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1.1. Uvod do problematiky

Francisella tularensisje gram-negativni, nesporulujici, fakultatévrintracelularni
patogen zodpasdny za endemicky se vyskytujici oneméch— tularemii. Akoliv toto
onemocgni v sodasné dob zdanliv nepgedstavuje #Si spoléensko-medicinsky problém,
pravy opak je pravdou. Existujitiklazy o tom, Ze diky svym ojedilym biologickym
vlastnostem (odolnost a mirf@mre vysoka infekciozita — LBy u virulentnich kmet pro
¢lovéka negesahuje 10 CFU (kolonie formujicich jednotek)) bfAencisella tularensis
(F.t.) v minulosti zneuZita k vojenskym @&fh jako biologicka zbraa je proto od roku 2002
Centrem pro kontrolu nemoci (CDC) v USAiazena mezi nejrizikaySi potencialg
zneuzitelné infeéni agens v ramci vyvoje biologickych zbrani a hiotsmu (skupina A
zahrnuje kromd Francisella tularensisi Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Clostridium
botulinum viry pravych nestovic, Eboly a hatey Marburg) %%

Neni pekvapujici, Ze bylo vyvinuto enormni Usili k obj&sh imunopatogeneze
onemockni se zamdrenim na faktory virulence s cilem vyvinoutinnou a bezp&ou
vakcinu. PestoZe jiz v padesatych letech byla vyuzita u egpanych jedinéd v USA
vakcina obsahujici oslabeny kmiérancisella tularensid.VS (live vaccine straink-.t. LVS),
nebyla doposud schvalena pro Siroké klinické vyuRietrospektivni analyza totiz prokazala,
Ze jeji &innost proti virulentnim kmem neni 100% a navic existuji nejasnosti ohtedn
metodiky jeji gipravy>>*3

Souwasny vyzkum se opird jednak o analyzu atenuovaragyohirulentnich kmein
francisel se zagtenim na odhaleni rozdilv genetické vybay a proteinové produkce a
jednak o modelovani primarni infekde vitro ¢i pokusyin vivo na zvfecich modelech.
Doposud tak byl zmapovan bakterialni genom i protd@®’ 102139183186 vy, definovany
genové Useky kédujici nejprasmbdobrijsi faktory virulenc&'#®% i obecné zakonitosti
v reakci imunitniho systému na infekci a zanouenékteré mozné mechanismy Unikut.

z jeho dosahti®"®*"*%? Nicmérg nadale nejsou bezezbytku jasné okolnosti samotwgtupu
bakterie do biiky a zejména jejiho Uniku z nebe#zpého prosedi fagolysozémir>11%1°°
stejre tak, jako mechanismy modulace imunitni odfmihostitele.

Z toho divodu jsme na naSem pracovisti ve spolupraci s Bnodeym centrem pro
vyzkum nitrobugéného parazitismu (Fakulta vojenského zdravotnithwiverzity obrany v
Hradci Kralové) z&ali vyvijet funkeni in vitro model primarni infekce mySich btkn
monocyto-makrofagové linie J774.2 kmenEnancisella tularensid.VS. NaSe analyzy byly

zameteny zejména na vzdjemnou interakci mezi LVS a hostitelskou hikou v piibéhu
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primarni infekce. Déale na okolnosti souvisejici fegivanim F.t. LVS v cytoplazm
makrofag a na podminky efektivni stimulace makrafagedouci k eliminaci infekce. Diky
praitokow cytometrické analyze infikovanych makrofagsme se pokusili definovat
charakteristické fenotypove 2my v priibéhu infekce a stimulace.

V néasledujicim textu budou podrafjinrozebrany sotasné pohledy na interakci mezi
intracelularnim parazitem a hostitelskounkou, resp. imunitnim systémem jako celkem.
Hlavni diraz je kladen na biologické vlastnosti makrdgfagteré stoji v samémisdu nasi
pozornosti. InfekceFrancisella tularensisje do zn&né miry z hlediska intracelularniho
parazitismu povazovana za prototypovou, nictnéma celoufadu specifik, jimiz se od
ostatnich infekci intracelularnimi parazity odlSujTyto odliSnosti budou dalSingzistm

zajmu.
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1.2. Vyzkumné otazky a hypotézy

Rozsahly vyzkum imunobiologickych vlastnosti infekd-.t. vedl v poslednich
desetiletich k enormnimu rigtu informaci o jejim mibéhu a disledcich. V sotasné dob je
vSak jen velmi mélo informaci o fenotypovych &mach ve smyslu exprese povrchovych
molekul infikovanych makrofdg v prvnich hodinach infekce. Ro¥h je nejasny zjsob
indukce anergie a apoptdzy u infikovanych &qyrkterou Ize povazovat za specifickou formu

aniku imunitnim mechanisam. Byly stanoveny nasledujici cile a pracovni oyazk

1) je mozZnéin vitro vytvoiit podminky pro intracelularnitpzivaniFrancisella tularensis
LVS?

2) existuji fenotypové zemy hostitelskych butk, které by byly specifické pro fio¢h

infekce?

3) je mozné stimulaci makrofagliminovat infekci?

4) je mozné sledovanim fenotypucase charakterizovat futiki stav hostitelské hiky a

potazmo tak fedpovidat osud infekce?

5) dochazi kinterakci mezi infekci a chovanim hoktiké buiky v pribéhu stimulace?
Pokud ano, jaka je jeji povaha?

6) existuje specificky fenotypovy korelat interakeencisella tularensid.VS s hostitelskou

buikou?

7) jsou uvedend zji8hi klinicky aplikovatelna v konkrétrii alespdi obecné podat?

12



2. TEORETICKA CAST
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2.1. Historické poznamky

Vzajemna interakce mezi hostitelem a invadujicimlogenem je s¥ejni otazkou
imunologie jako takové. Byla to pr&yproblematika rezistence proti n&télnym infekcim,
ktera rozpohybovalagti v tomto oboru tak, Ze se postdmsamostatnil od mikrobiologie a
patologie. Na p&atku tohoto fascinujicihoffbpéhu stal britsky |ékaEdward Jenner (1749-
1822), ktery péivé popsal 23 fpadi nemocnych kravskymi neStovicemi Hte
neonemocéli nestovicemi pravymi. Polozil tak zaklady budouveakcinace. Samotnym otcem
Pasteur (1822-1895). V navaznosti na Jennera \vyku#dl celou fadu atenuovanych
mikrobialnich kmen, ze kterych fipravil vakcin&ni preparaty, m.j. proti vzteklén Jednim
z Pasteurovych spolupracovijkktery pisobil i na jeho Ustavu v Hai, byl rusky dec llja

Meg¢nikov, o rtmz bude zminka déle.

2.1.1. Burééna slozka prirozené imunity (od Mefnikova k Janewayovi)

Historie makrofad coby kliové buiky pfirozené imunity je neménzajimava, jako
lidé, ktei ji utvareli. Na p&atku vyzkumu bu&né imunity je teba zminit llju Mé&nikova
(1845-1916), jehoz kariéra &a na univerzét v ruské Odse, kde fisobil jako profesor
zoologie. Zabyval se zejména iskou faunou a jeho nasledna prace v oceanologické
laboratdi v Italii, kde studoval fagocytujici iky morské hwzdice se staly zakladnim
kamenem butné teorie imunity, kterou déle propracoval v Pastetinstitutu v P&iZi. Za
své objevy dostal roku 1908 Nobelovu cenu, spoluswan wdeckym rivalem Paulem
Ehrlichem - hlavnim zastupcem ,humoralist

V prab¢hu 20. stoleti se vyzkum funkci imunitniho systémantiil prevazi na
problematiku specifickych obrannych mechanisnv 50. letech byla popsana struktura
specifickych protilatek a v 60. letech zé&klady &inmé slozky specifické imunity (T a B
lymfocyty). Fresto se naSlgada ¥dci, ktera tvircim a nekonvednim myslenim fispela
ke vté dob zjednoduSenému chapani schopnosti imunitniho reystédliSovat ,své od
ciziho“. Patil mezi né nag. i Goran Moller z Institutu Karolinska ve Stockhml, ktery se
v 50. letech zabyval schopnostkierych mitogen stimulovat B lymfocyty bez zavislosti na
funkci thymu. Rispel tak m.j. k definici bakterialniho lipopolysachduwi (LPS). Samotny
receptor pro LPS byl vSak na B-lymfocytech popre@gan az r. 1978. li@s tyto nesporné

Uspechy vSak gktefi odbornici popisovali studium¢iinkia nespecifickych mitogegnna B-
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lymfocyty jako ,provadni archeologie buldozerem* a Europen Journal of imahogy se
v té dok rozhodl neotisknout Zadné datfnky s touto tématikou.

Zlomovym okamzikem se stal az rok 1989, kdy amgricivojovy imunolog Charles
Janeway (1943-2003) svouepinaskou na sympoziu v Cold Spring Harbor (USA)pibl
zéklady moderni imunologii zaffené na frozenou imunitu. Jiz tehdy redpokladal
existenci konkrétnich, vyvoj@wysoce konzervovanych povrchovych receptoa buikach
piirozené i specifické imunity, které jsou schopnyeragovat s fylogeneticky odliSnymi
motivy nachazejicimi se ¥lech bakterii a vir. V roce 1980 byly tyto receptory poprvé
popsany u rodbrosophilaa pojmenovany Toll. V roce 1997 pak byly popsang lidskych
bunkach a ozn&eny Medzhitovem a Janewayem jako Toll-like recept@LR). V dnesni
doke jich zname jiz jedenéct typa jejich funkce jsou i nadale studovany v tiejSich

souvislostech "4

2.1.2. Objeveni @vodce tularemie

Pohnuty osud bakteri€rancisella tularensisse datuje od p@tku 20. stoleti, kdy
McCoy roku 1911 jako prvni popsal onem&chdrobnych hlodavic v okoli jezera Tulare
v Kalifornii v USA a podle mista vyskytu je pojmerad tularemie. Toto onemoéni vSak
bylo prav@&podobr literarre dokumentovano jizidve (poprvé patréiv r. 1653 v Norsku).
Rok nato (1912) se poii® izolovat pivodce onemoaimi, gram-negativni nesporulujici
ty¢ku, ktera byla ozngna jako Bacterium tularensis Tento mikroorganismus se dale
popisoval také jakoPasteurella ¢i Brucella tularensi§®*”® Prvni mikrobiologicky
verifikované onemocami tularemii prokazal v Ohiu v r. 1914 americky tealolog dr.
Edward Francis. V roce 1959 pak byla publikovaracerOlsufjeva a spolupracovijkktera
dokladovala, Ze existuji minimardva subtypy tularemického onemeénnha dopordil nové
oznaeni jakoFrancisella tularensis®*** Mimoradné vlastnost.t., jako je vysoka odolnost
a zcela mim#adna infekciozita vedla bohuzel i k jejimu zneuzitAmci vyroby biologickych

zbrani (viz. dale).
2.2. Bioterorismus
Prvni zminky o zneuziti infékiiho agens jako zbrarv ramci valéného konfliktuci k

protivnikiim zdroje pitné vody plisni pakovici nachovou. K dalSim zneuzitim mikfopak
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dochazelo nap v roce 1346, kdy tatarska vojskd pbléhani Kaffy hazela mrtvasla
nemocnychiernym morem fes hradby résta. Z relativl nedavné minulosti je pak geba
vzpomenout prawgpodobné zneuziti biologickych zbrani ve Il.¢swé valce ruskou
armadou na vychodni fraht

Znalost vysokych rizik uvedenych zbrani vedla kveyeni mezinarodni Umluvy o
zékazu vyvoje, vyroby a hrom&u zasob bakteriologickych (biologickych) a toxiota
zbrani a o jejich zkeni, ktera byla 10. dubna 1972 podepsana v Moskendyre a
Washingtonu. Jejimipdchidcem je Zenevsky protokol z r. 1925

Udalosti z 11. z4 2001 v New Yorku, které byly nasledovany réesim bilého prasku
s anthraxem v americkém poStovnim systému, drakyatiozviily diskuzi na téma
bioterorismus. Vysledkem byla iniciativa za&td americkym Centrem pro kontrolu nemoci
(CDC), ktera definovala charakteristiky potenciébiologickych zbrani (viz. tabulkal) a
roku 2002 kategorizovala kandidatni patogeny pagdjieh rizikovosti do i skupin. Ve
skupirg A s nejvyssi rizikovosti se pak vyskytuje m.Friancisella tularensi$”. Prehledrs

viz. tabulkag.2.

Tabulkac.1: Klicové vlastnosti patogénvyuzivanych pro vyvoj biologickych zbrani

Vysoka morbidita a mortalita

Mozny prenos Zlovéka naclovéka

Nizka davka pdiebna k infekci, $&ni aerosolem

Neni rychla a jednoducha diagnostika

Nenfi vakcina

Vzbuzuje obavy ve spataosti

Dostupnost patogenu a mozZnost jeho produkce

Stabilita v prosedi

©| 00| N o O B~ W N B

Zaznamy o jehoidvéjSim vyzkumu

10 Potencidl byt vyuzit $ vyrobé zbrani

Upraveno dle Boria et .
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Tabulkac¢.2: Kategorie rizikovych patogérdle CDC

A | NejvysSi priorita

* snadné 3éni

e vysoka morbidita a mortalita

e zpisobuji paniku a narusuji socialni systém
»  zdravotnicky systém vyZaduje specialni ¢pat

Anthrax Bacillus anthraci}

Botulismus Clostridium botulinuntoxin)
Mor (Yersinia pestis

Pravé nesStovice (variola major)
Tularémie Francisella tularensis

Virova hemoragicka hota (filoviry [Ebola, Marburg] a arenaviry [Lassaa@hupo])

B | Druh& nejvyssi priorita

« stredr® obtizné Jeni

» sttedr¥ zavazna morbidita a mortalita

» vyzaduji specialni rezimové zZmy k diagnostice a monitoringu

Brucel6za Brucellaspecies)

Epsilon toxinClostridium perfringens
OhroZeni bezpmosti potravy $almonellaspeciesEscherichia coli0157:H7,Shigellg
Vozhtivka (Burkholderia mall€)
Melioidéza @urkholderia pseudomallgi
PsitakdézaChlamydia psittagi

Q horeka (Coxiella burneti

Ricinovy toxin zRicinus communis
Staphylokokovy enterotoxin B

Brisni tyfus Rickettsia prowazeRii
Virova encefalitida (alfaviry)

OhroZeni bezpmosti vodnich zdrdj (Vibrio cholerag Cryptosporidium parvuin

C | Tteti nejvysSi priorita, obsahuje patogeny, kterénoyly byt teoreticky geneticky upravené
k masovému #&ni

Nipah virus a hantavirus

Upraveno dle: http://www.bt.cdc.gov/agent/agentistegory.asp




2.2.1.Francisdlatularensisjako potencialni biologicka zbrai

F.t .ma nanes$sti vétSinu atributi, které z nicini potencialni biologickou zbia Tato
rizika jsou navic podgena skuténosti, Ze jiz vtomto smyslu byla velmi prapddobré
skut&né zneuzita. F.t. byla jednim 2z testovanych patogerjaponskymi specialnimi
jednotkami pro vyvoj biologickych zbrani, které opealy v Manchurii vCing v prabghu 1.
sv. valky. Ve 40. letech ved! intenzivni vyzkdht. v Sowtském svazu k vyvoji kmene, ktery
byl pravdpodobré pouzit @i bitvach na vychodni frostve Il. swtové valce. Existuji
dokonce doménky, Ze i ges mezinarodni Umluvy pokiaval vyvoj biologickych zbrani
obsahujicich.t. v Sowtském svazu az do 90. let a ved! k vyemi polyrezistentni linié€.t.
Ve Spojenych statech vedl obdobny vyzkum ke kon6i &t kvyrolg funkenich
biologickych zbrani &.t. Dle oficialnich informaci vSak byly poté vSechnysaly bakterii a
biologickych zbrani v USA ztieny?t43°0131:170

2.2.2. Moznosti primarni a sekundarni prevence a tapie

Teoreticky nejefektivijSim zpisobem primérni prevence (kter4d by znemoZzgila
alespan zkomplikovala dalSi potenciélni zneuZiit.) by byla &inna vakcinace. V tomto
smeru bylo proto vyvinuto veliké asili. Jizied Il. s\tovou valkou byl v Sostském svazu
kultivovan oslabeny vakcigai kmen, odvozeny oBrancisella tularensisubtypholarctica
V letech 1946-1960 bylo postuprprocikovano 60 milioh lidi. V roce 1956 byl kmen
pievezen do USA, kde Znbyl postupnym pasazovaninfigraven vakcinéni kmen LVS
(live vaccine strain). | f&s pondrn¢ slibné vysledky ohlednimunizaniho potencialu vsak
retrospektivni studie prokazaly, Ze ke sniZenidiewce doSlo jen u jedné z forem tularémie
(plicni), zatimco vyskyt ostatnich foremistal nezminén. Zaroveé pretrvavaji nejasnosti
ohledr® jeji atenuace a biologickéhaiinku a proto nebyla nikdy schvalena pro klinické
vyuzitPH8 135188 v/ 50 18asné dob se intenziviy hledaji faktory virulencé.t., které by byly
dostatén¢ imunogenni a pouzitelné pro subjednotkové vak¢hag. LPS). vysledky vSak
zatim nejsou feswedcivé®®,

Vzhledem k neuspokojivé situaci stran vakcinacetigba se vfipad ohroZeni
spolehnout na profylaktick& terapeutické vyuZiti antibiotik. Pracovni skupirebyvajici se
terapii nemocnych po kontaktu s biologickou zbraluipori&uje u dosplych pouziti
Gentamicinu (5mg/kg i.m. nebo i.v. 1x deéhrki Streptomycinu (1g i.m. 2x deth Jako
alternativni 1éba je uvadn Doxycyklin (100mg 2x der#), Ciprofloxacin (400mg i.v. 2x
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denr¥) ¢i Chloramfenicol (15 mg/kg i.v. 4x de#n® V pripads piirozeného, endemického
vyskytu onemoceni je terapie v zasédstejna.

2.3. Francisellatularensis, obecné poznamky a taxonomie, tularemie

Francisella tularensige gram-negativni, aerobni bakterig€tSinou tyinkového tvaru
(velikost 0.4-0.6um x 0.8-1um) s fakultativé intracelularnim istem. Netvé spory a je
velmi nar@na na kultivaci (kultivani pady vyZzaduji zvySené mnozstvi Zeleza a &miny
obsahujici —SH skupiny, n&pcystein ¢i thioglykolat sodny). Na rozdil od kulti¢ai
nara:nosti je vSak porrné odolna a vynika i svou zcela mit#mnou infeknosti.

Uz v padesatych letech bylo Bellem a kol. popsaeol.Dsq virulentnino kmene Schu
S4 podaného subkutdhmmysim nepesahuje 4 mikroorganisty U ¢loveka mize 10
mikroorganisni aplikovanych podkoanéi 25 mikroorganism inhalovanych zfisobit Zivot
ohrozujici onemoami**® Jak jiz bylo zmitno, F.t. se vyznauje schopnosti feZivat a
mnoZit se v profesionatnfagocytujicich biikach lidského organismu (a ne jen v nich) a
k tomu si evoldné vyvinula celoufadu protektivnich mechanismkteré budou fedmétem
dalSich kapitol.

Intenzivnim studiem bakterialniho genomu byly ppstupopsanyctyii subtypy, liSici
se svym vyskytem a patogenicitou. Jako prvni bykur 1959 oddeny biovary rodu
Francisellavyskytujici se v Severni AmericeRfancisella tularensis, tularensisubtyp A a
v Evrops a Asii zZijici Francisella tularensis, palaearcticgubtyp B, pozgi oznatovana téz
holarctica®*. Teprve asi po 30ti letech byl popsan dalsi subtygu Francisella Zijici
zejména v sedni Asii,Francisella tularensis, mediaasiatitd Now& byla ke tem popsanym
subtymim roduFrancisellaptidana iFrancisella tularensis, novicidétera neni prélovéka
patogenn® Jiz vySe zmiovany oslabeny kmen vyvinuty v 50. letech v labaiiah v USA
— Francisella tularensid.VS (live vaccine strain) je odvozen od roBrancisella tularensis,
holarctica®.

Tularemie je zoonotické onemagn s @irodni ohniskovosti, vyskytujici se na celé
severni polokouli, népstji na tzemi USA, Kanady, Skandinavieiesini Evropy, centralni
Asie a Japonska. Lokalni epidemie byltSinou spojeny s obdobimi zhorSenych sogialn
hygienickych porsra (nag. povodr, valené konflikty) a v souvislosti s lovem divoké
zweie. Rirodnim zdrojent.t. jsou gedevsim hlodavcilenovci a hmyz. Jeji vyskyt vSak byl
dokladovan jiz u asi 150 zi¢@nych druli, vcetrg prvoki. Pongrné nedavno bylo

pozorovano fezivaniF.t. ve vodnich amébaéh'®® F.t. je dotie penosna naloveka pi
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kontaktu s kontaminovanymi zZaty ¢i pobodanim hmyzem, byly popsany i infekce
zpisobené pozitim kontaminované vody.

Vstupni branou je spojivkovy vak, pokara kize, pliceci zazivaci trakt. Na mist
vstupu pak zavisi Kklinicky gbeh celého onemoeni, ktery se rozéluje na étyti formy.
NejcasgjSim typem tularémie je ulceroglandularni formaa(@0% pipadi), asi 10% ze
vSech onemocmi zaujimé forma #tvni a 5% okuloglandularni. Nejmg#asta plicni forma
tularemie je vSak minfadre nebezpena a to jak svym klinickym gb¢hem, tak faktem, ze
praw tato forma je spojovana s rizikem zneuZiti biobgch zbrani.

Onemockni je charakteristické svym nahlym c¢atkem s vysokymi teplotami,
zimnicemi sitesavkami, bolestmi hlavy, klotba svail.. Typickym znakem byvaji 245ené
uzliny ¢i mista infekce nawi, kterécasto (az v 60%)iechéazeji do formy otégneho vedu
velikosti az 3 cm, hojiciho se dlouhodpl¢kdy az ti roky. Histologicky je mozno prokazat
granulomatdzni za#, zpravidla s centralnimi nekr6zami.

Onemockni zpisobenéF.t. subtypemtularensis maji v giipad nel&eni az 60%
mortalitu, v fipads infekce subtyperholarcticatoto&islo klesa asi na 10%%°%127176-178

Diagnostika tularémie se opira (krdmpidemiologické anamnézy, klinického vyget
pacienta a zobrazovacich metod) o serologickikamr specifickych protilatek veide IgG,
IgA a IgM (které se objevuiji zhruba do dvou tiidwo infekci a maxima dosahuji cca za 1-2
mésicef® toto vySeteni je v8ak nespolehlivé a iiitka fale$i pozitivni @i onemocgni
brucel6zou. DalSi moznosti je serologickylk@z antigef francisel, aglutinénimi metodami
¢i pomoci ELISA kitu nasgrovaného proti LP3-.t. Pro gimy prikaz F.t. je mozno pouzit
bud velmi nesnadnou kultivadti metodu PCR (primerem je gen tul#)* Terapie a

prevence tularémie jiz byla nastira v kapitole 2.2.2. a neni primarnim cilem tétacpr

2.4. Koncept vzajemné interakce mezi intracelularnim paazitem a imunitnim

systémem

Koexistence prokaryotickych a eukaryotickych orgemii (neboli bakterii a jejich
hostiteli) je vyznami modifikovana evoluci. V zasade mozno tyto vztahy roztit na
symbiotické, komenzalni a patergni. Symbiotickéakigt jsou takové, ze kterych profituje
minimalré jedna ze z€astrénych stran. Oproti tomu vztahy komenzalni jsour®fany jako
sdileni spoléeného prostoru bez jasnvyjadceného prosfrhu ¢i nevyhody jednoho

z organisni. Patergni jsou potom vztahy, ze kterych profijagina ze stran na ukor druhé.
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Zivot na Zemi dle #iznych teorii exisuje cca 3,6 miliardy lette asi 1,5 miliardou let
doSlo pravdpodobré k prvnimu vyskytu symbidzy eubakterie a archaedridktza vzniku
organel (jadra, mitochondrii a plast)d | po vzniku prvnich eukaryotickych b&k nadale
dochazelo ke vzajemnym interakcim, které snad i poatku nEla symbioticky,
komenzalngi patologicky charaktét®

Velké mnozZstvi bakterialnich taxéparazituje na existenci eukaryotnich &k to od
jednobur¢nych organism po ¢lovéka. Doposud bylo popsano vice nez 200 prokaryoticky
patogeri schopnych vyvolat onemoémi u ¢lovéka. Z hlediska Zivotniho stylu je Ize raid
na extracelularni (jsou schopny se mnozit nezavisleeukaryotickych hikdch — nap
Clostridium), fakultativre intracelularni (mnozi se ¥n uvnitt eukaryotickych bugk — nag.
Legionella, Listeriaci Francisellgd a obligaté intracelularni (ke své proliferaci strikin
vyZaduji nitrobui¢né prostedi — nap. Coxielld). Je teba zde poznamenat, Ze dle starSich
kritérii se za intracelularni parazity (fakultativti obligatni) povazovaly pouze bakterie
schopné proliferace uviiprofesionalnich fagocgt(polymorfonukleary a makrofagy), teprve
pozcji se ukazalo, Zedkteré bakterie, které dle uvedené podminky nelza meacelularni
parazity z#adit (nap. E. coli, Staphylococcua Streptococcys jsou schopny vstupovat i do
nefagocytujicich buk™®,

2.4.1. Strategie bakterii k osidleni hostitelskychunék

KazZdou vzajemnou interakci je mozno popsat jak ldgmu hostitele tak invadujiciho
mikroorganismu a je vysledkem vlivu rieperného mnoZstvi pramnych na obou
stranach’. Dalsi kapitola bude zaffena na intracelularni parazity.

Z pohledu bakterie se jedna o hledani nového Zikotrprostoru a zdrdj vyzivy.
Intracelularni parazité jsou k tomu vybaveni cel@idou schopnosti ozémvanych jako

Schematicky (2asového hlediska) musi nejprve dojit k bezgeastimu kontaktu mezi
bakterii a hostitelskou filkou. K tomu slouzi struktury na bakterialni povrchwadheziny,
které vazi pislusné receptory na povrchu hostitelskékyu Adheziny je mozné sirpdstavit
jako vlaknité a velice ohebné povrchové struktupjli (¢i fimbrie) nebo jako sloZky
bakterialnich bugnych membran (non-pili adheziny). Pro tvorbutapita bakterialnim
povrchu byla vytvéenarada mechanisin(obecné sekwmi drahy, extracelularni precipitace,
alternativni chaperonové cestiyasistovany fenos) a vysledkem jegkolik druhi pila — P

pili ¢i pili typu 1, pili typu IV, struktury oznsované curli a pili typu P
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DalSim krokem v Zivotnim cyklu intracelul&rparazitujici bakterie je jeji vstup do
hostitelské biiky a to jak do biikky nefagocytujici, tak do profesionalniho fagocyfuomu
slouzi dalSi povrchové bakterialni struktury aaneané jako invaziny, které po kontaktu
s hostitelskou hitkou iniciuji membranové zemy rezultujici v pohlceni bakteff€.

V hostitelské biice se pak mikrob musi rychle zorientovat. Mechagigtrtomu
uzpisobené jsou v zasadelmi podobnédm, které maji i eukaryotické Blky, jedna se o
molekularni komplexy provégici transdukci signélu z ¥siho prostedi dovnit bakterie.
Podle slozeni se rozliSuji dvou-¢étyi-slozkové systéemy. Obecnym principem transdukce
signali uvedenymi systémy je jejich fosforylace a defogfme a vysledkem regulace
transkripce bakteridlnich génNa stejném principu funguje i vzdjemna komunikaoezi
bakteriemi navzajem. Bylo prokdzano, Ze jsou schiopgagovat na piy mikrobd a
koncentraci Zivin v Zivotnim prostoru, tzv. Quorsensing®’38

Nezbytnou podminkou pro osidleni hostitelskékyuje bezesporu ovlivimi jejiho
chovani tak, aby nevytidla pro parazitujici bakterii n&telské progedi. Toho je mozné
dosahnout sekreci specifickych produkprostednictvim vice ¢i méné komplexnich
bakterialnich sekgmich systém ¢i transportnich protein (nag. ABC transportér — ATP
binding cassette transportér). Sekretované molgkakymoduluji chovani hostitelskéitky.
Doposud bylo popsanoc¢kolik typa sekré&nich systém, mezi recent®i popsanymi je i
sekréni systém typu VI, ktery byl objeven iRranciselly**>**>

Prokehnou-li vSechny vySe zindvané kroky bez komplikaci, e parazitujici bakterie
osidlit okupované uzemi. \fipadt, Ze dojde k v§erpani pirodnich zdra} a jejich dalsi
existence je timto ohroZena, bakterie opg&udnostitelské prosedi a to bd indukci
apoptozy ¢imz zabrani nezadouci zdlivé aktivaci hostitelského imunitniho systémupae
jiné formy programované smrti (nappyroptézy), dochazi k autofagii nekroze. Bakterie
toho mohou docilit sekreci bilkovin interagujicishrislusnymi kaskadami (n&paktivace

kaspaz vedouci k aktivaci apoptoZ)-*°
2.4.2. Obranné mechanismy hostitelské hiky

V néasledujici ¢asti budou nastémy rekteré ze stZejnich mechanistn obrany
hostitelského organismu proti invadujicim intrat@ioe parazitickym bakteriim. Tyto

principy je mozné zcela schematicky réttdbud’ z pohledu sloZzek imunitniho systému na

vrozené (nespecifick€) a ziskané (specifickéfagvého hlediska pak na mechanismy
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prvniho kontaktu s bakterii (primarni infekce mdégh) a na mechanismy indukované
komplexni imunitni odpaxdi.

Makrofagy jsou z hlediska obrany proti intraceloién paraziim klicovymi buikami.
Jednak fichazeji do kontaktu s patogenem jako jedni z mivra na jejich reakci do zée
miry zavisi osud celého organismu a jednak (z bkeddefinice intracelularnich parazjako
takovych — viz. vySe) iigdstavuji v organismu rezervoar pro infekci. Reakakrofagi na
infekci je nesmiréh komplexnim djem s projevy jak strukturalnimi (pozorovatelnymi

ultramikroskopicky), tak fungnimi.

2.4.2.1. Strukturalni zmény makroféagi v pribéhu fagocytozy

Strukturalni zminy fagocyti v pribéhu kontaktu s patogenem byly jako prvni
pozorovany jiz v 19. stoleti Maikovem a jeho poznatky se staly zakladnim kametesmie
burg¢né imunologie. Dnesni pohled na proces pohlcovamir@dého materialu bikami -
fagocytdzy je velmi komplexni a jeji roddni na zmdny strukturaini a funni je ciste
akademické. Na jejim chapani se podstatnétompodilely i pilomové poznatky Janewaye,
ktery prispél k utvoreni celistvé pedstavy o rozpoznavani nebeapgch podwta z vrejSiho
prostedi makrofagy. BliZe viz. kapitola 2.4.2.2.

Na paéatku procesu fagocytozy (jak jiz bylo zmifro vySe) je vzajemny kontakt mezi
makrofagem a invadujicim mikrobem. Podminkou fjgopnost specifickych adhezinovych
struktur na strah mikroba, stejs tak jako vice¢i méns specifické receptory na povrchu
makrofagi. K dneSnimu dni jiz bylo popsano velké mnoZzstehto povrchovych receptiba
dalSi stale pbyvaji. Obec se oznauji jako receptory rozeznavajici patogenni znaky
mikrobi, tzv. PRR (patterns recognition receptors) a lejlgandami jsou molekuly
exprimované mikroorganismy, tzv. PAMP (s patogermsociované molekularni znaky —
pathogen associated molecular patterns). Tyto mbleksou charakteristické velkou,
evolwné danou strukturalni odliSnosti od molekul eukamjoich burk. ZjednoduSeh se
tak da ftici, Ze makrofagy pomoci uvedenych receptapzpoznavaji nebezpeé od
bezpénéeho, coz pdava dalSi rozer ke konvednimu konceptu rozpoznavani imunitnim
systémem platnému do konce 20. stoleti — rozpomaaastni od ciziho. Krosuvedenych
povrchovych struktur je ptegba dale vzpomenout receptory, které interagugitegenem az
po jeho opsonizaci molekulami imunitniho systémj, nagF. receptory pro Fc fragmenty

imunoglobulini ¢i komplement.
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Pro tSinu &chto povrchovych molekul je typicky jejich transma@novy ptibéh
s expresi specifickych intracelularnich domén, étgsou esencialni slozkou procesu
signalizace povrchovymi receptorovymi strukturaP@ navazani ligandu na vazebné misto
piislusSného receptoru extracelulamochazi totiz k jejich konforntéaim znménam spojenym
s agregaci jednotlivych receptorovych probeimm se vzdjemnou fosforylaciéchto
intracelularnich doméni k aktivaci tyrosinovych kinaz asociovanych s goey. V dalSich
krocich se spousti nesmidrslozita a vzajemhprovazana siintracelularnich signalnich drah,
rezultujici ve zmiované strukturalni a fughki zmény makrofag. O nékterych z nich bude
pojednano v kapitole 2.4.2.2.

Jednou z prvnich strukturalnich &m fagocytézy je postupné vytteni vylkEzka
cytoplasmy makrofagu vedouci k obklopeni mikrobglao uzaveni do no¥ utvoreného
cytoplazmatického kompartmentu — fagozému. Procesfeni pohlcované struktury do
fagozému je do zrmé miry variabilni a mnohdy i specificky pro danykroorganismus.
Nowv¢ vznikly fagozém podléh&adé znen, které se ozraji jako maturace. V fibéhu
maturace se na jeho povrchu objevuikteré molekularni znaky, pomoci nichz je cely
pribéh dolie mapovatelny. Z furthiho hlediska jsou maturujici fagozomy obohacovany
fadu hydrolytickych enzyf) baktericidnich peptid (nag. baktericidni permeabilitu
zvySujici protein BPI, lysozyméi defenziny), klesd jeho pH a dochazi k tworb
membranového NADPH-oxidaiho komplexu zodpadného za tvorbu kyslikovych radikal
v ramci oxid&niho vzplanuti. VSechny uvedené & maji jeden cil — zdeni pohlceného
mikroba.

Paralelg se vznikem fagozému je mozno pozorovat i tvorbobdgch vesikul —
endozond (endocyticka cesta tvorby nitrobtémych membranovych organel), kter€asti
piejimaji do svého obsahu hydrolytické enzymy synt@@né v endoplasmatickém retikulu. |
endozémy podléhaji matuidm proce8m a odcasnych endozoétnpies pozdni endozémy
zraji az do definitivnich lysozdim Endozomy v pitbéhu své maturace opakovaimteraguiji
s fagozémy, pedavaji jim swuj obsah a &které povrchové molekuly (viz. vySe), aby ve finéle
vznikla spoléna fazni organela — fagolysozoém. Fagolysozém je pjicé kompetentni
k destrukci pohlcené baktetle

Jak jiz bylo zmigno, je proces maturace fagozibra endozorm dok'e pozorovatelny
pomoci zmén exprese &kterych povrchovych molekul. Mezgrfadime nap: Rab proteiny,
EEA 1 (early endosomal antigen) a u pozdnich stadii vyskytujici LAMP 1 a 2.
Fagolysozomy jsou definovany povrchovym vyskytentegainu D. Pehled je proces

maturace fagozému popsan happraci Vieiry®
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2.4.2.2. Aktivace makrofag - kli¢ovy moment prekonani primérni infekce

Jiz od 50. let 20. stoleti znepokojovakmlge skuténost, Ze akteré bakterialni produkty
jsou schopny indukovat velmi komplexndjel uvnit burgek. Chemicka povaha jedné&hto
molekul byla poprvé popsédna vr. 1954 a byla o6ena dle své struktury jako
lipopolysacharid (LPS). Bylo prokadzano, Ze je nealil soddsti membrany gram-negativnich
bakterii. Od konce 90. let 20. stoleti zname ildtru jeho receptoru na povrchu kin
imunitniho systému.

