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Abstrakt

Lipopolysacharidy, molekuly tvoiené lipidy s kovalentné navédzanymi sacharidy, jsou
charakteristickou sloZzkou bunécné stény gramnegativnich bakterii. Je pricinou tézkych
septickych stavii u ¢loveéka atim i komplikaci v humanni medicing

Lipopolysacharid je konstantni soucésti infekce gramnegativnich bakterii, proto
piedpokladame evoluéné zachovalou nespecifickou imunitni odpovéd’ a ochrany. Otézkou je,
zda existuje tato imunitni odpovéd” u modelového organismu Caenorhabditis elegans. Pokud
ano, jakym mechanismem je fizena a regulovana.

Mnohobunéenému organismu Caenorhabditis elegans jsme podali lipopolysacharid
bakterie Pseudomonas aeruginosa 10 v kombinaci s bakteriemi Escherichia coli. Pozorovali
jsme vliv lipopolysacharidu na expresi vybranych geni. Déle jsme sledovali metabolismus a
vyvoj organismu. Prokézali jsme vliv lipopolysacharidu na expresi genia zrodin C-typy
leciting, clec-60 a clec-71, dale na lys-5, hsp-60 a F44G.3.2.1. Po inkubaci Caenorhabditis
elegans na komponentéch lipopolysacharidu jsme zjistili regulaci téchto vybranych geni
hydrofobni lipidni slozkou lipopolysacharidu, lipidem A. Prekvapivé regulaci sacharidovymi
slozkami, glukosou a galaktosou jsme neprokazali.

Zmenil se metabolismus lipida. Prokazali jsme sniZzeni neutrdnich tuktd a zmény
v zastoupeni nékterych mastnych kyselin. Vyvoj organismu je zavisly na davce endotoxinu.
Se zvy3yjici koncentraci lipopolysacharidu se meni vitalita, vyvoj se zpomaluje, objevuji se
defekty v morfologii organismu a nékteri jedinci v krétké dobé hynou.

NaSe experimenty potvrdili vyznam biologicky aktivni molekuly lipopolysacharidu,
ktery se bézné vyskytuje u gramnegativnich bakterii a ktery je soucasti dalSich Zivych

systémiu.

Kli¢ova dova:

Lipopolysacharid Caenorhabditis elegans nespecificka imunita
genova exprese metabolismus lipidut VYVOj



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 sepsisin
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
guestion 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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Uvod

Imunitni systém patii mezi organové soustavy zajist'ujici homeostazu, integritu
organismu ve vztahu k prostiedi a k dalS§im organismam, snimiZ se dostava do kontaktu.
Zakladem imunitni odpovédi je tolerance k vlastni tkéani a odpovéd’ na cizorodé struktury. V
evoluci se setkavame sraznymi Grovnémi imunitni reakce. V prvni fadé jsou to mechanismy
nespecifické imunity, zalozené na obecnych fyziologickych principech, jako jsou ochrana
pomoci bariér, regulace pH, aktivita enzymi. U organismu se vyviji specifi¢téjsi molekularni
struktury, které jsou schopné reagovat na imunitni podnéty tak, Ze spousti ochranné reakce
organismu. Tyto reakce, které tvoii evoluéné ustanovené odpovédi jsou klasifikovany jako
slozky nespecifické imunity. Zahrnuji fagocytozu mikroorganisma a jejich likvidaci
enzymatickou cestou a spousténi cest tkanové regenerace a jejich prestavby. Produkuji
humoralni slozky imunitni reakce s regulacnim potencidlem jako jsou cytokiny, interleukiny,
slozky komplementu. Adaptivni imunita je zaloZena na rozpoznani antigennich molekul
pomoci specifickych struktur bungk. Zatimco v prvnim pripadé jde o adaptaci v evolu¢nim
druhovém rozmgru, predstavuje ,pamét” druhu, v piipadé adaptivni imunity dochazi
k rozpoznani konkrétniho specifického podnétu specializovanymi buiikami. Ty u ¢lovéka
zahrnuji fagocytujici a antigen prezentujici bunky, T-lymfocyty a B-lymfocyty, které
produkuji protildtky. Variabilita protilatek spociva v preskupeni gena, somatické mutaci a
afinitni maturaci, zatimco variabilita receptora T-lymfocytt je zajisténa pouze genovym
pieskupenim. Imunitni odpovéd’, pamét’ a tolerance vlastnich struktur je ustanovena souhrou
mechanismi zgjistujicich positivni a negativni selekci imunitné daleZitych a potencidlng
autoreaktivnich klona

V&chny tyto mechanismy chrani organismus pred fyzikalnim a chemickym
poskozenim, avsak velkou ¢ast soustiedi na biologicky aktivni ¢initele. Bakterie, viry a
parazité ovliviwuji celkovy stav hogtitele riznymi mechanismy, méni jeho vyvoj a
metabolismus s biologickym dtsledkem mozného prenosu do dalSich generaci. Néekteré
patogeny nepusobi piimo patologicky na hostitele, mohou byt patogeny v latentni fazi nebo
byt pro organismus indiferentni. DalSi mikroorganismy jsou hostiteli prospésné. Jedna se
napriklad o symbiotické bakterie rodu Rhizobium, které napomahaji metabolisovat dusik u
bobovitych rostlin. Strevni mikroflora u ¢loveka, kterd chrani epitel pred adhezi a prinikem
patogeni, poméha travit a produkovat potiebné slozky. Bezmikrobni experimentni
organismy deficientni na stievni mikrofloru mohou byt chované pouze v ptisné sterilnim

progtiedi. Tyto organismy maji anomdlie travici trubice, zmény v organech imunitniho



syssému a dalsi zmeény. Vyzkum vtéto oblasti ukazuje dulezitost stievni mikrofléry
v imunitni odpovédi a celkové fyziologii organismu.

Bakterie maji vliv na vyvoj, metabolismus a prospivani mnohobuné¢nych organisma.
Reguluji pieZiti a Zivotaschopnost hostitele.

Cilem diplomové préce je seznamit se s mechanismy imunitni odpovédi
mnohobunécného organismu Caenorhabditis elegans. Prokézat vliv lipopolysacharidu,
endotoxinu, ktery je soucasti vnéjSi membrany gramnegativnich bakterii a ktery zpusobuje
tézké septické stavy u ¢lovéka a dalSich organismi, ale i jeho komponent na vyvoj,
metabolismus a imunitni systém tohoto modelového organismu.

ProtoZe se lipopolysacharid sklada z lipidni slozky a sacharidové slozky, poloZili jsme
si otazku, kterd z téchto slozek maZe byt dulezitd v regulaci genove exprese.

Caenorhabditis elegans ma evolu¢né zachovéno 284 jadernych hormondhnich
receptort. Tyto receptory jsou regulovany malymi lipofilnimi molekulami jako jsou hormony,
mastné kyseliny. Dde mohou zprostiedkovévat odpoveéd’ na xenobiotika

Jelikoz lipopolysacharid obsahuje lipofilni slozku, predpokladame jeji vliv signalizaci
zprostiedkovanou jadernymi hormonalnimi receptory a ndslednou regulaci genové exprese.

Tyto predpoklady jsme potvrdili studiem exprese genti po podani lipofilni slozky
lipopolysacharidu, lipidu A, organismu Caenorhabditis el egans.

10



Literarni pirehled
Nespecifickd imunita u Caenorhabditis elegans

Nematoda jsou organismy Zijici ve volné ptirodé v pudé. Jejich pfirozenou potravou
jsou bakterie. Jelikoz se s mikroorganismy, potencidnimi patogeny, setkavaji béhem své
evoluce, vyvinuly si obranné mechanismy duleZité z hlediska pieZiti a existence tohoto druhu.

V laboratornich podminkéch se linie Caenorhabditis elegans udrzuji na NGM agaru
(nematods growth medium) spolecné s kulturou nepatogennich bakterii Escherichia coli
OP50. Caenorhabditis elegans jako modelovy organismu navrhnul Sydney Brenner v roce
1965 (Brenner 1974). Zpocétku se vrozena imunita zacala studovat na modelovém organismu
Drosophila melanogaster, pricemz byla objevena funkce TLR (toll like receptor) nejen ve
vyvoji organismu (Hashimoto, Hudson et al. 1988), ale i v odpovédi proti houbovym infekcim
(Lemaitre, Nicolas et a. 1996). Pozdéji se ukazal jako dalSi vhodny organismus pro studium
vztahu host-patogen Caenorhabditis elegans.

Nematoda postrédaji humoralni i buné¢né slozky adaptivniho imunitniho systému, se
kterymi se setkdvame u ¢loveéka. Vrozeny imunitni systém je vyvinut bez bunééné slozky,
kterd je zastoupena fagocytujicimi a antigen prezentujicimi bunkami (monocyty, makrofagy,
dendritické buriky), NK-bunkami, které jsou markantni u vysSich organismi. Neprodukuji se
cytokiny, interferony ani slozky komplementového systému. Caenorhabditis elegans ma Sest
fagocytujicich bunék bez schopnosti migrovat do tkani a pohlcovat patogeny. Fagocytéza je
zachovana za Uc¢elem pohlcovat sousedni bunky pii procesu apoptézy. Pohlceni bakterii za
Ucelem odstranéni a ochrany pired patogenem neni u Caenorhabditis elegans prokazané.

Imunitni systém Caenorhabditis elegans je zaloZzen na vSeobecnych mechanismech,
které zndme u vySSich organismi, a to predevdim bariérove funkci kutikuly, slizni¢ni imunité
aexpresi antimikrobidlnich molekul.

Imunita zaji&tend anatomii organismu:

Vyznamnou bariéru pied fyzikdlnimi, chemickymi a mechanickymi cinitely tvoti
exoskeletarni vrstva kutikula. Vrstva kutikuly se sklada pievazné z komponent extracelularni
matrix. Nejvyznamnéjsi slozkou extracelularni matrix je kolagen. Mutanty v genu pro kolagen
jsou fenotypoveé znamy pod jmény DumPY ROLler a COLlagen. DalSimi slozkami v kutikule
jsou protein kutikulin, glykoproteiny a lipidy.

Svalovy organ farynx pumpuje potravu, bakterie OP50, k chitinbznimu organu
zvanému grinder, ktery mechanicky zpracuje potravu a piedava ji do stireva, kde se vstiebava.

11



Pri praniku bakterii nebo jejich toxini do stievni tkané dochézi k aktivaci signdnich drah a
expresi antimikrobialnich molekul.

Strevo se skladda z 20 epitelidlnich bunék vykazujicich strukturani podobnosti epitelii
savcu.

DalsSim regulaénim mistem imunity je nervova soustava. Dospély hermafrodit
Caenorhabditis elegans méa 302 neuroni a 56 gliovych bun¢k. Odpovedi na nekteré druhy
bakterii je exprese neuropeptidic nebo neurotransmiterd, které ovlivni odpoveéd’ na infekci.
Bakterie pusobi na Caenorhabditis elegans chemotakticky a nebo je naopak odpuzuje

(www.wormbook.org).

Specifita imunitni odpoveédi organismu Caenorhabditis elegans na razné druhy
patogent se déje na n¢kolika Urovnich. Dochézi k rozpoznani patogent, zapnuti raznych
signalizacnich kaskad a expresi mnoha antimikrobianich peptidia s Sirokou Skélou pasobeni
(shrnuto v Schulenburg, Hoeppner et al. 2008).
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Rozpoznani patogenii

U Caenorhabditis elegans jsou evoluéné konzervované ,,scavanger receptory” CED-
1 a CO3F11.3, které maji sav¢i ortology SCARF1 a CD36. Tyto receptory jsou dileZité pri
rozpoznani houbovych paraziti, Cryptococcus neoformans a Candida albicans. Signalitace
pies tyto receptory jse dialeZitd pro indukci exprese abf-1 a abf-2 geni. Mutanti indukuji
v mensi miie expresi ABF faktord, tudiz jsou vice nachylni k infekcim (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 patii NPR-1 u Caenorhabditis
elegans. Sav¢im homologem k tomuto receptoru je receptor pro neuropeptid Y. Mutace
nékterych geni pro GPCR zvy&uji rezistenci k Pseudomonas aeruginosa, avsak mutace v npr-
1 prindSi vySSi citlivost Caenorhabditis elegans k tomuto patogenu. Vliv na rezistenci ma
koncentrace kysliku. Mutanti npr-1 jsou vice rezistentni k Pseudomonas aeruginosa pri
koncentraci kysliku 8% v porovnani s koncentraci 21%. Av3ak N2 kontrola je vice rezistentni
pii 8% koncentraci kysliku nez npr-1 mutant (Styer, Singh et al. 2008).

Npr-1 mutanti hledaji prostiedi snizsi koncentraci kysliku. Bakteriani kultura
svysokou optickou denzitou, sniZzuje kyslik svym metaboslismem (Gray, Karow et a. 2004).
Sensitivita k Pseudomonas aeruginosa je zajisténa snizenou schopnosti imunitni odpovedi a
migraci do prostiedi s nizkou koncentraci kysliku, tedy svySSim vyskytem patogenu (Styer,
Singh et al. 2008).

FSHR-1 receptor (receptor pro folikuly stimulujici hormon) také patti do rodiny
receptoru asociovanych s G-proteiny. Savéimi homology jsou receptory pro FSH (folikuly
stimulujici hormon), TSH (&itnou Zldzu stimulujici hormon), LH (luteiniza¢ni hormon)
receptor. Receptor prochézi 7x membranou. Extracelularni doména obsahuje leucinové
repetice dalezité v rozpoznani ligandu. Receptor se exprimuje piedevsim ve stievé. Mutace
zapricini citlivost k infekci Pseudomonas aeruginosal4 (Powell, Kim et a. 2009).

C-typy lectini

jsou molekuly, které maji doménu CTLD rozpoznévajici sacharidy za pritomnosti
Ca’*. Lectiny rozpoznévaji sacharidové jednotky polymernich molekul patogeni (PAMP), ale
mohou mit i antibakteridlni efektorové funkce. Exprese lectini se zvy3uje pii raznych
infekcich. C-typy lektina jsou specificky indukovany v epitelialnich bunkéch stieva, neékteré i
ve faryngu pii infekci bakterii Staphylococcus aureus, ale i dalSich infekcich (Irazoqui,
Troemel et al. 2010). Inhibice geni pro C-typy lectini lec-60 (ZK666.6), clec-17 (EO3H4.10),
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clec-86 (C54D1.2) metodou RNA interference zaptic¢ini neschopnost odpovidat na infekci
Microbacterium nematophilum (O'Rourke, Baban et a. 2006).

U organismu kopinatce plZovitého, Amphioxus lanceolatum, se pri studiu C-typy
lektind AmphiCTL-2 a AmphiCTL-3 zvySila exprese téchto gena pii stimulaci raznymi
antigeny. K velmi vysokému specifickému zvy3eni doSlo u genu AmphiCTL-1 pii stimulaci
zymosanem, bakterii Saphylococcus aureus a kvasinkou Saccharomyces cerevisiae. Protein
AmphiCTL-1 véZe peptidoglykan stén grampozitivnich bakterii a glukan z kvasinek, av3ak
neinteraguje s lipopolysacharidem gramnegativnich bakterii. Protein AmphiCTL-1 napoméhé
vytvéaieni agregéti bakterii a kvasinek. Tento proces je zavisly na piftomnosti Ca?* (Yu, Yu
et al. 2007)

Na rozdil od kopinatce plZzovitého se u mekkyse Chlamys farreri vyrazné zvysuje
exprese lektinu CfLec-1 po stimulaci lipopolysacharidem a p-glukanem. Peptidoglykan, ktery
seoproti B-glukanu vaZze na lectin CfLec-1, sniZuje expresi (Yang, Wang et al. 2011).

Dalsimi velice vyznamnymi v evoluci konzervovanymi receptory v imunité jsou TLR
(toll like receptors). U Caenorhabditis elegans je zachovan pouze jeden gen pro TLR, tol-1,
ktery je primarné exprimovan v nervové soustavé. Prvni vyznamna funkce tohoto proteinu
byla objevena ve vyvoji organismu. Pfi mutaci dochazi k embryondlni a larvani letalite.
TOL-1 receptor je dulezity pri rozpoznani a ochran¢ faryngealni infekce bakterii Salmonella
enterica a aktivaci exprese abf-2 nebo hsp-16 a hsp-41. Mutanti jsou néchylni k nékterym
infekcim, avSak priinfekci napiiklad Pseudomona aeruginosa, Microbacterium
nematophilum, E. faecalis nedochézelo k zadnym zménam. Signalizace pies TOL-1 tedy
ziejme nehrdlaroli (Tenor and Aballay 2008).
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Obrazek €. 1: modifikovano (Leulier and L emaitre 2008)

Extracelul&rni doména TLR je bohata na leuciny (LRR-leucine—ich repeat motif) cysteiny
(CF-cystein cluster na C-konci LRR) a NF (cystein cluster na N-konci LRR). Nésleduje
transmembranova ¢&st a intracelularni domeéna, kterd se velmi liSi u evoluéné vzdalenych
organismu. Signalizace u Caenorhabditis elegans ziejmé neprobiha pres NFkB regulaéni
drahu. Drosophila ma vysSi stupeit homologie k savéimu modelu v signalizaci pres NFkB.
MySi model méa pIné vyvinuté signalizace NFxB pies adaptor MyD88 a interferonovou
odpoved’ pies adaptory TRIF aTRAM (Leulier and Lemaitre 2008).
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I munitni odpovéd’ zaji&téna expresi antimikrobiélnich molekul

Obecnou funkci efektorovych antimikrobidlnich proteini je obrana proti patogenam
nékolika mechanismy. Proteiny tvoii pory v membrané bakterii a tim narusi zménu
permeability membrany a integritu buniky. Chréni apikani povrch epitelidnich bunék stieva
pied adhezi bakterie. Inhibuji expresi nékterych bakterialnich peptidia. Dale mohou &épit a
nasledné doveést k degradaci bakteridlni antigeny.

Antibakteridlni faktor ASABF (Ascaris suum antibacterial factor peptides)
santibakteridlni, bakteriolytickou a aglutinacni aktivitou byl objeven v télni tekuting
parasitického druhu nematoda Ascaris suum (Kato and Komatsu 1996). V genomu
Caenorhabditis elegans je kédovano 6 homologi ABF-1 az ABF-6. ABF-peptidy jsou
kongtitutivné exprimovany ve faryngu, i kdyZ jsou organismy krmeny nepatogenni bakterii
Escherichia coli OP50. ABF-2 faktor chrani faryng proti potencidlni infekci v lumen stieva.
Chrani organismus pred Sirokym spektrem patogend, a to pied grampozitivnimi a
gramnegativnimi  bakteriemi a kvasinkami. Dal8i ptipadna funkce ABF-2 je napoméhat
trdveni bakterii. Exprese ABF-2::GFP byla zji&éna ve faryngu larvalnich stédii a dospélych
jedinci. U embyrii exprese ABF 2::GFP metodou imunofluorescence nebyla prokézana,
avSak metodou Northern-blot byla prokézana exprese ABF-1 a ABF-2 (Kato, Aizawa et al.
2002).

Saposin-like proteiny jsou kddovany na 5. chromosomu. Analyzy ukazuji sekven¢ni
piibuznost NK-lysinu, granulysinu T-cytotoxickych lymfocyti a amoebapore proteinu u
motolic Fasciola hepatica a Entamoeba histolytica (Banyai and Patthy 1998). Saposiny
mohou mit nékolikero funkci. Integruji se do membran a vytvati v nich pory, extrahuji lipidy
z membran a prezentuji je prislusnym enzymam (shrnutov Bruhn 2005).

Caenaciny (CNC geny) jsou exprimovany spolu s neuropeptide-like proteiny po
houbové infekci Drechmeria coniospora (Couillault, Pujol et al. 2004). VySSi expresi po
infekci maji geny cnc-1, cnc-2, cnc-5 a cnc-11. Tyto proteiny se také produkuji pri zranéni
tkén¢ nebo vystaveni organismu zvySenému osmotickému tlaku soli. Imunitni odpoveéd’ na
houbové infekce je regulovana nezédvisle na MAPK p38 draze. Mutace genu pmk-1
v signalizatni dréze p38 MAPK nema vliv na expresi caenacini. Exprese caenopori se
vyznamné snizuje dbl-1 mutanti v porovnani skontrolou N2. Obrana proti houbovym
infekcim je regulovana TGF-3 signalizacni dréhou, kde se ligand DBL-1 vaZe na receptor
DAF-4 ( obr.¢.3) (Zugasti and Ewbank 2009).

DalSimi efektorovymi molekulami jsou thaumatiny (thaumatin-like protein). Poprvé
byly objeveny u Caenorhabditis elegans jako homology proteind PR-5 rodiny, které maji
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funkci v patogenezi rostlin (Kitgjima and Sato 1999). Jsou U¢inné proti houbovym infekcim.
Zvy3uji permeabilitu membran mikrob.

Neuropeptide-like proteiny jsou sekretovany neurony. Geny kodujici tyto proteiny se
déli na tri tridy. FMRFamide-like peptide (flp), insulin-like (ins) a neuropeptide-like protein
geny (nlp). Insuline-like proteiny se vazi na DAF-2 receptory a reguluji vznik stadia dauer,
larvalni rast, metabolismus a délku Zivota. INS geny mouhou byt redundantniho charakteru.
INS-1 je velmi podobny lidskému insulinu. Inhibice genu ins-1 nevedla ke zméné na fenotyp
dauer. Nadmeérna exprese genu ins-1, ligandu pro receptor DAF-2, prokézala inhibi¢ni U¢inek
v signalizatni draze DAF-2/DAF-16DAF-2 popsané nize (Pierce, Costa et a. 2001).

