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Seznam zkratek

APC antigen prezentujici buitky

BCR receptor lymfocytu B pro antigen

BLP lipopeptidy

BKO mys$i deficitni na B buriky

CD diferenciaéni antigen

CFU potet jednotek tvoficich kolonie (colony forming unite)
CR komplementovy receptor

DEPC diethylen karboxyl

DTT 1,4-dithio-DL-threitol

id. intradermalni podani

IFN-o interferon alfa

IFN-y interferon gama

IL interleukiny

iNOS inducibilni NO-syntaza

i.p. intraperitoneélni podani

Lv. intravendzni podani

LAMP lysosomal-associated membrane protein
LDso davka letalni pro 50% jedincu z vy3etfované skupiny
LPS lipopolysacharid

MAPK mitogenem aktivované protein kinazy
MHC II histokompatibilni systém II tfidy

MOI multiplicita infekce

mRNA informaéni ribonukleova kyselina
NF-xB nuklearni faktor kappa B

NH,CI chlorid amonny

0.D. opticka denzita

PAMP struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy
PBS pufrovany fyziologicky roztok
RANTES cytokin s funkci chemokinu

ROI reaktivni kyslikové intermediaty
RT-PCR reverzni polymerazova fetézova reakce
s.C. subkutanni podani




SCID
TGF-B
Tu 1,2
TNF-a
TLR

téZky kombinovany imunodeficit
transformujici rustovy faktor
pomocné T lymfocyty

tumor nekrotizujici faktor alfa

toll like receptory




Uvod

Cilem moji diplomové price bylo zjistit, jestli dochazi k ptimé interakci mezi B buikkami a
intracelularnim patogenem Francisella tularensis LVS v podminkach in vitro a jakym
zpiisobem B lymfocyty na tuto interakci reaguji. B lymfocyty jsou pro svoji schopnost
produkovat specifické protilatky fazeny pfedeviim mezi slozky adaptivni imunitni reakce.
Uloha B bunék v pfirozené imunitni odpovédi, pfesto, Ze je v posledni dobé intenzivné
studovana, neni doposud objasnéna. To bylo divodem, pro¢ jsme se pravé touto otazkou
v diplomové préci zabyvali. Pfimou interakei jsme studovali pomoci transmisni elektronové
mikroskopie. Podafilo se nam detekovat nejen bakterie adherované na buné¢ném povrchu, ale
dokonce bakterie burikami pohlcené. Metodou RT-PCR jsme u B bunék, které byly

infikovany, popiipad¢ stimulovany bakteridlnim LPS, detekovali zmény v expresi geni pro

cytokiny, receptor TLR4, aktiva¢ni faktor c-Rel a enzym NO-syntazu.




r

1. Teoreticka ¢ast

1.1. Charakteristika imunitni odpovédi B lymfocytu

B lymfocyty se diferencuji z hematopoetickych kmenovych bunék v kostni dreni. Panenské B
butiky pronikaji do krevniho te€isté a cirkuluji mezi folikuly perifernich lymfatickych organi
(slezina a lymfatické uzliny). Na svém povrchu nesou kromé jinych i membranové receptory
pro antigeny. Receptory maji molekulu strukturn€ podobnou produkovanym
imunoglobulinim tfidy IgM a IgD a jsou ukotveny do cytoplazmatické membrany.
Cytoplazmaticky konec se skladd ze tfech aminokyselin (lysin, valin a lysin). Tento
aminokyselinovy usek je pfili§ kratky k pfenosu signalu do buriky, proto jsou k receptoru
piidruZeny jest& kratké aminokyselinové tseky Iga a IgP, které signdl zesiluji. Dohromady
s membranovym imunoglobulinem tvofi B bunéény receptorovy komplex (BCR).

Navazani nativniho antigenu na BCR komplex aktivuje sloZity systém signdlnich kaskad,
které indukuji expresi gend, jejichZ produkty zplisobuji proliferaci a diferenciaci panenskych
B bungk do plazmatickych bunék. Vznikaji klony antigen specifickych bun€k se zvy$enou
expresi hlavniho histokompatibilniho systému II ttidy (MHC II) a povrchovych receptort pro
cytokiny.

U B lymfocytu je popséna antigen prezentujici funkce, kterd je oviem mnohem slab$i neZ u
profesionalnich fagocytid jakymi jsou makrofigy a dendritické buriky. Pohlceny antigen je
v endosomu enzymaticky roz$tépen a vzniklé peptidové fragmenty jsou v komplexu s MHC 11
tfidy na povrchu prezentovany pomocnym T lymfocytim (CD4+). CD4 pozitivni buiiky jsou
schopny receptorové rozpoznat komplex MHC II molekuly s peptidovym fragmentem
spole¢né s ostatnimi kostimulaénimi molekulami (CD40, B7-1 a B7-2) na B buiik4ch. Po
navazani CD4+ na tyto molekuly dochazi k jejich aktivaci a produkci cytokinu, které jsou
nutné pro zesileni imunitni odpovédi B bunék. T buiikami jsou produkovany tfi hlavni
interleukiny (IL), IL-4, IL-5 a IL-6, které zvySuji B buné€nou proliferaci. Diferenciace do
plazmatickych bunék je ovliviiovana IL-6, jehoZ zdrojem jsou nejen T buiiky ale i makrofagy.
Plazmatické buiiky migruji do kostni dfen&, kterd se tak stdva hlavnim mistem produkce
protilatek {1).

Pti primarni fazi protilatkové odpovédi vznikaji vyhradné pentamerni IgM, které maji
pomérné nizkou afinitu k antigenu, ale u¢inné blokuji Sifeni infekce tvorbou imunokomplexu.

V sekundérni fazi dochazi ke zvyseni afinity protilatek a pfedevsim k izotypovému piesmyku,

. misto puvodnich IgM se zalinaji tvofit jiné izotypy. Tyto zmeény jsou regulovany




prostiednictvim cytokinti uvolilovanych z aktivovanych CD4 pozitivnich bunék a dalSich
bunék napt. interferon gama (IFN-y) indukuje tvorbu podt¥id IgG1 nebo IgG3, IL-4 podporuje
tvorbu IgE proti parazitdrnim infekcim (1).

Nékteré aktivované B buiiky, nazyvané pamétové builky, nabyvaji schopnost dlouhodobého

pteziti a jsou schopné zareagovat na opétovnou infekci mnohem rychleji a efektivngji (1).

1.2. Interakce B bunék s mikrobialnimi komponentami

Na povrchu bun€k je mnoZstvi receptorli rozpoznavajicich riizné mikrobialni molekuly jako
peptidoglykany, bakteridlni RNA nebo DNA a lipopolysacharidy (LPS). LPS jsou integralni
komponentou vné&j$i buné&tné membrany Gram negativnich bakterii. Tyto endotoxiny jsou
z mikroorganismit uvolfiovany pii jejich ristu nebo usmrceni. Béhem infekce jsou
rozpoznany imunitnim systémem a plisobi jako imunogen. LPS molekuly se navazuji na
membranové TLR4 receptory (toll-like receptors) , které se nachazeji kromé B lymfocyti i na
jinych typech imunitnich bun€k. B bufiky navic exprimuji pro né€ specificky receptor RP105
(CD180), ktery LPS rozeznava (2).

Viechny LPS se skladaji ze dvou &asti, O-fetézce a lipidu A, které se lidi strukturnim a
chemickym sloZenim v zavislosti na kmenu bakterie. Kmeny Brucella abortus a B. mellitensis
maji rozdilné sloZeni O polysacharidovych fetézcl a totozné &asti lipidu A. LPS z kmene
Brucella melitensis jsou pohlceny, ale jejich peptidové fragmenty se nenavazuji na MHC II
tfidy. Naopak u piibuzného kmene B. abortus je prokazatelné, Ze peptidové fragmenty tvofi
komplex s molekulami MHC II t¥idy, ktery se dostava na povrch buitky. Schopnost vytvofit
komplex s MHC II tfidy je z&visla na sloZeni O-fetézce (3).

1.3. Francisella tularensis a tularémie

1.3.1. Tularémie

Prvni zaznamenana epidemie tularémie je z roku 1911. Objevila se v kalifornském méstecku
Tulare a zasdhla ptevaZné hlodavce, Za plvodce epidemie byla oznaena gramnegativni
bakterie, kterou izoloval McCoy. McCoy ve spoluprici s Chapinem mikroba nejen
vyizolovali, ale pojmenovali ho podle mista prvniho nalezu Bakterium tularense. Koneéné
vroce 1921 bakterii izoloval E. Francis z lidského hnisu a pojmenoval tuto chorobu

tularémie. Nasledné se na jeho podest bakterie pojmenovala Francisella tularensis. Tularémie

se vyskytuje pfevazné v Severni Americe, Japonsku, Rusku a celé Skandindvii. Vyskyt byl




zaznamenédn i Vv jiZn&jSich oblastech Evropy, ve Spanélsku, Turecku a na Balkanském
poloostrové.

Clovék se muZe infikovat manipulaci snakaZenym zvifetem, poboddnim hmyzem a
kousnutim klistéte nebo poZitim kontaminované vody. Klinické projevy zavisi na infekéni
davce a cest® vstupu do lidského organismu. Branou vstupu muzZe byt poskozend pokozka
(ulceroglandularni forma), spojivkovy vak (okuloglandularni forma) a dychaci nebo zaZivaci
trakt (plicni forma a tyfova forma). Inkubani obdobi je zpravidla 3 — 6 dni nasledné se
objevuji chiipkové piiznaky a otoky lymfatickych uzlin.

Terapie je zaloZena na podévani antibiotik ze skupiny aminoglykosidi (streptomycinu,
gentamycinu nebo spiramycinu). Rekonvalescence je komplikovana a dlouhodoba a je
doprovézena neurovegetativnimi potiZemi.

Dobré podminky pro vyskyt tularémie u nas poskytuji oblasti jizni Moravy a Polabi. Ro¢né je
nahlaseno piiblizné 50 aZ 250 novych pfipadi (4).

1.3.2. Francisella tularensis

Francisella tularensis je intracelularni patogen zplsobujici tularémii. Tato bakterie pro svou
vysokou virulenci, velmi snadné ifeni a schopnost zplisobovat pomérné t€¢Zka onemocnéni je
zafazena do kategorie A bojovych biologickych agens. Do stejné skupiny jsou fazeny
Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Clostridium botulinum toxin, Variola major a virové
hemoragické horecky (filoviry Ebola, Marburg).

Francisella tularensis je drobni gramnegativni nepohybliva, striktné aerobni, nesporulujici
ty¢ka o rozmérech 0,7 x 0,2 pm.