Jak bylo zmisno dive, vlastnost makrofdigidentifikovat molekularni znaky patogen
a svou dynamickou odpedi tak modulovat odpad® celého imunitniho systému je
v reaktivit imunitniho systému jako celku &tiva.

Makrofagy jsou k tomuto delu vybaveny povrchovymi a intracelularnimi recepto
(PRR — viz. vySe), meziéd seiadi zejména Toll-like receptory, receptory pro nmno
scavenger receptori intracytoplazmaticky se vyskytujici NOD-like rgitery (nucleotide
binding oligomerization domain - like proteifi}*®

Toll-like receptory (TLR 1-11), vdneSni dbbjiz potetnd skupina molekul
s charakteristickym strukturalnim rysem, kterymujssekvence bohaté na leucin (LRR —
leucin rich repeats), pomoci nichz vazi mikrobidbtruktury. Povrchoy vazané TLR
molekuly jsou schopny m.j. rozpoznavat produkty ngH@ozitivnich bakterii (nap
peptidoglykan) — TLR 2 a TLR 1, gram-negativnickteai (nag. lipopolysacharid - LPS) —
TLR 4¢i flagelin — TLR 5. TLR molekuly se vSak vyskytujintracelularg v endosomalnich
va&ccich, kde rozpoznavaji napdsRNA — TLR 3 nebo nemetylovanou CpG DNA — TLR 9.
Po navazani islusnych ligand na receptory, dochazi k sgistfosforylanich dju,
konkrétreé zejm. signalni drahy NEB (nuklearni faktokB) a MAPK (mitogenem aktivované
protein kindzy). Behledrs je o TLR molekulach pojednano rfap praci Beutler&. Blize viz.
kapitola 2.4.2.2.1.

V ne @ilis davné minulosti byly popsany i tzv. NOD-likeceptory (NLR). Jedn& se o
ponerné pocetnou rodinu proteiin charakteristickou (podobnjako TLR) motivy bohatymi
na leucin (LRR). Podle struktury se dakdiaha skupinu NLRP (NLR s pyrinovou domeénou,
nag. proteiny NALP 1-14, viz. ddle) a NLRC (NRL s domo@ vézajici kaspazy, nap
proteiny NOD 1 a 2). Na rozdil od TLR v3ak nejs@zany na membrany, ale vyskytuji se
volné v cytoplazné. Jejich funkce nebyly zdaleka jediezezbytku popsany, aléegdpoklada
se, Ze pedstavuji mechanismus obranig@ patogeny, které uniknou z vymezeného pedst

fagozénii. NLR interaguji nap s LPS, proteoglykanyi muramyldipeptidem. Vysledkem
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jejich aktivace je iniciace signalni drahy &B- ¢i sestaveni multimolekularniho komplexu,
tzv. inflamazému, regulujiciho jak z&ovou reakci, tak bufEnou smrt - pyroptoz1°%14°
BliZze viz. kapitola 2.4.2.2.2.

Konetné neni mozné opomenout ani fakt, Ze pouze koordimédvspoluprace mezi
jednotlivymi slozkami imunitniho systému vede kidfeni obrarg vici infekci. Z tohoto
hlediska se jako esencialni jeviigmévek pomocnych T lymfocyt Thl prostednictvim
interferonuy (IFNy). Uvedena cesta aktivace se jevi jakddda v phaibéhu eliminace infekce

intracelularnimi parazity.

2.4.2.2.1. Signalizace zprogtdkovana LPS — signalni cesta NéB a MAPK

Typickou situaci, p které dochazi ke spu$ii signalni drahy NEB a MAPK je vazba
ligandu (nap. bakterialniho lipopolysacharidu - LPS) na moleklLR (v gripac LPS je to
TLR 4). Je teba poznamenat, Ze problematika signalnich drategenird komplikovana a
komplexni. V ptibéhu jejich aktivace dochazi totiz k mnoha vzajemngtekryvim mezi
jednotlivymi signalnimi kaskaddami. Proto bude tgtmblematika rozebrana jen strg
s pihlédnutim na mozné ,Achillovy paty“, které sehravdilezitou ulohu v ramci interakce
mezi intracelularnim parazitem a makrofagem.

Jiz bylo uvedeno, Ze podstata vSech signalnich (hama apoptotickou kaskadu) je
v zasad stejna. Dochazi k dominovému efektti, kierém jsou kaskadovitaktivovany dalsi
a dalSi proteiny s fosforydai aktivitou — kinazy (viz. dale). Na konci celépmcesu dochazi
k vytvoreni specifického reguaiho proteinu — transkrémiho faktoru, ktery se véaze na
signalni sekvence DNA v ba&ném jade a iniciuje transkripci jim regulovanych gen

LPS je prototypovou molekulou ze skupiny PAMP adkl se zerit slozek — lipidu A,
koroveé oblasti a polysacharidovéreitzce — O. Jako kibva z hlediska patogenicity se jevi
lipidova slozka — lipid A. Jeho vazba n#gtuSny receptor vSak neni Upliednoducha. LPS
je vséru vazan proteinem LBP (lipopolysacharidayigz protein) a tento komplex je
ligandem membranové molekuly CD14. CD14 vSak nemi@cytoplazmaticku domeénu
schopnou transdukovat signal dovrbunky, je proto nezbytné, aby doslo k dalSi interakci,
tentokrat jiz s homodimerickym receptorem TLR Zerigtje stabilizovan molekulou MD2.
Rozsahlé prace prokazaly, Ze absence kazdé ze yargyoh souvasti tohoto receptorového
komplexu vaza ovlivni silu vysledné signalizace. Analogii je méZpozorovat vippack
asociace receptoru pro antigen u T-lymfdcgtmolekuly CD3. Je pt#ba roviZ upozornit

na skuténost, Ze LPS zdaleka neinteraguje pouze s recegtor&komplexem TLR 4, ale
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velmi pravépodobr i s intracelularnimi molekulami NLR a povrchovyrfly integriny
(CD11b/CD18 a CD11c/CD18). Dal$i osud je jiz velioelobny*®®

Po vazks LPS na pislusny receptor (zde TLR 4) se na jeho cytoplamkatl doménu
vaze rktery z adaptorovych protain- MyD88, TIRAP, TRIF nebo TRAM. Kazdy
z adaptorovych proteinje nasled# pravdpodobré schopen aktivovat jinou signalni kaskadu
a zda se, Ze jsou na sobezavislé. PattnnejdileZitejSim zastupcem adaptorovych protein
je MyD88. Protein MyD88 aktivuje kinazu IRAK 4 aatrsdukni protein TRAF 6. DalSi
v fack, kinaza TAK 1 je spolu s proteinem TRAF 6 rozaestze kterého dale poknae
signalizace swrem k aktivaci NkB ¢i MAPK. Oproti tomu adaptorové proteiny TRIF a
TRAM (TRIF related adaptor molecule) spajiSkaskadu srem k aktivaci transkrigmiho
faktoru IRF 3 (interferon regulatory factor 3) imigci transkripci pro geny interferonuap.
Uvedena cesta je jednim i#lezitych uzh, ve kterych se igkryva signalizace
zprostedkovana LPS a IFN Transkrigni faktor IRF 3 navic (jak bude zngimo dale)
sehrava patrhklicovou Ulohu i v sestaveni inflamazomiti ipfekci F. tularensis

Samotny NIkB je v cytoplaznd v neaktivni podob vyskytuje v podob dimeru a je
vazan na inhibitordB (inhibitor kB). Dojde-li k fosforylaci inhibitoru progednictvim IKK
(inhibitor xB kinaza), je tento ze své vazby uvaira roz&pen proteazémem. NB, nyni jiz
aktivni, prechézi do butného jadra a iniciuje transkriptady geri pod regulanim vlivem
signalni sekvenc&B (nag.:. prozastlivé cytokiny, fada enzym - nag. inducibilni NO
syntetaza (iINOSXi cyklooxygenaza 2 (COX 2) a apoptdézu regulujicoteiny - nap.
inhibitory apoptotickych proteaz (XIAP) a saniepr¢ i fada adheznich a povrchovych
kostimulanich molekul§°%>

Vratime-li se zpt k proteinu TRAF 6 a kinaze TAK 1, je mozné nasmwat signalni
informaci do bun¢ného jadra i fes MAP kinasovou kaskadu. Konkrétnestou aktivace
kinhzy MKK 4/7 (MAP kinases kinase 4/7), MKK 3/@VEK 1/2. MKK 4/7 dale fosforyluje
cilovou kinazu JNK (c-Jun N terminal kinase), MKK63rotein p38 a MEK 1/2 terminalni
kinAzu ERK 1 a 2 (extracellular signal regulatedakie). Vysledkem uvedené cesty je
aktivace transkrigniho faktoru AP 1 (activator protein 1), ktera jgttodimerem slozenym
Z proteini c-Fos a c-Jun. Podobiako u NKkB, i aktivace AP 1 nasledrvede k transkripci
fady geti kddujicich prozagtlivé produkty (nap fadu matrixovych metaloproteinaz (MMP),
cyklin D1, GM-CSF a pod‘§2 Zobecnime-li vySe uvedené sktnesti, Ize zjednodusén
fici, Ze olg signalni cesty jsou spojeny s komplexni prédarou aktivaci buiky, spojenou
se zvySenim jeji Zivotnosti a produkci velkého netef mediatolr zarstu*'®. Schematicky

viz. obr. 1.
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Obr. 1: Signalizace TLR (komerita textu)

2.4.2.2.2. Inflamazém - signalizace zprogtdkovana NLR

Inflamazém je multiproteinovy komplex o celkové mklilové hmotnosti igkratujici
700 kDa. Prvni informace o jeho existenci se objeviroce 2002, kdy byl popsan jako
struktura slouZici k aktivaci prozétivych kaspaZ> Nejasnosti, které vyvstaly v souvislosti
s jeho objevenim do ztiaé miry getrvavaji dodnes.

Komponenty inflamazoinse vyskytuji vol v cytoplazng a k jejich sestaveni dochazi
vlivem doposud ne zcela jasnych stifnuNicmérg klicovou Ulohu zde hraje pragpodobré
opct interakce se strukturalnimi molekulami patog€jeho sestaveni bylo popisovano hap
pii intracelularni infekci bakteriemi rod8taphylococcus, ListeriaeboFrancisella}®. Dale
byla jeho aktivita prokazana ¥ipad efluxu kalia z biky pti poruSeni funkci buiné
membranyi vlivem volnych kyslikovych radikaf.

Inflamazém se sklada zpravidla zZ& komponent. Jednou z nich je protein z rodiny
NLR, slouzici jako receptorova struktura, adaptgr@rotein ASC a konmé nektera z
kaspaz. Podle typu NLR proteinu se rozliSuji mirmydna dva typy inflamazom Prvni
obsahuje protein NALP 1 a druhy NALP 2/3 (i kdyZz NA proteiri bylo u lidi a mysi
popsano jiz 14). Oba receptorové proteiny obsathlgsti bohaté na leucin (LRR — podébn
jako TLR¢i jiné NLR) slouzici k interakci se molekularniniokami patogenu a pyrinovou
doménu PYD, umaiijici vazbu na adaptorovy protein ASC. Na protei@CAse pak dale
vaze kaspéza-1 (ICE — interleukip Ronvertujici enzym) nebo 5. Aktivovana kaspazasfis
pro-IL-1B (neaktivni forma interleukinu-1) a pro-IL-18 (néi&ki forma interleukinu-18) za
vzniku jejich funkinich metabolii*®. IL-1 sefadi mezi komplex# prozartlivé pisobici

cytokiny. Oproti tomu IL-18 byl jiz delSi dobu panwan jako cytokin indukujici spolu s
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IL-12 ponerné selektivni diferenciaci naivnich T-lymfodyt smérem k Thl subsetu.
Predpoklada se, Ze jeho synergickyngk s IL-12 spoiva ve stimulaci exprese receptoru pro
IL-12 na povrchu pomocnych T-lymfodykze subsetu Thl. Jéeba roviéz poznamenat, Ze
aktivni kaspaza-1 je schopna zasahovat do mechartsmecné smrti. Podle s@asnych
znalosti se vSak nejedna o dnes jizidamamou buftnou smrt - apoptézu, probihajici bez
zaretlivé reakce. Uvedeny mechanismus je totiz impiieitspojen s indukci zétu
prostednictvim IL-B. Pro tuto formu butné smrti byl zaveden termin pyroptbza
Zarover se ukazuje Ze signalizace presiictvim NKkB pasobi synergicky, miniman
zvySovanim substrat pro kaspazu 1, pro-ILfL Schématicky je tvorba inflamazému

znazorgna na obr. 2.

Obr. 2: Inflamazém (koment& textu)
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‘ NLR (NALP1; NALP 2/3) ‘

2.4.2.2.3. Signalizace IF]— signalni cesta JAK/STAT

Stimulace makrofayg interferonemy (IFNy) produkovanym pomocnymi T lymfocyty
subsetu Thl nabyva na svélefitosti zejména v ifpact infekce intracelularnimi parazity.
Tyto mikroorganismy jsou totigasto vybaveny celotadou obrannych mechanigppomoci
nichz jsou schopné zabrénit aktivaci signalnicthhdié&xB a MAPK, ale ne JAK/STAT (blize
viz. kapitola 2.4.3. a 2.5.) Navic byly publikovampyrace, které dokazuji, Ze I¥Ne
produkovan SirsSi skupinou b&ly nez jen lymfocyty subsetu Thl, ale hapcasnych fazich
infekce F.t. i NK bunkami, dendritickymi biikami, samotnymi makrofagy a dokonce i

neutrofily*.
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Makrofagy na svém povrchu exprimuji receptor prilyFPo vazl IFNy dojde k jeho
konformanim zménami, @i kterych se spoji dva hererodimery IFNGR 1 ai2gmz IFNy
prichazi do kontaktu pouzesizci IFNGR 1. Na cytoplazmatickych doménach obetizci
jsou navazany kinazy JAK 1 a 2 (Janus kinases kaddémietézci po jedné), které se po
priblizeni obouftettzca aktivuji a fosforyluji ve sv&tné blizkosti vazebna mista pro
transkrigni protein STAT 1 (Signal transducer and activatotranscription 1). Po navazani
STAT 1 proteiri na sva fosforylovana vazebna mista (po jenom iaykegetzec) se tyto
navzajem spoji v homodimer STAT 1 - STAT 1, uvatniazby na receptor agsune se do
bunééného jadra. V bustném jade se now vznikly transkrigni faktor vaze na ifslusné
signélni sekvence — ISRE/GAS (Interferon signaliegponse elements/gamma activation
site). Mezi geny, které jsou pod reginém vlivem ISRE/GAS seéadi nap. transkrigni
faktor IRF 1 (viz. dale), MHC I. A Il.i{dy, beta-2-mikroglobulin, protein TAP (transportér
antigennich peptig, fadu chemokif, adheznich a kostimuiaich molekul.

Zawrem je teba poznamenat, Ze signalni sekvence pro STAT RHISAS) jsou
v tésné blizkosti signalnich sekvenci pro B (GASkB), coZz miZze zcasti vyswtlit
synergicky @inek obou signalnich drah. STAT 1 navic indukujepresi genu pro
transkrigni faktor IRF 1 (interferon regulatory factor 1)ropeinu, ktery déle iniciuje
produkci interferof a a p, podili se na produkci inducibilni NO syntetaZlM@S) a sehrava
daleZitou roli v regulaci apoptézy a pakrn pyroptézy (viz. vy$ef®* Druha dlezita
spojka jiz byla zmi#na vcasti zabyvajici se signalizaci TLR (signalni drahBR
4/TIRAM/TRIF/IRF 3). JAK/STAT signalizace je znazgna na Obr. 3. Poznamky
k metodologii vyuZiti pitokové cytometrie k analyze stavu aktivace dhuje predmétem
kapitoly 2.7.1.

Obr. 3: Signalizace JAK/STAT (komeiita textu)
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2.4.2.3. Oxid dusnaty ve fyziologii biiky a v obrané proti intracelularnim parazit am

Prvni publikace o rozmanitych chemicko-biologickydastnostech oxidu dusnatého
(NO) se za&aly objevovat v druhé polovin20. stoleti a vroce 1992 byl NO ozea
¢asopisem Science za molekulu roku. Intenzitayla studovana zejména souvislost mezi
jeho produkci biikami cévniho endotelu a cévni dilataci. V roce 1898 za uvedenou préci
udélena americkym &lcim Furchgottovi, Ignarrovi a Muradovi Nobelova ce@al konce
20. stoleti az do s@asnosti nadale exponenciélroste pdet zprav zarrenych na roli NO
v biologii buiky a v medicid. V souvislosti s obranyschopnostiu¢y intracelularnim
paraziim je nutno poznamenat, Ze vzhledentakté rezistenci bakterii k aktigit
membranového NADPH oxidazoveho komplexu (o&rdavzplanuti) je tento produkt kbvy
pro jejich destrukci.

NO je mald molekula plynu, ktery vznikd oxidacirgi@minu na citrulin za pspeni
enzymu NO syntetazy (NOS). Samotna molekula NOSgkwelmi nestabilni a na mist
vzniku setrvava v nezénéné fornt jen velice kratkou dobugddow sekundy). Jednak seisi
po koncentrénim spadu difuzi do svého okoli a jednak je (v glégti na vlastnostech
prostedi a koncentraci kysliku) rychle oxidovana na t@umsi, dusinany a mimeadre
reaktivni peroxydusitany. Siroké biologické vlagttigak zavisi nejen na mésvzniku, jeho
vyprodukovaném mnozstvi a biologickém palee, ale i na jeho chemickych vlastnostech
oxidoredukniho a nitréniho cinidla. Ovliviiuje tak napiklad aktivitu solubilni guanylat
cyklazy, ¢etnych proteinovych kindz a fosfatdz, zasahuje zgs genové transkripce a
apopt6z®

Jak jiz bylo zmigno vySe, za tvorbu NO jsou zodgowmé enzymy NO syntetazy
(NOS). V sodasneé dob jsou znamyii druhy NOS, NOSI (neuronalni, nNOS) a NOSIII
(eNOS) jsou exprimovany Vv bBkach konstitutivda a NOSII (inducibilni, iINOS) je
produkovana pouze zatfipre regulovanych okolnosti. Zminé enzymy se neliSi pouze
formou své transkripce, ale i katalytickou aktivitd¥edpoklada se, ze INOS je schopna

VAT

isoformami NOS jsou shrnuty v tabulce 3.
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Tab. 3: Isoformy NO syntetazy

Doporuéené NOSI NOSII NOSIII

oznafeni

Alternativni NNOS (neuronalni), iINOS (inducibilni), MNOS [eNOS (endotelialni),

oznateni NcNOS (neuronal (makrofagovd) ecNOS (endothelial
constitutive),bNOS constitutive)
(brain=mozkova)

[Molekulova ~160 kDa ~130 kDa ~133 kDa

hmotnost

Gen na 12 17 7

chromosomu

Lokalizace v Cytosol Cytosol Bu&na membrana

burice

Kde se vyskytuje [Neurony (centralni i perifernijHlavré makrofagy, déle gliejPredevsim cévréndotel,

buiiky epitelu, cévniho
hladkého svalu a kosterniho
svalu. Neni v glii.

hepatocyty, endotegpitel,
kardiomyocyty,hladka
svalovina, atd.

dale plicni a renalni epitel,
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Katalyticka ¢innost NOS sp&iva v indukci oxidace l-argininu na citrulin za vizm

jedné molekuly NO. Jak jiz bylo zmino, je molekula NO vysoce nestabilni a rychle podlé

oxidaci. Rychlost této degradace zavisi m.j. na Zz8ho vyprodukovaného NO, koncentraci

kysliku a na prosedi, ve kterém probiharé&ipoklada se nap Ze v hydrofobnim prostdi

probih& cela reakce az 300x rychleji. Celkovy hjatky efekt NO je tak dan jednak jeho
nestabilitou, dale vysokou reaktivitou, schopnogtragovat s dalSimi molekulami za vzniku

nitroslowenin a jeho aktivitou oxidoreduakiho ¢inidla. VSe je navic umoeéno jeho ténsf

neomezenou moznosti difuze ve tkanich. Schématekgyntéza NO, nitrt, nitrati a

peroxynitriti znazorgna na obr. 4.
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Obr. 4: Syntéza NO z |-argininu (komenhtétextu)
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Budeme-li chtit blize porozuh Sirokym &inkaim NO ve fyziologii eukaryotické
buiky, tkani a celého organismu, jelba v prv&ads akceptovat, Ze jeho efekty nevyplyvaji
Z jakékoli interakce s receptorem, ale z podsttp jchemismu. Tim je schopermit funkci
¢i aktivitu tecovych molekul a ovlisiovat tak osud celé kiky. Mezi nefastji popisované
efekty seradi aktivace solubilni guanylat cyklazy vedouckkraulaci nitrobug¢cného cGMP
a néasledné otégni rekterych iontovych kanél aktivace enzymu fosfodiesterazy
nékterych proteinovych kinaz. Vidledku zvySené tvorby volného NO se fiklpd aktivuje
signalni draha MAPK, NiEB i AP1 a inhibuje signalizace JAK/STAT, je ovligma funknost
nékterych  matrixovych metaloproteindz Koneing byla popisovana asociace
s apoptotickymi mechanisrfif?*® Navic pro NO vice neZ pro jakoukoli jinou molekylati,
Ze jeho dinek je silrt zavisly na davce. Bylo mimo jiné také pozorovame, excesivni
produkce NOCi exogenni NO ve vysokych davkach vede ke zcel&mopa &inkam, nez

jaké byly vySe popsanyi€hledrt biologické &inky NO popisuje obrazek 5.
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Obr. 5: Obecné nitrobtiné Einky nizkych davek NO
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Komplexni pisobeni NO v organismu se logicky nevyhyba anbtkdm imunitniho
systtmu a do dnedni doby bylo popsana d¢alda imunomodulmich efekti. Z vySe
uvedenych tivodi je opet potteba rozliSovat imunoduai pisobeni NO na situace, kdy je
jeho produkce nizka a na situace, kdy je jeho groglmadnirna. Ri jeho nizkych hladinach
tak byl pozorovan stimutmi vliv na vyzravani Thl T-lymfocyt pravdpodobrE
Vv souvislosti se zvySenou expresi recapfmo IL-12 @i aktivaci solubilni guanylat cyklazy.
Prehnané obranné reakci mediované Thl subsetem Todymifje velmi pravdpodobré
zabragno soulZnou zvySenou produkci regafdch Treg lymfocyi®®®8*3! Stoupa-li
produkce NO nad kritické hodnoty, byla oproti tormpakova® pozorovana deplece Thl
T-lymfocyti pfi zachovaném mnoZstvi Th2 T-lymfoédytcoz Fedstavuje zcela opaé
nasmérovani imunitnich mechanidm Jednim z moznych vystleni je sniZeni exprese
nekterych povrchovych adhezivnich molekul (hafCAM-1) z divodu zvySené produkce
NO'*. Imunomodulani pasobeni NO je dale zm¥no v kapitole 2.4.4.1.

Jest zajimavjSi je sledovat &inky produkovaného NO na bakterie. Byla popsana cel
fada mikrobiélnich zem, které se vyskytuji vifmé souvislosti siftomnosti NG?%*®> Mezi
né pati nag. inhibice syntézy bakteridlni DNA (blokddou balkdéri ribonukleotid-
reduktazy a tvorbou zloinDNA), zvySeni vnimavosti a&i oxidativnimu stresu blokadou
bakterialni respirace, oxidacekterych bakterialnich lipitt*. Zajimavé je, Ze bakterie samy

vlastni rEkteré proteiny slouzici jako senzory pro NO ([{Hh&oxRS), které mohou aktivovat
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transkripci  protektivnich mechanism(nag. bakterialni superoxid dismutaz®?) Jest
zajimawjSi je zjiSeni, Ze rkteré bakterie jsou samy schopny NO syntetizovégrkuz maji
uzpisobeny enzym - bakterialni NO syntetazu (bNOS). ndyz syntézy NO ifimo
bakterialni bitkou neni jasny, nicménse edpoklada, Zze bude sehravat roli v bakterialni
rezistenci i antibiotikim’,

Z praktického hlediska je ovSem patrnejdilezit¢jSi poloZzit si otazku, kdy a p&o
dochazi v hostitelské bae k produkci tak toxického produktu, jehoz vznikasi gisobeni
navic neni lokalizovano do izolovaného Btmého kompartmentu? Jaepné, Ze dana
produkce musi bytifsre regulovana a souvisi (za fyziologickych i patotdgich okolnosti)
se zvySenou transkripci genu pro iNOS. Zjednodudea fici, Ze zvySend produkce NO
v souvislosti s ndistem aktivity iINOS je vzdy spojena se &dimou aktivaci hostitelské
buiky (makrofagu). Gen pro INOS spada pod re¢nilaoblastkB resp. ISRE/GAS (viz.
vyse), je tedy imo regulovan transkrgmim faktorem NkB, AP 1 a pravépodobr i
STAT 1. Krom toho se n#izeni jeho aktivity spolupodili i transkeipi faktor IRF 1 a 3 (viz.
vyse), ktery zvySuje vazebnou kapacitu WBFk signalnim sekvencim DNA. Navic bylo
prokazano, Ze (pattmezavisle na NEB a AP 1) je jeho aktivita ovliovana i terminalnimi
kinazami drahy MAPK. Zatimco JNK a EKR 1/2 jeho nshripci zvySuji, p38 ji
pravdipodobré inhibuje®™*® R pohledu vi z buiky pak patr nejvyznamsjsim
stimulatorem exprese INOS a potazmo produkce N@ jsmzastlivée cytokiny tumor
nekrotizujici faktora (TNFa), interleukin-1 (IL-1) a IFN a rekteré molekuly PAMP,
zejména LPS z gram-negativnich bakterii (viz. 6prSignalizace zprosdkovana receptory
pro IL-1 a TNF jsou velmi podobné signalizaci TLR a sdili spol&tSinu kinaz (liSi se jen
na Grovni adaptorovych protgiyi’. Byl navic pozorovan i synergismus uvedenych digoé
drah, &inek jednotlivych biologicky &innych latek tedy neni kompetitivni (nicn€existuji
I vyjimKy — existuji dikazy, Zze STAT 1 blokuje indukci signalni drahy#po vazié TNFa
na swij receptor}®’. P pokusu o maximalni zobe&m dojdeme k z&¥ru, e zvysena
transkripce INOS je spojena obeécse zagtlivou aktivaci buky. Typickym gikladem, kdy
je excesivni produkce NO spolu s dalSimi efektyoZiwhrozujici situaci, je systémova
zarstliva odpowd imunitniho systému (SIRS) viihu endotoxémf&’ %7 Stimulace
transkripce INOS je znazama na obr. 6. Praktické poznamky k metodologii kizte
produkce NO jsouiiednetem kapitoly 2.7.3.
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Obr. 6: Indukce transkripce INOS
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2.4.2.4. Smrt infikovanych burék

Smrt infikované biiky je nedilnou sotésti patogenezgady infekknich onemoceni.
Zcela schematicky na ni Ize nahliZzet #iestran. Jednak setde jednat o smrt indukovanou
samotnym imunitnim systémem (konkrétdK bunkami ¢i cytotoxickymi T lymfocyty — viz.
kapitola 2.4.3.1), jednak o altruistickou reakdiknvanych bugk na gitomnost cizorodého
materialu v cytoplazgh a jednak o zjsob opou&ni infikovanych busk bakteriemi, které
tak reaguji na nedostatek Zivotnich substrddbodnes vSak nejsou jednotné&ispupy
k nomenklatie burgéné smrti jak programované tak nekrotické.

Pred vice nez 40ti lety byl poprvé Richardem LockshinpouZit termin programované
bungcnad smrt. OdIiSil tak d¥ principialre odlisSné formy bu&né smrti. Jednu, ktera je
organismentizena a programovana a druhou, ktera je nahodmte Eloesnich kritérii by se
Lockshinem popisovana b&ma smrt dala definovat jako autofagicka. V roce 21%gl
v literature poprvé Wylliem, Kerrem a Curriem navrzen termpo@dza. V 80. letech 20.
stoleti byly v lidskych biikach popsany enzymy zodgmné za apoptotickou smrt fiky —
kaspazy a v 90. letech geny regulujici autofadiilrG (autophagy genes). MnoZici se prace
se stejnym zatitenim ale liSici se terminologii vedla k nutnostitanevit Komisi pro
nomenklaturu butné smrti (NCCD). Tato komise vypracovala dogeni pro definice
jednotlivych forem bu&né smrti a to na mikroskopické i biochemické Groarpublikovala
je vletech 2005 a naposledy 280%Sowasti doporieni je i definice butné smrti jako

takové. Opirad se o princip, Ze smrt musi byt ndayra stavem a jako mrtvé jsou proto
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popisovany pouze liky u nichZz doslo k minimathjednomu zeit déle popsanych jév Bud’

k poruSeni integrity buitné membrany (prokazatelné akumulaci vitalnich bajako nap.
propidium jodidu), nebo ke kompletni fragmentacdrgci pozistatky burk jsou jiz
ohranteny a pohlcovany fagocytujicimi fikami. Tim je jast dan rozdil mezi mrtvou a
umirajici butkou.

V z4vislosti na pibéhu a morfologickém obrazu b&mé smrti je doporteno odliSovat
jeji i klicové typy. Prvnim je smrt apoptdézou, druhym autafiedgismrt aietim nekroza. Je
vSak nezbytné poznamenat, Ze existujada dikazi o specifickych scértich, které stiraji
hranice mezi &mito skupinami a to zejména mezi nekr6zou a apaptoNa podklad
poznatkKi Degtereva a kol. vroce 2005 byla definovan daigichanismus bwtiné smrti
nezavisly na apoptéze a majici rysy nekrézy, kisfyautory oznéen jako nekroptéZa Jiz
vice nez 10 let jsou zpravidla v souvislosti s kafenékterymi intracelulara parazitickymi
bakteriemi pozorovany dalSi atypické formy prograar@ bugcné smrti, oznéované jako
pyropt6z&. Tyto impulsy do zné miry narusily do té doby rigidni dichotomické
paradigma o rozdilu mezi programovanou dmou smrti, Spojenou S organizovanou
destrukci biiky bez zagtlivé odpovdi na jedné stran (apoptéza a autofagicka smrt) a
nahodr se vyskytujici destruktivni prozéthivé piasobici nekrézou na stradruhé. V dalSim
textu se zaktime pouze na hlavni charakteristiky apopt6zy. Imaukyroptdzy byla zméma
jiz v kapitole ¥nované signalizaci inflamazomu 2.4.2.2.2. Problémaautofagické smrti
buiiky je zmirgna pouze okrajayv sekci ¥nované osudé.t. uvnitt hostitelské biiky.

Z biochemického hlediska se u apoptézy jedna o ddiskna sebe navzajem
navazujicich reakci. Na pétku dochazi ke konformiaim zménam povrchovych molekul —
apoptotickych receptar s nasledkem aktivace jejich nitrolnych domén (v§Si cesta
indukce apoptdzy), fipadreé k aktivaci skupiny specifickych géna expresi fislusnych
proteinmi s nasledkem poskozeni mitochondrialnich membranitiy cesta indukce
apoptdzy). Bleni apoptotickych mechanismna vnitni a vrEjSi cestu je ovSem pouze
orienta&ni, ol cesty spolu Uzce souviseji a prolinaji se. Uvedexiateini faze se ozriaje
jako faze signalizai a jejim cilem je vytvieni nebo aktivace tzv. adaptorovych praigin
tedy jakési vstupni brany do faze nasledujici, tefelkvé. Ta je charakteristicka postupnou
aktivaci latentnich proteolytickych enzynfkaspaz - cysteinové proteazy@ti bilkovinny
fettzec za kyselinou asparagovou) a postupnyrpestim substrat piitomnych jak
v cytoplazng, tak v bugcném jade. Jsou jimi nap cytoskeletalni struktury, regulai
molekuly (kinazy), biomembrany {etre mitochondrialni membrany) &ada jadernych

enzymi a transportnich proteir’.
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Mezi dilezité induktory vijSi cesty apoptozy tak jeeba zminit jednak granzymy
(serinové proteinazy), které vnikaji do cytoplazmytvorem tvdenym perforiny
mechanismem analogickym vyfemi membranu atakujiciho komplexuti paktivaci
komplementu. Perforiny a granzymy (granzym B) jsdavni slozkou granuli NK bk a
cytotoxickych T lymfocyt'®’
receptoét pro TNFx (TNFR-1, Fas/APO-1 (CD95), TRAMP, TRAIL- 1 a 2)rdazymy jsou

nasledg schopny pimo aktivovat kaspazovou kaskadu (kaspaza 3, kaspazatimco po

a jednak navazéani ligandu na povrchovy receptav.zrodiny

navazani ligandu na receptor zrodiny TNFdochazi ke konforndai zmené
cytoplazmatickych konc molekul vedouci k oligomerizaci s cytoplazmatickyproteiny
FADD (Fas associated death domains) a TRADD (dRIFassociated death domains), za
vzniku makromolekularnich kompléx Protein FADD je nasle@nschopny pimo vazat
iniciaéni proteinazu kaspazové kaskadyjen cesty, enzym FLICE (FADD like interleukin
1-beta converting enzyme), tj. kaspazt’s

Aktivatory vnitini cesty apoptdzy jsou signaly z \niho prostedi buiky a mohou to
byt nag.: burt¢né metabolické zemy, volné radikaly, anoxie aupobeni intracelulagn
parazitickych mikroorganistn Nejéastji vSak na poatku vnitni cesty stoji poSkozeni DNA
a nasledna aktivace proteinu p53. \iibel jsou naslednprokazatelné zvysené hladiny jim
indukovanych transkrifit z nichz je teba jmenovat zejména protein PIDD a tzv. PIGs —
proteiny pochéazejicich z asi 10 gendukovanych proteinem p53 (p53 induced genesp Ty
proteiny (PIGs) produkuji v batinych mitochondriich ve zvySené imivolné kyslikové
radikaly (ROS), Gastnici se oxidativni degradace Sirokého spektribsolovych a
strukturnich molekul, zejména mitochondrialnich rbeém. Protein PIDD se véaze na
cytoplazmaticky protein RAIDD a iniciai kaspazu 2, kterou timto aktivifil v daldich
krocich dochazi k naruSeni integrity mitochondiighembrany a k Gniku aktivnich slozek z
mitochondrialni matrix, resp. z intermembrandznipmstoru, zejména cytochromu c.
Cytochrom c¢ pak sehravauldzitou ulohu v aktivaci kaspazy 9, za spdisgbeni
cytosolového proteinu Apaf-1 (Apoptotic proteasesvating factor 1) a dATP po sestaveni
multimerniho komplexu — apoptozoému. Aktivovana Kesp9 je iniciaéni proteinazou vnini
cesty, za adaptorovy protein je povaZzovan Apéat-1

V ramci efektorové faze apoptozy, ktera navazuje faa signalizéni, dochazi
k sukcesivni aktivaci kaspaz (kaspazy 3, 6 a 7pssypnou degradaci nitrobtémych
struktur a nakonec smrti blay s charakteristickym mikroskopickym obraz8mCely proces
navic podléha velmi ifisné regulaci (nap proteiny zrodiny Bcl-2,fadou inhibitofi

apoptotickych proteaz (IAP) a podadnV neposlednfact je treba si u¢domit, Ze o osudu
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buinky jako takové vzdy rozhoduje jeji celkové ¢ad jinymi slovy vytvdeni pomysiné
rovnovahy mezi signaly Zivotnost zvySujicimi (hapéaretliva aktivace - NikB) a
proapoptotickynfi’. Schematicky jsou zakladni cesty indukce apoptd#égzoriny na obr. 7.