Infekci Drechmeria coniospora je zvy3sena exprese celé fady NLP peptidu. Jestlize
dojde ke zranéni organismu v oblasti epidermis, dochézi ke zvy3eni exprese nlp-29. NLP-29
pusobi jako antimikrobidlni peptid. K indukci NLP peptidi dochézi tedy nejen pii infekci, ale
i pri zranéni. Oba podnéty spousti p38 MAPK signaliza¢ni dréhu (Pujol, Cypowyj et al.
2008). Homolog proteinkinazy C (PKC5) tpa-1 reguluje pres p38 MAPK drahu expresi nlp-
29. TPA-1 spojuje signalizaci pies G-protein a p38 MAK signalizaci (Ziegler, Kurz et al.
2009).

DalSim stresovym faktorem, ktery meéni expresi NLP peptida je zvySeny osmoticky
tlak. Caenorhabditis elegans v prostiedi o vysoké koncentraci soli (100 mM CaCl2, MgCl2,
MgS04) zvysuje expresi nlp-28 anlp-29 (Pujol, Zugasti et al. 2008).

Lysozym &épi peptidoglykan grampozitivnivh bakterii. U Caenorhabditis elegans je
po infekci gramnegativni bakterii Smarcescens indukovana exprese genu lys-1, lys-7 a lys-8
ve stievnich bunkéch, zatimco bakterie OP50 indukuji tyto geny velmi mélo (Mallo, Kurz et
al. 2002).

Pseudomonas aeruginosa blokuje expresi efektorovych molekul v imunitnim systému.
Béhem infekce se aktivuje DAF-2 pomoci insulin-like proteint a nasledné se inhibuje
transkripéni faktor DAF-16 fosforylaci. Ve studii porovnavali jadernou lokalizaci DAF-
16::GFP u jedincu infikovanych Pseudomonas aer uginosa a kontrolnich organisma krmenych
bakteriemi Escherichia coli OP50. Fluorescence DAF-16::GFP u infikovanych jedinci se
vyznamné snizila. Dochézi k translokaci DAF-16 z j&dra a tim se ztrati jeho transkripéni
regulacni aktivita. Timto mechanimsem se zablokuje exprese gena lys-7 a thn-2 (thaumatin),
avsak indukuje expresi abf-2 alys-2 (Evans, Kawli et a. 2008).
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Signaliza¢ni drahy v imunitni odpovédi

Evoluce signaliza¢nich drah piesTLR

U c¢lovéka TLR vaZze bakteridni antigen, aktivuje se adaptorovy protein MyD88 a
néasledné dochazi k fosforylaci inhibitoru IxB a degradaci v proteasomu. Transkripéni factor
NFxB je trasnlokovan do jadra, kde reguluje expresi gend, které jsou dalezité v imunitni
odpovedi.

U organismu Drosophila melanogaster solubilni receptory rozpoznévaji antigen,
serinové proteazy &tépi dimerovy prekurzor cytokinu Spétzle. Fragment proteinu Spétzle se
véze na Toll receptor. Aktivuji se adaptorové proteiny dMyD88, Tube a Pelle, dochézi k
degradaci 1xB, Cactus, atrasnlokaci transkrip¢nich faktoru Dorsal a Dif, které reguluji expresi
antimikrobiélnich faktord. Signalizace pies Toll receptory jsou indukovany grampozitivnimi
bakteriemi, houbami a kvasinkami. Pro rozpoznani gramnegativnich bakterii slouzi jiné
receptory nez Toll receptory. Tyto receptory piimo rozpoznévaji bakteridni antigeny a
aktivuji Imd signalizacni drahu. Dochazi k fosforylaci a odtépeni ankyrinu z transkripéniho
faktoru Relish, DNA vézajici doména Rel se translokuje do jadra a aktivuje expresi
antimikrobilnich proteint (shrnuto v Ferrandon, Imler et al. 2007).

U Caenorhabditis elegans nejsou ligandy receptoru TOL-1 znamé. Zigimé vaze
patogenni antigeny nebo endogenni ligandy. Spou&i se signalizace pies protein TIR-1 s
moZnou adaptorovou funkci. Proteiny PIK-1, TRF-1, Pellino maji homologii k savé¢im
proteinaim IRAK, TRAF a Pellino. Predpoklada se jejich podobna funkce v degradaci 1«kB-1 a
uvolnéni neznamého transkripeniho faktoru, ktery reguluje expresi antimikrobiélnich proteint
(shrnuto v Nicholas and Hodgkin 2004, a).

18



Spétzle

—Toll LIGAND
NEZNAMY

Tol-1

Lrs —@)

o oD

. G

LTI GG

Genova exprese L Genova exprese

Signalizace TLR

e Signalizace TLR
clovék

Drosofila

Signalizace TLR
C.elegans

Obrazek €. 2: modifikovano (Nicholas and Hodgkin 2004, a)
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TGF-R signalizaéni draha se G¢astni regulaci mnoha biologickych procesi. Vliv
dréhy na inducibilni imunitni odpovéd’ po infekci prokézali Mallo a kolektiv v roce 2002
(Mallo, Kurz et al. 2002). DBL-1 mutanty jsou vice senzitivni k infekci v porovnani s
kontrolnimi jedinci. Ligand DBL-1 z rodiny TGF-3 se véZe na heterodimerovy receptor s
kinazovou aktivitou, SMA-6/DAF-4. Dochézi k fosforylaci cytoplasmatickych proteint
SMA-3, SMA-2 a SMA-4. Komplex téchto proteini se translokuje do jadra bunky. Timto
komplexem je regulovana exprese lysozymu (shrnuto v Schulenburg, Kurz et al. 2004).
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Signalizaéni draha aha

Genova

Obrazek ¢. 3: modifikovano (Millet and Ewbank 2004)

DAF-2/DAF-16 signalizaéni draha (IGF-I signalizaéni cesta) je vyznamna
regulaéni draha u Caenorhabditis elegan, kde DAF-2 je insulinovy receptor a DAF-16 FOXO
transkripeni faktor. DAF-16 ma mnoho funkci. Reguluje délku Zivota organismu, vstup do
stadia dauer, metabolismus lipida, odpovéd na stres a dalSi. DalSi studium dréhy prokézalo
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schopnost regulovat rezistenci k patogenim. DAF-2 mutanti jsou rezistentni ke
grampozitivnim i gramnegativnim bakteriim (Garsin, Villanueva et al. 2003). Dréha je
aktivovana vazbou agonistického ligandu na receptor styrosin kinazovou aktivitou, DAF-2.
Aktivaci AGE-1 ( fosfatidilinositol — 3-OH kinaza), ktera konvertuje PIP, na PIPs. PIP; se
véZze k PDK-1 kinédze, kterd aktivuje AKT-1. Protein AKT-1 vytvari komplex sAKT-2.
Komplex téchto proteini fosforyluje transkripéni faktor DAF-16. Pri této regulaci se
transkripéni faktor DAF-16 netranslokuje do jadra, nedochézi k regulaci exprese gent. Pfi
vazbé antagonistického ligandu (napi. INS-1) se tato draha neaktivuje. Jestlize transkripeni
faktor DAF-16 neni fosforylovany, translokuje se do jadra a reguluje expresi geni (shrnuto v
Schulenburg, Kurz et a. 2004). Touto signaliza¢ni drahou jsou regulovany geny lys-7, spp-1,
ligandy receptoru DAF-2 (napf. ins-1, ins-7) nebo geny tepelného Soku hsp-16 rodiny
(Murphy, McCarroll et al. 2003). Nadmérna exprese daf-16 podporena teplotnim Sokem nebo
daf-2 mutaci akumuluje DAF-16 v jadie a zvySuje citlivost k patogenim. ZvySena teplota
aktivuje také Hsp-70/HSP-1, ktery funguje jako jaderny exportér a kontroluje koncentraci
DAF-16 v jadie. RNA interference genu hsp-1 prokazala abnormalni toxickou akumulaci
DAF-16 v jadie (Singh and Aballay 2009). DAF-2/DAF-16 signalizacni draha hraje roli v
odpovédi proti toxinu Cry5B. Caenorhabditis elegans kultivované na miskéch se silnou
intoxikaci jsou daleko mensi nez kontrolni organismy na miskéch bez toxinu. Mutanti daf-2
jsou resistentni k toxinu Cry5B. PDK-1 kindza aktivuje AKT-1/2 kinazu, ktera inhibuje DAF-
16 transkripéni faktor. PDK-1 také interaguje s WWP-1, ktery je dilezity pro odpovéd’ proti
toxinu. Mutanti WWP-1 jsou hypersensitivni k infekci Pseudomonas aeruginosa (Chen,
Bellier et a. 2010).
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Signalizaéni drédha p38 MAPK je evolu¢né konzervovana v mnoha biologickych
procesech, ve vyvoji, rastu, proliferaci, imunitni odpovédi a dalSi. Fosforylacéni kaskéada je
tvoiena kindzami, které jsou funkénimi homology u savci : UNC-43 (kindza kalmodulinu)
NSY-1 (homolog MAP3K), SEK-1 (homolog MAP2K) a PMK-1 (homolog p38 MAPK).
Mutanty geni esp-2 a esp-8 jsou citlivé k infekci gramnegativnich a grampozitivnich bakterii.
Sekvenacnimi studiemi byly zjistény sekvence gent kédujici SEK-1(esp-2/R03G5.2.) aNSY -
1(esp-8 /F59A6.1.) (Kim, Feinbaum et al. 2002). Vyiazeni funkce geni signalizace p38
MAPK zvysuje citlivost k infekci Salmonella enterica. TOL-1 receptor neni dalezity pro
aktivaci drahy p38 MAPK. Programovana bunécna smrt zpasobena patogenem Salmonella
enterica v gonadéch Toll-1 mutanty byla srovnatelna s kontrolou (Aballay, Drenkard et al.
2003).
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Obrazek ¢. 4 modifikovano (Millet and Ewbank 2004)
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ERK-signalizaéni draha je typu MAP kinasové signalizace. U Caenorhabditis
elegans je dalezitd pro diferenciaci hypoderménich bunek, které formuji vulvu.
Hyperaktivaci této drahy dochazi ke zbytnéni tkéné v oblasti andlniho otvoru organismu
(www.wormbook.org). Podobného fenotypu bylo dosazeno infekci grampozitivni bakterii

Microbacterium nematophilum adherujici ke kutikule. Infekci se aktivuje fosforylacni
kaskéda: Raf LIN-45 (MAPK3), MEK-2 (MAPK2), MPK-1 (MAPK). V experimentu byly
infikovany mutanty téchto kinaz bakterii Microbacterium nematophilum. V porovnani
s kontrolou nedochézi k otoku v oblasti andlniho otvoru, infekce se Siii a vytvaii se bakteridni
zétka. Drédha reguluje vznik otoku a néslednou tvorbu bakteridni zétky (Nicholas and
Hodgkin 2004, b).
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MAPK
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Obrazek ¢&. 5: (shrnuto v Ewbank 2006)
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Programovand bunééna smrt, apoptza, je fyziologicky proces, ktery podobn¢ jako
u ¢loveéka hraje dileZitou roli v imunité, vyvoji nebo odstranéni poskozenych bunék. U
Caenorhabditis elegans se rozlisuje apoptdéza somatickych bunék a apoptéza zérodecné
bunééné linie u dospélych hermafroditi. Signaliza¢ni dréha za¢ind vazbou EGL-1 na inhibitor
apoptézy CED-9 (homolog Bcl-2). CED-4 (homolog APAf-1) se disociuje z komplexu CED-
9/CED-4 z membrany mitochondrie a véZe se na proenzym CED-3. Dochézi k aktivaci CED-
3 caspazy, ktera zprostredkovava programovanou bunéénou smrt. Infekce bakterii
Salmonella typhimurium kolonizujici stievo vede k aktivaci programované bunééné smrti
gondd. U mutantt ced-3 a ced-4 byla zaznamenana vétsi citlivost k patogenam. Bakterie
Pseudomonas aeruginosa nevyvolé bunéénou smrt zarodecné linie. | kdyZ v této studii nebyla
pozorovana apoptéza somatickych bunék, hraje dualezitou roli v imunitni reakci.
Programovana bunééna smrt ma tedy protektivni funkci k infekci u Caenorhabditis elegans
(Aballay and Ausubel 2001).
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Obrazek €. 6: modifikovano (Lettre and Hengartner 2006)
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Nekroza

Pri nekroze u Caenorhabditis elegans dochézi k priiniku Na' iontt do intracelularniho
prostiedi bunky skrz iontovy kanal Degenerin (mec-4). Zvy3uje se intracelulérni koncentrace
iontd Ca’*, které se uvoliuji z endoplazmatického retikula pomoci inositol trifosfatového
receptoru (InsP3R) a ryanodiniho receptoru (RyR) nebo pronikaji vépnikovym kanadem
v cytoplasmatické membrané z extracelularniho prostredi. o podjednotka G-proteinu je stale
aktivni a signalizaci pres adenylédtcyklazu napoméhd zvySeni intraceluldrni koncentrace
vépenatych ionti. Toxick4 koncentrace Ca®* aktivuje calpainové protedzy degradujici
lysosomy. Snizuje se pH v cytoplasmé bunky, aktivuji se catepsinové proteazy a dochézi
k celkoveé destrukci bunky (Xu, Tavernarakis et a. 2001).
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Obréazek €. 7: modifikovano(Kourtis and Tavernarakis 2009)

Mutace kalretikulinu inhibuje nekrézu indukovanou iontovymi kanaly v plasmatické
membrané MEC-4(d) a DEG-1(d), které transportuji ionty Ca®* a Na“ do cytoplasmy.
Podobnd inhibice byla prokézand u nekrézy indukované konstitutivni expresi podjednotky
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Go. AvSak mutace kalretikulinu crt-1 nema vliv na nekrozu zprosttedkovanou pies vapnikovy
kand DEG-3. Kalretikulin spolu skalnexinem jsou evolucné konzervované proteiny
lokalizované v endoplazmatiském retikulu. Maji funkci chaperont, vazi Spatné sbalené
proteiny a zajistuji homeotézu koncentrace Ca?*. Pro nekrézu u Caenorhabditis elegans je
zcela nezbytnd hyperaktivace iontovych kandlti, degenerini. Tento signal zpusobuje
charakteristické zvySent intracelularni koncentrace Ca®* (Xu, Tavernarakis et al. 2001).
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Autofagie

Je biologicky proces, ktery se vyvinul za G¢elem degradace proteini a organel
v cytoplazme. Existuje nékolik typua, autofagie zprostiedkované chaperony, mikroautofagie a
makroautofagie. Chaperon rozpozna nesbaleny protein a navede ho piimo k lysosomu, kde je
transportovan pres receptor. Mikroautofagii se inkorporuji proteiny nebo intracelularni
patogeny s lysosomani membranou piimo do lysosomu. Pfi makroautofagii se proteiny v
cytosolu shaluji do v&eki, autofagosomu sdvojitou membranou. Autofagosom fuzuje

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

al. 2008).
autofagosom pohlcované
\ lysosom proteiny
permeéaza A e
\
N Rozvolnény
__— protein
—
chaperon
fuze autofagosomu s
lysosomem, endosomem
pohlcené
proteiny
" lysosomalni
hydrolazy
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Obrazek €. 8: modifikovano (Mizushima, Levine et al. 2008)

Caenorhabditis elegans ma kvasinkové a sav¢i ortology z rodiny geni atg, které se

podili na regulaci autofagie. RNA interference gent bec-1, lgg-1, které jsou dalezité pro

lokalizaci proteini do autofagosomu a néslednou expanzi vacka, zvyduje citlivost a uhynuti
organismu pii infekci Salmonella typhimurium. Salmonella vstupuje do stievnich epitelidlnich
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bunék. Organismy vytvéri cytoplazmatické vakuoly s pohlcenymi bakteriemi, autofagosomy,
pricemZ zastoupeni vytvorenych vé&ka je niZzsi u jedinci s inhibovanym genem bec-1
v porovnani kontrolami. Po delSi dob¢ infekce u jedinct sinhibovanym genem bec-1 jsou
zniceny strevni epiteliani bunky a bakterie expanduji ze stievniho lumen do svalové stény. U
kontroly jsou strevni bunky z pievazné ¢asti neposkozené. BEC-1 chrani stievni epitelidlni
bunky pied poskozenim intracelularni infekci a ma vyznamnou funkci pii autofagii, ktera je
dulezita pro odstranéni intracelularnich patogeni (Jia, Thomas et al. 2009).

Inhibice formovani autofagosomu zpomaluje proces nekrézy. Autofagie spolu s
lysosomalni aktivitou jsou dalezité pro pribéh nekrézy (Samara, Syntichaki et al. 2008).
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Unfolded protein response

je odpovéd na hromadéni nesbalenych a nematurovanych proteini
v endoplasmatickém retikulu pri infekci ¢i intoxikaci organismu bakteridnimi toxiny. K této
signalizaci dochazi pii infekci, zefména pii vystaveni bakteridlnim toxinam. PEi praniku
toxinu membrdnou bunky dochézi kaktivaci p38 a nasledné aktivaci IRE-1,
transmembranového proteinu v endoplasmatickém retikulu. IRE-1 svou RNazovou aktivitou
sestiihne premRNA transkripéniho faktoru XBP-1, poté se mRNA prekladad do proteinu.
XBP-1, ktery se translokuje do jadra a aktivuje expresi proteini, chaperoni, které opravi
shaleni proteini (Bischof, Kao et a. 2008).

Mutace xbp-1 zapiicini letédlni vyvoj azmeény v morfologii endoplasmatického retikula
pti infekci Pseudomonas aeruginosa. Na letdni vyvoj u xbp-1 mutantt mé vliv
hyperaktivovana imunitni odpovéd” pies PMK-1. Vyvoj u dvojité mutace xbp-1:pmk-1 je
zrychlen v porovnani s mutaci xbp-1. Pfi mutaci pmk-1 je tedy letdlni vyvoj xbp-1 mutanti
inhibovén (Richardson, Kooistra et a. 2010.).
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Obrazek €. 9: modifikovano (Bischof, Kao et al. 2008)
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Signalizace tepelného Soku v imunité

DalSi imunitni rekce vici patogenaim muaze byt regulovana transkripénim faktorem
HSF-1 (heat shock transktiption faktor). HSF-1 je aktivovan infekci, tepelnym Sokem nebo
FOXO transkripénim faktorem DAF-16. HSF-1 reguluje expresi HSP-90 a malych chaperoni
HSP proteind, které fidi sbaleni a maturaci efektorovych molekul imunitniho systému
hostitele, chrani bunky pred po3kozenim nebo jsou zacileny na proteiny patogent (Singh and
Aballay 2006, a). RNA interference nebo mutace hsf-1 zvysuje citlivost k bakterii
Pseudomonas aeruginosa, zatimco nadmérna exprese zpasobuje resistenci k této bakterii
(Singh and Aballay 2006, b).
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Obrazek €. 10: modifikovano (Singh and Aballay 2006, a)
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Patogeny Caenorhabditis elegans

Ke studiu imunitniho systému u Caenorhabditis elegans se pouZivaji lidské patogeny,
ale i patogeny specifické pro tento organismus, napiiklad Microbacterium nematophilum.
Patogen Gto¢i na organismus ruznymi mechanismy. Bakterie adheruji na sliznici streva,
dochézi k dehydrataci a neprospivani organismu z dusledku malabsorbce. Déle patogeny
adheruji na povrch kutikuly v oblasti andlniho otvoru, coZz mé za nasledek problémy
sdefekaci a kladeni vajicek. Tvorba polysacharidového biofilmu v oblasti Ustniho otvoru
zamezi piijmu potravy a nasledné inhibuje rast. Nekteré patogeny produkuji toxiny proti
hostitelim (Hodgkin, Kuwabara et al. 2000).

Caenorhabditis elegans je vhodnym modelovym organismem ke studiu lidskych
patogent, grammpozitivnich a grammnegativnich bakterii, virt, houbovych infekci, které jsou
izolované z klinickych materiélu.

Vyznamnou virulenci z grammpozitivnich bakterii maji Enterococcus faecalis,
Streptococcus pneumonie a Staphylococcus aureus, pricemz pii infekci Streptococcus
pneumoniae nastava velmi rychlé uhynuti organismi béhem jednoho dne. Bacillus subtilis,
Enterococcus faecium,  Streptococcus pyogenes nevykazuji vysokou patogenitu a
nezapricini zkraceni doby Zivota (Garsin, Sifri et al. 2001). Caenorhabditis elegans je velmi
senzitivi k peroxidu vodiku, ktery produkuje Streptococcus pyogenes. Toto potvrzuje studie,
ve které dodo k padesdtiprocentni letalit¢ organismiu po ¢étyfech hodinach inkubace
s bakteriemi v prosttedi obsahujici s Immol.I™ peroxidu vodiku (Jansen, Bolm et al. 2002).
Saphylococcus epiderdimidis produkuje polysacharidovy biofilm, kterym bakterie adheruji
ke kutikule a infikuji Caenorhabditis elegans.

Dalsim modelem ke studiu infekénich procesi je grampozitivni koryneformni
bakterie izolovana zkontaminace nalezené v kultur&ch OP50, Microbacterium
nematophilum. Tato bakterie adheruje ke kutikule v oblasti fitniho otvoru, kde dochézi
k otoku tkan¢ a porucham defekace (Hodgkin, Kuwabara et al. 2000). Infekce indukuje
rodinu C-typy lectini, které se mohou podilet na rozpoznani patogennich struktur a dale
svymi antimikrobidlnimi efektorovymi funkcemi na obran¢ proti patogenaim. Také se
zvyduje exprese lysozymi, thaumatind a proteint DUF141 s CUB-doménou (evoluéné
zachovand proteinova domeéna). RNA interference gena duf 141 zpisobi sniZeni otoku tkang,
kterd je dulezita pi odpovedi na infekci. Enzymy s oxidoreduktézovou aktivitou a proteiny,
které se ucastni metabolismu (acyl-CoA thioesteraza, arginin kinaza, hsp-60, sodium - fosfat
transpotér, glutathion-S-trasnferaza gst-10), maji niZSi expresi. Snizenim metabolismu se

meéni odpovéd” na infekci. Geny, u kterych se snizuje nebo zvySuje exprese, jsou
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organizovany do shluki na chromozomech |-V a X. Geny ve shluku obsahuji
charakteristické proteinové domény, napriklad CTLD, galektiny, EGF-like domény, u
kterych se predpoklada, Ze se néjakym zpusobem ucastni imunitni reakce. V. malych
shlucich jsou kédovany nejen C-typy lektind, DUF141 domény, ale i transkripéni faktory,
nekodujici RNA, protedzy, u kterych nemusi byt zvySena exprese. DalSi velky genovy shluk
obsahuje geny regulujici otok tkan¢ (O'Rourke, Baban et al. 2006).

