4033, inkubace 24 hodin
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Graf č.7: Změna exprese genů organismu Caenorhabditis elegans na LPS Pseuddomonas 

aeruginosa. Inkubace linií probíhala na LPS o koncentraci 4,1 mg/33ml při pokojové teplotě 

po dobu 24 hodin. Za těchto zvolených podmínek jsme nezaznamenali žádné změny v expresi 

genů. Výstupní data měření a výpočty jsou zaznamenány v příloze z důvodu zachování 

přehlednosti výsledků.  

 
∆cP Inkubace 1 den, 4 mg 
F44G3.2.1  -0,613 
Gst-38  -0,043 
iLys-3  -0,637 
Lys-5  -0,183 
CLEC-60  -0,705 
CLEC-71  -0,338 
ABF-2  -0,305 
Lys-1  0,152 
Lys-7  0,125 
 Cri-1  0,146 
Cri-3 0,101 
Lpb-1  0,071 
Lpb-7  0,470 
Tol-1  -0,397 
Hsp-70 -0,428 
Gst-5  -0,658 
Clc-1  -0,033 
F01G10.10  0,585 
Daf-12  -0,175 
AMA-1 0 

                 
         Tabulka č. 19: 
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Při inkubaci linie na lipopolysacharidu o koncentraci 4mg na 1 Petriho misku (průměr 

9 cm) po dobu 24 hodin při 20°C, nedošlo ke změně exprese vybraných genů z odborné 

literatury.  

Změnili jsme tedy podmínky pokusu na koncentraci 17 mg na Petrio misku (průměr 5,5 cm) 

po dobu 3 dnů při teplotě 20°C. 
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2) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L7018- 108K4033 

Konečná koncentrace lipopolysacharidu byla 17mg/10ml na malou Petriho misku 

(průměr 5,5 cm). Endotoxinová jednotka udaná certifikátem je 20 400 000 EU/17MG. 

Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 probíhala 3 dny při 20°C.  

Změna exprese genů po podání LPS L7018- 108K4033, inkubace 3dny
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    Graf č. 8:  Změna exprese genů organismu Caenorhabditis elegans na LPS Pseuddomonas 

aeruginosa. Inkubace linií probíhala na LPS o koncentraci 17 mg/10ml při 20°C po dobu 3 

dnů. Významně se změnila exprese genů F44G3.2.1 (creatin kinázy), lys-5, hsp-60 a C-typy 

lectinů clec-60 a clec-71. Exprese referenčního genu AMA-1 u linie LPS je totožná s 

kontrolou.  
∆cP Inkubace 3 dny, 17 mg 

Gen průměr smodch 
1/2 
smodch 

F44G3.2.1 -2,335 0,202 0,101 
Gst-38 0,478 0,386 0,193 
iLys-3 -0,486 0,350 0,175 
lys-5 2,064 0,902 0,451 
clec-60 2,073 0,659 0,330 
clec-71 6,086 0,911 0,455 
abf-2 -0,279 0,317 0,159 
lys-1 0,086 0,158 0,079 
lys-7 0,336 0,176 0,088 
cri-1 0,096 0,176 0,088 
cri-3 0,178 0,137 0,069 
lbp-1 0,266 0,248 0,124 
lbp-7 0,567 0,062 0,031 
tol-1 -0,153 0,189 0,095 
hsp-70 1,979 1,443 0,722 
gst-5 -0,949 0,143 0,071 
clc-1 1,179 0,363 0,182 
F01610.10 -0,190 0,553 0,277 
daf-12 -0,319 0,405 0,202 
ama-1 0,000 0,000 0,000 

                Tabulka č. 20: 
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Porovnání vlivu koncentrace v čase a různé koncentraci LPS
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Graf č. 9: Změna exprese genů v závislosti na koncentraci LPS a na délce inkubace 

Porovnání exprese genů za podmínek inkubace 3 dny o koncentraci lipopolysacharidu 17mg na malé 

Petriho misce a 1 den o koncentraci 4 mg na velké Petriho misce. Po změně podmínek v 

experimentu (zvýšení koncentrace lipopolysacharidu a prodloužení času inkubace) se u 

některých genů dramaticky změnila exprese, naopak u jiných exprese zůstala stejná.  

 

∆cP Porovnání 3 dny vs 1 den 
gen 3 dny 1 den 
F44G32 -2,335 -0,613 
Gst-38 0,478 -0,043 
iLys-3 -0,486 -0,637 
lys-5 2,064 -0,183 
clec-60 2,073 -0,705 
clec-71 6,086 -0,338 
abf-2 -0,279 -0,305 
lys-1 0,086 0,152 
lys-7 0,336 0,125 
cri-1 0,096 0,146 
cri-3 0,178 0,101 
lbp-1 0,266 0,071 
lbp-7 0,567 0,470 
tol-1 -0,153 -0,397 
hsp-70 1,979 -0,428 
gst-5 -0,949 -0,658 
clc-1 1,179 -0,033 
F01610.10 -0,190 0,585 
daf-12 -0,319 -0,175 
ama-1 0,000 0,000 

        Tabulka č. 21: 
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Exprese genů po podání LPS component 

Exprese genů po inkubaci linií na komponentách LPS
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Graf č. 10: Změna exprese genů po inkubaci organismu Caenorhabditis elegans na 

vybraných komponentách LPS. Linie vystavené vybraným komponentám LPS zachovávají 

tendenci exprese genu F44G3.2.1, Linie vystavené lipidu A, N-acetylglukosaminu a N-

acetylgalaktosaminu mění expresi rodiny C-typy letinů, podobně jako po inkubaci na LPS, 

avšak zde je gen clec-71 násobně exprimován. Exprese genu clec-71 linie LPS má zřejmě 

aditivní účinek. Lipid A je lipoidní hydrofobní složka LPS, která reguluje expresi vybraných 

genů. Naopak sacharidové složky LPS, glukosa a galaktosa, nemají vliv na expresi genů 

z rodiny C-typy lektinů, jak jsme předpokládali. 

 

 

∆cP Komponenty LPS 
Gen Glukosa N-acetylglukosami Galaktosa N-acetylgalaktosamin Lipid A LPS 
Clec-71 -0,398 1,122 0,176 1,588 2,293 6,086 
Clec-60 0,043 1,875 1,303 2,039 2,961 2,073 
Lys-5 0,397 0,375 0,490 0,429 1,368 2,064 
F44G3.2.1 -1,548 -2,234 -2,106 -3,438 -2,058 -2,335 
AMA-1 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 

 
Tabulka č. 22: 
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Krmení lipopolysacharidem Pseudomona aeruginosa 9143 (LPSII) 

Konečná koncentrace lipopolysacharidu byla 17mg/10ml na malou Petriho misku 

(průměr 5,5 cm). Endotoxinová jednotka udaná certifikátem je 51 000 000 EU/17MG. 

Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 probíhala 3 dny při 20°C.  

 

  

 
 

Obrázek č. 30: Inkubace organismů po 3 hodinách 

(A) Kontrolní organismy ve stadiu L1 inkubované na bakteriích OP50 vykazují obvyklou 

vitalitu. (B) Organismy stadia L1 inkubované na LPS jsou paralyzované, mají nízkou 

pohyblivost a nízkou reakci na světelný a mechanický podnět. V tomto čase dochází k úmrtí a 

lyzi těl. Významně se snížuje vitalita jedinců inkubovaných na LPS.  (C) Kontrolní organismy 

inkubované za stejných podmínke jako (A). (D) LPS linie inkubované za stejných podmínek 

jako (B) 
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Obrázek č. 31: Inkubace organismů po 24 hodinách 

(A) U kontrolní linie ve stadiu L2 nepozorujeme neobvyklé změny. (B) LPS linie vidíme 

významné změny ve vývoji organismu. Jedinci inkubovaní na LPS jsou ve stadiu L1.  
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Obrázek č. 32: Inkubace organismů po 48 hodinách 
(A)U LPS linie po 48 hodinách pozorujeme morfologické změny. (B) Další jedinec 

inkubovaný na LPS s defekty ve vývoji. (C) Uhynulí jedinci LPS linie ve fázi degradace tkáně 

a lyze. (D) Jedinec linie LPS je menší v porovnání se shodným zvětšením jako kontrolní 

jedinec na obrázku (F). (E, F) Kontrolní linie, u které jsme nepozorovali změny ve vývoji a 

morfologii těla. Nedocházelo k úhynutí organismů.  
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Krmení Lipopolysacharidem 9143
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Graf č.11: Změna délky Caenorhabditis elegans první generace po inkubaci na LPS po 24 a 48 

hodinách. Délka organismů inkubovaných na LPS je významně menší v porovnání s 

kontrolními organsimy, což dokazuje vliv LPS na vývoj tohoto organsimu.  

 

  Porovnání délky těl organismů 
číslo měření po 24 hodinách   po 48 hodinách 
  LPS N2   LPS N2 

1 311,989 564,258   635,193 986,322 
2 288,673 482,084   687,573 991,103 
3 264,606 563,564   558,858 1022,215 
4 323,723 464,27   612,988 1055,508 
5 293,856 388,407   542,743 954,309 
6 298,305 585,289   489,416 1040,64 
7 259,087 410,885   608,218 1022,05 
8 259,804 513,111   481,727 822,719 
9 319,479 449,566   690,386 1064,226 

10 303,438 459,307   877,491 858,091 
průměr 292,296 488,0741   618,4593 981,7183 
směrodatná odchylka 24,07281 66,98666   116,4739 81,93213 
1/2 směr. Odchylky 12,03641 33,49333   58,23696 40,96606 

       
         Tabulka č. 23: 
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Barvení Nile red
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    Graf č.12: Změna intenzity fluorescence neutrálních tuků po barvení Nile Red. 

Stále pozorujeme vliv LPS na neutrální tuky. U organismů krmených LPS dochází ke 

snížení neutrálních tuků.  

 

Barvení Nile Red 
Číslo měření LPS N2 

1 30,684 65,844 
2 38,366 64,092 
3 35,334 53,92 
4 50,495 63,665 
5 54,66 71,146 
6 40,898 51,238 
7 45,297 49,909 
8 32,734 39,819 
9 30,246 60,161 

10 34,387 46,837 
Průměr 39,3101 56,6631 
Směrodatná odchylka 8,43166 9,850797 
1/2 směr. odchylky 4,21583 4,925399 

      
    Tabulka č. 24: 
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Nakladení vajíček 

 

 
 

Obrázek č. 33:  Kladení vajíček kontrolnílinie a linie LPS 

(A) Vajíčko nakladené jedinci kontrolní linií je ve stadiu před vylíhnutím v L1 larvální 

stadium. Pod mikroskopem pozorujeme dynamické pohyby nastávající L1 larvy a rysy 

typické pro toto stadium. (B) Vajíčka nakladená linií LPS se zpozdila cca o 6 hodin. 

Pozorujeme  teprve jádra buněk. (C) Na obrázku je zobrazena fluorescence střevních buněk 

vajíčka kontrolní linie. (D) U vajíček LPS linie vidíme sníženou fluorescenci oproti vajíčkům 

kontrolní linie.  
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Druhá generace 

 

 
 
Obrázek č. 34: Vývoj druhé generace organismů kontrolní linie a linie LPS 

(A) U kontrolní linie vidíme L1 stadia druhé generace a dospělé jedince první generace. (B) U 

linie LPS převažují nakladená vajíčka a pár jedinců L1 stadia. Linie LPS se zpozdila ve 

vývoji, a tedy i v  kladení vajíček. 
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Obrázek č. 35:  Vývoj druhé generace po 24 hodinách 

(A) Kontrolní linie po 24 hodin je ve stadiu L2. (B) Linie LPS je ve stadiu L1, což ukazuje 

zpomalení vývoje.  

 

 

 

 

 

A B 

   
100μm    

100μm 



 88 

Krmení Lipopolysacharidem 9143
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      Graf č.13: Délka organismů druhé generace po 24 hodinách 

V hodnocení vývoje nám pomůže měření délky organismu v ImageJ programu. I tento 

pokus prokázal zpomalení vývoje LPS linie, která má menší délku těla v porovnání s N2 

kontrolou.  

 

Délka těl druhé generace 
číslo měření LPS N2 

1 301,101 442,671 
2 363,551 511,349 
3 345,163 479,757 
4 334,759 532,867 
5 334,691 492,541 
6 345,329 584,267 
7 269,506 564,322 
8 326,012 426,332 
9 392,749 454,416 

10 392,602 457,232 
průměr 340,546 494,575 
směrodatná odchylka 37,845 52,956 
1/2 směr. odhchylky 18,922 26,478 

     
     Tabulka č. 25: 

 

 

 



 89 

Rozdělení neutrálních lipidů na tenké vrstvě TLC  a fosfolipidů 

TLC -  neutrální lipidy 

Nanášení neutrálních lipidů na TLC 
Standard koncentrace množství nanášení 
Cholesterol(C) 1μg/2μl 3μl 
Triolein(To) 1μg/1μl 5μl 
kyselina olejová (FFA) 2μg/1μl 2μl 
krevní plasma (PL) 400μl/2ml 5μl 
vzorky koncentrace množství nanášení 
N2 200μg 57μl 
N2 100μg 28,5μl 
LPS 200μg 27μl 
LPS 100μg 13,6μl 
       

         Tabulka č. 26: 
 

 
      Obrázek č. 36: Došlo zřejmě ke změně monoacylglycerolů, červeně označené, výsledek chceme 

potvrdit HPLC metodou 

Retenční faktor RF 

  
N2 
200μg N2100μg 

LPS 
200μg 

LPS 
100μg standard RF 

triacylglyceridy 0,5 0,53 0,54 0,56 triolein 0,4 
volné mastné kyseliny 0,34 0,34 0,36 0,36 kyselina olejová 0,34 
cholesterol 0,21 0,22 0,22 0,22 cholesterol 0,24 
diacylglyceridy 0,17 0,18 0,19 0,19     
monoacylglyceridy 0,12 0,12 0,12 0,12     

      
 Tabulka č. 27: 
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TLC -  fosfolipidy 

Nanášení fosfolipidů na TLC 
Mix fosfolipidů  (ST) Koncentrace v mixu množství nanášení 
L-A-Lysofosfatidylcholin 300,4 μg/ml 5μl 
L-A-Fosfatidylcholin 1500 μg/ml 5μl 
L-A-Fosfatidyletanolamin 1200 μg/ml 5μl 
L-A-fosfatidylinositol 900,5 μg/ml 5μl 
Krevní plasma (PL) 400μl/2ml 5μl 
Vzorky     
N2 150μg 43μl 
LPS 150μg 21μl 

       
     Tabulka č. 28: 

 

 
  Obrázek č. 37: Zřejmě nedošlo k žádné změně fosfolipidů, avšak výsledek chceme zpřesnit HPLC 

metodou.  