Taxonomické zafazeni F. tularensis se velmi &asto ménilo. Vroce 1947 byl zaloZen
samostatny druh nazyvany Francisella. Podle virulence a geografického rozsifeni jsou
rozdélovany &tyfi podruhy F. tularensis. Francisella tularensis subspecies tularensis se
vyskytuje v oblastech Severni Ameriky a je vysoce virulentni k ¢lovéku i hospodafskym
zvitatdm. F. tularensis subspecies holarctica zpisobuje mimé formy onemocnéni. Mortalita
u koZni nakazy &lovéka je méné neZ 0,5%. Jeji vyskyt prevaZuje v Evropé. F. tularensis
subspecies mediaasiatica byla izolovéana v asijskych statech a byvalém SSSR. Je prokazatelné
méné virulentni neZ subspecies fularensis. F. tularensis subspecies novicida se Ugastni u

ndkaz prostfednictvim kontaminované vody. Prokazuje virulenci na Grovni subspecies

holarctica a mediaasiatica (4).




1.3.3. Francisella tularensis kmen LVS jako model studia

LVS mé oslabenou virulenci pro €lovéka, ale u mysi zpisobuje smrtelnou infekei., ktera se
histopatologicky podobd lidske tularémii. Pro tyto vlastnosti je kmen LVS velmi atraktivni
pro laboratorni vyzkum, kdy pomaha zlepsit obecné pochopeni imunologie a patogeneze u
intracelularnich patogenti. Letalni ddvka LVS mySim zpusobuje patrné patologické procesy na
mysich jatrech a slezing s degradaci architektury organi naopak infikované plice nevykazuji

vyraznéj$i patologické zmény tkan& (5).

1.4. Imunitni reakce po infekci F. tularensis

Primérnim cilem F. tularensis je makrofag. Infikované imunitni buiky infiltruji do
retikuloendotelialniho systému, kde indukuji vylu€ovani tumor nekrotizujiciho faktoru alfa
(TNF-o) a IFN-y a dalSich cytokind do systému. Ty jsou nutné pro kontrolu infekce v prvnich
hodinach a aktivuji expanzi T bunééné odpovédi (4).

Specifickd protilatkami zprostfedkovand odpovéd” md obecné niZ3i efektivitu v prib&éhu
infekce intraceluldrnimi patogeny. Tvorba specifickych anti-Francisella protildtek muzZe

znamenat uréitou vyhodu pfevaZné pfi expozici nizkym davkam (5).

1.5. Interakce bakterie Francisella tularensis s hostitelskymi buiikami
Francisella tularensis je intraceluldrnim patogenem, ktery je schopny se pomnoZovat
v ruznych typech eukaryotnich bungk. Patii k nim kromé jinych hepatocyty a endotelové
builky a pfedev$im jiz zminéné makrofagy, které muZeme oznalit za primarni cil (4).
Z téchto divodi jsou na v&tSinu pokusti s F. tularensis provadénych in vitro pouZivany pravé
monocyto—makrofagové buné&né linie. F. rularensis dokéaze pieZit a replikovat se v amebé
Acanthamoebae castellani, proto prvoky (protozoa) povaZujeme za vyznamny reservoar
infekcee (6).

1.5.1. Fagocytoza
Pfi vstupu F. rularensis LVS do makrofagu je bakterie obklopena dlouhymi, asymetrickymi

smyc¢kami pseudopodii a vtaZena do buiiky., Jedna se odli¥ny zplsob pohlceni na rozdil od
Jinych bakterii naptiklad Salmonela enteritica, Salmonela flexneri, které vstupuji konvenZni
fagocytézou, pii které jsou pseudopodie cytoplazmy mendi a symetrické. Pohlceni bakterii

pomoci asymetrickych dlouhych smyéek bylo prokdzano u bakterii F. tularensis usmrcenych

formalinem i 30-ti minutovym varem. Av$ak kratkodobé piisobeni 1% kyseliny peroctové na
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bakterii vede k jejimu vstupu do makrofdgu pouze konvencni fagocytézou. Vysvétlenim je
pravd&podobné oxidace karbohydratovych skupin bakteridlniho pouzdra a molekul LPS .
Makrofag potiebuje k provedeni funkeni fagocytézy WCast aktinovych mikrofilament, F.
tularensis po inkubaci s lidskymi makrofagy v pfitomnosti cytochalazinu B ve vétin¢ pouze
adherovala na povrch buiiky. Cytochalazin B totiz pusobi jako inhibitor aktinovych
mikrofilament a potvrzuje jejich potfebu pro funkei fagocytozy (7).

Presné, receptorem zprostiedkované mechanismy vstupu do bufiky nejsou znamé, ale byla
potvrzena tloha komplementovych receptord CD11b a CD18. CD11b je soucasti receptoru

pro CR3 a podobn& CD18 tvofi ¢ast receptorti pro CR3 a CR4 (7).

1.5.2. Intracelularni lokalizace bakterie

Primarnim baktericidnim mechanismem lidskych a my$ich makrofagi je splynuti fagozomu
s primdrnim lysozomem a jeho cidnimi latkami a enzymy. Béhem prvnich hodin po pohlceni
se bakterie vyskytuji spoleéné sendozomdlnim markrem glykoproteinem LAMP-1 ve
fagozomu, ale po tfech hodinich jejich spoleny vyskyt klesd na 30%. Elektronova
mikroskopie dokazuje, Ze se bakterie vyskytuji voln€ v cytoplazmé nebo jsou obklopeny jiz
naruienou fagozomdlni membranou. Mechanismus Uniku neni pfesné znam (8). Pfedpoklada
se, Ze je zprostfedkovan uvolngnim rozliénych proteini ze zfagocytovanych bakterii. Pro
studium mechanism interakce F. tularensis LVS a zjistovani jejich virulentnich faktora byly
pfipraveny rizné mutanty. Jednim z nich je mutant F. tularensis LVS AiglC s deletovanym
genem, ktery kéduje 23 kDa protein. Po prob&hlé fagocytéze mutanty AiglC ziistavaji velmi
dlouho, na rozdil od F. tularensis LVS, v intaktnim fagozomu. Dal3im pozorovanym jevem
pfi infekci makrofagu J774 je neschopnost mutanty AiglC se vyraznéji multiplikovat (9).

Pro multiplikaci patogenu v butikach je nutné kyselé prostfedi fagozomu, ve kterém je
uvolfiovano Zelezo. Zelezo je nezbytny nutrient pro F. tularensis. Pokud byly pouzity
blokatory acidifikace, chloroquin, NH4Cl nebo ouabain doslo k sniZeni multiplikace bakterii
uvnitt bunék (10).

Nekteré ostatni intracelularni bakterie jako Listeria, Shigella nebo Rickettsia mohou obdobné
uniknout z fagozomu a replikovat se v cytoplazme infikovanych bungk. L. monocytogenes
produkuje charakteristické proteiny perforujici membranu lysteriolysin, fosfolipasu C, A a
fosfolipasu B (8).
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1.5.3. Cytopatogenni efekt

Intracelularni pfitomnost a multiplikace F. fularensis kmenu LVS zpusobuje cytopatogenni
efekt u my3f monocyto -makrofagové bun&né linie (11,12).

Béhem prvnich 10-ti hodin po infekei je u infikovanych makrofagl indukovana apoptéza.
V dalgich intervalech po 24 a 40-ti hodindch dramaticky vzristaji poéty makrofagh, které
vykazuji znamky nekrézy (11). Cytopatogenni efekt vykazuje zavislost na multiplicit® infekce
(MOI). MOI vyjadiuje orientadni pocet bakterii na jednu buiiku p#i infekci in vitro. Cim
vy3§ich hodnot MOI pfi pokusu nabyva, tim v&t${ mnoZstvi bun¢k umira v daném ¢asovém

intervalu (12).

1.5.4. Virulentni faktory a jeiich regulace

Za primarni mechanismus patogeneze F.tularensis je povaZovéna jeji schopnost replikace
v makrofazich in vivo a in vifro podminkach. Molekularni podstata tohoto dé&je v$ak neni
tiplné objasnéna. Pro virulenci a pfeZiti v makrofigu jsou nutné nékteré bakterialni geny resp.
mglA, lokalizovany v operonu mglAB (13) koduje protein MglA, ktery je povaZovan za
globélni regulator transkripce mnoha dalSich gent duleZitych pro virulenci, mezi které fadime
geny pdpD ,iglA, iglC, igiD a pdpA . Ty se nachazeji v oblasti genomu nazyvaného ostrovy
patogenity (30 Kb) a jsou pfitomny u kmene novicida pouze v jedné kopii a naopak u kmene
LVS duplicitng. Jejich expresi vznikaji rozmanité proteiny PdpA a PdpD, které jsou potieba
pro intracelularni replikaci. Operon igiABCD kéduje proteiny IglA a IgIB u nichZ se
pfedpoklada, Ze ovliviiuji sekreci proteini. Regulace signalii pienaSenych pies TLR4

receptory do buitky je pravdépodobné fizena pasobenim proteinu IglC (13).

1.5.5. Signilni cesty po infekci makrofagii

Mikrobidlni LPS a lipoproteiny vazbou na TLR receptory makrofagh (Toll-like receptory)
pfispivajf k sekreci zanétlivych cytokini a aktivaci antimikrobnich procesl. Regulace téchto
hostitelskych obrannych mechanismi z4visi na intraceluldrnich signalnich cestach. Hlavnim
cilem pfenosu signdlu jsou systémy nukledrniho faktoru kappa B (NF-xB) a mitogen
aktivované protein kinazy (MAPK). F. tularensis blokuje TLR receptorem zprostfedkovanou
aktivaci signalnich cest a sekreci TNF-au a IL-1. Buiiky infikované F. tularensis LVS tudiz
nejsou schopné zahgjit produkei cytokind ani po podéani stimulagnich lipopeptidd (BLP) a E.
coli LPS (14).
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F tularensis LVS indukuje v makrofazich apoptézu a nekrézu prostfednictvim aktivace
p42/p44 MAPK signalnich cest za sou¢asné inhibice anti-apoptické funkce p38 MAPK (11).
Makrofagovd mikrobicidni funkce je zplsobena uvolnEnim mikrobicidnich latek
(dusikové a kyslikové intermediaty) do fagozomu. Po uniku virulentni bakterie do cytosolu
jsou obranné mechanismy mene prozkoumény. Pfitomnosti mikrobialnich komponent
v cytosolu se aktivuje specifickd kaskada nazyvand cytosolicky proteinovy komplex jehoZ
hlavnimi sou&astmi jsou kaspazy. Za nejdileZitéj3i z nich je povazovéna kaspéza-1. Jedna se
o cysteinovou proteazu, kterd je u infikovanych bun€k aktivovéna autokatalytickou pfeménou
jejiho 45kD zymogenu, ze kterého se odsté€puje proteinovy tsek p10. Kaspaza-1 signalizuje
bun&énou smrt a reguluje dozravani prozanétlivych cytokint pro-IL-1p a pro-IL-18 do aktivni

formy IL-1$ a IL-18 (15).