Saphylococcus aureus se nadmérné akumuluje ve stievé a v oblagti fitniho otvoru.
Adheruje k apikdlnimu povrchu stievnich bunék. Postupné dochézi k destrukci mikroklka,
redukuje se objem a nasledné patogen lyzuje enterocyty. Patogenita Staphylococcus aureus
spociva ve zmene struktury bunek prestavbou cytoskeletu a v lyzi bunék toxinem hemolysin.
Organismus se U¢inné brani zvySenou expresi antimikrobidlnich efektorovych molekul.
Exprese téchto molekul je také indukovana pii infekci teplotou inaktivovanymi bakteriemi
Saphylococcus aureus, coz se vysvétluje stdlym vystavenim G¢inku hemolysinu (Irazoqui,
Troemel et al. 2010). U Caenorhabditis elegans je zachovan homolog transkripéniho
kofaktoru p-kateninu, BAR-1. BAR-1 je dulezity ve slizni¢ni imunité, vyvoji organismu a v
dalSich biologickych pochodech. Mutace tohoto genu zpasobi vysSi citlivost k infekci
Saphylococcus aureus, chybi i typicky otok v oblasti analniho otvoru. Bar-1 reguluje HOX
transkripéni faktory lin-29, mab-5 a egl-5. Mutanti egl-5 jsou citlivejSi k infekcim a maji
utlumenou expresi gena dulezitych pro imunitni odpovéd’ podobné jako bar-1. Pri obou
mutacich je stfevo jedince vice osidleno bakterii Saphylococcus aureus v porovnani
skontrolnimi organismy. Strevo je degradovano pii mutaci bar-1, mikroklky se vyrazné
Zkracuji nebo zcela chybi na apikdlnim povrchu epitelidinich bunek. Ve stievé se misto
zlyzovanych bakteridnich bunek vyskytuji délici se bakterie. Bar-1 a egl-5 funguji soucasné
spmk-1 behem infekce. To bylo dokézano dvojitou mutaci bar-1/pmk-1 a egl-5/pmk-1, které
vykazovaly silnéjSi efekt nez mutace jednoho genu. Pmk-1 se vyskytuje v signaliza¢ni dréze
upstream bar-1 a egl-5. Redukce exprese pmk-1 se prokazala pouze u pmk-1 mutantd, u bar-1
a egl-5 se exprese nezménila. Ztréta funkce bar-1 a egl-5 nezapricini citlivost k infekci
Pseudomonas aeruginosa. Na druhou stranu mutace v genu pmk-1 neméni citlivost
k Staphlococcus aureus, ale pouze k Pseudomonas aeruginosa (Irazoqui, Ng et al. 2008).

Do skupiny grammnegativnich bakterii patfi Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
enterica, Yersenia pestis, Burkholderia cepacia. Pseudomonas aeruginosa ptisobi na hostitele
nékolika mechanismy. Produkuje adhesiny, proteinové toxiny, fosfolipazy. DalSimi
molekulami, kterymi tato bakterie velmi rychle paralyzuje Caenorhabditis €legans, jsou
kyanid (kmen PAQOL) (Gallagher and Manoil 2001) a modry pigment pyocyanin (kmen P14),
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ktery indukuje oxidativni stres organismu (Mahajan-Miklos, Tan et al. 1999). Kolonizaci
Pseudomonas aeruginosa dochazi k abnormélnimu rozsireni streva, extracelularni materidl se
akumuluje na apikdni strang intestindlnich bunek, ve vysSi mite se tvori membrénove v&cky a
autofagosomy. Teplotni inaktivace bakterie Pseudomonas aeruginosa zpusobila depleci
virulence atim i snizenou odpovidavost organismu (Irazoqui, Troemel et a. 2010).

Escherichia coli (OP50) je nepatogenni kmen bakterie, které postradaji O-antigen
v membréané. V laboratoii tento kmen slouzi jak standardni potrava pro Caenorhabditis
elegans, aviak se zvydujici se koncentraci (OD) se stava mirné patogennim. Organismy
krmené OP50 s nizkou optickou denzitou maji delSi dobu Zivota v porovnani s potravou o
vysoké optické denzité. Autofluorescence, ktera vyjaruje vitalitu organismu, je ¢tyrikrat vysSi
u organismu krmenych potravou o vysoké optické denzité. OP50 produkuji metabolity, které
aktivuji senzorické neurony soucasné s vrozenou imunitu. Ddle maji vliv na zmeény v délce
Zivota, ktera je dana mnozstvim potravy. GPA-9 je a podjednotkou G-proteinu. OP50
metabolity indukuji odpoveéd’ pies GPA-9 reguldor v. ASJ Amphid neuronech, ktery
negativné reguluje ligandy DAF-2 receptoru, INS-7 a DAF-28. Timto se podpoti signalizace
pies DAF-16 FOXO transkripéni faktor a pozitivni regulace genu lys-8. Lys-8 sniZuje
proliferaci a U¢inek metabolita OP50 (Hahm, Kim et al. 2011).

Rezistence ke gramnegativni bakterii Salmonalla enterica je zpasobena vySSi aktivitou
genu cep-1, homologu p53. VySSi efektivitu rezistence zprostiedkovava mutace nebo inhibice
genu rpa-9 (reduced pathogen accumulation protein) a nol-6 (nucleolar RNA associated
protein). Mutace cep-1 sniZuje ziskanou zvySenou rezistenci mutacemi v genech rpa-9 a nol-
6. Naopak inhibce genu daf-16 nema vliv na rezistenci k bakterii Salmonella enterica, ale ma
vliv narezistenci k bakterii Pseudomonas aeruginosa (Fuhrman, Goel et al. 2009).

GATA motiv je obsaZen v promotorech geni, které reguluji imunitni odpovéd’. GATA
sekvence je vazebné misto pro GATA transkripcni faktor. U organismi je po infekci
indukovan GATA transkripéni faktor elt-2. RNA interference elt-2 zpusobi zvySeni citlivosti
k bakterii Pseudomona aeruginosa 14, a tim rychlejsi kolonizaci streva touto bakterii. Déle
snizuje zakladni hladinu exprese gena lys-2, FO8G5.6, F55G11.2, které jsou dulezité pri
obran¢ proti infekci. Opacny efekt ma inhibice genu €lt-2 na expresi thaumatinu thn-2. Jeho
exprese se za norménich okolnosti béhem infekce sniZuje, ale vyblokovanim genu elt-2
dochazi k pozitivni regulaci tohoto genu pti infekci (Shapira, Hamlin et al. 2006).
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Parasitarni infekce Caenorhabditis elegans

Mikrosporidia Nematocida parisii je prirozeny intracelularni patogen Caenorhabditis
elegans izolovany ze stievnich bun¢k. Prenos patogent je horizontdlni, z jedince na jedince.
NeprenaSi se vertikdné na potomky. lzolaci embryi zinfikovanych jedinci metodou
,,BLEACH" doSlo k vylihnuti neinfikovani jedinci. P38 MAPK dréha neni ovlivnéna touto
infekci, avSak u signaliza¢ni dréhy daf-2/daf-16 pri mutaci daf-2 Ziji jedinci déle nez kontrola
(Troemel, Felix et al. 2008).

Kvasinkové infekce
Candida albicans kolonizuje zpoc¢édtku trévici soustavu a néasledné pronika svymi
filamenty kutikulou do hogtitele. Infekce je pro jedince letalni (Breger, Fuchs et al. 2007).

Virovéinfekce

Donedavna nebyl znam prirozeny virus u Caenorhabditis elegans, proto byly pro
studium virovych infekci pouzivany savéi viry, napiiklad virus vesikularni stomatitidy, VSV,
ktery vyvolévéa vzteklinu. Virem VSV-GFP byly infikovani mutanti rde-1 a rde-4 a kontrola
N2 (Wilkins, Dishongh et al. 2005).

RDE-1 a RDE-4 jsou dilezitymi proteiny pri RNA interferenci. RDE-1 patii do rodiny
tzv. Argonaut proteini a je souc¢asti RISC komplexu. RDE-4 je dsRNA binding protein, ktery
interaguje SRDE-1, DICER (DSR-1) — RNaza Il a DExH-box helikazou.. Nadtipanim
dsRNA vznikd siRNA, nakterou se véaze RISC komlex. RISC komplex rozplétd siRNA, jedno
vl&kno se degraduje a druhé vidkno v komplexu s RISC naseda komplementarné na mRNA a
degraduje ji. Tim se zabréni translaci proteinu. VI&kno siRNA, které m& mensi stabilitu
parovéni bazi na 5'-konci, interaguje s RISC.

Strevni bunky mutantt rde-1 a rde-4 infikované virem VSV vykazovaly v porovnani
skontolou N2 vyssi fluorescenci GFP. Pri zvySeni genové suprese se potencuje rezistence
k viru VSV. Predpoklada se, Ze mechanismus RNA interference se zigjmé vyvinul jako
obrana proti virovym infekcim (Wilkins, Dishongh et al. 2005).

U laboratornich linii Caenorhabditis elegans a Caenorhabditis briggsae jsou
pozorovany specifické zmény fenotypu vykazujici abnormdlni stievni buiky s fluidni
cytoplasmou a absenci lipidovych granul. Dochézi k destrukci intermedidlnich filament v
apikalni oblasti stievnich bunek. Jadra bunék se postupné prodiuzuji nebo jsou postupné
degradovana spolecné s jadérky. Detekci RNA jsou prokézany prirozené 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 pienesli virovou infekci horizontdnim
zpusobem do 50 generaci. Vertikdni prenos na embrya po ,,bleachingu“ byl vyvracen. RNA
interference minimalizuje vyskyt virové RNA u Caenorhabditis elegans, coZ potvrzuji to
nélezy u mutant v genech rde-2, rde-4 a mut-7, které maji zvySeny vyskyt virové RNA (Felix,
Asheet al. 2011).
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Lipopolysacharid

Tento endotoxin je silné imunogenni komponenta bunééné stény gramnegativnich
bakterii. Lipopolysacharid se sklada z O-antigenu, oligosacharidové ¢ast zvané jadro (core) a
lipidni casti, ktera se nazyva lipid A. O-antigen spolu s oligosacharidovou stiedni
komponentou tvori vnéjSi hydrofilni oligosacharidovou ¢ast lipopolysacharidu. SloZeni O-
antigenu je variabilni v zavislosti na kmenu bakterie, ktera je rozpoznavana protilatkami
produkovanymi hostitelem. Lipid A je hydrofobni ¢ast lipopolysacharidu. Svymi mastnymi
kyselinami se zanoiuje do bakteridlni membrany. Lipid A je zodpovédny za toxicitu
lipopolysacharidul.
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Lipopolysacharid ma vyznamné biologické funkce v genové expresi. Po stimulaci
bunéené linie kuiecich monocytu bakterialnim lipopolysacharidem dochazi k vazbé C/EBPS,
AP-1 (Fos/jun) a RNA polymerasy Il na promotor HRE (-1,9kb). Aktivuje se transkripce
LINOCR, nekddujici RNA indukované pomoci LPS. Lipopolysacharid indukuje modifikace
histond, predevSim H3 K9 acetylaci (H3 AcK9) a H3 S10 fosforylaci. Sou¢asné stémito
modifikacemi histont se vaZe IKKa (kindza) a samotny LINOCR na aktivacni komplex
transkripce. Méni se usporadani nukleosomu a komplex insuldtoru, CTCF/kohezin, neni
schopen se vézat ke specifické DNA sekvenci CTCF (-2,4kb). Timto mechanismem
lipopolysacharid reguluje geny lysozymu (Lefevre, Witham et al. 2008).

-2,1 kb -1,9 kb

jadro

Obrazek &. 12: modifikovano(Ong and Corces 2008)

Lipopolysacharid u obratlovci aktivuje expresi prozangtlivych cytokind TNF-a, IL-1,
IL-6 u makrofagti a monocyti. Nadmérna produkce TNF-o zapficini septicky Sok, ktery mize
vést ke smrti organismu.

Lipopolysacharid miaze byt defosforylovan na monofosforylovanou formu intestinalni
alkalickou fosfatazou za fyziologického pH. Inhibici alkalické fosfatdzy levamisolem se méni

citlivost potkani k lipopolysacharidu (Poelstra, Bakker et a. 1997). U mySi stimulovanych
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monofosforylovanym lipidem A se projevila zanedbatelnd produkce cytokinu TNF-a
v porovnani s my3mi injikovanymi lipopolysacharidem. Také se sniZila produkce ROS
(reaktivni  kyslikové radikdly) v plicich. Defosforylaci lipopolysacharidu  na
monoforsforylovanou formu se sniZzuje jeho prozanétlivd aktivita. Injekeni  aplikace
placentarni alkalické fosfatazy mysSim, které byly stimulovany lipopolysacharidem, udrzela
pieziti na 100%. U kontroly bez aplikace enzymu dodlo k poklesu preziti na 57%. Odstranéni
jednoho fosfétu alkalickou fosfatazou na lipidu A je dalezité pro redukci cytotoxické aktivity
lipopolysacharidu. Tyto vysledky mohou znamenat do budoucna pokrok v léché septickych
stavt aplikaci alkalické fosfatézy (Bentala, Verweij et al. 2002).

Exprese antimikrobidlnich peptidt u organismu Drosophila melanogaster je studovana
na bunééné linii mbn-2. Po gimulaci lipopolysacharidem se prokézala indukce exprese
antimikrobidlnich peptida Diptericin, Drosomycin, Drosocin, Cecropin Al a ribosomalniho
proteinu rp49. Patogeny stfevniho Ustroji E. coli, S. typhimurium, E. carotovora, and P.
aeruginosa inhibuji produkci antimikrobidnich peptida i v piipadé pridani lipopolysacharidu.
Bakterie ziejmé blokuji rozpoznéni endotoxinu a signalizaéni dréhy regulujici expresi
peptidu. Inhibice se specificky odviji od druhu inhibujici bakterie a na antimikrobidlnim
peptidu. Zda se, Ze bakterie travicicho Ustroji, predevSim Pseudomona aeruginosa, inhibuji s
nizkou uc¢innosti expresi peptidu Cecropin. Tato inhibice je reverzibilni. Odstranénim bakterie
Escherichia coli a aplikaci antibiotika se opét indukovala exprese Diptericinu a rp-49
(Lindmark, Johansson et al. 2001).

Lipopolysacharid salmonely aktivuje p38 MAPK dréhu, kterd vede nésledné k aktivaci
programované bunééné smrti (PCD) nezavisle na signalizaci pres Toll-1 receptor. U
Caenorhabditis elegans neni znam mechanismus rozponani lipopolysacharidu.
Lipopolysacharid neni pravdépodobné rozpozndn TLR u nematod (Aballay, Drenkard et .
2003).

Odpoveéd’ na sepsi indukovanou lipopolysacharidem, kterd je spojena s poskozenim
tkdné a naslednou vysokou schopnosti regenerace je studovana u organismu plosténky
Schmidtea mediterranea. Dochézi ke zvySeni exprese kalretikulinu, Hsp-20, matrixové
metaloproteinazy MMP, perforinu, 3-hydroxy-3methyl-glutaryl-CoA reduktazy (HMG-Co-A
reduktaza). (Altincicek and Vilcinskas 2008).
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Funkce geni vybranych z literatury pro studium genoveé exprese po expozici
k lipopolysacharidu Pseudomona aeruginosa 10

Predeslé studie odhalily skupini gend, které jsou transkripéné ovlivnény expozici
nematod infekénim agens a jejich slozkdm. Na zéklade jiz publikovanych vysledka genovych
expresi jsme vybrali geny uvedené v tabulce pro studium vlivu lipopolysacharidu na
modelovy organismus Caenorhabditis el egans.

gen ¢idogenu |funkce genu
tol-1 COF11.1 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 R0O3D7.6 Glutathione S-Transferase
cri-1 KO7Al1.7 Consserved Regulator of Innate immunity
cri-3 F59A2.3 Consserved Regulator of Innate immunity
Ibp-1 FAOF4.3 lipid binding protein
Ibp-7 T22G5.2.1 | lipid binding protein
clc-1 CO9F12.1 | 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

Tabulkaé. 1

Gen tol-1 kdduje transmembranovy receptor. Vyznamnou funkci méa v embryonalnim
a larvalnim vyvoji, signélni transdukci a obran¢ pred patogeny. Genova exprese v organismu
Caenorhabditis elegans probiha v nékterych epitelidnich bunkéch piedni ¢asti organismu,
v neuronech (neurony okolo faryngu, mechanoreceptory a interneurony celé nervové
soustavy). U mutanti genu tol-1 dochazi k embryondlni letalité, néktera embrya se vylihnou
v deformované L1 stadium. Méné nez 10% mutantt se vyvinulo v dospélce s omezenou
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fertilitou. VétSina jedinca prokézala zmeny ve vyvoji a v morfologii téla (Pujol, Link et al.
2001).

Hsp70 je protein indukovany stresem tepelného Soku. Patii do rodiny molekularnich
chaperonti HSP-70. Je exprimovan ve svalovych bunkach v oblasti stfeva a analni oblasti.
V endoplazmatickém retikulu se U¢astni procesu unfolded protein response (UPR). Je funkéné
zarazen do regulace bunééné morfogeneze. (www. wormbase.org)

Lys-1 je indukovany bakterii Serratia marcescens. RNA interference genu lys-1 nema
vliv na preziti a obranu k patogenim, gen je redundanti k dalSim lysozymim. Lys-1 je
exprimovan ve stievé, nékterych neuronech a neuronanich gangliich. Ve strevnich bunkéch
se nachazi ve vezikulech na apikdnim povrchu, tyto vezikuly jsou odlisné od
autofluorescentnich lysosomi (Mallo, Kurz et al. 2002).

Lys5 a lys7 jsou dal&i geny zrodiny lysozymi. Vyznauji se spolu sostatnimi
lysozymy podobnou expresi a funkcemi jako lys-1.

Gst-38 a gst-5 patii do rodiny glutathion-S-transferaz Ucastnici se detoxifikagnich
reakci. Chrani bunky pied oxidativnim stresem, hromadéni volnych kyslikovych radikalu a

ucinky xenobiotik. Exprimuje se ve stievé a nervoveé soustaveé (www.wormbase.org).

Cri-1 a cri-3 predpokladana funkce téchto gena je regulace imunitni odpovédi. Geny
byly vybrany ze studie, ktera se zamétuje na regulace genove exprese v nespecifické imunitni
odpovédi na lipopolysacharid u dvou modelovych systémii, ato u Caenorhabditis elegans a u
bunééné linie mySich makrofaga (Alper, Laws et d. 2008).

Lbp-1 a Ibp-7 geny kéduji proteiny, které vazi a transportuji malé hydrofobni
molekuly, napiiklad lipidy nebo steroidni hormony. Patii mezi FABP ,fatty acid binding
protein®, které maji daleZitou roli v metabolismu lipidia. Exprimuje se ve stievé, sekre¢nich
bunkéach recta, reprodukénim systému a v hypodermis (www.wormbase.org).

Clc-1 je gen kodujici homolog klaudinu. Klaudin je transmembranovy protein
v tésnych spojich apikalni domény epitelidinich stfevnich bungék. Protein je exprimovan ve
faryngu, stievnich bunkach, sekrec¢nich bunkéach av hypodermis.

F01G10.10 je gen, u kterého je urcena hypoteticka funkce pomoci bioinformatické
studie, které provadély analyzu saveich homologu LBP (lipopolysacharide binding protein) u
Caenorhabditis elegans. Zminény gen je zarazen mezi nimi (shrnuto v Irazoqui, Urbach et al.
2010).

F44G3.2.1 je gen koduji kreatin kindzu, ktera fosforyluje kreatin na fosfokreatin. V
microarray studiich se vyznamné sniZila exprese po infekci bakterii Pseudomonas aeruginosa
PA14 (Green, Gally et al. 2009).
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Daf-12 patii mezi jaderné hormondni receptory. DAF-12 je homolog k lidskému
receptoru pro vitamin D. Reguluje stadium dauera spojeny se zménou metabolismu, vyvoj
organismu, starnuti a dlouhovékost dospélce (www.wormbase.org).

iLys-3 je indukovany ve faryngu a ve strevé pri infekci Staphylococcus aureus. M&
podobné antimikrobidlni viastnosti jako lysozymy z rodiny lys-1 - lys-10 (Irazoqui, Troemel
et al. 2010).

Clec-60, Clec-71 patii mezi C-typy lectini. Predpoklada se funkce opsonizaéni a
antibakteridlni nebo ochrana dliznice pred patogeny. Clec-60 je indukovany infekci
Myrobacterium nematophilum, Staphylococcus aureus, zatimco clec-71 je regulovany infekci
Psseudomonas aeruginosa. Exprese gent probiha ve stievé. (O'Rourke, Baban et al. 2006).

Abf-2 patti do rodiny antimikrobidnich peptida. Ke konstitutivni expresi dochazi ve
faryngu, kde miZe chrénit slizni¢ni porvch pred bakteridlni infekci. Tento peptid je Gcinny
proti Sirokému spektru patogent. Neni vyloucena funkce pii zpracovani potravy. (Kato,
Aizawaet al. 2002).