 

Retenční faktor RF 
  N2 150μg LPS150μg Mix fosfolipidů  (ST) RF 
Sfingomyelin 0,12 0,125 --------   
Lysofosfatidylcholin -------- -------- L-A-Lysofosfatidylcholin 0,075 
Fosfatidylcholin 0,16 0,16 L-A-Fosfatidylcholin 0,17 
fosfatidylinositol -------- -------- L-A-fosfatidylinositol 0,21 
fosfatidilserin 0,25 0,27 --------   
Fosfatidyletanolamin 0,38 0,38 L-A-Fosfatidyletanolamin 0,44 

       
     Tabulka č. 29: 
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Výsledky plynové chromatografie 1. měření 

BAME standard 

 
Obrázek č. 38: Plynový chromatogram č.1 
 
Retenční čas Methylestery mastných kyselin   systematický název triviální název 

5,182 Me: undecanoate kyselina undekanová undecylová 
5,318 Me: 2-hydroxydecanoate kyselina 2-hydroxydekanová   
6,281 Me: dodecanoate kyselina dodekanová kyselina laurová 
7,382 Me: tridecanoate kyselina tridekanová kyselina tridecylová 
7,547 Me: 2-hydroxydodecanoate kyselina 2-hydroxydodekanová   
7,86 Me: 3-hydroxydodecanoate kyselina 3-hydroxydodekanová   

8,462 Me: tetradecanoate kyselina tetradekanová kyselina myristolová 
9,129 Me: 13-methyltetradecanoate kyselina 13-methyltetradekanová   
9,215 Me:12-methyltetradecanoate kyselina 12-methyltetradekanová   
9,51 Me: pentadecanoate kyselina pentadekanová kyselina pentadecylová 

9,701 Me: 2-hydroxytetradecanoate kyselina 2-hydroxytetradekanová   
10,001 Me: 3-hydroxytetradecanoate kyselina 3-hydroxytetradekanová   
10,153 Me: 14-methylpentadecanoate kyselina 14-methylpentadekanová   

10,33 Me: cis-9-hexadecenoate kyselina cis-9-hexadecenová kyselina palmitoolejová 
10,534 Me: hexadecanoate kyselina hexadekanová kyselina palmitová 
11,212 Me: 15-methylhexadecanoate kyselina 15-methylpentadekanová   
11,475 Me: cis-9,10-methylenehexadecanoate kyselina cis-9,10 methylenhexadekanová   
11,621 Me: heptadecanoate kyselina heptadekanová kyselina heptadecylová 
11,875 Me: 2-hydroxyhexadecanoate kyselina 2-hydroxyhexadekanová   
12,428 Me: cis-9,12-octadecadienoate  cis-9,12-oktadekadienová kyselina linolová 
12,491 Me: cis-9-octadecanoate kyselina cis-9-oktadecenová  kyselina olejová 
12,565 Me: trans-9-octadecanoate kyselina trans-9-oktadecenová  kyselina elaidová 
12,785 Me: octadecanoate kyselina oktadekanová kyselina stearová 

13,83 Me: cis-9, 10-methyleneoctadecanoate kyselina cis.9,10-methylenoktadekonová   
14,022 Me: nonadecanoate kyselina nonadekanová   
15,318 Me: eicosanoate kyselina eikosanová kyselina arachová 

 
Tabulka č. 30:     
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 LPS 

 
Obrázek č. 39: Plynový chromatogram č.2 
 

N2 

 
Obrázek č. 40: Plynový chromatogram č.3 
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Retenční časy a integrované plochy píků 
Methyl estery mastných 

kyselin Retenční 
čas 

LPS 
plochy 

LPS 
procenta 

ploch 
Retenční 
čas 

N2 
plochy 

N2 
procenta 
ploch 

3-hydroxydodecanoate 7,854 453088 4,459 7,851 352384 8,617 
13-methyltetradecanoate 9,141 137553 1,354 9,142 54946 1,344 
pentadecanoate 9,546 373857 3,679 9,543 269754 6,596 
cis-9-hexadecanoate 10,341 109642 1,079 10,345 42492 1,039 
hexadecanoate 10,54 1504471 14,806 10,542 546121 13,354 
15-methylhexadecanoate 11,218 167567 1,649 11,211 87868 2,149 
cis-9,10-
methylenehexadecanoate 11,484 544147 5,355 11,484 264227 6,461 
cis- 9,12 octadecadienoate 12,436 687603 6,767 12,436 135770 3,320 
cis-9-octadecanoate 12,499 770240 7,580 12,499 238136 5,823 
trans-9-octadecanoate 12,563 2613579 25,720 12,566 1195450 29,232 
octadecanoate 12,79 2799794 27,553 12,792 902405 22,066 

 
Tabulka č. 31: Retenční časy, integrované plochy píků mastných kyselin. 
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Graf č.14: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin ulinie LPS a N2. 

Plynová chromatografie ukázala změnu některých mastných kyselin. Zajímavé jsou změny 

cis-9,12 octadecadienoate (kyselina linolová), cis-9-octadecanoate (kyselina olejová), trans-9-

octadekanoate (kyselina elaidová), octadekanoate (kyselina stearová) 
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Procentuální zastoupení integrovaných ploch - LPS
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Graf č. 15: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin u linie LPS 

Procentuální zastoupení integrovaných ploch - N2
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Graf č. 16: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin u line N2 
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Výsledky plynové chromatografie 2. měření 

 

 
 

Obrázek č. 41: Plynový chromatogram č.4 
 

N2 

 
 

Obrázek č. 42: Plynový chromatogram č.5 
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Měření pouze LPS 
 

 
 
Obrázek č. 43: Plynový chromatogram č.6 
 
 

Měření OP50 

 
 
Obrázek č. 44: Plynový chromatogram č.7 
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  Retenční časy a integrované plochy píků, měření 1.  
Methyl estery mastných 
kyselin 

Retenční 
časLPS 

Plocha 
LPS 

Faktor 
F 

Plocha 
LPS*F 

Retenční 
čas N2 

Plocha 
 N2 

Faktor 
F 

Plocha N2 
N2*F 

Procenta 
LPS 

Procenta 
N2 

decanoate 1,875 17448,000 1,013 17683,306 1,867 12576,000 1,013 12745,602 21,775 15,224 
 Nelze identifikovat 2,137 3309,000 1,013 3353,626 2,129 3667,000 1,013 3716,454 4,130 4,439 
undecanoate 2,354 6484,000 1,013 6571,444 2,346 9012,000 1,013 9133,537 8,092 10,909 
dodecanoate 2,870 4474,000 1,013 4534,337 2,863 3429,000 1,013 3475,244 5,584 4,151 
hexadecanoate 10,637 19867,000 1,013 20134,929 10,622 15877,000 1,013 16091,120 24,794 19,220 
cis-9,10 
methylenehexadecanoate 11,558 4885,000 1,013 4950,880 11,543 13378,000 1,013 13558,418 6,096 16,195 
trans-9-octadecanoate 12,568 11748,000 1,013 11906,435 12,553 9658,000 1,013 9788,249 14,662 11,692 
octadecanoate 12,852 11913,000 1,013 12073,661 12,837 15010,000 1,013 15212,427 14,867 18,170 
vnitřní standard, 
nonadecanoic acid 14,097 102129,000 1,013  14,087 100770,000 1,013      

  

součet 
ploch, 
procent     184714,946       185850,051 100,000 100,000 

 
Tabulka č. 32: 
 

  Retenční časy a integrované plochy píků, měření 2 
Methyl estery mastných 
kyselin 

Retenční 
časLPS Plocha LPS 

Faktor 
F 

Plocha 
LPS*F 

Retenční 
čas N2 Plocha N2 

Faktor 
F 

Plocha N2 
N2*F 

Procenta 
LPS 

Procenta 
N2 

decanoate 1,875 14754,000 1,071 15806,662 1,867 13437,000 1,071 14395,698 23,249 17,498 
 Nelze identifikovat 2,137 4270,000 1,071 4574,654 2,129 3667,000 1,071 3928,632 6,728 4,775 
undecanoate 2,354 7783,000 1,071 8338,298 2,346 8633,000 1,071 9248,944 12,264 11,242 
dodecanoate 2,870 3278,000 1,071 3511,877 2,863 3105,000 1,071 3326,534 5,165 4,043 
hexadecanoate 10,637 11538,000 1,071 12361,208 10,622 8298,000 1,071 8890,042 18,181 10,806 
cis-9,10 
methylenehexadecanoate 11,558 2512,000 1,071 2691,225 11,543 13529,000 1,071 14494,262 3,958 17,618 
trans-9-octadecanoate 12,568 7997,000 1,071 8567,567 12,553 8019,000 1,071 8591,136 12,601 10,442 
octadecanoate 12,852 11330,000 1,071 12138,368 12,837 18104,000 1,071 19395,677 17,853 23,575 
vnitřní standard, 
nonadecanoic acid 14,097 106778,000 1,071   14,087 99667,000 1,071       

  

součet 
ploch, 
procent     67989,861       82270,924 100,000 100,000 

 
Tabulka č. 33: 
 

  Retenční časy a integrované plochy píků, měření 3. 
Methyl estery mastných 
kyselin 

Retenční 
časLPS Plocha LPS 

Faktor 
F 

Plocha 
LPS*F 

Retenční 
čas N2 Plocha N2 

Faktor 
F 

Plocha N2 
N2*F 

Procenta 
LPS 

Procenta 
N2 

decanoate 1,875 12960,000 0,571 7404,776 1,867 22921,000 0,571 13096,055 24,491 24,874 
 Nelze identifikovat 2,137 4728,000 0,571 2701,372 2,129 5019,000 0,571 2867,637 8,935 5,447 
undecanoate 2,354 8967,000 0,571 5123,351 2,346 10419,000 0,571 5952,960 16,945 11,307 
dodecanoate 2,870 3688,000 0,571 2107,162 2,863 2891,000 0,571 1651,791 6,969 3,137 
hexadecanoate 10,637 7362,000 0,571 4206,324 10,622 12552,000 0,571 7171,663 13,912 13,621 
cis-9,10 
methylenehexadecanoate 11,558 1212,000 0,571 692,484 11,543 13743,000 0,571 7852,148 2,290 14,914 
trans-9-octadecanoate 12,568 7704,000 0,571 4401,728 12,553 16002,000 0,571 9142,842 14,558 17,365 
octadecanoate 12,852 6297,000 0,571 3597,830 12,837 8603,000 0,571 4915,377 11,900 9,336 
vnitřní standard, 
nonadecanoic acid 14,097 107135,000 0,571   14,087 187510,000 0,571       

  

součet 
ploch, 
procent     30235,027       52650,473 100,000 100,000 

 
Tabulka č. 34: V tabulkách jsou uvedeny retenční časy a integrované plochy LPS linie a N2 

linie, měření probíhalo v tripletech. Do výpočtu procentuálního zastoupení mastných kyselin 

byl zahrnut faktor spočítaný podílem integrovaných ploch vnitřního standardu kyseliny 

nonadekanové.  
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Vyhodnocení LPS 
Methyl estery mastných 
kyselin 

retenční 
čas 

LPS 1 
měření 

LPS 2. 
měření 

LPS 3. 
měření Průměr 

Směrodatná 
odchylka 

1/2 směr. 
odch.  

decanoate 1,875 21,775 23,249 24,491 23,171 2,322 1,161 
 Nelze identifikovat 2,137 4,130 6,728 8,935 6,598 2,738 1,369 
undecanoate 2,354 8,092 12,264 16,945 12,434 5,087 2,544 
dodecanoate 2,87 5,584 5,165 6,969 5,906 0,944 0,472 
hexadecanoate 10,637 24,794 18,181 13,912 18,962 5,016 2,508 
cis-9,10 
methylenehexadecanoate 11,558 6,096 3,958 2,290 4,115 1,827 0,913 
trans-9-octadecanoate 12,568 14,662 12,601 14,558 13,940 1,555 0,778 
octadecanoate 12,852 14,867 17,853 11,900 14,873 2,545 1,272 

  
Vyhodnocení N2 

Methyl estery mastných 
kyselin 

retenční 
čas 

N2 1. 
měření 

N2 2. 
měření 

N2 3. 
měření Průměr 

Směrodatná 
odchylka 

1/2 směr. 
odch.  

decanoate 1,867 15,224 17,498 24,874 19,198 5,045 2,522 
 Nelze identifikovat 2,129 4,439 4,775 5,447 4,887 0,513 0,256 
undecanoate 2,346 10,909 11,242 11,307 11,153 0,213 0,107 
dodecanoate 2,863 4,151 4,043 3,137 3,777 0,557 0,278 
hexadecanoate 10,622 19,220 10,806 13,621 14,549 4,283 2,142 
cis-9,10 
methylenehexadecanoate 11,543 16,195 17,618 14,914 16,242 1,353 0,676 
trans-9-octadecanoate 12,553 11,692 10,442 17,365 13,166 3,689 1,845 
octadecanoate 12,837 18,170 23,575 9,336 17,027 7,188 3,594 

 
Tabulka č. 35: Souhrnná tabulka integrovaných ploch vyjádřených v procentech, z průměrných 

hodnot LPS linie a N2 linie byly vytvořeny dolní tři grafy. Mastnou kyselinu, u které není uveden 

název jsme nedokázali identifikovat.  
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Graf č. 17: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin ulinie LPS a N2 

(druhé měření). Došlo ke změnám v zastoupení mastných kyslein hexadecanoate (kyselina 

palmitová) a cis-9, 10 methylenehexadecanoate (kyselina cis.9,10-methylenoktadekonová 
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Procentuální zastoupení integrovaných ploch - N2
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 Graf č. 18: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin u linie LPS 
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 Graf č. 19: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin u linie N2 
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Procentuální zastoupení mastných kyselin OP50
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               Graf č. 20: Procentuální zastoupení mastných kyselin v bakteriální kultuře Escherichia 

coli OP50. 
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    Graf č. 21: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin v 

bakteriální kultuře Escherichia coli OP50. 
 

Retenční časy a integrované plochy píků, OP50 

Methyl estery mastných kyselin 
Retenční 
čas Naměřená plocha Procenta ploch 

decanoate 1,875 13726 29,938 
undecanoate 2,354 6885 15,017 
hexadecanoate 10,652 9239 20,151 
octadecanoate 12,852 15998 34,894 

 
Tabulka č. 36: V tabulce jsou zobrazeny retenční časy, integrované plochy píků a vypočítané 

procentuální zastoupení ploch u bakteriálních mastných kyselin.  
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Procentuální zastoupení mastných kyselin pouze LPS
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  Graf č. 22: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin u 

lipopolysacharidu 
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Graf č. 23: Procentuální zastoupení integrovaných ploch mastných kyselin u 
lipopolysacharidu 
 
 

Retenční časy a integrované plochy píků, pouze LPS 
Methyl estery mastných kyselin Pouze LPS  Naměřená plocha Procenta ploch 
decanoate 1,875 15769 20,870 
undecanoate 2,354 9297 12,304 
hexadecanoate 10,652 15902 21,046 
octadecanoate 12,852 20337 26,915 

        Tabulka č. 37: V tabulce jsou zapsány retenční časy, integrované plochy píků a vypočítané    

procentuální zastoupení ploch u komerčního lipopolysacharidu 
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Diskuze 

Experimenty provedené v rámci diplomové práce prokázaly vliv lipopolysachardu 

Pseudomonas aeruginosa 10 na vitalitu, metabolismus a vývoj mnohobuněčného organismu 

Caenorhabditis elegans.  