1.6. Uloha B bunék v priib&hu infekce F. tularensis

Pokusy Karen Elkins poukazuji na rychly rozvo) imunitni odpov&di ve skuping
pokusnych mysi C57BL/6J po podani davky F. tularensis LVS. Imunizace zdravych jedincl
probéhne po prvni subkutanni (s.c.) nebo intradermalni (i.d.) aplikaci LVS a poskytuje
pokusnym zvifatim jiZz béhem 3 dni obranu proti sekundarni déavce LVS podané
intraperitonedlné (i.p.) nebo intravenézné (i.v.). Mysi, které nebyly imunizovany, jsou po
podéni LVS znaén& citlivé a hynou brzy po i.p. infekci. Maji nizkou 50% letdlni davku
(LDsp), kterou ptedstavuji jen 2 bakterie LVS. Hodnoty LDsg u imunizovanych mysi jsou o
poznéni vy3Si a dosahuji az 3 x 10° bakterif. Vyvstala otazka, jaké mechanismy a buriky se
uplatiiuji na rozvoji imunitni reakce (16,17).

Naésledujici pokusy Karen Elkins se soustiedili na roli B bunék. Mysi s absenci B bun&k
v periferii (BKO mysi) maji nizkou schopnost zareagovat na sekundérni letalni infekci LVS.
Nedostateéné se imunizuji a hynou, protoZe nedokéai patogeny zcela eliminovat jako je tomu
u zdravych jedinct. Pienos B bungk do BKO jedinch znatelnd zvySuje jejich odolnost proti
infekci a zvy3uje preziti (18). Provedenim dalgich pokust na scid (deficitni T a B lymfocyty)
a atymickych nu/nu mysich (chybi T lymfocyty) se potvrdila zavislost imunitni odpovédi na B
burikach (19).

Stale nejasnou tilohu maji B butikami vyluované specifické protilatky. Karen Elkins zjistila,
Ze ptenos specifickych protilitek BKO my3im nevede k rozvoji obrany pfed infekei LVS

zatimco tym Stephana Stenmarka (20) dospél k opadnym zavérim.
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Pouzity material

2.1.1. Bunééné linie, bakterie

My3i B-bun&¢na linie A20 (ATCC TIB-208), kterd m4 genetické pozadi my$i
BALB/c AnN, je IgG+, lat+, Fet+, IgM-, IgA- a komplementovy receptor
negativni, prezentuje jak alloantigeny, tak proteinové antigeny T buikam
pomoci MHC komplexu.

Lidskd lymfocytdrni B-bunétné linie Ramos (ATCC CRL-1596), ktera je
negativni na virus Epstein-Barrové, mé receptor pro [L-4, nizkou afinitu
k tvorbé IgE a secernuje IgM.

Bakterie Francisella tularensis kmen LVS/M

2.1.2. Média, roztoky, chemikilie, primery

Kultivaéni médium Dullbeco (with glutamax) + 10% FCS

LPS (E.coli) — zasobni roztok 1mg/1ml PBS

LPS (F. tularensis) — zasobni roztok 1mg/1ml (Univerzita Umea, Svédsko)
Pufrovany fyziologicky roztok -PBS sterilizovany

DEPC - diethylen karboxyl k.&. D-5758

Ethidium bromid pro PCR - zasobni roztok 10mg/ml (Sigma) kat.&. 214-984—
6, pfipravit roztok 2pg/ml: 150ul zasobniho roztoku a 750ml deionizované
vody

Agarosa ultra Pure pro PCR (Gibco) kat. €. 15510 - 027

Trizol (Gibco) €.5. 1063360

Isopropylalkohol p.a. (Penta) ¢.5. 040504

Chloroform p.a. (Lachema) kat.&. 22-38-40-48/20/22

0,5x TBE purf, pfipravit z 5x koncentrovaného roztoku TBE
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Kultivaéni pevné pidy Mc Leod
0,5% roztok trypanové modii v PBS

Fixa&ni pufr pro TEM (2,5% glutaraldehyd v 0,1M kakodylatovém pufru)

Chemikilie pro RT-PCR :

Random Primers (Invitrogen) kat.&. 48190-011

5x first Strand buffer (Invitrogen) kat.&. Y00 146

DTT 0,1M [1,4-dithio-DL-threitol] (Invitrogen) kat.c. YOO 147

RNAsin inhibitor Rnaz (Invitrogen) kat.¢. 10777-019

Acidicky BSA-zasobni roztok 10mg/ml (Promega,USA) kat.€. 9513 114L
dNTP (10mM/base) — smés pfipravit z 10ul od kaZdého roztoku nukleotidu a
doplnit 60ul DEPC, 100uM dTTP (Invitrogen) katgZ. 10219-012, 100mM
dATP (Invitrogen) kat.&. 10216-018, 100mM d CTP (Invitrogen) kat.E. 10217-
016, 100mM dGTP (Invitrogen) kat.¢. 10218-014

SuperScript II RT- reverzni transkriptdza (Invitrogen) kat.c. 18064-014

10x PCR Rxn Buffer (Invitrogen) kat.&. Y02028

MgCl; 25mM (Invitrogen) kat.&. Y02016

Taq polymerasa (MBI Fermentas)

1Kb Plus DNA ladder (Invitrogen) kat.¢. 10787-018

Primery pro RT PCR:

B-aktin (Invitrogen)

S: 5-GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA -3’

AS:5- CTC TTT GAT GTC ACG CAC GATTTC -3’

IL-1P (Invitrogen)

S:5- ATG GCA ACT GTT CCT GAACTC AACT-3’

AS: 5- CA GGA CAG GTATAG ATT CTT TCC TTT -3’

IFN-o (Generi-biotech)

S: 5'- GAT TCA TCT GCT GCT TGG AAT GCA ACC CTC -3’
AS: 5- GAT TCA CTC CTT CTC CTC ACT CAG TCT TGC C -3’
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IL-12 (Invitrogen)
S:5-CAG AAGCTA ACCATCTCCTGGTTT -3
AS: 5°- TCC GGA GTA ATT TGG TGC TTC ACA -3

IL-6 (Generi-biotech)

S:5-ATGAAGTTC CTC TCT GCA AGA GACT-3%"
AS: 5-CACTA GGT TTG CCG AGT AGATCTC-3°

[FN-y (Invitrogen)
S: 5°- GAA AGC CTA GAA AGT CTG AAT AACT -3°
AS:5- ATC AGCAGCGACTCCTTTTCCGCTT -3

TGF-P (Invitrogen)
S:5-CTCCCACTCCCGTGGCITCTAG-3"
AS:5-GTTC CACATGTTGCTC CAC ACTTG-3"
IL-17 (Generi-biotech)

S: 5°- GGT CAA CCT CAA AGT CTT TAACTC -3

AS: 5-TTA AAA ATG CAA GTA AGTTTG CTG -3’
IL-10 (Invitrogen)

S:5- ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA -3
AS:5-CTATGC AGT TGA TGA AGATGT CAAA -3
iNOS (Invitrogen)

S:5- CTC ACT GGG ACA GCACAG AA -3

AS:5°- GTG CTG TGC TAC AGT TCC GA -3

TLR4 (Generi-biotech)

S:5- GCA ATG TCT CTG GCA GGT GTA - 37

AS: 5'- CAA GGC ATA AGA ACGCTG AGA -3

c-Rel (Generi-biotech)

S:57- GCT CCA AT ACT GCA GAA TTA AGG - 37
AS: 5- CGT GCA GAT ATC TAA AAT CCATAG -3

2.1.3. Ptistroje a pomiicky
Mikroskop svételny binokuldmi (Amplival)
Mikroskop inverzni IDM (Meopta)
Poéitaci komirka podle Blrkera (Meopta)
Tiepacky MS2
Termocykler GeneAmp 9700

Elektroforeticka vana Mupid (Cosmo bio co.)

15



R

Spektrofotometr (Helios), kyvety (Scholler)

Centrifuga BR4i

Ultracentrifuga Biofuge (Heraeus)

Flow box BioAir

Denzitometr, WPA Biowave

Osobni po¢itat — Microsoft Office

Automatické pipety (Eppendorf, BioHit), 10,100 a 1000ul 3pi¢ky (Eppendorf)
Latexové rukavice (Hartmann), zkumavky, kadinky, bakterialni klicky

24 jamkové panely na infekei
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2.2, Pracovni postup

2.2.1. RozmraZeni a pasaZovini bun&n¢ linie A20, Ramos

Kryo zkumavku s butikami jsme opatrné vyiali z mraziciho boxu s kapalnym dusikem.
Rozpustili obsah zkumavky ve vodni lazni nebo mnutim ve dlani tak, aby k rozpusténi doslo
maximalné do 2 minut. Ve sterilnim boxu jsme rozmraZeny obsah velmi rychle pfenesli
automatickou pipetou do sterilni zkumavky s malym mnoZstvim média. Zkumavku jsme
zcentrifugovali pfi 1200g po dobu Sminut. Diivodem centrifugace byla nutnost odstrangni
média, které obsahuje pro buiky jedovaté kryoprotektivum dimethylsulfoxid. Supernatant
jsme opatrné odsali a zbylé pelety roztiepali v malém mnozZstvi pfidaného &istého média.
Ziskanou bun&¢nou suspenzi jsme pfevedli do kultivaéni 1dhve s plochou dna 25 cm? s 10 ml
kultivagniho media. Kultivaéni lahev jsme pienesli do termostatu, kde jsme ji pootevienou
kultivovali pfi 37°C/ 5% CO,. Po 24 hodinach kultivace jsme provedli odbér a meérili
¥ivotnost bunék. Pfi pasaZovani bunék (kazdé 2-3 dny) jsem narostlou bunéénou kulturu
petlivé zkontrolovali pod inverznim mikroskopem IDM (Meopta). Zhodnotili jsme jeji
morfologii, bunéénou hustotu a &istotu média. Teprve ve sterilnim boxu jsme lahev protiepali
popt. pouZili $krabku na uvolnéni adherovanych bun€k (3krabeme v médiu). Z kultivaéni
lahve jsme odebrali 10ul bunéné suspenze na stanoveni Zivotnosti a poétu bunék. Podle
kapitoly 2.2.2, (pfiklad 1) jsme vypotitali mnoZstvi bun€k na 1 ml suspenze a podle potfeby

nafedili kultivaénim médiem.