Ama-1 kdduje velkou podjednotku RNA polymerézy |1. Je dilezity pro embryonalni
vyvoj. PouZiva se jako referencni gen pro korekci exprese geni pii RT-PCR.

41


http://www.wormbase.org)

Experimentalni model
Canorhabditis elegans

Je mnohobunéény organismus. Dospélec je 1,5 mm velky, Zijici v puadé volné
v prirodg. Zivi se bakteriemi. V laboratornich podminkéach Ziji na NGM agaru naockovaném
bakteriemi OP50. Zivotni cyklus zatina vylihnutim larvy z embrya, ta v prabshu vyvoje
prochézi ¢tyimi larvanimi stédii od L1 po L4. Z L4 stadia se vyvine v tzv. mladého dospélce
a déle v dospélce, ktery je schopen klast embrya. Za nepiiznivych podminek se L1 stadium
maZe vyvinout v latentni stadium dauer. Po zlepSeni podminek se dauer vyviji v L4 stadium.
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Obréazek &. 13: Vyvoj Caenorhabditis elegans pri 22°C
(http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introducti on/| ntroframeset.html)

Prednosti studia tohoto organismu jsou rychly vyvoj, jednoduché pozorovani (ma

jednoduchou anatomii, morfologii), zcela osekvenovany genom. 40% lidskych proteini je
evolu¢né konzervovanych.
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Caenorhabditis elegans ma 2 pohlavi, hermafrodit (XX) o celkovém poétu 959 bunék,
zatimco samecek (X0) ma 1031 buneék.

Pro naSe experimentalni Gcely jsme pouZili druh Caenorhabditis elegans N2 Bristol,
ktery nam poskytlo centrum Caenorhabditis Genetics Center.

pharynx ™ P '_..
" vulva spermatheca
eges rectum

5

) spermatheca
proximal gonad

Amnatomie hermafrodita (http:www wormatlas orgthermaphroditefintroduct ondntroframe set html)

Proctodeum
onad

—

Seminal vesicle

Vas deferens

 Anatomie sametka {http: fwwrwrwormatlas orghermaphroditefinroduct onIntroframe set html )

Obrazek €. 14: Anatomie Caenorhabditis elegans
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Chemikale

Agar A

Agarose Multi Purpose
Bactopepton

BAME standard

BCA protein Essay Kit
Dietyleter

Bio Basic INC., Ontario, Kanada
Bioline, Londyn, Velka Britanie
Amresco, Solon, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Thermo Scientific, Rockford,USA
Penta, Praha, Ceska republika

2,7 —dichlorodihydrofluoresceindiacetét (o-ocr-0a) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dnazal

Etanol

Fenol:chloroform kit

Galaktosa

Glukosa

Glykogen 20mg/m

Hexan

Chlorid draselna

Chlorid sodny

Cholesterol

| zopropanol

KH2PO,

Kyselina mravenci

Kyselina nonadekanova
Kyselina O-fosfrecna 85%
Kyselina sirova

Kyselina octova

LightCycler TagMan Master (Kit)
Lipid A

Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa 10

Metanol
MgSO; . 7H:0
N-acetylgalaktosoamin

BioLabs, USA
Penta, Praha, Ceska republika
Termo Scientific, Rockford,USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Fermentas,Ontario, Kanada
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Lachema, Brno, Ceska republika
Penta, Praha, Ceska republika
Bio Basic INC., Ontario, Kanada
Penta, Praha, Ceska republika
Lachema, Brno, Ceska republika
Penta, Praha, Ceska republika
Fluka (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Penta, Praha, Ceska republika
Penta, Praha, Ceska republika
Penta, Praha, Ceska republika
Roche, Basel, Switzerland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich- 7018 — 10K4033
- 7018 — 12100604-100M 410V
- 9143 — 038K 4060
Penta, Praha, Ceska republika
Lachema, Brno,Ceskéa republika
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA



N-acetylglukosamin

Nile Red

Oil Red

Octan sodny

P.A.S.- Schiff —kyselina jodista dle Pearse
Pepton B

Standard fosfolipidi — mix

Sudan black

SuperScript |1 reversni transkriptaza
Pristroje a dalSi pomiicky

Fluorescenéni mikroskop Olympus BX60
Kamera Olympus DP30BW

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
DIAPATH, Martinengo, Itdlie
Bio Basic INC., Ontario, Kanada
Supelco, Bellefonte, USA
Sigma-Aldrich St. Louis, USA

Invitrogen, USA

Tokyo, Japonsko
Tokyo, Japonsko

Kamera Olympus UTV 1X JapanVUCMAD-2 Japan Tokyo, Japonsko

Fluorescen¢ni mikroskop Nikon Eclipse 400

KameraDS-U1l
kolona HP-5 30 m, 250 um

Melville, USA
Tokyo, Japonsko
Santa Clara, USA

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

plynovy chromatograf Agilent 6890N
Program ImageJ 1.43u

HPTLC- Fertigplatten Kiselgel 60 (10x10 cm)

Hamilton Syringe 702 N 25ul
Spektrofotometr Beckman Du 530
LightCycler® 1.5 Instrument
Sklenéné zkumavky 2 ml se septy

Sklenéné zkumavky

Santa Clara, USA

Merck, USA

P-LAB, Praha, Ceska republika
Brea, California

Roche, Basel, Switzerland
P-LAB, Praha, Ceska republika

Duran Group



M etody pouZzité v experimentalni praci:
Priprava NGM agaru:
Agar (nebo Agarosa) — 7g
Pepton — 0,89
NaCl - 1g
Cholesterol — 333ul (5mg/1ml etanolu)
dH,O — 330ml
Smes sterilizujeme v autoklavu, poté piidame 8,33 ml 1M KH,PO, 333ul 1M MgSO,. Agar
vylejeme do Petriho misek.

Synchronizace linii ,,BLEACH"

Linii smyjeme z agarovych misek autoklavovanou vodou dH,O do zkumavek 12 ml.
Ztocime pri 2000g. Odstranime supernatant a proces zopakujeme, abychom odstranili
piebytecné bakterie OP50. K pelet¢ piidame 7ml dH,O, 2ml 5M NaOH, 1ml chlornanu
sodného (NaClO - SAVO). 3 aZ 6 minut silné trepeme, linie se zlizuje, zastanou pouze
embrya. Po tiepani dolijeme obsah zkumavky vodou. Embrya je nuté promyvat az Sestkrat
pomoci dH,0, abychom odstranili SAV O. Pti nedbalém odstranéni této slouceniny se embrya
zdegraduji. K peleté promytych embryi piidame 10ml dH,O a dame do kyvet a nechame
tiepat pres noc pii pokojové teploté. Druhy den budeme mit synchronizovanou linii v L1
stadiu. Synchronizace linie je nutna pii kazdém pokusu.

Podani Lypopolysacharidu Pseudomonas aeruginosa 10
a) Lipopolysacharid Sigma-Aldrich: L7018- 108K 4033

Naockujeme Petriho misky sbakteriemi OP50 a pridanym lipopolysacharidem.
Konecna koncentrace lipopolysacharidu ma byt 4,1 mg/33ml na velkou Petriho misku
(pramér 9cm). Endotoxinova jednotka udana certifikétem je 4 800 000EU/AMG. Na takto
piipravené misky dame linie N2. Kontrolu krmime pouze bakteriemi OP50. Inkubace linie
probiha 24 hodin pti pokojové teploté. Poté linii smyjeme, opléchneme od bakterii a
zmrazime pii -80°C. Vzorek pouzijeme na izolaci RNA, piepis na cDNA a méreni exprese
kandidatnich gent vybranych z literatury, kde je zaznamenan U¢inek v imunitnim systému
Caenorhabditis elegans. PouZijeme metodu kvantitativni real-time PCR po reverzni
transkripci.
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b) Lipopolysacharid Sigma L 7018-108K 4033

Petriho misky naockujeme bakteriemi OP50 (fidké medium 1ml bakterii 9ml
LBmedia) a pridanym lipopolysacharidem. Konecné& koncentrace lipopolysacharidu ma byt
17mg/10ml na malou Petriho misku (pramér 5,5 cm). Endotoxinova jednotka udana
certifikatem je 20 400 000 EU/17MG. Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2
probihd 3 dny pii 20°C. Kontrola je krmena opét pouze OP50. U takto pripravenych
organismi studujeme histologicka barveni tukt pomoci barviv Nile red, Sudan black, Oil red
aexpresi vybranych genti metodou gRT-PCR.

Histologicka barveni Caenorhabditis elegans
1) Barveni fluorescenénim barvivem Nile red.

Roztok fluorescencni barvy Nile Red rozpu&eény v acetonu o koncentraci 500ug/mi
piiddame k bakteriim OP50. Findlni koncentrace fluorescencni barvy v OP50 ma byt 0,05
ug/ml. Takto pripraveny roztok se ockujeme na NGM agar. Nilered je fluorescenéni barva,
kterdbarvi neutrdni tuky. Lze pozorovat na rhodaminovém filtru, 560-590nm.

2) Barveni barvivem Sudan black

Linii tfikra promyjeme v 1x PBS, timto se ocisti od bakterii OP50. Vzorek fixujeme
v 1,5 ml mikrocentrifugaéni zkumavce ve 4% paraformaldehydu pii pokojoveé teploté 20
minut. Nechdme zmrznout pii -80°C a rozmrznout pii pokojové teploté trikrét. Po tomto
procesu 10 minut nechdme na ledu s obéasnym protiepanim zkumavky. Oplachneme peletu
od paraformaldehydu v 1x PBS, udélame dehydrataci v radé 25%, 50%, 70% etanolu. 0,05 g
barviva Sudan black rozpustime v 5 ml 70% ethanolu, roztok piefiltrujeme nebo
centrifugujeme. Tento roztok ziedime v 70% etanolu 1:1. V tomto kone¢ném roztoku barvime
larvy pies noc. DalSi den vzorek rehydratujeme v fadé 70%, 50%, 25% etanolu a nakonec
1xPBS. Vzorek pozorujeme na svételném mikroskopu (podle Morck, Olsen et a. 2009).
3) Barveni barvivem Oil red

Promyti vzorku a fixace je shodnd jako u barveni se Sudan black. Vzorek
dehydratujeme v 60% isopropanolu. 0,5 g barviva rozpustime ve 100 ml isopropanolu a
prefiltrujeme. Roztok ziedime destilovanou vodou na 60% isopropanol, ve kterém barvime
linii pfes noc. DalSi den oplachneme vzorek v 1XPBS a pozorujeme na svételném mikroskopu
(Soukas, Kane et al. 2009).
4) Analyza reaktivnich forem kysliku

Reaktivni  formy Kkysliku zjis%ujeme u Caenorhabditis elegans pomoci
nefluorescenéniho barviva 2, 7—dichlorodihydrofluoresceindiacetat (H2-DCF-DA). Pxi praniku
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barviva do bunky dochazi k deacetylaci na 2,7-dichlorodihydrofluorescein (H2-DCF), ktery
se stéava nepropustny membranou. Volné kyslikové radikdly (ROS) oxiduji H2-DCF na
fluorescen¢ni 2,7-dichlorofluorescein (DCF).

Linie krmené LPS a kontrolni linie N2 smyjeme a promplachneme 1xPBS. K liniim
priddme 50uM H2-DCF-DA). Inkubujeme 60 minut pti 20°C. Poté linie proplachneme a
pozorujeme fluoresenénim mikroskopem (excitace 488nm, emise 510nm). Protokol je
pozmeénen podle (Zhu, Ji et a.2010).

Pi mikroskopickém pozorovani jsme pouZili mikroskop s okularem, ktery zvétSuje
10x a déle objektivy se zvétSenim 4x, 10x, 20x, 40x a 60x. U obrézkt uvedenych v kapitole

vysledky jsou oznacena pouze zvétSeni objektivem.

| zolace RNA
Lyza vzorkii

Vzorky zamraZzenych linii v mikrocentrifugacni zkumavce pri -80°C nechame
rozmrazit. Peletu resuspendujeme v 500 pl resuspenéniho pufru a 40ul proteindzy K. Smés
vortexujeme 1 minutu a poté inkubujeme pri 55°C 1 hodinu.

Koncentrace dil€ich slozek Objem dil€ich slozek
0,5% SDS 1,25 ml

5% 2-merkaptoetanol 2,5mi

10mM EDTA 1,00 ml

10mM Tris/HCI pH 7,5 0,5ml

DEPC H,0O 44,75 ml

Celkovy objem 50 ml

Tabulka &. 2: SloZeni resuspenéniho pufru

Extrakce nukleovych kyselin metodou fenol-chloroform

Ke zlysovanému vzorku piidame 300 pl fenolu. Vzorek vortexujeme, sto¢ime na
10000g po dobu 10 minut, 10°C. Odebereme horni vodnou fézi do nové zkumavky. K
odebrané horni vodné fézi ptidame 300 ul chloroformu. Vzorek opét vortexujeme a stoc¢ime
na 10 000g po dobu 10 minut, 10°C. K odebrané horni vodné fazi pridame 2 ul glykogenu, 40
ul 3M octanu sodnéhoNaOAc) a mikrocentrifugaéni zkumavku doplnime 96% vychlazenym
etanolem. Vzorky inkubujeme pii -80°C pres noc. DalSi den sto¢ime pii 14 000g po dobu 30

48



minut v centrifuze vychlazené na 4°C. Peletu nechdme oschnout a resuspendujeme ve 20 pl

dH,0. Vzorky zkontrolujeme na 1% agarosovém gelu. NanaSime 2ul vzorku.

Degradace genomové DNA

Degradacni smés vytvorime podle nasledujiciho schématu a inkubujeme 30 minut pfi
37°C.

vzorek 5ul

d H,0 34,5 pl

10x Pufr pro Dnazu |l |5yl

Dnazall 5ul

Inhibitor Rnéaz 0,5 ul

celkovy objem 50 ul
Tabulkaé. 3:

Extrakce RNA metodou fenol chloroform

Vzorek doplnime do objemu 100 pl. Priddme 60ul fenolu a vortexujeme.
Centrifugujeme piti 10 000g po dobu 10 minut. Odebereme horni fézi, ke které pridame 60 pl
chloroformu. Centrifugujeme pri 10 000g po dobu 10 minut. Odebereme horni fazi do nové
zkumavky a pridame 1 pl glykogenu, 10ul 3M octanu sodného, 300 ul vychazeného 96%
etanolu. Vzorek inkubujeme v -80°C pies noc. Dalsi den stocime ve vychlazené centrifuze na
4°C pii 14 000g po dobu 30 minut. Peletu nechame oschnout a rozpustime ve 12ul. VVzorky
zkontrolujeme na 1% agarosovém gelu.
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LPS1 LPS2 1PS3 INN21 1922 N23

Obrazek ¢. 15: Vyizolované nukleové kyseliny

LPS1 1IPS2 1PS3 W21 IN22 N23

Obrézek ¢. 16: Celkovd RNA po odstranéni DNA pomoci enzymu DNaza |
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Rever zni transkripce
Do zkumavky na PCR dame sloZky podle tabulky ¢. 4.

vzorek 8 ul
primery hexamer |2 ul
d H,O 2 ul
celkovy objem 12 pl
Tabulka¢. 4:

Zkumavky vloZime do cycleru vyhrétého na 65°C na 5 minut. Poté vloZime na led na 5minut.
Ke vzorku dodame zbyvajici slozky podle tabulky ¢.5, aby mohla probéhnout reverzni
transkripce.

vzorek 12 pl
pufr 5x 4 ul
DTT 1 pl
dNTP 1l
reversni transkriptdza SSIl |1 yl
Inhibitor Rnazy 1ul
celkovy objem 20 ul
Tabulkaé. 5:
Nastaveni programu v cycleru: 10 minut 25°C

50 minut 42°C

15 minut 70°C
Po reverzni transkripci vzorky uchovavame pri -20°C. Takto pripravené vzorky |ze pouzit ke
studii exprese gena na Urovni mRNA, pro metodu gRT-PCR.

gRT-PCR
Pro navrZeni primeri pouzivdme systém ProbeFinder software od firmy Roche.
Software vybira spravnou kombinaci univerzalnich prob a primert. Universal ProbelLibrary

Assay Design Center (http://www.roche-applied-science.com/si rtper/upl/index.jsp?2d=UP030000).
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gen ¢idogenu |[funkce genu sense primer antisense primer proba
tol-1 COF11.1 TOL-1 agcacaattcgattgagcagt attcgatgaaaggtccaacg #22
hsp-70 C12C8.1 Heat Shock Protein cggtatttatcasaatggaaaggtt tacgagcggcttgatctttt #9
lys-1 Y22F5A.4 lysozyme caccatcagatctgtctggattc tgctgttgaggaagttcacatt #29
lys-7 C02A12.4 lysozyme ttgtgcagttttcgttcgtg tcaattccgagtcecagcttt #3
gst-38 F35E8.8.1 Glutathion S-Transferase aagataacagacttaccgatgagga | aagctggttgtatgggotttt #7
gst-5 R0O3D7.6 Glutathione S-Transferase atggccagcattgaaagaaa gatttttccgttgagcettga #142
cri-1 KO7AL1.7 Consserved Regulator of Innateimmunity | aaatcatttgttttgggaactctc gcctgcaagattgacagaca # 56
cri-3 F59A2.3 Consserved Regulator of Innateimmunity | tggaaacgaggacgtaccat caggagatcgtggaggtctg # 86
Ibp-1 FA0F4.3 lipid binding protein cgtccattacaagaatgtccaa ttgagggtgaaagtgatcteg #7
Ibp-7 T22G5.2.1 lipid binding protein gctgctcatttgaagecaat cgatcatctggactgttctcaa # 58
clc-1 CO9F12.1 claudin-like protein tcatatcaacacatctgaatggaa catccatcctggaagattcg # 148
F01G10.10 |F01G10.10 | LPS-binding protein tggagttgctccaagaaage gaagccgttgtacgaaatgg #142
F44G3.2.1 |F44G3.2.1 creatine kinases cgtggaattgagaagcaggt cacgaacagttgaaccaagg #113
daf-12 F11A1.3 abnormal DAuer Formation tcatttcatgagtcttctcaacaga agtgcttttggaatcegttc #108
ilys-3 C45G7.3 Invertebrate LY Sozyme gctgtgctactacttgtgttgagaac ggttacgagccatcacttcg # 154
lys-5 F58B3.2 lysozyme aaatgtcaagaatgccagage tcaagagacgccttaacttgg #84
clec-60 ZK666.6 C-type LECtin tcgaattggaacaaatccttc ggtattggttaagatcggcttg #142
clec-71 Y46C8AL.4 | C-typeLECtin gtatcaggagaggggtttcaag gtttacatattgaacattgctaactgg | # 69
abf-2 C50F2.10 AntiBacterial Factor related tcecttttecttgeacttctc aacatccattctggcacaagt #49
ama-1 F36A4.7 AMAnitin resistant acgtcgcectacctacactce tacgttggcgatgttgga #71

Tabulka ¢. 6: Vybrané kandidatni geny pro studii genové exprese
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Amplifikace cDNA probihala na pristroji LightCycler 1.5 zaloZeném na systému
Carousel. Byl pouzit kit LightCycler TagMan Master (Roche Apllied science) uréeny pro
préci s TagMan hydrolyzaénimi probami. Predem je tieba mit pripravené nafedéné PCR
primery, TagMan proby, cDNA. K tedéni primert pouZivame nuclease-free vodu z kitu.
RovnéZ na pipetovéni zvolime sterilizované Spic¢ky s filtrem a dbdme na vyménu 3picek.
UdrZujeme sterilni prostiedi, abychom si nezanesli do vzorku a chemikdlii kontaminace lidské
Ci bakteridini DNA.

Geny jsme si rozdélili na 2 ¢asti, abychom mohli naplnit kapacitu pristroje na 32
sklenénych kapilédr. Métili jsme zménu exprese deseti vybranych gent na vzorcich cDNA
izolovanych z linii krmenych LPS a z kontrolnich N2 liniich. Jako referncni gen jsme pouzili
gen pro velkou podjednotku RNA polymerazy Il (ama-1). Pro kazdy set primeri a proby byla
métena kontrola bez templatové cDNA pro ovéieni, jestli nedoSlo ke kontaminaci téchto
roztoku nezadouci cDNA. Kazdy gen byl méren trikrat na trech riaznych sadach cDNA pro
LPS a kontrolu N2, abychom vytadili chybu méteni a mohli spravné interpretovat vysledky.

Nejprve zhotovime tzv. Master mix. Smichame 10ul FastSTart Tag DNA Polymerazy
ze zkumavky z kitu oznacené la se zkumavkou 1b, ktera obsahuje reakéni pufr, MgCl, a
dNTP (misto dTTP je obsazeno dUTP). Oba primery geni pouzivame naredéné o koncentraci
10 pmol. Vytvoiime mix z cDNA izolované z jedné experimenténi skupiny LPS nebo N2,
H,O a master mixu, tento mix pipetujeme do sklenénych kapilar a pridavame primery a proby
specifické pro geny. Cely objem dokonale promichame pipetou ve $picce, aby doSlo ke
sprdvnému promichani chemikdlii. Kapilary sto¢ime na nizké otétky, 900g na 1 minutu.

Nastavime a pustime program popsany v tabulce ¢. 8.

vzorek kontrola bez templatu
cDNA 4 ul -
H20 6 ul 10 ul
Mix primerd (sense+antisense) 4 ul 4yl
Proba 2 ul 2 ul
Master mix (la + 1b) 4 ul 4yl
Celkovy objem 20 ul 20 ul

Tabulkaé. 7:
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Nataveni programu pro RT-PCR
Proces teplota |éas
Aktivace Hot start Taq Dna polymerazy 95°C 10 minut
Amplifikace
Denaturace 95°C 10 sekund
Annealing 59°C 10 sekund
Elongace 72°C 1 sekunda
- 45 x
Chlazeni [40°C |30 sekund
Tabulkad. 8:

Podani komponent Lipopolysacharidu liniim
Liniim podavdame jednotlivé komponenty lipopolysacharidu o koncentracich
uvedenych v tabulce ¢.9.