Autofluorecence střeva odráží vitalitu organismu. Autofluorescenci způsobují 

molekuly lipofuscinu, oxidované lipidy, proteiny a sacharidy. Tyto molekuly se hromadí 

v lysosomech. Mění se se stářím organismu. V době reprodukce není akumulace pigmentů 

příliš vysoká, zvyšuje se po reprodukci. U starších jedinců se pigment akumuluje až pětkrát 

rychleji než u mladších jedinců (Gerstbrein, Stamatas et al. 2005).  Tento fakt ukazují i naše 

výsledky. Autofluorescence je závislá na teplotě inkubace, při 16°C je mnohem nižší než při 

20°C. Vzhledem ke stáří organismu se autofluorescence zvyšuje u kontrolní linie N2, ale i u 

linie inkubované s LPS. Jestliže porovnáváme průběh vzniku autofluorescence během vývoje 

linií, jsou divergentního charakteru. Se stářím organismů se projevuje statisticky významný 

rozdíl, kontrolní N2 linie má významně vyšší autofluorescenci (obrázek č. 2).  

 Histologická barvení pomocí fluorescenční barvy Nile red (obrázek č. 25) a Oil red 

obrázek č. 27) prokázala statisticky významné snížení neutrálních tuků u linie inkubované s 

LPS. Největší rozdíl je zaznamenán u L4 stadia, proto jsme toto stadium používali i k dalším 

experimentům.   

 Lipidy se ukládají v granulech. Při snížení exprese nebo RNA interferenci genů, které 

se účastní β-oxidace, dochází k nadměrné akumulaci lipidů v granulech. Histologická barvení 

Nile red mají intenzivní fluorescenci oproti kontrole (Van Gilst, Hadjivassiliou  et al. 2005). 

V našich experimentech však pozorujeme opačný fenotyp u linie LPS. Je proto možné 

uvažovat, že tento nález může spočávat v aktivaci katabolismu lipidů a indukci β-oxidace v 

mitochondriích. Nedochází tak ke střádání lipidů v granulárních kompartmentech.  

 Zřejmě dochází k ukládání energie ve formě glykogenu (obrázek č. 28). Je 

pozorovatelné hromadění granul ve střevě, kde předpokládáme hromadění lipopolysacharidu. 

 Zvýšení volných kyslíkových radikálů jsme potrvdili histologickým barvením a 

pozorováním pod fluorescenčním mikroskopem (obrázek č. 29). K ověření validity tohoto 

výsledku by bylo nutné pokus opakovat nezávislou metodou, například změřením absorbance 

v mikrotitrační destičce fluorescenční readru.  

 Lipopolysacharid reguluje expresi některých kandidátních genů v závislosti na délce 

inkubace a koncentraci LPS (graf č. 9). Mění se exprese genů kretain kinázy F44G3.2.1, lys-

5, clec-60, clec-71 a hsp-70. Překvapivě se němění exprese genů tol-1, ostatních lysozymů, 
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proteinů vázajících lipidy a lipopolysacharid. Nemá vliv ani na expresi proteinů klaudinu clc-

1, který je v těsných spojích při apikální doméně.  

 Geny, u kterých se mění exprese, byly studovány po inkubaci s vybranými 

komponenty molekuly lipopolysacharidu. Glukosa a galaktosa zachovává trend snížení 

exprese kreatin kinázy F44G3.2.1 stejně jako u dalších komponent, tak i u kompletního 

lipopolysacharidu. Glukosa a galaktosa nemění expresi genů z rodiny C-typy lektinů ani lys-

5. N-acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin mění expresi z rodiny C-type lectinů. Samotný 

lipid A mění expresi C-type lektinů a lys-5, což je překvapivé. Předpokládali jsme regulace C-

type lectinů především sacharidovými složkami lipopolysacharidu, avšak regulace se 

potvrdila i u lipidových složek. Vybrané komponenty lipopolysacharidu mají aditivní účinek 

na expresi C-type lektinů a lys-5 vzhledem k regulaci samotným lipopolyscharidem (graf č. 

10). Výsledky take ukázaly na možný aditivní efekt, který by mohl odrážet komplexní 

regulaci složenou ze dvou nebo vice regulačních drah 

Došli jsme k závěru, že C-typy lektinů nejsou regulované galaktosou a glukosou. Naše 

výsledky korelují se studií vazebné specifity rekombinantního proteinu CLEC-79 k 

sacharidům, která vyvrátila jeho vazbu na sacharidy galaktosu a laktosu. Naopak byla 

potvzena vazba na manosu, sacharosu a glykoproteiny obsahující N-glykany (Takeuchi, 

Sennari et al. 2008).  

 Při expozici organismu Caenorhabditis elegans k lipopolysacharidu o endotoxinové 

jednotce 2,5 krát vyšší dochází k uhynutí ¾ organismů během několika hodin. Organismy 

jsou silně paralyzované, brzy dochází k degradaci tkáně a k celkové lyzi organismu (obrázek 

č. 30). Neznáme přesný mechanismus působení, avšak předpokládáme vliv na nervovou, 

svalovou a trávicí soustavu. Je možné působení na póry v kutikule a zamezení příjmu kyslíku.  

 Při dalším pokusu jsme nechali narůst OP50 s LPS přes noc a později přidali L1 stadia 

Caenorhabditis elegans. Některé organismy, které přežily do dalšího dne, měly změny v 

morfologii těla (obrázek č. 32). Měření délky těla prokázalo změny ve vývoji (graf č. 11). 

Zůstává zachovaný trend snížení neutrálních tuků. U dospělců bylo kladení a vývoj embryí 

oddálen o 6 hodin (obrázek č. 33). Druhá generace u LPS linie byla také opožděna ve vývoji, 

zatímco linie LPS měla stále embrya, kontrolní linie N2 měla vylíhlé larvy ve stadiu L1 

(obrázek č. 34). Po 25 hodinách se linie lišila o 1 stadium (obrázek č. 35) což dokládá 

zpomalení vývoje způsobené exposicí LPS. 

Tenkovrstevnou chromatografií jsme provedli rozdělení lipidů podle polarity. Na 

chromatografu neutrálních lipidů je viditelné snížení monoacylglyceridů oproti linii LPS 
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(obrázek č. 36). Nejvíce zastoupené jsou triacylglyceridy u Caenorhabditis elegans z 40-55% 

lipidů.  

Na chromatografu fosfolipidů nejsou zřetelné žádné změny (obrázek č. 37). Udává se 

zastoupení fosfatidylethanolaminu z 55%, fosfatidylcholin z 32%, sfingomyelin z 8% a 

cardiolipin fosfatidylinositol, lysofosfatidylcholin z 5% z fosoflipidů. Těmto údajům se 

přibližuje výsledek TLC fosfolipidů zjištěny v našich experimentech.   

(http://www.wormbook.org/chapters/www_obesity/obesity.html#sec2) 

 Analýza složení lipidů pomocí plynové chromatografie ukázala na významné snížení 

procentuálního zastoupení mastných kyselin: kyseliny 3-hydroxydodekanové kyseliny a 

pentadekanové, naopak došlo ke zvýšení zastoupení kyseliny linolové (cis-9,12 

oktadekadienové) u organismů inkubovaných na LPS. Dále jsme zaznamenali mírné snížení 

kyseliny  elaidové (trans-9 oktadekanové) a mírné zvýšení kyseliny olejové (cis-9 

oktadekanové) a stearové (oktadekanové) (tabulka č.31, graf č. 14).  

 Je možné uvažovat, že tyto změny mohou mít další regulační důsledky. Kyselina 

linolová je nenasycená mastná kyselina. Tato mastná kyselina je prekurzorem pro kyselinu 

arachidonovou. Pomocí enzymu ∆6 desaturázy se kyselina linolová konvertuje na kyselinu γ-

linolenovou, která se dalšími kroky enzymaticky mění v kyselinu arachidonovou. Kyselina 

arachidonová je přítomna ve fosfolipidech v buněčné membráně. Deriváty kyseliny 

arachidonové, prostaglandiny, leukotrieny, tromboxany s patologickými projevy při 

alergických reakcích. Kyselina linolová, γ-linolenová a arachidonovoá jsou pro člověka 

esenciální oproti hmyzu nebo nematodám, kteří jsou schopny  je syntetizovat.  

Ve studii byla transformovaná cDNA Caenorhabditis elegans kódující enzym ∆12 

desaturázy, fat-2, kvasinkám Saccharomyces cerevisiae, kde se prokázala akumulace kyseliny 

linolové. Protože se nenasycené mastné kyseliny akumulují do fosfolipidů v membránách, 

zvyšuje se jejich fluidita a odolnost vůči oxidativnímu stresu. U transformovaných kvasinek 

se tak děje za každé teploty (Peyou-Ndi, Watts et al. 2000). 

 Podobný mechanismu by se mohl uplatnit take v našich experimentech inkubace 

Caenorhabditis elegans s LPS. Mohlo by se jednat o akumulaci nenasycené mastné kyseliny 

linolové, kterou se může konvertovat v další nenasycené mastné kyseliny a může být využita 

v regulaci fluiditu v buněčných membránách a chránit tak proti případnému oxidativnímu 

stresu. Níže uvedené schéma ukazuje teoretickou regulaci metabolismu nenasycených 

mastných kyselin pomocí lipopolysacharidu.  

  

 

http://www.wormbook.org/chapters/www_obesity/obesity.html#sec2
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Schéma ukazuje teoretickou regulaci metabolismu kyseliny linolové. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek č. 45: modifikováno (Shmookler Reis, Xu et al. 2011) 

   Kyselina  
   oktadekanová 
    (stearová) 18:0 

   Kyselina  
   Cis-9 oktadekanová 
    (olejová) 18:1∆9(n-9) 

   Kyselina  
   Cis-9,12 oktadekadienová 
    (linolová) 18:2∆9,12(n-6) 

Kyselina cis-9,12,15-
oktadekatrienová 
 (α-linolenová) 
18:3∆9,12,15(n-3) 

Kyselina  
cis-6,9,12-oktadekatrienová 
(γ-linolenová)  
18:3∆6,9,12(n-6) 

Kyselina  
cis-8,11,14-Eikosatrienová  
Dihomo γ-linolenová 
20:3∆8,11,14 (n-6) 

Kyselina  
cis-5,8,11,14-eikosatetraenová 
(arachidonová) 
20:4∆5,8,11,14 (n-6) 

∆ 9 desaturáza 
fat-6, fat-7 

∆ 12 desaturáza 
fat-2 

fat-1 ∆ 6 desaturáza 
fat-3 

elongáza 
elo-1,2 

∆ 5 desaturáza 
fat-4 
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 Při druhém experiment s použitím plynové chromatografie jsme prokázali až čtyřkrát 

snížené procentuální zastoupení mastné kyseliny cis-9,10 methylenehexadekanové (obrázek č. 

17). Tento pokus byl měřen v tripletech, které ukázaly shodnou tendenci. Tato mastná 

kyselina je zastoupená v bakterii E.coli, avšak byla detekovaná v tkáních bohatých na 

mitochondrie, v srdci a játrech u skotu a krys (Sakurada, Iwase et al. 1999). V našich 

pokusech případný vliv E.coli OP50 můžeme vyloučit. V plynové chromatografii pík pro 

kyselinu cis-9,10 methylenehexadekanové nebyl analyzován (obrázek č. 44).   

Měření plynové chromatografie probíhalo na Ústavu kvasné chemie a bioinženýrství 

Vysoké školy chemicko-technologické v Praze. Prvním měřením jsme prokázali změny v 

zastoupení mastných kyselin u LPS linie v porovnání s kontrolou N2. Druhé měření probíhalo 

v tripletech. Ke vzorkům byl přidán vnitřní standard, který jsme zahrnuli do výpočtů. Při 

druhém měření jsme zaznamenali problémy. Získali jsme odlišné plynové chromatogramy, s 

menším obsahem píků mastných kyselin. Příprava vzorků druhého měření byla totožná s 

prvním měřením, byl zachován protokol nastavení plynového chromatografu. Na analýze 

mastných kyselin pomocí plynového chromatografu nadále intenzivně pracujeme a 

standardizujeme tuto metodu.   

 

 

Závěr: 

 V rámci diplomové práce jsme zkoumali vliv lipopolysachardiu a jednotlivých 

komponent na mnohobuněčný organismus Caenorhabditis elegans. Prokázali jsme regulaci 

genů z rodiny C-typy lektinů lipopolysacharidem. Vliv lipidové složky lipopolysacharidů a N-

acetylglukosaminu a galaktosaminu má aditivní účinek v expresi genů C-typy lektinů, 

zatímco sacharidové komponenty neregulují tuto skupinu genů.  

 Lipopolysacharid má vliv na metabolismus lipidů. Dochází ke snížení neutrálních 

tuků. Plynová chromatografie prokázala zvýšení zastoupení nenasycených mastných kyselin, 

zejména kyseliny linolové.  

 Se zvyšující se endotoxinovou jednotkou lipopolysacharidu se mění vitalita, 

morfologie a vývoj organismu Caenorhabditis elegans. Vývojové změny přetrvávají do další 

generace.   
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Příloha 
 
 
 

Vývoj embrya 
 

 
Obrázek č: 46: Vývoj embrya 
http://www.wormclassroom.org (25.8.2011) 
 
 
 
 
 

http://www.wormclassroom.org
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Vývoj embrya v čase 

 
   Obrázek č. 47: Vývoj embrya v čase              http://wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html (25.8.2011) 

 

http://wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/Introframeset.html
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Způsob vyhodnocení fluorescence naměřených v programu ImageJ 1.43u. 
 

 
 
                 Obrázek č. 48: Ukázka naměřených hodnot v programu ImageJ 
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Výstupní naměřená data 

 
Tabulka č. 38: 
 
Tučně označené hodnoty označují fluorescenční body, slabě značené hodnoty jsou naměřená pozadí.  
 