Obr. 7: VrEjSi a vnitni cesta aktivace apoptdzy a pyroptozy a sigpziti
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2.4.3. Role granulocylh a komplementového systému

VétSina intracelularnich paratitje plre rezistentnich &i pusobeni komplementu.
V souvislosti s jeho nechopnosti iniciovat lyzu teaialnich bugk byla opakova#
diskutovana protektivni role kapsule u virulentniatmeni bakterii. Existuji vSak rowi
doklady o mozném opsonigam &inku komplementu. Utady patogeh byla prokazana
navic jejich pitomnost v cytoplaz# neutrofilnich granulocyit Ty vSak nebyly schopny
parazity zntit z divodu blokady respitmiho vzplanuti. Roleéthto girozenych sloZzek

imunity v souvislosti s infekcf intracelularnimirpaity stale fistava nejasna®
2.4.4. Specificka imunitni odpo¥d’ na infekci intracelularnimi parazity

V predchozich kapitolach byly shrnutygkteré recentni pohledy na vzajemnou interakci
mezi intracelularnim parazitem a hostitelskounkmu, konkrétd makrofagem. Bylo
konstatovano, Ze makrofagy jsou ofmtey velkym mnozstvim mechaniémjimiz jsou
schopny rozpoznat nebezjferychle na & reagovat a pokusit se je co né@ eliminovat.
Jedirg v¢asna a efektivni odpéd’ burek vrozené imunity je schopna zabranit katastrofalni
nasledkkm infekce na organismus jako celek. Pokud byrikégd bez zasahuiipozené

imunity v organismu vola prezival 24 hodin patogen stpnérnym zdvojovaciméasem 20
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min., pak by byl hostitel zaplaven vice nez 2X1Bakterii, co? je jist nesl&itelné se
Zivotem. DalSkast bude zagtena na adaptivni imunitni odpsaf.

2.4.4.1. T lymfocyty

Konvertné se T-lymfocyty dli na pomocné (Th - exprimuji na svém povrchu molek
CD4) a cytotoxické (Tc - exprimuji na povrchu malek CD8). Th lymfocyty jsou tradné
vnimany jako usednifidici buiky protektivni imunity. Jsou obdeny schopnostmi, pomoci
kterychiidi aktivitu celého imunitniho systému. Oproti totmlavni Galohou Tc lymfocyt je
cilen& destrukce virem nebo jinym intracelularnianazitem infikovanéi nadorové biiky.

Th lymfocyty se dale @i na rekolik subsel - ThO, Thl, Th2, Th17. Zvlastni skupinou
jsou regulani lymfocyty Treg. Naivni ThO jsou zralé imunokontgani buiky (proSly
vyvojem v thymu), které doposud &y do styku s cizorodym antigenem (tzv. naivni Th
lymfocyty). Po kontaktu s antigen prezentujicinkou vystavujici antigen ve spojeni
s molekulou HLA 11. tidy (fenomén HLA restrikce) se naslédwyvijeji smerem k jednomu
z dalSich subse@t které se navzajem liSi typem aktivovanych traipskich faktofi a s tim
souvisejici cytokinovou produkci oviivjici chovani celého imunitniho systému. Thl subset
je charakteristicky aktivaci transképiho faktoru T-bet spojenou s produkci IL-2 a 1N
IFNy stimuluje zejména bétinou imunitni odpo¥d’ a inhibuje subsety Th2 a Th17. Oproti
tomu subset Th2 je spojen s aktivaci transkiipo faktoru GATA-3 spojenou s produkci
IL-4, IL-5, IL-9 a IL-13. Uvedené cytokiny podpofugejména protilatkovou aktivitu,
produkci IgE acinnost eosinofit a zirnych bugk a naopak inhibuji subsety Thl a Thl7.
Subset Th17 je spojen s aktivaci transkmipo faktoru RORt, jehoZz dominujicim rysem je
produkce IL-17, IL-21 a IL-22. Tyto cytokiny jsowdpowdné pravdpodobré za neutrofilni
typ zartu ve tkanich, obranu proti stafylokibh a kandidam a celoufadu
imunopatologickych stav Za specifickych podminek (zejména Wpadc prezentace
antigenu nezralou dendritickou ikou, kterd nastalou situaci nevyhodnotila jako
nebezpénou) vznika regukni subset Treg (tzv. periferni regémd T-lymfocyty), ktery
aktivaci transkripniho faktoru FoxP3 a produkci IL-10 a TBHumi zartlivou odpowd
jako takovou. O tom, kterym smem se budeifslusny naivni T lymfocyt vyvijet, rozhoduje
velké mnoZstvi progmnych (nap. typ antigenu, zjsob jeho prezentace, typ antigen
prezentujici bilky a zejména mnoZstvi kostimatdch signal). Dulezita je rovez
piitomnost tzv. diskrimingnich cytokiri, které vyznamé urcuji vyvoj pro ré typickym
smérem (IL-12 pro Thl; IL-4 pro Th2, TG¥ IL-6, IL-1 a IL-23 pro Th1l7 a samotny TGF
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pro Treg§*°*%? Predpoklada se, Ze l&ni imunitniho systému jako celku je nasovano k
neodpovidavosti, tedy za fyziologickych okolnostieygad4 aktivita regulmich Treg
lymfocyta. Dojde-li k nerovnovaze bez adekvatniho stimuluté@ Urovni a pevazi-li
prozartlivé stimuly nad protizatlivymi, muze to vést krozvoji imunopatologickych
stavi®®®. Vyvoj naivnich T lymfocyl smsrem kjednomu z vyjmenovanych suliset

Znazotuje obr. 8.

Obr. 8: Vyvoj jednotlivych subs&t pomocnych T lymfocyi (upraveno dle Schmidt-
Weber®)
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Z hlediska protektivni imunity d&&i intracelularnim parazim se jako kkovy jevi

subset Thl pomocnych T lymfodytktery je produkci IFK a TNFo zodpo¥dny m.j. za
efektivni stimulaci makrofég vedouci k znedko@ni patogenu. €inky IFNy v organismu
jsou vSak daleko komplexj$i. Kromé stimulace makrofdga podpory vyzravani naivnich T
lymfocytd smérem k Thl subsetu, za s@sné inhibice subgetkonkurernich, indukuje
apoptotickou smrt eosinafila zasahuje deéinnosti B lymfocyti inhibici tvorby protilatek
tiéidy IgE a naopak stimulaci tvorby 1gG2 a IgG3. Dlou dobu bylo dogmatem, Ze liFlje
tvoren vyhradg lymfoidnimi elementy, jako jsou NK lily, cytotoxické T lymfocyty a
zejména Thl T lymfocyty, iggemz hlavnim diskriminanim faktorem vyvoje Thl T
lymfocyta je IL-12 produkovany zejména makrofagy. V dneSobedjiz mame dostatek
dukazi o tom, Ze za iffhodnych okolnosti mohou tiib IFNy i antigen prezentujici kiky
(APC). Samy makrofagy tak mohou zasahnout&6 chaturace naivnich T lymfoayt to ve
smyslu stimulace Thl subsetu na ukor subsetu ThRA1&. Otazkou nadaleigtava, jaké
hlavni stimuly vedou APC k produkci IFINnicmér piredpoklada se uloha cytokinlL-12 a
IL-23%°. Obecr Ize fici, Ze intenzita produkce IFNmakrofagy a dendritickymi bikami
nedosahuje uroenThl T lymfocyfi a tudiz nema tak komplexni imunomodulaefekty,

slouzi tedy spiSe k podfmvzajemné komunikace mezicagtrenymi burkami. Kooperace
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mezi T lymfocyty a APC se opird dale tspbeni IL-18. JiZ dlouhou dobu bylo pozorovano,
Ze ma IL-18 synergicky dinek s IL-12 a posiluje tak jeho modutt vliv na naivni T
lymfocyty. Nasledw bylo prokazano, Ze tento cytokin brani poklesurese receptoru pro
IL-12, ke kterému fyziologicky u vyvijejicich se Tymfocyti smérem k Thl subsetu
dochazf*’. Zajimavé jsou rowt poznatky ohledhimunomodulaniho pisobeni NO. Bylo
prokdzano, Ze malé mnozZstvi tohoto mediatoru prodaté nap infikovanymi makrofagy
vede podob& jako u IL-18 ke stimulaci exprese receptoru preélB na povrchu Th
lymfocyta. Mechanismus je pra¥dodobré zavisly na aktivaci solubilni guanylat cyklazy
(viz. vy$e}® | tato jednoducha molekula takaie sehravatideZitou Glohu v mimeadrs
sloZitych vztazich mezi Bikami imunitniho systému. Role IRN regulaci imunitnich reakci

je znazorgna na obr. 9.

Obr. 9: Role IFN v regulaci imunitnich reakci (upraveno dle Teiaet al*®)
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Na komplexni reakci na infekci intracelularnim tem se podileji dale i cytotoxické
T lymfocyty a to zejména vifpact, Ze byly stimulovany IFN a IL-2 produkovanym
buinkami Thl. Na rozdil od pomocnych Th lymfo@ymaji tyto butky vytvoien aparat,
pomoci kterého jsou schopny napadengkigupiimo zntit. Jejich prakticky vyznam v boji
proti intracelularnim parafim byl opakovat experimentalét dokazan jiz ped vice nez
desiti lety. Na pokusech s mySim modelem infektedelularnimi parazity bylo patrné, ze
mySi bez funknich cytotoxickych T lymfocyt velmi rychle podléhaly letalnimu Jgschu
infekce'”>. Pozdji byl vysvétlen i mechanismus cytotoxickéhdgmbeni. Opira se jednak o
interakci povrchovych molekul FasL s receptory Ragetovych buikach a déle o produkci
solubilnich serinovych protedz (granzyn které po vytveéeni poéru v cilové hice
molekulami perforifd vstupuji do jeji cytoplazmy a aktivuji kaspazovwaskadu s naslednou
smrti infikované biiky apoptézol’****” Uvedeny mechanismus je popsan v kapitole o

apoptotickych mechanismech 2.4.2.4.
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Poslednim subsetem T lymfoayikteré se spolupodileji na efektivni eliminaciekde,
jsou atypické T lymfocyty exprimujici na svém pcowa povrchovy receptor TgR. Tento
subtyp lymfocyil se vyznauje wtSinou absenci CD4 i CD8 na svém povrchu a vyjimyeni
vlastnostmi. Jejich receptor pro antigeny J&8RotiZ interaguje s antigeny prezentovanymi ve
spojeni s molekulou CD1 (na rozdil od klasické Hie&trikce u Th a Tc lymfocyj. Navic
je diky jiné konformaci schopen véazat antigenyd@gého charakteru. Jejich skéng
prakticky vyznam neni zcela jasny, nicraéibyly opakovas prokazany ve vysSich

procentech u mysich modehfekce intracelularhparazitickymi bakteriemi a u litf

2.4.4.2. B lymfocyty

Podle klasického konceptu protektivni imunity pratitracelularnim paraZim
piedstavuji B lymfocyty s produkci specifickych platiek pravdpodobré jen vedlejsi roli.
(Uvedeny koncept bwiné a humoralni imunity ma keny jiz v pracech Maikova a
Ehrlicha). Funkce B lymfocytje pod vedenim Th2 subsetu pomocnych T lymfibcgt zda
se, Ze by jsou po infekcicasto dlouhodob piitomny specifické protilatky vetitlé 19G,
nejsou tyto dostate¢ protektivni proti reinfekci, zejména g@nvirulentnimi kmeny.
V nékterych situacich dokonce mohotspbit zcela kontraprodukti¥n coz bylo prokazano
nag. u infekceLeishmanid®. Divodem selhani specifickych protilatek je prépodobre
fakt, Ze intracelularhlokalizovani parazité jsou od jejicligpbeni dostate¢ izolovany.

Oproti tomu se vSak v posledni @obmnoZi informace o jinych typech infekci
intracelularnimi parazity, pro¢é se zda byt protilatkova produkce dostateprotektivni
(nag. rodyBartonella, Brucellasi Ehrlichia)?” a tak skutény vyznam produkce specifickych
imunoglobulini v souvislosti s uvedenymi typy infekci musi byst}epodroben dkladné
revizi. Obecg lze fici, ze hlavni roli produkovanych protilatek je opgace invadujicich
mikrobii spojend s jejich naslednou fagocyt6zéiu s aktivaci komplementu. Interakci
s povrchovymi strukturami mikrdbrovnéz brani v jejich vstupu do hostitelskych kkn

2.4.5. Mechanismy prekonani obrannych funkci hostitele obech

Béhem vice nez miliardy let spdieé existence prokaryotnich a eukaryotnich
organisnii, v¢etre fenoménu intracelularnino parazitizmu, se vyvinoégreberné mnozstvi
mechanism, jeZz bakterie vyuZivaji ve 8y prosgch v ramci osidlovani novych prostor a

zaskavani novych Zivotnich zdiojVliv evoluce je vtomto ohledu bilateralni. Vzajpa
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interakce vedla k selékimu tlaku jak na hostitele, tak na parazitujickmorganismy a
logicky i k vyvoji efektivnich zfisoli obrany. Jak je schopen se vigdat s infekci
hostitelsky organismus bylorgdnetem gedchozich kapitol. Nyni se z&fime na gkteré
klicové mechanismy bakterialni.

Jiz Paul Ehrlich ve svéiednésce ip udélovani Nobelovych cen v prosinci roku 1908
poukazoval na zvlastni jev ,ztrdceni recefiton africkych parazit rodu Trypanosoma.
Svymi pozorovanimi nastartoval mnohaletou snahunmtagi a mikrobiologi o pochopeni
mikrobialnich mechanistn k prekonani protektivni imunity. V dnesni dohiz existuje
pomérné ucelena pedstava o moznych bakterialnichigpbech obrany, které jsou wznych
rodia nasngrovany proti odliSnym slozkdm imunity hostitele. daejtypitéjSi seradi nap.
zmeény povrchové vybavy bakterii vedouci k selhani ozpavani, stimulaci a nasledn
fagocytdzy profesionalnimi fagocyty. Bakterie, ez byly pohlceny, mohou zabranit
vyzravani fagozomu, vzniku fagolysozortiuz fagozomu unikaji. Jsou schopny interferovat
s nitrobugcnymi signélnimi drahami a brénit tak efektivnimubgeani ¢i ptimo indukovat
apoptézu nebo pyroptozu. Selhani indukce specifichénitni odpo¥di muZe souviset
se schopnosti bakterii zabranit zjejich zpracovanprezentaci patogennich antigena
povrchu APC. Nakonec velky mutagenni potencial madalje pripadou specifickou
imunitni odpoed*®491%9181 Nskteré stZejni poznatky shrnuje tabulka 4.

Tab. 4: Interakce mezi imunitnim systémem a inltdédenim parazitem (upraveno dle

Schmid-Hempel&?)

Casna indukovana

Faze obrany Ptirozena odposd’ odpod Adaptivni odpo¥d’ Imunitni pangt’
Cas minuty hodiny dny - tydny mésice - roky

Identifikace, - -

. Uvolnéni cytokini, :
fagocytoza, - Pl Transport antigenu
) infiltrace tkani v

aktivace buikami zartu do lymfatickych Vytvoreni Ba T
Reakce komplementu, diferenciace ' uzlin, rozpoznavani | >r/ntfocytérn|'
hostitele uvolréni nekterych . T a B lymfocyty, ymiog

. efektorovych bugk, e paneti
cytokini a S klonalni expanze,
! . I reakce akutni faze, ol
biologicky &innych uvolneni TNFo produkce protilatek
substrai (nag. NO)
Blok&da zastu, .

Zabrarni interference se algﬁsg:;l\”é btlggk’

rozpoznani zegnou | signalni siti, interferenf:)e F')se 4

povrchovych degradace signalnimi sEmi
Reakce struktur, blokadda antimikrobialnich intgerference se ' Zmena identity,
mikroba komplementu a peptidi, manipulace ZDracovanim a antigenni variace

¢innosti neutrofit, s vakuolami a l?ezentaci antiaén

blokada vyzravani | cytoskeletem ir:‘lterference 9e,

fagozému fagocyty, indukce 2

apoptozy s maturaci lymfocyi
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2.5. Pribéh priméarni infekce Francisella tularensis

Obecny Uvod #novany rkterym sEZejnim parametim vzajemné interakce mezi
hostitelskou bitkou a intracelularnim parazitem bude nyni vyuziebSimu pochopeni
klicovych faktoti virulenceF.t. Podobg jako v gedchozi kapitole by bylo mozné krok za
krokem analyzovat aktivity celého imunitniho systenhostitelského organismu. Zaifime se
nyni pouze na béh primarni infekce, tj. obdobi od prvniho kontakhakterie
s hostitelskym makrofagem az do jeho smrti. Dat&in$ infekce do okoli je pak doprovazeno
zpravidla indukci specifické imunity s rozvojem selarni imunitni odpasdi.

Doposud neni i@sré zndmo, které povrchové receptory makrafagrostedkovavaji
inicialni interakci &.t. Predpoklada se vSak, Ze ddvou ulohu sehravaji povrchové
receptory TLR 2399411 Nskteré prace row poukazuji na vyznam recepiompro
komplement CR3 a CR4a receptor pro mandzi, nicmérm jejich role je nejasna. Je
zajimavé, Ze ff@estoze jeF.t. gram-negativnim patogenem, jehoZjgh membrana obsahuje
LPS, bylo opakovahprokazano, e tato molekula maFu. strukturalni odlisnost?, diky
kterym reaguje s TLR 4 (hlavnim receptorem pro LRSB) minimal@ a pro jiné agonisty
receptoru TLR 4 nesobi kompetitivi®>’> V kontrastu k uvedené skdteosti, rékteré
stresové proteny.t. (nag. DnakK), indukuji cytokinovou odp@&d’ zavislou na TLR 4 a
adaptorovych proteinech MyD88 a zejména TRIF

Po vazi F.t. na zmhovany receptor TLR 2 (pra¥dodobré hlavni senzor hostitelské
bunky proF.t., viz. vySe) byla pozorovana aktivace signalni griflifrkB a to prostednictvim
adaptorového proteinu MyD&8 Predpoklada se spolidst i jinych adaptdr (nag. TIRAP),
které viak nejsou v bainé signalizaci nezastupitefiié Na stragt F.t. se se na kontaktu
s hostitelskou hitkou spolupodili adheziny, byly popsany i povrchgwé spojené se
sekrénimi systémy bakterie (pili typu IV, sekm systém typu Il a V"%

V ponerné rychlém sledu po kontakté.t. s fagocyty dochazi k jeji fagocytdze.
Ultramikroskopické studie demonstrovaly, Ze celpgms probiha velmi netragim a
z morfologického hlediska ojeditym zpisobem, ozn@mvanym jako tzv. ,looping
phagocytosis”. Tento typ fagocytozy je popisovakojaytvaeni asymetrickych panozek,
které z jedné strany ohr&nf-.t. s naslednym uzagnim do fagozomu Zasového hlediska je
iniciace fagocytdzy otazkotadow minut a jeji péibéh je zavisly na fitomnosti fosfatidyl
inositolu 3 (PI13), ktery je kinazou PI3K fosforyléw s naslednoutestavbou &kterych

cytoskeletalnich struktur, zejména akfntf.
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Vznikly fagozom podléha matufiaim djum, pi kterych se mini jeho struktura a
receptorova vybava. Zrajici fagozoémy postupexprimuji na svém povrchu ¢které
molekularni markery, jako napRab proteiny, EEA 1 (early endosomal antigen)p@zdnich
stadii LAMP 1 a 2. Fagolysozomy jsou definovany ngbovym vyskytem katepsinu D (viz.
vySe, kapitola 2.4.2.1.). Vipact infekce F.t. bylo s vyuZzitim fluorescemi mikroskopie
prokazano, Ze dhem 15ti minut exprimuje &Sina fagozém obsahujicich Zivodi mrtvou
F.t. prvni z popisovanych antigér- EEA 1. Jeho exprese klesa adidm 60ti minut, kdy se
postup® na fagozomalnim povrchu (visledku interakci s endozomy) objevuji molekuly
LAMP 1 a LAMP 2 (maximum asi za 2-4 hodiny po pmnkontaktu). Do tohoto okamziku
nebylo rozhodujici, zda pohiceRé. stale Zije. Nyni se v3ak jiz objevuji prvni roydihezi
osudem zivych a mrtvych mikrébZatimco fagozémy s mrtvynk.t. po ¢ase exprimuji na
svych povrSich i katepsin D (doSlo tedy k vznikugdlysozoOmu) a jsou postupn
acidifikovany, Zivé bakterie jsou tomuto osudu gahpzabranit. Zrani fagozomu v této fazi
zastavuji a nedochazi ani k jeho acidifikaci. Nalwyto zjiS€no, Ze Bhem 16ti hodin od
prvniho kontaktu se ménnez 15% vSech intracelularnich mikéolvyskytuje uvnit
fagozomi, takze je #ejmé, Ze nevyzraly fagozom opajsta vstupuji do volné cytoplazmy
hostitelské biiky. Mechanismus uniké.t. z fagozomu neni zcela jasny. Ultramikroskopické
studie ukézaly, Ze zanik fagozOmu ma&togharakteristické strukturaini vlastnosti. Jiztked
po infekci ziskava 25-50% fagozdndenzni plas z fibrilarniho materialu o tlowge 25-34
nm. Tato povrchova vrstva se vSak zahyimra rozruSovat, fagozomy vyttfana svém
povrchu puchiky a vezikulky a nasle@ndochazi k jeho lyze. Zatimco je do 90 min. od
prvniho kontaktu 80-90% vSech bakterii uyfiggozoni, klesa tento posn béhem 6 hod. na
50% a kthem 16ti hodin dokonce na 15% (viz. vy§g}o9:123:158
specifickymi signélnimi drahami. Jeden z efekbtracytoplazmatického vyskyttr.t. je
aktivace inflamazému a kaspéazy 1 s naslednou padukip a IL-18%. Principy sestaveni
inflamazému byly popsany v kapitole 2.4.2.2.2feftoZe bylo sestaveni a aktivace
inflamazému v souvislosti s infekdr.t. opakovald dokladovano, konkrétni receptorovy
peptid z rodiny NLR neni doposud znZm**#1% Detailni analyza podminek aktivace
inflamazému odhalila, Ze jeho aktivace a dalSialigace je zavisla na akti¥itranskrigniho
faktoru IRF 3 (transkrigni faktor, ktery niZze byt m.j. aktivovdn signalni drahou
TLR/TIRAM/TRIF/IRF 3). Jeho koédujici gen spada podgul&ni oblast ISRE/GAS
ovladanou transkrimim faktorem STAT 1(ili je pozitivné regulovan IFN. Mezi jeho

transkrigni produkty paf m.j. i IFNo a p'®. Aktivace inflamazému je nasledovéana nejen
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zvySenou produkci prozéifivych cytokini, ale i atypickou programovanou kgnou smrti
(pyroptézou - Bkdy uz do Sesti hodin), jejiz nastup je zpravidfmazre urychlen gidanim
agonist TLR (nag. LPS), které zvysuji intracytoplazmatické hladiprp-IL-1p a zarove
aktivuji transkrigni faktor IRF 32

V kontrastu s vySe uvedenymi daty vSak existujkaty, Ze intracytoplazmaticky se
vyskytujici F.t. béhem 24-48 hodin indukuje cytopatogenniény kompatibilni se smrti
apoptézou (jak jiz bylo zmémo vySe, zakladni charakteristiky apoptdzy jsourimnpm
rozporu s povahou pyroptozy, apoptdéza ve své ptdgiadsobi protizastlive). Jejim
spouscim momentem je pra¥godobr naruSeni integrity mitochondrialnich membran
s naslednym uvolmim cytochromu c a aktivaci kaspazy 9'83% Ngkteré recentni prace
rovnéz dokumentuji zvySeni exprese Fas infikovanyniikauni v @fimé souvislosti s tnikem
F.t. do burgéného cytosoltf”. Jedna studie dokonce prokazala, ?e indukce appg®
zavisla na fosforylaci ERK 1%2 Mechanismy aktivace apoptdzy jsou tedy pipediobrs
zavislé jak na indukci vySe zngimych kaspaz 3 a 9, tak na zasahu do sigrializh kaskad
MAPK. Telepnev et at®*® navic prokazal, Ze infekdet. interaguje jak se signalni drahou
MAPK (c-Jun a p38), tak N& jiz behem prvni hodiny infekce. Brani tak aktivaci
infikovanych makrofagy véetn: nasledné produkce prozdovych cytokini, jako IL-1 a
TNFa, coZz ve své podstatesSt vice gispiva nejen k anergii infikovanych btky ale i
k jejich vnimavosti uci proapoptotickym stimuim.

Pri vyctu cytopatickych zrn infikovanych bugk je treba vzpomenout i opakowan
pozorovany fenomén &mvné cytosolové sekvestraéet. do autofagozoin K uvedenému
procesu tzv. autofagie dochazi pr&ddobré v rdmci snahy infikované Iy ohrantit
bakterii z@t do uzaveného prostoru a je jednim Zipodnich jew dalSiho typu
programované buidné smrti (autofagicka bitna smrt). Tato forma programované bmé
smrti podobg jako apoptéza neindukuje zZdlivé zmeny, avSak je spojena s prezentaci
bakterialnich antigenve spojeni s molekulami HLA lIfidy a dochazi k ni cca po 24 hod.
infekcé®. Jak je vidt, jsou rékteré citované vysledky zta kontroverzni a bude jist
nezbytny dalSi vyzkum.

V prab¢hu priméarni infekce bylo dale opakowadokumentovano zvySeni produkce
nékterych cytokiri infikovanymi buikami, nap. IL-12 a IL-23, zejména po jejich stimulaci
IFNy. To miZe principial@ souviset (podohkh jako indukce inflamazému) se snahou
infikovanych bugk vytvorit vhodné prosedi pro co nejlepsi formu protekce a eliminace
infekce, t.j. indukci vyzravani ThO lymfoaytsmerem k Thl, ale pravgbodobr i k
Th17%%11? zarovei vak existuji dkazy o schopnosf.t. aktivovat infikované makrofagy
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alternativni cestou, ktera prajgbdobré prostednictvim IL-4 a I1L-23 moduluje specifickou
imunitni reaktivitu smrem k Th2 subsetu se s@snou inhibici protektivnich Thl
lymfocyti'®’. Na uvedeném dinku se podili mimo jiné i opakovanpopsana produkce
PGE19319 Otazka komplexniho imunomoduitdho viivu infekceF.t. na hostitele je stale
plna nejasnosti.

Na pozadi uvedenych mechanisstoji dnes jiz dote zmapované oblasti genorkdt.,
ozna&ované jako ostrovy patogenity. JakockiNé se jevi dva bakterialni operony, mglAB
(macrophage growth locus) a iglIABCD (intracellugmowth locus). Redpoklada se, Ze oblast
mglAB kéduje dva proteiny (MglA a MgIB), které mapravcEpodobré funkci regulétod
genové expres&’®® Funkce ¢yt proteimi kédovanych v oblasti iglABCD je nejasna.
Zvlastni pozornost si zaslouzi protein IgIC, 23k[peotein, ketry nema homologii
v bakterialnim s#te a byl proto ozngen jako hypoteticky protet’. Bylo dokumentovano,
Ze mutantni kmenyF. novicida s deletovanym genem iglC nejsou schopny prolierac
v mySich makrofazich. Uvedeny protein je prpabiobrd zodpowdny i za popisovanou
interakci F.t. se signalnimi drahami hostitelskych kkif'. Dalsi ostrovy patogenity se
mohou spolupodilet na utkgni sekréniho systému typu V1’ ¢ povrchovych pilug IV.
typu*®>,

Evolwni vyvoj tedy obdél F.t. celoufadou velmi dinnych mechanisiy kterymi je
schopna zabranit lokalni a generalizovanécttiég reakci hostitele a tim i jeji naslednée
eliminaci. Pouziva k tomu jak zmy povrchovych molekul (n&pLPS), tak produkctady
biologicky aktivnich proteifh, které brani v maturaci fagozému, uspbuji jeho lyzu a
nasledg zasahuji do nitrobuné signalizace. Diky ovlivmi cytokinové produkce
infikovanych makrofay navic nmize zasahovat do regulace imunitni odfabjako takove.
Schematicky jsou faktory virulence a mechanismgraitceF.t. s makrofagem znazainy
na obr.10.
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Obr. 10: Interakcé.t. s hostitelskou hikou (popis v textu)
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2.6. Zawr k teoretické &asti

Intenzivni vyzkum na poli bakteriologie, molekuléarhiologie a genetiky inesl
v poslednich letech enormni mnoZzstvi informaci anopatogenezi infekc&.t. | pres
vyvinuté Usili stale &stdva mnoho nevystleného. Jsou to zejména otazky uniku bakterie z
fagozomuci jeji interakce se zdtlivou aktivaci hostitelova imunitniho systému. jStetak
lze povaZovat za pouze dil Usgchy vytvaeeni rekterych subjednotkovych vakcin
(obsahujicich nap slozky LPSF.t.), které vSak doposud n@paSeji kompletni protekci
ockované osoby. V tomto ohledu zbyva {e$hnoho nejasnosti, k jejimz obja&sim bude

potreby odvést jegtmnoho prace.
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3. EXPERIMENTALNI CAST
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3.1. Problematika detekce aktivace makrofad a jeji praktické vyuZiti

V posledni dob pribyvaji situace, kdy ma jiz vySeni funkniho stavu butk
imunitniho systému prakticky a klinicky vyznam. Tghym prikladem, kdy uvedenyifstup
piindSi nezbytné informace, je test aktivace basafipacieni s alergickym onemoenim.
Ukazuje se, Ze furgki vySeteni v tomto ohledu poskytuje senzit#§gi informaci o reaktivit
imunitniho systému, neZ pouze vygeii specifickych IgEi prick testy”. Jinou situaci, kdy
muze analyza fundniho stavu buék mononuklearnich leukoaytpiinést dilezité informace,
je  nag. systémova zatliva odpowd imunitniho systému jako  soast
syndromu SIR¥®3184 podstatou uvedenych vyEaii je sledovani specifickych biomarker
(bilkovinnych molekul), jejichz exprese je typickgsociovana s aktivaci (nebo obé&cn
zmeénou funkniho stavu) konkrétnich bk Aby jakykoli funkeni test ginasel uziténé
informace, je fieba vzdy zodpasdét dve zakladni otdzky: 1) jaké markery vy&etat a 2)
kdy, jak a za jakych okolnosti dfeni provadt. Davodem je fakt, Ze vSechny popisované
fenotypové zrmainy maji velmi dynamicky a n&ase zavisly prbéh. (Ke zménam funkniho
stavu busk dochéazi daleko rychleji nez ke #mam v sérovych koncentraci specifickych
markefi zarétu.)

Abychom mohli vin vitro podminkach studovat futki stav busk monocyto-
makrofagové linie v gibéhu primarni infekce, bylo nezbytné nejprve vyiva detailré
popsat biologicky model. To znamena protokolarnpiisnbem nastavit parametryapeghu
laboratorni infekcei stimulace tak, aby zémy co nejvice kopirovaly skuteost a zaroue
byly reprodukovatelné. Bylo nezbytné stanovit kamcace stimulénich reagencii
s pihlédnutim na jejich toxicitu a biologickowinost. Dale zvolit nejvhodisi markery
exprese repetitivha zcela charakteristickym @gobem s ohledem na &jg8i podminky, 2) je
mozné je snadno &t a vysledky hodnotit.

Vysledkem uvedené snahy bylo definovani nami ddézlovanych povrchovych
markefi exprimovanych bikami monocyto-makrofagoveé linie vigehu jejich infekceci
stimulace, a to molekul CD54, CD16/32 a CD86. Uvedanolekuly byly mifeny
kvantitativre (sila exprese) pomociiokové cytometrie v gibéhu opakovanych tieni za
standardizovanych podminek. Fdnk stav bugk byl dale analyzovan pomoci
kvantitativnino stanoveni produkce NO¢imném v budném supernatantu a korelovan
s prezivanim bakterii po lyze hostitelskych BkinStudie tedy a smiSeny design, byla

hodnocena jak opakovand, tak nezavistéemi (viz. téZ kap. 1.3. a kap. 3.10.)
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3.1.1. Praktické vyuZiti priatokové cytometrie

Imunofluoresceéni analyza na fitokovém cytometru je instrumentalni vy&etaci
metoda, zaloZzena na éheni rady fyzikalnich a chemickych charakteristik jedivgtth
element v analyzovaném vzorku séasré. Rozvoj pfitokové cytometrie se datuje od 70. let
20. stoleti a byl umo&m pokroky v oblasti laserové technologie,¢ppatove techniky,
specifickych monoklonalnich protilatek a fluorestigich barviv. B analyze pomoci
pritokového cytometru jsou jednotlivé elementy ze kmohydrodynamicky usgmnény
(hydrodynamicka fokusace) tak, Ze postuprochazeji laserovym paprskem definované
konstantni vinové délky (u jednolaserovyckisgroji 488nm). B tomto prfichodu jsou
snimany parametry souvisejici srozptylem a odrazemtelného z#eni laseru
analyzovanymi elementy (&elné zéeni o stejné vinové délce jako ma zdroj). Jedna se
parametry FSC (forward light scatter, rozptyktsy v giimém sn&ru, odpovidajici velikosti
element) a SSC (side light scatter, odraztta v pravém Uhlu, odpovidajici granularit
element). Velkym rozsfenim je moznost pouziti fluores@mich barviv, konjugovanych
s monoklonalnimi protilatkami. Tato barviva po a®rii laserem excituji a naslédemituji
fluorescekni z&eni (s¥telné zdéeni o &tSi vinové délce, nez ma &lo zdroje) které je
snimano dalSimi senzory a vyhodnocovano jako paraRle 1-4 (podle p&tu pouZzitych
barviv).

Fluorescetinim barvivem mze byt v podstét jakakoli komplexni molekula
obsahujici ve své strukt nikolik benzenovych jader, které diky své prostorkegformaci
umoiuji excitaci elektroft po ozdeni laserovym paprskem o specifické vinové délce
(488nm). Excitované eletrony maji tendenci se mkslgracet na svoutwodni energetickou
hladinu, @i ¢emzZ je uvalovana energie v poddliluoresceriniho zdeni. Diky konsumpci
energie vSak emitované fotony maji vzdy mensi enemgz fotony exciténi a proto ma
fluorescerni z&eni delSi vinovou délku. Diky tomu je s pouzitiritrli a senzar PMT
(photo multiplier tube) toto zéni odliSitelné od Zéni zdroje. Mezi népastji pouzivané
fluorescewni barviva (fluorochromy) séadi FITC (fluorescein isothiokyanat s exéitam
maximem 488 nm a emisnim maximem 530 nin)fluorochromem PE (phycoerythrin
s excit&nim maximem 488 nm a emisnim maximem 580 nm). Pojeudluorochrom
konjugovan s monoklonalni protilatkou specifickyzgfci analyzovanou bgdnou strukturu,
ziskdme velmi jednoduchy argsny analyticky systém. Uvedenou technikou je mozné
vyznammié zvysit vyg€znost ngieni. V sodasné dob existuje velké mnozstvi komar

dodavanych monoklonalnich protilatekimpo konjugovanych s fluorescgrim barvivem.
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Veskeré parametry a udaje o o vydeanych biikach (t.j. FCS, SSC a fluorescain signaly
dle pouzitych fluoresce&mich barviv FL1 - FL4) jsou simultadnzaznamenavany a
analyzovany.

Pritokowé-cytometricka analyza tedy v realné&ase generuje velké mnozstvi hodnot
pfitazenych k jednotlivym gfenym elemeritm, odpovidajicich zemé nagti na gisluSnych
senzorech. Kazdy element (k&) tak ma v pa#ti pocitate prirazenu hodnotu FSC, SS a
FL1-FL4. Analogova zrna napti je dale digitalizovana do 1024 stiqvé digitalni Skaly
(219, tyto hodnoty jsou zobrazovany formou drgbodovych dot pldt nebo histograr) a
tabulek popisujicich zakladni statistické paragpnetireného vzorku (jako je pmer
aritmeticky, geometricky, sénodatnd odchylka apod.). Interpretace vystegki méieni
fluorescence frive byt v zasafl dvoji: bul’ je hodnoceno procento hiky u nichz je
fluorescence vysSi nez u negativni kontroly nebwognocena gmeérna fluorescence (MFI -
mean fluorescence indegi) jeji zména (AMFI) ve srovnani se vstupnim vyBmtim. V naSi

praci jsme pouzivali druhyfistup (viz. obr. 11)

Obr. 11: Odeet pfimérné fluorescence bk v jednotlivych fazich stimulace

MFI 1 MFI 2

16

MFI 1: CD 16/32 (Sas 0)
MFI 2: CD 16/32 (24 hod.,50 ng/ml LPS)
A MFI: MFI 2 - MFI 1

10° : 10

CD18/32 PE m

Mezi hlavni vyhody pitokové cytometrie pét rychlost, pesnost a objektivita
provedenych reni. V kratkém ¢asovém horizontu po ffpraw materialu je mozno
analyzovat velké mnozstvi eleméra jejich parametra to g minimalni spotebé reagencii.