Komponenty LPS Koncetrace komponent LPS
glukosa 50mM
galaktosa 50mM
N-acetylglukosamin 50mM
N-acetylgalaktosamin 50mM
lipid A 0,5 pg/ul
Tabulka¢. 9:

Linie inkubujeme 3 dny pti 20°C. Jako kontrolu pouZijeme linie krmené bakteriemi OP50.
Linie smyjeme a zamrazime pri -80°C. DodrZime jiZ popsany protokol na izolaci RNA,
reverzni transkripce a RT-PCR. Genovou expresi studujeme u vybranych genu clec-71, clec-
60, lys5 a F44G3.2.1, které méni expresi pti podani lipopolysacharidu. PouZijeme stejné
primery a proby jako u predchozi RT-PCR. Pokus opakujeme ttikrét s riznymi sadami cDNA
pro zachovani spravnosti vysledka.

Analyza lipida
Linie ptipravené po krmeni lipopolysacharidem a kontrolou bakteriemi OP50
pouZijeme k analyze neutralnich tuka a fosfolipidi na tenkovrstevné chromatografii (TLC).

21

V zorky sonikujeme a zmétime koncentraci proteini BCA metodou.

Extrakce lipida
Lipidy extrahujeme ve sklenénych zkumavkéch 14ml s uzavérem se septy, aby
neunikala organicka rozpo%édla. Sonikované linie pridame k 5 ml  rozotku
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chloroform:metanol v poméru 1:1, ktery uchovavame pri -20°C. Vzorky nechame extrahovat
pies noc pii -20°C. DalSi den priddame 2,2 ml Hajrasova rozoku (0,2M H3PO4, 1M KCI).
Centrifugujeme na 6000g po dobu 1 minuty. Odebereme sklenénymi Pasteurovymi pipetami
spodni chloroformovou fézi, kter4 obsahuje lipidy. K pavodni horni fazi priddme 1 ml
chloroformu a rerextrahujeme zbylé mnoZstvi lipida a pridame jeg k piedchozimu vytézku.
Vzorky vysusime pomoci dusiku a rozpustime v roztoku 500pl chloroform:metanol v poméru
2:1. Takto upravené vzorky jsou pripravené pro TLC, uchovavame je pii -20°C.

Tenkovsrtevna chromatografie (TLC) lipida

Nejprve nechame nasytit parami vyvijeci komoru mobilni fazi, ktera se sklada z
organickych rozpou&eédel. Syceni vyvijeci komory probih& cca 1 hodinu. Na silikagelovou
desku HPTLC 60 si 1,5 cm od spodniho okraje desky jemné nazna¢ime obycejnou tuzkou
start s nanaSecimi misty po 0,5 cm. Start nesmi byt pod hladinou mobilni faze. Vzorky
nanaSime Hamiltonovou pipetou, vzdy nechdme mezi vzorky 1 misto mezery, aby
nedochazelo k miseni. Pipetu mezi jednotlivymi vzorky vzdy 5 krét propldchneme roztokem
chloroform:metanol (2:1) a5 kré& metanolem. Pouzivame zvolené standardy, mnoZstvi vzorki
odvodime podle koncentrace proteina ve vzorku. Nanesené vzorky nechame zaschnout a
opatrné je ponoiime do mobilni faze nasycené vyvijeci komory.

Pro neutrdni tuky pouZijeme mobilni fézi Hexan:dietyleter:kyselina octova
(40:10:1,5). Pro fosfolipidy se mobilni faze skldda z chloroform:metanol:voda (32:21:2).
Celo mobilni faze nechame dobéhnout 0,5 cm pod horni okraj desky. Mobilni faze pro
neutralni tuky vzlina cca 15 minut a pro fosfolipidy cca 45 minut. Desku poloZime do zapnuté
digestoie, kde nechdme vyrchat vSechny pary rozpoustédla cca 1,5 hodiny. Desky stiikdme
jemnym rozpraSovacem vyvijecim roztokem 10% CuSO,.5H,0 v 8% H3PO, a suSime v peci
vyhi'dté na 140°C. Asi po 4 minutéch se objevi rozdélené lipidy.
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Schéma tenkovr stevné chr omatogr afie neutr alnich tuku

NanaZeni neutralnich lipidai naTLC
Standard koncentrace mnoZstvi nandSeni
Cholesterol(C) 1ug/2ul 3ul
Triolein(To) g/l 5ul
kyselina olgjova (FFA) | 2ug/1pl 2ul
krevni plasma (PL) 400ul/2ml 5ul
vzorky koncentrace mnoZstvi nanaSeni
N2 200ug 57ul
N2 100ug 28,5ul
LPS 200ug 27ul
LPS 100ug 13,6ul

Tabulka ¢. 10: Koncentrace a mnozstvi standar dia a vzor ki, kter € byly nanaSeny na TL C desky

CELO

C To FFA PL N2 N2z LPS LPS

START

Obrazek ¢. 17: Schéma TL C desky ukazuje poradi nanéSeni vzorki.
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Schéma tenkovr stevné chr omatogr afie fosfolipidi

NandaSeni fosfolipidii na TLC
Mix fosfolipidd (ST) Koncentrace v mixu | mnoZstvi nanaSeni
L-A-Lysofosfatidylcholin 300,4 pg/ml 5l
L-A-Fosfatidylcholin 1500 pg/ml 5l
L-A-Fosfatidyletanolamin | 1200 ug/mi 5l
L-A-fosfatidylinositol 900,5 pg/ml 5l
Krevni plasma (PL) 400pl1/2ml 5ul
Vzorky
N2 150ug 43pl
LPS 150ug 21yl

Tabulka ¢.11 Koncentrace a mnoZstvi standardt a vzorkd, které byly nandSeny na TLC desky

CELO

LPS PL ST

START

Obréazek ¢. 18: TL C deska ukazuje poradi nanaSeni vzor kii.

Vypocet retenéniho faktoru Rf, ktery je charakteristicky pro urcity typ molekuly

Rf:g
b

a — vzdalenost start- stied skvrn

b — vzdalenost start-¢elo mobilni faze

CELO
L
—
L
~
START
ST N2 LPS PL ST
Obréazek ¢. 19: Schéma vypoétu Retenéniho

faktor
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M éieni koncentrace proteind BCA metodou

Tato metoda se pouzivd pro kolorimetrickou kvantifikaci celkové koncentrace
proteini. U prvni tvz. Biuretové reakce dochézi k redukci Cu?* na Cu™ v alkalickém
prostiedi. Roztok se zabarvi do modra. Dal&i reakce je chelataini, Cu™ chelatuje 2 molekuly
bicinchoninové kyseliny (BCA). Roztok se zabarvi do fialova. Komplex BCA a Cu' je ve
vodé rozpustny, absorbance pri 562nm je linedrni se zvy&ujici se koncentraci proteina.

Absorbance se mize mgfit mezi 550nm a 570nm.

STEP 1
Protein + Cu?* OHT_ o+

O O
00¢ OH" .HO coo-
o,

“0ocC OHJBE.‘\HO oo
Cu
OO

Obrazek €. 20: Biuretovareakce
(http://www.pi ercenet.com/browse.cfm?fldl D=876562B0-5056-8A 76-4E0C-B764EA B3A 339)

Cu+2BCA—~

Vytvorime si kalibracni fadu Sesti sklenénych zkumavek, do kterych z kitu BCA
napipetujeme 2 ml roztoku ozna¢eného A, 40 ul roztoku oznaceného B a standard BSA (o
koncentraci 2 mg/ml). Standardy pipetujeme vzestupnou fadou O ul, 5 ul, 10 ul, 20 ul, 40 pl.
Do zkumavek pro vzorky napipetujeme 2 ml roztoku A, 40 ul roztoku B. Sonikované vzorky
métime v dubletech, do zkumavky pipetujeme tedy 3 pul a 5 pl do dalsi. Sadu zkumavek
inkubujeme pii 37°C po dobu 20 minut na trepacce. Po inkubaci zmétime absorbanci vzorka.
Sestrojime graf zavislosti absorbance na koncentraci BSA a z rovnice regrese vyjadiime

koncentraci proteini ve vzorku.
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Kalibraéni rada

roztok A 2m| 2mil 2ml aml 2ml 2ml

roztokB 40y 40ul 40ul 40ul 400l 40ul

BSA aul Tul sul 100l 20ul 40ul
Vzorky

roztok & Zml 2mil roztok & 2l 2ml

roztokB 40ul 40ul roztokB 40Ul 40ul

LPS 3ul 5ul N2 3ul gul

Obrazek ¢. 21: Kalibraéni fady

mnozstvi standardu | absorbance standardu koncentrace standardu
1l 0,011 |2 ug/ul
5ul 0,039 | 10 pg/ul
10ul 0,135 20 ug/ul
20ul 0,282 | 40ug/ul
40l 0,609 | 80 ug/ul
Tabulkaé. 12:
y = 0,0165x - 0,0465
Kalibraéni kfivka R? = 10,9971
0,7
0,6 /
0,5
[}
o /
S 0,4 /
-
o 0,3
w
@ /
< 0,2 /
0,1
O 4/ T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

BSA [2mg/ml]

Graf €. 1: Kalibraéni krivka absor bance
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Vypodet koncentrace proteina ve vzorku:

mnozstvi koncentrace primérna
vzorek | vzorku absorbance vzorku | proteind koncentrace
N2 3ul 0,305 | 7,1 pg/ul 7,00 pg/pl
5ul 0,519 6,8 pg/ul
LPS 3ul 0,599 | 12,98 ug/pl 12,195 g/l
5ul 0,898 11,41 ug/pl
Tabulka¢. 13:

Koncentraci proteini odvodime z rovnice: 'y = 0,0165x - 0,0465

. + 4
x - koncentrace proteinii y = ¥ +00465
0,0165
y - namgéiena absorbance o= A+0,0465
0,0165

Extrakce lipidid na analyzu plynovou chromatogr afii

Zamrazené linie v -80°C nechame rozmrazit pti pokojové teploté. Pridame 1 ml 2,5%
H,SO, v metanolu. Linie stimto roztokem piepipetujeme do sklenénych zkumavek
suzavérem se septy. Pridame 50 pg standardu  kyseliny nonadekanové ke kazdému vzorku.
Vlozime do vodni lazn¢ vyhiaté na 80°C na 1 hodinu. Tento roztok extrahuje mastné kyselin
a nasledné dochazi k transmetylaci. Priddme 600ul hexanu a 4,5 ml dH,O. Zkumavky
zattepeme a stoc¢ime na centrifuze pri 1000g po dobu cca 2 minut. Odebereme horni
hexanovou vrstvu, do které se extrahuji metylestery mastnych kyselin. Extrakci hexanem jedté
jednou zopakujeme. Metylestery mastnych kyselin skladujeme ve zkumavkéch s uzavérem se
silikonovymi septy potazenymi teflonem v -20°C. Takto pripravené vzorky lze pouzit na

analyzu mastnych kyselin plynovou chromatografii.

Plynova chromatografie

Pro méfeni jsme pouzili plynovy chromatograf Agilent 6890N shmotnostnim
spektrometrem MSD detektorem Agilent 5975, kolonu HP-5 Agilent o rozmérech 30 m, 250
um. Jako nosny plyn jsme pouZzili helium. Nastavené parametry méreni: split 20:1, pocatecni
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 vrozmezi relativni hmotnosti v MSD 30-360.
Nastiik vzorku byl o objemu 1pl.
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Vysledky

Pozorovani morfologickych a fyziologickych zmén po podani lipopolysacharidu

A N2 kontrola, 20x, 20°C B LPS, 20x, 20°C

Obréazek ¢. 22: Akumulace pigmentu ve stievé

(A) Tmavé zbarveni stieva u kontroly je v menSim rozsahu. (B) U nékterych jedinci linie
krmené lipopolysacharidem z Pseudomonas aeruginosa se ukazalo abnormalni intenzivni
cerné zbarveni streva.
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M orfologie organismu Caenorhabditis elegans

N2 kontrola 10x, 20°C

LPS 10x, 20°C

Obrazek ¢. 23: Morfologie Caenorhabditis el egans

(A) Morfologie kontrolniho organismu
(B) Morfologie organismu krmeného LPS
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M éfeni autofluorescence streva

A B

N2 kontrola LPS 10x, 100ms, 20°C
10x, 100ms, 20°C

Obrazek €. 24: Autoluor escence stieva

(A)Kontrolni organismy vykazuji vysSi autofluorescenci streva, ktera je urcena
akumulaci  fluorescencniho pigmentu. (B) U linie LPS je vyznamné niZsi
autofluorescence.
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Graf €. 2. Autofluor escence stireva ve vyvoji organismu Caenorhabditis elegans

Graf zobrazuje pribéh nametrené autofluorescence linii inkubovanych s LPS a kontroly N2 pri
20°C (horni ¢ast grafu) a pii 16°C (dolni ¢ast grafu) béhem vyvoje Caenorhabditis elegans.
Autofluorescence se méni steplotou inkubace linii. Kontrolni linie v obou pripadech maji
vy3SSi autofluorescenci v porovnani s liniemi, kterym byl podan lipopolysacharid.

Pro m¢teni byl pouzit Imagel 1.43u. Pro sestrojeni grafu byly pouzity prameérné
hodnoty z deseti jedinci kontroly a deseti jedinci inkubovanych s LPS linie métené v jednom
dni. Zpuasob vyhodnoceni dat z programu ImageJ 1.43u je zobrazeno v priloze. Tento postup
byl zachovan u viech méieni v tomto programu.

Pramérné hodnoty dat densitometricky hodnocenych programem Image] 1.43

Autofluorescence stieva pfi 20°C Autofluorescence stieva pfi 16°C
Den LPS N2 Den LPS N2
1l.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 ¢. 14: Ziskané hodnoty pro tvorbu grafu



Histologicke barveni neutralnich lipida pomaoci fluorescenéni barvy Nilered

A

N2 kontrola 20°C LPS 20°C

© =)

100pm

N2 kontrola 16°C LPS 16°C

Obrazek ¢. 25: Barveni neutralnich tuka Nilered

(A) Kontrolni organismy inkubované pri 20°C maji vysSi fluorescenci, tedy vice neutralnich
lipidu. (B) Organismy, ktere byly inkubovany taktéz pti 20°C a byl jim podan LPS maji mén¢
neutralnich tuka. (C, D) Podobny trend jsme zaznamenali i u organsimi inkubovanych pri
16°C. Bylo pouzito zvétSeni 10X a expozice 100 ms
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Graf ¢. 3: Zménaintenzity fluor escence neutralnich tuka po barveni Nilered.
Organismy LPS linie maji vyznamné sniZzené neutrdlni tuky v porovnani s kontrolnimi

linii.

Densitometrické hodnoty uréené pomaoci programu Imagel programu 1.43 kontrolnich
linii a po exposici LPS s pouZitim detekce tukia metodou Nile Red

Intenzita fluorescence Nile red

Pocet jedincl LPS N2

35,692 | 44,255
15,775| 42,301
22,841 | 78,749
19,923| 77,201
14,189 | 81,650
19,228 | 26,997
27,239 | 33,187
25,824 | 33,286
37,698 | 41,769
20,730| 40,629
Pramér 23,914 | 50,002
Smérodatna odchylka 7,842 | 20,836
1/2 smérod. Odchylky 3,921 10,418
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Tabulka €. 15;
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Graf ¢.4: Zména fluorescence, neutralnich tukia ve vyvoji Caenor habditis elegans

SloZeni neutrdlnich tuki se vyznamné méni u LPS linie pii 20°C (horni ¢ast grafu), ale i pii 16°C

(dolni ¢ést grafu). Kontrolni linie ma zvySené neutralni tuky po celou dobu vyvoje organismua. Pri

16°C je zpomaleny vyvoj, méieni bylo zahdjeno po 4 dnech inkubace.

Pramérné hodnoty naméienych dat v ImageJ 1.43u programu

Mefeni fluorescence Nile Red 20°C Méreni fluorescence Nile Red 16°C
Den |LPS N2 LPS N2
1 10,388 K¢& 23,952 K¢ 4 8,972 17,246
4 23,914 K¢ 50,002 K¢& 5 6,886 13,202
5 51,451 K¢& 57,401 K¢& 6 8,950 17,276
6 42,371 K& 49,215 Ké 7 14,605 17,897
8 20,753 55,116
Tabulka ¢. 16:
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Barveni lipidi barvivem Sudan Black

A B
N2 kontrola
20x, 20°C LPS 20x, 20°C

Cr—)

50pm

50pm

Obrazek €. 26: Intenzita granularity po barveni Sudan Black
(A) Kontrolni organismy inkubované pii 20°C maji vice intenzivni zbarveni granul ve stievé
narozdil od barveni Nilered. (B) LPS linie ma vySSi granularitu.
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Graf ¢.5: Intenzita zbarveni stievnich granul po obarveni Sudan Black
Zbarveni stievnich granul je vice intenzivni u linie krmené LPS v porovnani s kontrolnimi

organismy.

Namérené hodnoty uréené pomoci programu I magel programu 1.43 kontrolnich linii a
po exposici L PS spouzitim detekce tuka metodou Sudan black

Intenzita zbarveni granul

Pocet jedincl LPS N2

25,836 | 14,260
36,260 10,675
49,927 39,138
24,079 12,909
49,987 | 11,394
57,155 11,366
39,578 12,888
30,413 | 17,581
30,234 | 14,984
47,372 19,260
Prameér 39,084 | 16,446
Smérodatna odchylka 11,519| 8,438
1/2 smérod. Odchylky 5,759 | 4,219

OO INO|O [~ |W[N|(F
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Tabulkaé. 17:
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Barveni barvivem Oil Red

N2 20x, 20°C A LPS 20x, 20°C B
L4 stadium L4 stadium

SOpm SOpm

100pm 100pm

142 10x, 20°C C LPS 10x 20°C

D
dospélec s embryi dospélec s embryi

Obrazek €. 27: Barveni neutralnich lipida Oil Red

(A) Vice intenzivni zbarveni jsme prokazali u kontrolnich organismi u larev L4. (B) U linie LPS je
niZsi zbarveni, coZ koreluje s fluorescenénim barvenim pomoci Nile Red. (C,D) U dospélci pied
vylihnutim vajicek jsme zaznamenali podobnou tendenci. Barveni lipida barvivem Oil Red
koresponduje s vysledky fluorescen¢nim barvenim Nile Red.
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Graf €. 6: Intenzita zbarveni stievnich granul po obarveni Oil Red.

Linie LPS m& vyrazné mensi intenzitu zbarveni stfevnich granul v porovnani s
kontrolni linii. Toto barveni koreluje s fluorescence neutralnich tukt barvenych pomoci
Nile Red.

Namérené hodnoty uréené pomoci programu I magel programu 1.43 kontrolnich linii a
po exposici L PS s pouzitim detekce neutralnich tukia metodou Oil red

Intenzita zbarveni granul

Pocet jedincl LPS N2

24,545 | 56,730
22,110 | 24,938
30,614 | 40,888
20,741 | 57,430
25,033 | 58,097
30,280 | 41,673
25,828 | 79,021
40,165 | 61,743
46,394 | 62,144
53,658 | 37,089
Pramér 31,937 | 51,975
Smérodatna odchylka 11,128 15,641
1/2 smérod. odchylky 5564| 7,821

OO N RW[IN|F
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Tabulka €. 18
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Barveni PAS reakci

N2 kontrola A B
60x, 20°C LPS 60x, 20°C

25um 25um

N2 kontrola c LPS 40x, 20°C D
40x, 20°C

Obrazek ¢. 28: PASreakce, analyza glykogenu

(A) U kontrolnich organismu jsme prokézali niZsi intenzitu raZové zbarveného glykogenu,
avSak vice modie zbarvenych jader. (B) LPS linie ma syté razové zbarveny glykogen a
meénsi  zastoupeni modrych jader. (C,D) Dolni obrédzky znaené C,D jsou dalSi

experimentalni organismy kontrolni linie a LPS linie.
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Analyza reaktivnich forem kysliku.

N2, 40x 100ms A LPS 40x 100ms B

© =)

25um

N2 40x 1000ms C LP3 40x1000ms D

Obrazek ¢. 29: Reaktivni formy kysliku

(A) Kontrolni linie ma nizkou akumulaci reaktivnich forem kysliku. (B) Linie krmené LPS
vykazuji vysSi fluorescenci v oblasti faryngu a stieva, tedy vysSi akumulaci reaktivnich forem
kysliku. (C) DalSi experimentalni organismus kontrolni linie ma také nizsi fluorescenci. (D)
LPS linie inkubovana za stejnych podminek jako (B) ma fluorescenci reaktivnich forem
piedevsim ve faryngu, mensi intenzita je v oblasti stieva a hypodermis,



gRT-PCR vybranych geni z imunity Caenorhabditis elegans
1) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L 7018- 108K 4033

Konecna koncentrace lipopolysacharidu byla 4,1 mg/33ml na velkou Petriho misku
(pramér 9 cm). Endotoxinova jednotka deklarovana certifikatem je 4 800 000EU/4AM G.
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Graf ¢.7: Zména exprese gena organismu Caenorhabditis elegans na LPS Pseuddomonas
aeruginosa. Inkubace linii probihala na LPS o koncentraci 4,1 mg/33ml pii pokojové teploté
po dobu 24 hodin. Za téchto zvolenych podminek jsme nezaznamenali Z&dné zmeny v expresi
geni. Vystupni data méfeni a vypocty jsou zaznamenany v piiloze z duvodu zachovani
prehlednosti vysledki.