 
 
 
 

Měření fluorescence NR LPS linie  Měření fluorescence NR N2 linie 
  Plocha hodnota min max    Plocha Hodnota Min.  Max.  
1 0.166 11,734 11,000 13,000  1 0.181 13,074 12,000 14,000 
2 0.210 11,778 11,000 13,000  2 0.203 13,383 12,000 15,000 
3 0.160 11,338 11,000 12,000  3 0.219 14,006 13,000 15,000 
4 0.939 47,309 13,000 253,000  4 0.985 57,743 15,000 253,000 
5 0.297 11,021 10,000 12,000  5 0.332 13,183 11,000 18,000 
6 0.207 10,974 10,000 12,000  6 0.336 12,306 11,000 14,000 
7 0.209 11,602 11,000 13,000  7 0.319 12,253 11,000 13,000 
8 0.957 26,974 12,000 109,000  8 0.857 54,882 15,000 253,000 
9 0.238 11,380 11,000 12,000  9 0.199 11,648 11,000 13,000 

10 0.223 11,804 11,000 13,000  10 0.328 12,076 11,000 13,000 
11 0.255 11,027 10,000 12,000  11 0.259 11,957 11,000 13,000 
12 0.878 34,245 14,000 139,000  12 0.938 90,643 14,000 253,000 
13 0.200 10,284 9,000 12,000  13 0.202 11,129 10,000 12,000 
14 0.162 11,110 10,000 13,000  14 0.351 11,069 10,000 12,000 
15 0.139 10,994 10,000 12,000  15 0.283 12,324 11,000 16,000 
16 0.827 30,719 11,000 195,000  16 0.992 88,708 14,000 253,000 
17 0.311 11,014 10,000 12,000  17 0.365 12,119 11,000 13,000 
18 0.256 10,419 9,000 12,000  18 0.316 10,992 10,000 12,000 
19 0.348 10,996 10,000 12,000  19 0.368 12,026 11,000 13,000 
20 0.935 24,999 13,000 119,000  20 0.949 93,362 14,000 253,000 
21 0.172 14,379 13,000 16,000  21 0.309 14,131 13,000 21,000 
22 0.374 14,591 13,000 16,000  22 0.312 14,248 13,000 15,000 
23 0.270 14,079 13,000 16,000  23 0.247 14,057 13,000 15,000 
24 0.672 33,578 15,000 152,000  24 0.947 41,142 14,000 221,000 
25 0.174 12,269 11,000 13,000  25 0.148 12,209 11,000 14,000 
26 0.158 12,883 11,000 14,000  26 0.191 11,985 11,000 13,000 
27 0.157 13,193 12,000 14,000  27 0.247 12,110 11,000 13,000 
28 0.778 40,021 14,000 253,000  28 0.949 45,288 12,000 253,000 
29 0.359 10,820 10,000 12,000  29 0.429 13,043 12,000 14,000 
30 0.378 10,022 9,000 11,000  30 0.374 13,370 12,000 15,000 
31 0.205 10,992 10,000 12,000  31 0.209 12,976 12,000 14,000 
32 0.808 36,435 12,000 191,000  32 0.968 46,416 13,000 253,000 
33 0.278 10,964 10,000 12,000  33 0.223 12,414 11,000 16,000 
34 0.225 9,994 9,000 11,000  34 0.228 12,017 11,000 13,000 
35 0.294 10,996 10,000 12,000  35 0.223 12,221 11,000 19,000 
36 0.807 48,349 12,000 253,000  36 0.943 53,986 15,000 253,000 
37 0.291 10,037 9,000 11,000  37 0.473 11,084 10,000 12,000 
38 0.286 10,168 9,000 11,000  38 0.252 11,974 11,000 13,000 
39 0.369 10,946 10,000 12,000  39 0.258 11,618 11,000 13,000 
40 0.836 31,114 13,000 139,000  40 1.025 52,188 13,000 253,000 
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Vyhodnocení naměřených dat pro experimentální linii LPS a kontrolní linii N2 
 
 

LPS linie 
Naměřená 
hodnota Průměrná hodnota pozadí 

Odečtené 
pozadí 

47,309 11,617 35,692 
26,974 11,199 15,775 
34,245 11,404 22,841 
30,719 10,796 19,923 
24,999 10,810 14,189 
33,578 14,350 19,228 
40,021 12,782 27,239 
36,435 10,611 25,824 
48,349 10,651 37,698 
31,114 10,384 20,730 

  Průměrná hodnota pro LPS linii 23,914 
  Směrodatná odhylka 7,842 
  1/2 směrodatné odchylky 3,921 
   

N2 linie 
Naměřená 
hodnota Průměrná hodnota pozadí 

Odečtené 
pozadí 

57,743 13,488 44,255 
54,882 12,581 42,301 
90,643 11,894 78,749 
88,708 11,507 77,201 
93,362 11,712 81,650 
41,142 14,145 26,997 
45,288 12,101 33,187 
46,416 13,130 33,286 
53,986 12,217 41,769 
52,188 11,559 40,629 

  Průměrná hodnota pro LPS linii 50,002 
  Směrodatná odhylka 20,836 
  1/2 směrodatné odchylky 10,418 

         Tabulka č. 39: 
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Graf č. 24: Z vypočítaných průměrných hodnot sestrojímegraf a porovnáváme statistickou  
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RT-PCR vybrných genů z imunity Caenorhabditis elegans 

1) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L7018- 108K4033 

Konečná koncentrace lipopolysacharidu byla 4,1 mg/33ml na velkou Petriho misku 

(průměr 9 cm ). Endotoxinová jednotka deklarovaná  certifikátem je 4 800 000EU/4MG.  

Inkubace linií probíhala při pokojové teplotě po dobu 24 hodin. Za těchto zvolených 

podmínek jsme nezaznamenali žádné změny v expresi genů  

 

Naměřená data 1. měření 
530     cP       630     cP     

True 1 Lps iLys-3 27,95   0   True 1 Lps iLys-3 27,97   0 
True 2 Lps Lys-5 28,32   0   True 2 Lps Lys-5 28,4   0 
True 3 Lps CLEC-60 28,79   0   True 3 Lps CLEC-60  28,76   0 
True 4 Lps CLEC-60 30   0   True 4 Lps CLEC-60  30   0 
True 5 Lps CLEC-71 28,32   0   True 5 Lps CLEC-71 28,32   0 
True 6 Lps ABF-2 24,64   0   True 6 Lps ABF-2 24,59   0 
True 7 Lps Gst-38 25,58   0   True 7 Lps Gst-38 25,58   0 
True 8 Lps F44G3.2.1 a 24,78   0   True 8 Lps F44G3.2.1 a 24,76   0 
True 9 Lps F44G3.2.1 b 24,81   0   True 9 Lps F44G3.2.1 b 24,8   0 
True 10 LPS AMA-1 a     0   True 10 LPS AMA-1 a 23,84   0 
True 11 LPS AMA-1 b     0   True 11 LPS AMA-1 b 23,97   0 
True 12 LPS AMA-1 c     0   True 12 LPS AMA-1 c 23,81   0 
True 13 N2 iLys-3 29,28   0   True 13 N2 iLys-3 29,26   0 
True 14 N2 Lys-5 29,89   0   True 14 N2 Lys-5 29,69   0 
True 15 N2 CLEC-60 29,63   0   True 15 N2 CLEC-60 29,61   0 
True 16 N2 CLEC-60 31,02   0   True 16 N2 CLEC-60 30,99   0 
True 17 N2 CLEC-71 29,83   0   True 17 N2 CLEC-71 29,88   0 
True 18 N2 ABF-2 26,26   0   True 18 N2 ABF-2 26,39   0 
True 19 N2 Gst-38 26,62   0   True 19 N2 Gst-38 26,61   0 
True 20 N2 F44G3.2.1 a 25,73   0   True 20 N2 F44G3.2.1 a 25,75   0 
True 21 N2 F44G3.2.1 b 25,61   0   True 21 N2 F44G3.2.1 b 25,61   0 
True 22 N2 AMA-1 a     0   True 22 N2 AMA-1 a 24,68   0 
True 23 N2 AMA-1 b     0   True 23 N2 AMA-1 b 25,73   0 
True 24 N2 AMA-1 c     0   True 24 N2 AMA-1 c 25,6   0 
True 25 Ntk iLys-3     0   True 25 Ntk iLys-3     0 
True 26 Ntk Lys-5     0   True 26 Ntk Lys-5     0 
True 27 Ntk CLEC-60      0   True 27 Ntk CLEC-60     0 
True 28 Ntk CLEC-60      0   True 28 Ntk CLEC-60     0 
True 29 Ntk CLEC-71     0   True 29 Ntk CLEC-71     0 
True 30 Ntk ABF-2     0   True 30 Ntk ABF-2     0 
True 31 Ntk F44G3.2 .1     0   True 31 Ntk F44G3.2.1      0 
True 32 Ntk AMA-1      0   True 32 Ntk AMA-1      0 
Tabulka č. 40: 
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Vypočtená data cP 1.měření 

  cDNA Gen cP mean factor 
calc. 
cP cP. Lps cP(N2)-cP(LPS) 

1 LPS iLys -3 27,970           
2 LPS Lys-5  28,350           
3 LPS CLEC-60 28,520           
4 LPS CLEC-60 29,910           
5 LPS CLEC-71  28,350           
6 LPS ABF-2  24,580           
7 LPS Gst-38  25,350           
8 LPS  F44G3.2.1 a 24,660           
9 LPS  F44 G3.2.1 b 24,580 24,620         

10 LPS  AMA-1 A 23,390           
11 LPS  AMA-1 B 23,790         Výsledek 
12 LPS  AMA-1 C 23,750 23,643 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 iLys-3  28,130 x0,974 0,974 27,409 27,970 -0,561 
14 N2 Lys-5  29,250 x0,974 0,974 28,501 28,350 0,151 
15 N2 CLEC-60 29,010 x0,974 0,974 28,267 28,520 -0,253 
16 N2 CLEC-60  30,500 x0,974 0,974 29,719 29,910 -0,191 
17 N2 CLEC-71  28,990 x0,974 0,974 28,247 28,350 -0,103 
18 N2 ABF-2  24,820 x0,974 0,974 24,184 24,580 -0,396 
19 N2 Gst-38  26,380 x0,974 0,974 25,704 25,350 0,354 
20 N2  F44G3.2.1 24,750           
21 N2  F44 G3.2.1 b 24,790 24,770 0,974 24,135 24,620 -0,485 
22 N2  AMA-1 A 24,200           
23 N2  AMA-1 B 24,330           
24 N2  AMA-1 C           ** 23,450 24,265 0,974 23,643 23,643 0,000 
25 ntk iLys-3              
26 ntk Lys-5              
27 ntk CLEC-60             
28 ntk CLEC-60             
29 ntk CLEC-71              
30 ntk ABF-2              
31 ntk  F44G3.2.1             
32 ntk  AMA-1              

  

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 23,643 
AMA-1 N2 24,265 
Faktor 0,974 

 

21
1

NAMA
LPSAMAFaktor =  

 

)())2(( LPScPfaktorNcPvýsledek −⋅=  

Tabulka č. 41 

 

 
 

)())2(( LPScPfaktorNcPvýsledek −⋅=  
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Naměřená data 2. měření 
530     cP       640     cP     

True 1 Lps iLys-3 27,97   0  True 1 Lps iLys-3 27,97   0 
True 2 Lps Lys-5 28,35   0  True 2 Lps Lys-5 28,6   0 
True 3 Lps CLEC-60 28,52   0  True 3 Lps CLEC-60 28,55   0 
True 4 Lps CLEC-60 29,91   0  True 4 Lps CLEC-60 29,84   0 
True 5 Lps CLEC-71 28,35   0  True 5 Lps CLEC-71 28,36   0 
True 6 Lps ABF-2 24,58   0  True 6 Lps ABF-2 24,62   0 
True 7 Lps Gst-38 25,35   0  True 7 Lps Gst-38 25,33   0 
True 8 Lps F44G3.2.1 a 24,66   0  True 8 Lps F44G3.2.1 a 24,66   0 
True 9 Lps F44G3.2.1 b 24,58   0  True 9 Lps F44G3.2.1 b 24,6   0 
True 10 LPS AMA-1 a     0  True 10 LPS AMA-1 a 23,39   0 
True 11 LPS AMA-1 b     0  True 11 LPS AMA-1 b 23,79   0 
True 12 LPS AMA-1 c     0  True 12 LPS AMA-1 c 23,75   0 
True 13 N2 iLys-3 28,13   0  True 13 N2 iLys-3 28,17   0 
True 14 N2 Lys-5 29,25   0  True 14 N2 Lys-5 29,07   0 
True 15 N2 CLEC-60 29,01   0  True 15 N2 CLEC-60 29,02   0 
True 16 N2 CLEC-60 30,5   0  True 16 N2 CLEC-60 30,54   0 
True 17 N2 CLEC-71 28,99   0  True 17 N2 CLEC-71 29,04   0 
True 18 N2 ABF-2 24,82   0  True 18 N2 ABF-2 27,72   0 
True 19 N2 Gst-38 26,38   0  True 19 N2 Gst-38 26,44   0 
True 20 N2 F44G3.2.1 a 24,75   0  True 20 N2 F44G3.2.1 a 24,78   0 
True 21 N2 F44G3.2.1 b 24,79   0  True 21 N2 F44G3.2. 1b 24,77   0 
True 22 N2 AMA-1 a     0  True 22 N2 AMA-1 a 24,2   0 
True 23 N2 AMA-1 b     0  True 23 N2 AMA-1 b 24,33   0 
True 24 N2 AMA-1 c     0  True 24 N2 AMA-1 c 23,45 * 0 
True 25 Ntk iLys-3     0  True 25 Ntk iLys-3     0 
True 26 Ntk Lys-5 34,14   0  True 26 Ntk Lys-5     0 
True 27 Ntk CLEC-60 [35.42]   0  True 27 Ntk CLEC-60     0 
True 28 Ntk CLEC-60     0  True 28 Ntk CLEC-60     0 
True 29 Ntk CLEC-71     0  True 29 Ntk CLEC-71     0 
True 30 Ntk ABF-2     0  True 30 Ntk ABF-2     0 
True 31 Ntk F44G3.2 .1 [28.58]   0  True 31 Ntk F44G3.2.1      0 
True 32 Ntk AMA-1      0  True 32 Ntk AMA-1      0 

Tabulka č. 42: 
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Vypočtená data cP 2.měření 

  cDNA Gen cP mean factor 
calc. 
cP cP. Lps N2-LPS 

1 LPS iLys-3  27,950           
2 LPS Lys-5  28,320           
3 LPS CLEC-60 28,790           
4 LPS CLEC-60 30,000           
5 LPS CLEC-71  28,320           
6 LPS ABF-2  24,640           
7 LPS Gst-38  25,580           
8 LPS  F4463.2 .1a 24,780           
9 LPS  F4463.2.1 b 24,810 24,795         

10 LPS  AMA-1 A 23,840           
11 LPS  AMA-1 B 23,970         Výsledek 
12 LPS  AMA-1 C 23,810 23,873 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 iLys-3  29,280 x0,930 0,930 27,236 28,320 -0,517 
14 N2 Lys-5  29,890 x0,931 0,930 27,803 28,790 -1,228 
15 N2 CLEC-60 29,630 x0,932 0,930 27,562 30,000 -1,145 
16 N2 CLEC-60 31,020 x0,933 0,930 28,855 28,320 -0,572 
17 N2 CLEC-71  29,830 x0,934 0,930 27,748 24,640 -0,213 
18 N2 ABF-2  26,260 x0,935 0,930 24,427 25,580 -0,818 
19 N2 Gst-38  26,620 x0,936 0,930 24,762     
20 N2  F4463.2.1 a 25,730       24,795 -0,917 
21 N2  F4463.2.1 b 25,610 25,670 0,930 23,878     
22 N2  AMA-1 A 24,680 *         
23 N2  AMA-1 B 25,730       23,873 0,000 
24 N2  AMA-1 C 25,600 25,665 0,930 23,873     
25 ntk iLys-3              
26 ntk Lys-5              
27 ntk CLEC-60             
28 ntk CLEC-60             
29 ntk CLEC-71              
30 ntk ABF-2              
31 ntk  F4463.2.1             
32 ntk  AMA-1              

  
 

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 23,873 
AMA-1 N2 25,665 
Faktor 0,930 

Tabulka č. 43: 
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Naměřená data 3. měření 
530             640           

