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Anotace

Francisella tularensis, plvodce tularémie, je fakultativné intracelularni
gramnegativni bakterie, ktera je schopna infikovat fagocytujici i nefagocytu;ji
buriky a nasledné se v nich pomnoZzit.

Na povrchu B bunék jsou exprimovany 2 receptory pro lipopolysacharid
gramnegativnich bakterii, a to TLR4 a RP105 (CD180), jejichZ aktivaci se spusti
dvé nezavislé signalni cesty. Zatimco TLR4 je exprimovan na ruznych typech
bunék imunitniho systému, receptor RP105 je preferenéné exprimovan na
B burikach. Stimulaci TLR4 je aktivovana signalni cesta vedouci pfes MyD88,
IRAK a TRAF6 k transkripénimu faktoru NF-kB. Stimulaci RPIO5 se aktivuje
bud' signalni cesta pres proteiny Lyn, CD19 a Vav vedouci k JNK nebo signalni
cesta pres PI3K a Btk vedouci k NF-kB.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit zmény v expresi gent kodujicich
receptorové molekuly a molekuly cytokind a chemokind u B-bunééné linie po
infekci F. tularensis. K detekci genové exprese bylo vyuZito metody reverzni

transkriptazové polymerazove fetézove reakce (RT-PCR).

KliCova slova: Francisella tularensis, B buriky, lipopolysacharid, RT-PCR



Annotation

Francisella tularensis, the causative agent of the tularemia disease, is a
facultative intracellular Gram-negative bacterium which is able to infect
phagocytotic as well as non-phagocytotic cells and multiply in them
subsequently.

Two receptors for lipopolysaccharide of gram-negative bacteries, TLR4
and RP105 (CD180), are expressed at the surface of B-cells. When they are
activated, two independent signaling pathways are launched.

While TLR4 is expressed on immune-system cells of various types,
RP105 is preferentially expressed on mature B-cells. Stimulating TLR4
activates signaling pathways leading through MyD88, IRAK and TRAF6 to
transcriptional factor NF-kB. Stimulating RPIO5 activates either Lyn, CD19 and
Vav proteins signaling pathway, leading to JNK, or signaling pathway over
PI3K, leading to NF-kB.

The aim of this diploma thesis was to determine changes in expression of
genes that encode receptor molecules and molecules of cytokines and
chemokines of B-cell line, after F. tularensis infection. Method of reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used for the detection

of gene expression.

Keywords: Francisella tularensis, B Cells, Lipopolysaccharide, RT-PCR
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Uvod

1 Uvod

Bakterie predstavuji nejstarSi a nejpocetnéjSi cast Zzivé prirody. Je
odhadovano, Ze mikroorganismy tvofi 60% biomasy na Zemi. Mikrobialni svét,
ktery Clovéka obklopuje od narozeni do smrti, se vedle genetické dispozice
vyznamnou mérou podili na utvareni individuélni imunologické reaktivity.
Vyznam je vtomto ohledu pfisuzovan environmentalnim mikroorganismim
tvoficich pfirozenou mikrofl6ru sliznic ¢lovéka i patogennim mikroorganismim.

Pozitivni vliv mikrobialnihno svéta pro c¢lovéka doklada pfirozena
mikrofiéra, kterd osidluje vnéjSi a vnitfni povrchy lidského téla. PFirozena
mikrofléra sliznic a kOzZze soutézi o ,Zivotni prostor s patogennimi
mikroorganismy, zejména o povrchové receptory bunék a nutriCni zdroje.
Pfirozena mikrofléra gastrointenstinalniho traktu se podili na kone¢nych fazich
traveni potravy. Produkci bakteriocint zabranuje rlstu a mnozeni patogennich
agens.