2.2.2. Stanoveni celkového poétu bunék a Zivotnosti

Celkovy pocet bun&k v suspenzi jsme zjistili pomoci po&itaci Blrkerovy komirky. Z bun&&né
suspenze jsme asepticky odebrali 10pl a smichali s 10ul Trypanové modii (pracovali jsme
v rukavicich, protoZe Trypanova modf je toxicka). Smés jsme pipetou aplikovali pod skli¢ko
u Biirkerovy komtirky a pod svételnym mikroskopem Amplival spoéitali dvakrat 25 Ctverch
(s¢itali jsme butiky umisténé uvnitf &tverce a pfiitali i ty umisténé na obvodu dvou
vybranych stran). Ze dvou ziskanych souétd jsme vypocitali pocet bungk v 1 m! suspenze

nasledujicim zplisobem.
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priklad 1: vzorec: prum. podet bunék ve 25 &tvercich x Fedéni x koeficient Biirkerovy

komirky-dany objemem &tverci

2 x 25 étveretr 151, 147 & 149
2 fed&ni Trypanovou modfi
10.000 ............... koeficient

149 x 2 x 10.000 = 2.980.000 = 2,98 x 10% 1 m!

Potitani Fivotnosti jsme provedli obdobnym zpiisobem. Potty bungk ve 2 x 25 &tvercich jsme

dophili o zji§téni poétd mrtvych bunék, které vykazuji modré aZ tmavé zbarveni v zorném

poli mikroskopu.
Piiklad 2: 2 x 25 &tvercu zivych bunek 151, 147 & 149
mrtvych bunék 4, 2 3
podet celkem (Zivé + mrtvé buriky) 149+3=152

149 /152 = 0,0966 x 100 = 96,6 % Zivotnost

Zivotnost bun&né linie by se mé&la pohybovat v rozmezi 95 — 99%.
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2.2.3. Infekce B bunééné linie A20 a Ramos F. tularensis pro transmisni
elektronovou mikroskopii (TEM)

PRINCIP TEM
vyuzitelna rozlidovaci schopnost elektronového mikroskopu je asi tisicinasobng vy3si, ne je
u svételného mikroskopu. PHi studiu biologickych materiali je kolem 2 nm. Zdrojem zafeni v

elektronovém mikroskopu je wolframové vlakno vysilajici pod vysokym napétim elektrony.

Jejich priibéh ve vakuovaném tubusu ve form& linedrniho svazku je elektromagneticky
usmériiovan. Kondenzor soustiedi svazek elektronid na vySetfovany objekt pro jeho optimalni
zobrazeni na stinitku a snimkovani. Osvétlena &st vzorku je zvétSovana systémem tvofenym
objektivem a projektivem. Zaostfovani obrazu se déje proménami 0¢inné ohniskové délky
elektromagnetickych &o¢ek objektivu zménou proudu. Projekéni Cocka zobrazuje zvétieny
obraz na fosforeskujicim stinitku, které po ozéfeni elektrony emituje svétlo ve viditelne

oblasti. Cernobily obraz viditelny na stinitku je moZné registrovat fotograficky.

PRIPRAVA BAKTERIALN{ SUSPENZE F. TULARENSIS LVS
[ Den pied pokusem jsme ze toku masivng vyseli bakterie F. fularensis LVS na 3 plotny
McLeod a kultivovali pti 37°C. Z naotkovanych bakterii jsme pfipravili suspenzi
v pufrovaném fyziologickém roztoku (PBS) o pfesném O.D. 0,97, kterou jsme zméfili na
denzitometru WPA znalky Biowave. Bakteridlni suspenzi jsme rozplnili po 1 ml do
zkumavek s vickem (Eppendorf) a zcentrifugovali pfi 48000t po dobu 7 minut. Ziskané pelety
jsme resuspendovali ve 100p] kultivaéniho média Dullbeco (pfiblizng 5 x 10° bakterii/ 100p1)

a dikladné promichali. Zkumavky jsme do upotfebeni ponechévali na ledu.

KONCENTRACE BAKTERIALN] SUSPENZE

Z bakteridlni suspenze v PBS jsme odebrali 50pl a ziedili desitkovou fadou na koncentraci

107 a 10® a 50ul této suspenze vyseli duplicitng na plotny McLeod. Po 72 hodinach
kultivace v inkubatoru jsme poéitali CFU pro zji§t&ni koncentrace CFU/ml. VypoCet jsme

provedli podle nasledujiciho vzorce.

| Vzorec 1: podet kolonii X Fedéni 1 X Fedéni 2 = CFU/ml
| fedéni I............ 1000u1 /50p1
[
fedéni2............ pfevracena hodnota koncentrace

Skutedna koncentrace bakteridlni suspenze u bun&éné linie A20 je: 4,28 x 10 1°CFU/ ml

Skutena koncentrace bakterialni suspenze u bun&&né linie Ramos je: 2,23 x 10 *CFU / ml
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PRIPRAVA BUNECNE SUSPENZE
NamnoZené bunécné linie A20 a Ramos jsme nafedilina 1 x 107 bb/ ml v kultiva®nim médiu

(Dullbeco + 10% sérum, bez gentamycinu).

INFEKCE
Pracovali jsme ve 24 jamkovém panelu. Do jamek jsme napipetovali 1 x 107 bb/ ml
v kultivaénim meédiu (Dullbeco + 10% sérum, bez gentamycinu) a podle vysledkd vypo&tu

jsme pfidali 100p] pfipravené bakteridlni suspenze v médiu o MOI 500.

Vypodet: 0.D.=0,97
ljamka 1x107...ccooeeenenn. potieba 5 x 10° bakterii / 1 jamku
MOI = 500 (500 bakterii na ! buiku)
5.10°/5.10°=X/100
X =100pl média s bakteriemi

Postup:
1. inkubovat 6, 12, a 24 hodin v CO; inkubatoru
v intervalu buiiky 2 x promyt v PBS (1400 ot,7 min)
odstranit supernatant a pelety resuspendovat v 500l fixaéniho pufru pro TEM
inkubovat 1 hodinu p#i laboratorni teploté
zcentrifugovat (1400, 7 min), peélivé odstranit supernatant
pfidat 10 - 15ul 1,5% agaru nebo Zelatiny (rozmichat)

po ztuhnuti pfevrstvit 1,5ml fixaéniho pufru

O N AN

dopravit do Ceskych Budg&jovic

V Ceskych Budgjovicich vzorky zfixovali oxidem osmielym a poté dehydratovali. Pipravili
z nich na pfistroji Poly/Bed 812 ultratenké fezy a aplikovali je na kovovou sitku. Vzorky
odeslali na pracovité Piirodovédecké fakulty UK v Praze, kde jsme je sami vyhodnocovali

pod elektronovym mikroskopem JEOL 1010.
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2.2.4. Detekce exprese geni bunék A20 po infekci metodou RT-PCR

RT-PCR umoziiuje detekci gentl, které byly v dany okamzik aktivovany a které jsou pfepsany
do mRNA. Ta je izolovdna, pomoci reverzni transkriptazy, pfepsidna do cDNA a poté

standardn& amplifikovana za pouZiti vybranych primerd.

PRIPRAVA BAKTERIALNi SUSPENZE F. TULARENSIS LVS

Dvacet &tyfi hodin pfed planovanym provedenim infekce jsme masivné naockovali 3 plotny
McLeod kmenem LVS ze $toku a ponechali je v termostatu pfi 37°C uloZené vickem dolq,
aby nedoslo ke kontaminaci.

V den pokusu jsme pfipravili pfiblizng 4 ml bakterialni suspenze v PBS o optické denzit&
(0.D.) priblizné jedna (= 5 x 10° bakterii/ 1ml PBS). Pistrojem WPA znatky Bioware jsme
naméfili ptesnou O.D o hodnoté 1,13. Bakterialni suspenzi jsme rozplnili po 1 ml do &tyfech
plastovych zkumavek s vitkem (Eppendorf). Zkumavky jsme zcentrifugovali pfi 4800ot. po
dobu 7 minut a supernatant opatrné odsali nebo slili do roztoku s dezinfekei. K ziskanym
peletim jsem pfidali 200 pl kultivatniho média Dullbeco (2,5 x 10° bakterii/100ul) a
dikladng promichali na tfepadce MS2.

KONCENTRACE BAKTERIALN{ SUSPENZE

Z bakterialni suspenze v PBS jsme odebrali 50l a zfedili desitkovou fadou na koncentraci
107 a10® a v duplicit& vyseli na plotny McLeod. Na kaZdou jsme nakapali 50pl a rozetteli
hokejkou aZ do vsaknuti. Za 72 hodin po kultivaci pfi 37°C jsme spotitali CFU na kazde
plotng a vypoéitali koncentraci CFU/Iml (podle vzorce 1 v kapitole 2.2.3.)

Skute¢na vypottena koncentrace je: 1,62 x 10'' CFU/ ml.

PRIPRAVA BUNECNE SUSPENZE

Nakultivovali jsme podle kapitoly 2.2.1. celkovy polet 5 x 107 bungk A20, potiebnych do
experimentu. Buiiky jsme v kultivaéni lahvi¢ce dikladné promichali, suspenzi jsme odebrali
do zkumavky a zcentrifugovali (12000t, Sminut). Supernatant jsme odstranili a pelety
resuspendovali v kultivaénim médiu (Dullbeco +10% sérum, bez gentamycinu) na vyslednou

pozadovanou koncentraci 5x10°® bungk/ml.
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Vypocet:

Postup:
1.

2
3
4
5.
6
7
8

tularensis.

INFEKCE

Infekci jsme provadéli ve 24 jamkovych panelech. Do kaZdé jamky jsme napipetovali po 1 ml
bun&&né suspenze A20 (=5 x 10° bungk/ 1ml média) a podle vypo&tu pfidali 100pl bakterii v
médiu abychom dodrzeli pfislusnou MOI = 500.