True 1 LPS Lys-1  20,26   0   True 1 LPS Lys-1  20,25   0 
True 2 LPS Lys-7  21,2   0   True 2 LPS Lys-7  21,17   0 
True 3 LPS Cri-1  28,48   0   True 3 LPS Cri-1  28,49   0 
True 4 LPS Cri-3  21,53   0   True 4 LPS Cri-3  21,53   0 
True 5 LPS Lbp-1  20,98   0   True 5 LPS Lbp-1  21,07   0 
True 6 LPS Lbp-7  23,76   0   True 6 LPS Lbp-7  23,76   0 
True 7 LPS F44G3.2.1  27,25   0   True 7 LPS F44G3.2.1  27,26   0 
True 8 LPS Gst-38 a 25,86   0   True 8 LPS Gst-38 a 25,85   0 
True 9 LPS Gst-38  b 25,78   0   True 9 LPS Gst-38 a 25,78   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0   True 10 LPS AMA-1 A 26,86   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0   True 11 LPS AMA-1 B 27,07   0 
True 12 LPS AMA-1 C     0   True 12 LPS AMA-1 C 27,06   0 
True 13 N2 Lys-1  19,73   0   True 13 N2 Lys-1 19,74   0 
True 14 N2 Lys-7  20,89   0   True 14 N2 Lys-7 20,91   0 
True 15 N2Cri-1  27,68   0   True 15 N2 Cri-1 27,67   0 
True 16 N2Cri-3  21,03   0   True 16 N2 Cri-3 21,01   0 
True 17 N2 Lpb-1  20,66   0   True 17 N2 Lbp-1 20,7   0 
True 18 N2 Lpb-7  23,42   0   True 18 N2 Lbp-7 23,33   0 
True 19 N2 F44G3.2.1  24,65   0   True 19 N2 F44G3.2.1 24,67   0 
True 20 Gst-38 a 25,62   0   True 20 N2 Gst-38 a 25,61   0 
True 21 Gst-38  b 25,59   0   True 21 N2 Gst-38 b 25,61   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0   True 22 N2 AMA-1 A 25,9   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0   True 23 N2 AMA-1 B 26,03   0 
True 24 N2 AMA-1 C     0   True 24 N2 AMA-1 C 26,18   0 
True 25 NTK Lys-1     0   True 25 NTK Lys-1     0 
True 26 NTK Lys-7 [31.75]   0   True 26 NTK Lys-7     0 
True 27 NTK Cri-1     0   True 27 NTK Cri-1     0 
True 28 NTK Cri-3     0   True 28 NTK Cri-3     0 
True 29 NTK Lbp-1   [4.22]   0   True 29 NTK Lbp-1     0 
True 30 NTK Lbp-7     0   True 30 NTK Lbp-7     0 
True 31 NTK F44G3.2.1     0   True 31 NTK F44G3.2.1     0 
True 32 NTK Gst-38-b 32,01   0   True 32 NTK Gst-38 32,02   0 

Tabulka č. 44: 
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Vypočtená data cP 3.měření 
  cDNA Gen cP mean factor calc. cP cP. Lps cP(N2)-cP(LPS) 
1 LPS Lys-1 20,260           
2 LPS Lys-7 21,200           
3 LPS Cri-1 28,480           
4 LPS Cri-3 21,530           
5 LPS Lbp-1 20,980           
6 LPS Lbp-7 23,760           
7 LPS F44G3.2.1 27,250           
8 LPS Gst-38 25,860           
9 LPS Gst-39 25,780 25,820         

10 LPS AMA-1 A 26,860           
11 LPS AMA-1 B 27,070           
12 LPS AMA-1 C 27,060 26,997 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 Lys-1 19,730 x 1,037 1,037 20,457 20,260 0,197 
14 N2 Lys-7 20,890 x 1,038 1,037 21,660 21,200 0,460 
15 N2 Cri-1 27,680 x 1,039 1,037 28,701 28,480 0,221 
16 N2 Cri-3 21,030 x 1,040 1,037 21,805 21,530 0,275 
17 N2 Lbp-1 20,660 x 1,041 1,037 21,422 20,980 0,442 
18 N2 Lbp-7 23,420 x 1,042 1,037 24,284 23,760 0,524 
19 N2 F44G3.2.1 24,650 x 1,043 1,037 25,559 27,250 -1,691 
20 N2 Gst-38 25,620           
21 N2 Gst-38 25,590 25,605 1,037 26,549 25,820 0,729 
22 N2 AMA-1 A 25,900           
23 N2 AMA-1 B 26,030           
24 N2 AMA-1 C 26,180 26,037   26,997 26,997 0,000 
25 ntk  Lys-1             
26 ntk  Lys-7             
27 ntk  Cri-1             
28 ntk  Cri-3             
29 ntk  Lbp-1             
30 ntk  Lbp-7             
31 ntk  F44G3.2.1             
32 ntk  Gst-38             
  

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 26,997 
AMA-1 N2 26,037 
Faktor 1,037 

 
Tabulka č. 45: 
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2) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L7018- 108K4033 

Konečná koncentrace lipopolysacharidu byla 17mg/10ml na malou Petriho misku 

(průměr 5,5 cm ). Endotoxinová jednotka udaná certifikátem je 20 400 000 EU/17MG. 

Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 probíhala 3 dny při 20°C. 

 

 

Naměřená data 1A.měření 
530             640           

True 1 LPS Lys-1  20,26   0   True 1 LPS Lys-1 7347/8 *29 20,25   0 
True 2 LPS Lys-7  21,2   0   True 2 LPS Lys-7 7349/50 *3 21,17   0 
True 3 LPS Cri-1 28,48   0   True 3 LPS Cri-1 7335/6 *56 28,49   0 
True 4 LPS Cri-3  21,53   0   True 4 LPS Cri-3 7357/8 *86 21,53   0 
True 5 LPS Lbp-1 20,98   0   True 5 LPS Lpb-1 7359/60 *7 21,07   0 
True 6 LPS Lbp-7  23,76   0   True 6 LPS Lpb-7 7361/2 *55 23,76   0 
True 7 LPS F44632  27,25   0   True 7 LPS F44632 7367/8 *113 27,26   0 
True 8 LPS Gst-38  25,86   0   True 8 LPS Gst-38 7351/2 *7 a 25,85   0 
True 9 LPS Gst-38  25,78   0   True 9 LPS Gst-38 7351/2 *7 b 25,78   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0   True 10 LPS AMA-1 A 26,86   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0   True 11 LPS AMA-1 B 27,07   0 
True 12 LPS AMA-1 C     0   True 12 LPS AMA-1 C 27,06   0 
True 13 N2 Lys-1 19,73   0   True 13 N2 lys-1 19,74   0 
True 14 N2 lys-7 20,89   0   True 14 N2 lys-7 20,91   0 
True 15 N2 Cri-1 27,68   0   True 15 N2 cri-1 27,67   0 
True 16 N2 Cri-3 21,03   0   True 16 N2 cri-3 21,01   0 
True 17 N2 Lbp-1 20,66   0   True 17 N2 lbp-1 20,7   0 
True 18 N2 Lbp-7 23,42   0   True 18 N2 lbp-7 23,33   0 
True 19 N2 F44G3.2.1 24,65   0   True 19 N2F44G3.2.1 24,67   0 
True 20 N2 Gst-38 25,62   0   True 20 N2 gst-38 25,61   0 
True 21 N2 Gst-38 25,59   0   True 21 N2 gst-38 25,61   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0   True 22 N2 AMA-1 A 25,9   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0   True 23 N2 AMA-1 B 26,03   0 
True 24 N2 AMA-1C     0   True 24 N2 AMA-1C 26,18   0 
True 25 NTK Lys-1     0   True 25 NTK Lys-1     0 
True 26 NTK Lys-7 [31.75]   0   True 26 NTK Lys-7     0 
True 27 NTK Cri-1     0   True 27 NTK Cri-1     0 
True 28 NTK Cri-3     0   True 28 NTK Cri-3     0 
True 29 NTK Lbp-1   [4.22]   0   True 29 NTK Lbp-1     0 
True 30 NTK Lbp-7     0   True 30 NTK Lbp-7     0 
True 31 NTK F44G3.2.1     0   True 31 NTK F44G3.2.1     0 
True 32 NTK Gst-38 32,01   0   True 32 NTK Gst-38 32,02   0 

Tabulka č. 46: 
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Vypočtená data cP 1A. měření 
. cDNA Gen cP mean factor cal. cP Lps cP cP(N2)-cP(LPS) 
1 LPS Lys-1  20,260           
2 LPS Lys-7  21,200           
3 LPS Cri-1  28,480           
4 LPS Cri-3  21,530           
5 LPS Lbp-1  20,980           
6 LPS Lbp-7  23,760           
7 LPS F44632 27,250           
8 LPS Gst-38  25,860           
9 LPS Gst-38  25,780 25,820         

10 LPS AMA-1 A 26,860           
11 LPS AMA-1 B 27,070         Výsledek 
12 LPS AMA-1 C 27,060 26,997 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 Lys-1 19,730 x1,037 1,037 20,457 20,260 0,197 
14 N3 Lys-7 20,890 x1,037 1,037 21,660 21,200 0,460 
15 N4 Cri-1 27,680 x1,037 1,037 28,701 28,480 0,221 
16 N5 Cri-3 21,030 x1,037 1,037 21,805 21,530 0,275 
17 N6 Lbp-1 20,660 x1,037 1,037 21,422 20,980 0,442 
18 N7 Lbp-7 23,420 x1,037 1,037 24,284 23,760 0,524 
19 N8 F44G3.2.1 24,650 x1,037 1,037 25,559 27,250 -1,691 
20 N9 Gst-38 25,620           
21 N10 Gst-38 25,590 25,605 1,037 26,549 25,820 0,729 
22 N11 AMA-1 A 25,900           
23 N12 AMA-1 B 26,030           
24 N13 AMA-1 C 26,180 26,037 1,037 26,997 26,997 0,000 
25 NTK NTK             
26 NTK NTK [31.75]           
27 NTK NTK             
28 NTK NTK             
29 NTK NTK   [4.22]           
30 NTK NTK             
31 NTK NTK             
32 NTK NTK 32,01           

  

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 26,997 
AMA-1 N2 26,037 
Faktor 1,037 

Tabulka č. 47: 

 

 

 

 

 

 

 



 120 

Naměřená data IB.měření 
530             640           

True 1 LPS Lys-1  20,53   0   True 1 LPS Lys-1  20,52   0 
True 2 LPS Lys-7  21,35   0   True 2 LPS Lys-7  21,32   0 
True 3 LPS Cri-1 28,58   0   True 3 LPS Cri-1 28,59   0 
True 4 LPS Cri-3  21,75   0   True 4 LPS Cri-3  21,74   0 
True 5 LPS Lbp-1 21,18   0   True 5 LPS Lbp-1 21,14   0 
True 6 LPS Lbp-7  23,72   0   True 6 LPS Lbp-7  23,69   0 
True 7 LPS Gst-38  26,08   0   True 7 LPS Gst-38  26,09   0 
True 8 LPS F44G3.2.1 27,42   0   True 8 LPS F44G3.2.1 27,43   0 
True 9 LPS F44G3.2.1 27,51   0   True 9 LPS F44G3.2.1 27,49   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0   True 10 LPS AMA-1 A 23,68   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0   True 11 LPS AMA-1 B 23,72   0 
True 12 LPS AMA-1 C     0   True 12 LPS AMA-1 C 23,59   0 
True 13 LPS Lys-1  19,77   0   True 13 LPS Lys-1  19,78   0 
True 14 LPS Lys-7  20,79   0   True 14 LPS Lys-7  20,83   0 
True 15 LPS Cri-1 27,53   0   True 15 LPS Cri-1 27,52   0 
True 16 LPS Cri-3  21,05   0   True 16 LPS Cri-3  21,04   0 
True 17 LPS Lbp-1 20,51   0   True 17 LPS Lbp-1 20,57   0 
True 18 LPS Lbp-7  23,46   0   True 18 LPS Lbp-7  23,45   0 
True 19 LPS Gst-38  25,6   0   True 19 LPS Gst-38  25,62   0 
True 20 LPS F44G3.2.1 24,46   0   True 20 LPS F44G3.2.1 24,46   0 
True 21 LPS F44G3.2.1 24,44   0   True 21 LPS F44G3.2.1 24,43   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0   True 22 N2 AMA-1 A 22,48   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0   True 23 N2 AMA-1 B 22,62   0 
True 24 N2 AMA-1C     0   True 24 N2 AMA-1C 23,35   0 
True 25 NTK Lys-1     0   True 25 NTK Lys-1     0 
True 26 NTK Lys-7     0   True 26 NTK Lys-7     0 
True 27 NTK Cri-1     0   True 27 NTK Cri-1     0 
True 28 NTK Cri-3     0   True 28 NTK Cri-3     0 
True 29 NTK Lbp-1 [35.39]   0   True 29 NTK Lbp-1     0 
True 30 NTK Lbp-7 39,4   0   True 30 NTK Lbp-7     0 
True 31 NTK F44G3.2.1 [15.09]   0   True 31 NTK F44G3.2.1     0 
True 32 NTK Gst-38 31,64   0   True 32 NTK Gst-38 31,73   0 
Tabulka č. 48: 
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Vypočtená data cP 1B.měření 
. cDNA Gen cP mean factor cal. cP Lps cP cP(N2)-cP(LPS) 

1 LPS Lys-1  20,530           
2 LPS Lys-7  21,350           
3 LPS Cri-1  28,580           
4 LPS Cri-3  21,750           
5 LPS Lbp-1  21,180           
6 LPS Lbp-7  23,720           
7 LPS Gst-38 26,080           
8 LPS F44G3.2.1  27,420           
9 LPS F44G3.2.1 27,510 27,465         

10 LPS AMA-1 A 23,680           
11 LPS AMA-1 B 23,720         Výsledek 
12 LPS AMA-1 C 23,590 23,663  Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 Lys-1  19,770 x1,037 1,037 20,504 20,530 -0,026 
14 N3 Lys-7  20,790 x1,037 1,037 21,561 21,350 0,211 
15 N4 Cri-1  27,530 x1,037 1,037 28,552 28,580 -0,028 
16 N5 Cri-3  21,050 x1,037 1,037 21,831 21,750 0,081 
17 N6 Lbp-1  20,510 x1,037 1,037 21,271 21,180 0,091 
18 N7 Lbp-7  23,460 x1,037 1,037 24,331 23,720 0,611 
19 N8 Gst-38 25,600 x1,037 1,037 26,550 26,080 0,470 
20 N9 F44G3.2.1  24,460         0,000 
21 N10 F44G3.2.1 24,440 24,450 1,037 25,357 27,465 -2,108 
22 N11 AMA-1 A 22,480         0,000 
23 N12 AMA-1 B 22,620         0,000 
24 N13 AMA-1 C 23,350 22,817 1,037 23,663 23,663 0,000 
25 NTK Lys-1              
26 NTK Lys-7  [31.75]           
27 NTK Cri-1              
28 NTK Cri-3              
29 NTK Lbp-1    [4.22]           
30 NTK Lbp-7              
31 NTK Gst-38             
32 NTK F44G3.2.1  32,010           

  

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 23,663 
AMA-1 N2 22,817 
Faktor 1,037 
Tabulka č. 49: 
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Naměřená data 2A. měření 
530             640           