PfestoZe patogenni mikroorganismy predstavuji pouze minoritni ¢ast
mikrobialniho svéta, jsou ve stfedu pozornosti lidi i mediciny. V 2. poloviné
minulého stoleti nastala zasadni zména ve vztahu c¢lovék a patogenni
mikroorganismy v souvislosti s vyuzitim principu aktivni imunizace a s Sirokou
aplikaci antibiotik. Pfesto bakterialni infekce zlstavaji jednou z hlavnich pficin

smrti ¢lovéka.
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Teoreticka ¢ast

2 Teoretickd cast

2.1 Bakterie a imunitni systém

2.1.1 Bakterie a ¢loveék

Lidsky organismus se vyviji v neustalé interakci s potencialné
nebezpecnymi infekénimi organismy. Vztah bakterii a jejich hostitell Ize rozlisit
na symbiotické, komenzalni a patogenni. Symbi6éza je vzajemné vyhodné
souziti dvou rliznych organismd. Komenzalni vztah je sdileni stejného prostoru
dvéma Zivymi organismy bez zjevného prospéchu nebo Skody. Patogenni vztah
znamena evidentni prospéch jednoho partnera na Ukor partnera druhého.

Vysledkem patogenniho vztahu je poskozeni &i smrt jednoho z partnert.* 2

2.1.2 ldentifikace s patogenem asociovanych molekul  ovych
vVzZzoru

SloZky pfirozené imunity jsou schopny identifikovat ,nebezpecné vzory*
patogennich mikroorganismu tzv. PAMP. Navic jsou schopny odliSovat
molekulové vzory mikroorganismu, které jsou soucasti prirozené mikroflory od
molekulovych vzor(i asociovanymi s patogennimi mikroorganismy.>

Patogenni bakterie jsou vybaveny fadou komponent, které plsobi jako
PAMP a stimuluji imunitni systém. Pfikladem patogenniho motivu je LPS, ktery
je soucéasti zevni membrany gramnegativnich bakterii. Je nejucinnéjSim
aktivatorem zanétové reakce organismu. Kyselina lipoteichoova a
peptidoglykan jsou charakteristickym vzorem grampozitivnich bakterii. Na
povrchu mykobakterii se nachéazeji typické lipopeptidy a lipoarabinomanan.
Kvasinky a jind fungalni agens obsahuji polysacharidy glukany a manany.
VSechny bakterie maji DNA, ktera oproti eukaryotni DNA obsahuje
nemetylované sekvence CpG (motiv hexamer purin-pyrimidin-C-G-pyrimidin-
pyrimidin). DalSi vyznamnou sloZzkou PAMP jsou bakterialni oligopeptidy
obsahujici N-formylmethionin, ktery se nevyskytuje u eukaryot. Za PAMP je
mozné pokladat také tzv. stresové bilkoviny (hsp). Produkci stresovych proteint

reaguje bakterialni burika na nepfiznivé Zivotni podminky.* ®
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Teoreticka ¢ast

2.1.2.1 Lipopolysacharid

Lipopolysacharid je hlavni sloZzkou zevni vrstvy vnéjSi membrany
gramnegativnich bakterii. Interakce komplexu LPS a proteinu MD-2 s TLR4
makrofagli a bunék endotelu spousti signalni kaskady vedouci k uvolnéni
prozanétlivych cytokind.® Je slozen z amfifilnich molekul o velikosti pfiblizné
10 kDa tvoficich 3 zakladni casti: lipid A, ovliviujici toxicitu LPS, zakladni
polysacharid neboli R antigen a O polysacharid neboli somaticky O antigen,
urdujici imunologickou specifitu.”

Lipid A je spole¢ny pro vSechny LPS gramnegativnich bakterii. Je
tvofeny fosforylovanym N-acetylglukosaminovym dimerem s pfipojenymi Sesti
az sedmi nasycenymi mastnymi kyselinami, které jsou vazany pfimo na dimer
nebo esterovou vazbou na 3-hydroxy mastnou kyselinu. Lipid A je toxicky pro
vhimavé Zivoc€isné burky, je to tzv. endotoxin gramnegativnich bakterii. Na
N-acetylglukosamin je v poloze 6 navazan R polysacharid, ktery je spolecny pro
pribuzné druhy bakterii. Sklada se z deseti a vice linearné i bo¢né vazanych,
méné béznych monosacharidl, napf. heptézy nebo 2-keto-3-deoxyoktanové
kyseliny. 2-keto-3-deoxyoktanova kyselina je pfitomna ve vSech LPS a v jinych
slouCeninach se nevyskytuje. Na zakladni polysacharid navazuje specificky
polysacharid. Je velmi dlouhy a sklada se z linearné zfetézenych, opakujicich
se tetrasacharidovych nebo pentasacharidovych jednotek (dosahuje délky az
100 monosacharidovych jednotek). Je lokalizovan na vnéjSi strané bunécéné
membrany a je nositelem antigenicity bakterie. ProtoZe je mezi jednotlivymi
bakterialnimi druhy i kmeny velkd rozmanitost cukernych sloZzek obsazZenych
v O polysacharidu, je specificky polysacharid druhové i kmenové uzce
specifickym antigenem.”" °