0.D.=1,13

Celkem bungk 5 x 10’

1jamka Sx 10°%...........c...... potfeba 2,5 x 10° bakterii / 1 jamku
MOI =500 (500 bakterii na 1 buiku)

2,5.10°/5.10°=X /200

X =100l média s bakteriemi

Kromé bakterii jsme do jamek napipetovali je§t¢ purifikované LPS z Ecoli a LPS z F.

do 8 jamek napipetovat po 1ml bun&né suspenze A20 (5 x 10® bungk/ml)
do 2 jamek pfidat 100pul bakterii (MOI 500)

do 2 jamek pfidat 20pl LPS (E.coli)- zasobni roztok 1mg/1ml PBS

do 2 jamek piidat 20ul LPS (F.tularensis) — zasobni roztok 1mg/Iml PBS
2 jamky neinfikovat — kontroly

inkubovat 6 a 24 hod pfi 37°C, 5% CO;

po intervalu buiiky promichat a zcentrifugovat (14000t, 7 min)

opatrné odsat supernatant, moZnost zamrazit na —20°C

IZOLACE RNA

K peletam ve zkumavkéch jsme ve sterilnim boxu piidali 1ml trizolu (Gibco). Inkubovali ve
stojanku po dobu 5 minut za laboratorni teploty. Do kazdé zkumavky jsme pfidali po 0,2 ml
chloroformu (Lachema) a ditkladng protfepavali v ruce nejméné asi 15 vtefin, poté zkumavky
nechali 2-3 minuty inkubovat pfi laboratorni teplot. Po prob&hlé inkubaci jsme na centrifuze
Biofuge pii 12.0000t/ 15 min oddglili 3 fize. Spodni ervena faze obsahovala izolovanou

DNA a proteiny, bil4 mezifdze DNA a vrchni bezbarva vodna faze obsahovala RNA. Opatrné
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jsme odebrali do &isté zkumavky pouze vrchni fazi s RNA (cca 500ul) tak, aby nedoslo
k promichani s mezifazi.

RNA jsme precipitovali pfidanim 0,5 ml isopropylalkoholu p.a. (Penta) a inkubovali 10 minut
za laboratorni teploty. Po nasledné centrifugaci pfi 120000t/10 min jsme odstranili supenatant
a pfidanim 1ml 75% ethanolu v diethylen karboxylu (DEPC) jsme RNA pfegistili. Opétovné
jsme zkumavky zcentrifugovali pfi 7.5000t/5 minut, odsdli supernatant a pelety nechali
dikladné vysusit ve sterilnim boxu. K suchym peletdm RNA jsme pfidali 30ul DEPC vody a
nechali po dobu 10 minut inkubovat pfi teploté€ 56°C v bloku.

MERENi RNA NA SPEKOLU

Izolovanou RNA jsme kvantifikovali promé&fenim nafedéného vzorku pti vinové délce 260 a
jeii Eistotu jsme zjistili z poméru hodnot namé&fenych pii 260 a 280 nm na spektrofotometru
Helios. Pomé&r 260/280 by se mé&l pohybovat v rozmezi 1,7 az 2,0.

Na méteni RNA jsme museli zasobni roztok 50krat nafedit. Odebrali jsme tedy 10ul roztoku
RNA a doplnili 490pl DEPC vodou na vyslednych 500ul. Ze zkumavky jsme roziok
kvantitativné prevedli do mé&fici kyvety a zméfili absorbanci. Jako slepy vzorek jsme vzali
gistou DEPC vodu. Ze zmé&fenych hodnot jsme vypocitali (podle vzorce 2) koncentraci RNA
v pg/ml u jednotlivych vzorkl. Pro syntézu cDNA je optimalni vzit 2pg RNA a doplnit na
celkovy objem Spl pfidanim DEPC.

Vzorec 2: 0.D.y60 x Fedéni (50) x faktor (40) =..........ug RNA/ ml]

Tab. 1: Vypo&itané mnozstvi RNA do syntézy cDNA u vzorku v 6-ti hodinovém intervalu

absorbance koncentrace pl RNA + pl DEPC
260 nm pg/ml vody
kontrolni buiiky 1,0773 2154,6 1,1 +39
LVS 0,9388 1877,6 1,1+3,9
LVSLPS 0,4529 905,8 22+28
LPS E.coli 0,4717 9434 22+28
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Tab. 2: MnoZstvi RNA do syntézy ¢cDNA u vzorka v 24-ti hodinovém intervalu.

absorbance koncentrace pl RNA + pl DEPC
260 nm pg/ml vody
kontrolni bunky 0,7950 1590,0 1,25+ 3,75
LVS 0,9230 1846,0 1,1 +3.9
: LVSLPS 0,5979 1195.8 1,7+3,3
LPS E.coli 0,5609 1121,8 1,7+3,3

SYNTEZA ¢DNA

Vypotitand mnozstvi RNA a DEPC vody o celkovém objemu 5pl (tab.1,2) jsme napipetovali
do oznagenych zkumavek pro PCR (200 pl) a pfidali 0,5u] Random primeru a 2,5u1 DEPC
(celkem 3pl). Zkumavky jsem vlozili do termocykleru (GeneAmp 9700) a nastavili 5
minutovou inkubaci pfi 95°C. Po inkubaci jsme je ve stojanku poloZili na led a do kazde
z nich jsme pfidali po 22u! RT mixu. Sou¢asti RT mixu je smés nukleotidd dNTP, kterou
jsme piipravili podle pokyn@ v kapitole 2.1.2. ze zésobnich roztokd. Zkumavky s celkovym

objemem 30pl jsme prenesli do termocykleru a zapnuli program pro pfepis do cDNA.

Ptepis do cDNA: 37°Cciiinnnnnn. 60min
42°C, ... 30min
70°C....ccenninn 5min

RT - mix: 5,iul DEPC voda

6,01l RT buffer, Sx koncentrovany
3,0ul DDT0,IM

1,0ul RNAsin (40U )

3,0ul ac. BSA, 10x fedény ( 1mg/ml )
2,4ul dNTP ( 10mM/base )

1,5ul superscript (400 U )

celkem 2211
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¢DNA AMPLIFIKACE

Do kazdého vzorku uréeného k amplifikaci specifického tseku cDNA se piipravuje celkem
spl ¢cDNA + DEPC vody a 20,0ul PCR mixu. Pfi ka?dé amplifikaci jsme pfipravovali
negativni a pozitivni kontrolu. Negativni kontrola obsahovala PCR mix a 5pl DEPC. Pokud
nebyla pozitivni kontrola dodéna komeréng, pfipravovali jsme ji zpozitivniho vzorku

tisicinasobnym zfed&énim.

PCR - mix: 13,0l DEPC voda
2,5ul  Buffer IV, 10x koncentrovany
1,5u1 MgCly, 25mM
1,0ul ac. BSA, 10 mg/ml, 10x fedény
0,5ul dNTP, 100mM
0,5ul primer S —sense 10 pmol/pl
0,5ul primer AS-antisense 10 pmol/pl

0,5ul Tag polymerasa 5 U/ul

celkem 20ul

Standardizace mnoZstvi cDNA se provadi pomoci house-keeping genu. Pfi prvnim pokusu
jsme do amplifikace pipetovali 1ul cDNA a do PCR mixu pfiddvali primery pro mysi B-aktin.
Tento gen je aktivovan stile, takZe dochazi vidy k pfepisu do mRNA. Podle vysledki
nasledné elektroforézy jsme do amplifikace pro jednotlivé cytokiny pipetovali stejné popf.
upravené mnoZstvi cDNA, které jsme stanovili podle intenzity prouzkd pro B-actin. U
jednotlivych primeri jsme dodrZovali doporudené nebo hledali optimalng&jsi teploty, pfi
kterych se navazuji na odd&lené fetdzce DNA. Potty cykli jsme nastavovali tak, aby vysledky

elektroforézy byly co moZna nejvice zfetelné.

ELEKTROFOREZA

Pfed provedenim elektroforézy jsme si pfipravili agarézovy gel. V Erlenmayerové bafice jsme
zah¥atim rozpustili 1,5g agarézy ultra pure (Gibco) ve 100ml pufru 0,5xTBE. Chladné;si
roztok jsme nalili do formy na gel, odstranili pfipadné vzniklé vzduchové bubliny a nechali
nékolik desitek minut ztuhnout. Pipravené gely jsme uchovavali v uzaviené kadince s O,5x

pufrem TBE i nékolik tydnu.
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pripravili jsme si 750 ml roztoku ethidium bromidu o koncentraci 2ug/ml podle pokynu
v kapitole 2.1.2, ktery jsme uchovévali v uzaviené kadince. Ethidium bromid je karcinogenni
latka, proto jsme pii manipulaci s ni pouZivali rukavice.

PHi samotné elektroforéze jsme polozili gel do vanitky, tak aby smér proudu byl od minusu
k plusu a gel byl zcela ponofen do pufru O,5xTBE. Na kousek parafinového filmu jsme
napipetovali 1,5u! loading buffer a 2ul DNA ladder. Smés jsme promichali a opatrné pienesli
automatickou pipetou cely objem do jamky v gelu. DNA ladder obsahuje 20 bandil (12 o
velikosti 1.000 a¥ 12.000 kb, 8 o velikosti 100 az 1650 kb). VySetfované vzorky
amplifikované ¢DNA jsme zpracovévali podobnym zpiisobem. Na parafinovy film jsme
napipetovali 1,5ul loading buffer a smichali se 6u! DNA vzorku, smés promichali a pfenesli
do jamky. Standardn& jsme nanaSeli nejprve DNA ladder, negativni kontrolu, pozitivni
kontrolu a vzorky ve zvoleném pofadi.

Pro elektroforézu jsme pouZivali elektroforetickou vanu Mupid., kde jsme nastavili podminky
déleni na 100V po dobu 30 minut. Po provedené elektroforéze jsme gely 5 minut obarvovali
v ethidium bromidu a pfenesli do deionizované vody v kadince, kde do3lo k odstranéni
nespecifického barveni gelu. Gely jsme detekovali pod UV lampou a zobrazovali programem

BioCaptMN, Na dal3i nutné Gipravy a popisy obrazki jsme pouzili Powerpointu.

26




3. Vysledky

3.1. Infekce bunék Ramos a A20 pro TEM
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Obr. 1.: Infikované buiiky z lidské B lymfocytarni linie Ramos méli v 6 ti hodinovém
intervalu na svém povrchu naadherovany bakterie F. rularensis LVS. Obrazek (A) jsme
ziskali pti zv&tdeni 25 000x a jsou na ném zfetelng viditelné dvé bakterie pfichycené na
buné&nou membranu. Fotografie (B, C a D) jsou detailnim zndzorn¢nim této interakce pfi
100 000 nasobném zvétleni. Na obrazku (D) jsme zachytili interakci bakterie s burikou, kdy

jsou jejich membrany spojeny pouze na dvou mistech a mezi nimi je viditelny prostor.
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Obr. 2.: V buiikdich Ramos, tentokrat po 12ti hodin4ch infekce, jsme objevili a zachytili

prevazng intracelularng lokalizované bakterie F. fularensis LVS. Obrazky vlevo (A a C) byly
pofizeny pf 12000 nasobném zvétseni a jsou spohledem na Cast B buiiky spoleéné
s pohlcenou bakterif, zatimco fotografie vpravo (B a D) detailng zachycuji intracelularné

umisténé bakterie pfi 100 000x zv&tleni.