True 1 LPS Tol-1  21,72   0   True 1 LPS Tol-1  21,78   0 
True 2 LPS Hsp-70 22,55   0   True 2 LPS Hsp-70 22,61   0 
True 3 LPS Gst-5 23,34   0   True 3 LPS Gst-5 23,35   0 
True 4 LPS Clc-1 21,53   0   True 4 LPS Clc-1 21,59   0 
True 5 LPS F01G10.10  a 28,01   0   True 5 LPS F01G10.10  a 28   0 
True 6 LPS F01610.10  b 28,1   0   True 6 LPS F01610.10  b 28,12   0 
True 7 LPS Daf-12  24,56   0   True 7 LPS Daf-12  24,53   0 
True 8 LPS Gst-38   25,49   0   True 8 LPS Gst-38   25,49   0 
True 9 LPS F44G3.2.1 27,53   0   True 9 LPS F44G3.2.1 27,56   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0   True 10 LPS AMA-1 A 22,89   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0   True 11 LPS AMA-1 B 23,07   0 
True 12 LPS AMA-1 C     0   True 12 LPS AMA-1 C 23,07   0 
True 13 N2 Tol-1  21,65   0   True 13 N2 Tol-1  21,67   0 
True 14 N2 Hsp-70 25,49   0   True 14 N2 Hsp-70 25,54   0 
True 15 N2 Gst-5 22,44   0   True 15 N2 Gst-5 22,44   0 
True 16 N2 Clc-1 22,4   0   True 16 N2 Clc-1 22,49   0 
True 17 N2 F01G10.10  a 27,36   0   True 17 N2 F01G10.10  a 27,33   0 
True 18 N2 F01610.10  b 27,46   0   True 18 N2 F01610.10  b 27,45   0 
True 19 N2 Daf-12  24,47   0   True 19 N2 Daf-12  24,49   0 
True 20 N2 Gst-38   26,08   0   True 20 N2 Gst-38   26,08   0 
True 21 N2 F4463.2.1 24,96   0   True 21 N2 F4463.2.1 24,97   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0   True 22 N2 AMA-1 A 23,07   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0   True 23 N2 AMA-1 B 22,88   0 
True 24 N2 AMA-1 C     0   True 24 N2 AMA-1 C 22,92   0 
True 25 NTK Tol-1     0   True 25 NTK Tol-1     0 
True 26 NTK Hsp-70 [37.31]   0   True 26 NTK Hsp-70     0 
True 27 NTK Gst-5     0   True 27 NTK Gst-5     0 
True 28 NTK Clc-1     0   True 28 NTK Clc-1     0 
True 29 NTK F01G10.10     0   True 29 NTK F01G10.10     0 
True 30 NTK Daf-12 38,38   0   True 30 NTK Daf-12 38,42   0 
True 31 NTKGst-38 34,33   0   True 31 NTKGst-38 34,5   0 
True 32 NTK F44G3.2.1     0   True 32 NTK F44G3.2.1 [>40.00]     0 
Tabulka č. 50: 
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Vypočtená data cP 2A.měření 
  cDNA Gen cP mean cP factor calc. cP Lps cP cP:N2-Lps  
1 LPS Tol-1 21,720           
2 LPS  Hsp-70 22,550           
3 LPS Gst-5  23,340           
4 LPS Clc-1 21,530           
5 LPS  F01610.10  28,010           
6 LPS F01610.10  28,100 28,055         
7 LPS Daf-12  24,560           
8 LPS Gst-38  25,490           
9 LPS  F4463.2.1 27,530           

10 LPS AMA-1 A 22,890           
11 LPS AMA-1 B 23,070         Výsledek 
12 LPS AMA-1 C 23,070 23,010 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 Tol-1 21,650 x1,002 1,002 21,700 21,720 -0,020 
14 N2  Hsp-70 25,490 x1,002 1,002 25,549 22,550 2,999 
15 N2 Gst-5  22,440 x1,002 1,002 22,492 23,340 -0,848 
16 N2 Clc-1 22,400 x1,002 1,002 22,452 21,530 0,922 
17 N2  F01610.10  27,360 x1,002         
18 N2 F01610.10  27,460 27,410 1,002 27,474 28,055 -0,581 
19 N2 Daf-12  24,470 x1,002 1,002 24,527 24,560 -0,033 
20 N2 Gst-38  26,080 x1,002 1,002 26,141 25,490 0,651 
21 N2  F4463.2.1 24,960 x1,002 1,002 25,018 27,530 -2,512 
22 N2 AMA-1 A 23,070           
23 N2 AMA-1 B 22,880           
24 N2 AMA-1 C 22,920 22,957 1,002 23,010 23,010 0,000 
25 NTK Tol-1             
26 NTK Hsp-70 [37.31]           
27 NTK Gst-5              
28 NTK Clc-1             
29 NTK F01610.10              
30 NTK Daf-12  38,380           
31 NTK NTK F4463.2.1 34,330           
32 NTK Gst-38              
  

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 23,010 
AMA-1 N2 22,957 
Faktor 1,002 
Tabulka č. 51: 
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Naměřená data 2B. měření 
530             640           

True 1 LPS Tol-1  22,75   0   True 1 LPS Tol-1  22,75   0 
True 2 LPS Hsp-70 25,96   0   True 2 LPS Hsp-70 26,03   0 
True 3 LPS Gst-5 25,6   0   True 3 LPS Gst-5 25,59   0 
True 4 LPS Clc-1 23   0   True 4 LPS Clc-1 22,88   0 
True 5 LPS  F01610.10  29,23   0   True 5 LPS F01G10.10  a 29,19   0 
True 6 LPS Daf-12  25,54   0   True 6 LPS F01610.10  b 25,59   0 
True 7 LPS Gst-38   27,56   0   True 7 LPS Daf-12  27,57   0 
True 9 LPS F44G3.2.1 29,49   0   True 9 LPS F44G3.2.1 29,49   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0   True 10 LPS AMA-1 A 24,87   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0   True 11 LPS AMA-1 B 24,76   0 
True 13 N2 Tol-1  21,63   0   True 13 N2 Tol-1  21,63   0 
True 14 N2 Hsp-70 25,92   0   True 14 N2 Hsp-70 25,99   0 
True 15 N2 Gst-5 23,64   0   True 15 N2 Gst-5 23,62   0 
True 16 N2 Clc-1 23,53   0   True 16 N2 Clc-1 23,52   0 
True 17 N2 F01G10.10  28,34   0   True 17 N2 F01G10.10  a 28,35   0 
True 19 N2 Daf-12  24,01   0   True 19 N2 Daf-12  24,08   0 
True 20 N2 Gst-38   27,65   0   True 20 N2 Gst-38   27,67   0 
True 21 N2 F4463.2.1 26,03   0   True 21 N2 F4463.2.1 26,04   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0   True 22 N2 AMA-1 A 23,93   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0   True 23 N2 AMA-1 B 23,86   0 
True 25 NTK Tol-1     0   True 25 NTK Tol-1     0 
True 26 NTK Hsp-70     0   True 26 NTK Hsp-70     0 
True 27 NTK Gst-5     0   True 27 NTK Gst-5     0 
True 28 NTK Clc-1     0   True 28 NTK Clc-1     0 
True 29 NTK F01G10.10     0   True 29 NTK F01G10.10     0 
True 30 NTK Daf-12     0   True 30 NTK Daf-12     0 
True 31 NTKGst-38     0   True 31 NTKGst-38     0 
True 32 NTK F44G3.2.1     0   True 32 NTK F44G3.2.1     0 
Tabulka č. 52: 
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Vypočtená data cP 2B. měření 
  cDNA Gen cP mean cP factor calc. cP Lps cP cP:N2-Lps  
1 LPS Tol-1 22,750           
2 LPS  Hsp-70 25,960           
3 LPS Gst-5  25,600           
4 LPS Clc-1 23,000           
5 LPS  F01610.10  29,230           
7 LPS Daf-12  25,540           
8 LPS Gst-38  27,560           
9 LPS  F4463.2.1 29,490           

10 LPS AMA-1 A 24,870         Výsledek 
11 LPS AMA-1 B 24,760 24,815 Faktor cP(N2) cP(LPS)   
13 N2 Tol-1 21,630 x1,039 1,039 22,463 22,750 -0,287  
14 N2  Hsp-70 25,920 x1,039 1,039 26,918 25,960 0,958  
15 N2 Gst-5  23,640 x1,039 1,039 24,550 25,600 -1,050  
16 N2 Clc-1 23,530 x1,039 1,039 24,436 23,000 1,436  
17 N2  F01610.10  28,340 x1,039 1,039 29,431 29,230 0,201  
19 N2 Daf-12  24,010 x1,039 1,039 24,934 25,540 -0,606  
20 N2 Gst-38  27,650 x1,039 1,039 28,715 27,560 1,155  
21 N2  F4463.2.1 26,030 x1,039 1,039 27,032 29,490 -2,458  
22 N2 AMA-1 A 23,930           
23 N2 AMA-1 B 23,860 23,895 1,039 24,815 24,815 0,000  
25 NTK Tol-1             
26 NTK Hsp-70 [37.31]           
27 NTK Gst-5              
28 NTK Clc-1             
29 NTK F01610.10              
30 NTK Daf-12  38,380           
31 NTK NTK F4463.2.1 34,330           
32 NTK Gst-38              
 

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 24,815 
AMA-1 N2 23,895 
Faktor 1,039 
Tabulka č. 53: 
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Naměřená data 3A. měření 
530           640           

True 1 LPS iLys-3 20,53   0 True 1 LPS iLys-3 20,52   0 
True 2 LPS Lys-5  21,35   0 True 2 LPS Lys-5  21,32   0 
True 3 LPS Clec-60 28,58   0 True 3 LPS Clec-60 28,59   0 
True 4 LPS Clec-60 21,75   0 True 4 LPS Clec-60 21,74   0 
True 5 LPS Clec-71 21,18   0 True 5 LPS Clec-71 21,14   0 
True 6 LPS Abf-2  23,72   0 True 6 LPS Abf-2  23,69   0 
True 7 LPS Gst-38  26,08   0 True 7 LPS Gst-38  26,09   0 
True 8 LPS F44G3.2.1 27,42   0 True 8 LPS F44G3.2.1 27,43   0 
True 9 LPS AMA-1A 27,51   0 True 9 LPS AMA-1A 27,49   0 
True 10 LPS AMA-1 B 0   0 True 10 LPS AMA-1 B 23,68   0 
True 11 LPS AMA-1 C 0   0 True 11 LPS AMA-1 C 23,72   0 
True 12 LPS AMA-1 D 0   0 True 12 LPS AMA-1 D 23,59   0 
True 13 N2 iLys-1  19,77   0 True 13 N2 iLys-1  19,78   0 
True 14 N2 Lys-5  20,79   0 True 14 N2 Lys-5  20,83   0 
True 15 N2 Clec-60 27,53   0 True 15 N2 Clec-60 27,52   0 
True 16 N2 Clec-60 21,05   0 True 16 N2 Clec-60 21,04   0 
True 17 N2 Clec-71 20,51   0 True 17 N2 Clec-71 20,57   0 
True 18 N2Abf-2  23,46   0 True 18 N2Abf-2  23,45   0 
True 19 N2 Gst-38  25,6   0 True 19 N2 Gst-38  25,62   0 
True 20 N2 F44G3.2.1 24,46   0 True 20 N2 F44G3.2.1 24,46   0 
True 21 N2 AMA-1A 24,44   0 True 21 N2 AMA-1A 24,43   0 
True 22 N2 AMA-1 B 0   0 True 22 N2 AMA-1 B 22,48   0 
True 23 N2 AMA-1 C 0   0 True 23 N2 AMA-1 C 22,62   0 
True 24 N2AMA-1 D 0   0 True 24 N2AMA-1 D 23,35   0 
True 25 NTK iLys-3     0 True 25 NTK iLys-3     0 
True 26 NTK Lys-5     0 True 26 NTK Lys-5     0 
True 27 NTK Clec-60     0 True 27 NTK Clec-60     0 
True 28 NTK Clec-60     0 True 28 NTK Clec-60     0 
True 29 NTK Abf-2 [35.39]   0 True 29 NTK Abf-2     0 
True 30 NTK Gst-38 39,4   0 True 30 NTK Gst-38     0 
True 31 NTK F44G3.2.1 [15.09]   0 True 31 NTK F44G3.2.1     0 
True 32 NTK AMA-1 31,64   0 True 32 NTK AMA-1 31,73   0 

Tabulka č. 54: 
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Vypočtená data cP 3A.měření 
. cDNA Gen cP mean factor cal. cP Lps cP cP(N2)-cP(LPS) 
1 LPS iLys-3 30,810           
2 LPS Lys-5 27,500           
3 LPS Clec-60  29,790           
4 LPS Clec-60  31,370           
5 LPS Clec-71 28,190           
6 LPS Abf-2 27,950           
7 LPS Gst-38 26,330           
8 LPS F44G3.2.1  27,860           
9 LPS AMA-1 A 23,360           

10 LPS AMA-1 B 23,620           
11 LPS AMA-1 C 23,700         Výsledek 
12 LPS AMA-1 D 23,690 23,593 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 iLys-3 29,860 x1,016 1,016 30,346 30,810 -0,464 
14 N3 Lys-5 29,160 x1,016 1,016 29,634 27,500 2,134 
15 N4 Clec-60  30,910 x1,016 1,016 31,413 29,790 1,623 
16 N5 Clec-60  32,380 x1,016 1,016 32,907 31,370 1,537 
17 N6 Clec-71 33,060 x1,016 1,016 33,598 28,190 5,408 
18 N7 Abf-2 27,450 x1,016 1,016 27,896 27,950 -0,054 
19 N8 Gst-38 26,510 x1,016 1,016 26,941 26,330 0,611 
20 N9 F44G3.2.1  25,470     25,884 27,860 -1,976 
21 N10 AMA-1 A 23,110 24,290         
22 N11 AMA-1 B 23,160           
23 N12 AMA-1 C 23,350           
24 N13 AMA-1 D 23,240 23,215 1,016 23,593 23,593 0,000 
25 NTK iLys-3             
26 NTK Lys-5 [31.75]           
27 NTK Clec-60              
28 NTK Clec-60              
29 NTK Clec-71   [4.22]           
30 NTK Abf-2             
31 NTK Gst-38             
32 NTK F44G3.2.1  32,010           

 

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 23,593 
AMA-1 N2 23,215 
Faktor 1,016 

Tabulka č. 55: 
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Naměřená data 3B. měření 
530           640           

True 1 LPS iLys-3 20,53   0 True 1 LPS iLys-3 20,52   0 
True 2 LPS Lys-5  21,35   0 True 2 LPS Lys-5  21,32   0 
True 3 LPS Clec-60 28,58   0 True 3 LPS Clec-60 28,59   0 
True 4 LPS Clec-60 21,75   0 True 4 LPS Clec-60 21,74   0 
True 5 LPS Clec-71 21,18   0 True 5 LPS Clec-71 21,14   0 
True 6 LPS Abf-2  23,72   0 True 6 LPS Abf-2  23,69   0 
True 7 LPS Gst-38  26,08   0 True 7 LPS Gst-38  26,09   0 
True 8 LPS F44G3.2.1 27,42   0 True 8 LPS F44G3.2.1 27,43   0 
True 9 LPS F44G3.2.1 27,51   0 True 9 LPS F44G3.2.1 27,49   0 
True 10 LPS F44G3.2.1 0   0 True 10 LPS F44G3.2.1 23,68   0 
True 11 LPS AMA-1 C 0   0 True 11 LPS AMA-1 C 23,72   0 
True 12 LPS AMA-1 D 0   0 True 12 LPS AMA-1 D 23,59   0 
True 13 N2 iLys-1  19,77   0 True 13 N2 iLys-1  19,78   0 
True 14 N2 Lys-5  20,79   0 True 14 N2 Lys-5  20,83   0 
True 15 N2 Clec-60 27,53   0 True 15 N2 Clec-60 27,52   0 
True 16 N2 Clec-60 21,05   0 True 16 N2 Clec-60 21,04   0 
True 17 N2 Clec-71 20,51   0 True 17 N2 Clec-71 20,57   0 
True 18 N2Abf-2  23,46   0 True 18 N2Abf-2  23,45   0 
True 19 N2 Gst-38  25,6   0 True 19 N2 Gst-38  25,62   0 
True 20 N2 F44G3.2.1 24,46   0 True 20 N2 F44G3.2.1 24,46   0 
True 21 N2 F44G3.2.1 24,44   0 True 21 N2 F44G3.2.1 24,43   0 
True 22 N2 F44G3.2.1 0   0 True 22 N2 F44G3.2.1 22,48   0 
True 23 N2 AMA-1 C 0   0 True 23 N2 AMA-1 C 22,62   0 
True 24 N2AMA-1 D 0   0 True 24 N2AMA-1 D 23,35   0 
True 25 NtK iLys-3     0 True 25 NtK iLys-3     0 
True 26 NtK Lys-5     0 True 26 NtK Lys-5     0 
True 27 NtK CLEC-6O      0 True 27 NtK CLEC-6O      0 
True 28 NtK CLEC-6O      0 True 28 NtK CLEC-6O      0 
True 29 NtK CLEC-71 [35.39]   0 True 29 NtK CLEC-71     0 
True 30 NtK Abf-2 39,4   0 True 30 NtK Abf-2     0 
True 31 NtK AMA-1 [15.09]   0 True 31 NtK AMA-1     0 
True 32 NtK F44G32  31,64   0 True 32 NtK F44G32  31,73   0 