S uvedenymi vyhodami souviseji Siroké moznosti fickkho vyuziti. V naSemifpadt bylo
mozné diky rychlosti metody provétd opakovand vyS&ni v pravidelnyché¢asovych
intervalech pro sledovani dynamiky &mexprese sledovanych molekul a zvySenéxyosti
vySeteni. Ugitymi nevyhodami pitokové cytometrie jsou ovSsem nemoznost vizualni
(morfologickeé) analyzy, vysoké piaovaci naklady na fitokovy cytometr a nutnost zazemi

vySkoleného a zkuSeného personalu.
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3.1.2. Charakteristika zvolenych povrchovych znaki

3.1.2.1. Intracelularni adhezni molekula-1 (CD54)

Molekula CD54 (ICAM-1; intercellular adhesion molée 1) je adhezivni protein
imunoglobulinové rodiny. Fyziologicky jeffiomen na lymfocytech, endotelovychriiach,
epitelialnich biikach, makrofazich a dendritickych itkach. CD54 je ligandem dalSich
adhezivnich molekul, LFA-1 (CD11a / CD18) a MacdlD{l1b / CD18). Exprese CD54 je
charakteristicky zvySena u btknimunitniho systému po jejich aktivaci, zejménaogjnové
a pomoci LPS (spada m.j. pod reguliaoblastkB i ISRE/GAS). ZvySeni jeho exprese na
neutrofilnich granulocytech bylo pozorovano hap pacieni v sepsi?® CD54 sehrava
dulezitou roli v mezibuscnych adhezich a signalizacich, coz prokazaly pokesynysich
modelech s blokujicimi monoklonalnimi protilatkdfii

V nasich m&enich byla pouzita kom&mé dodavana #ecci monoklonalni protilatka
téidy 1gG1l x proti mySim molekulam CD54 (klon 3E2)fimo zn&ena fluorescein

isothiokyanatem (FITC), vSechnatani byla provaéha s izotypovou negativni kontrolou.

3.1.2.2. Receptory pro Fc fragment IgG (CD16/32)

Monoklonalni protilatka nasénovana proti CD16 a CD32 reaguje s nepolymorfnim
epitopem extracelularnickasti molekul CD16 (R&RIll) a CD32 (FgRII), tedy s receptory
pro konstantnicdst molekuly IgG (gamdetézec). RPedpoklada se, Ze e interagovat i
s receptorem RRI (CD64). Exprese molekul CD16 a CD32 byla prokézaa NK biikach,
monocytech, makrofazich, v malé imina dendritickych hikach, dale na granulocytech,
mastocytech, B-lymfocytech a ¢kterych aktivovanych T-lymfocytech. Vzhledem
k vyznamné funkci v ramci interakce fagocytujiciohrnek s antigenem po jeho opsonizaci
imunoglobuliny se fedpoklada jeho zvysena exprese po jejich aktitaGeny pro tyto
receptory jsou pravghodobré pod dominantni regulaci sekvendd. VysSi hladiny exprese
byly mimo jiné pozorovany i u pacignse SIRE*"2

V nasi praci byla pouZzita krysi monoklonalni pitiia tidy IgG2b (klon 2.4G2),imo
znaend phycoerythrinem (PE). dni byla opt provadna s pouzitim izotypové negativni
kontroly.
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3.1.2.3. Kostimula&ni molekula CD86

Protein CD86 (B7-2) je jednim ze dvou zastupcoteini B7 (druhym je molekula CD
80; B7-1), ligand pro CD28 (kostimuleni molekula pitomna na aktivovanych
T-lymfocytech). CD86 je exprimovan naiznych bugénych typech, zejména antigen
prezentujicich btk&ch, makrofazich a splenickych dentritickychikéch a gkterych B-
lymfocytech. Interakce mezi CD86 / CD28 je kritickdamci indukce specifické imunitni
odpowdi*®® Predpoklada se zvySeni exprese u durstimulovanych vramci indukce
specifické imunitni odpaidi, coZ bylo prokazano i v klinickém konteXtti** Gen pro
CD86 spada m.j. pod reguld oblast ISRE/GAS.

Pro naSe analyzy byla pouzita krysi monoklonalotij@tka ¥idy lgG2a (klon RMMP-
1) piimo konjugovana s phycoerythrinem (PE)<&ibhi byla opt provadna s vyuZzitim

izotypové negativni kontroly.

3.1.3. Metodologické poznamky k detekci NO

K prikazu gitomnosti oxidu dusnatého (NO) v analyzovaném nedter bylo
vypracovano velké mnozZstvi detekch metod, které je mozno z praktického hlediska
rozc&lit na metody pimé detekce &li pruikaz samotného NO - napchemiluminisceéni
metoda, elektrochemicka metoda) a metodyfinep detekce (fikaz metabolit NO, zejm.
dusitaii a dustnami - Griessova metoda, vznik methemoglobinu). Jedmddicovych
charakteristik kazdé metody, kter&uwie jeji potencialni vyuziti, je deteki limit. Metody
chemiluminiscetini a elektrochemické pat mezi nejcitlivjsi (jsou schopny detekovat
fadow jednotky az stovky pM NO) ve srovnani s metodoa @riesse (deteki limit se
pohybuje kolem mM).

Principem chemiluminiscéni metody je nifeni luminiscetniho z&eni, t.j. s¥telného
z&eni ve viditelnésasti spektra. V fipack NO dochazi k jeho reakci s 0zénem za vzniku
oxidu dustitého v excitovaném stavurifmavratu excitovanych molekul na zakladni hladinu
dochéazi k emisi igbyte&ného zé&eni ve fornd swtelného zéeni, jehoz intenzita je (kma
koncentraci NO v analytu. Vyhodou chemiluminis&@n metody je jeji velkd citlivost,
moznost detekovatifmo molekuly NO, nicméh nevyhodou je natmost na fistrojové
vybaveni.

Elektrochemicka analyza oproti tomu vyuziva princigalvanickéhailanku. Sodasti

detektoru jsou d¥ elektrody, jedna je #fici a druha referémi. Na n&fici elektrod
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odevzdavaji molekuly NO elektrony za vzniku dusitaa dustnani. Vznikly elektricky
proud je nasledhmeren amperometricky a jeho velikost jegopimernd mnozstvi NO ve
zkoumaném materialu. Vyhodou uvedené metodiky jjejgenoduchost, vysokaigsnost a
spolehlivost. Diky velké rychlosti je mozné prowtlontinualni néfeni on-line. Nicmé# i
tato metoda vyZaduje specialrifigtrojové vybaveni v podeéldetekni elektrody a réiciho
zaizeni.

Pro nasSe &ely byla zvolena metoda némého méteni NO (tedy meni oxid&nich
produkii NO) podle Griesse. Jeji podstatou je spektrofotook& stanoveni iitomnosti
dusitari ve vySetovaném materialu a to po diazétéareakci se sulfanilamidem a nasledné
kopulaci s N-(1-naftyl) ethylendiaminem. Vysledngogukt je detekovan v oblasti 540-550
nm. Vzhledem k mozZnosti ovli¥ni vysledki analyzy pitomnymi nitro skupinami protein
je nutné provést ipd samotnou analyzou deproteinaci materialu,i.napntrifugaci
vysokych otékach nebo ultrafiltraci. Chemicka podstata Griegs@akce je znazoéna na
obr. 12.

Obr. 12: Rea#ni mechanismus NOF'pGriesso‘é reakci

0O, ONOO NADPH +H*
NO @ralreduklasa G6PDH
NADP*
SOZNH
He
diazotace
kopulace

HN_ NH— N— N‘@fsozm-c2

so ,NH,

Griessova metoda sama o &atanovuje pouze dusitany. Vzhledem k chemické pova
NO a NQ tvorit dale dusinany, je vhodné tyto nejprve redukovat naritelné dusitany.
K tomu slouzi enzym nitrat-reduktaza, kterou je nmpouzit ke zvySeniigsnosti niieni.
V nasSich pokusech byla pouzita pouze samotna @nesseakce bez redukce dirsn,
ktera byla podstathmére pracna &aso¥ nara@na a vysledky byly srovnatelné.

Jednotlivé metody giteni NO v analyzovaném vzorkuetre jejich predpokladanych

detekénich limitd jsou znazorény v tabulce 5. Rehledr jsou metody detekce popsany hap
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v praci Kupkové a Bene® O biologickych dincich a vyznamu stanoveni NO v analytu
bylo pojednano v kapitole 2.4.2.3.

Tab. 5: Metody fim¢ a nepimé detekce NO v materiah detekni limity

Detekce NO

PFima detekce Nep¥ima detekce

Chemiluminiscence Elektrochemicka detekce Griessova reakce

o ON OO
(_: dtredukta GEPDH

télo NADP™

detektoru
@so NH,

NO + 03 — NO,* + O,
NO,# — NO, + v

platinova
toda

‘ N:N / 3 SO,NH,
HN JNW
permeabllm
membrana

film
roztoku KCl

Spektrofotometrie:
540 nm

640-3000 nm

Detekéni limit: 1-2 pM Detekéni limit: 300 pM Detekéni limit: 5 pM

3.2. Pouzity material

3.2.1. Reagencie, hiky a infekce

MySi monocyto-makrofagova b&mna linie J774.2 odvozend z BALB/C mysi
(ECACC, No. 85011428Francisella tularensid.VS (ATCC 29684, American Type, Culture
Collection, Manasas, Va

Kultivaéni médium pro mysi hiky: Dulbecco’s MEM (modified Eagle’s medium)
s obsahem glutamatu (Glutamax-GIBCO, 3196602)Ls 10% FBS (fetalni bovinni sérum -
GIBCO). Kultivace buik probihala v kultivani lahvich 50ml, 25cf (Techno plastic
producty. Gentamicin $igma-Aldrich Co., G1272 roztok o koncentraci 10 mg/ml
v deionizované vag sterilrg filtrovan, testovan na bétnych kulturach), v koncentraci pro
pouZiti @i kultivaci burgk 5 ml/l.

Kultiva¢ni plotny pro Francisella tularensisLVS: McLeodiv agar pipravovany za
sterilnich podminek v laboraioUstavu klinické mikrobiologie FN HK, obsahujicownni
hemoglobin.

Lipopolysacharid £.coli (055:B5, Sigma-Aldrich Co., L288@) rekombinantni mysi
Interferony (Sigma-Aldrich Co., 14777)
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Monoklonalni protildtky pimo konjugované s FITC a PE: CD§BE, Immunotech),
CD54(FITC, BD Pharmingen)cD16/32(PE, BD Pharmingen)

Griessovo reagensigma-Aldrich, G4410pro nmeéfeni produkce NO.

Roztok fosfatového pufru PBS (NaCl 7,75gHRPO, 1,50g; KHPQO, 0,20g v 1 | dest.
vody), propidium jodid Sigma-Aldrich Co., 81845

3.2.2. Histrojové vybaveni

Pritokovy cytometr FACSCaliburBecton Dickinson, San Jose, USA, software Cell
QuestTM ver. 33 imunofluoresceini mikroskop Zeiss Axioskope 2 plugdrl Zeiss Vision
Gmbh, Hallbergmoos, GermanyELISA reader MULTISKAN RC Thermo Scientifig
Laminarni box Jouan, typ MSC.9Hermo Scientific CO, inkubator HeraeusThermo
Scientifig, centrifuga Allegra X-22Beckman-Coulter)Statisticka analyza byla provich
pomoci prograrin MedCalc (ver. 5.00.017) a SPSS Statistics (vef)17

3.3. Casovy protokol pokusi, provadéna méieni v jednotlivych intervalech

VSechny pokusy &y smiSeny design, t.j. byly analyzovany jak parasngdnotlivych
burgcnych populaci opakovanv pravidelnychéasovych intervalech (opakovanagieni,
within subjects effects), tak nezavisle nazmnych populacich ip vytvoieni odliSnych
podminek (nezavisla &eni, between subjects effects). Opakovargéeni byla provaéha
v ¢ase 0, dale vase 3 hod., 6 hod., 9 hod., 12 hod. a 24 hod. Zdéa intervalu byly
hodnoceny p&y mysSich bugk, jejich Zivotnost a fezivani bakterii, gitokow cytometricka
analyza vybranych povrchovych zrakysSich busk, fluorescetiné mikroskopicka analyza
pro optickou verifikaci a geni produkce NO v supernatantu.

Vzhledem ktomu, Ze vramci nezavislychéieni byl hodnocen efekt infekce a
stimulace, byla navrzenéyii riznd modelova schémata pro infekci a stimulaci. diedn
samotna stimulace neinfikovanych klknsamotna infekce nestimulovanych Bkira dale
infekce bukk po tech hodinach stimulace a nakonec stimulacesyo tech hodinach
kontaktu s infekciCas 0 v pipadt smidenych pokusbyl stanoven vzdy na okamzik, kdy
byly v systému fitomny ol komponenty, tedy jak infekce, tak stimulace. Pa¥dou
modelovou situaci byly vyhodnoceny minimaliii pokusy, celkem bylo tedy provedeno 60
nezavislych pokus Statistické analyzy byly provédy jak u celého souboru dat, tak
separovaé na jednotlivychtasovych modelech pro fgmeéni specifickych interakci faktar
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3.4. Metodika kultivace burgék pied zahajenim pokusu

Bunky mysSi monocyto-makrofagoveé linie J774.2 byly 481hped zahajenim pokusu
nasazovany do kulti¢aich lahvi s kultivédnim médiem Dulbecco’s MEM s glutamatem a
10% fetalniho bovinniho séra bez gentamicinu. Kotreee nasazovanych hikn do
kultivagni lahve byla 2x1® na 10 ml média. Biky byly nasleds kultivovany 48 hod.

v inkubatoru pi 37°C v 5% atmosi@& CQ.

3.5. Infekce burék

Po 48 hodinové kultivaci b&k v mediu bez gentamicinu (a@ipadré po dalSichitech
hodinach stimulace, viz. kap. 3.6.) byl&idana F. tularensisLVS kultivovana 24 h
36,6°C na Mc Leoday agaru. P&ty bakterii byly stanovovany podle optickych vlasti
jejich suspenze ve fosfatovém pufru (PBS). Optidefzita byla odgtana @i 550 nm
(ODssonm pomoci ELISA readeru. Multiplicita infekce bytastavena na 1:100. Bitma
linie byla vystavend-.tularensisLVS v dané multiplici¢ na 2 h pi 37°C v 5% atmosi@
CO, a nasled& resuspendovana do média s gentamicinem nail 3VC v atmosfée 5%
CO, a promyta médiem bez gentamicinu centrifuga®0@3 7 min). Takto fipravené

infikované buky byly dale v péibéhu pokusu kultivovany v médiu bez gentamicinu.
3.6. Stimulace burtk

Pro stimulaci buék (neinfikovanych nebo infikovanych - t.j. 3 hoah prvnim kontaktu
s infekci, viz. kap. 3.5.) byl pouzit lipopolysacitbE.coli v koncentraci 10 a 50 ng/ml média
a rekombinantni mysi interferonv koncentraci 100 a 1000 IU/ml média. Stindmiaagens
byla pridavana bd’ izolovareé (samotny LPSi IFNy) nebo v kombinacich (LPS 10 ng/ml
média + IFN 100 IU/ml média a LPS 50 ng/ml média + NFNO0O IU/ml média). VSechna
opakovana a nezavisl&ieni byla provaéha podle vySe uvedenyehsovych protoka (t.j.
opakovana r&eni vcasech 0, 3, 6, 9 a 24 hod.) a podle modelovychnsahénfekce a
stimulace (t.j. stimulace infikovanych btk infekce stimulovanych bgk, samotna
stimulaceti samotna infekce, viz. kap. 3.3.).
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3.7. Sledovéni Zivotnosti bugk a proliferace bakterii

V jednotlivych intervalech byly hodnoceny qip a Zivotnost mySich bik. Paty
burgk byly oweirovany manual& pomoci optické mikoskopie suspenze v Burkéroamarce,
jejich Zivotnost byla analyzovana za pomoci barv@/isi% roztokem trypanové midbda
pritokowe cytometricky pomoci barveni propidium iodidem {§iml PBS).

Stejre tak bylo hodnoceno v kazdém intervalurefivani bakterii. Infikované lilgy
byly 1x promyty ve fosfatovém pufru a dale resusjmyany do 1ml fosfatového pufru.
Vzorky o objemu 10Qul byly vysety na McLeotlv agar a nasle@n24 hod. kultivovany za
standardnich podminek v 36,6°C. Poté bylgigmy kolonie formujici jednotky (CFU).
Udéavana hodnota je dekadickym logaritmenitpcCFU (logCFU/mI).

3.8. Pritokové cytometricka analyza

Priprava materialu pro ptokow cytometrickou analyzu probihala dle standardniho
postupu. Do sady zkumavek (dle ¢po vySetovanych znak a kombinaci) bylo
rozpipetovano 5Qu suspenze butk (1x1C bursk) ve fosfatovém pufru (PBS) a naslédn
ptidany monoklonalni protilatkyifmo konjugované s fluoresaarim barvivem (ug/1x10
burgk). Protilatky byly inkubovany s hilkami po dobu 30 min. ip teplo& 2-8°C.
Nenavazané protilatky byly odstkary promytim butk v PBS a opakovanou centrifugaci
(200g, 3 min), celkem 3x. ipraveny materidl byl naslednanalyzovan pitokovym
cytometrem, minimalni gt analyzovanych bk byl stanoven na 2000. Hodnocena byla
pramérna intenzita fluorescence sledovanych &du(MFI - mean fluorescence index) a jeji

relativni zngéna ve srovnani s hodnotouwase 0.

3.9. Méreni produkce NO v supernatantu

Stanoveni oxidu dusnateho (NO) ve férmxidatniho produktu (dusitan- NO,) v
buné¢nych supernatantech bylo provedeno Griessovou raetodzorky supernatantu béia
v jednotlivych¢asovych intervalech byly nejprve deproteinizovacsnfrifugaci pi 16 0009,
15 min) a naslednhinkubovany 30 minut s Griessovym reagens v @goni/1 (150ul / 150
ul) pii laboratorni teplat na mikrotitr&ni destéce. Vysledna zina barvy, Grdrna mnozstvi
NO, anionfi byla objektivizovana spektrofotometricky, gnou absorbance &¥a o vinové

délce 550 nm (ORomp pomoci ELISA readeru.Pkazdém pokusu byla zkonstruovana
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kalibratni kiivka (pomoci referetnich roztok NaNQ,), umozujici vypaiet koncentrace
NO, v materialu wuM/I. Vysledn& hodnota je udavana jako relativnistap ve srovnani

s hodnotou ¥ase 0.
3.10. Metodologie statistického zpracovani vysledk obecny linearni model

Vzhledem ke smiSenému designu experimentalni s{adimavisla a opakovanaseni,
viz. téz kapitoly 1.3., 3.1. a 3.3.) je nejvhépi komplexni analytickda metoda smiSena
faktorialni ANOVA konceptualizovand spolu s mnégtmou regresi do obecného linearniho
modelu (GLM - general linear model). Vyhodou uvestem analytického ifstupu je
minimalizace elementarnich geinich kroki a s tim spojena redukce kumulované statistické
chyby 1. druhu (t.j. i opakovanych testech exponencélse zvySujici prawibodobnost
nadhodného nélezu statistické vyznamnosti v sithaditeré jsou prakticky bez vzajemného
vztahu - experiment-wise err8f)

Pro ziskani validnich vysledkGLM je nutné, aby analyzovana datanspiala rékteré
podminky. Mezi nejtllezitéjSi pati normalni rozdleni (hodnoceni Sikmosti, strmosti,
Kolmogorowiv-Smirnoviv  (K-S) test), u nezavislych &eni je pak nezbytna jejich
stejnorozptylovost (homoskedasticita dat, testovamaneovym testerti pomeér nejwtsiho
a nejmensiho rozptylu musi byt < 2) a u opakovangetieni symetrie rozptul chyb
(sféricita, testovana Mauchlyho testem).

Je-li naruSena podminka sféricity dat (signifikantfauchlyho test), jsou aplikovany
korekce epsilon upravujici vysledek do akceptowdted zobecnitelné podoby. Principem
uvedené korekce je redukce stiipsolnosti. V naSemifipact byla pouzita korekce epsilon
dle Greenhouse a Geissera (je velmi konzervativni).

Kazda analyza opakovanychefani je dale dopkna vypd@tem jednoduchych kontrast
(srovnani vSech #teni s jednim referénim), opakovanych kontras{porovnani vzdy dvou
po sold nasledujicich gteni) a polynomialnich kontrast(testuji tendenci zavislosti, t.|.
linearni, kvadratickou, kubickodi vySSihotadu). U nezavislych #ieni jsou aplikovany
post-hoc testy, né&astji test Tukey HSD a Bonferroniho test.

Komplexni vysledky popisujici statistickou vyznamshojsou navic doptmy
standardizovanou velikosti efektu nezavisle pnomé na prornnou zavislou. V analyzach
je pouZivan zejména parametr partial eta squamtidp?), ktery je mozné interpretovat (po
vynasobeni 100) jako procento unikatni variabiivisle prominné, které je vysileno

nezavisle profnnou®.
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Pri vypocétech pravdpodobnosti eliminace infekce makrofagy byly aplikay postupy
logistické regrese. Hlavnim vystupem pro jednotfaiéory jsou hodnoty exp(B) (neb&;&i
odds ratio), neboli kolikrat se zvysi Sance (ODD#jninace infekce (pravghodobnost
eliminace / prav&podobnost feziti) @i zvySeni faktoru o jednotku. Velmitghlednym
zdrojem informaci o metodach aplikované statisjikigniha A. Field&’.

Pro zjednodu$eni situacei pstatistické analyze je vhodné vztahy v analyzéwan
souboru znazornit graficky (SEM - structural equatmodelling). V nasledujicim schématu
(obr. 13) jsou znazo#ny nezavisle proknnéci prediktory (stimulace / infekce / vzajemny
vztah vzhledem kKasovému aspektu), latentni zavisle pgama (funkni stav buiky), tedy
promenna, kterou neni moznééiit primo a je k tomuitba vyuZzit jiné parametry, v naSem
piipadt fenotyp (reprezentovany konkrétnimi hodnotami NEdnotlivych znak v ¢ase) a
metabolismus hiky (hodnocena podle aktivity INOS a produkce N@).Z&jmé, Ze i mezi
uvedenymi zavisle pro#gnnymi existuje vzajemny vztah (minimélize pedpokladat, Ze
zmeny fenotypu koreluji se zémami metabolickymi). Furtni stav buiky je dale dlezitym
prediktorem pitbéhu infekce, na &mz zavisi i pezivani infekceF.t. LVS, které zptné
funkéni stav buky rovnéZz ovliviiuje. Vzhledem k nemoznostitipmo kvantifikovat stav
aktivace hostitelské liky, je mozno ktomuto delu pouzit parametry fenotypu a
metabolické aktivity a predikovat tak osud infekce.

Statisticka analyza byla provlith pomoci progratnMedCalc (ver. 5.00.017) a SPSS
Statistics (ver. 17.0).

Obr. 13: Strukturalni model pokiupro statistickou analyzu

\M/g L]
ey N

@ @ MFI 2
Funk éni stav MFI 3
bunky

(aktivace/anergie)

pribéh infekce
Prezivani F.t.
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4. VYSLEDKY
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4.1. Fiklady vystupa z cytometrické analyzy a fluoresceéni mikroskopie

4.1.1. Exprese CD54

1) Histogram 2) Dot plot

CD 54 (6 hod. / LPS 50 ng/ml)

1023

32

® CD 54 (Gas 0)
® CD 54 (6 hod. LPS 50 ng/ml)
® CD 54 (6 hod. IFNy 1000 1U/ml)

Side Scatter

Everts

L HUN |} |
10° 10°
CD 54 FTC m

3) Fluoresce#ni mikroskopie

a)

a) CD54 (Cas 0)
b) CD54 (6 hod / IFNy 1000 1U/ml)
c) CD54 (6 hod / LPS 50 ng/ml)
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4.1.2. Exprese CD16/32

1) Histogram

16

® CD 16/32 (Zas 0)
® CD 16/32 (24 hod. LPS 50 ng/ml)
® CD 16/32 (24 hod. IFNy 1000 IU/ml)

Ewents

10*
CD16/32 PE m

3) Fluoresce#ni mikroskopie

a)

2) Dot plot

CD 16/32 (24 'hod, / LPS 50 ng/mi)

1023

Side Scatter

a) CD 16/32 (¢as 0)
b) CD 16/32 (24 hod / IFNy 1000 1U/ml)
c) CD 16/32 (24 hod / LPS 50 ng/ml)
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4.1.3. Exprese CD86

1) Histogram

2) Dot plot

o 3
S g CD 86 (24'hod. / LPS 50 ng/ml)
® CD 86 (¢as 0)
® CD 86 (24 hod. LPS 50 ng/ml)
® CD 86 (24 hod. IFNy 1000 1U/ml)
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I
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3) AnalyzaAMFI pomoci Kolmogorova-Smirnova testu
CD 86 (24 hod. / LPS 50 ng/ml)
)
Kolmogorov-Smirnov Statistics 2
File: Cista.001 feno L2 24hod..010
Parameter: FL1-H FL1-H
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4.2. Zavislost absolutnich hodnot MFI a zrény MFI CD54 na ¢ase bez ohledu na

dalSi proménné a s ohledem nafitomnost infekce a stimulace

Zakladni ANOVA:

Measure:MEASURE_1

Tests of Within -Subjects Effects

Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
cas Sphericity Assumed 9365,981 5 1873,196 30,869 ,000
Greenhouse-Geisser 9365,981 2,736 3422,878 30,869 ,000
¢as * stim_2 Sphericity Assumed 8952,039 15 596,803 9,835 ,000
Greenhouse-Geisser 8952,039 8,209 1090,533 9,835 ,000
Error(¢as) Sphericity Assumed 16990,852 280 60,682
Greenhouse-Geisser 16990,852 153,232 110,883
Trend vyvoje MFI CD54 ¥ase bez ohledu na dalSi promé:
Tests of Within -Subjects Contrasts (polynomial)
Type Il Sum of
Source ¢as Squares df Mean Square F Sig.
¢as Linear 4722,890 1 4722,890 18,726 ,000
Quadratic 10716,468 1 10716,468 91,455 ,000
Cubic 14,116 1 14,116 ,560 457

Vyznamnost rozdil mezi jednotlivymicasovymi intervaly bez ohledu na dalSi pomé:

Tests of Within -Subjects Contrasts (repeated)

Type Il Sum of
Source ¢as Squares df Mean Square F Sig.
¢as Level 1 vs. Level 2 6897,268 1 6897,268 70,946 ,000
Level 2 vs. Level 3 2878,396 1 2878,396 26,212 ,000
Level 3 vs. Level 4 21,473 1 21,473 ,322 ,572
Level 4 vs. Level 5 3,753 1 3,753 ,129 721
Level 5 vs. Level 6 4268,707 1 4268,707 44,814 ,000

Vyznamnost rozdil mezi jednotlivymicasovymi intervaly a vstupni hodnotou bez ohl
na dalSi pronné:

Tests of Within-Subjects Contrasts (simple)

Type Il Sum of
Source ¢as Squares df Mean Square F Sig.
¢as Level 2 vs. Level 1 6897,268 1 6897,268 70,946 ,000
Level 3 vs. Level 1 18687,021 1 18687,021 64,969 ,000
Level 4 vs. Level 1 19975,417 1 19975,417 76,402 ,000
Level 5 vs. Level 1 20526,737 1 20526,737 61,405 ,000
Level 6 vs. Level 1 6074,052 1 6074,052 16,705 ,000

67



Vyznamnost efektdasového modelu na MFI CD54&®se (Post-hoc, Bonferroni)

(1) pfitomnost stimulace (J) pfitomnost stimulace Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.?

bez stimulace stimulace po infekci -13,424 5,248 ,013
stimulace pred infekci -25,565" 5,248 ,000
samotna stimulace -13,553" 5,248 ,012

stimulace po infekci bez stimulace 13,424 5,248 ,013
stimulace pred infekci 12,141 3,711 ,002
samotna stimulace -,130 3,711 972

stimulace pred infekci bez stimulace 25,565 5,248 ,000
stimulace po infekci 12,141 3,711 ,002
samotna stimulace 12,011 3,711 ,002

samotna stimulace bez stimulace 13,553 5,248 ,012
stimulace po infekci ,130 3,711 ,972
stimulace pred infekci -12,011° 3,711 ,002

(stim_2: samotna infekce / stimulacée@ infekci / stimulace po infekci / samotna

stimulace)

CD54: Zavislost MFI natase bez ohledu na dalSi faktory afiblpdnutim nacasovy

model

CAS (Error Bars: 95.% CI)

b 3 5 5 2 2
CAS (hod): Error Bars: 95.% CI

pitomnost stimulace
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4.2.1. Zavislost absolutnich hodnot MFI CD54 n#éase, zakladniméasovém schématu

a typu stimulace, gritomnosti infekce a davce LPS a IFi

A) Samotna infekce:

Zakladni ANOVA pro samotnou infekci

Tests of Within -Subjects Effects *

Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
cas Sphericity Assumed 126,940 5 25,388 7,165 ,000
Greenhouse-Geisser 126,940 1,722 73,702 7,165 ,017
Error(¢as) Sphericity Assumed 88,588 25 3,544
Greenhouse-Geisser 88,588 8,612 10,287

piitomnost stimulace: bez stimulace

20,00

10,00

T T T T T T
FI(CD54) MFI (CD54) MFI (CD54) MFI(CD54) MFI (CD54) MFI (CD54)
GasO  cas3  cas6  cas9 = cas12  cas24

Error Bars: 95.% Cl

B) Samotna stimulace

Zakladni ANOVA procasovou zrinu MFI CD54 s ohledem na zvolené stintmiaagens
a davku bez infekce (pozn. prémma stimulace nabyva hodnot: bez stimulace; LPS;
IFNy; LPS+IFNy)

Tests of Within -Subjects Effects *
Type Ill Sum of Partial Eta

Source Squares df Mean Square F Sig. Squared
Cas Sphericity Assumed 10609,654 5 2121,931 117,857 ,000 ,908

Greenhouse-Geisser 10609,654 2,001 5302,030 117,857 ,000 ,908
Cas * Sphericity Assumed 2485,646 10 248,565 13,806 ,000 ,697
ptimulace Greenhouse-Geisser 2485,646 4,002 621,084 13,806 ,000 ,697
Cas * Sphericity Assumed 42,929 5 8,586 ATT , 792 ,038
stimulace * .
lps Greenhouse-Geisser 42,929 2,001 21,453 ATT ,627 ,038
Cas * Sphericity Assumed 322,637 5 64,527 3,584 ,007 ,230
;wgnmace " Greenhouse-Geisser 322,637 2,001 161,234 3,584 043 230
Error(Cas) Sphericity Assumed 1080,261 60 18,004

Greenhouse-Geisser 1080,261 24,013 44,987
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Jednoduché kontrasty analyzujici rozdily mezi jeliinoni métenimi a vstupni hodnotou
(¢as 0 —level 1) v zavislosti na pouzitém stindnian agens a jeho davce:

Source ¢as df F Sig. Partial Eta Squared
cas Level 2 vs. Level 1 1 179,844 ,000 ,937
Level 3 vs. Level 1 1 178,300 ,000 ,937
Level 4 vs. Level 1 1 226,937 ,000 ,950
Level 5 vs. Level 1 1 389,128 ,000 ,970
Level 6 vs. Level 1 1 312,806 ,000 ,963
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2 34,143 ,000 ,851
Level 3 vs. Level 1 2 22,283 ,000 ,788
Level 4 vs. Level 1 2 13,820 ,001 ,697
Level 5 vs. Level 1 2 10,759 ,002 ,642
Level 6 vs. Level 1 2 9,245 ,004 ,606
¢as * stimulace * Ips Level 2 vs. Level 1 1 173 ,685 ,014
Level 3 vs. Level 1 1 ,018 ,896 ,001
Level 4 vs. Level 1 1 ,399 ,539 ,032
Level 5vs. Level 1 1 ,007 ,933 ,001
Level 6 vs. Level 1 1 527 ,482 ,042
¢as * stimulace * ifng Level 2 vs. Level 1 1 ,022 ,885 ,002
Level 3 vs. Level 1 1 ,029 ,867 ,002
Level 4 vs. Level 1 1 ,089 771 ,007
Level 5 vs. Level 1 1 1,133 ,308 ,086
Level 6 vs. Level 1 1 15,632 ,002 ,566
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 12
Level 3 vs. Level 1 12
Level 4 vs. Level 1 12
Level 5 vs. Level 1 12
Level 6 vs. Level 1 12

Post-hoc test (Tukey HSD): srovnani signifikanakfzvolenych stimulénich agens.

a

Multiple Comparisons

(1) stimulaéni  (J) stimula¢ni | Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

agens agens J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

LPS IFNg 1,8123 3,04375 ,825 -6,3080 9,9326
LPS+IFNg -11,8626" 3,04375 ,006 -19,9829 -3,7423

IFNg LPS -1,8123 3,04375 ,825 -9,9326 6,3080
LPS+IFNg -13,6749° 3,04375 ,002 -21,7952 -5,5546

LPS+IFNg LPS 11,8626 3,04375 ,006 3,7423 19,9829
IFNg 13,6749 3,04375 ,002 5,5546 21,7952

Casové osa vyvoje MFI CD54 u samotné stimulace isk@sti na zvoleném stimulaim
agens:

stimulace: samotna stimulace

stimulacni agens
1 bez stimulace
ILPs

IFNg
T LPS+HENg
60,00

20,00

T T T T T T
MFI(CD54) MFI(CD54) MFI(CD54) MFI(CD54) MFI (CD54) MFI (CD54)
Gas0  cas3  cas6  cas9  cas12  cas2d

Error Bars: 95.% CI
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C) Stimulace po infekci

Zakladni ANOVA procasovy vyvoj MFI CD54 ase v pipact stimulace po infekci
v zavislosti na zvoleném stimdlam agens a jeho davce:

Tests of Within -Subjects Effects ?
Type Ill Sum Partial Eta
Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed 10848,857 5 2169,771 54,411 ,000 ,819
Greenhouse-Geisser 10848,857 1,785 6079,460 54,411 ,000 ,819
€as * stimulace Sphericity Assumed 4925,053 10 492,505 12,350 ,000 ,673
Greenhouse-Geisser 4925,053 3,569 1379,945 12,350 ,000 ,673
¢as * stimulace Sphericity Assumed 10,497 5 2,099 ,053 ,998 ,004
" lps Greenhouse-Geisser 10,497 1,785 5,882 ,053 ,934 ,004
€as * stimulace Sphericity Assumed 99,951 5 19,990 ,501 774 ,040
" ifng Greenhouse-Geisser 99,951 1,785 56,011 501 502 040
Error(¢as) Sphericity Assumed 2392,654 60 39,878
Greenhouse-Geisser 2392,654 21,414 111,733

Jednoduché kontrasty (aktualnéieni ve srovnani se vstupni hodnotou) v jednotlivych
situacich:

Source cas df F Sig. Partial Eta Squared
cas Level 2 vs. Level 1 1 65,387 ,000 ,845
Level 3 vs. Level 1 1 94,742 ,000 ,888
Level 4 vs. Level 1 1 100,577 ,000 ,893
Level 5 vs. Level 1 1 65,834 ,000 ,846
Level 6 vs. Level 1 1 181,446 ,000 ,938
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2 15,291 ,001 , 718
Level 3 vs. Level 1 2 21,332 ,000 ,780
Level 4 vs. Level 1 2 20,693 ,000 775
Level 5 vs. Level 1 2 14,419 ,001 , 706
Level 6 vs. Level 1 2 51,885 ,000 ,896
¢as * stimulace * Ips Level 2 vs. Level 1 1 ,000 ,983 ,000
Level 3 vs. Level 1 1 ,015 ,904 ,001
Level 4 vs. Level 1 1 ,013 ,910 ,001
Level 5 vs. Level 1 1 ,052 ,824 ,004
Level 6 vs. Level 1 1 173 ,685 ,014
¢as * stimulace * ifng Level 2 vs. Level 1 1 ,002 ,962 ,000
Level 3 vs. Level 1 1 ,289 ,601 ,024
Level 4 vs. Level 1 1 ,381 ,549 ,031
Level 5 vs. Level 1 1 279 ,607 ,023
Level 6 vs. Level 1 1 2,228 ,161 ,157
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 12
Level 3 vs. Level 1 12
Level 4 vs. Level 1 12
Level 5 vs. Level 1 12
Level 6 vs. Level 1 12
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Post-hoc test (Tukey HSD): efekt zvoleného stirgnilao agens

Multiple Comparisons

a

(I) stimulaéni  (J) stimula¢ni | Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

agens agens J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

LPS IFNg -9,9683 4,66330 ,124 -22,4094 2,4727
LPS+IFNg -30,6772 4,66330 ,000 -43,1183 -18,2362

IFNg LPS 9,9683 4,66330 ,124 -2,4727 22,4094
LPS+IFNg -20,7089° 4,66330 ,002 -33,1499 -8,2678

LPS+IFNg LPS 30,6772 4,66330 ,000 18,2362 43,1183
IFNg 20,7089 4,66330 ,002 8,2678 33,1499

Casové osa vyvoje MFI CD54dase pi stimulaci po infekci v zavislosti na zvoleném
stimulanim agens:

stimulace po infekci

100,00

80,007

60,00

40,00

20,00

ILPS

IFNg
T LPS+FNg

D) Stimulace ped infekci

T T T T T T
MFI(CD54) MFI(CD54) MFI(CD54) MFI(CD54) MFI1(CD54) MFI (CD54)
cas 0 cas 3 cas 6 cas 9 cas 12 tas 24

Error Bars: 95.% CI

stimulaéni agens
T bez stimulace

Zakladni ANOVA procasovy vyvoj MFI CD54 ase v pipact stimulace ped infekci
v zavislosti na zvoleném stimdlam agens a jeho davce:

Tests of Within -Subjects Effects *

Type Il Sum Partial Eta
Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed 5150,461 5 1030,092 17,869 ,000 ,598
Greenhouse-Geisser 5150,461 2,874 1792,301 17,869 ,000 ,598
€as * stimulace Sphericity Assumed 811,540 10 81,154 1,408 ,199 ,190
Greenhouse-Geisser 811,540 5,747 141,203 1,408 ,241 ,190
€as * stimulace Sphericity Assumed 14,015 5 2,803 ,049 ,998 ,004
" lps Greenhouse-Geisser 14,015 2,874 4,877 ,049| 983 ,004
€as * stimulace Sphericity Assumed 87,344 5 17,469 ,303 ,909 ,025
* ifng Greenhouse-Geisser 87,344 2,874 30,395 303 815 025
Error(¢as) Sphericity Assumed 3458,731 60 57,646
Greenhouse-Geisser 3458,731 34,484 100,300
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Jednoduché kontrasty (aktualnéieni ve srovnani se vstupni hodnotou) v jednotlivych

situacich:
Source ¢as df F Sig. Partial Eta Squared
cas Level 2 vs. Level 1 1 36,384 ,000 ,752
Level 3 vs. Level 1 1 11,788 ,005 ,496
Level 4 vs. Level 1 1 20,874 ,001 ,635
Level 5 vs. Level 1 1 9,651 ,009 ,446
Level 6 vs. Level 1 1 13,487 ,003 ,529
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2 6,757 ,011 ,530
Level 3 vs. Level 1 2 1,657 ,231 ,216
Level 4 vs. Level 1 2 2,179 ,156 ,266
Level 5 vs. Level 1 2 3,626 ,059 377
Level 6 vs. Level 1 2 1,880 ,195 ,239
¢as * stimulace * Ips Level 2 vs. Level 1 1 ,009 ,926 ,001
Level 3 vs. Level 1 1 ,028 ,869 ,002
Level 4 vs. Level 1 1 ,022 ,885 ,002
Level 5vs. Level 1 1 ,195 ,667 ,016
Level 6 vs. Level 1 1 ,045 ,836 ,004
¢as * stimulace * ifng Level 2 vs. Level 1 1 ,244 ,630 ,020
Level 3 vs. Level 1 1 , 718 413 ,056
Level 4 vs. Level 1 1 ,345 ,568 ,028
Level 5 vs. Level 1 1 ,002 ,968 ,000
Level 6 vs. Level 1 1 ,049 ,829 ,004
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 12
Level 3 vs. Level 1 12
Level 4 vs. Level 1 12
Level 5 vs. Level 1 12
Level 6 vs. Level 1 12

Post-hoc test (Tukey HSD): efekt zvoleného stirtnilao agens

Multiple Comparisons

a

(1) stimulaéni  (J) stimula¢ni | Mean Difference (I- 95% Confidence Interval

agens agens J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound

LPS IFNg 1,1028 4,41938 ,966 -10,6875 12,8931
LPS+IFNg -16,0122" 4,41938 ,009 -27,8025 -4,2219

IFNg LPS -1,1028 4,41938 ,966 -12,8931 10,6875
LPS+IFNg -17,1150° 4,41938 ,006 -28,9053 -5,3247

LPS+IFNg LPS 16,0122 4,41938 ,009 4,2219 27,8025
IFNg 17,1150 4,41938 ,006 5,3247 28,9053

73



Casova osa vyvoje MFI CD54dase i stimulaci gred infekci v zavislosti na zvoleném
stimulanim agens:

stimulace: stimulace pred infekci

stimulaéni agens

T bez stimulace
100,00 Iirs

IFNg
T LPS+FNg

T T T T T T
MF|(CD54) MFI(CD54) MFI(CD54) MFL(CDS4) MFI (CD54) MFI (CD54)
cas0 = cas3 ~ casb = cas9 = Gasi2  cas24

Error Bars: 95.% CI

4.2.2. Relativni vzestup MFI CD54 AMFI(6) CD54) po Sesti hodinach v zavislosti na
zvoleném modelu

Zakladni ANOVA pro vztah zvoleného modelu stimuladefekce {asovy model x
stimulani agens) na zému MFI CD54 v¢ase 6 hod.:

ANOVA
MFI (absolutni vzestup) (CD54) ¢as 6
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 12191,020 9 1354,558 14,172 ,000
Within Groups 4778,944 50 95,579
Total 16969,963 59

Krabickovy graf: relativni vzestup exprese CD54 po 6tidihach v zavislosti na
podminkéach infekce a stimulace (pro post-hoc testa jako refereténi zvolena zréna
pii samotné infekci)
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4.3. Zavislost absolutnich hodnot MFI a zrény MFI CD16/32 na¢ase bez ohledu na

dalSi proménné a s ohledem nafitomnost infekce a stimulace

Zakladni ANOVA:
Tests of Within -Subjects Effects
Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
¢as Sphericity Assumed 31247,868 5 6249,574 32,849 ,000

Greenhouse-Geisser 31247,868 2,128 14682,827 32,849 ,000
¢as * stim_2 Sphericity Assumed 56041,645 15 3736,110 19,638| ,000

Greenhouse-Geisser 56041,645 6,385 8777,663 19,638| ,000
Error(¢as) Sphericity Assumed 53270,934 280 190,253

Greenhouse-Geisser 53270,934 119,179 446,984

Trend vyvoje MFI CD16/32 bez ohledu na dalSi ptomeé:

Tests of Within -Subjects Contrasts (polynomial)

Type 1l Sum of
Source ¢as Squares df Mean Square F Sig.
éas Linear 53889,542 1 53889,542 49,872 ,000
Quadratic 2613,154 1 2613,154 4,452 ,039
Cubic 3,740 1 3,740 ,049 ,825

Vyznamnost rozdil mezi jednotlivymicasovymi intervaly bez ohledu na dalSi psome:

Tests of Within -Subjects Contrasts (repeated)
Type 1l Sum of

Source cas Squares df Mean Square F Sig.

cas Level 1 vs. Level 2 7873,938 1 7873,938 31,628 ,000
Level 2 vs. Level 3 4714,584 1 4714,584 59,255 ,000
Level 3 vs. Level 4 4787,552 1 4787,552 22,295 ,000
Level 4 vs. Level 5 367,785 1 367,785 2,268 ,137
Level 5 vs. Level 6 1198,586 1 1198,586 1,456 ,232

Vyznamnost rozdil mezi jednotlivymicasovymi intervaly a vstupni hodnotou bez ohledu
na dalSi pronné:

Tests of Within -Subjects Contrasts (simple)
Type 1l Sum of

Source cas Squares df Mean Square F Sig.

cas Level 2 vs. Level 1 7873,938 1 7873,938 31,628 ,000
Level 3 vs. Level 1 24774,144 1 24774,144 74,003 ,000
Level 4 vs. Level 1 51343,110 1 51343,110 99,449 ,000
Level 5 vs. Level 1 60401,863 1 60401,863 106,209 ,000
Level 6 vs. Level 1 78617,712 1 78617,712 46,495 ,000
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Vyznamnost efektdasového modelu na MFI CD16/3Zase (Post-hoc, Bonferroni)

(1) pfitomnost stimulace (J) pfitomnost stimulace Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.?

bez stimulace stimulace po infekci -30,878" 8,496 ,004
stimulace pred infekci -68,565" 8,496 ,000
samotna stimulace -35,943" 8,496 ,001

stimulace po infekci bez stimulace 30,878 8,496 ,004
stimulace pred infekci -37,687" 6,008 ,000
samotna stimulace -5,065 6,008 1,000

stimulace pred infekci bez stimulace 68,565 8,496 ,000
stimulace po infekci 37,687 6,008 ,000
samotna stimulace 32,622 6,008 ,000

samotna stimulace bez stimulace 35,943 8,496 ,001
stimulace po infekci 5,065 6,008 1,000
stimulace pred infekci -32,622 6,008 ,000

(stim_2: samotna infekce / stimulacée@ infekci / stimulace po infekci / samotna

stimulace)

CD16/32: zavislost MFI n&ase bez ohledu na dalSi faktory a s ohledem

model

MFI

MFI

3 & 3
€AS  (Error Bars: 95.%Cl)

CAS (hod): Error Bars: 95.% CI

naeayol
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4.3.1. Zavislost absolutnich hodnot MFI CD16/32 nafase, zakladnim éasovém

schématu a typu stimulace, pitomnosti infekce a davce LPS a IFi

A) Samotna infekce:

Zakladni ANOVA pro samotnou infekci

Tests of Within -Subjects Effects *
Type 1l Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
cas Sphericity Assumed 161,543 5 32,309 3,831 ,010
Greenhouse-Geisser 161,543 2,656 60,816 3,831 ,039
Error(¢as) Sphericity Assumed 210,848 25 8,434
Greenhouse-Geisser 210,848 13,281 15,875

stimulace

60,00

50,00

40,007

Mean

30,00

20,00

10,00

0,00

T T T T T T
MFI MFI W F WFI R
(CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32)
as 0 as 3 as 6 Gas9 = Gas12  cas24

Error Bars: 95.% CI

B) Samotna stimulace

Zakladni ANOVA procasovou zrdinu MFI CD16/32 s ohledem na zvolené stintnia
agens a davku bez infekce (pozn. péamé stimulace nabyva hodnot: bez stimulace;
LPS; IFNy; LPS+IFNy)

Tests of Within -Subjects Effects ?

Type Il Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
gas Sphericity Assumed 77285,928 5|  15457,186 208,917 ,000 ,946

Greenhouse-Geisser 77285,928| 1,474| 52424,005 208,917 ,000 ,946
gas * Sphericity Assumed 8032,730 10 803,273 10,857 ,000 644
stimulace 5 0enhouse-Geisser 8032,730| 2,948|  2724,350 10,857 ,000 644
Gas*Ips *  Sphericity Assumed 2022,180 5 404,436 5,466 ,000 ,313
stimulace 5 0enhouse-Geisser 2022,180| 1.474| 1371,670 5,466 ,021 ;313
gas*ifng *  Sphericity Assumed 3484,461 5 696,892 9,419 ,000 440
stimulace 5 0enhouse-Geisser 3484461 1.474|  2363,553 9,419 ,003 440
Error(¢as) Sphericity Assumed 4439,231 60 73,987

Greenhouse-Geisser 4439,231| 17,691 250,932
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Jednoduché kontrasty analyzujici rozdily mezi jeliinoni métenimi a vstupni hodnotou
(¢as 0 —level 1) v zavislosti na pouzitém stindnian agens a jeho davce:

Partial Eta
Source cas df F Sig. Squared
¢as Level 2 vs. Level 1 1 ,043 ,840 ,004
Level 3 vs. Level 1 1 154,363 ,000 ,928
Level 4 vs. Level 1 1 81,194 ,000 ,871
Level 5 vs. Level 1 1 150,487 ,000 ,926
Level 6 vs. Level 1 1| 1264,459 ,000 ,991
€as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2 ,593 ,568 ,090
Level 3vs. Level 1 2 8,563 ,005 ,588)
Level 4 vs. Level 1 2 6,109 ,015 ,504
Level 5 vs. Level 1 2 7,215 ,009 ,546
Level 6 vs. Level 1 2 43,386 ,000 ,879
¢as * Ips * Level 2 vs. Level 1 1 111 ,744 ,009
stimulace Level 3 vs. Level 1 1 029 868 002
Level 4 vs. Level 1 1 2,588 ,134 177
Level 5 vs. Level 1 1 1,412 ,258 ,105
Level 6 vs. Level 1 1 30,401 ,000 717
Gas *ifng * Level 2 vs. Level 1 1 ,110 , 745 ,009
stimulace Level 3 vs. Level 1 1 1,177 299 089
Level 4 vs. Level 1 1 271 ,612 ,022
Level 5vs. Level 1 1 ,695 421 ,055
Level 6 vs. Level 1 1 53,397 ,000 ,817
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 12
Level 3 vs. Level 1 12
Level 4 vs. Level 1 12
Level 5vs. Level 1 12
Level 6 vs. Level 1 12

Post-hoc test (Tukey HSD): srovnani signifikanakfzvolenych stimulénich agens.

Pairwise Comparisons °

. - . - 95% Confidence Interval for Difference®

(I) stimulaéni  (J) stimula¢ni
agens agens Mean Difference (I-J)| Std. Error Sig.° Lower Bound Upper Bound
LPS IFNg 17,881““b 2,961 ,000 9,652 26,111

LPS+IFNg 4,369‘6"b 2,961 ,497 -3,861 12,599]
IFNg LPS -17,88172° 2,961 ,000 -26,111 -9,652

LPS+IFNg —13,512““b 2,961 ,002 -21,742 -5,282
LPS+IFNg LPS —4,369‘6"b 2,961 ,497 -12,599 3,861

IFNg 13,512"2° 2,961 ,002 5,282 21,742

pFitomnost stimulace: samotna stimulace
stimulaéni agens
200,007 % :'eésmulace
FNg
T LPS+FNg

150,007

Mean

100,007

T T T
NFI FI F VeI NFI FI

(CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32)
Zas0  cas3 = cas6  cas9  cas12  cas24

Error Bars: 95.% CI
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C) Stimulace po infekci

Zakladni ANOVA procasovy vyvoj MFI CD16/32 ¥ase v pipack stimulace po infekci

v zavislosti na zvoleném stimdla@m agens a jeho davce:
Tests of Within -Subjects Effects ?

Type 1l
Sum of Mean Partial Eta
Source Squares df Square Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed] 11610,236 5 2322,047 9,403 ,000 ,439
Greenhouse- 11610,236 1,334 8701,837 9,403 ,004 ,439
Geisser
Gas * Sphericity Assumed] 4595,600 10 459,560 1,861 ,069 ,237
stimulace G reennouse- 4595,600( 2,668| 1722194 1,861 180 237
Geisser
Cas *Ips * Sphericity Assumed 898,954 5 179,791 ,728 ,605 ,057
stimulace  Greenhouse- 898,954| 1,334| 673,763 728 445 ,057
Geisser
¢as *ifng * Sphericity Assumed| 1065,631 5 213,126 ,863 ,511 ,067
stimulace & eenhouse- 1065,631| 1,334 798,688 863 ,398 ,067
Geisser
Error(Cas)  Sphericity Assumed] 14816,228 60 246,937
Greenhouse- 14816,228| 16,011 925,393
Geisser

Jednoduché kontrasty (aktualnéiieni ve srovnani se vstupni hodnotu) v jednotlivych

situacich:
Source cas df F Sig. Partial Eta Squared
cas Level 2 vs. Level 1 1 10,648 ,007 ,470
Level 3 vs. Level 1 1 13,413 ,003 ,528
Level 4 vs. Level 1 1 15,892 ,002 ,570
Level 5 vs. Level 1 1 20,205 ,001 ,627
Level 6 vs. Level 1 1 7,863 ,016 ,396
€as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2 5,612 ,019 ,483]
Level 3 vs. Level 1 2 5,351 ,022 471
Level 4 vs. Level 1 2 2,539 ,120 ,297
Level 5 vs. Level 1 2 2,049 172 ,255
Level 6 vs. Level 1 2 ,600 ,564 ,091
€as * Ips * stimulace Level 2 vs. Level 1 1 ,003 ,956 ,000
Level 3 vs. Level 1 1 ,062 ,808 ,005
Level 4 vs. Level 1 1 ,107 ,749 ,009
Level 5 vs. Level 1 1 ,036 ,853 ,003
Level 6 vs. Level 1 1 ,674 ,428 ,053
Gas *ifng * stimulace Level 2 vs. Level 1 1 ,002 ,965 ,000
Level 3 vs. Level 1 1 ,036 ,854 ,003]
Level 4 vs. Level 1 1 ,459 ,511 ,037
Level 5 vs. Level 1 1 ,549 473 ,044
Level 6 vs. Level 1 1 ,734 ,408 ,058
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 12
Level 3 vs. Level 1 12
Level 4 vs. Level 1 12
Level 5 vs. Level 1 12
Level 6 vs. Level 1 12
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Post-hoc test (Tukey HSD): efekt zvoleného stirgnilao agens

Pairwise Comparisons

d

(1) stimulaéni  (J) stimula¢ni |Mean Difference (I- 95% Confidence Interval for Difference”
agens agens J) Std. Error Sig.° Lower Bound Upper Bound
LPS IFNg 1,955%° 9,875 1,000 -25,492 29,401
LPS+IFNg 19,384%" 9,875 ,220 -8,062 46,831
IFNg LPS -1,955%° 9,875 1,000 -29,401 25,492
LPS+IFNg 17,430*° 9,875 ,309 -10,017 44,876
LPS+IFNg LPS -19,384" 9,875 ,220 -46,831 8,062
IFNg -17,430%° 9,875 ,309 -44,876 10,017
po infokei
stimulacni agens
el e
IFNg
I Lrveng
10000+
50,00
40,007 €
wod L
" (06321/?3& (G?"‘/E;T*Zi (@"1@3& (%Z?SZP (062'1%2322' (%‘#ghﬂ
Error Bars: 95.% Cl
D) Stimulace ped infekci
Zakladni ANOVA procasovy vyvoj MFI CD16/32 ¥ase v pipack stimulace ped
infekci v zavislosti na zvoleném stimdfdm agens a jeho davce:
Tests of Within -Subjects Effects ®
Type Il Sum Partial Eta
Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
cas Sphericity Assumed 22751,417 5 4550,283| 37,641 ,000 ,758
Greenhouse-Geisser 22751,417 2,682 8484,003| 37,641 ,000 ,758
€as * stimulace Sphericity Assumed 4762,842 10 476,284 3,940 ,000 ,396
Greenhouse-Geisser 4762,842 5,363 888,032 3,940 ,006 ,396
€as * Ips * stimulace Sphericity Assumed 415,167 5 83,033 ,687 ,635 ,054
Greenhouse-Geisser 415,167 2,682 154,816 ,687 ,551 ,054
Gas *ifng * Sphericity Assumed 286,033 5 57,207 AT73 , 795 ,038
stimulace Greenhouse-Geisser 286,033| 2,682 106,662 473 682 ,038
Error(¢as) Sphericity Assumed 7253,266 60 120,888
Greenhouse-Geisser 7253,266( 32,180 225,395
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Jednoduché kontrasty (aktualnéieni ve srovnani se vstupni hodnotu) v jednotlivych

situacich:
Source cas df F Sig. Partial Eta Squared
cas Level 2 vs. Level 1 1 85,898 ,000 ,877
Level 3 vs. Level 1 1 304,844 ,000 ,962
Level 4 vs. Level 1 1 168,115 ,000 ,933]
Level 5 vs. Level 1 1 77,294 ,000 ,866
Level 6 vs. Level 1 1 11,974 ,005 ,499]
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2 1,731 ,219 ,224
Level 3 vs. Level 1 2 3,388 ,068 ,361
Level 4 vs. Level 1 2 4,230 ,041 414
Level 5 vs. Level 1 2 4,413 ,037 424
Level 6 vs. Level 1 2 5,351 ,022 AT
¢as * Ips * stimulace Level 2 vs. Level 1 1 ,894 ,363 ,069]
Level 3 vs. Level 1 1 5,174 ,042 ,301
Level 4 vs. Level 1 1 2,709 ,126 ,184
Level 5vs. Level 1 1 2,024 ,180 ,144
Level 6 vs. Level 1 1 475 ,504 ,038
¢as *ifng * stimulace Level 2 vs. Level 1 1 ,123 , 731 ,010
Level 3 vs. Level 1 1 4,745 ,050 ,283
Level 4 vs. Level 1 1 ,944 ,350 ,073
Level 5 vs. Level 1 1 475 ,504 ,038
Level 6 vs. Level 1 1 ,576 462 ,046
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 12
Level 3 vs. Level 1 12
Level 4 vs. Level 1 12
Level 5 vs. Level 1 12
Level 6 vs. Level 1 12

Post-hoc test (Tukey HSD): efekt zvoleného stirgnilao agens

Pairwise Comparisons

d

Mean

100,00

50,00

0,00

T T T T T T
MFI MFI MFI MFI MFI MFI
(CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32) (CD16/32)
cas 0 cas 3 cas 6 cas 9 cas 12 cas 24

Error Bars: 95.% CI

. . . - 95% Confidence Interval for Difference®
(I) stimulaéni  (J) stimula¢ni
agens agens Mean Difference (I-J)| Std. Error Sig.° Lower Bound Upper Bound
LPS IFNg 26,409"*° 6,861 ,007 7,339 45,478
LPS+IFNg 43,687"2" 6,861 ,000 24,617 62,757
IFNg LPS -26,409"2" 6,861 ,007 -45,478 -7,339
LPS+IFNg 17,278°° 6,861 ,081 -1,791 36,348
LPS+IFNg LPS -43,6872" 6,861 ,000 -62,757 -24,617
IFNg -17,278°° 6,861 ,081 -36,348 1,791
pFitomnost stimulace: stimulace pred infekci
stimulagni agens
200,00 % Eﬁé stimulace
IFNg
I LPSH+FNg
150,00 “'
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4.3.2. Relativni vzestup MFI CD16/32 po 24 hodinactAMFI(24) CD16/32)
v zavislosti na zvoleném modelu

Zakladni ANOVA pro vztah zvoleného modelu stimuladefekce {asovy model x

stimulani agens) na zému MFI CD16/32 «ase 24 hod.:

ANOVA
MFI (absolutni vzestup) (CD16/32) ¢as 24
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 60875,267 9 6763,919 8,697 ,000
Within Groups 38886,371 50 777,727
Total 99761,638 59

Krabickovy graf: relativni vzestup exprese CD16/32 po Htlinach v zavislosti na
podminkéach infekce a stimulace (pro post-hoc testa jako refereéni zvolena zréna
pii samotné infekci)
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4.4. Zavislost absolutnich hodnot MFI a zrény MFI CD86 na ¢ase bez ohledu na
dalSi proménné a s ohledem nafitomnost infekce a stimulace

Zakladni ANOVA:
Tests of Within -Subjects Effects
Type Ill Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
cas Sphericity Assumed 34912,014 5 6982,403 51,504 ,000
Greenhouse-Geisser 34912,014 2,460 14190,845 51,504 ,000
¢as * stim_2 Sphericity Assumed 20384,180 15 1358,945 10,024 ,000
Greenhouse-Geisser 20384,180 7,381 2761,883 10,024 ,000
Error(¢as) Sphericity Assumed 37959,283 280 135,569
Greenhouse-Geisser 37959,283 137,770 275,526
Trend vyvoje MFI CD86 bez ohledu na dalSi psome:
Tests of Within -Subjects Contrasts (polynomial)
Type Il Sum of
Source cas Squares df Mean Square F Sig.
cas Linear 57792,625 1 57792,625 112,625 ,000
Quadratic 63,955 1 63,955 ,209 ,649
Cubic 28,821 1 28,821 ,383 ,538
Order 4 20,459 1 20,459 ,348 ,558
Order 5 49,643 1 49,643 1,386 ,244

Vyznamnost rozdil mezi jednotlivymicasovymi intervaly bez ohledu na dalSi pomé:

Tests of Within -Subjects Contrasts (repeated)
Type Il Sum of

Source cas Squares df Mean Square F Sig.

¢as Level 1 vs. Level 2 4455,276 1 4455,276 24,106 ,000
Level 2 vs. Level 3 3192,292 1 3192,292 67,385 ,000
Level 3 vs. Level 4 3986,980 1 3986,980 36,495 ,000
Level 4 vs. Level 5 1824,748 1 1824,748 15,396 ,000
Level 5 vs. Level 6 3983,557 1 3983,557 7,164 ,010

Vyznamnost rozdil mezi jednotlivymicasovymi intervaly a vstupni hodnotou bez ohledu
na dalSi pronné:

Tests of Within -Subjects Contrasts (simple)
Type Il Sum of

Source cas Squares df Mean Square F Sig.

¢as Level 2 vs. Level 1 4455,276 1 4455,276 24,106 ,000
Level 3 vs. Level 1 15190,126 1 15190,126 81,452 ,000
Level 4 vs. Level 1 34741,518 1 34741,518 100,336 ,000
Level 5vs. Level 1 52490,401 1 52490,401 113,809 ,000
Level 6 vs. Level 1 85394,436 1 85394,436 102,370 ,000
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Vyznamnost efektdasového modelu na MFI CD8&ase (Post-hoc, Bonferroni)

(1) pfitomnost stimulace (J) pfitomnost stimulace Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.?

bez stimulace stimulace po infekci -6,577 6,598 1,000
stimulace pred infekci -36,584" 6,598 ,000
samotna stimulace -9,485 6,598 ,937

stimulace po infekci bez stimulace 6,577 6,598 1,000
stimulace pred infekci -30,008" 4,666 ,000
samotna stimulace -2,909 4,666 1,000

stimulace pred infekci bez stimulace 36,584 6,598 ,000
stimulace po infekci 30,008 4,666 ,000
samotna stimulace 27,099 4,666 ,000

samotna stimulace bez stimulace 9,485 6,598 ,937
stimulace po infekci 2,909 4,666 1,000
stimulace pred infekci -27,099 4,666 ,000

(stim_2: samotna infekce / stimulacée@ infekci / stimulace po infekci / samotna

stimulace)

CD86: Zavislost MFI n&ase bez ohledu na dalSi faktory a s ohledem naazyahodel

i

CAS (Error Bars: 95.% Cl)

piitomnost stimulace

T T
12 24

CAS (hod): (Error Bars: 95.% CI)
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4.4.1. Zavislost absolutnich hodnot MFI CD86 n#&ase, zakladniméasovém schématu

a typu stimulace, gritomnosti infekce a davce LPS a IFi

A) Samotna infekce:

Zakladni ANOVA pro samotnou infekci

Tests of Within -Subjects Effects *
Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
¢as Sphericity Assumed 343,600 5 68,720 1,642 ,186
Greenhouse-Geisser 343,600 1,718 200,023 1,642 247
Error(¢as) Sphericity Assumed 1046,268 25 41,851
Greenhouse-Geisser 1046,268 8,589 121,814

pritomnost stimulace: bez stim ulace

0,00 T T T T T T
MFI (CD86) MF| (CD86) MFI(CD86) MFI(CD86) MFI(CD86) MFI(CD86)
¢asO = cas3 = casb  cas9  cas12  Cas24
pritomnost stimulace

Error Bars: 95.% CI

B) Samotna stimulace

Zakladni ANOVA procasovou zrinu MFI CD86 s ohledem na zvolené stintligagens
a davku bez infekce (pozn. prénma stimulace nabyva hodnot: bez stimulace; LPS;
IFNy; LPS+IFNy)

Tests of Within -Subjects Effects ?

Type 1l Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed 47742,297 5 9548,459| 77,839 ,000 ,866

Greenhouse-Geisser 47742,297 1,848 25831,959| 77,839 ,000 ,866
€as * stimulace Sphericity Assumed 1317,202 10 131,720 1,074 ,396 ,152

Greenhouse-Geisser 1317,202 3,696 356,350 1,074 ,390 ,152
€as * Ips * stimulace Sphericity Assumed 182,180 5 36,436 ,297 ,913 ,024

Greenhouse-Geisser 182,180 1,848 98,572 ,297 , 729 ,024
Gas *ifng * Sphericity Assumed 669,866 5 133,973 1,092 374 ,083
stimulace Greenhouse-Geisser 669,866| 1,848 362,445 1,092 348 083
Error(¢as) Sphericity Assumed 7360,177 60 122,670

Greenhouse-Geisser 7360,177( 22,178 331,865

85




Jednoduché kontrasty analyzujici rozdily mezi jeliinoni métenimi a vstupni hodnotou
(¢as 0 —level 1) v zavislosti na pouzitém stindnian agens a jeho davce:

Tests of Within -Subjects Contrasts

a

Type Il Sum Partial Eta
Source cas of Squares df Mean Square F Sig. Squared
éas Level 2 vs. Level 1 6,266 1 6,266 ,519 ,485 ,041
Level 3 vs. Level 1 2417,373 1 2417,373| 117,691 ,000 ,907
Level 4 vs. Level 1 10266,050 1 10266,050 116,920 ,000 ,907
Level 5 vs. Level 1 19614,832 1 19614,832| 138,339 ,000 ,920
Level 6 vs. Level 1 65759,154 1 65759,154| 131,299 ,000 ,916
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 50,098 2 25,049 2,075 ,168 ,257
Level 3vs. Level 1 306,822 2 153,411 7,469 ,008 ,555
Level 4 vs. Level 1 573,911 2 286,955 3,268 ,074 ,353
Level 5 vs. Level 1 579,602 2 289,801 2,044 172 ,254
Level 6 vs. Level 1 1894,198 2 947,099 1,891 ,193 ,240
¢as * Ips * stimulace Level 2 vs. Level 1 ,077 1 ,077 ,006 ,938 ,001
Level 3 vs. Level 1 3,937 1 3,937 ,192 ,669 ,016
Level 4 vs. Level 1 15,073 1 15,073 172 ,686 ,014
Level 5 vs. Level 1 33,135 1 33,135 ,234 ,637 ,019
Level 6 vs. Level 1 254,020 1 254,020 ,507 ,490 ,041
¢as *ifng * stimulace Level 2 vs. Level 1 ,583 1 ,583 ,048 ,830 ,004
Level 3 vs. Level 1 ,028 1 ,028 ,001 971 ,000
Level 4 vs. Level 1 89,089 1 89,089 1,015 ,334 ,078
Level 5 vs. Level 1 432,650 1 432,650 3,051 ,106 ,203
Level 6 vs. Level 1 701,569 1 701,569 1,401 ,260 ,105
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 144,837 12 12,070
Level 3 vs. Level 1 246,480 12 20,540
Level 4 vs. Level 1 1053,648 12 87,804
Level 5 vs. Level 1 1701,458 12 141,788
Level 6 vs. Level 1 6010,020 12 500,835

Post-hoc test (Tukey HSD): srovnani signifikanaktf zvolenych stimulénich agens.
Pairwise Comparisons ¢

100,007

80,00

Mean

60,00

40,00

Kx/f/iJ

/

T T T T
VF1(CD86) NFI (CD86) I (CDB6) MF1 (CD86)
cas0  cas3 CasB casQ

T T
V1 (CD86) NFI (CD86)
Gas 12 cas24

pfitomnost stimulace

Error Bars: 95.% Cl

(1) stimula¢ni  (J) stimula¢ni | Mean Difference (I- 95% Confidence Interval for Difference”

agens agens J) Std. Error Sig.° Lower Bound Upper Bound

LPS IFNg -7,149%° 6,425 ,863 -25,006 10,707
LPS+IFNg -16,793*" 6,425 ,068 -34,650 1,064

IFNg LPS 7,149%° 6,425 ,863 -10,707 25,006
LPS+IFNg -9,643" 6,425 478 -27,500 8,214

LPS+IFNg LPS 16,793%° 6,425 ,068 -1,064 34,650
IFNg 9,643%" 6,425 478 -8,214 27,500

iitmnost stimulsce: samotn stimulsce o
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C) Stimulace po infekci

Zakladni ANOVA procasovy vyvoj MFI CD86 ase v pipact stimulace po infekci

v zavislosti na zvoleném stimdlam agens a jeho davce:
Tests of Within -Subjects Effects ?

Type 1l Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed 12129,816 5 2425,963| 24,143 ,000 ,668

Greenhouse-Geisser 12129,816 2,521 4812,459| 24,143 ,000 ,668
€as * stimulace Sphericity Assumed 3652,110 10 365,211 3,635 ,001 377

Greenhouse-Geisser 3652,110 5,041 724,480 3,635 ,011 377
€as * Ips * stimulace Sphericity Assumed 436,574 5 87,315 ,869 ,507 ,068

Greenhouse-Geisser 436,574 2,521 173,209 ,869 452 ,068
¢as * ifng * Sphericity Assumed 1274,301 5 254,860 2,536 ,038 174
stimulace Greenhouse-Geisser 1274301 2,521 505,574| 2,536 ,084 174
Error(¢as) Sphericity Assumed 6028,959 60 100,483

Greenhouse-Geisser 6028,959( 30,246 199,331

Jednoduché kontrasty (aktualnéiieni ve srovnani se vstupni hodnotu) v jednotlivych

situacich:
Tests of Within -Subjects Contrasts *
Type Il Sum Partial Eta
Source cas of Squares df Mean Square F Sig. Squared
cas Level 2 vs. Level 1 793,870 1 793,870 6,682 ,024 ,358]
Level 3 vs. Level 1 2948,707 1 2948,707 47,479 ,000 , 798
Level 4 vs. Level 1 5874,087 1 5874,087 41,588 ,000 776
Level 5 vs. Level 1 8979,820 1 8979,820 57,289 ,000 ,827
Level 6 vs. Level 1 19204,439 1 19204,439| 50,307 ,000 ,807
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 324,996 2 162,498 1,368 ,292 ,186
Level 3 vs. Level 1 554,033 2 277,016 4,460 ,036 426
Level 4 vs. Level 1 733,161 2 366,580 2,595 ,116 ,302
Level 5 vs. Level 1 2383,894 2 1191,947 7,604 ,007 ,559
Level 6 vs. Level 1 4680,204 2 2340,102 6,130 ,015 ,505
€as * Ips * stimulace Level 2 vs. Level 1 2,208 1 2,208 ,019 ,894 ,002
Level 3 vs. Level 1 11,900 1 11,900 ,192 ,669 ,016
Level 4 vs. Level 1 6,304 1 6,304 ,045 ,836 ,004
Level 5 vs. Level 1 18,691 1 18,691 ,119 ,736 ,010
Level 6 vs. Level 1 526,407 1 526,407 1,379 ,263 ,103
¢as *ifng * stimulace Level 2 vs. Level 1 44,173 1 44,173 372 ,553 ,030
Level 3 vs. Level 1 98,010 1 98,010 1,578 ,233 ,116
Level 4 vs. Level 1 262,285 1 262,285 1,857 ,198 ,134
Level 5 vs. Level 1 71,070 1 71,070 ,453 ,513 ,036
Level 6 vs. Level 1 2041,677 1 2041,677 5,348 ,039 ,308)
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 1425,614 12 118,801
Level 3 vs. Level 1 745,267 12 62,106
Level 4 vs. Level 1 1694,936 12 141,245
Level 5 vs. Level 1 1880,954 12 156,746
Level 6 vs. Level 1 4580,907 12 381,742
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Post-hoc test (Tukey HSD): efekt zvoleného stirgnilao agens

Pairwise Comparisons

d

(1) stimulaéni  (J) stimula¢ni |Mean Difference (I- 95% Confidence Interval for Difference’
agens agens J) Std. Error Sig.° Lower Bound Upper Bound
LPS IFNg 1,938%° 6,309 1,000 -15,597 19,472
LPS+IFNg -5,192*° 6,309 1,000 -22,726 12,342
IFNg LPS -1,938*° 6,309 1,000 -19,472 15,597
LPS+IFNg -7,130*° 6,309 ,841 -24,664 10,405
LPS+IFNg LPS 5,192*° 6,309 1,000 -12,342 22,726
IFNg 7,130%° 6,309 ,841 -10,405 24,664

pfitomnost stimulace: stimulace po infekc

100,00

80,00

60,00

Mean

40,007

20,00

stimulacni agens

I bez stimulace
ILpPs

IFNg
T LPS+FNg

T T
MFI (CD86) MFI (CD86) MFI (
&a cas3 G

cas 6

T T T T
CD86) MFI(CD86) MFI1(CD86) MFI(CD86)
cas 9 cas 12 Cas 24

pritomnost stimulace

Error Bars: 95.% Cl

D) Stimulace ped infekci

Zakladni ANOVA procasovy vyvoj MFI CD86 ase v pipact stimulace ped infekci

v zavislosti na zvoleném stimdlam agens a jeho davce:
Tests of Within -Subjects Effects ?