P [inkubace1den,4mg |
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¢. 19:
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Pti inkubaci linie na lipopolysacharidu o koncentraci 4mg na 1 Petriho misku (pramér
9 cm) po dobu 24 hodin pri 20°C, nedo3lo ke zméné exprese vybranych gent z odborné
literatury.
Zmenili jsme tedy podminky pokusu na koncentraci 17 mg na Petrio misku (pramér 5,5 cm)
po dobu 3 dna pii teplote 20°C.
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2) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L 7018- 108K 4033

Konecna koncentrace lipopolysacharidu byla 17mg/10ml na malou Petriho misku
(pramér 5,5 cm). Endotoxinova jednotka udana certifikdtem je 20 400 000 EU/17TMG.
Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 probihala 3 dny pti 20°C.

cP(N2-LPS)
N

1-9]9
0T'0T9T0d

G-1sb

I
-3 @
w
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d

Graf ¢ 8 Zména exprese gena organismu Caenor habditis elegans na L PS Pseuddomonas
aeruginosa. Inkubace linii probihala na LPS o koncentraci 17 mg/10ml pii 20°C po dobu 3
dni. Vyznamné se zménila exprese geni F44G3.2.1 (creatin kindzy), lys-5, hsp-60 a C-typy
lectini clec-60 a clec-71. Exprese referencniho genu AMA-1 u linie LPS je totoZzna s

kontrolou.
ACP Inkubace 3 dny, 17 mg
- 1/2

Gen primér 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
Ibp-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 ¢. 20:
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Graf €. 9: Zména exprese gent v zavislosti na koncentraci L PS a na délce inkubace

Porovnani exprese genti za podminek inkubace 3 dny o koncentraci lipopolysacharidu 17mg na malé
Petriho misce a 1 den o koncentraci 4 mg na velké Petriho misce. Po zméné podminek v
experimentu (zvySeni koncentrace lipopolysacharidu a prodlouZeni ¢asu inkubace) se u
nékterych gent dramaticky zmenila exprese, naopak u jinych exprese ziistala stejna.

AcP Porovnani 3dny vs 1 den
gen

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
Ibp-1 0,266 0,071
Ibp-7 0,567 0,470
tol-1 -0,153 -0,397
hsp-70 1,979 -0,428
gst-5 -0,949 -0,658
cle-1 1,179 -0,033
F01610.10 -0,190 0,585
daf-12 -0,319 -0,175
ama-1 0,000 0,000

Tabulka ¢. 21:
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Exprese geni po podani L PS component
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Graf ¢ 10: Zména exprese genid po inkubaci organismu Caenorhabditis elegans na
vybranych komponentach LPS. Linie vystavené vybranym komponentdm LPS zachovévaji
tendenci exprese genu F44G3.2.1, Linie vystavené lipidu A, N-acetylglukosaminu a N-
acetylgalaktosaminu méni expresi rodiny C-typy letini, podobné jako po inkubaci na LPS,
aviak zde je gen clec-71 nasobné exprimovan. Exprese genu clec-71 linie LPS ma zigjmé
aditivni G¢inek. Lipid A je lipoidni hydrofobni slozka LPS, ktera reguluje expresi vybranych
geni. Naopak sacharidové sloZzky LPS, glukosa a galaktosa, nemaji vliv na expresi geni
z rodiny C-typy lektind, jak jsme piredpokladali.

AcP 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¢. 22:
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Krmeni lipopolysacharidem Pseudomona aeruginosa 9143 (L PSI|)

Konet¢n& koncentrace lipopolysacharidu byla 17mg/10ml na malou Petriho misku
(pramér 5,5 cm). Endotoxinova jednotka udanéa certifikdtem je 51 000 000 EU/17TMG.
Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 probihala 3 dny pri 20°C.

N2 10X,20°Cc A LPS 10x,20°C B

N2 4x, 20°C o o LPS 4x, 20°C

Obrazek €. 30: Inkubace organismi po 3 hodinach

(A) Kontrolni organismy ve stadiu L1 inkubované na bakteriich OP50 vykazuji obvyklou
vitalitu. (B) Organismy stadia L1 inkubované na LPS jsou paralyzované, maji nizkou
pohyblivost a nizkou reakci na svételny a mechanicky podnét. V tomto ¢ase dochazi k amrti a
lyzi tél. Vyznamné se snizuje vitalita jedinci inkubovanych naLPS. (C) Kontrolni organismy
inkubované za stejnych podminke jako (A). (D) LPS linie inkubované za stejnych podminek
jako (B)
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Nz 4x 20°C LPS 4x 20°C

Obrazek ¢. 31: Inkubace organismi po 24 hodinach
(A) U kontrolni linie ve stadiu L2 nepozorujeme neobvyklé zmeény. (B) LPS linie vidime

vyznamné zmény ve vyvoji organismu. Jedinci inkubovani na LPS jsou ve stadiu L 1.
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A LPS 40x, 20°C B LPS 40x, 20°C C LPS, 40x ve fazi degradace

D LPS 20x, 20°C E N2 10x, 20°C . F N2 20x, 20°C

Obrazek ¢. 32: Inkubace organismi po 48 hodinach |

(A)U LPS linie po 48 hodinach pozorujeme morfologické zmény. (B) DalSi jedinec
inkubovany na LPS s defekty ve vyvoji. (C) Uhynuli jedinci LPS linie ve fazi degradace tkang
a lyze. (D) Jedinec linie LPS je mensi v porovnani se shodnym zvétSenim jako kontrolni
jedinec na obrézku (F). (E, F) Kontrolni linie, u které jsme nepozorovali zmény ve vyvoji a

morfologii téla. Nedochazelo k hynuti organisma.
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Graf ¢.11: Zména délky Caenorhabditis elegans prvni gener ace po inkubaci na L PS po 24 a 48
hodinéach. Délka organismu inkubovanych na LPS je vyznamné menSi v porovnéni s
kontrolnimi organsimy, coZ dokazuje vliv LPS na vyvoj tohoto organsimul.

Porovnani délky tél organismu
¢islo méfeni po 24 hodinéach po 48 hodinéach
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
pramér 292,296 | 488,0741 618,4593 | 981,7183
smérodatnd odchylka | 24,07281 | 66,98666 116,4739 | 81,93213
1/2 smér. Odchylky 12,03641 | 33,49333 58,23696 | 40,96606

Tabulka é. 23:

83



70

60

50

40

mLPS I
| n2

30

Intenzita fluorescence

20

10

Graf ¢.12: Zména intenzity fluor escence neutr dnich tukid po barveni Nile Red.
Stale pozorujeme vliv LPS na neutrani tuky. U organismi krmenych LPS dochézi ke

snizeni neutrénich tukda.

Barveni Nile Red

Cislo m&feni 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
Pramér 39,3101| 56,6631
Smérodatna odchylka | 8,43166 | 9,850797
1/2 smér. odchylky 4,21583| 4,925399

Tabulka ¢. 24:



Nakladeni vajicek

N2 40x,20°C A LPS 40x,20°Cc B

N2 40x 20mx C LPS 40x 20ms D

Obrazek ¢. 33: Kladeni vaji¢ek kontrolniliniealinie LPS

(A) Vaicko nakladené jedinci kontrolni linii je ve stadiu pred vylihnutim v L1 larvani
stadium. Pod mikroskopem pozorujeme dynamické pohyby nastavajici L1 larvy a rysy
typické pro toto stadium. (B) Vagjicka nakladena linii LPS se zpozdila cca o 6 hodin.
Pozorujeme teprve jadra bunék. (C) Na obrézku je zobrazena fluorescence stievnich bungk
vajicka kontrolni linie. (D) U vajicek LPS linie vidime sniZenou fluorescenci oproti vajickim
kontrolni linie.
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Druhé generace

N2 10X LPS 10X

Obrazek ¢. 34: Vyvoj druhé gener ace organismua kontrolni liniealinie LPS

(A) U kontrolni linie vidime L1 stadia druhé generace a dospélé jedince prvni generace. (B) U
linie LPS prevazuji nakladena vajicka a par jedinca L1 stadia. Linie LPS se zpozdila ve
vyvoji, atedy i v kladeni vajicek.
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N2 10x, 20°C LPS 10x, 20°C

Obrazek ¢. 35: Vyvoj druhé generace po 24 hodinach
(A) Kontrolni linie po 24 hodin je ve stadiu L2. (B) Linie LPS je ve stadiu L1, coz ukazuje
zpomaleni vyvoje.
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Graf ¢.13: Délka organismu druhé gener ace po 24 hodinach
V hodnoceni vyvoje ndm pomiaze méieni délky organismu v Imagel programu. | tento
pokus prokézal zpomaleni vyvoje LPS linie, kterd ma mensi délku téla v porovnani s N2

kontrolou.

Délka tél druhé generace

Cislo méfeni LPS N2

301,101 | 442,671
363,551 | 511,349
345,163 | 479,757
334,759 | 532,867
334,691 | 492,541
345,329 | 584,267
269,506 | 564,322
326,012 | 426,332
392,749 | 454,416
392,602 | 457,232
prameér 340,546 | 494,575
smérodatna odchylka | 37,845| 52,956
1/2 smér. odhchylky 18,922 | 26,478

OO NO(O W IN|F

[E=Y
o

Tabulka €. 25:
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Rozdéleni neutralnich lipida na tenkévrstvé TLC a fosfolipidi
TLC - neutrdni lipidy

NanaZeni neutralnich lipidai naTLC
Standard koncentrace mnoZstvi nandSeni
Cholesterol(C) 1ug/2ul 3ul
Triolein(To) 1ug/1ul 5ul
kyselina olgjova (FFA) | 2ug/1pl 2ul
krevni plasma (PL) 400ul/2ml 5ul
vzorky koncentrace mnoZstvi nanaSeni
N2 200ug 57ul
N2 100ug 28,5ul
LPS 200ug 27ul
LPS 100ug 13,6ul
Tabulka €. 26:

estery
cholesterolu

triacylglyceridy

volné mastné
48 ' & kyseliny

- M=o diacylglyceroly

-

L 5

‘ @ ‘ @ — monoacylglyceroly
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S S e o= == cholesterol
i o
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.‘ ‘ e = fosfolipidy

Obrazek ¢. 36: Dodlo ziggmé ke zméné monoacylglyceroli, ¢ervené oznacené, vysledek chceme
potvrdit HPLC metodou

Retenéni faktor RF

N2 LPS LPS

200ug N2100ug | 200ug 100ug 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 olejova | 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

Tabulkaé. 27:
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TLC - fosfolipidy

NandaSeni fosfolipidiina TLC

Mix fosfolipida (ST)

Koncentrace v mixu

mnozZstvi nanaseni

L-A-Lysofosfatidylcholin 300,4 pg/ml 5ul
L-A-Fosfatidylcholin 1500 pg/ml 5l
L-A-Fosfatidyletanolamin | 1200 ug/mi 5l
L-A-fosfatidylinositol 900,5 pg/ml 5ul
Krevni plasma (PL) 400pl1/2ml 5ul
Vzorky

N2 150ug 43l
LPS 150ug 21yl

Tabulka¢. 28:

-

L)
-
- 4
ST N2

L

-
=
LPS PL ST

fosfatidyletanolamin

fosfatidylserin
fostatidylinositol
fosfatidylcholin

sﬁn%_um elin
lysofosfatidylcholin

Obrazek ¢. 37: Ztgme nedoslo k z&dné zmeéné fosfolipida, avsak vysledek chceme zpiesnit HPLC

metodou.

Retenéni faktor RF
N2 150ug | LPS150ug | Mix fosfolipida (ST) RF
Sfingomyelin 0,12 0,125 e
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 é€. 29:
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Vydedky plynové chromatografie 1. méreni
BAME standard

TiE: BAME Diddata.ms
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Obrazek &. 38: Plynovy chromatogram ¢.1

11575

'ID:GJI 1D.IED 1l| fI‘I.IEIJ- 1'2:(6 12}5& i&IIII 'IBI ‘l;:@ 14!53 15:[0 1§!3) :

Retenéni €éas | Methylestery mastnych kyselin systematicky nazev trividlni nazev
5,182 | Me: undecanoate kyselina undekanova undecylova
5,318 | Me: 2-hydroxydecanoate kyselina 2-hydroxydekanova
6,281 | Me: dodecanoate kyselina dodekanova kyselina laurova
7,382 | Me: tridecanoate kyselina tridekanova kyselina tridecylova
7,547 | Me: 2-hydroxydodecanoate kyselina 2-hydroxydodekanova
7,86 | Me: 3-hydroxydodecanoate kyselina 3-hydroxydodekanova
8,462 | Me: tetradecanoate kyselina tetradekanovéa kyselina myristolova
9,129 | Me: 13-methyltetradecanoate kyselina 13-methyltetradekanova
9,215 | Me:12-methyltetradecanoate kyselina 12-methyltetradekanova
9,51 | Me: pentadecanoate kyselina pentadekanova kyselina pentadecylova
9,701 | Me: 2-hydroxytetradecanoate kyselina 2-hydroxytetradekanova
10,001 | Me: 3-hydroxytetradecanoate kyselina 3-hydroxytetradekanova
10,153 | Me: 14-methylpentadecanoate kyselina 14-methylpentadekanova
10,33 | Me: cis-9-hexadecenoate kyselina cis-9-hexadecenova kyselina palmitoolejova
10,534 | Me: hexadecanoate kyselina hexadekanova kyselina palmitova
11,212 | Me: 15-methylhexadecanoate kyselina 15-methylpentadekanova
11,475 | Me: cis-9,10-methylenehexadecanoate kyselina cis-9,10 methylenhexadekanova
11,621 | Me: heptadecanoate kyselina heptadekanova kyselina heptadecylova
11,875 | Me: 2-hydroxyhexadecanoate kyselina 2-hydroxyhexadekanova
12,428 | Me: cis-9,12-octadecadienoate cis-9,12-oktadekadienova kyselina linolova
12,491 | Me: cis-9-octadecanoate kyselina cis-9-oktadecenova kyselina olejova
12,565 | Me: trans-9-octadecanoate kyselina trans-9-oktadecenova kyselina elaidova
12,785 | Me: octadecanoate kyselina oktadekanova kyselina stearova
13,83 | Me: cis-9, 10-methyleneoctadecanoate kyselina cis.9,10-methylenoktadekonova
14,022 | Me: nonadecanoate kyselina nonadekanova
15,318 | Me: eicosanoate kyselina eikosanova kyselina arachova
Tabulka¢. 30:
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LPS
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Obréazek €. 40: Plynovy chromatogram ¢.3
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Retenéni €asy a integrované plochy piki
Methyl estery mastnych LPS N2
y K seylin y Retenéni LPS procenta |Retenéni|N2 procenta
Y ¢as plochy ploch €as plochy 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 ¢. 31: Retenéni ¢asy, integrované plochy pika mastnych kyselin.
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Graf ¢.14: Procentudlni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin ulinie LPS a N2.
Plynova chromatografie ukazala zménu nékterych mastnych kyselin. Zajimave jsou zmeény
cis-9,12 octadecadienoate (kyselina linolovd), cis-9-octadecanoate (kyselina olejovd), trans-9-
octadekanoate (kyselina elaidova), octadekanoate (kyselina stearovd)
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Graf ¢. 15: Procentualni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin u linie LPS
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Graf ¢. 16: Procentualni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin u line N2
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Vydedky plynové chromatografie 2. méieni

LPS

Obréazek ¢. 41: Plynovy chromatogram ¢&.4

Obrazek €. 42: Plynovy chromatogram ¢&.5
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M éieni pouze L PS

Obréazek €. 43: Plynovy chromatogram ¢.6

M éireni OP50

Obréazek €. 44: Plynovy chromatogram ¢.7
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Retenéni €asy aintegrované plochy pikia, méreni 1.
Methyl estery mastnych Retenéni | Plocha Faktor | Plocha Retenéni | Plocha Faktor | Plocha N2 | Procenta | Procenta
kyselin ¢asLPS LPS F LPS*F ¢as N2 N2 F N2*F LPS 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
vnitini standard,
nonadecanoic acid 14,097 | 102129,000 | 1,013 14,087 | 100770,000 | 1,013
soucet
ploch,
procent 184714,946 185850,051 | 100,000 | 100,000
Tabulka¢. 32:
Retenéni €asy aintegrované plochy pikt, méfeni 2
Methyl estery mastnych Retenéni Faktor | Plocha Retenéni Faktor | Plocha N2 Procenta | Procenta
kyselin CcasLPS Plocha LPS |F LPS*F cas N2 PlochaN2 |F N2*F LPS 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
vnitini standard,
nonadecanoic acid 14,097 | 106778,000 | 1,071 14,087 | 99667,000 | 1,071
soucet
ploch,
procent 67989,861 82270,924 | 100,000 | 100,000
Tabulka¢. 33:
Retenéni €asy aintegrované plochy piki, méfeni 3.
Methyl estery mastnych Retenéni Faktor | Plocha Retenéni Faktor | Plocha N2 | Procenta | Procenta
kyselin GasLPS Plocha LPS F LPS*F Gas N2 Plocha N2 F N2*F LPS 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
vnitini standard,
nonadecanoic acid 14,097 107135,000 | 0,571 14,087 | 187510,000| 0,571
soucet
ploch,
procent 30235,027 52650,473 | 100,000 | 100,000

Tabulka &. 34: V tabulkéach jsou uvedeny retencni ¢asy a integrované plochy LPS liniea N2

linie, mé&teni probihalo v tripletech. Do vypoétu procentudniho zastoupeni mastnych kyselin

byl zahrnut faktor spo¢itany podilem integrovanych ploch vnitiniho standardu kyseliny

nonadekanové.
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Vyhodnoceni LPS

Methyl estery mastnych retenéni |LPS 1 LPS 2. LPS 3. Smérodatna 1/2 smér.
kyselin cas méreni méreni méreni Pramér | odchylka 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
Vyhodnoceni N2
Methyl estery mastnych retenéni | N2 1. N2 2. N2 3. Smérodatna 1/2 smeér.
kyselin ¢as méreni méreni méreni Pramér | odchylka 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 €. 35: Souhrnna tabulka integrovanych ploch vyjéadienych v procentech, z primérnych

hodnot LPS linie a N2 linie byly vytvoreny dolni tfi grafy. Mastnou kyselinu, u které neni uveden

nézev jsme nedokazali identifikovat.
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Graf & 17: Procentudlni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin ulinie LPS a N2
(druhé meteni). Doslo ke zméndm v zastoupeni mastnych kyslein hexadecanoate (kyselina
palmitovd) a cis-9, 10 methylenehexadecanoate (kyselina cis.9,10-methylenoktadekonova
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Graf ¢. 18: Procentualni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin u linie LPS
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Graf €. 19: Procentudlni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin u linie N2
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Graf €. 20: Procentualni zastoupeni mastnych kyselin v bakterialni kultuie Escherichia
coli OP50.
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Graf ¢. 21: Procentualni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin v
bakterialni kultuie Escherichia coli OP50.

Retenéni €asy a integrované plochy pikd, OP50
Retenéni
Methyl estery mastnych kyselin ¢as Namérena 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 ¢. 36: V tabulce jsou zobrazeny retencni ¢asy, integrované plochy piki a vypocitané
procentudlni zastoupeni ploch u bakterialnich mastnych kyselin.
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Graf ¢. 22: Procentualni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin u
lipopolysacharidu
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Graf €. 23: Procentualni zastoupeni integrovanych ploch mastnych kyselin u
lipopolysacharidu

Retenéni €asy a integrované plochy pikd, pouze LPS

Methyl estery mastnych kyselin Pouze LPS | Namérena 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 ¢. 37: V tabulcejsou zapsany retencni ¢asy, integrované plochy piki a vypocitané

procentudlni zastoupeni ploch u komer¢niho lipopolysacharidu
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Diskuze

Experimenty provedené v rdmci diplomové prace prokézaly vliv lipopolysachardu
Pseudomonas aeruginosa 10 na vitalitu, metabolismus a vyvoj mnohobunééného organismu
Caenorhabditis elegans.

Autofluorecence stieva odrazi vitalitu organismu. Autofluorescenci zpasobuji
molekuly lipofuscinu, oxidované lipidy, proteiny a sacharidy. Tyto molekuly se hromadi
v lysosomech. Méni se se stérim organismu. V dobé reprodukce neni akumulace pigmenta
piilis vysoka, zvySuje se po reprodukci. U starSich jedinct se pigment akumuluje az pétkrat
rychlgji nez u mladsich jedinci (Gerstbrein, Stamatas et al. 2005). Tento fakt ukazuji i nase
vysledky. Autofluorescence je zavisla na teploté inkubace, pii 16°C je mnohem niZsi nez pri
20°C. Vzhledem ke stéii organismu se autofluorescence zvySuje u kontrolni linie N2, ale i u
linie inkubované s LPS. Jestlize porovndvame prabeh vzniku autofluorescence béhem vyvoje
linii, jsou divergentniho charakteru. Se st&fim organismi se projevuje statisticky vyznamny
rozdil, kontrolni N2 linie mé vyznamné vys3i autofluorescenci (obrézek ¢. 2).

Histologicka barveni pomoci fluorescen¢ni barvy Nile red (obrézek ¢. 25) a Oil red
obrézek ¢. 27) prokézala satisticky vyznamné sniZeni neutranich tukda u linie inkubované s
LPS. Nejvétsi rozdil je zaznamenan u L4 stadia, proto jsme toto stadium pouzivali i k dalSim
experimentam.

Lipidy se ukladaji v granulech. Pxi sniZeni exprese nebo RNA interferenci genu, které
se Ucastni B-oxidace, dochézi k nadmeérné akumulaci lipida v granulech. Histologicka barveni
Nile red maji intenzivni fluorescenci oproti kontrole (Van Gilst, Hadjivassiliou et al. 2005).
V naSich experimentech vsak pozorujeme opatny fenotyp u linie LPS. Je proto mozné
uvazovat, Ze tento ndlez miZe spocavat v aktivaci katabolismu lipidt a indukci B-oxidace v
mitochondriich. Nedochézi tak ke stiddéni lipida v granulérnich kompartmentech.