Tabulka č. 56: 
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Vypočtená data cP 3B.měření 
. cDNA Gen cP mean factor cal. cP Lps cP cP(N2)-cP(LPS) 
1 LPS iLys-3 31,710           
2 LPS Lys-5 29,680           
3 LPS Clec-60  31,790           
4 LPS Clec-60  32,770           
5 LPS Clec-71 30,250           
6 LPS Abf-2 28,740           
7 LPS Gst-38 28,360           
8 LPS F44G3.2.1  29,800           
9 LPS F44G3.2.1  29,920           

10 LPS F44G3.2.1  29,950 29,890         
11 LPS AMA-1 A 26,540         Výsledek 
12 LPS AMA-1 C 26,590 26,565 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 iLys-3 30,780   1,146 35,260 31,710 3,550 
14 N2 Lys-5 30,510   1,146 34,950 29,680 5,270 
15 N2 Clec-60  31,260   1,146 35,809 31,790 4,019 
16 N2 Clec-60  32,570   1,146 37,310 32,770 4,540 
17 N2 Clec-71 34,010   1,146 38,960 30,250 8,710 
18 N2 Abf-2 26,860   1,146 30,769 28,740 2,029 
19 N2 Gst-38 27,030   1,146 30,964 28,360 2,604 
20 N2 F44G3.2.1  25,700           
21 N2 F44G3.2.1  25,730           
22 N2 F44G3.2.1  25,670 25,700 1,146 29,440 29,890 -0,450 
23 N2 AMA-1 A 23,220           
24 N2 AMA-1 C 23,160 23,190 1,146 26,565 26,565 0,000 
25 NTK iLys-3             
26 NTK Lys-5             
27 NTK Clec-60              
28 NTK Clec-60              
29 NTK Clec-71             
30 NTK Abf-2             
31 NTK F44G3.2.1              
32 NTK AMA-1              

 

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 26,565 
AMA-1 N2 23,19 
Faktor 1,145537 

Tabulka č. 57: 
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Naměřená data 3C. měření 
530           640           

True 1 LPS iLys-3 27,8   0 True 1 LPS iLys-3 27,79   0 
True 2 LPS Lys-5  27,68   0 True 2 LPS Lys-5  27,45   0 
True 3 LPS Clec-60 27,94   0 True 3 LPS Clec-60 27,95   0 
True 4 LPS Clec-60 28,92   0 True 4 LPS Clec-60 28,99   0 
True 5 LPS Clec-71 27,65   0 True 5 LPS Clec-71 27,6   0 
True 6 LPS Abf-2  26,54   0 True 6 LPS Abf-2  26,55   0 
True 7 LPS Gst-38  27,67   0 True 7 LPS Gst-38  27,67   0 
True 8 LPS F44G3.2.1 30,51   0 True 8 LPS F44G3.2.1 30,49   0 
True 9 LPS F44G3.2.1 30,6   0 True 9 LPS F44G3.2.1 30,59   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0 True 10 LPS AMA-1 A 24,48   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0 True 11 LPS AMA-1 B 24,67   0 
True 12 LPS AMA-1 C     0 True 12 LPS AMA-1 C 24,77   0 
True 13 N2 iLys-1  25,71   0 True 13 N2 iLys-1  25,71   0 
True 14 N2 Lys-5  27,48   0 True 14 N2 Lys-5  27,43   0 
True 15 N2 Clec-60 28,07   0 True 15 N2 Clec-60 28,07   0 
True 16 N2 Clec-60 29,55   0 True 16 N2 Clec-60 29,55   0 
True 17 N2 Clec-71 31,84   0 True 17 N2 Clec-71 31,91   0 
True 18 N2Abf-2  25,18   0 True 18 N2Abf-2  25,15   0 
True 19 N2 Gst-38  25,72   0 True 19 N2 Gst-38  25,71   0 
True 20 N2 F44G3.2.1 25,98   0 True 20 N2 F44G3.2.1 25,96   0 
True 21 N2 F44G3.2.1 26,01   0 True 21 N2 F44G3.2.1 26,01   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0 True 22 N2 AMA-1 A 23,48   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0 True 23 N2 AMA-1 B 23,45   0 
True 24 N2AMA-1 C     0 True 24 N2AMA-1 C 23,58   0 
True 25 NtK iLys-3     0 True 25 NtK iLys-3     0 
True 26 NtK Lys-5     0 True 26 NtK Lys-5     0 
True 27 NtK CLEC-6O      0 True 27 NtK CLEC-6O      0 
True 28 NtK CLEC-6O      0 True 28 NtK CLEC-6O      0 
True 29 NtK CLEC-71     0 True 29 NtK CLEC-71     0 
True 30 NtK Abf-2     0 True 30 NtK Abf-2     0 
True 31 NtK AMA-1     0 True 31 NtK AMA-1     0 
True 32 NtK F44G32      0 True 32 NtK F44G32      0 

Tabulka č. 58: 
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Vypočtená data cP 3C. měření 
. cDNA Gen cP mean factor cal. cP Lps cP cP(N2)-cP(LPS) 
1 LPS iLys-3 27,800           
2 LPS Lys-5 27,680           
3 LPS Clec-60  27,940           
4 LPS Clec-60  28,920           
5 LPS Clec-71 27,650           
6 LPS Abf-2 26,540           
7 LPS Gst-38 27,670           
8 LPS F44G3.2.1  30,510           
9 LPS F44G3.2.1  30,600 30,555         

10 LPS AMA-1A  24,480 x         
11 LPS AMA-1 B 24,670         Výsledek 
12 LPS AMA-1 C 24,770 24,640 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 iLys-3 25,710 x1,048 1,048 26,953 27,800 -0,847 
14 N2 Lys-5 27,480 x1,048 1,048 28,809 27,680 1,129 
15 N2 Clec-60  28,070 x1,048 1,048 29,428 27,940 1,488 
16 N2 Clec-60  29,550 x1,048 1,048 30,979 28,920 2,059 
17 N2 Clec-71 31,840 x1,048 1,048 33,380 27,650 5,730 
18 N2 Abf-2 25,180 x1,048 1,048 26,398 26,540 -0,142 
19 N2 Gst-38 25,720 x1,048 1,048 26,964 27,670 -0,706 
20 N2 F44G3.2.1  25,980           
21 N2 F44G3.2.1  26,010 25,995 1,048 27,252 30,555 -3,303 
22 N2 AMA-1  23,480 x         
23 N2 AMA-1 A 23,450           
24 N2 AMA-1 C 23,580 23,503 1,048 24,640 24,640 0,000 
25 NTK iLys-3             
26 NTK Lys-5             
27 NTK Clec-60              
28 NTK Clec-60              
29 NTK Clec-71             
30 NTK Abf-2             
31 NTK F44G3.2.1              
32 NTK AMA-1              

 

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 24,640 
AMA-1 N2 23,503 
Faktor 1,048 

Tabulka č. 59: 
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Naměřená data 3D. měření 
530           640           

True 1 LPS iLys-3 28,68   0 True 1 LPS iLys-3 28,68   0 
True 2 LPS Lys-5  28,61   0 True 2 LPS Lys-5  28,89   0 
True 3 LPS Clec-60 28,62   0 True 3 LPS Clec-60 28,65   0 
True 4 LPS Clec-60 29,67   0 True 4 LPS Clec-60 29,74   0 
True 5 LPS Clec-71 28,29   0 True 5 LPS Clec-71 28,3   0 
True 6 LPS Abf-2  27,25   0 True 6 LPS Abf-2  27,21   0 
True 7 LPS Gst-38  28,26   0 True 7 LPS Gst-38  28,29   0 
True 8 LPS F44G3.2.1 30,74   0 True 8 LPS F44G3.2.1 30,75   0 
True 9 LPS F44G3.2.1 31,27   0 True 9 LPS F44G3.2.1 31,28   0 
True 10 LPS AMA-1 A     0 True 10 LPS AMA-1 A 25,8   0 
True 11 LPS AMA-1 B     0 True 11 LPS AMA-1 B 25,42   0 
True 12 LPS AMA-1 C     0 True 12 LPS AMA-1 C 25,65   0 
True 13 N2 iLys-1  26,09   0 True 13 N2 iLys-1  26,06   0 
True 14 N2 Lys-5  28,84   0 True 14 N2 Lys-5  28,66   0 
True 15 N2 Clec-60 28,6   0 True 15 N2 Clec-60 28,61   0 
True 16 N2 Clec-60 29,94   0 True 16 N2 Clec-60 29,96   0 
True 17 N2 Clec-71 32,38   0 True 17 N2 Clec-71 32,37   0 
True 18 N2Abf-2  24,33   0 True 18 N2Abf-2  24,35   0 
True 19 N2 Gst-38  26,49   0 True 19 N2 Gst-38  26,48   0 
True 20 N2 F44G3.2.1 26,29   0 True 20 N2 F44G3.2.1 26,28   0 
True 21 N2 F44G3.2.1 26,47   0 True 21 N2 F44G3.2.1 26,45   0 
True 22 N2 AMA-1 A     0 True 22 N2 AMA-1 A 23,21   0 
True 23 N2 AMA-1 B     0 True 23 N2 AMA-1 B 23,24   0 
True 24 N2AMA-1 C     0 True 24 N2AMA-1 C 23,84   0 
True 25 NtK iLys-3     0 True 25 NtK iLys-3     0 
True 26 NtK Lys-5     0 True 26 NtK Lys-5     0 
True 27 NtK CLEC-6O      0 True 27 NtK CLEC-6O      0 
True 28 NtK CLEC-6O      0 True 28 NtK CLEC-6O      0 
True 29 NtK CLEC-71     0 True 29 NtK CLEC-71     0 
True 30 NtK Abf-2     0 True 30 NtK Abf-2     0 
True 31 NtK AMA-1     0 True 31 NtK AMA-1     0 
True 32 NtK F44G32      0 True 32 NtK F44G32      0 
Tabulka č. 60: 
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Vypočtená data cP 3D. měření 
. cDNA Gen cP mean factor cal. cP Lps cP cP(N2)-cP(LPS) 
1 LPS iLys-3 28,680           
2 LPS Lys-5 28,610           
3 LPS Clec-60  28,620           
4 LPS Clec-60  29,670           
5 LPS Clec-71 28,290           
6 LPS Abf-2 27,250           
7 LPS Gst-38 28,260           
8 LPS F44G3.2.1  30,740           
9 LPS F44G3.2.1  31,270 31,005         

10 LPS AMA-1A  25,800           
11 LPS AMA-1 B 25,420         Výsledek 
12 LPS AMA-1 C 25,650 25,623 Faktor cP(N2) cP(LPS) cP(N2)-cP(LPS) 
13 N2 iLys-3 26,090 x1,094 1,094 28,532 28,680 -0,148 
14 N2 Lys-5 28,840 x1,094 1,094 31,540 28,610 2,930 
15 N2 Clec-60  28,600 x1,094 1,094 31,277 28,620 2,657 
16 N2 Clec-60  29,940 x1,094 1,094 32,743 29,670 3,073 
17 N2 Clec-71 32,380 x1,094 1,094 35,411 28,290 7,121 
18 N2 Abf-2 24,330 x1,094 1,094 26,608 27,250 -0,642 
19 N2 Gst-38 26,490 x1,094 1,094 28,970 28,260 0,710 
20 N2 F44G3.2.1  26,290           
21 N2 F44G3.2.1  26,470 26,380 1,094 28,849 31,005 -2,156 
22 N2 AMA-1  23,210           
23 N2 AMA-1 A 23,240           
24 N2 AMA-1 C 23,840 23,430 1,094 25,623 25,623 0,000 
25 NTK iLys-3             
26 NTK Lys-5             
27 NTK Clec-60              
28 NTK Clec-60              
29 NTK Clec-71             
30 NTK Abf-2             
31 NTK F44G3.2.1              
32 NTK AMA-1              
 

Výpočet faktoru 
AMA-1 LPS 25,623 
AMA-1 N2 23,430 
Faktor 1,094 
Tabulka č. 61: 
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Exprese genů po podání LPS komponent 

Naměřená data 1. měření 
530           640           

N2 kontrola   N2 
True 1 Clec-71 32,67   0 True 1 N2   Clec-71 32,65   0 
True 2 Clec-60 27,09   0 True 2 Clec-60 27,05   0 
True 3 Lys-5 29,88   0 True 3 Lys-5 30,5   0 
True 4 F44632 22,11   0 True 4 F44632 22,15   0 
True 5 AMA-1     0 True 5 AMA-1 21,96   0 
True 6 AMA-1     0 True 6 AMA-1 21,97   0 

Glukosa Glukosa 
True 7  Clec-71 31,74   0 True 7 Glukosa   31,85   0 
True 8 Clec-60 26,05   0 True 8 Clec-60 26,09   0 
True 9 Lys-5 28,5   0 True 9 Lys-5 [28.59]   0 
True 10 F44632 22,17   0 True 10 F44632 22,2   0 
True 11 AMA-1     0 True 11 AMA-1 21,12   0 

N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin 
True 12  Clec-71 31,17   0 True 12 N-acetylglukosa   Clec-71 31,29   0 
True 13 Clec-60 24,92   0 True 13 Clec-60 24,98   0 
True 14 Lys-5 29,32   0 True 14 Lys-5 [29.06]   0 
True 15 F44632 23,73   0 True 15 F44632 23,71   0 
True 16 AMA-1     0 True 16 AMA-1 21,76   0 

Galaktosa Galaktosa 
True 17 Clec-71 32,54   0 True 17 Galaktosa   Clec-71 32,58   0 
True 18 Clec-60 25,91   0 True 18 Clec-60 25,89   0 
True 19 Lys-5 29,65   0 True 19 Lys-5 30,04   0 
True 20 F44632 23,99   0 True 20 F44632 24,02   0 
True 21 AMA-1     0 True 21 AMA-1 22,05   0 

N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin 
True 22 Clec-71 31,39   0 True 22 N-acetylgalaktosa Clec-71 31,32   0 
True 23 Clec-60 25,54   0 True 23 Clec-60 25,6   0 
True 24 Lys-5 30,14   0 True 24 Lys-5 30,32   0 
True 25 F44632 25,89   0 True 25 F44632 25,87   0 
True 26 AMA-1     0 True 26 AMA-1 22,43   0 