Type 1l Sum Partial Eta

Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed 20887,858 5 4177,572| 48,154 ,000 ,801

Greenhouse-Geisser 20887,858 3,047 6854,144| 48,154 ,000 ,801
€as * stimulace Sphericity Assumed 7368,613 10 736,861 8,494 ,000 ,586

Greenhouse-Geisser 7368,613 6,095 1208,969 8,494 ,000 ,586
€as * Ips * stimulace Sphericity Assumed 195,098 5 39,020 ,450 ,812 ,036

Greenhouse-Geisser 195,098 3,047 64,020 ,450 722 ,036
¢as * ifng * Sphericity Assumed 1197,469 5 239,494 2,761 ,026 ,187
stimulace Greenhouse-Geisser 1197,469| 3,047 392,937 2,761 ,055 187
Error(¢as) Sphericity Assumed 5205,246 60 86,754

Greenhouse-Geisser 5205,246( 36,570 142,337
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Jednoduché kontrasty (aktualnéieni ve srovnani se vstupni hodnotu) v jednotlivych
situacich:

a

Tests of Within -Subjects Contrasts

Type Il Sum Partial Eta
Source cas of Squares df Mean Square F Sig. Squared
éas Level 2 vs. Level 1 8200,644 1 8200,644| 47,732 ,000 , 799
Level 3 vs. Level 1 14928,028 1 14928,028| 188,273 ,000 ,940
Level 4 vs. Level 1 25189,509 1 25189,509| 113,807 ,000 ,905
Level 5 vs. Level 1 33441,453 1 33441,453| 201,585 ,000 ,944
Level 6 vs. Level 1 18850,813 1 18850,813| 72,877 ,000 ,859
¢as * stimulace Level 2 vs. Level 1 2344575 2 1172,288 6,823 ,010 ,532
Level 3vs. Level 1 3240,525 2 1620,262 20,435 ,000 773
Level 4 vs. Level 1 6419,368 2 3209,684 14,501 ,001 , 707
Level 5 vs. Level 1 8632,310 2 4316,155| 26,018 ,000 ,813
Level 6 vs. Level 1 6344,866 2 3172,433 12,265 ,001 ,671
¢as * Ips * stimulace Level 2 vs. Level 1 10,454 1 10,454 ,061 ,809 ,005
Level 3 vs. Level 1 82,956 1 82,956 1,046 ,327 ,080
Level 4 vs. Level 1 74,624 1 74,624 ,337 ,572 ,027
Level 5 vs. Level 1 136,041 1 136,041 ,820 ,383 ,064
Level 6 vs. Level 1 121,860 1 121,860 471 ,506 ,038
¢as *ifng * stimulace Level 2 vs. Level 1 18,691 1 18,691 ,109 747 ,009
Level 3 vs. Level 1 147,114 1 147,114 1,855 ,198 ,134
Level 4 vs. Level 1 615,499 1 615,499 2,781 ,121 ,188
Level 5 vs. Level 1 898,661 1 898,661 5,417 ,038 311
Level 6 vs. Level 1 1562,352 1 1562,352 6,040 ,030 ,335
Error(¢as) Level 2 vs. Level 1 2061,667 12 171,806
Level 3 vs. Level 1 951,470 12 79,289
Level 4 vs. Level 1 2656,028 12 221,336
Level 5 vs. Level 1 1990,713 12 165,893
Level 6 vs. Level 1 3103,984 12 258,665

Post-hoc test (Tukey HSD): efekt zvoleného stirgnilao agens

Pairwise Comparisons °

(1) stimulaéni  (J) stimula¢ni |Mean Difference (I- 95% Confidence Interval for Difference”
agens agens J) Std. Error Sig.° Lower Bound Upper Bound
LPS IFNg -32,633"2" 3,492 ,000 -42,338 -22,928
LPS+IFNg -34,682"2" 3,492 ,000 -44,387 -24,977
IFNg LPS 32,633"2° 3,492 ,000 22,928 42,338
LPS+IFNg -2,0492° 3,492 1,000 -11,754 7,656
LPS+IFNg LPS 34,682"2° 3,492 ,000 24,977 44,387
IFNg 2,049°° 3,492 1,000 -7,656 11,754

pied infekci

150,007

100,00

Mean

stimulatni agens
I bez stimulace
ILPs

FNg
T LPSHFNg

pritomnost stimulace

Error Bars: 95.% CI

T T T T T T
MFI(CD86) MF| (CD86) MFI(CD86) MFI (CDB6) MFI (CD86) MFI (CD86)
¢as0 = cas3  cas6  cas9  cas12  Gas24
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4.4.2. Relativni vzestup MFI CD86 po 24 hodinacl\(MFI(24) CD86) v zavislosti na

zvoleném mod

Zakladni ANOVA pro vztah zvoleného modelu stimuladefekce {asovy model x

elu

stimulani agens) na zému MFI CD86 véase 24 hod.:

ANOVA
MFI (absolutni vzestup) (CD86) ¢as 24
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 28681,268 9 3186,808 7,760 ,000
Within Groups 20534,769 50 410,695
Total 49216,037 59

Krabickovy graf: relativni vzestup exprese CD86 po 24 ihéch v zavislosti na
podminkéach infekce a stimulace (pro post-hoc testa jako refereéni zvolena zréna
pii samotné infekci)
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4.5. Zavislost kombinace fenotypovych z#ém (relativni vzestup AMFI) CD54,

CD16/32 a CD86 na&ase, zvolenénéasovém schématu a stimulaim agens

Zakladni ANOVA:
Tests of Within -Subjects Effects
Type Il Sum Partial Eta
Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
fenotyp * ¢as Sphericity Assumed 17116,897 10 1711,690| 25,836 ,000 ,341
Greenhouse- 17116,897 5,169 3311,170| 25,836 ,000 ,341
Geisser
fenotyp * €as * stim_2  Sphericity Assumed 22976,913 20 1148,846] 17,340 ,000 ,410
Greenhouse- 22976,913| 10,339 2222,379] 17,340 ,000 ,410
Geisser
fenotyp * ¢as * Sphericity Assumed 5099,066 20 254,953 3,848 ,000 ,133
stimulace Greenhouse- 5099,066| 10,339 493,193 3,848 ,000 133
Geisser
fenotyp * €as * stim_2 * Sphericity Assumed 11751,477 40 293,787 4,434 ,000 ,262
stimulace Greenhouse- 11751,477| 20,678 568,315| 4,434 ,000 262
Geisser
Error(fenotyp*¢as) Sphericity Assumed 33126,660 500 66,253
Greenhouse- 33126,660| 258,472 128,163
Geisser

(stim_2: samotna infekce / stimuladeg infekci / stimulace po infekci / samotna
stimulace; stimulace: Zadnéa / LPS / IFNLPS + IFN)

Post-hoc test pro obecny efekt modelu stimulacgekce (Bonferroni)

(1) pfitomnost stimulace (J) pfitomnost stimulace Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.°

bez stimulace stimulace po infekci -13,478"° 3,045 ,000
stimulace pred infekci -16,279"*° 3,045 ,000
samotna stimulace -19,893"*" 3,045 ,000

stimulace po infekci bez stimulace 13,478"*° 3,045 ,000
stimulace pred infekci -2,801*° 2,153 1,000
samotna stimulace -6,416° 2,153 ,027

stimulace pred infekci bez stimulace 16,279"*° 3,045 ,000
stimulace po infekci 2,801*° 2,153 1,000
samotna stimulace -3,615*° 2,153 ,596

samotna stimulace bez stimulace 19,893"° 3,045 ,000
stimulace po infekci 6,416*" 2,153 ,027
stimulace pred infekci 3,615°° 2,153 ,596
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Post-hoc test pro obecny efekt stintmidno agens (Bonferroni)

(1) stimulaéni agens (J) stimulaéni agens Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.°

bez stimulace LPS -10,232"2° 3,045 ,009
IFNg -14,3402° 3,045 ,000
LPS+IFNg -25,078"?° 3,045 ,000

LPS bez stimulace 10,232"*° 3,045 ,009
IFNg -4,109™° 2,153 ,372
LPS+IFNg -14,846™2° 2,153 ,000

IFNg bez stimulace 14,340 3,045 ,000
LPS 4,109*" 2,153 ,372
LPS+IFNg -10,737?° 2,153 ,000

LPS+IFNg bez stimulace 25,078"2° 3,045 ,000
LPS 14,846*° 2,153 ,000
IFNg 10,7377 2,153 ,000

Analyza kontrast (jednoduché a opakované) pro vzajemnou intera&kioft: ¢as x

fenotyp (jednotlivé znaky) ¥asovy model pokusu x zvolené stimtriaagens
Tests of Within -Subjects Contrasts

Type 1l Sum
Source fenotyp ¢as of Squares df Mean Square F Sig.
fenotyp * as * Level 1 vs. Level 2 Level 2 vs. Level 1 1773,355 4 443,339 3,176 ,021
i:maéc’; (CD54 vs. CD16/32) | oy 3 s, Level 1 2178,625 4| saa656| 2938 030
Level 4 vs. Level 1 2507,416 4 626,854 1,678 ,170
Level 5 vs. Level 1 4876,757 4 1219,189 3,260 ,019
Level 6 vs. Level 1 13682,134 4 3420,534 5,032 ,002
Level 2 vs. Level 3 Level 2 vs. Level 1 1109,838 4 277,460 3,078 ,024
(CD16/32vs. CD8) | oy 3 s, Level 1 1730,548 4| 432637| 3641] 011
Level 4 vs. Level 1 2267,075 4 566,769 2,170 ,086
Level 5 vs. Level 1 2247,669 4 561,917 1,782 ,147
Level 6 vs. Level 1 10915,840 4 2728,960 4,843 ,002
Level 3 vs. Level 1 Level 2 vs. Level 1 1822,493 4 455,623 4,167 ,005
(CD86 vs. CD54) | oyl 3 vs. Level 1 6081,718 4| 1520420| 94909 000
Level 4 vs. Level 1 6268,037 4 1567,009 8,430 ,000
Level 5 vs. Level 1 5141,804 4 1285,451 6,638 ,000
Level 6 vs. Level 1 2469,325 4 617,331 1,669 172
Error(fenotyp*Cas) Level 2 vs. Level 1 Level 2 vs. Level 1 6979,063 50 139,581
Level 3 vs. Level 1 9279,588 50 185,592
Level 4 vs. Level 1 18681,520 50 373,630
Level 5 vs. Level 1 18701,083 50 374,022
Level 6 vs. Level 1 33990,426 50 679,809
Level 3 vs. Level 1 Level 2 vs. Level 1 5467,406 50 109,348
Level 3 vs. Level 1 8003,466 50 160,069
Level 4 vs. Level 1 9294,360 50 185,887
Level 5 vs. Level 1 9682,979 50 193,660
Level 6 vs. Level 1 18491,342 50 369,827
Level 1 vs. Level 2 Level 2 vs. Level 1 6979,063 50 139,581
Level 3 vs. Level 1 9279,588 50 185,592
Level 4 vs. Level 1 18681,520 50 373,630
Level 5 vs. Level 1 18701,083 50 374,022
Level 6 vs. Level 1 33990,426 50 679,809
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Samotna infekce:

Samotna stimulace:
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Vzajemny vztah mezi CD54AMFI), CD86 (AMFI) a CD16/32 AMFI):

2373

bez stimulace: R
mulace po in
wlace pred il

¢ Linear = 0,0
kei: R? Linear = 0,506

1" samotna stimula|

fekei: R? Linejar = 0,494
e: R Linear % 0,

MFI CD86 effect size

5000

MFI CD16/32 effect size

50,00 100,00 150,

pfitomnost stimulace
"S- bez stimulace
- stimulace po infekci
stimulace pred infekci
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bez stimulace| R? Linear = 0,006
stimulace po ipfekei: R? Linear = 0,284
stimulace pFed infekci: R? Linear = 0,14
& ear="0,137
o, ©
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4.6. Zavislost znény produkce NO nacase bez ohledu na dalSi prosmné

Friedmaniv test:

Test Statistics

a

N
Chi-Square
df
Asymp. Sig.

18
79,624

,000

narust produkce NO (uM/l)

=

13 3 I3
CAS (hod): Error Bars: 95.% CI

pritomnost stimulace
"S- bez stimulace
©- stimulace po infekci
stimulace pied infekci
O samotn stimulace

4.6.1. Relativni produkce NO gM/l) v zavislosti na zvoleném modelu stimulace resp

infekce a stimulanim agens

Zakladni ANOVA pro analyzu vlivdasu a vzoru stimulace a stiméém agens na

relativni vzestup produkce NO

Tests of Within -Subjects Effects

Measure:MEASURE_1

Type Il Sum Partial Eta
Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
¢as Sphericity Assumed 3910,422 4 977,605| 140,588 ,000 , 738
Greenhouse- 3910,422 1,575 2483,352| 140,588 ,000 , 738
Geisser
Gas * stim_2 Sphericity Assumed 343,767 8 42,971 6,180 ,000 ,198
Greenhouse- 343,767 3,149 109,156 6,180 ,001 ,198
Geisser
€as * stimulace Sphericity Assumed 6870,980 8 858,873| 123,514 ,000 ,832
Greenhouse- 6870,980 3,149 2181,741| 123,514 ,000 ,832
Geisser
¢as *stim_2 * Sphericity Assumed 619,663 16 38,729 5,570 ,000 ,308
stimulace Greenhouse- 619,663 6,299 98,381| 5,570 ,000 308
Geisser
Error(¢as) Sphericity Assumed 1390,734 200 6,954
Greenhouse- 1390,734| 78,733 17,664
Geisser

(stim_2: samotna infekce / stimulacée@ infekci / stimulace po infekci / samotna
stimulace; stimulace: zadna / LPS / IFNLPS + IFN))
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pritomnost stimulace
I bez stimulace

T stimulace po infekei
stimulace pred infekor
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produkce NO; produkce NO; produkce NO; produkce NO; produkce NO;
cas 3 Gas 6 ¢as 9 gas 12 Eas 24

Error Bars: 95.% Cl

stimulaéni agens

I bez stimulace
ILPs

IFNg
T LPS+FNg

4.6.2. Zavislost relativni produkce NO gM/l) po 24 hodinach s ohledem na zvoleny

model stimulace a infekce

produkce NO (uMI/l); éas 24

60,00

50,00

40,00

30,00

20,007

10,00

00

-10,00

Kruskal-Wallisiv test

Test Statistics

a,b

produkce NO; ¢as 24

Chi-Square 46,321
df 9
Asymp. Sig. ,000
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*%k%*
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= £ £ T2 33 I 53 & & Iz
= £ & @éE é&x vr BEr 3E g2 3@f
13 = & & o o o <5 <& <tz
a o —ea o ) 2. 8-
@ @ -l a4 a4 ER-Y S0 S0 ZTme
=5 - = E] E] =3 85 5= o=
= - % = =3 == = e - %
= v 3 s s & o =) w 3
= -] -] + 5 =
S 2 & g2 3
Post-hoc test: Tukey HSD 5 S w3

*
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p<0.05
p<0.01
p<0.001

pouZity model
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Mean

4.7. Zavislost proliferace F.t. LVS (logiocCFU/mI) na ¢ase bez ohledu na dalSi

proménné

Friedmarniv test

a

Test Statistics

N 36

Chi-Square 18,063 §

df 6 :

Asymp. Sig. 006 1

T T T T T
erace F. proferace F. prolferace F. prolferace F. prolferace F.
tiGas3 | ticas6  Licas9  ticasi2  ticas2d  ticas48

Error Bars: 95.% CI

4.7.1. Zavislost proliferace F.t. LVS (log;o)CFU/ml) na ¢ase, zvolenéméasovém

schématu a stimul&nim agens

smiSena faktorialni ANOVA
Tests of Within -Subjects E ffects

Type Il Sum Partial Eta
Source of Squares df Mean Square F Sig. Squared
cas Sphericity Assumed 286,271 5 57,254| 12,877 ,000 ,269
Greenhouse- 286,271 1,586 180,498 12,877 ,000 ,269
Geisser
¢as * stim_2 Sphericity Assumed 228,585 5 45,717 10,282 ,000 227
Greenhouse- 228,585 1,586 144,126 10,282 ,000 ,227
Geisser
€as * stimulace Sphericity Assumed 371,470 10 37,147 8,355 ,000 ,323
Greenhouse- 371,470 3,172 117,108 8,355 ,000 ,323
Geisser
¢as * stim_2 * Sphericity Assumed 176,080 10 17,608 3,960 ,000 ,185
stimulace Greenhouse- 176,080 3,172 55,510 3,960 011 185
Geisser
Error(¢as) Sphericity Assumed 778,086 175 4,446
Greenhouse- 778,086] 55,510 14,017
Geisser

(stim_2: samotna infekce / stimuladeg infekci / stimulace po infekci / samotna
stimulace; stimulace: Zadnéa / LPS / IFNLPS + IFN)

pritomnost stimulace i &ni agens

T bez stimulace

ILPS

IFNg
T LPS+FNg

Mean

iforacs F. profferace F. prolieraco F.
t;éas0 o ticas titas6  Licas9  biGasi2 LG T T T T T T

proliferace proliferace  prolferace proliferace proiiferace  proiferace
FijGas0 Ft;Cas3 Fi;cas6 Fi;cas9 Ft;cas 12 F.tjcas24
Error Bars: 95.% CI

Error Bars: 95.% CI
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4.8. Korelace mezi relativni produkci NO gM/l) v ¢ase 24 hod. a proliferacF.t. LVS

(logio CFU/mI) v &ase 24

Spearmaiiv koeficient

Correlations

produkce NO; €as |proliferace F.t.; ¢as
24 24
Spearman's rho produkce NO; ¢as 24 Correlation Coefficient 1,000 7227
Sig. (2-tailed) ,000
N 60 42
proliferace F.t.; ¢as 24 Correlation Coefficient 722" 1,000
Sig. (2-tailed) ,000].
N 42 42

stimulacni agens bez stimulace: RZ Linear = 0-0E1 stimulaéni agens
O bez stimulace LPS: R? Linear = 0,189 | "~ bez stimulace
300! OLPs 30,00 TFNj: R? Linear = 0,152 ©-LPs
IFNg LPS+IFNg: R? Linear = 0,098 IFNg
O LPS+FNg "S- LPS+FNg

3 3
N
o 0

»3 20,01 .8 20,00
[T 'S
8 8
I c
i Jd
K &
° °
2 2
o Q.

10,00 10,00

(s2] Qo &8 a g
o 00
.00 20,00 40,00 60,00 20,00 40,00 60,00

produkce NO; cas 24

produkce NO; ¢as 24
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4.9. Korelace mezi fenotypovymi zrénami a produkci NO

Spearmaiiv koeficient

MFI
MFI (CD54) | (CD16/32) | MFI (CD86) | produkce produkce
CD54xCD86 ¢as 6 Cas 24 Cas 24 NO; ¢as 12 | NO; ¢as 24

CD54xCD86 Correlation 1,000 853" ,330° ,849" 738" 761"

Coefficient

Sig. (2-tailed) ,000 ,010 ,000 ,000 ,000
MFI (CD54) 8as 6 Correlation 853" 1,000 241 ,490” 689" 726"

Coefficient

Sig. (2-tailed) ,000|. ,063 ,000 ,000 ,000
MFI (CD16/32)  Correlation ,330° 241 1,000 431" ,101 ,109
Cas 24 Coefficient

Sig. (2-tailed) ,010 ,063|. ,001 444 ,408
MFI (CD86) 8as  Correlation 8497 4907 4317 1,000 551" 537"
24 Coefficient

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,001]. ,000 ,000
produkce NO; gas Correlation 738" 689" ,101 551" 1,000 879"
12 Coefficient

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 444 ,000]. ,000
produkce NO; ¢as Correlation 761" 726" ,109 537" 879" 1,000
24 Coefficient

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,408 ,000 ,000].

CD54xCD86

cd54 6

cd16 24

cd86 24

no_12

no 24

o
@0 o°
0000

0o O
ao

CD54xCD86

cd54_6

cd16_24

cd8

24

no_24
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4.10. Statisticka zavislost pezivani F.t.

fenotypovych zng€néch a produkci NO

LVS na modelovych podminkach,

Zavislost pravdpodobnosti eliminace infekce na vstupnich podmihktogisticka

regrese)
Model Summary
-2 Log Cox & Snell Nagelkerke
Step likelihood R Square R Square
1 15,653" ,561 ,804
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1° LPS_IFNgd(1) 5,765 1,458 15,638 1 ,000 319,000
Constant -3,367 1,017 10,961 1 ,001 ,034
Classification Table *
Variables not in the Equation -
Predicted
Score df Sig.
2 Eliminace F.t. P
Step 1 Variables LPSd(1) ,690 1 ,406 ercentage
Observed ,00 1,00 Correct
IFNgd(1)| 1552 1 213  Istep Eliminace ,00 29 1 96,7
isti 1 F.t.
Overall Statistics 1,552 2 ,460 1,00 1 11 91,7
Overall 95,2
Percentage
Zavislost pravépodobnosti eliminace infekce na produkci NDA(l) v ¢ase 24 hod.
Model Summary
Cox & Snell [Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood | R Square Square
1 17,865% ,538 , 770
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1° no_24 ,180 ,054 11,148 1 ,001 1,197
Constant -3,928 1,151 11,638 1 ,001 ,020
Classification Table *#
Predicted
Eliminace F.t.
Percentage
Observed ,00 1,00 Correct
Step Eliminace ,00 29 1 96,7
1 F.t.
1,00 1 11 91,7
Overall Percentage 95,2
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ROC analyza moZného vyuZiti vybranych fenotypowicarakteristik k predikci
eliminace infekce:

ROC Curve

1,0
Source of the Cunve

— CD86x1632

— CD54xCD86
CD54xCD1632

[ | —— MFI (CD54) &as 6

0,
‘ MF1(CD16/32) ¢as 24
— MF1(CD86) Cas 24

208 F
2
2
0,
e 02 0%4 0%6 08 10
1 - Specificity
Area Under the Curve
Asymptotic 95% Confidence Interval
Test Result Variable(s) Area Std. Error? Asymptotic Sig.b Lower Bound Upper Bound
CD86x1632 ,650 ,084 ,133 ,485 ,815
CD54xCD86 ,928 ,040 ,000 ,839 1,000
CD54xCD1632 ,697 ,082 ,048 ,536 ,858
MFI (CD54) cas 6 ,942 ,036 ,000 ,000 1,000
MFI (CD16/32) ¢as 24 ,350 ,084 ,133 ,186 ,514
MFI (CD86) cas 24 ,819 ,067 ,001 ,688 ,951
Coordinates of the Curve
Positive if Greater
Test Result Variable(s) Than or Equal To* |  Sensitivity 1 - Specificity
CD54xCD86 479,6620 1,000 1,000
2921,0440 ,833 ,167
3057,4875 ,833 ,133
3243,2087 ,750 ,133
9594,0406 ,000 ,000
CD54xCD1632 240,9448 1,000 1,000
2852,3992 ,833 ,500
3005,7859 ,833 ,467
3087,9345 ,750 467
8458,1840 ,000 ,000
MFI (CD54) ¢as 6 9,6500 1,000 1,000
36,7200 1,000 ,300
37,8500 1,000 ,267
39,4550 ,917 ,267
84,2400 ,000 ,000
MFI (CD86) cas 24 24,8500 1,000 1,000
65,8725 ,833 ,300
69,2900 ,833 ,267
71,3100 ,750 ,267
129,3500 ,000 ,000
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4.11. Efekt infekce na MFI CD54 v Sesté hodin CD86 ve 24. hodid a index MFI
CD54(6) x CD86(24)

A) CD54 v 6. hodig:

stimulaéni agens
Ml bez stimulace
100,00 BEips
OFNg
W LPS+FNg
80,00 2]
©o
2]
3
3 60,00
a
Q
[
= oot i S— Tﬁ» B
H = .
20,00 L =
.00 T T L T
bez infekce infekce po infekce pred samotna infekce
stimulaci stimulaci
pfitomnost infekce
Tests of Between -Subjects Effects
Type 1l Sum of Partial Eta
Source Squares df Mean Square F Sig. Squared
Corrected Model 13571,592° 9 1507,955 15,157 ,000 , 732
inf_2 2013,110 2 1006,555 10,118 ,000 ,288
stimulace 7770,496 2 3885,248 39,053 ,000 ,610
inf_2 * stimulace 1001,239 4 250,310 2,516 ,053 ,168
Error 4974,302 50 99,486
Total 109441,273 60
Corrected Total 18545,894 59

pozn.: Tukey HSD: stimulace IRNs. ifekce stimulovanych IFN(p=0,03)

Pravdpodobnost dosazeni kritické hodnoty MFI po 6 hodindivem infekce:

Model Summary

Cox & Snell R Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square
1 66,715% ,237 ,316
Variabl es in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1* Bez infekce 7,024 3 ,071

Inf. po stimulaci 1,476 , 739 3,986 1 ,046 4,375
Inf. pfed stimulaci -,470 ,689 ,465 1 ,495 ,625
Samotna infekce -20,980 16408,713 ,000 1 ,999 ,000
Constant -5,217 4102,178 ,000 1 ,999 ,005
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B) CD86 ve 24. hodif

150,00 stimulaCni agens

Wl bez stimulace
Eips
O irNg
W LPS+FNg

§ 100,00 I i

)

Il

0

—~ 1

© *

2 H

Q o’

i

= L

50,00 o w1
B T

.00 T T T T
bez infekce infekce po infekce pred samotna infekce
stimulaci stimulaci

pritomnost infekce

Tests of Between -Subjects Effects
Dependent Variable:MFI (CD86) Cas 24

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig. Partial Eta Squared
Corrected Model 27164,405% 9 3018,267 6,690 ,000 ,546
inf_2 * stimulace 4309,107 4 1077,277 2,388 ,063 ,160
inf_2 6253,818 2 3126,909 6,931 ,002 ,217
stimulace 9600,163 2 4800,082 10,639 ,000 ,299
Error 22558,206 50 451,164

Total 345391,673 60

Corrected Total 49722,611 59

pozn.: Tukey HSD: zgmy hodnot MFI v jednotlivych situacich viivem infek jsou
nesignif.

Pravd@&podobnost dosazeni kritické hodnoty MFI po 24 hadmvlivem infekce:

Model Summary

Cox & Snell R Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square

1 64,334° ,262 ,351

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1*  Bez infekce 6,759 3 ,080
Inf. po stimulaci -1,157 , 796 2,114 1 ,146 ,314
Inf. pfed stimulaci -2,061 ,796 6,705 1 ,010 127
Samotna infekce -22,812 16408,713 ,000 1 ,999 ,000
Constant -4,898 4102,178 ,000 1 ,999 ,007
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C) index CD54(6) x CD86(24)

stimulacni agens
Ml bez stimulace
10000,0 28 ELrs
1 OFNg
M LPS+FNg
8000,0(
g “'
5 60000
3
>
a
[3)
4000,00 K./
O J
2000,00 T ; Q
a =
0 T T L T
bez infekce insftierr‘filea (;:)Io infseé;gﬁl gé?d samotna infekce
pritomnost infekce
Tests of Between -Subjects Effects
Dependent Variable:CD54xCD86
Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig. Partial Eta Squared
Corrected Model 1,751E8 9 1,946E7 9,583 ,000 ,633
stimulace * inf_2 1,739E7 4 4348658,596 2,142 ,089 ,146
stimulace 9,713E7 2 4,857E7 23,919 ,000 ,489
Inf_2 2,546E7 2 1,273E7 6,269 ,004 ,200
Error 1,015E8 50 2030420,868
Total 8,092E8 60
Corrected Total 2,766E8 59
pozn.: Tukey HSD: zgmy hodnot MFI v jednotlivych situacich viivem infek jsou
nesignif.
Pravd@&podobnost dosazeni kritické hodnoty indexu po 8 a&linach vlivem infekce:
Model Summary
Cox & Snell R Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square
1 71,177 ,135 ,183
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1*  Bez infekce 2,353 3 ,502
Inf. po stimulaci ,000 ,667 ,000 1 1,000 1,000
Inf. pfed stimulaci -,956 , 707 1,829 1 ,176 ,385
Samotné infekce -21,203 16408,713 ,000 1 ,999 ,000
Constant -5,540 4102,178 ,000 1 ,999 ,004
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4.12. Pravdpodobnost eliminace infekce fi dosazeni kritickych hodnot sledovanych

fenotypovych parametni

Logisticka regrese:
A) MFI CD54 v 6. hodi# vétSi nebo roven 37,85

Model Summary

Cox & Snell R Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square
1 26,920° ,426 ,611
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1° CDb54activ(1) 21,608 8569,170 ,000 1 ,998 2,423E9]
Constant -10,399 4284,585 ,000 1 ,998 ,000
B) MFI CD86 ve 24. hodiavétsi nebo roven 69,29
Model Summary
Cox & Snell R Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square
1 38,499° 244 ,350
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1° CD86activ(1) 2,621 ,878 8,917 1 ,003 13,750
Constant -1,087 ,439 6,139 1 ,013 ,337

C) index MFICD54 v 6. hodinX MFI CD86 ve 24. hodi&vétsi nebo roven 3057,4875

Model Summary

Cox & Snell R Nagelkerke R
Step -2 Log likelihood Square Square
1 31,161° ,365 ,524
Variables in the Equation
B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step 1° index5486_activ(1) 3,481 ,943 13,640 1 ,000 32,500
Constant -,824 471 3,059 1 ,080 A439]
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5. ZHODNOCENI VYSLEDK U A DISKUZE
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5.1. Modelovani vzdjemného vztahu mezi hostitelempatogenemn vitro

Pro studium vzajemného vztahu mezi hostitelem aduojicim intracelularnim
parazitem —F.t. bylo vyvinuto velké mnozstvin vitro modeh. Vyuziti mySi monocyto-
makrofagové buftné linie J774.2 a bakteriE. tularensisLVS (kmen odvozeny od
subtypuF. tularensis, subsp. holarctitgati mezi nejpouzivafjsi. Mezi jeho vyhody
pati velkd receptorova a futtki stabilita mySich butk vcéase a fi opakovanych
pasazich, nizka virulence kmene LVS pro lidskéklyua tudiz i bezpmost) a naopak
vysoka infekciozita pro pouzité mysi makrofafy Podstatou pouzitého modelu je
vytvareni specifickych experimentalnich podminek (premikii nezavisle prornné) a
meéteni zvolenych paraméitr(vystupni nebo téz zavisle prérmé) s naslednou analyzou
vzajemnych vztaln a zavislosti extrapolovatelnych na celek. Vzhleddnjeho
jednoduchosti jsou minimalizovany ruSivé (matoueljtory a vysledky jsou tak did
interpretovatelné. Je mozné navic velmi i@olprovadt opakovana mieni vcase,
sledovat dynamiku z#m a zvySit tak statistickou silufipnésledné analyze (t.].
pravdépodobnost, Ze existujici efekty budou skote ozna&eny jako statisticky
vyznamne). Je vSakeba upozornit i na nesporné nevyhody — model jeégampouze na
izolovanou buiénou populaci. Simplifikace vzajemného vztahu mezkterii a
hostitelem usnadije interpretaci naléznicmérgé vzdaluje vysledky od reality. Jéeba
rovréz zminit, Zze i statisticky vyznamny test v pravémyslu slova nevypovida o
podsta jevu ¢i kauzali€, ktera je problémem dalekorgsahujicim simplifikované
biologické a nasledn statistické modelovani. V nasledujicich kapitolattudou
interpretovany hlavni vysledky z analyz statistidhkymodel a davany do souvislosti

S poznatky o patogenezi infekEd.
5.2. Zmény exprese jednotlivych znak v zavislosti na¢ase a dalSich faktorech
5.2.1. Exprese CD54

Molekula CD54 (viz. 4.1.1.; 1-3) vykazuje vysocgrsfikantni zavislost exprese na
¢ase bez ohledu na dalSi faktory, F(2,74; 153,23%30<0.001 (vzhledem k poruseni
podminek sféricity dat, jsou vSechny nasledujiclegky korigovany dle Greenhouse-
Geissera, viz. kap. 4.2., zakladni ANOVAJasové zminy MFI CD54 jsou navic

signifikantre zavislé na zvolenéasovém modelu pokusu (t.j. samotna infekce, samotna
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stimulace, stimulace infikovanychii infekce stimulovanych), F(8,21; 153,23)=9,84,
p<0.001. Analyza kontrast v pripact jednoduchého efektdasu prokazala, zefip
srovnani s referéni vstupni hodnotou jsou vSechny nasledujici sikgiftné odliSné
(jednoduchy kontrast) a zavislost ma kvadratickyarakter (polynomialni kontrast).
Nastup indukce exprese je velice rychly a svéhoimaxpravidla dosahuje jizéhem
Sesti hodin.

Diky post-hoc analyze jednoduchého efeldaovych modél na pimérnou expresi
CD54 (Bonferroniho test) jeigmé, Ze jakakoli forma stimulace statisticky vyama
meéni primérnou expresi CD54 ve srovnani se samotnou inféktdmto duchu je mozné
rovrez tvrdit, Ze pitomnost infekce v systému statisticky vyznanonliviiuje piimérnou
MFI CD54 ato v pipac, Ze je infekce fidana az ke stimulovanym tkam, rozdil mezi
samotnou stimulaci a stimulaci po infekci je nearany.

Vzhledem k faktu, Z€asovy ptibch exprese CD54 vyznararzavisly na zvoleném
¢asovém modelu pokusu, byla dalSi analyza ($tgjko pro vSechny osatatni povrchové
znaky) vedena samostatpro vSechnytyii zakladni situace (viz. kap. 4.2.1).

V piipact samotné infekce dochazelo sice&dso¥ zavislym zménam exprese
zmeny v jednotlivychéasovych intervalech (viz. kap. 4.2.1. A).