Ziggmé dochazi k ukladani energie ve formé glykogenu (obrazek ¢. 28). Je
pozorovatelné hromadéni granul ve strevé, kde predpokladame hromadéni lipopolysacharidu.

ZvyZeni volnych kyslikovych radikada jsme potrvdili histologickym barvenim a
pozorovanim pod fluorescenénim mikroskopem (obrazek ¢. 29). K ovéreni validity tohoto
vysledku by bylo nutné pokus opakovat nezavislou metodou, napiiklad zmétenim absorbance
v mikrotitracni desti¢ce fluorescencni readru.

Lipopolysacharid reguluje expresi nékterych kandidétnich gent v zavislosti na délce
inkubace a koncentraci LPS (graf ¢. 9). Méni se exprese genu kretain kindzy F44G3.2.1, lys-

5, clec-60, clec-71 a hsp-70. Prekvapivé se némeéni exprese gena tol-1, ogtatnich lysozymi,
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proteini vézajicich lipidy a lipopolysacharid. Nema vliv ani na expresi proteini klaudinu clc-
1, ktery je v tésnych spojich pri apikalni doméng.

Geny, u kterych se méni exprese, byly studovany po inkubaci s vybranymi
komponenty molekuly lipopolysacharidu. Glukosa a galaktosa zachovava trend sniZeni
exprese kreatin kinazy F44G3.2.1 stgin¢ jako u dalSich komponent, tak i u kompletniho
lipopolysacharidu. Glukosa a galaktosa neméni expresi gena z rodiny C-typy lektini ani lys-
5. N-acetylglukosamin a N-acetylgalaktosamin méni expresi z rodiny C-type lectinia. Samotny
lipid A meéni expresi C-type lektini alys-5, coZ je piekvapivé. Predpokladali jsme regulace C-
type lectini piedevSim sacharidovymi sloZzkami lipopolysacharidu, avSak regulace se
potvrdila i u lipidovych slozek. Vybrané komponenty lipopolysacharidu maji aditivni U¢inek
na expresi C-type lektina a lys-5 vzhledem k regulaci samotnym lipopolyscharidem (graf ¢.
10). Vysledky take ukézaly na mozny aditivni efekt, ktery by mohl odrézet komplexni
regulaci sloZzenou ze dvou nebo vice regulacnich drah

Dodli jsme k zavéru, Ze C-typy lektini nejsou regulované galaktosou a glukosou. Nase
vysledky koreluji se studii vazebné specifity rekombinantniho proteinu CLEC-79 k
sacharidim, kterd vyvrétila jeho vazbu na sacharidy galaktosu a laktosu. Naopak byla
potvzena vazba na manosu, sacharosu a glykoproteiny obsahujici N-glykany (Takeuchi,
Sennari et al. 2008).

Pri expozici organismu Caenorhabditis elegans k lipopolysacharidu o endotoxinové
jednotce 2,5 kréat vySSi dochézi k uhynuti % organismi béhem nékolika hodin. Organismy
jsou silng paralyzované, brzy dochazi k degradaci tkan¢ a k celkové lyzi organismu (obrézek
¢. 30). Nezname presny mechanismus pusobeni, avdak predpokladame vliv na nervovou,
svalovou atravici soustavu. Je mozné piasobeni na pory v kutikule a zamezeni piijmu kysliku.
Caenorhabditis elegans. Nékteré organismy, které piezily do dalSiho dne, mély zmény v
morfologii téla (obrézek ¢. 32). Méteni délky téla prokézalo zmeny ve vyvoji (graf ¢. 11).
Zustédva zachovany trend sniZeni neutrdnich tuka. U dospélct bylo kladeni a vyvoj embryi
oddalen o 6 hodin (obrazek ¢. 33). Druha generace u LPS linie byla také opoZdéna ve vyvoji,
zatimco linie LPS méla stdle embrya, kontrolni linie N2 méla vylihlé larvy ve stadiu L1
(obrézek ¢. 34). Po 25 hodinach se linie lisila o 1 stadium (obrézek ¢. 35) coz doklada
zpomaleni vyvoje zptisobené exposici LPS.

Tenkovrstevnou chromatografii jsme provedli rozdéleni lipida podle polarity. Na
chromatografu neutrdnich lipida je viditelné snizeni monoacylglyceridt oproti linii LPS
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(obrézek ¢. 36). Nejvice zastoupené jsou triacylglyceridy u Caenorhabditis elegans z 40-55%
lipida.

Na chromatografu fosfolipida nejsou zietelné Zadné zmeny (obrézek ¢. 37). Udava se
zastoupeni fosfatidylethanolaminu z 55%, fosfatidylcholin z 32%, sfingomyelin z 8% a
cardiolipin fosfatidylinositol, lysofosfatidylcholin z 5% z fosoflipidi. Témto Udajim se
priblizuje vysledek TLC fosfolipidi zji&ény v naSich experimentech.
(http://www.wormbook.org/chaptersiwww_obesity/obesity. html#sec?)

Analyza sloZeni lipidti pomoci plynové chromatografie ukazala na vyznamné snizeni
procentudniho zastoupeni mastnych kyselin: kyseliny 3-hydroxydodekanové kyseliny a
pentadekanové, naopak dodo ke zvy3eni =zastoupeni kyseliny linolové (cis-9,12
oktadekadienové) u organismi inkubovanych na LPS. Déle jsme zaznamenali mirné snizeni
kyseliny elaidové (trans-9 oktadekanové) a mirné zvy3eni kyseliny olejové (cis-9
oktadekanové) a stearové (oktadekanové) (tabulka ¢.31, graf ¢. 14).

Je mozné uvazovat, Ze tyto zmény mohou mit dalSi regulacni diasledky. Kyselina
linolova je nenasycend mastné kyselina. Tato mastné kyselina je prekurzorem pro kyselinu
arachidonovou. Pomoci enzymu A® desaturézy se kyselina linolova konvertuje na kyselinu y-
linolenovou, ktera se dalSimi kroky enzymaticky meéni v kyselinu arachidonovou. Kyselina
arachidonova je pritomna ve fosfolipidech v buné¢né membrané. Derivaty kyseliny
arachidonové, prostaglandiny, leukotrieny, tromboxany s patologickymi projevy pfi
alergickych reakcich. Kyselina linolova, y-linolenova a arachidonovoa jsou pro ¢lovéka
esencidlni oproti hmyzu nebo nematodam, ktefi jsou schopny je syntetizovat.

Ve studii byla transformovand cDNA Caenorhabditis elegans kédujici enzym A*?
desaturazy, fat-2, kvasinkam Saccharomyces cerevisiae, kde se prokézala akumulace kyseliny
linolové. ProtoZe se nenasycené mastné kyseliny akumuluji do fosfolipidi v membranach,
zvy8uje se jgjich fluidita a odolnost viaci oxidativnimu stresu. U transformovanych kvasinek
setak d¢je za kazdé teploty (Peyou-Ndi, Watts et a. 2000).

Podobny mechanismu by se mohl uplatnit take v naSich experimentech inkubace
Caenorhabditis elegans s LPS. Mohlo by se jednat 0 akumulaci nenasycené mastné kyseliny
linolové, kterou se miZe konvertovat v dalSi nenasycené mastné kyseliny a maze byt vyuZita
v regulaci fluiditu v bunécnych membranéach a chranit tak proti piipadnému oxidativnimu
stresu. NiZze uvedené schéma ukazuje teoretickou regulaci metabolismu nenasycenych
mastnych kyselin pomoci lipopolysacharidu.
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Schéma ukazuj e teoretickou regulaci metabolismu kyseliny linolové.

Kyselina
oktadekanova
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A 9 desatur aza
fat-6, fat-7

Kyselina
Cis-9 oktadekanova
(olejovd) 18:1A9(n-9)

A 12 desatur dza
fat-2
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Cis-9,12 oktadekadienova

(linolova) 18:2A9,12(n-6)
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oktadekatrienova Cis-6,9,12-oktadekatrienova
(a-linolenovd) (y-linolenovd)

18:3A9,12,15(n-3)

18:3A6,9,12(n-6)
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Dihomo y-linolenova
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cis-5,8,11,14-eik osatetr aenova
(arachidonova)
20:4A5,8,11,14 (n-6)

Obrézek ¢. 45: modifikovano (Shmookler Rels, Xu et al. 2011)
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Pri druhém experiment s pouzitim plynové chromatografie jsme prokazali az ctyikrat
sniZené procentudlni zastoupeni mastné kyseliny cis-9,10 methylenehexadekanové (obrazek ¢.
17). Tento pokus byl méten v tripletech, které ukézaly shodnou tendenci. Tato mastna
kyselina je zastoupena v bakterii E.coli, aviak byla detekovana v tkanich bohatych na
mitochondrie, v srdci a jatrech u skotu a krys (Sakurada, Iwase et al. 1999). V naSich
pokusech ptipadny vliv E.coli OP50 miZeme vyloucit. V plynové chromatografii pik pro
kyselinu cis-9,10 methylenehexadekanové nebyl analyzovan (obréazek ¢. 44).

Méteni plynové chromatografie probihalo na Ustavu kvasné chemie a bioinzenyrstvi
Vysoké Skoly chemicko-technologické v Praze. Prvnim méienim jsme prokézali zmeény v
zastoupeni mastnych kyselin u LPS linie v porovnani s kontrolou N2. Druhé méteni probihalo
v tripletech. Ke vzorkim byl pfidan vnitini standard, ktery jsme zahrnuli do vypocta. Pi
druhém méieni jsme zaznamenali problémy. Ziskali jsme odliSné plynové chromatogramy, s
menSim obsahem pika mastnych kyselin. Priprava vzorka druhého méieni byla totoZzna s
prvnim métenim, byl zachovan protokol nastaveni plynového chromatografu. Na analyze
mastnych kyselin pomoci plynového chromatografu naddle intenzivné pracujeme a
standardizujeme tuto metodu.

Zaveér:

V rédmci diplomové préce jsme zkoumali vliv lipopolysachardiu a jednotlivych
komponent na mnohobunécny organismus Caenorhabditis elegans. Prokazali jsme regulaci
genu z rodiny C-typy lektini lipopolysacharidem. Vliv lipidoveé sloZky lipopolysacharidi a N-
acetylglukosaminu a galaktosaminu ma aditivni U¢inek v expresi gena C-typy lekting,
zatimco sacharidové komponenty nereguluji tuto skupinu gen.

Lipopolysacharid ma vliv na metabolismus lipidi. Dochézi ke sniZzeni neutrélnich
tuka. Plynova chromatografie prokézala zvy3eni zastoupeni nenasycenych mastnych kyselin,
zejmeéna kyseliny linolové.

Se zvydujici se endotoxinovou jednotkou lipopolysacharidu se meéni vitalita,
morfologie a vyvoj organismu Caenorhabditis elegans. Vyvojové zmény pretrvavaji do dalSi

generace.
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Priloha

Vyvoj embrya

Obrazek ¢: 46: Vyvoj embrya
http://www.wormclassroom.org (25.8.2011)
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Vyvoj embryav ¢
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Zpisob vyhodnoceni fluorescence namérenych v programu | mageJ 1.43u.
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Obréazek ¢. 48: Ukazka naméienych hodnot v programu | magel
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Vystupni naméiend data

Méreni fluorescence NR LPS linie Méreni 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
210.210 11,778 | 11,000 13,000 210.203 13,383 | 12,000 15,000
310.160 11,338 | 11,000 12,000 310.219 14,006 | 13,000 15,000
410.939 47,309| 13,000| 253,000 410.985 57,743 | 15,000| 253,000
510.297 11,021| 10,000 12,000 510.332 13,183 | 11,000 18,000
6|0.207 10,974 | 10,000 12,000 6|0.336 12,306 | 11,000 14,000
710.209 11,602 | 11,000 13,000 710.319 12,253 | 11,000 13,000
810.957 26,974 | 12,000 109,000 810.857 54,882 | 15,000 253,000
910.238 11,380| 11,000 12,000 910.199 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
1210.878 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
141 0.162 11,110| 10,000 13,000 1410.351 11,069 | 10,000 12,000
15|0.139 10,994 | 10,000 12,000 150.283 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
2010.935 24,999 13,000 119,000 201]0.949 93,362 | 14,000 253,000
21(0.172 14,379 | 13,000 16,000 2110.309 14,131| 13,000 21,000
2210.374 14,591 | 13,000 16,000 2210.312 14,248 | 13,000 15,000
23]0.270 14,079 | 13,000 16,000 2310.247 14,057 | 13,000 15,000
2410.672 33,578 | 15,000 152,000 2410.947 41,142| 14,000| 221,000
25(0.174 12,269| 11,000 13,000 2510.148 12,209 | 11,000 14,000
26]0.158 12,883 | 11,000 14,000 2610.191 11,985| 11,000 13,000
2710.157 13,193| 12,000 14,000 2710.247 12,110| 11,000 13,000
28|0.778 40,021 | 14,000 253,000 2810.949 45,288 | 12,000| 253,000
2910.359 10,820 | 10,000 12,000 2910.429 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
3210.808 36,435| 12,000 191,000 3210.968 46,416 | 13,000| 253,000
33]0.278 10,964 | 10,000 12,000 33]0.223 12,414 | 11,000 16,000
3410.225 9,994 9,000 11,000 3410.228 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
3710.291 10,037 9,000 11,000 3710.473 11,084 | 10,000 12,000
3810.286 10,168 9,000 11,000 38(0.252 11,974| 11,000 13,000
390.369 10,946 | 10,000 12,000 390.258 11,618 | 11,000 13,000
40 0.836 31,114 | 13,000 139,000 40|1.025 52,188 | 13,000| 253,000
Tabulka¢. 38:

Tuené oznacené hodnoty oznaguji fluoresceneni body, slabé znacené hodnoty jsou naméiené pozadi.
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Vyhodnoceni namérenych dat pro experimentalni linii L PS a kontrolni linii N2

LPS linie
Naméfena Odectené
hodnota Primérna hodnota pozadi pozadi
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
Pramérna hodnota pro LPS linii 23,914
Smérodatna odhylka 7,842
1/2 smérodatné odchylky 3,921
N2 linie
Naméfena Odectené
hodnota Primérna hodnota pozadi pozadi
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
Pramérna hodnota pro LPS linii 50,002
Smérodatné odhylka 20,836
1/2 smérodatné odchylky 10,418

Tabulka ¢. 39:
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Graf €. 24: Z vypogitanych primérnych hodnot sestrojimegraf a porovnévame statistickou
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RT-PCR vybrnych gena z imunity Caenorhabditis elegans

1) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L 7018- 108K 4033

Konecna koncentrace lipopolysacharidu byla 4,1 mg/33ml na velkou Petriho misku
(pramér 9 cm ). Endotoxinova jednotka deklarovana certifikétem je 4 800 000EU/AM G.

Inkubace linii probihala pii pokojové teplot¢é po dobu 24 hodin. Za téchto zvolenych

podminek jsme nezaznamenali Zadné zmeny v expresi genti

Namérena data 1. méreni

-

Ve

530 cP [ 630] cP

True | 1]|LpsiLys-3 27,95| [0] |[True | 1|LpsiLys-3 2797] |0
True | 2|LpsLys-5 28,32 |0| |True | 2]|LpsLys-5 284| |0
True | 3|Lps CLEC-60 28,79| |0] |[True | 3|Lps CLEC-60 28,76 | |0
True | 4|Lps CLEC-60 30| |O| |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 2464| |0| |True | 6]|Lps ABF-2 2459| |0
True | 7]|Lps Gst-38 2558| |0| |True | 7]|Lps Gst-38 2558| |0
True 8|Lps F44G3.2.1 a 24,78 0 True 8 |Lps F44G3.2.1 a 24,76 0
True | 9|Lps F44G3.2.1b 24,81 |0] |True | 9|LpsF44G3.2.1b 24,8 |0
True |10|LPS AMA-1a 0

True |11|LPS AMA-1b 0

True |12|LPS AMA-1c 0

True | 13| N2iLys-3 29,28| |0] |True |13 |N2iLys-3 29,26| |0
True | 14| N2 Lys-5 29,89| [0] |True [14|N2Lys-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] |O] |[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 F44G3.2.1a 25,73| |0] |True |20|N2F44G3.2.1a 25,75| |0
True |21|N2 F44G3.2.1b 25,61 [O] |True |[21|N2F44G3.2.1b 2561| |0
True | 22| N2 AMA-1 a 0

True | 23| N2 AMA-1b 0

True |24|N2 AMA-1c 0

True | 25| NtkiLys-3 0| |True |25|NtkiLys-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 | 31Ntk F44G3.2.1 0| |True |31]|Ntk F44G3.2.1 0
True | 32| Ntk AMA-1 0| | True | 32| Ntk AMA-1 0
Tabulka €. 40:
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Vypocétena data cP 1.méreni

calc.
cDNA | Gen cP mean |factor |cP cP. Lps
27,970
28,350
28,520
29,910
28,350
24,580
25,350
24,660
24,580 | 24,620
Faktor | cP(N2) | cP(LPS)
13| N2 28,130 | 40,974 27,409 | 27,970
14 |N2 29,250/ x0,974 28,501 | 28,350
15 | N2 29,010 | x0,974 28,267 | 28,520
16 | N2 30,500 | x0,974 29,719 29,910
17 |N2 28,990 | x0,974 28,247 | 28,350
18 | N2 24/820 | x0,974 24,184 | 24,580
19 |N2 26,380 | x0,974 25,704 | 25,350
20 | N2 24,750
21 N2 24,790 | 24,770 24,135| 24,620
22 N2
23| N2
24 |N2 23,450 0,974
25 | ntk iLys-3
26 |ntk |Lys-5 / |
27 |ntk | CLEC-60 / |
28 |ntk | CLEC-60 / |
29 ntk |CLEC-71 / |
30|ntk | ABF-2 / )4 |
31|ntk | F44G321 / / |
32|ntk | AMA-1 / /

/

Vypocet faktoru {

_ AMAILPS
AMAIN 2

Faktor

vydedek = (cP(N2) > faktor) - cP(LPS)

Tabulka €. 41




Namérena data 2. méreni

530 cP cP

True| 1|LpsiLys-3 27,97| |Of |True| 1|LpsiLys-3 27,97 0
True| 2|LpsLys-5 28,35| |0] |True| 2|LpsLys-5 286| |0
True| 3|Lps CLEC-60 28,52| |0f [True| 3|Lps CLEC-60 28,55| |0
True| 4|Lps CLEC-60 29,91| |Of [True| 4|Lps CLEC-60 29,84 |0
True| 5|Lps CLEC-71 28,35| |Of [True| 5]|Lps CLEC-71 28,36 |0
True| 6|Lps ABF-2 2458| |0| |True| 6|Lps ABF-2 24,62 0
True| 7|Lps Gst-38 2535| |0 |True| 7]Lps Gst-38 2533] |0
True| 8|Lps F44G3.2.1a 2466| |0] |True| 8|LpsF44G3.2.1a 2466| |0
True| 9|Lps F44G3.2.1b 2458| |Of |True| 9|Lps F44G3.2.1b 246| |0
True |10 | LPS AMA-1 a 0

True |11 |LPS AMA-1 b 0

True |12 |LPS AMA-1 ¢ 0

True | 13| N2 iLys-3 28,13| |Of |True |13 |N2iLys-3 28,17 0
True | 14 | N2 Lys-5 29,25| |0] |True |14 |N2Lys-5 29,07 0
True | 15| N2 CLEC-60 29,01| |Of [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| [Of |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 |Of [True|19|N2 Gst-38 26,44| |0
True | 20 |N2 F44G3.2.1 a 24,75| |0O| |True |20 |N2 F44G3.2.1a 24,78 | |0
True | 21| N2 F44G3.2.1b 24,79 |Of |True |21 |N2 F44G3.2. 1b 24,771 |0
True | 22 |N2 AMA-1 a 0

True | 23 |N2 AMA-1 b 0

True | 24 | N2 AMA-1 ¢ 0

True | 25 | Ntk iLys-3 0| [True|25]|NtkiLys-3 0
True | 26 | Ntk Lys-5 34,14 | |Of [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¢. 42:
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Vypocétena data cP 2.méreni

cDNA | Gen cP mean |factor |cP cP. 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 | F4463.2.1b 24,810 | 24,795
10 |LPS
11 |LPS
12 |LPS Faktor cP(LPS)
13| N2 28,320
14 | N2 28,790
15| N2 30,000
16 | N2 28,320
17 |N2 24,640
18 |N2 25,580
19| N2
20| N2 24,795
21| N2
22| N2
23| N2
24 | N2
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

Vypocet faktoru

Tabulkaé. 43:
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Nameérena data 3. méreni

530 [ 640

True| 1|LPS Lys-1 20,26 O| |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 O| |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 2585| |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 |11 | LPS AMA-1 B 0

True |12 | LPS AMA-1 C 0

True | 13| N2 Lys-1 19,73| |0 |[True |13 N2 Lys-1 19,74| |0
True | 14 | N2 Lys-7 20,89 O] |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| (O
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 2559 | |0| |True|21|N2 Gst-38 b 25,61| |0
True | 22 | N2 AMA-1 A 0

True | 23| N2 AMA-1 B 0

True | 24 | N2 AMA-1 C 0

True | 25| NTK Lys-1 O| |True|25|NTK Lys-1 0
True | 26 | NTK Lys-7 [31.75]| |O] [True |26 | NTK Lys-7 0
True | 27 | NTK Cri-1 0| |True |27 | NTK Cri-1 0
True | 28 | NTK Cri-3 O| |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 O| |True|30|NTK Lbp-7 0
True | 31 | NTK F44G3.2.1 O| |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¢. 44:
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Vypocétena data cP 3.méreni
cDNA | Gen cP mean factor calc.cP |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

10 |LPS

11 |LPS

12 | LPS cP(N2) cP(LPS)
13| N2 20,457 20,260
14 | N2 21,660 21,200
15| N2 28,701 28,480
16 | N2 21,805 21,530
17 | N2 21,422 20,980
18 | N2 24,284 23,760
19| N2 25,559 27,250
20 | N2

21| N2 26,549 25,820
22 | N2

23| N2

24 | N2

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

Vypocet faktoru

Tabulkaé. 45:
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2) Lipopolysacharid Pseudomonas aeruginosa L 7018- 108K 4033

Konecna koncentrace lipopolysacharidu byla 17mg/10ml na malou Petriho misku
(pramér 5,5 cm ). Endotoxinové jednotka udan& certifikdtem je 20 400 000 EU/17TMG.
Inkubace synchronizovaného L1 stadia, linie N2 probihala 3 dny pti 20°C.