Lipid A Lipid A    
True 27 Clec-71 31,85   0 True 27 Lipid A   Clec-71 31,89   0 
True 28 Clec-60 25,29   0 True 28 Clec-60 25,3   0 
True 29 Lys-5 29,88   0 True 29 Lys-5 [29.63]   0 
True 30 F44632 25   0 True 30 F44632 24,99   0 
True 31 AMA-1     0 True 31 AMA-1 22,99   0 
True 32 NTK  AMA-1     0 True 32 NTK  AMA-1     0 

Tabulka č. 62: 
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Vypočtená data cP 1.měření 

cap. cDNA GEN cP 
AMA-
1,N2  faktor calc. cP N2 cP delta cP 

1 N2control Clec-71 32,670           
2   Clec-60 27,090           
3   Lys-5 29,880           
4   F44632 22,110           
5   AMA-1 21,960         Výsledek 
6   AMA-1 21,970 21,965 Faktor cP(gen) cP(N2) cP(N2)-cP(gen) 
7 Glukosa Clec-71 31,740   1,040 33,010 32,670 -0,340 
8   Clec-60 26,050   1,040 27,092 27,090 -0,002 
9   Lys-5 28,500   1,040 29,640 29,880 0,240 

10   F44632 22,170   1,040 23,057 22,110 -0,947 
11   AMA-1 21,120 21,965 1,040 21,965 21,965 0,000 
12 N-acetylglukosamin Clec-71 31,170   1,009 31,464 32,670 1,206 
13   Clec-60 24,920   1,009 25,155 27,090 1,935 
14   Lys-5 29,320   1,009 29,596 29,880 0,284 
15   F44632 23,730   1,009 23,954 22,110 -1,844 
16   AMA-1 21,760 21,965 1,009 21,965 21,965 0,000 
17 Galactosa Clec-71 32,540   0,996 32,415 32,670 0,255 
18   Clec-60 25,910   0,996 25,810 27,090 1,280 
19   Lys-5 29,650   0,996 29,536 29,880 0,344 
20   F44632 23,990   0,996 23,898 22,110 -1,788 
21   AMA-1 22,050 21,965 0,996 21,965 21,965 0,000 
22 N-acetylgalaktoamin Clec-71 31,390   0,979 30,739 32,670 1,931 
23   Clec-60 25,540   0,979 25,011 27,090 2,079 
24   Lys-5 30,140   0,979 29,515 29,880 0,365 
25   F44632 25,890   0,979 25,353 22,110 -3,243 
26   AMA-1 22,430 21,965 0,979 21,965 21,965 0,000 
27 Lipid A Clec-71 31,850   0,955 30,430 32,670 2,240 
28   Clec-60 25,290   0,955 24,162 27,090 2,928 
29   Lys-5 29,880   0,955 28,548 29,880 1,332 
30   F44632 25,000   0,955 23,885 22,110 -1,775 
31   AMA-1 22,990 21,965 0,955 21,965 21,965 0,000 
32 NTK AMA-1             

Tabulka č. 63: 
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Naměřená data 2. měření 
530           640           

N2 kontrola   N2 
True 1 Clec-71 31,96   0 True 1 N2   Clec-71 31,85   0 
True 2 Clec-60 26,61   0 True 2 Clec-60 26,6   0 
True 3 Lys-5 29,56   0 True 3 Lys-5 29,44   0 
True 4 F44632 20,84   0 True 4 F44632 20,85   0 
True 5 AMA-1    0 True 5 AMA-1 21,66   0 
True 6 AMA-1    0 True 6 AMA-1 21,63   0 

Glukosa Glukosa 
True 7  Clec-71 31,84   0 True 7 Glukosa   32,31   0 
True 8 Clec-60 26,05   0 True 8 Clec-60 26,04   0 
True 9 Lys-5 28,49   0 True 9 Lys-5 28,91   0 
True 10 F44632 22,58   0 True 10 F44632 22,58   0 
True 11 AMA-1    0 True 11 AMA-1 21,26   0 

N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin 
True 12  Clec-71 30,93   0 True 12 N-acetylglukosa   Clec-71 30,97   0 
True 13 Clec-60 24,8   0 True 13 Clec-60 24,83   0 
True 14 Lys-5 29,1   0 True 14 Lys-5 29,49   0 
True 15 F44632 23,47   0 True 15 F44632 23,51   0 
True 16 AMA-1    0 True 16 AMA-1 21,65   0 

Galaktosa Galaktosa 
True 17 Clec-71 31,87   0 True 17 Galaktosa   Clec-71 31,84   0 
True 18 Clec-60 25,29   0 True 18 Clec-60 25,28   0 
True 19 Lys-5 28,93   0 True 19 Lys-5 28,7   0 
True 20 F44632 23,27   0 True 20 F44632 23,3   0 
True 21 AMA-1    0 True 21 AMA-1 21,65   0 

N-acetylglukosamin N-acetylglukosamin 
True 22 Clec-71 30,75   0 True 22 N-acetylgalaktosa Clec-71 30,72   0 
True 23 Clec-60 24,64   0 True 23 Clec-60 24,62   0 
True 24 Lys-5 29,1   0 True 24 Lys-5 [29.61]   0 
True 25 F44632 24,5   0 True 25 F44632 24,49   0 
True 26 AMA-1    0 True 26 AMA-1 21,67   0 

Lipid A Lipid A    
True 27 Clec-71 31,25   0 True 27 Lipid A   Clec-71 31,38   0 
True 28 Clec-60 24,92   0 True 28 Clec-60 24,9   0 
True 29 Lys-5 29,71   0 True 29 Lys-5 29,37   0 
True 30 F44632 24,46   0 True 30 F44632 24,45   0 
True 31 AMA-1    0 True 31 AMA-1 22,84   0 
True 32 NTK  AMA-1     0 True 32 NTK  AMA-1     0 

Tabulka č. 64: 
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Vypočtená data cP 2.měření 
cap. cDNA GEN cP AMA-1  faktor calc. cP N2 cP delta cP 

1 N2control Clec-71 31,960         N2-cal.  
2   Clec-60 26,610           
3   Lys-5 29,560           
4   F44632 20,840           
5   AMA-1 21,660         Výsledek 
6   AMA-1 21,630 21,645 Faktor cP(gen) cP(N2) cP(N2)-cP(gen) 
7 Glukosa Clec-71 31,840   1,018 32,417 31,960 -0,457 
8   Clec-60 26,050   1,018 26,522 26,610 0,088 
9   Lys-5 28,490   1,018 29,006 29,560 0,554 

10   F44632 22,580   1,018 22,989 20,840 -2,149 
11   AMA-1 21,260 21,645 1,018 21,645 21,645 0,000 
12 N-acetylglukosamin Clec-71 30,930   1,000 30,923 31,960 1,037 
13   Clec-60 24,800   1,000 24,794 26,610 1,816 
14   Lys-5 29,100   1,000 29,093 29,560 0,467 
15   F44632 23,470   1,000 23,465 20,840 -2,625 
16   AMA-1 21,650 21,645 1,000 21,645 21,645 0,000 
17 Galactosa Clec-71 31,870   1,000 31,863 31,960 0,097 
18   Clec-60 25,290   1,000 25,284 26,610 1,326 
19   Lys-5 28,930   1,000 28,923 29,560 0,637 
20   F44632 23,270   1,000 23,265 20,840 -2,425 
21   AMA-1 21,650 21,645 1,000 21,645 21,645 0,000 
22 N-acetylgalaktosamin Clec-71 30,750   0,999 30,715 31,960 1,245 
23   Clec-60 24,640   0,999 24,612 26,610 1,998 
24   Lys-5 29,100   0,999 29,066 29,560 0,494 
25   F44632 24,500   0,999 24,472 20,840 -3,632 
26   AMA-1 21,670 21,645 0,999 21,645 21,645 0,000 
27 Lipid A Clec-71 31,250   0,948 29,615 31,960 2,345 
28   Clec-60 24,920   0,948 23,616 26,610 2,994 
29   Lys-5 29,710   0,948 28,156 29,560 1,404 
30   F44632 24,460   0,948 23,180 20,840 -2,340 
31   AMA-1 22,840 21,645 0,948 21,645 21,645 0,000 
32 NTK AMA-1             

Tabulka č. 65: 
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Meření efektivity primerů pro vybrané geny při RT-PCR 
 
 

Kalibrační řada pro gen Clec-60 y = -3,3842x + 36,073
R2 = 0,9943
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Graf č. 25: 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 Tabulka č. 67: 

 
 qxky +∗=  → 3842,3−=k  
 ( )kE /110 −=  

( )3842,3/110 −−=E  
 0564,2=E  
 

Tabulka č. 66: 

 
cP – počet cyklů 

E- efektivita PCR 

Měření cP pro kalibrační řadu 
gen Clec-60 

  
teoret. 
Koncentrace cP 

Průměr 
cP 

True 36,61   
True 

1 
35,52 36,065 

True 35,05   
True 2 35,88 35,465 
True 34,03   
True 4 33,76 33,895 
True 33,04   
True 8 32,77 32,905 
True 31,8   
True 

16 
31,89 31,845 

True 30,77   
True 

32 
30,7 30,735 

True 29,84   
True 64 29,89 29,865 
True 29   
True 128 29,12 29,06 
True 28,09   
True 256 28,2 28,145 

    osa X osa Y 
µl cDNA 
ve vzorku 

teoretická 
koncentrace c log c cP 

0,015625 1 0 36,065 
0,03125 2 0,30103 35,465 
0,0625 4 0,60206 33,895 
0,125 8 0,90309 32,905 
0,25 16 1,20412 31,845 
0,5 32 1,50515 30,735 
1,0 64 1,80618 29,865 
2,0 128 2,10721 29,06 
4,0 256 2,40824 28,145 
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Kalibrační řada pro gen Clec-71 y = -3,2273x + 35,732
R2 = 0,9952
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Graf č. 26: 
 

 
 

Měření cP pro kalibrační řadu gen 
Clec-71 

  
teoret. 
Koncentrace cP 

Průměr 
cP 

True 35,58   
True 

1 
36,03 35,805 

True 35,19   
True 

2 
34,82 35,005 

True 34,11   
True 

4 
33,59 33,85 

True 32,77   
True 

8 
32,32 32,545 

True 31,71   
True 

16 
31,62 31,665 

True 30,65   
True 

32 
30,78 30,715 

True 29,83   
True 

64 
29,81 29,82 

True 28,98   
True 

148 
29,03 29,005 

True 28,16   
True 

256 
28,25 28,205 

Tabulka č. 68: 

 

Tabulka č. 69: 

qxky +∗=  → 2273,3−=k  
( )kE /110 −=  

( )2273,3/110 −−=E  
041,2=E  

 
 
 
 

 

    osa X osa Y 
µl cDNA 
ve vzorku 

teoretická 
koncentrace c log c cP 

0,015625 1 0 35,805 
0,03125 2 0,30103 35,005 
0,0625 4 0,60206 33,85 
0,125 8 0,90309 32,545 
0,25 16 1,20412 31,665 
0,5 32 1,50515 30,715 
1,0 64 1,80618 29,82 
2,0 128 2,10721 29,005 
4,0 256 2,40824 28,205 
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Kalibrační řada pro gen AMA-1 y = -3,1906x + 30,92
R2 = 0,9996
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Graf č. 27: 
 
 

Měření cP pro kalibrační řadu gen 
AMA-1 

  
teoret. 
Koncentrace cP 

Průměr 
cP 

True 31,24   
True 

1 
31,26 31,25 

True 30,01   
True 

2 
30 30,005 

True 28,94   
True 

4 
28,94 28,94 

True 28,02   
True 

8 
28,18 28,1 

True 27,01   
True 

16 
27,09 27,05 

True 26,09   
True 

32 
26,09 26,09 

True 25,1   
True 

64 
25,16 25,13 

True 24,19   
True 

148 
24,14 24,165 

True 23,26   
True 

256 
23,34 23,3 

Tabulka č. 70: 

 
 
 
 

Tabulka č. 71: 

 
qxky +∗=  → 1906,3−=k  

( )kE /110 −=  
( )1906,3/110 −−=E  

0579,2=E  
 
 
 
 
 
 

    osa X osa Y 
µl cDNA ve 
vzorku 

teoretická 
koncentrace c log c cP 

0,015625 1 0 31,25 
0,03125 2 0,30103 30,005 
0,0625 4 0,60206 28,94 
0,125 8 0,90309 28,1 
0,25 16 1,20412 27,05 
0,5 32 1,50515 26,09 
1,0 64 1,80618 25,13 
2,0 128 2,10721 24,165 
4,0 256 2,40824 23,3 
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Kalibrační řada pro gen F44G3.2.1 y = -3,2715x + 31,304
R2 = 0,9988
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Graf č. 28: 
 

Měření cP pro kalibrační řadu gen 
F44G3.2.1 

  
teoret. 
Koncentrace cP 

Průměr 
cP 

True 31,09   
True 1 31,73 31,41 
True 30,53   
True 2 30,3 30,415 
True 29,24   
True 4 29,24 29,24 
True 28,28   
True 8 28,23 28,255 
True 27,21   
True 16 27,26 27,235 
True 26,41   
True 32 26,34 26,375 
True 25,43   
True 64 25,42 25,425 
True 24,31   
True 148 24,48 24,395 
True 23,46   
True 256 23,6 23,53 

Tabulka č. 72: 

 
 
 

Tabulka č. 73: 

qxky +∗=  → 2715,3−=k  
( )kE /110 −=  

( )2715,3/110 −−=E  
0215,2=E  

 
 
 
 
 
 

 

    osa X osa Y 
µl cDNA ve 
vzorku 

teoretická 
koncentrace c log c cP 

0,015625 1 0 31,41 
0,03125 2 0,30103 30,415 
0,0625 4 0,60206 29,24 
0,125 8 0,90309 28,255 
0,25 16 1,20412 27,235 
0,5 32 1,50515 26,375 
1,0 64 1,80618 25,425 
2,0 128 2,10721 24,395 
4,0 256 2,40824 23,53 
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Kalibrační řada pro gen Lys-5
y = -3,271x + 35,228

R2 = 0,9978
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Graf č. 29: 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

    Tabulka č. 75: 

 
qxky +∗=  → 2715,3−=k  

( )kE /110 −=  
( )271,3/110 −−=E  
0217,2=E  

 
Tabulka č. 74:

    osa X osa Y 
µl cDNA ve 
vzorku 

teoretická 
koncentrace c log c cP 

0,015625 1 0 35,05 
0,03125 2 0,30103 34,415 
0,0625 4 0,60206 33,275 
0,125 8 0,90309 32,235 
0,25 16 1,20412 31,255 
0,5 32 1,50515 30,445 

1 64 1,80618 29,275 
2 128 2,10721 28,465 
4 256 2,40824 27,19 

Měření cP pro kalibrační řadu 
gen Lys-5 

  
teoret. 
Koncentrace cP 

Průměr 
cP 

True 34,97   
True 

1 
35,13 35,05 

True 34,18   
True 

2 
34,65 34,415 

True 33,17   
True 

4 
33,38 33,275 

True 32,17   
True 

8 
32,3 32,235 

True 31,24   
True 

16 
31,27 31,255 

True 30,37   
True 

32 
30,52 30,445 

True 29,19   
True 

64 
29,36 29,275 

True 28,58   
True 

128 
28,35 28,465 

True 27,12   
True 

256 
27,26 27,19 
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