Oproti tomu v pipadt samotné stimulace dochazelo kvysoce signifikamtni
zmeénam a to jak v ppact jednoduchého efekttasu, tak v fipact interakce mezéasem
a zvolenym stimuknim agens (LPS, IFN LPS+IFN), F (4; 24)=13.8, p<0,001, partial
n%=0,7 (viz. kap. 4.2.1. B). Pokud byla zwl&¥dnocena i davka pouZitého stimiréo
agens, byl prokdzan signifikantni rozdil pouzetipad IFNy (100 IU vs. 1000 IU/ml
média), F (2; 24)= 3,58, p=0,043, partial partigt0,23. Ri analyze jednoduchého
kontrastu se ukazuje, zZe tento rozdil je vighd pouze v poslednim pozorovaném
casovém useku (24 hod.). Jinymi slovy, signifikammddil g prabéhu stimulace IFM
mezi okkma davkami je fitomen pouze hodnotime-li relativni vzestup MRlage 24
hod. Diky post-hoc analyze (Tukey HSD) byly naviedhoceny jednoduché efekty
jednotlivych stimul@nich agens. Uvedeny test prokazal, Ze neni sigmfik rozdil
v efektu LPS a IFM na pfimérnou expresi CD54, ale je vysoce signifikantni ibrakzi
stimulaci LPS (resp. IFN a jejich kombinaci (LPS + IFN (p=0,006; p=0,002). Tuto
modelovou situaci (samotnou stimulaci) je moZno gimvat za pozitivni kontrolu
v dalSich analyzach hodnoticich efektidpné infekce (fed stimulaci¢i k piredem

stimulovanym biikam).
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Pokud byly stimulovany jiz igdem infikované hitky, byl ot ptitomen vyznamny
efekt asu F(1,78; 21,4)=54,4, p<0,001, partigE0,82 tak interakce meziasem a
zvolenym stimulanim agens F (3,57; 21,4)=12,4, p<0,001, panifs0,67 (viz. kap.
4.2.1. C). Efekt davky jednotlivych stimdl@ich agens je nesignifikantni. Post-hoc test
jednoduchych efelt (Tukey HSD) prokazal ap signifikantni rozdil mezi efektem
kombinace LPS+IFN a samotnym LPSi IFNy (p<0,001; p=0,002). | v tomtoripact
nebyl signifikantni rozdil mezi efekem samotnéhoSLR IFN, i kdyZz z grafického
znazorgni je patrny trend indukovat vysSi hladiny CD54tippcE pridani IFNy. Jak
vyplynulo z gedchozich vypéti, je pimérna exprese CD54 ipadt stimulace pedem
infikovanych burk nesignifikantg odliSn4 od samotné stimulace.

Jestlize bylo stimukani agens fidano k buikam pged kontaktem s infekci (infekce
stimulovanych bugk), byl patrny pouze signifikantni efekiasu F(2,87; 34,5)=17,9,
p<0,001, partiam®=0,6 (viz. kap. 4.2.1. D), efekt zvoleného stinduido agens byl
celkow nesignifikantni i kdyZ post-hoc test jednoduchysbkii prokazal signifikanté
rozdilnou pameérnou expresi CD54 vifpackt pridani kombinace IF+-LPS ve srovnani
se samotnym LPS a IRN(p=0,009; p=0,006). Z@&em lze konstatovat, Zerigani
infekce ke stimulovanym hikdm (bez ohledu na zvolené stimina agens) statisticky
vyznammi zmeni pramérnou expresi CD54 ve srovnani se samotnou stimuRaidil je
vyznamny i u samotné infekce, nicrdéme p'edpokladat, Ze je #igoben pouze vySSimi
vstupnimi hodnotami MFI CD54 &ase 0 (z dvodu gedchozi stimulace).

Zmeény exprese CD54 jsou velmi rychlé a jiz po 6ti mdaih kontaktu se
stimulatnim agens dosahuji téimsvého maxima, po 24 hod. jiz dochazi k mirnému
poklesu, ktery prawpodobré souvisi s imunomodutaim efektem produkovaného NO
(viz. dale). Cilen byla proto hodnocena zma MFI po 6ti hodinach v zavislosti na
zvolenémc¢asovém modelu a stimglaim agens. Vysledkem jsou vysoce signifikantni
rozdily F(9; 59)=14,2, p<0,001 (viz. kap. 4.2.2Pokud byla za referéni hladinu
zvolena zmina vyvolanou samotnou infekci (negativni kontroldye fici, Ze
nejvyznamgjsi rozdil je v pipact samotné stimulace kombinaci IFFNLPS a stimulace
kombinaci IFN+LPS infikovanych bugk (v obou gipadech p<0,001).

5.2.2. Exprese CD16/32

Exprese CD16/32 byla analyzovana stejnymispbem, jako CD54 (viz. kap.

4.1.2.). | zde je fitomna vysoce signifikantni zavislost gase bez ohledu na dalsi
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faktory, F(2,13; 119,2)=32,9, p<0.001 (Vzhledemokyseni podminek sféricity dat, jsou
i v piipadt CD16/32 vSechny nasledujici vysledky korigovangy @reenhouse-Geissera)
(viz. kap. 4.3.).Casové zriny MFI CD16/32 jsou signifikantnzavislé i na zvoleném
modelu stimulace a infekce (tj. samotna infekcamatna stimulace, stimulace
infikovanychc¢i infekce stimulovanych), F(6,39; 119,2)=19,6, Bdl.. Analyza kontrast

v piipad jednoduchého efektdasu prokazala, Zetipsrovnani s refer@mi vstupni
hodnotou jsou vSechny nasledujici signifikanballiSné (jednoduchy kontrast) a zavislost
ma linearni charakter (polynomialni kontrast). Nastndukce exprese je ve srovnani
s CD54 pomalejsi a svého maxima zpravidla dosghu@4 hodinach stimulace.

Diky post-hoc analyze jednoduchého efektu jedmgtlivéasovych moddél na
primérnou expresi CD16/32 (Bonferroniho test) jejmé, Ze jakakoli forma stimulace
statisticky vyznam& meéni praimérnou MFI CD16/32 ve srovnani se samotnou infekci.
Vtomto duchu je mozné rowha tvrdit, Ze pitomnost infekce v systému statisticky
vyznammié ovliviiuje expresi CD16/32 a to (podabmgako v gipadt CD54) pouze
v pripac, Ze je infekce fidana az ke stimulovanym tkam (bez ohledu na stimuyla
agens). Rozdil mezi pmérnou expresi CD16/32 u samotné stimulace a stirautar
infekci je (ot bez znalosti stimutamiho agens) nevyznamny.

| u CD16/32 byla dalSi analyza vedena samostato vSechnyctyti zakladni
situace.

V piipact samotné infekce dochazelo sice&dso¥ zavislym znénam exprese
zmeny v jednotlivychéasovych intervalech (stgjjako u CD54) (viz. kap. 4.3.1.A).

Oproti tomu v pipadt samotné stimulace dochazelo kvysoce signifikamtni
zmeénam a to jak v ppact jednoduchého efekttasu, tak v fipact interakce mezéasem
a zvolenym stimuknim agens (LPS, IFN LPS+IFN), F(2,95; 17,7)=10,9, p<0,001,
partialn’=0,64. Pokud byla zvl&&odnocena i davka pouZitého stimileno agens, byl
prokdzan signifikantni rozdil wipac IFNy (100 IU vs. 1000 IU /ml média), F(1,47;
17,7)=9,42, p=0,003, partiah®=0,44 i LPS (10 ng vs. 50 ng/ml média) F(1,47;
17,7)=5,46, p=0,021, partial’=0,31 (viz. kap. 4.3.1. B).iPanalyze jednoduchého
kontrastu se ukazuje, ze tento rozdil je vighd pouze v poslednim pozorovaném
¢asoveém useku (24 hod.). Jinymi slovy, signifikamtddil @i prabéhu stimulace IFN ¢i
LPS mezi obma davkami je fitomen pouze hodnotime-li relativni vzestup MRlage
24 hod. Diky post-hoc analyze jednoduchych dfekTukey HSD) jednotlivych

stimulanich agens bylo prokazano, ze je vysoce signifikamizdil v efektu LPS a IFN
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na pamérnou MFI CD16/32 (p<0.001), a mezi stimulaci &l kombinaci (LPS + IFN
(p=0,002). Oproti CD54 neni vyznamny rozdil meZim¢rnou MFI CD16/32 v fipac
stimulace samotnym LPS a kombinaci LPS+IFR grafického znazoemi vyplyvéa (viz.
kap. 4.3.1 B; post-hoc test), Zze n#fi naidst exprese CD16/32 byla zaznamenana
v piipadt stimulace samotnym LPS.

Pokud byly stimulovany jiz igdem infikované hitky, byl opt ptitomen vyznamny
efekt ¢asu F(1,33; 16)=54,4, p=0,004, partig=0,44 (viz. kap. 4.3.1. C), nicmé&n
interakce mezicasem a zvolenym stimwiaim agens &etné davek byla nevyznamna.
Post-hoc test jednoduchych efiekfTukey HSD) prokazal nesignifikantni rozdil mezi
efektem kombinace LPS+IFNa samotnym LPSi IFNy. Obecr lze tici, Ze infekce
burék pifed samotnou stimulaci ovlivni jeji ¢igh (anuluji se signifikantni rozdily
v efektech jednotlivych stimutaich agens), i kdyz analyza jednoduchého efektuetnod
stimulace a infekce (Bonferroniho test, viz. kap3.¥ vykazuje nesignifikantni rozdil
mezi paiimernou expresi CD16/32 u samostatné stimulace a stoayo infekci, podokin
jako v gipact CD54.

Jestlize bylo stimukani agens pdano k buikam ed kontaktem s infekci (infekce
stimulovanych bugk), byl patrny signifikantni efektasu F(2,68; 32,1)=37,6, p<0,001,
partial n°=0,76 i interakcetasu se zvolenym stimwaim agens F(5,36; 32,1)=3,94,
p=0,0086, partiah?=0,4 (viz. kap. 4.3.1. D). Uvedeny rozdil v efektterakce byl patrny
pii hodnoceni relativniho vzestupu MFI CD16/3Zase 6 hod. Post-hoc analyza
jednoduchych efekit(Tukey HSD) prokazala signifikartrrozdilnou piimérnou expresi
CD16/32 v pipact pridani kombinace IFi}tLPS ve srovnani se samotnym LPS
(p<0,001), ale ne samotnym IFNMezi efektem LPS a IFNje vyznamny rozdil
(p=0,007). Zawrem lze opt konstatovat, Zeiani infekce ke stimulovanym bkam
(bez ohledu na zvolené stimda agens) statisticky vyznamzmeni primérnou expresi
CD16/32 ve srovnani se samotnou stimulaci (Bonfénmtest, viz. kap. 4.3.) i zny
zavislé nacase. Rozdily jsou patrné i ve srovnani se samoimielci ¢i stimulaci po
infekci, nicmér (podobr jako v @gipact CD54) Ize pedpokladat, Ze uvedeny rozdil je
zpasoben opt zejména vySSimi vstupnimi hodnotami MFI CD16/32ase 0 (z dvodu
predchozi stimulace).

Zmeény exprese CD16/32 jsou pikud pomalejsi, neZ je tomu vipad CD54 a
dosahuji tak svého maxima az po 24 hodinach kamtskistimulénim agens. Byla proto
cilerg dale analyzovana zma MFI po 24 hodinach v zavislosti na zvoleném nhode

stimulace a infekce a konkrétnim stimiian agens. Vysledkem jsou &pvysoce
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signifikantni rozdily F(9; 59)=8,7, p<0,001 (vizajx 4.3.2). Pokud byla za refetan
hladinu zvolena z#ma vyvolana samotnou infekci (negativni kontrolag fici, Ze
nejvyznamgjsi rozdil je v pipact samotné stimulace LPS, n#éfiz pii kombinaci
IFNy+LPS¢i samotného IFN Pokud vSak stimulace byla kombinovana s infakddily
v nariistu nebyly signifikantni.

CD16/32 tedy vykazuje (ve srovnani s CD54) pomalefstup exprese \ipad
stimulace (maxima dosahujétsinou az po 24 hod., nicm&absolutni hodnoty MFI &
MFI jsou vySSi. Déle Izéici, Zze zatimco CD54 dosahuje maximaiippd stimulace
kombinaci LPS+IFN, u CD16/32 je tomu ip stimulaci pomoci LPS. U obou znak
dochazi k signifikantnim zémadm jejichcasového prbéhu exprese v zavislosti nmse,
zvoleném stimulénim agens a vifpact CD16/32 i na davce.

5.2.3. Exprese CD86

Stejre jako v gipads CD54 a CD16/32 byla analyzovana i exprese CD86 gap.
4.1.3.). | vtomto fipadt je pfitomna vysoce signifikantni zavislost expresetase bez
ohledu na dalsi faktory, F(2,46; 137,8)=51,5, p8Q.Qstejr jako u gedchozich znak
jsou u CD86 vSechny vysledky korigovany dle GreersieeGeissera, viz. kap. 4.4.).
Casové zrany MFI CD86 jsou signifikanth zavislé i na zvoleném modelu infekce a
stimulace pokusu (t.]. samotna infekce, samotn@uwéce, stimulace infikovanychi
infekce stimulovanych), F(7,39; 137,7)=10, p<0.08halyza kontrast u jednoduchého
efektu ¢asu prokazala, Ze ve srovnani s reféménvstupni hodnotou jsou vSechny
nasledujici signifikanth odliSné (jednoduchy kontrast) a stejrak i kazda nasledujici
hodnota ve srovnani s hodnototeqchozi (opakovany kontrast). Zavislost ma linearni
charakter (polynomialni kontrast). Nastup indukcgrese podobi jako u CD16/32
pomalejSi a svého maxima zpravidla dosahuje pco2dhch stimulace.

Post-hoc analyza jednoduchého efekasovych moddél na paimérnou expresi
CD86 (Bonferronino test) prokazala, Ze pouze staoell ped infekci vykazuje
signifikantre odliSnou piimérnou expresi CD86 od vSech ostatnich mbdbez ohledu
na zvolené stimutai agens. Ve zbylych situacich seipgrna MFI CD86 liSi jen
nevyznamp. Rozdil mezi pimérnou expresi CD86 vifpad stimulace pedchéazejici
infekci od ostatnich modile pravépodobr (stejre jako u gredchozich znak) zejména
z divodu vysSich hladin MFI wase 0.

| u CD86 byla dalSi analyza vedena samostpto vSechnytyii zakladni situace.
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V piipact samotné infekce bylywaso¥ zavislé zmény MFI CD86 statisticky
nevyznamné (viz. kap. 4.4.1. A).

Pfi samotné stimulaci dochazelo sice k vysoce sigaifinim zngnam v gipac
jednoduchého efekteasu F(1,85; 22,2))=77,8, p<0,001, partja0,87 (viz. kap. 4.4.1.
B), nicmére efekt zvoleného stimutaiho agens a jeho davky je nevyznamny.
Jednoduché kontrasty tento fakt dokumentuji steltisti vyznamnosti elevace exprese ve
srovnani se vstupni hodnotou od Sesté hodiny sditeubo cely zbytek sledovani. lep
nesignifikantni efekt zvoleného stimttdho agens je dle grafického znazom patrny
trend kvysSSi expresim wipact stimulace kombinaci LPS+IRNve srovnani se
samotnym IFN a LPS.

Pokud byly stimulovany jiz igdem infikované hitky, byl opt piitomen vyznamny
efekt casu F(2,52; 30,2)=24,1, p<0,001, partigF0,67, ale v této situaci jiz i efekt
zvoleného stimukniho agens F(5,04; 30,2)=3,64, p=0,011, panifs0,37 (viz. kap.
4.4.1. C). Uvedeny efekt je dle analyzy jednodubhiontrasi pro interakcecasu se
stimulainim agens patrny zejména ve 12. a 24. hodokusu. V pipad stimulace IFN
je ztetelnd i zavislost na davce, ktera se projevi vehddlire pokusu. Post-hoc test
jednoduchého efektu formy stimulace (Tukey HSD)kvSaprokazal signifikantni rozdil
mezi stimul&nimi agens. Obee¢nlze fici, Ze infekce bukk pied samotnou stimulaci
ovlivni praimérnou expresi CD86 pouze nevyznamn

Jestlize vSak bylo stimutai agens fidano k butkam ged kontaktem s infekci
(infekce stimulovanych bwk), byl patrny vysoce signifikantni efektasu F(3,05;
36,6)=48,2, p<0,001, partiaj?=0,80 i interakcetasu se zvolenym stimwaim agens
F(6,1; 36,6)=8,49, p<0,001, partiaf=0,59 (viz. kap. 4.4.1. D). Uvedeny rozdil efektu
interakce byl patrny ip hodnoceni relativniho vzestupu MFI CD86 ve vSéalovych
intervalech. V hodi&é 12 a 24 byl navic patrny signifikantni efekt davkNy. Post-hoc
analyza jednoduchych efék(Tukey HSD) prokazala signifikartmozdilnou pémérnou
expresi CD86 v fipad pridani kombinace IFM-LPS ve srovnéni se samotnym LPS
(p<0,001) ale ne samotnym IFNMezi efektem LPS a IFNje rovrez vyznamny rozdil
(p<0,001). Opt Ize tici, ze gidani infekce ke stimulovanym hkam (bez ohledu na
zvolené stimuléni agens) statisticky vyznamrznmeni ¢asovy ptibéh exprese CD16/32
ve srovnani se samotnou stimulactiieh je odliSny i od samotné infekéestimulace po
infekci, nicmér (podobr jako v gipact CD54 a CD16/32) Izeipdpokladat, Ze uvedeny

rozdil je zgisoben jednak vysSSimi vstupnimi hodnotami MFI CD26/8ase 0 (z dvodu
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piredchozi stimulace), ale zafgv tato situace da vyniknout rozdilnym efiakt
stimulainich agens na rozdil od ostatnich médel

Zmeény exprese CD86 dosahuji tak svého maxima aZz pbogdhach kontaktu se
stimulanim agens. Proto byla analyzovanaé¢mm MFI po 24 hodinach v zavislosti na
zvoleném ¢asovém modelu a stim@laim agens. Vysledkem jsou i zde vysoce
signifikantni rozdily F(9; 59)=7,7, p<0,001 (vizagk 4.4.2.). Pokud byla za refetan
hladinu zvolena z#na vyvolana samotnou infekci (negativni kontrola)yl
nejvyznamgjsi rozdil v gipadt samotné stimulace IRN a stimulace kombinaci
IFNy+LPS, meés jiz pii stimulaci samotnym LPS. Vyznamny rozdil je i figad
stimulace koktejlem LPS+IFNinfikovanych bugk.

Zaweérem lzetici, Zze CD86 vykazuje (na rozdil od CD54 a podojako u CD16/32
pomalejSi nastup exprese kigac stimulace (maxima dosahuj&tSinou po 24 hod.).
Déle lze tici, Ze zatimco CD54 dosahuje maxima fippd stimulace kombinaci
LPS+IFNy, a CD16/32 f stimulaci pomoci LPS, CD86 nejvice odpovida jak n
stimulaci kombinaci LPS+IFN tak samotnym IFW U predchozich znak dochazi
k signifikantnim zminam pfibéhu jejich exprese v zavislosti néase, zvoleném
stimula&nim agens a na jeho davce {ipad CD16/32 jak LPS tak IFNu samotné
stimulace, pro CD54 pouze IFN u CD86 se uvedené rozdily (agens a davkay)FN
projevi pouze § infekci predem stimulovanych begh.

5.2.4. Kombinace vSech znak

V pifedchozim textu byly vyhodnoceny zakladni zakonitokbvani jednotlivych
povrchovych znak v ¢ase v zavislosti na zvolené&fasovém modelu stimulace a infekce
a v zavislosti na stimutaim agens a jeho davce. Nynijge o komplexni zhodnoceni
chovani vSech znék (resp. jejich relativnich vzesttip AMFI) (pfiklad moZnosti
hodnoceni AMFI viz. kap. 4.1.3., 3) zareéw s vyhodnocenim vzajemnych roZdil
v zavislosti nacase, modelu stimulace a infekce a zvoleném stinuta agens.
Hodnoceny jsou nyni v ramci opakovanyckitemi faktory:c¢as (0-24 hod.) a fenotyp
(zména MFI CD54; CD16/32; CD86) a zejména jejich vza@nnterakceas x fenotyp.
Pro nezdvisla gteni byl hodnocen efekiasového modelu stimulace (2adna stimulace /
samotna stimulace / stimulacéegd infekci / stimulace po infekci) a stimétdgho agens
(bez stimulace / LPS / IFN/ LPS+IFN) a samoiejm¢ vzajemné interakce spolu

s opakovanymi gienimi, t.j.¢as x fenotyp x model x stimuai agens.
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Pro komplexni zhodnoceni byl &paplikovan obecny linearni model sikoovym
testem - smiSenda faktorialni ANOVA. Vzhledem k gmmi poZzadavku sféricity dat je
opét na vSechny vysledky aplikovana korekce epsiloa @reenhouse a Geissera.

Jiz z prvni vysledkové tabulky (viz. kap. 4.5. zakii ANOVA) je Zejme, Ze
vSechny vySe citované efekty a vzgjemné interakterd jsou z praktického hlediska
v ¢asovém pibchu jednotlivych fenotypovych znakbez ohledu na dalSi faktory F(5,17;
258,5)=25,8, p<0.001, partigf=0,34. V ripad: interakce fenotypu &sem a modelem
stimulace resp. infekce je dosazeno podobsignifikantnino vysledku F(10,3;
128,5)=17,3, p<0.001, partigf=0,41. Restoze tento vysledek vykazuje nizsi hodnotu F
(Cili znalost konkrétniho znaku @&asového intervalu spolu s modelem stimulace jeémén
uzitetna pro odhad MFI, nez tomu bylo ¥eplchozim fipadt, kde nebyléasovy model
bran v potaz), diky hodnoceni sily efektu panyaje zZejmé, Ze tento statisticky model
vyswetluje 41% unikatni variability vSecAMFI (t.j. variability, ktera neni vysilitelni
zadnym z dalSich faktdy. Oproti tomu, interakcecasu s fenotypem a zvolenym
stimulanim agens vykazuje sice statisticky vyznamny efék10,3; 258,5)=3,85,
p<0.001, partiah?® je pouze 0,1Zili znalost uvedenych proinnych vys¥tluje jen 13%
unikatni variability AMFI. O néco lépe je na tom komplexni interakce mezi fenatype
¢asem, modelem stimulace a stintmlian agens, ktera ma &pvysoce signifikantni efekt
na vysledné natieni AMFI F(20,7; 258,5)=4,434, p<0.001, partig=0,26. Uvedeny
vysledek je tedy mozné interpretovat tak, Ze pokudeme znét znakasovy interval,
¢asovy model i stimulmi agens (pokud bylo pouZito) vydime asictvrtinu unikétniho
celkového rozptylu nadienych AMFI. Zbyla variabilita je ovlivéna dalSimi faktory,
které nebyly v naSich analyzach brany v potaz.

V dalSim kroku byla provedena post-hoc analyza gddohych efekt podle
Bonferroniho k vyjaéeni vlastnich rozdil mezi jednotlivymi modelovymi situacemi a
stimulanimi agens. Z vysledkvyplyva (viz. kap. 4.5. post-hoc test pro obecigke
modelu stimulace a infekce), Ze jakakoli forma siewe (d uz samotn&i v kombinaci
s infekci) statisticky vyznangn ovlivni silu zngény prmimérné exprese jednotlivych
povrchovych znak (vSechna p<0.001). Zajimgsi je posouzeni vlivu infekceipgané do
systému (v jednotlivycltasovych schématech) ve srovnani se samotnou stimuia.
kap. 4.5. post-hoc test pro obecny efekt modefadtice a infekce). Zde jgggmy velmi

signifikantni rozdil mezi samotnou stimulaci a kde (p<0.001) a o dto mér
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vyznamny rozdil mezi samotnou stimulaci a stimulaéikovanych bugk (p=0,027).
Pokud vSak nebereme v potaz dalSi phoné, je pimérna exprese dednotlivych znak
pii samotné stimulaci nesignifikaritiodliSnd od stimulacered infekci.

Post-hoc analyza jednoduchych etelgtimulanich agens (Bonferroni) rovh
prokazala, Ze iidani jakékoli formy stimulace (LPS, IFNEi LPS+ IFNy) statisticky
velmi vyznamg ovlivni praimérnou znEénu exprese vSech analyzovanych Znabkez
ohledu na to, kdy jsou &eny a jaky model stimulace je aplikovan (p=0,00€0.001,
p<0.001). Dale je iejmée, Ze efekt samotného LPS (pokud nejsou brapgtaz dalSi
faktory) se jen nesignifikanénliSi od efektu IFN, ale oba samotné stimdtd agens
indukuji vyznamg niZzSi paimérnou znénu exprese jednotlivych znakve srovnani se
stimulaci jejich kombinaci (p<0.001).

Z praktického hlediska nejzajimgsi byla analyza kontrastpro interakce vSech
hodnocenych faktér Budeme-li hodnotit rozdil WMFI mezi znaky CD54 a CD16/32,
pak u jednotlivych ¢asovych moddél a s pouzitim tdznych stimulatak dochazi
k signifikantnim rozdiim a to v hodinach 3, 6, 12 a nejvice ve 24. ho#if@; 50)=5,03,
p=0,002. K velmi obdohnsignifikantnim rozdiilm dochéazi v fipad srovnani CD16/32
a CD86 s maximalnim rozdilem ve 24. hadi(4; 50)=4,84, p=0,002. Nejvyzna$i
rozdil casow zavislého pibéhu exprese v zavislosti na &gich podminkach je mezi
znaky CD54 a CD86, iitemz svého maxima dosahuje v Sesté hodi(d; 50)=9,5,
p<0,001. VySe uvedené zfy jsou znazoréné na saél grafi ¢asovych pitbehua A MFI
jednotlivych znalk v konkrétnich situacich (model x stimémd agens). Proiphlednost
jsou grafy bez chybovych sk (viz. kap. 4.5. analyza kontrast grafycasovychrad
pro jednotlivé modely stimulace a infekce).

V piipact samotné infekce dochazi sicecdsos zavislym zmgnam A MFI
jednotlivych znak, nicmér maximalni znéna nepevysuje 10 (bezrozémé cislo), coz
je zhruba o jederad niZSi hodnota, nez vipact jakékoli stimulace. Pokud jsou itky
pouze stimulovany IF{ je patrny por&rné vyrovnany vzestup vSech zngkktery
dosahuje svého maxima po 24 hodinach a je nejyy8SCD16/32 a CD86. Oproti tomu
stimulace samotnym LPS vede k rozdilnémibghu vSech znak CD16/32 a CD86 oba
dosahuji maxima ve 24. hodinale s vyznamnym rozdilem,tpnérnAAMFI CD16/32 je
aZz dvojnasobna ve srovnani s CD86. CD54 magti@jnanst jiz v Sesté hodif) poté
pozvolna klesa. Kombinace IFMNLPS vede k zenam, které stoji ¢kde mezi obma
vySe popisovanymi fib¢hy. CD16/32 i CD86 harmonicky stoupaji s maximem2de

hodiré s podobnymi maximy, CD54 je na vrcholu jiz v Sekt#int a poté pozvolna
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klesa. Naiist MFI pro CD54 je v piméru  téngt dvojnasobny ve srovnani se samotnym
LPS. Pokud byla ke stimulovanymitkam nasled® pridana infekce bytasovy ptibéh
zmeén vSech znak opst odliSny. V prvnich Sesti hodinach bylgpeh priblizné podobny,
nicmére poté dosSlo k obratu a zejména CD16/32 nasleklesa pi vSech typech
stimulaci. CD86 ma tendenci k vysSiniistu, zejména, je-li ve stimulackippmen IFN
(s&m, ¢i v kombinaci s LPS). PodoBrreaguje i CD54, které ipac stimulace LPS
pied infekci nevede k vyznaBimu nafistu exprese, na rozdil od stimulace &
IFNy+LPS, kdy jeho exprese roste na maximuthdm 3-6 hodin. Posledni testovanou
situaci byla stimulace jizipdem infikovanych buik. ZjednoduSe#lzefici, Ze piibéh se
velmi podob& samotné stimulaci nicrdé&nnizSimi maximy. U stimulace samotnym LPS
navic (podob# jako u infekce stimulovanych be&k) dochazi k obratu v devaté hoélin
s naslednym poklesem. Neéjgi nafisty vSech znak byly pozorovany v fipac
stimulace kombinaci LPS+IRNVzhledem k enormnimu mnoZstvi zpracovavanychadat
absence statisticky vyznamného efektu davky piSinu situaci a zna@knebyly tyto
zvlag hodnoceny.

Pro dalSi analyzy (zejména logistickou regresiphytzbytné ohodnotit kolinearitu
jednotlivych znakt v prislusnych situacich. Ukazalo se, Ze navzajem reejkiareluji
znaky CD86 a CD16/32 a to zejmén# pamotné stimulaci (r=0,75) a stimulaci po
infekci (r=0,71). Z toho dvodu uvedené znaky nemohly byt navzdjem kombinoany

vypocty pravdEpodobnosti eliminace infekce (viz. dale).

5.3. Produkce NO

RozloZeni narienych hodnot relativnino n#@tu produkce NO pM/I) mélo
nenormalni rozlozeni (vyznaman pozitivni Sikmost), které nebylo odstranitelné
logaritmickou transformaci dat a zardveebyla napléna podminka homoskedasticity
ani sféricity. Bi hodnoceni jeho obecné zavislostidaae byl proto pouZzit neparametricky
Friedmariv test (pro zavislé soubory), ktery prokazal vysaignifikantni vysledek
v*(5)=79,6, p<0.001 (viz. kap. 4.6.). Pra:ejmeni efektu jednotlivych stimutaich agens
a casovych moddél stimulace (¢. Interakce) byla pouzita s vyhradami (nenormalni
rozckleni souboru, nehomoskedasticita a porucha sfgrisihiSena faktorialni ANOVA.
Vysledkem je statisticky velmi vyznamny efekt obfaktoni (¢asovy model F(3,15;
78,73)=6,18, p=0,001, partigf=0,74 a stimulani agens F(3,15; 78,7)=123,5, p<0.001,
partial n?=0,83) a jejich interakci F(6,3; 78,7)=5,57, p<@0Partialn’=0,31 (viz. kap.
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4.6.1.). Pestoze je mozné vznést namitku ohkedignifikance pi nesplréni podminky
normality, jsou hodnoty F (zejména figact stimula&niho agens) tak vysoké, Ze
vysledek je mozZné jist prijmout. Z grafického znazo#mi (viz. kap. 4.6.1., grafy
casovychtad) je patrné, Ze samotna infekce prakticky neiodala produkci NO
hostitelskymi btikami, na rozdil od vSech forem stimulace (nejvig#ipact stimulace
piedem infikovanych bufk), mezi jednotlivymi stimulacemi nejsou signifikahrozdily.
Jest zajimavjSi je rozliSeni ndrstu tvorby NO podle pouzitého stimatdho agens, kde
se vyznamé odctluje skupina bu&k stimulovanych kombinaci LPS+IRN Uvedeny
vysledek je pla v souladu s velmi vysokym F pro efekt stintlédno agens a vysokému
partial n°. Jinymi slovy znalost stimutaiho agens vysili a? 83% unikatni variability
naristu produkce NO.

Vzhledem k tomu, Ze zipdchozi analyzy vyplyva, Ze produkce NO dosahughev
maxima po 24 hodinach od ¢ku pokusu, zajimalo nas blizsi rozliSeni jejiigisti na
stimulanim agens tasovém modelu stimulace. Kruskal-Wallistest vykazuje vysoce
signifikantni vysledelg?(9)=46,3, p<0.001 (viz. kap. 4.6.2.). Nasledny fedhoduchého
efektu podminek pokusu (Tukey HSD) ukazal, Ze wersiini se samotnou infekci jsou
vSechny pipady, kdy byla do systémutigana kombinace LPS+IRNjak samostatf) bez
infekce, tak pedci po infekci) velmi vyznamé vyssi (p<0.001).

5.4. HezivaniFrancisdlatularensisLVS

Podobi jako v gipadd hodnoceni NO, i vysledky iezivani F.t. LVS
v jednotlivych ¢asovych intervalech a modelovych podminkach, wgeané v podob
dekadického logaritmu kolonie formujicich jednote&k ml (logcCFU/mI) vykazovala
vyznamné odchylky od normality, homoskedasticisféricity. Pro analyzu efektéasu
na pezivani byl proto row¥ zde pouZzit neparametricky test (Friediharest), ktery
v8ak vykazoval vysoce signifikantni vysledéi6)=18,1, p=0,006 (viz. kap. 4.7.).

Pro ozejmeéni efektu pouzitého modelu stimulace a stimniho agens bylo nutné
pouzit i smiSenou faktorialni ANOVU (neexistuje ampmetricka analogie), vysledky
jsou vSak spiSe orierttai (diky nenormalnimu rozloZeni souboru klesa siaka sila a
roste chyba l.radu), nicmé#a diky vysoké statistické signifikanci do zm& miry
zobecnitelné. Lze tedy tvrdit, Ze proliferace jesage zavisla ndase F(1,59; 55,5)=12,9,
p<0.001, partiah?=0.27, modelu stimulace F(1,59; 55,5)=10,3, p<0,@@ttialn’=0.23,
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stimulasnim agens F(3,17; 55,5)=8,36, p<0.001, parffa.32 a vzajemné interak&as
x model x stimulani agens F(3,17; 55,5)=3,96, p=0,011, par{fa.19 (viz. kap. 4.7.1.).
Pri grafickém znazorni (viz. kap. 4.7.1., grafgasovychiad) je patrny zajimavy
vztah, Ze po 24 hodinach infekdef. nejvice proliferovala v ipack, Ze byly buiky po
kontaktu s bakterii nasledrstimulovany (bez ohledu na stimtt agens) a nejmén
pokud byla stimulace provedena fepted infekci. Z prezentovaného vysledku ANOVY
je zZtejmé, Ze samotny model stimulace a infekce predikujbéh infekce (ve smyslu
proliferaceF.t.) zhruba z 20 %. Oproti tomu, pokud se Zéime na rozdil v proliferaci
infekce v zavislosti na stimulaim agens, jeiejma zajimava zavislost, ze jak stimulace
LPS, tak IFNy sama o sabproliferaci nebrzdi, nicmérk jejimu Uplnému zablokovani po
24 hodinach dochazi viipad pouZziti kombinace LPS+ IFNa to zjevi v jakékoli
koncentraci a bez ohledu n@msovy model stimulace. Z&v koreluje s vysledkem
ANOVY, z n¢hoz vyplyva, Ze stimutami agens predikuje proliferaci infekce t&ne
jedné fetiny. Zawry jsou navic v souladu s tvrzenim, Ze uvedena koace
stimulanich agens vyznangnndukuje naiist tvorby NO a podtrhuje jeho prajmbdobré

esencialni roli v kontrole infekce.