29




30




Obr. 3.: Fotografie zachycuji my$i B lymfocytarni linii A20 v 6ti hodinovém intervalu po
infekci. Obrazky (A,B a C) byly potizeny pfi pii 80 000 ndsobném zvétieni a dokumentuji
naadherované bakterie na bunééném povrchu. Obrazky (D,E a F) jsme pofidili ve stejném

tasovém intervalu, kde obrazek (D) znazoriiuje celou B buriku pii zvét§eni 12 000x ana (E a
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F) jsou 80 000x zv&t3ené a pfibliZzene bakterie naadherované na jejim povrchu. Obrézek (G)
detailn® zachycuje intraceluldné lokalizovanou bakterii pfi 80 000 nasobném zvétieni
(vpravo) a na v&t3im snimku (vlevo) je celkovy pohled na jeji umisténi v B butice pfi zvétseni

12 000x. Posledni fotografie (H a I) jsme pofidili pfi 80 000 nisobném zvetdeni. Jedna se o

detailni zabéry intracelularné lokalizovanych bakterii F. tularensis LVS.

Obr. 4.: Fotografie jsou potizené po 12ti hodinové inkubaci bungk A20 s bakteriemi LVS.
Obréazky (A, B a C) zachycuji pii 100 000 nasobném zvétseni intracelularné umisténé bakterie

v buiice.
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Obr.5.: Na fotografiich z elektronového mikroskopu jsou zachyceny infikované a kontrolni
butiky A20 v 6 a 24 hodinovém intervalu. U infikovanych bunék po 6 hodindch pozorujeme
zmény v morfologii a zvétiené mitochondrie v porovnani s kontrolnimi bufikami. Vyrazné&jsi

rozdily jsou patrné po 24 hodinach, kdy jsme nalezli jesté celistvé kontrolni buiiky, zatimco

infikované buiiky byly ve stadiu apoptozy.
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3.2, Metoda RT-PCR

U bakteriemi F. tularensis LVS infikovanych bun&k A20 z B buné&&né linie jsme detekovali za
pouziti riiznych primerd expresi geni pro cytokiny a dalsi typy molekul. Vysledkem jsou
snimky agar6zovych geli sprouZky o riznych intenzitich, které odpovidaji mnoZstvi
exprimované mRNA pro vy3etfovany gen. Oznadeni na gelech: ladder — 1 kB Zebfik DNA,
NC - negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola, LVS — F. tularensis LVS, LPS LVS - LPS

izolovany z F. tularensis, LPS E. coli — LPS izolovany z E. coli.

6 hodin B-actin 24 hodin

R W S

ladder NC PC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr. 6. : Analyzovany house-keeping gen pro p-aktin pouZity pro standardizaci metody.
Amplifikace cDNA probihala pfi teploté 60°C v délce 28 opakujicich se cykla.

c-Rel
6 hodin 24 hodin

ladder NC PC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.7.: Pro detekei c-Rel jsou nutné optimalni podminky, kdy teplota byla 60°C a amplifikace
probihala po 28 cykli. Z gelu je patrné, Ze v 6ti hodinovém intervalu po infekcei vyvolala
nejvy3si expresi samotna F. tularensis LVS, u infekce ob&éma typy LPS byla exprese stejna,
ale niZsi nez u LVS. Intenzita prouzkd ve druhém intervalu je o mnoho vyrazn€jif a u vech

vzorki stejna v&etné kontroly.
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IL-1p
6 hodin 24 hodin
ladder WG K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.8.: Expresi sekretovaného interleukinu-1§ jsme detekovali pii teploté 60°C a pouzili 32
cykli amplifikace. Z vysledki je patrné, Ze po 6 hodinach infekce F. fularensis LVS zvysila
expresi IL-1B, zatimco jak tularemicky LPS tak LPS E.coli zvy3enou expresi nevyvolali,

v porovnéni s kontrolnimi bufikami. Po 24hod je exprese mRNA u viech vzorkd srovnatelna.

ladder NC PC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LvS E.coli

Obr.9. : Expresi genu pro interleukin—10 jsme analyzovali pfi 60°C a pouZili jsme 28 cykli. B
buiika p#i interakei s F. tularensis LVS neexprimuje gen pro IL-10 ani v jednom z intervali.
Zvysenou expresi genu vykazuji bufiky stimulované tularemickym LPS a to jak po 6, tak 1 po
24 hodinach stimulace. U LPS E. coli je v prvnim intervalu exprese nizka a podobnd vzorkim

kontroly i infekce LVS, ale po 24 hodinach vzrista.

ladder NC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.10.: Vzorky ¢cDNA s primery pro IL-6 byly amplifikovany pti 55°C a 35 cyklech. Pfesto,
7e byla amplifikace opakovana za pouziti jiné teploty navazovani primerd, dochazelo
k detekci dvou prouzkd. V 6ti hodinovém intervalu doslo ke zvy3ené expresi genu u bunek
ovlivnénych jak samotnou F. fularensis LVS, tak i jejim LPS. Po 24 hodinach byla exprese

genu u viech vzorkii zvysena oproti ¢asnému intervalu a intenzita prouzki byla srovnatelna.
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ladder NC PC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.11.: Expresi genu pro iNOS (inducibilni NO-syntézu) jsme analyzovali pfi teplote 60°C a
32ti cyklech. Nejvice expresi genu v B buiikéch stimulovala infekce LVS. Vysokou expresi
vykazuje jiz po 6ti hodinach infekce, v nasledném asovém intervalu se tloustka prouZku
neméni. Exprese genu stimulovand ob&ma lipopolisacharidy neni vyznamna ani v jednom

intervalu.

TLR4
6 hodin 24 hodin

Lt ]
-

ladder NC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.12.: Amplifikace cDNA pro detekei exprese TLR4 genu prob&hla po optimalizaci pii
60°C a 32 cyklech. Nejvy$si stimulafni uginek na expresi genu pro TLR4 mél v 6ti
hodinovém intervalu tularemicky LPS a také samotna bakterie F. tularensis LVS expresi
zvySovala. Po 24 hodinach se exprese TLR4 po stimulaci F. fularensis a tularemickeho LPS

sniZila a byla srovnatelna s kontrolami a LPS z E. coli.

NF
6 hodin 24 hodin

ladder NC PC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.13. ; Pro detekci cytokinu TNF-o. byla optimalni teplota 60°C a 32 cykli amplifikace. Po
6ti hodinach inkubace doglo ke zvySené expresi genu u vech t¥ stimuldtord, nejvice u LPS

2z E. coli. Za 24 hodin byla situace opaéna, exprese TNF-o byla u viech tf stimuldtorl oproti

kontrolam niZsi.
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TG
6 hodin 24 hodin

ladder NC PC K LVS LPS LPS K LVS LPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.14.: Pro analyzu transformujiciho ristového faktoru beta (TGF-B) jsou optimalni
podminky amplifikace 60°C a 28 cykli. Z gelu je patné, Ze v gasném intervalu bakterie F.
tularensis blokuje expresi tohoto riistového faktoru. Po 24 hodinach je pak urovei exprese

viech sledovanych vzorku stejnd.

IFN-o
6 hodin 24 hodin

ladder NC K LVSLPSLPS K LVSLPS LPS
LVS E.coli LVS E.coli

Obr.15.: Pro detekei exprese genu kédujiciho interferon alfa byla pouZita amplifikace pii
60°C a 33 cyklech. Oba LPS vyrazn& sniZovaly expresi tohoto genu po 6 hodinach inkubace.
Po 24 hodinach doglo oproti kontrole ke stimulaci a to jak v pFipad& lipopolysacharidu, tak i

samotné bakterie.

Amplifikaci cDNA s primery pro IL-12, IL-17 a IFN-y jsme provedli za pouZiti podminek
reakce uvedenych v tabulkach 3 a 4. BohuZel se ndm nepodatilo detekovat expresi genu u

téchto cytokini.

Tab. 3: Souhrn exprimovanych genil a podminky pii amplifikaci jejich cDNA

Beta
aktin c-Rell IL-1beta IL-10 IL-6 iINOS TLR4
Teplota 60 60 60 60 55 60 60
Pocet
cykld 28 28 32 28 35 32 32
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Tab. 4: Souhrn exprimovanych genti a podminky pfi amplifikaci jejich cDNA

TGF INF
IFNalfa {L-17 TNFalfa beta gama IL-12
Teplota 60 55 60 60 55 60
Pocet
cykiU 33 30 32 28 32 32
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3. Diskuse

V diplomové praci jsme se zabyvali tématem interakce lidskych a my3ich B
buné&&nych linii s intracelulami bakterii Francisella tularensis LVS.

Az do konce 90. let se uloze B bungk a specifickych protilatek v kontrole prib&hu
imunitni odpovédi k Franciselle tularensis nepiikladala takovd vaha. V3eobecné byl
akceptovan nazor, Ze onemocnéni vyvolané intraceluldrnim patogenem je kontrolovano T
buiikami. Pokusy Karen Elkins na athymickych nw/hu mysich a scid my3ich dokazaly protekei
my3i proti sekundarni letdlni ddvce LVS, ktera nezavisla na T burikdch, ale prokazala se jeji
zavislost na B butikéach, i kdyZ ne na jimi tvofenych protilatkach (18,19). Karen Elkins vefi,
7e tato funkce zahrnuje nespecifickou aktivaci B bun&k, ktera se podili na pfirozené imunit¢ a
soudasné/nebo tvoi prechod mezi pfirozenou a adaptivni imunitou. Mechanismus zapojeni B
bunék do pfirozené imunity nebyl v3ak doposud studovén.