Namérena data 1A.méreni

530 [ 640

True | 1|LPSLys-1 20,26| [O] |[True | 1|LPS Lys-17347/8*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 2153| |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 |11 |LPS AMA-1 B 0

True |12 |LPS AMA-1 C 0

True |13 | N2 Lys-1 19,73 |0 |True [13|N2lys-1 19,74| |0
True | 14 | N2 lys-7 20,89 | [0] [True |14 | N2 lys-7 2091| |O
True | 15| N2 Cri-1 27,68| [0] |True |15|N2cri-1 27,67| |0
True |16 | N2 Cri-3 21,03| [O] [True |16 | N2 cri-3 21,01| |0
True |17 | N2 Lbp-1 20,66 | [O] |True |17 | N2 lbp-1 20,7] |0
True |18 | N2 Lbp-7 23,42| |0] |True |18 | N2 Ibp-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 2561| |0
True |21 | N2 Gst-38 25,59 [0] |True | 21| N2 gst-38 2561 |0
True | 22 | N2 AMA-1 A 0

True | 23 | N2 AMA-1 B 0

True | 24 | N2 AMA-1C 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 |NTKF44G3.2.1 0
True | 32 | NTK Gst-38 32,01| [O] |[True |32 | NTK Gst-38 32,02| |0
Tabulka €. 46:



Vypoétena data cP 1A. méreni

d

25

NTK

NTK

19,730
20,890
27,680
21,030
20,660
23,420
24,650
25,620

. |cDNA|Gen cP mean factor cal. cP Lps cP
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

25,590

25,605

cP(LPS)

20,260

21,200

28,480

21,530

20,980

23,760

27,250

25,820

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

Vypocet faktoru

Tabulkaé. 47:
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- Ve

Namérena data IB.méreni

530 [ e40]

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 11| LPS AMA-1 B 0

True 12 | LPS AMA-1 C 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 23| N2 AMA-1 B 0

True 24 | N2 AMA-1C 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 é. 48:
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Vypoétena data cP 1B.méreni

. |cDNA |Gen cP mean factor |cal. cP Lps cP
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

cP(N2) |cP(LPS)

19,770 20,504 20,530
20,790 21,561 21,350
27,530 28,552 28,580
21,050 21,831 21,750

20,510 21,271 21,180

23,460 24,331 23,720
25,600 26,550 26,080

24,460 ]

24,440| 24,450 25,357 27,465

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

Vypocet faktoru

Tabulkaé. 49:
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Namérena data 2A. méreni

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 2261| |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 2456 | (0| |True| 7|LPS Daf-12 2453| |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 |11 |LPS AMA-1 B 0

True |12 [LPS AMA-1 C 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 2554 |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 2496 | (0| |True|21|N2F4463.2.1 2497| |0
True | 22 | N2 AMA-1 A 0

True | 23 [ N2 AMA-1 B 0

True |24 | N2 AMA-1 C 0

True |25 |NTK Tol-1 O| |True |25|NTK Tol-1 0
True | 26 | NTK Hsp-70 [37.31] O] |True |26 | NTK Hsp-70 0
True | 27 | NTK Gst-5 0| |True |27 |NTK Gst-5 0
True | 28 |[NTK Clc-1 O| |True |28 |NTK Clc-1 0
True |29 [NTK F01G10.10 O| |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-38 345| |0
True | 32 | NTK F44G3.2.1 O| |True |32 |NTK F44G3.2.1 [>40.00] 0
Tabulka ¢. 50:
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Vypoétena data cP 2A.méreni
cDNA | Gen cP mean cP |factor |calc.cP |LpscP
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

Faktor cP(LPS)

21,720
22,550
23,340
21,530
27,360|x1,002 | |
27,460| 27,410 28,055
24,560
25,490
27,530

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 |NTKF4463.2.1 34,330

32|NTK | Gst-38

AMA-1 LPS

Vypocet faktoru

AMA-1 N2
Faktor

Tabulkaé. 51:
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Nameérena data 2B. méreni
530 | 640]

True | 1|LPS Tol-1 22,75| |0| |True | 1|LPS Tol-1 22,75| |0
True | 2|LPS Hsp-70 2596| |0| |True | 2|LPS Hsp-70 26,03| |0
True | 3|LPS Gst-5 25,6| |0| |True | 3|LPS Gst-5 2559 |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 2554| |0| |True | 6|LPSF01610.10 b 2559 |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 |11|LPS AMA-1B 0

True |13|N2 Tol-1 21,63| |0| |True |13 N2 Tol-1 21,63| |0
True | 14| N2 Hsp-70 2592| |0| |True |14 |N2 Hsp-70 2599| |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 |N2F4463.2.1 26,04 |0
True |22 | N2 AMA-1 A 0

True |23 | N2 AMA-1B 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 O| |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 O| |True |32|NTK F44G3.2.1 0
Tabulka¢. 52:
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Vypocétena data cP 2B. méreni

Lps cP d

cDNA | Gen cP mean cP factor |calc. cP
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 F4463.2.1 29,490

Faktor |cP(N2) cP(LPS)

22,463 22,750
26,918 25,960
24,550 25,600
24,436 23,000
29,431 29,230
24,934 25,540
28,715 27,560
27,032 29,490
24,815 24,815

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 |NTKF4463.2.1 34,330

32 |NTK | Gst-38

Vypocet faktoru
AMA-1 LPS
AMA-1 N2
Faktor
Tabulka¢. 53:
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- Ve

Namérena data 3A. méreni

530 [ e40]

True 1|LPSiLys-3 20,53| [0 True 1|LPSiLys-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-1B 0] |0

True |11 |LPS AMA-1C 0] |0

True |12 |LPS AMA-1D 0] |0

True | 13|N2iLys-1 19,77 |0|True | 13|N2iLys-1 19,78 |0
True | 14| N2 Lys-5 20,79| |0|True | 14|N2Lys-5 20,83] |0
True | 15| N2 Clec-60 27,53| |0|True | 15|N2 Clec-60 2752| |0
True | 16| N2 Clec-60 21,05| [0|True | 16|N2 Clec-60 21,04| |0
True | 17 |N2 Clec-71 20,51 [O|True | 17[N2Clec-71 20,57] |0
True | 18| N2ADbf-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|N2F44G3.2.1 24,46| |0
True | 21|N2 AMA-1A 24,44 |0|True | 21|N2 AMA-1A 24,43| |0
True | 22| N2 AMA-1B 0] |0

True | 23| N2 AMA-1C 0] |0

True | 24| N2AMA-1 D 0] |0

True | 25|NTKilLys-3 0| True | 25|NTKiLys-3 0
True | 26 | NTK Lys-5 O|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|NTKF44G3.2.1 [15.09] 0|True | 31|NTKF44G3.2.1 0
True | 32| NTK AMA-1 31,64| [0|True | 32|NTK AMA-1 31,73] |0
Tabulka¢. 54.
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Vypoétena data cP 3A.méreni

d

F44G3.2.1

25 |NTK  |iLys-3

27,860

. |cDNA |Gen cP mean factor cal.cP |LpscP
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

cP(N2)

cP(LPS)

30,346

30,810

29,634

27,500

31,413

29,790

32,907

31,370

33,598

28,190

27,896

27,950

26,941

26,330

25,884

27,860

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

Vypocet faktoru
AMA-1 LPS
AMA-1 N2
Faktor 1,016

Tabulka¢. 55:
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Namérena data 3B. méreni

530 [ 640]

True | 1|LPSiLys-3 20,53| [0|True | 1|LPSiLys-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 2751| |[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-1C 0] |0

True |12 |LPS AMA-1D 0| |0

True |13 |N2iLys-1 19,77 |0|True |13 |N2iLys-1 19,78] |0
True |14 |N2Lys-5 20,79| [0 |True |14|N2Lys-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 | [O|True |17 |N2 Clec-71 20,57| |0
True | 18| N2ADbf-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|N2F44G3.2.1 24,44 | |0|True |21|N2 F44G3.2.1 24,43| |0
True |22 | N2 F44G3.2.1 0| |0|True |22|N2F44G3.2.1 22,48 | |0
True |23 | N2 AMA-1C 0| |0

True |24 | N2AMA-1 D 0| |0

True | 25| NtK iLys-3 0| True | 25| NtKiLys-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 [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 €. 56:
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Vypocétena data cP 3B.méreni

cP mean |factor |cal.cP |LpscP

31,710
29,680
31,790
32,770
30,250
28,740

28,360

cP(N2) |cP(LPS)
35260| 31,710
34,950| 29,680
35,809| 31,790
37,310| 32,770
38,960| 30,250
30,769| 28,740
30,964| 28,360

29,440 29,890

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

Vypocet faktoru

Tabulkaé. 57:
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Namérena data 3C. méreni

530 | 640

True 1|LPSiLys-3 27,8 0| True 1|LPSiLys-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 |11|LPS AMA-1B 0

True |12 |LPS AMA-1C 0

True |[13|N2iLys-1 25,71 [0|True |13|N2iLys-1 2571| |0
True |14 |N2Lys-5 27,48| |0|True |14|N2Lys-5 2743| |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 |N2Clec-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|N2F44G3.2.1 26,01| |0|True |21|N2F44G3.2.1 26,01 |0
True |22 | N2 AMA-1 A 0

True |23 |N2 AMA-1B 0

True |24 | N2AMA-1 C 0

True | 25| NtKiLys-3 0| True |25]|NtKiLys-3 0
True |26 | NtK Lys-5 O0|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 |NtKk CLEC-71 0
True |30 | NtK Abf-2 0| True |30 |NtK Abf-2 0
True |31|NtK AMA-1 0|True |31|NtKk AMA-1 0
True |32 |NtK F44G32 0| True |32|NtK F44G32 0
Tabulka ¢. 58:
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Vypocétena data cP 3C. méreni

d

. |cDNA | Gen cP mean factor cal.cP |LpscP
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

cP(N2)

cP(LPS)

26,953

27,800

28,809

27,680

29,428

27,940

30,979

28,920

33,380

27,650

26,398

26,540

26,964

27,670

27,252

30,555

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

Vypocet faktoru

Tabulka é. 59:
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Namérena data 3D. méreni

530 | 640]

True 1|LPSiLys-3 28,68| |0|True 1|LPSiLys-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 | 11|LPS AMA-1B 0

True | 12|LPS AMA-1C 0

True | 13| N2iLys-1 26,09| |O|True | 13|N2iLys-1 26,06| |0
True | 14| N2 Lys-5 28,84| |0|True | 14|N2Lys-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|N2F44G3.2.1 26,47| |0|True | 21|N2F44G3.2.1 26,45| |0
True | 22| N2 AMA-1 A 0

True | 23| N2 AMA-1B 0

True | 24| N2AMA-1C 0

True | 25| NtKiLys-3 0| True | 25|NtKiLys-3 0
True | 26| NtK Lys-5 O|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 O|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|NtKk AMA-1 0
True | 32| NtK F44G32 O|True | 32| NtK F44G32 0
Tabulka ¢. 60:
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Vypoétena data cP 3D. méreni
cDNA | Gen cP mean factor cal.cP |LpscP

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 |ADbf-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

cP(N2) |cP(LPS)
28,532| 28,680
31,540| 28,610
31,277| 28,620
32,743| 29,670

35,411 28,290

26,608 27,250
28,970 28,260

28,849 31,005

25 |NTK |iLys-3

26 |[NTK | Lys-5

27 [NTK | Clec-60
28 [INTK | Clec-60
29 INTK | Clec-71
30 |[NTK | Abf-2

31 |NTK |F44G3.2.1
32| NTK  |AMA-1

Vypocet faktoru

Tabulkaé. 61:
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Exprese geni po podani L PS komponent

Nameérena data 1. méfeni

=

Tabulkaé. 62:
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N2 kontrola N2
True | 1|Clec-71 32,67| |0|True | 1|N2 Clec-71 3265| |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 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
AMA-1 0 AMA-1 0




Vypocétena data cP 1.méreni

cap.

cDNA

GEN

AMA-
1,N2

cP

faktor

calc. cP

N2 cP

delta cP

N2control

Clec-71

32,670

Clec-60

27,090

Lys-5

29,880

F44632

22,110

AMA-1

AMA-1

Glukosa

Clec-71

cP(gen)

cP(N2)

31,740

Clec-60

33,010

32,670

26,050

© |0 N[O |0~ [W(N|F-

Lys-5

27,092

27,090

10

F44632

29,880

11

AMA-1

12

N-acetylglukosamin

Clec-71

13

Clec-60

22,110

24,920

14

Lys-5

15

F44632

AMA-1

Vysledek

Clec-71
28 Clec-60
29 Lys-5
30 F44632
31 AMA-1
32 | NTK AMA-1
Tabulkaé. 63:
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Namérena data 2. méreni
h | | N | |
N2 kontrola N2
True | 1|Clec-71 31,96| |O|True | 1| N2 Clec-71 31,85| |0
True | 2| Clec-60 26,61| [0|True | 2|Clec-60 266| |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 e o
Glukosa Glukosa
True | 7| Clec-71 31,84| |0|True | 7 |Glukosa 3231| |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 2891 |0
True |10 | F44632 22,58 | [0 |True |10 |F44632 22,58 |0
AMA-1 0 AMA-1 0

Tabulkaé. 64:
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Vypocétena data cP 2.méreni

cap.

cDNA

GEN

cP

AMA-1 |faktor |calc.cP

N2control

Clec-71

31,960

N2-cal.

Clec-60

26,610

Lys-5

29,560

F44632

AMA-1

AMA-1

Glukosa

Clec-71

20,840

Faktor

Clec-60

OO0 N[O |A~|WIN |-

Lys-5

[EnY
o

F44632

[EEN
[N

Tabulkaé. 65:

AMA-1
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M efeni efektivity primera pro vybrané geny pfi RT-PCR

Kalibraéni fada pro gen Clec-60 y= '3’3842)( + 36,073
R™=0,9943
40
35
30
25
520
15
10
5
0 T T T T
0 0,5 1 |ogc 1,5 2 2,5
Graf ¢. 25:
Méreni cP pro kalibraéni fadu osa X osaY
gen Clec-60 ul cDNA | teoreticka
teoret. Prameér ve vzorku | koncentrace ¢ |log ¢ cP
Koncentrace cP cP 0,015625 1 0| 36,065
True 1 36,61 0,03125 2| 0,30103]| 35,465
True 35,52 | 36,065 0,0625 4| 0,60206 | 33,895
True 5 35,05 0,125 8| 0,90309| 32,905
True 35,88 | 35,465 0,25 16| 1,20412| 31,845
True 4 34,03 0,5 32| 1,50515| 30,735
True 33,76 | 33,895 1,0 64| 1,80618| 29,865
True 8 33,04 2,0 128| 2,10721| 29,06
irue 35,17; 32,905 4,0 256 | 2,40824| 28,145
rue : -
True 16 31.89| 31845 Tabulka¢. 67:
True 32 30,77
True 30,7] 30,735 —k* w4 _
True 64 29,84 y=K*X+0 —k=-33842
True 29,89 | 29,865 E =100Y%
True 29
True 128 29,12 29,06 E =100 /-3384)
True 28,09 —
T 256 2821 28145 E =2,0564
Tabulka¢. 66:

cP — pocet cykla
E- efektivita PCR
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Kalibraéni fada pro gen Clec-71 y= '3’3273)( +35732
R*=0,9952
40
35 7
30
25
% 20
15
10
5
0 T T T T T
0 0,5 1 logc 15 2 2,5 3
Graf €. 26:
Méreni cP pro kalibraéni fadu gen osa X |osaY
Clec-71 ul cDNA  |teoreticka
teoret. Pramér ve vzorku | koncentrace c log ¢ cP
Koncentrace cP cP 0,015625 1 0] 35,805
True 1 35,58 0,03125 210,30103 | 35,005
True 36,03 35,805 0,0625 410,60206| 33,85
True 2 35,19 0,125 810,90309 | 32,545
True 34,82 35,005 0,25 16(1,20412 | 31,665
True 4 34,11 0,5 32|1,50515| 30,715
True 33,59 33,85 1,0 64|1,80618| 29,82
True 8 32,77 2,0 1281 2,10721 | 29,005
True 32,32 32,545 4.0 256 | 2,40824 | 28,205
True 16 31,71 Tabulka ¢. 69:
True 31,62 31,665 *
True - 30,65 y=K*X+q —k=-32273
True 30,78| 30,715 E =100 Y%
True 64 29,83 (-1/-3,2273)
True 29,81 29,82 E=10"""
True 148 28,98 E= 21041
True 29,03 29,005
True 28,16
True 256 28,25 28,205
Tabulka ¢. 68:
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. y = -3,1906x + 30,92
Kalibraénifada pro gen AMA-1 R? = 0 9996
40
35
30
25 ——,
[a
o
20
15
10
5
O T T T T
0 0,5 1 logc 1,5 2 2,5 3
Graf ¢. 27:
Méreni cP pro kalibraéni fadu gen
AMA-1 osa X osayY
teoret. Pramer ul cDNA ve | teoreticka
Koncentrace cP cP vzorku koncentrace ¢ log ¢ cP
0,015625 1 0] 31,25
T 31,24 ) ,
T:ﬂg 1 TR IETET 0,03125 20,30103 | 30,005
= 3 o’ o1 : 0,0625 4]0,60206| 28,94
rue 2 ’ 0,125 8(0,90309| 281
True 30| 30,005 0,25 16[1,20412| 27,05
True 4 28,94 0,5 321,50515| 26,09
True 28,94 28,94 1,0 64|1,80618| 25,13
True 8 28,02 2,0 1282,10721 | 24,165
True 28,18 28,1 4,0 256 |2,40824| 23,3
True 16 27,01 Tabulkag. 71:
True 27,09 27,05
True 32 26,09 .
True 2600 26,09 y=Kk*X+q —k=-31906
True 64 251 E = 10(- 1/ k)
True 25,16 25,13 (- 1/-3:1906)
True 148 24,19 E=10 ’
True 2414 24,165 E = 20579
True 256 23,26
True 23,34 23,3
Tabulkaé. 70:
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. =3, 1,304
Kalibraénifada pro gen F44G3.2.1 y=-3 3715)( + 31,30
R? = 0,9988
40
35
25
o
o
20
15
10
5
0 T T T T T
0 0,5 1 logc1,5 2 25 3
Graf ¢. 28:
Méreni cP pro kalibraéni fadu gen
F44G3.2.1 _ osaX |osaY
teoret. Pramer pl cIZI)(NAve Leoretlcka | 5
Koncentrace cP cP ‘62815225 oncentrace ¢ 1 ogc 5 c 31
;r“e L 2122 STl 0,03125 21030103 | 30,415
rue ; ; 0,0625 4]0,60206| 29,24
True 30,53 0.125 81 0,90309 | 28.255
True 2 30,3| 30,415 0,25 16| 1,20412 | 27,235
True 29,24 0,5 32| 1,50515 | 26,375
True 4 29,24 29,24 1,0 64| 1,80618 | 25,425
True 28,28 2.0 1281 2,10721 | 24,395
True 8 28,23| 28,255 40 256 | 2,40824| 23,53
True 27,21 Tabulka €. 73;
True 16 27.26| 27,235 Skt x4 _
True 26,41 y=K*X+(q —k=-32715
True 32 26,34| 26,375 E = 10(- 1/k)
True 25,43
True 64 25.42| 25425 E =10\ Y-32715)
True 24,31 —
True 148 24.48| 24,395 E =2,0215
True 23,46
True 256 23,6 23,53
Tabulkaé. 72:
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e y =-3,271x + 35,228
Kalibraéni rada pro gen Lys-5 R2 = 09978
40
30 T,
25
& 20
15
10
5
0 T T T T T
0 0,5 1 |ogc 1,5 2 2,5 3
Graf ¢€. 29:
Méreni cP pro kalibraéni fadu osa X losay
gen Lys-5 — ul cDNAve |teoreticka
teoret. Pramer vzorku koncentracec  |logc | cP
Koncentrace cP cP 0.015625 1 0l 3505
True 1 34,97 0,03125 2[0,30103] 34,415
True 35,13] 35,05 0,0625 410,60206 | 33,275
True 2 34,18 0,125 810,90309 | 32,235
True 34,65| 34,415 0,25 16| 1,20412 | 31,255
True 4 33,17 0,5 32(1,50515| 30,445
True 33,38 | 33,275 1 64 |1,80618 | 29,275
True 8 32,17 2 128 |2,10721 | 28,465
True 32,3| 32,235 4 256|2,40824| 27,19
True 16 31,24
True 31,27 | 31,255 Tabulka &. 75:
True 32 30,37
True 30,52 | 30,445
True 64 29,19 y=k*Xx+q —k=-32715
True 29,36 | 29,275 (- 1/K)
True 128 28,58 E =10
True 28,35 | 28,465 E = 10(-1/-3,271)
True 27,12
2 : —
True 56 27,26 27,19 E= 210217
Tabulkaé. 74:
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