5.5. Korelace mezi produkci NO a proliferaci infeke ve 24. hodig

Zjistené skuténosti o soubhu mezi produkci NO a proliferaci infekce vedly &
analyze hodnotici miru korelace mezi produkci N@raliferaci F.t. po 24 hodinach
pokusu. Vzhledem k odchylkdm od normality byla ptausmeparametricka padova
korelace podle Spearmana, ktera v tomtipat prokédzala vysoce signifikantni vztah
mezi ol¥ma prondnnymi, r=-0,722, p<0.001,%R0,52 (viz. kap. 4.8.). Vysledek je mozné
interpretovat tak, Ze jeffpomna vysoce signifikantni negativni zavislost nyaoliferaci
infekce a produkci NO po 24 hodinach pokusu, bdedohna vijSi podminky. Pokud
uvedeny vztah vneseme do bodového grafu (viz. &&p, graf linearni regrese), je patrny
dvoufazovy piibéh reagresni zavislosti proliferace na produkci NQurvni ¢asti dochazi
k dramatickému poklesu (v intervalu relativnihotsén produkce NO O - cca 20M/1) az
k nulové proliferaci, fi vSech vySSich koncentracich NO [Zt.neproliferuje wibec. Z
analyzy produkce NO po 24 hodinach vyplyva, Ze k8gctyto body, odpovidajici
pokusim, kdy infikované biiky indukovaly néiist produkce NO o vice nez 20M/I

odpovidaji stimulaci kombinaci LPS+IFM to jak ped infekci, tak po infekci.
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5.6. Korelace mezi fenotypovymi zénami a produkci NO ve 12. a 24 hodi&

Hodnoceny byly rové¢ vzajemné vztahy mezi hodnotami MFI CD54 v 6. hadi
CD16/32 a CD86 ve 24. hodima produkci NO ve 12. a 24. hodinSe vSemi vySe
zminenymi parametry byl dale korelovan nasobek MFI Ch31 hodirg a MFI CD86 ve
24. hodir, ktery byl dale vyuZzit v ramci ROC analyzy (viagk 5.7.). K tomuto delu
byla vytvaena jednoducha korelai matice (spolu s maticovym bodovym grafem a
regresnimi  fimkami) umodujici snazSi orientaci ve vzajemnych kolinearitach
jednotlivych parametr (diky kterym jsou tyto obtizn kombinovany jako nezavislé
faktory v regresnich modelech) (viz. kap. 4.9., iomaa tabulka korelace a maticovy
bodovy graf). Pro Wisleni vzajemnych korelaci byl pouzit neparametriSpearmainv
poradovy koeficient, jehoz interpretace je v za@satejna, jako u parametrického
Spearmanova koeficientu, tento test je vSak rofjisra ma mensi pozadavky na
normalitu rozlozeni souboru. Z vysledije patrné, Ze nefSi Urovn korelace je
piitomna mezi hodnotami produkce NO ve 12. a 24.1ko@F0,879, p<0,001). Zaroxéd
fenotypové parametry navzgjem vyznamkoreluji, nejvice CD54 a CD86 (r=0,49,
p<0,001). Nar‘ené hodnoty MFI jednotlivych znaks prislusnychéasovych intervalech
navic koreluji i s produkci NO ve 12. a 24. hadia to ogt zejména MFI CD54 v 6.
hodiré (r=0,689, p<0,001, resp. r=0,726, p<0,001). Optrothu MFI CD16/32 ve 24.
hodiré vykazuje signifikantni pozitivni korelaci pouze seakem CD86 ve 24. hodin
Neni nezajimavé, ze pivany index vznikly nasobenim MFI CD54 v 6. hadanCD86 ve
24. hodig vykazuje nejvy$Si hodnoty koreétsho koeficientu, se vSemi ostatnimi
parametry (¥etné CD16/32 a produkci NO) a zda se byt tudiz dhiecoby jednoduchy

nezavisly faktor popisujici fugki stav stimulované liky.

5.7. Statisticka zavislost pezivani infekce na modelovych podminkéach, fenotypgeh
zménach a produkci NO

Pro poteby nasledujici analyzy byla vyttema nova zavisla binarni prémma -
eliminace infekce, kterd nabyva hodnoty O (jdtgmna jakakoli proliferace po 24
hodinach pokusu) a 1 (doSlo k eliminaci infekdet. po 24 hodinach pokusu
neproliferuje). K hodnoceni jakéhokoli vztahu zésssi, kdy sledované zavisle prémrma
nabyva pouze hodnoty 1 a O jetema binominalni logisticka regrese. Jedna se ve své

podstat o upraveny linearni regresni model, ve kterémojdt@n logit proliferace, coz je
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piirozeny logaritmus pogmu pravétpodobnosti, Ze doslo k eliminaci infekce (hodnota 1
k pravdpodobnosti, Zze k eliminaci nedoSlo (hodnota 0). &opravdpodobnosti je
mozné roviiZz ozndit jako Sanci, nebo ODDS. Vysledkem jsou (podofako v jakékoli
jiné linearni regresi) hodnoty koeficiédnB pro jednotlivé nezavisle pramné spolu s
testovymi statistikami jejich vyznamnostinl@zitym vystupem je rowz hodnota exp(B)
(matematicky ), ktera pedstavuje porr $anci eliminace infekcefiplatnosti nezavislé
podminky k Sanci eliminace infekce neni-li nezavipbdminka naptma ¢ili v naSem
pripact, kolikrat je WtSi Sance eliminace infekceisplneni piisluSné podminky nez
pokud splgna neni). Tento parametr se oauja také jako ODDS ratio. Odhad parametr
je matematicky provash metodou maximalniévohodnosti (maximum likelihood) a jeho
piesnost je velmi zavisla na ga pozorovani.

V naSem pipact byl vytvoren model zavislosti eliminace infekce na zvolenych
podminkéach, konkrétnstimulaci LPS, IFN a kombinaci LPS+IFN (z analyzy efekt
stimulainich agens naipZivaniF.t. vyplyvala nejvyssi partia}’=0.32) (viz. kap. 4.7.1.).
Jak vyplyva z uavodni tabulky, tento model je vysagnifikantni €ili vyznamre lépe
predikuje péibéh infekce ve smyslu jeji eliminace, nez pouhy aeticky primér) a
nabyva i vysoké hodnoty Negelkerkehd=B,8 (uvedeny model vysiti az 80%
variability prav@&podobnosti eliminace infekce) (viz. kap. 4.10., lsoumodelu). Dalsi
analyza prokazala, Ze jedinym signifikantnim préeatiégm eliminace infekce je
piitomnost stimulace kombinaci LPS+IKbinarni prorgnna 1-gitomna; 0-nefitomna)
(B=5,77, p<0.001). Vzhledem k nesignifikantnim Koeintim B (koeficienty se jen
nevyznama liSi od nuly) byly z rovnice Wazeny prorinné LPS a IFN (rovréz binarni
promenné hodnotici pouzefipomnost pisluSného stimutamiho agens). Hodnoty exp(B)
pro pronénnou LPS+IFN nabyva vysoké hodnoty 318ili pfidani kombinace LPS a
IFNy do modelového systému s infekci zvySi Sanci elweninfekce 319x (viz. kap.
4.10., zavislost prawgpodobnosti eliminace infekce naggich podminkach, variables in
equation). Z klasifikéni tabulky (viz. kap. 4.10., zavislost pra&pddobnosti eliminace
infekce na viyjSich podminkach, classification table) rézrvyplyva, Zze pitomnostci
negitomnost uvedeného stimdl@ho agens v systému predikuje eliminaci infekce s
91,7% senzitivitou (ze 12tiffpadi, kdy doslo k eliminaci infekce, byla tato stimudac
piitomna 11x a pouze 1x byla infekce eliminovana pBtomnosti této kombinace) a
96,7% specificitou (z 30tiffpadi prezivani infekce bylo 29 bezipmnosti uvedené

stimulace).
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Podobnym zfisobem byla sestavena rovnice k vygd prediktivni hodnoty
produkce NO ve 24. hodir(viz. kap. 4.10., zavislost pragabdobnosti eliminace infekce
na produkci NO). Uvedena prémma (na rozdil od vySe aplikovan&itpmnosti
konkrétniho stimuleniho agens) je kontinualni. Zvoleny modeléoponerné dokre
popisuje reélnou situaci (Negelkerkeh6=R,77) a vyslednou hodnotu exp(B)=1,2 je
mozno interpretovat, Ze zvySeni relativni produké ve 24. hodit o 1 uM/I zvySi Sanci
eliminace infekce 1,2x. Diky vysokému stupni kocelanezi produkci NO ve 24. hodin
a stimulaci kombinaci LPS+IRNe dle Kklasifik&ni tabulky pro produkci NO Wslena i
stejna senzitivita a specificita.

Vzhledem k faktu, zeékiStm zajmu bylo hodnoceni b&mného fenotypu, bylo
z praktického hlediskatdezité, zda konkrétni zény v expresi sledovanych povrchovych
znalki mohou slouzit k predikci jb¢hu infekce ve smyslu jeji eliminace. Bylo proto
zvoleno rkolik typickych nalea (hodnoty MFI CD54 v 6. hodi hodnoty MFI
CD16/32 a CD86 ve 24. hodim dale nasobky MFI CD54 v 6. hodin MFI CD86 resp.
CD16/32 ve 24. hodina koneéné nasobek CD86 a CD16/32, oboji ve 24. hejlia
sestrojena prohROC Kivka (receiver operating curve) s naslednym wem moznych
kritickych hodnot (cut-off) a fislusnych senzitivit a specificit pro predikci elitace
infekce (viz. kap. 4.10., ROC analyza, coordinatiethe curve). Kivka je gredstavovana
linii bodia odpovidajicich jednotlivym naffenym hodnotam sledované nezavisle
proménné (v naSemifpact MFI prislusnych znak a vypa@itané indexy) s ijrazenymi
sodadnicemi X (1-specificita) a Y (senzitivita). Za topalnich okolnosti (kdy je
analyzovany parametr uZitgym prediktorem hodnoceného jevu) vyslednévKka
kopiruje levy okraj grafu (tj. s rostouci senzitw neklesa specificita), v ofi@ém
piipadt vytvéi diagonalu z levého dolniho rohu do pravého harnéh s rostouci
senzitivitou undrné klesa specificita.

Souwasti uvedené analyzy je v prvnim kroku vyhodnocebhécné schopnosti
parametru separovat navzajem situace, kdy hodnoganyastaléi nenastal (doSla@i
nedoslo k eliminaci infekce) pomoci vyftené plochy podikvkou (AUROC, pohybujici
se v intervalu 0,5-1) a signifikance testu, Ze §&ivnez 0,5 (t.j. situace, kdy studovana
proménna je zcela neuzited a ROC Kvka tvaii diagonalu, viz. kap. 4.10., ROC
analyza, area under the curve). V tomtipgact se jako nejuziten¢jSi jevi parametry MFI
CD54 v 6. hodin (p<0,001) a saiin MFI CD54 v 6. hodi a MFI CD86 ve 24. hodin
(p<0,001), o Bco mérk samotné MFI CD86 ve 24. hodifp=0,001) a hratiné sowin
MFI CD54 v 6. hodis a MFI CD16/32 ve 24. hodin(p=0,048). Pro uvedené znaky jsou
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vycisleny i gislusné kritické hodnoty. Na podkkadéchto vypa@tenych hodnot je tedy
mozné tvrdit, Ze pokud byla u mySich Bkrv 6. hodig nantifena hodnota MFI pro
CD54 tSi nez 37,9, pak bylo mozné se 100% senzitivit@3,8% specificitou tvrdit, Ze
doSlo nasledhve 24. hodit k uplné eliminaci infekce. O¢éoo mér senzitivigjSi, ale
zato specifit¢jSi se v tomto skru jevi index vypoéteny nasobkem MFI CD54 v 6. hodin
a MFI CD86 ve 24. hodih Pokud pesahoval hodnotu 3057,5, patkegpovidal eliminaci
infekce s 83% senzitivitou a 87% specificitou. Algického hlediska pak Ize na podidad
ziskanych vysledk usuzovat, Ze indukce exprese CD54 jiz v 6. hogensenzitivijSim
(t.j. dochazi k ni pokazdé, ma-li byt eliminovamdekce), nicmé& mére specifickym
parametrem (tj. kindukci dochazi i za jinych aity které nemuseji nutnveést
k eliminaci infekce). Jako takovy mé& vysledek pedosazeni kritické hladiny vysokou
negativni prediktivni hodnotu (100%), ale nizSi ifemi prediktivni hodnotu (60%).
Oproti tomu sotin MFI CD54 v 6. hoditt a CD86 ve 24. hodije mér senzitivni, ale
podstatg vice specificky marker eliminace infekce a jakkotay ma i vysSi pozitivni
prediktivni hodnotu (70%) a niZSi negativni prendiki hodnotu (92%).

5.8. Efekt infekce na fenotypové ziny

F.t. vyznamr ovliviiuje chovani infikovanych bék, coZz je moZné prokazat
zmeénami v typickém pibéhu jejich aktivace. V fedchozim textu byly definovany
typické parametry, které maji velkou vygowmi hodnotu ve smyslu predikce chovani
inflkovanych a stimulovanych bgk. V dals$i analyze bylo hodnoceno, které
z kontrolovanych wgSich faktofi k nim vedou a do jaké miry jsou jejich efekty
ovlivnény vstupujici infekci @uz gred samotnou stimulaéi ex postZ toho divodu byla
vedena nezavisla faktorialni ANOVA gitajici efekty pitomnosti infekce a stimutaiho
agens na hodnotu MFI CD54 v 6. hagiMFI CD86 ve 24. hodiha index MFI CD54
v 6. hodirg X MFI CD86 ve 24. hodi# (viz. kap. 4.11.). UZ orientai krabtkové grafy
(viz. kap. 4.11., A, B a C) naz&igi vyznamné rozdily mezi jednotlivymidrenimi MFI
CD54, CD86 a patanymi indexy. Diky vysledkm ANOVY je ziejmé, Ze daleko &tSi
efekt na vyslednou hodnotu u vSeéh dledovanych paramétrma zvolené stimutani
agens (t.j. zadné, LPS, IFNi kombinace LPS+IFN) ve srovnani s efektem modelu
infekce a stimulace (t.j. Zadné infekce, infekce gpionulaci, infekce fed stimulacici
samotna infekce). Rozdil je mozné hodnotit jak podysledné hodnoty F, tak podle

vycislené standardizované sily efektu — parifalNeni bez zajimavosti, Ze ve vetdch
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piipadech (tedy CD54, CD86 i ¥ipad vypatitaného indexu) neni signifikantni efekt
interakce mezi modelem infekce a zvolenym stignilam agens, coZ je mozné
interpretovat, Ze neni signifikantni rozdil mezinkem jednotlivych stimukinich agens

v prislusnych modelech stimulaceieBto je patrny trend v dosahovani vysSich hodnot
MFI (jak CD54, tak CD86¢i pocitaného indexu) vifpad pridani infekce ke
stimulovanym biikam a naopak niZSich ¥ipac, Ze byly stimulovény jiz infikované
buiky. Zarover vSechny it parametry maji tendenci reagovat vice nayjfiéZ na LPS a
zdaleka nejvice na jejich kombinaci (a to bez ohled zvoleny model infekce). Samotna
infekce indukuje pouze minimalni 2my fenotypu.

V dalSim kroku byly vyisleny pomoci logistické regrese hodnoty ODDS ratio
vztahujici se k jednotlivym modelovym situacim kde ve smyslu pravgodobnosti
(resp. Sance) dosahnout kritickych hodnot sledostanfenotypovych paraméir t.|.
hodnot, i kterych je dle ROC analyzy vysoka pr&pddobnost eliminace infekce (viz.
kap. 4.11., prawpodobnost dosazeni kritické hodnoty MFI CD54 poo@.h Pro MFI
CD54 v Sesté hodénje mozné tvrdit, Zeidani infekce po stimulaci zvysi Sanci dosazeni
kritickych hodnot vice nez 4x, zatimco infekce &unes€ pred stimulaci tuto Sanci
sniZzuje zhruba o jednitinu. Oproti tomu samotna infekce kritickych hotlnedosahuje
vabec. V gipad CD86 dochazi ke snizovani Sance v obtipgulech infekce @ed i po
stimulaci), vice f infekci dosud nestimulovanych bdlka (viz. kap. 4.11.,
pravdpodobnost dosazeni kritické hodnoty MFI CD86 pohadl.). U indexu CD54 X
CD86 infekce stimulovanych bgk Sance wubec neovlivni, zatimco infekcetqu
stimulaci ji snizi asi na jednietinu (viz. kap. 4.11., pra¢édodobnost dosaZeni kritické
hodnoty indexu po 6 a 24 hod.). Ke vSem vySe ptexanym vysledkm logistické
regrese jeieba poznamenat, Ze #vibdu omezeného ptu pokusi pro jednotlivé stituace
jsou uvedené hodnoty spiSe oriénia

Posledni vypoet, vyuzivajici logistickou regresi, bylo &gleni efektu dosazeni
kritickych hodnot na Sanci eliminace infekce (jdgpodstat o explicitni vyjadeni
vysledlka z ROC analyzy) (viz. kap. 4.12.). Lze tedy tvrdie, dosaZeni vysoce senzitivni
kritické hodnoty MFI CD54 v Sesté hodirzvySi Sanci eliminace infekce enormnim
zpisobem (exp(B)=2,4xE) nicmér tento vysledek je ap jen orientani
(nesignifikantnii parametr B z2iodu, Ze nenastala situace, kdy infekéeZpvala i i
dosazeni kritickych hodnot MFI pro CD54), i kdyZz pegedni hodnota tohoto
statistického modelu je pamné vysoka (Negelkerkeho ?R0,61) (viz. kap. 4.12., A).
Podobr v pripact dosazeni kritickych hodnot MFI pro CD86 ve 24. ingdse Sance na
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eliminaci infekce zvySuji téait 14x (viz. kap. 4.12., B) a wipact indexu MFI CD54 (6)
x MFI CD86 (24) je tomu az 32,5x (viz. kap. 4.12),

Zawrem lze tedy fici, Ze i pes statistickou nesignifikanci ¢kterych
interpretovanych hodnot se sledovani fenotypovyatametéi pritokovou cytometrii jevi
jako velmi perspektivni Zsob odhadu aktivace bkly ve smyslu jeji schopnosti

eliminovat infekci.
5.9. Diskuze

Cilem této prace bylo vytwit funkéniin vitro model infekce buk mySi monocyto-
makrofagové linie J774.Brancisella tularensid.VS, vakcingnim kmenem odvozenym
od subtypuF.t. holarctica se zamfenim na analyzédasow zavislych zngn fenotypu
mySich bugk a jejich korelaci s markery U&fnosti eliminace infekce a metabolické
aktivace infikovanych butk. Experimentalni studie &a smiSeny design, byla tedy
provadna jak opakovana, tak nezavisléiami a tomu odpovidala i aplikace infeteith
statistickych metod, které se opiraly zejména ocopeinearni model s kenovym
testem - smiSenou faktorialni ANOVOU.

Diky pomerné bohatému pisemnictvi je k dispozici mnoho inforimeacpribéhu
primérni infekceF.t. a o osudu infikovanych makrofégPresto nadéle istava velké
mnoZstvi nezodpazenych otazek, které se tykaji jak faktopatogenity na stran
bakterie, tak protektivnich mechani&ma strat hostitelské biky.

Z metodologického hlediska se v gasné dob nové poznaky o interakdr.t.

s makrofagem opiraji zejména o genomické a protdastudie, v mensi i@ 0 pokusy
na zivych zvfecich modelech. Oproti tomu je velmi omezené mmnbzstformaci
orientovanych na&asow zavislé chovani infikovanych bék vin vitro podminkach se
zanmeifenim na vyuziti pitokové cytometrie. V tomto ohledu byly publikovapyace
mapujici intracelularni vyskyt infekc&.t. s vyuzitim geneticky upravené bakterie
produkujici zeleny fluoresceéni protein (GFP)** dale nap prace mapuijici

cytoplazmatickou cytokinovou produkei infikovanydursk*

, typy burgk hostitelova
imunitniho systému podléhajici infektii zmeny souvisejici s infekci a indukci imunitni
partti*t>° Pritokova cytometrie byla row# vyuZita jako diagnostickd metoda pro
piitomnost bakterii s vyuZitim zdanych monoklonélnich protilatek proti bakterialni
stsng™* | kdyZ se z principialniho hlediska cytometrick&ieni fenotypovych zgm nain

vitro modelech daji jen obtiZnextrapolovat na organismus jako celek a pouze
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s vyhradami mohou ispét k vyswtleni kauzality sledovanych jéy diky sodasnym
piistrojovym moZnostem, jednoduchosti ¢asové nenatmosti zpracovani materialu
umoziujici ziskat vysledky v horizontu desitek minut,jinjesté své velké opodstatni
pii hledani pomocnych diagnostickych metod.

Neni bez zajimavosti, Zze&které z nami sledovanych povrchovych zingik nalezly
alespan v experimentalnich studiich své mistt ponitoraci zastlivé aktivity burgk
monocyto-makrofagové vyvojové linie a to zejméngagienti se systémovou zétivou
odpowdi (SIRS) ziéiznych ficin*8183132172 pynieni testy opirajici se o {okows
cytometrickou analyzu specifickych higmych subpopulaci (n&p basofii) jsou v
poslednich letech Zhavym tématem v diagnosticegialerch onemoceni, a to zejména
v oblastech, kde klasické testovamvitro ain vivo selhavd, nebo je pro pacienty rizikove
¢i zakzujici. Uvedené testy aktivace bazbfilak mohou vnést stlo nag. do jinak
obtiZrs vySetovatelnych probléry jako je potravinovéi lékova alergig®. Z tohoto Ghlu
pohledu se vyuZziti podoBnnavrZzenéhoin vitro modelu (vyuZivajiciho stimulované
makrofagy jako pozitivni kontrolu) jevi jako velmednoducha a inforngaé¢ prinosna
metoda analyzy furdni interakce mezi bakterii a hostitelskounkou. Tento pistup
umoziuje vizualizaci jinak obtizhpostihnutelnych efeltinfekce.

V piedchozich kapitolach bylo citovano mnozstvi prkidré jasi prokazaly, Ze jiz
nékolik minut po kontaktuF.t. s makrofagem dochazi k jeji internaliZ4@ v horizontu
fadow nekolika hodin i k tniku z fagozému za ne zcela jagnypkolnost?. Zhruba
paralel s timto jevem (30 min. aZ jedna hodina) s&rmgji projevovat prvni &inky ve
smyslu interference s nitrob&imou signalizac¢f’, rezultujici ve zmnéné chovani
infikované buiky za klidovych podminek, ale zejména jeji stimulact® Bshem 24-48
hodin F.t. indukuje v infikovanych bikadch cytopatické zemy kompatibilni
s apoptozot?* 1%’ predpoklada se, Ze jak interference s nitradoou signalizaci, tak
indukce apoptdzy je jakymsi ,Trojskym kém“ invadujici bakterie, umaiijicim jeji
neruSenou proliferaci v cytoplaznmostitelské biiky a dalSi §eni do okoli bez indukce
zaretlivych zmen.

Vysledny obraz infekce vSak saniiepné¢ souvisi se sowinou reakci hostitelova
imunitniho systému a to jak ve smyslu samotnych rofaky, které poskytuji infekci
prvni Ut@isté a tvai v organismu jeji rezervoar, tak imunitniho systémako celku
(cytokinova produkce vedouci k imunomodulaci,émdm ve vyzravani ThO lymfoayta

nasledné reakci ostatnich Burimunitniho systému,detns makrofag)>4°3°879:124
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Prvni reakce fagocytujicich b&kn na kontakt s bakterii je praggpbodobr
zprostedkovan dominantnreceptory TLR 2 a pra¥godobré se na vzajemné adhezi
spolupodili i receptory pro komplement a mandzu.rofp ocekavani, bakterii
modifikovany LPS té neinteraguje s receptorem TLR 4, coZ lz&toghapat jako
formu pasivni obrany baktefit®. Stimulace fagocytu samotnou bakterii vSak sarsakd
pravdpodobré neni dostat;a a nevede k eliminaci infekce, coz je v soulataSmi
pozorovanimi, kdy samotné mysi makrofagy po komntakinfekci neindukovaly ani
zdaleka tak intenzivni fenotypové &ny jako po kontaktu s LPE. coli.

Béhem prvnich hodin unik&.t. z fagozbmu a je schopna replikace ve volné
cytoplasng. Nejsou bezezbytku znamé faktory virulence, kterdo fenomén umaiji,
nicmére zda se, ze je nezbytnymiegdpokladem dalSiho i&hi infekce. Nkteré ji
produkované proteiny (podézan je zejm. 23 kDa hypoteticky protein IglC)
pravdspodobré piimo zasahuji do signélnich kaskad a brani aktifagbcytd=%*
V naSich pozorovanich tomu d@bodpovidaji odlisné trend¢MFI jednotlivych znak
v pripact pridani infekce do systému stimulovanych &kgi v piipact stimulace bugk
piedem infikovanych ve srovnani se samotnou stimuldadbou gipadech (s jinak
vyjadienou dynamikou a s jinymi vstupnimi hodnotami) v&chazi (na rozdil od
samotné stimulace) k obratu figtu v Sesté az devaté hatlia naslednym poklesem.
Uvedeny efekt je nejvice vyjéeh v fipadt stimulace LPS, coZ déd odpovida hypotéze
o interakci infekce F.t. se signalnimi drahami NB a MAPK, ktera jiz byla
dokumentovana snizenim produkce pr@darych cytokini, zejména IL-1 a TNé&
infikovanymi makrofagy***®2 V této souvislosti je peéeba dale upozornit na mozny
imunomodulé&ni vliv bunkou produkovaného NO, ktery praygbdobr sam o sob
snizuje expresi &terych povrchovych molekul, zejm. CD8% coZ bylo patrné ip
meienich v piibéhu pokus se samotnou stimulaci. ¢které v nedavné minulosti
publikované prace navic poukazuji na schopfoststimulovat protizaétlivé pasobici
PGE, jehoz prostdnictvim potlduje funkce Thl lymfocytarniho subsetu produkujiciho
IFNy. Tak mimo jiné dochazi k ovliwmi funkce i bugk, které doposud doffmého styku
s infekci nefisly™ %1% NaSe mifeni finaseji vtomto ohledu dalsitkhzy, o
komplexnim vlivu infekce na fyziologii hostitelskéunky, ktery je navic dale
prokazatelny dynamickymi z&nami jejiho fenotypu ip opakovanych r&eni
v pravidelnychtasovych intervalech.

Hostitelska biika je pro tuto situaci vybavena sadou cytoplasrkgtic receptal (z

rodiny NLR), které jsou schopny rozpoznditpmnost patogenu a iniciovat fuitk a
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strukturalni zminy vedouci k jeho eliminaci a to s vyuzitim sigriéindrah nezavislych
na aktivaci NkB a MAPK. U infekce F.t. bylo opakovad popsano, Ze dochazi
k sestaveni multimerniho komplexu - inflamazémujvalkicimu kaspazu 1 a nasledn
IL-1B8 a IL-18, rezultujicimu v indukci kvalitatignodliSné formy smrti od apoptozy -
k pyropt6ze asociované s prozlivou aktivitou'**** Predpoklada se, Ze uvedeny sdéna
(a¢koliv je sam o sob nezdvisly na signalizaci zpréstikované TLR), je vyznamin
urychlen konkomitujici aktivaci TLR 4 (napLPSE. coli) vedouci k akumulaci pro-IL-
1B v cytoplaznd. Jiz dlouhou dobu je ro¥#a znamo, Ze eliminace infekce je do ama
miry z&visla na stimutaim (inku IFNy a signélni cestJAK / STAT '3 Rada praci
rovneéZz v nedadvné minulosti prokazala mimo jiné i esdn€iaoli IFNy v procesu
sestavovani inflamazému a to zejména indukci trgmskho faktoru IRF &. Uvedené
hypotézy podporuji pozorovani, ze teprve kombinaBs a IFN vedla k efektivni
eliminaci infekce, ktera byla charakteristicky sgpm s prozatlivou aktivaci makrofady
se soubznou elevaci sledovanych povrchovych maikérato pozorovani dokladuje i
fakt, Ze z hlediska sily efektu se pro aktivaci #ujevi vyznamsjsi zvolené stimukni
agens (v ptadi kombinace LPS+IFN> IFNy > LPS) neZz samotny model infekce.
Z vysledku vypéta ODDS ratio pro jednotlivé modely stimulace ve shayzvySeni
Sance dosaZeni kritickych hodnot MFI CD54 v Sestdirk vyplyva, Ze jednozraé tuto
Sanci zvySuje infekcerpdem stimulovanych bgh (a to cca 4x).

Rada praci se jiz vminulosti zabyvala roli NO zdi&a kontroly infekce
F.t.4279113 Opakovan bylo dokladovano, Ze jeho role je odli§né od tmfenych volnych
kyslikovych radikal a na jeho indukci se dominantnimigpbem podili stimulace blay
prostednictvim IFN'**4 Enzym, jeho? aktivita stoji na pozadi produkcsta@ného
mnoZstvi baktericidniho NO je ozfmvan jako inducibilni NO syntetdza (iINOS) a
v dnesni dob je jiz znamo, za jakych okolnosti dochazi k indukqrese genu pro tento
enzym v piibéhu zartlivé aktivace biiky. Podobs, jako v fipad sestaveni
inflamazému, i zde se ukazuje jako rifinéjSi zpisob synergicky &inek jak NkB, tak
AP1, STAT 1 a IRF % coZ naSe #feni relativni produkce NO potvrzuji. Stimulace
kombinaci LPS+IFN vyznami zvySuje relativni ndist jeho koncentrace v supernatantu
ve srovnani s efektem samotného L&E#*IFNy a to nacase zavislym zjsobem. Tento
vysledek koreluje se dwma jiz vySe zmignymi vysledky, a to, Ze kombinace obou
stimulanich agens vyznamrevySuje pravépodobnost dosazeni kritickych hodnot MFI
jednotlivych stimulanich paramefr (t.j. hodnot, pi kterych se vyznamn zvySuje

pravdépodobnost eliminace infekce) a pochopiteineliminace infekce jako takove.
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Dulezitou roli NO v kontrole infekce dale potvrdilavyznamna negativni korelace mezi
jeho produkci a proliferadt.t. ve 24. hodia. Podle regresni analyzy je dokondejmy
jasre dvoufazovy pitbéh zavislosti, pi vzestupu relativni produkce NO do 20/l
dochazi ke strmému poklesu {g@FU/ml az k nulovym hodnotam, na kterych jiz
setrvava fi vSech vysSich produkcich NO. Statisticky vyznammovnéz nafistajici
produkce NO ve 24. hodinzvySuje Sanci eliminace infekce (vzestup o kapad/l
zvySuje uvedenou Sanci 1,2x - ODDS ratio). Stejmdyaza roviz prokazala, Zze samotné
pridani kombinace LPS+IFNdo systému, bez ohledu na koncentragasové schéma
stimulace a infekce, zvySuje Sanci eliminace inéelaz 319x. VySe uvedené vysledky
jsou dokresleny statisticky vyznamnou korelaci nejezi produkci NO a proliferagit.,
ale i mezi produkci NO a hodnotami MFI vddivych ¢asovych intervalech. Soulirtze
tedy fici, Zze na kontrole infekce se pra&pdobré spolupodili gkolik nitrobuné¢nych
signalnich drah a to zejména sestaveni inflamazdprrmisivnim &inkem drah NkB a
MAPK zvySujicimi koncentrace jeho substrafpro IL-13) a drahy JAK / STAT 1,
zvySujicim IRF 3 s doposud ne zcela jasnou ulohaktivaci inflamazému. Krom
prozartlivéeho &inku inflamazomu se jako esencialni podminka elao@eninfekce jevi
produkce NO. Role IFNnavic daleceijgsahuje pouze imunomoddia efekty namiené
pouze na makrofagy. Jeho produkce se zda byt édendi v souvislosti s indukci
imunitni panéti°®.

S wdomim faktu, Ze fenotyp vyznaminkopiruje pfibéh stimulace, koreluje
s produkci NO a potazmo i se schopnosti infikovangarék eliminovat infekci, byla
provedena dalSi analyza zkoumajici, jaké jsouckdtihodnoty pro fenotypové zmy,
které by s dostate¢ vysokou senzitivitou a specificitou byly schopmggikovat péibéh
infekce ve smyslu odhadu jeji eliminace. V tomtoésmse ukazaly jako nejuzites|si
nasledujici parametry: MFI CD54 v 6. hodliMFI CD86 ve 24. hodiha index ziskany
sowinem obou MFI. V modelovych podminkachn vitro tak je mozné timto
jednoduchym zfisobem odhadnout s vysokym stapnpravépodobnosti aktivéni stav
infikované butky (Cili nami vytvorenou latentni prosmnou, t.j. prominnou gimo
nenteiitelnou, ktera se nachazi v sameéiedtl strukturalni analyzy statistického modelu,
viz. kapitola 3.10.)

Fenotypova analyza, kterd byl&Zzgjnim momentem této pracensvitro modelem
infekce F.t., pfineslafadu novych informaci o komplexni povaze vzajemneéh@mhu
utvareného mezi bakterii a hostitelskounkau. Funkni zmeny infikovanych bugsk

svymi projevy vSak daleceigsahuji pouze odliSnou aktivaci konkrétnich tgem
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transkripci jimi kdédovanych protein Jsou vyjateny jak zménénou denzitoutrady
proteimi na bur¢ném povrchu, produkci informiaich molekul a stim spojenym
naruSenim regulace imunitniho systému jako celkutudiz ¥ejmé, Ze simplifikované
podminky in vitro bez matoucich pro&nnych neniZe uceles postihnout fenomén
infekce ve své celistvosti, ale pouze jeho velmk&izyseky. | ty vSak mohouripést
dulezita fakta do mozaiky séasného poznani.
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6. ZAVER

130



6.1. Odpowdi na otazky formulované v Gvodu

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

V in vitro podminkéch je mozné vytiib model infekce intracelularnim parazitem

F.t. LVS vhodny k studiu vzajemného vztahu mezi bakgethostitelem.

Infekce zasadnim #gobem zasahuje do fyziologickych mecharidmostitelské
buiky v pribéhu jeji aktivace. Tento efekt je reprodukovatelnyvygkazuje
specifické fenotypové projevy, které jsou é&iftelné v fiznych c¢asovych

intervalech probihajici infekce.

Prostednictvim stimulace infikovanych makrofag to zejména kombinaci LPS a
IFNy je mozZné docilit eliminace infekce zpravidla jizhem 24 hodin. Tato
kombinace obou stimulaich agens se jevi jako optimalni forma aktivace
nitroburé¢nych signalnich drah makrofégedouci k infekci neovlivnitelné lyze

patogeid.

Poddilo se stanovit velmi senzitivni a specifické feypmivé markery, pomoci

jejichz meteni je mozné s vysokou praymbdobnosti odhadnoutiiéh infekce.

Infekce makrofal bakterii F.t. LVS vede kvyznamnému ovli¥ni jejich
fyziologickych funkci, zejména ve smyslu redukcep@ddavosti na stimulaci.
Tento jev se v souladu s aktualnimi informacemmoanopatogenezi onemaari
tularemie vyswtluje schopnosti invadujici bakterie interferovatitsoburé¢nymi

signalnimi drahami, zejm. NdB a MAPK.

Samotnd infekce nevyvolava vyznamné fenotypovényninfikovanych bugk,
nicmére svym komplexnim imunomoduaim pisobenim branicim efektivni
aktivaci makrofad je jeji aktivita dobe prokazatelnd a vizualizovatelna po

pridani stimul&nich agens.

Vysledky pokud vin vitro systému jsou ve své konkrétni po&gen nesnadno
extrapolovatelné na organismus jako celek. Ve zddaenych laboratornich
podminkach pochopitetnnejsou (a ani nemohou byt) brany v potaz vSechny

matouci promdinné, které by vysledek mohly vyznaénovlivnit. Presto vSak
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podobné fun&ni modely davaji nahlédnout k samotné podstaimplikované
interakce mezi infekci a hostitelem alespo principialni podob. Dokazi tak
nasngrovat dalSi vyzkum k analyze kompleggich modelovych situaci.fifaseji
zarown dalezité informace o faktorech virulence, které jspak pednetem
dalSiho vyzkumu, zejména vakcinologického. V nepasiiack je treba zminit,
Ze model aktivovanych makrofégje univerzalnim nastrojem pro vyzkum
v daleko SirSich souvislostech, neZz pouzé giudiu infekci jako takovych.

Poskytuje uziteny substrat pro studie imuno-toxikologickiéalergologické.

6.2. Zawr

Cilem prace bylo vytvit biologicky model vhodny ke studiu interakce mezi
hostitelskou biikkou a intracelularnim parazitenk,.t. LVS. Na podklad uvedenych
meieni a analyz se domnivam, Ze uvedeny modeiagi radu dilezitych informaci o
podsta¢ vzajemného vztahu mezi eukaryotni a prokaryotnfikbu, o fenoménu
intracelularniho parazitismu a principech jeho tage. Kazdy poznatek je vSak fetta
vnimat pouze wéch souvislostech, v jakych byl ziskan a gemby dochazet k
zevSeobeiovani skuténosti, které nemaji atributy kauzality, tak jakcjgapali ve svych
myslenkéach jiz v 18. stoleti David HundeJohn Stuart Mills. Trefnou parafrazi by mohl
byt citdt Williama Butlera Yeatse: jEmyslej jako moudrglovek, ale mluv jazykem
lidi“. Navic jsou vSechna fakta kontinudlfiltrovana arovni naSeho séasného poznéni

a jaktekl Johann Wolfgang Goethe: ,Kazdy slySi jencemu rozumi*.
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