Jednou ze zakladnich otdzek pti feSeni problému zapojeni B bun€k v ¢asné imunitni

odpovédi k F. tularensis, bylo, jestli viibec dochazi k pfimému kontaktu mezi B buiikami a F.
tularensis. Pro objasnéni této otazky jsme vyuZili transmisni elektronovou mikroskopii
(TEM). Bakteriemi F. tularensis LVS jsme infikovali obé bun&né linie, my3i A20 a lidskou
Ramos po dobu 6, 12 a 24 hodin. Pi analyze zhotovenych obrazkd jsme byli piekvapeni, Ze
nejenze jsme pozorovali bakterie, které jsou adherovany na povrchu bungk (obr. 1, 3-A,B,C.E
a F), ale také bakterie uvnitf bunék a to nezdvisle na zvolené bun&tné linii a ve viech
sledovanych &asovych intervalech (obr. 2,3-G,H,I a 4). V podstaté je to novy fenomén,
protoZe se nam v literatufe podafilo najit pouze jedinou praci, ktera dokladovala pfimy
kontakt bakterie a B bun&k. Jednalo se o préci A. Menona a kol. (21), ktery infikoval
bun&nou linii Ramos RA-1 a izolované mysi B busiky intracellularnim patogenem Listerii
monocytogenes. Pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie detekoval bakterie L.
monocytogenes adherované na povrchu B bungk a také bakterie pronikajici downit# buriky. A.
Menon dale zjistil, Ze v prib&hu inkubace B bunék s L. monocytogenes dochazi ke zvySovani
apoptézy a nekrozy. To odpovida i nadi analyze snimki z elektronové mikroskopie, kdy jsme
' detekovali po 6ti hodindch buiky se zvétSenymi, aktivovanymi mitochondriemi a po 24
hodindch bufiky, které vykazovaly strukturélni zme&ny odpovidajici apoptoze oproti
kontrolnim butikdm, které byly beze zmén (obr.5).
V dalsi &sti mé diplomové prace jsme studovali zmény v expresi genu kodujicich
proteiny, které jsou jednak zapojeny v signdlnich cestdch (TLR4 a ¢-Rel) nebo se podili na

antimikrobialni funkci bun&k (iINOS) a nebo jsou soutéasti mezibunééné komunikace (napf.
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cytokiny). V této oblasti miizeme diskutovat pouze srovnani s obecné znamymi funkcemi
jednotlivych proteind, protoze nebyly dosud studovany na podobném modelu jako jsem
pouZili my.

Toll like receptory (TLR) zahrnuji &lenitou skupinu membranovych molekul
schopnych rozpoznat bakteridlni konzervativni antigenni struktury (PAMP — pathogen-
associated molecular patterns). TLR4 byl prvni charakterizovany savéi Toll. Je exprimovan na
riiznych typech bungk, hlavné viak na burikdch imunitniho systému jako jsou makrofagy,
dendritické buiiky nebo B buitky. TLR4 funguje jako signdlni receptor pro bakterialni
lipopolysacharidy. Pro rozpoznani bakteridlniho LPS potfebuje TLR4 ngkolik molekul.
Jednak je to sérovy protein LBP (LPS-binding protein), ktery se na LPS vaZe pfed vazbou na
komplex TLR4/CD14 a pak molekula MD-2. U B bungk byla popsina daldi molekula
zapojend v rozpoznavani LPS-RP105 (CD180), ktera je v rozpoznavani asociovéana
s proteinem MD-1. P#i vazb& na komplex CD14/TLR4/MD-2 muzZe dochazet k aktivaci
signalni cesty (1) ptes MyD88, JNK/p38 a NF«B a tim aktivaci genil napf. pro TNF-a nebo
aktivaci signalni cesty (2) pfes molekuly TRIF, TBK1 (TANK binding kinase}, IRF3 a tim
aktivaci genti kédujicich IFN-B, RANTES a IP-10.

Infekce monocyto-makrofagové linie J774 bakterii F. tularensis zpisobuje inhibici
TLR-zprostfedkovanou aktivaci signélnich cest vedoucich k produkei cytokinii TNF-c. a IL-1.
Opa¢né G¢inky vyvold pouhd stimulace bungk J774 Citénym LPS E.coli, kdy se zvy3uje
aktivace genii a produkce cytokini TNF-o a IL-1 (14). Zda se, Ze zcela jinak reaguji na
infekci F. tularensis B buitky. Po 6ti hodinach kultivace bun&né linie A20 s F. rularensis
LVS dochazi ke zvysené expresi TLR4 a také genu pro TNF-a (obr. 12,13). Aktivace TLR4
po stimulaci tularemickym lipopolysacharidem byla dokonce jesté vy3% neZ po infekei.
Pomérn& ptekvapujici je niZ8i exprese TLR4 po stimulaci LPS z E. coli. Na zakladé téchto
vysledki bude velmi zajimavé provést nasledné experimenty, kter¢ budou sledovat expresi
gend pro proteiny Myd88, cJun, IRF-3, IP-10 a IFN-B. Pokud bude potvrzena aktivace obou
signdlnich cest, je cesta vedouci kaktivaci B buntk na F. tularensis zcela odlisna od
makrofagh.

Kromé& genu pro TLR4 jsme amplifikovali mRNA pro c-Rel, ktery se take jako TLR4
zapojuje do signalnich drah v riznych typech bunék. C-Rel je jednim ze ¢len Rel/NF-xB
rodiny transkrip&nich faktord, které jsou nezbytné pro mitogenem indukovanou B bunéénou
proliferaci. Bylo také publikovano, Ze Rel/NF-kB rodina se podili na inhibici bunénych

apoptickych signal, vyvolanych rliznymi vnéj$imi stimuly. Prace Owyanga dokumentuje, Ze
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c-Rel je nutny pro inhibici receptorem zprostiedkované apoptdzy B bunék, ale nikoliv pro
inhibici Fas-zprostfedkované apoptozy (22). Na druhou stranu byly publikovany prace, kdy
zvySend exprese c-Rel méla za vysledek zvy3enou apoptdzu u bunék kostni dieng a u HeLa
bunék (23). Prispévek kazdého ¢lena z Rel skupiny je pravdépodobné zavisly na typu a stupni

diferenciace builky a pfevaZné na stimulu vedouciho k bunééné smrti.

Aktivace c-Rel je zprostfedkovana pies ¢etné povrchové receptory B lymfocytd. Mezi
né patf{ molekuly imunoglobulini typu IgM a CD40. Skupina Fas receptori lokalizovanych
na membrané nevede k aktivaci faktoru c-Rel, ale pfimo indukuje apoptézu. Blokadu Fas
signdlni cesty mohou zphsobit IgM a snad i molekuly CD40 pies c-FLIP a FAIM, ktera je
nezavisla na c-Relu. Aktivovany c-Rel je odpovédny za regulaci geni Belxp a A1/Bfl I,
pii¢emZ tyto geny a hlavné jejich produkty se podili na inhibici apoptickych signalu
v mitochondriich (22). V dostupnych literarnich pramenech jsme nenasli Z&dné studie
zabyvajici se pfimo expresi c-Rel u B lymfocyti infikovanych bakteriemi. Pro detekei
aktivace genu pro c-Rel jsme se rozhodli na zdkladé vysledkl elektronové mikroskopie
(TEM), kdy jsme piekvapivé objevili zndmky apoptdzy u infikovanych bun€k obou linii
(Ramos a A20) po infekci bakteriemi F. tularensis (obr.5). Pii RT-PCR detekei (obr.7) byla
po 6ti hodinach patrnd zvySena aktivace genu pro c-Rel u B buné&k infikovanych bakteriemi,
zatimco u kontrolniho a LPS stimulovanych vzorkl byla intenzita prouzkd nizkd. BohuzZel
vlivem metodické chyby, kdy byly buiiky kultivoviny v men$im mnoZstvi kultivaéniho média
nez bylo potfeba a médium bylo nutriéng vyéerpano, byly znehodnoceny vysledky exprese
mRNA pro c-Rel v pozdnim intervalu. Na fotografii gelu (obr.7) je vidét stejna intenzita
viech prouzkd v&etng prouzku pro kontrolni vzorek. Z Casovych divodi nebylo moZné
opakovat infekei, izolaci RNA a amplifikaci specifickych usekii cDNA pro c-Rel, ale bohuzel
i pro dali cytokiny IL-1p (obr.8) nebo TGF-B (obr.14) u kterych miZeme po 24 hodinach
sledovat stejny jev.

Za hlavni producenty IL-1B jsou povaZovany aktivované makrofigy, ale dal3imi
vyznamnymi zdroji mohou byt i jiné typy bungk jako B lymfocyty nebo epitelidini buriky.
Cytokin IL-iB je nejen duleZitym prozan&tlivym Cinitelem, ale souCasné i prokézanym
aktivatorem tvorby reaktivnich medidtord kysliku (ROI) v butice. Timto je odpovédny za
antimikrobni funkce. Signélni cesty vedouci k expresi genii pro ROI po interakci IL-
1B s povrchovym receptorem IL-1R jsou zavislé na bunééném typu. Lymfocytarni buriky
exprimuji po stimulaci receptoru fosfolipazu A2, enzym 5-lipoxygenazu (5-LOX) a aktivaéni

protein FLAP, které jsou potieba pro vylu¢ovani ROI. Tvorbu mediator kysliku u monocyta
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zprostfedkovava jiny enzymaticky komplex, kterym je NADPH oxidaza spolené s proteiny
Rho a Racl. Mediatory kysliku spousti v burikach aktivaci transkripéniho faktoru NF-xB.
Neni dosud zfejmé, které proteiny & molekuly se zicastiiujf této faze, ale ptedpoklada se, Ze
ROI pusobi bufice oxidadni stres, ktery pravdépodobné vede k degradaci hlavniho inhibitoru
IkB ¢imz se spusti aktivace NF-xB a piepis dalSich genii. (24).

Gen iNOS kéduje inducibilni NO-syntdzu, coz je enzym podilejici se na uvoliovani
oxidu dusnatého. N-oxid je zafazen do skupiny RNI (reaktivni mediatory dusiku) a pisobi
bakteriocidné uvnitf makrofagi soudasné s reaktivnimi mediatory kysliku.

Vzhledem k poznatkim z Bonizziho studie (24), a protoZe jsme méli k dispozici
primer pro iNOS, rozhodli jsme se provést detekci aktivovaného genu iNOS, a také detekei
[L-1B v infikované B bunééné linii A20.

V priibghu infekce monocyto-makrofagové linie J774 bakterii F. fularensis LVS a
purifikovanymi LPS dochazi ke zvy$ené produkei N-oxidi a také zvy3ené expresi genu pro
iNOS-syntazu (25). V nafem experimentu s B bufikami jsme mohli, jiz po 6ti hodinich
inkubace, pozorovat zvySenou expresi genu pro iNOS (obr.11). Jednalo se o butiky infikované
bakterii F. tularensis LVS. Ke stejnému zjisténi jsme dosp&li pfi pohledu na gel s detekei
mRNA pro IL-B (obr.8). Nejvy3&i expresi, podobné jako u genu iNOS, vyvolala bakterialni
infekce. V porovnani s kontrolnimi vzorky nedoslo k aktivaci genl pro iNOS ani IL-1B po
stimulaci tularemickym LPS a lipopolysacharidem z E.coli. Jak jsme se jiZ zminili zabranila
ndm metodicka chyba porovnat zmény mezi 6 a 24 hodinami u exprese IL-1B a je také
diskutabilni vysledek pro expresi iNOS po 24 hodinach.

Krome IL-1P jsme studovali exprese i dal$ich cytokint i¢astnicich se na mezibunééné
komunikaci, i kdyZz B bufiky nebyly v literatufe oznalovany za jejich hlavni producenty.
Jedna se o IL-10 a IL-6 za jejichZ zdroj jsou v prvé fadé povaZovany aktivované pomocné T
lymfocyty (Ty2). Tu2 lymfocyty prostfednictvim sekrece uvedenych cytokind indukuji
klonalni expanzi a diferenciaci B bun&k s expresi kostimula¢nich receptorG (CD40L). Tu2
cytokiny zérovefi oslabuji sekreci IL-1, IL-12 a TNF-o u aktivovanych makrofagi a snizuji u
antigen prezentujicich bungk (APC) expresi povrchovych MHC 1II tfidy. Produkci
specifického spektra cytokini potlatuji aktivaci Tul bun€k a makrofagi. Interleukiny 6 & 10
se tak uplathuji pfevaZng v mezibundtné komunikaci pii extraceluldrnich infekcich (28).
V literatute jsou v souvislosti s cytokinem IL-10 uvedeny jeho benefi¢ni u€inky pfi n€kterych

autoimunitnich  chorobidch. Napomahd obnoveni tolerance imunitniho systému
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k myelinovému obalu vlaken v CNS u roztrou$ené mozkomisni sklerézy a tlumi kolagenem
indukovanou revmatoidni artritidu (26).

B lymfocyty odpovidaji na pfitomnost riznych stimulaénich molekul zvySenou
aktivaci genfi pro IL-6 a 1L-10. Aktivace genu je zprostfedkovana pfes TLR receptory a
MyD88. K témto zavérim dospéli pii studii B bun&k na Institutu Maxe Plancka v Mnichové
pod vedenim Simonem Fillatreau. Kromé& aplikace LPS z Escherichia coli, stejné jako
v nadem experimentu, stimulovali B buriky je$t¢ purifikovanymi LPS z kment Salmonella
typhosa a Klebsiella pneumoniae (26). B builky timto zpisobem reaguji nejen na pfitomnost
bakteridlnich komponent, ale i pfi virové infekci (Dengue virem) zvy3uji expresi genu pro IL-
6 a soutasné podporuji replikaci cizorodé nukleové kyseliny (27).

V souladu s publikacemi se v nasich pokusech zvySené exprimoval gen pro IL-10 po
stimuladnim plsobeni tularemického LPS a LPS E.coli (obr.9). Tularemicky LPS stimuloval
expresi velmi vyrazné jiZ po 6 hodinach a ta se pozdgji jesté zvysila. Exprese u LPS z E.coli
byla zpo&atku stejnd s kontrolnim vzorkem, ale v dal§im ¢asovém intervalu jsme zaznamenali
jeji vzestup. P¥ekvapujici pro nas byla infekce LVS, kterd neaktivovala pfepis genu ani po 24
hodinové kultivaci. Intenzita jejich prouzkil byla pokaZdé stejna s kontrolnim neinfikovanym
vzorkem. Analyza mRNA pro IL-6 ndm pfipravila znané problémy. Pfesto, Ze jsme
opakovang experimentovali s teplotou a pouZili i rozdilnych poéti cykli amplifikace,
nepodafilo se nam ziskat kvalitni vysledek (obr.10). Stile se ndm na gelech objevovali
nespecifické reakce v podobné zdvojenych prouzki. Nepomohla ndm vtom bohuZel ani
zmeéna primeril. PonévadZ se jedna o vyznamny cytokin, zahrnuli jsme jej do vysledku.

Interferony jsou jednou z nejdilezit€jsich skupin cytokini a podileji se na regulaci
mnoha d&jd. Vyskytuji se tfi hlavni podtypy IFN-a,f,y. Interferon gama je silnym
agonistou makrofagl. Podporuje jejich tlohu v pfirozené imunité aktivaci cidniho plsobeni
na pohlcené mikroorganismy a prezentaci peptidovych fragmenti v komplexu s MHC II tfidy.
IFN-y stimuluje i cytotoxické NK bufiky a spoledn& s IFN-a se tak uplatiiuje v obrang proti
virovym infekcim (28). ZvySena aktivace genu pro IFN—a je zprostfedkovéna interakci
bakterialnich LPS s povrchovymi TLR4 receptory. Tim je aktivovana signalni cesta pfes
molekuly TRIF, TRAM a TBK1 vedouci k fosforylaci molekul IRF-3, které iniciuji pfepis
genu pro IFN-B. Timto zpisobem vznikly cytokin IFN-Bp po interakci s membranovym
komplexem receptori IFNARI1-IFNAR2 vyvola transkripci genu IFN-o. Kromé LPS,
stimuluji vyludovani IFN-a i jiné bakteridlni komponenty. V interakci s nimi se uplatiuji

napf. TLR7, 8 a 9 bun&né receptory a pfes MyD88 je aktivovana molekula IRF-3. Poté je
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signalni driha spoletna s TLR4 receptory (29). Pii amplifikaci cDNA s primery pro IFN-y
jsme dodrzeli doporugenou teplotu 55 stupiii. Piesto na arar6zovych gelech nebyly zndmky
po amplifikované cDNA. Z gasovych diivodii jsme pokus neopakovali a soustfedili se smérem
k optimalizaci podminek pro ostatni cytokiny.

Vysledky na$i analyzy IFN-a (obr.15) odpovidaji konstatovani (29), Ze bakteridlni
komponenty aktivuji expresi tohoto cytokinu. V asném intervalu jsme pozorovali, Ze F.
tularensis stimulovala expresi genu vice nezZ jeji LPS. BohuZel jsme neobdrZeli Zadnou reakci
od kontrolniho vzorku, kde se pfiklanime spide k tomu, Ze doSlo k chybé v prib&¢hu PCR
reakce neZ k tomu, Ze by exprese vibec nebyla, P v&domi vlivu metodické chyby po 24
hodin4ch lze fici, Ze i v tomto intervalu doglo ke zvy3ené expresi gent pro IFN-o po stimulaci
at’ bakterii, tak obéma LPS.

Transformujici ristovy faktor beta (TGF-B) produkuji T lymfocyty, makrofégy, krevni
desti¢ky, mastocyty a B lymfocyty. Cytokin piisobi imunosupresivné na riznych urovnich.
Podporuje toleranci kt&lu vlastnim i cizim antigenim. Inhibuje respiraéni vzplanuti
makrofagll, a produkei riiznych cytokinG IFN-y a TNF-c. Blokuje funkce APC bungk a
cytotoxické pochody u NK bunék. V budoucnu snad bude moZné cytokin pouzit
k terapeutickych ugelim. Testovani probih4 u pacientii s autoimunitnimi chorobami jako je
systémovy lupus erythematosus. Dobré vysledky v tlumeni alergickych projevu jiZ poskytly
testy na mysich modelech (30). V databdzich jsme nenadli Zadny ¢&lanek zabyvajici se
zménami exprese TGF-B u infikované B bung&né linie ani publikace stim souvisejici.
Z vysledkd je viak ziejmé (obr.14), Ze po 6 hodinich dochazi ke sniZeni jeho exprese u bunék
infikovanych F. tularensis. Z obecn& publikovanych udaji o makrofézich vime, Zze TGF-f
blokuje expresi IFN-y a pfedeviim pro naSe vysledky zajimavy udaj, Ze soucasné blokuje
expresi TNF-a. Nami detekovana sniZend aktivace genu pro TGF-B tak odpovida zvysenc
aktivaci genu pro TNF-c. ProtoZe intenzita prouzkd po 24 hodinéch je stejnd, pfiklanime se
k nazoru, jak jsme popsali v ¢asti o ¢c-Rel, Ze doslo k vyrazné expresi jak u kontrolnich, tak u
stimulovanych bun&k v disledku nedostatku nutrice.

Zdrojem IL-12 jsou makrofagy, NK buriky a B lymfocyty. Je zndmo, Ze podporuje
rozvoj imunitni odpovédi smérem k aktivaci Tyl a NK bunék (28).

Interleukin 17 (IL-17) patfi v soudasnosti k pomémé nové objevenym cytokinim. Pro
lidské bronchidlni epitelialni bufiky (HBEC;) je silnym stimulantem transkripce genu pro IL-
8, Groooa G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor). Tyto medidtory zvy3uji pocty

leukocytth v respiraénim traktu a tim pisobi silné prozanétlivé (31). Ve vysledkové &asti
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(tab.4) jsme uvedli podminky amplifikace cDNA pro IL-12 a IL-17. V pokusu jsme se fidili
doporuéenymi podminkami (teploty) pro jednotlivé primery. Spolu s IFN-y se ndm u téchto
tfech cytokind nepodafilo detekovat ani nepatrnd mnoZstvi genového produktu. Z &asovych
diivodi jsme nepokratovali v optimalizaci podminek pro pokus. Domnivame se, Ze jiné
teplotni optimum nebude jedinym divodem naseho nedspéchu, v tomto ohledu by bylo nutné

pokusy zopakovat.
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5. Zavér

Nase experimenty navazovaly na pokusy Karen Elkins s B bunkami. Zjistila, Ze se
nezndmymi mechanismy zapojuji do &asné imunitni odpovédi a tim pfispivaji k obrané
Francisella tularensis LVS. Uloha B bungk byla vidy spojovana pfedeviim s pozdni imunitni
odpovédi a to svyluCovanim protilatek. Pfi studiu primérni interakce se ndm podafilo
transmisni elektronovou mikroskopii prokdzat a zdokumentovat pfimou interakci B buriky
s Franciselou tularensis. Bakterie jsou mysi (A20) i lidskou (Ramos) burikou pohlceny a
lokalizovany intracelularng. V zavislosti na &ase jsme nachdzeli znamky apoptozy, které se
objevovaly jiz po 6 hodinidch. Buriky na fotografiich s TEM byly po 24 hodinach rozpadlé.
Pfinosem by byla priitokova cytometrie, kdy bychom mohli sledovat zastoupeni apoptickych
a nekrotickych populaci bunék a jejich zmé&ny v zavislosti na &ase.

Metodou RT-PCR jsme zji§t'ovali zmé&ny exprese riznych genu po infekci LVS nebo
stimulaci pouzitymi LPS. Zajimavé vysledky nam poskytla analyza TNF-a a jeho TLR-4
zprosttedkovana aktivace. Zda se, Ze u B bun&k na rozdil od makrofagl neni plisobenim F.
tularensis inhibovana signalni cesta pfes TLR4 receptory vedouci k secernaci TNF-a a IL-1.
Nasledujici pokusy by se m&li zamsfit na expresi gendi pro molekuly zapojené v t&chto

signélnich drahach a tim potvrdit nebo vyvratit naSe domnénky.
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