E. coli LPS je strukturné velmi blizky optimalni struktufe umoznujici
maximalni aktivaci TLR4, proto je povazovan za nejucinnéjsi LPS pro aktivaci

bunék imunitniho systému. *°

16



Teoreticka ¢ast
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Obr. 1 Struktura LPS E. coli

Rozpoznani LPS burikami imunitniho systému vede k aktivaci signalnich
cest, uvolnéni prozanétlivych mediatord napf. TNF-a, IL-6, IL-1B a eliminaci
bakterie. Velké mnozstvi LPS nebo LPS uvolnény do krevniho obéhu muze
zpusobit systémovou reakci vedouci k poruSe funkci nékterych organu, Soku a
smrti.*°

F. tularensis LPS ma zvlastni strukturu. Na lipidu A jsou navazany
neobvykle dlouhé mastné kyseliny, chybi fosforylace a a-glukosamin neni
v poloze 3 acylovan. Ve struktufe se také objevuji neobvyklé B-(1-6)glukany.™*
F. tularensis LPS neni schopen aktivovat makrofagy k produkci TNF-a a NO a
neni schopen nespecificky aktivovat B buriky Kk proliferaci nebo sekreci
imunoglobulind a cytokinl, nebo se tak déje v koncentraci 100-1000x vétSi nez
u LPS ostatnich gramnegativnich bakterii. Pfi¢inou je zfejmé& jeho neobvykla

struktura.'> 3
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2.1.3 Receptory pro molekulové vzory asociované sp  atogeny

Mikrobialni PAMP jsou identifikovany prostfednictvim membranové
vazanych i solubilnich molekul pfirozené imunity. Souhrnné se oznacuji jako
receptory pro patogenni vzory (PPR). Zatimco na podnét pfedstavovany
patogennimi mikroorganismy je tfeba zareagovat obrannou reakci, podnét
poskytnuty molekulovymi vzory nepatogennich mikrobd musi vést k navozeni
stavu imunitni neodpovidavosti, protoZze kazda imunitni odpovéd v sobé
zahrnuje potencidlni riziko poskozeni.**

PPR jsou exprimované na povrchu bunék, které pfichazeji jako prvni do
kontaktu s vnéjSim prostfedim, tzn. i s patogeny. Jsou to pfedevsim epitelové
buriky na povrchu sliznic a bunky pfirozené imunity. Tyto buriky maji dva druhy
receptordl, které se lisi zprostfedkovanou odpovédi na rozpoznani PAMP. Do
prvni kategorie patfi receptory, které zprostfedkovavaji fagocytdézu, zejména
receptory pro Fc-domény imunoglobulinG a pro C3b fragment komplementu. Do
druhé kategorie patfi receptory, které po rozpoznani PAMP aktivuji zanétovou
reakci. Jedna se o rodinu receptort podobnych Toll (TLR) a rodinu receptort
pro interleukin-1 (IL-1R).> *°

Strukturné jsou PPR fazeny do nékolika rodin makromolekul. Mezi
povrchové receptory patfi napf. CD14, mandzovy nebo scavengerovy receptor.
Intracelularnimi receptory jsou PKR a NOD. Solubilnimi slozkami PRR jsou
LBP, MBL nebo pentraxiny (CRP, SAP).> 14 1¢

2.1.3.1 Toll-like receptory

Nazvem Toll se oznaCuje gen vgenomu octomilky (Drosophila
melanogaster), jehoZz produkty se U€astni na jejim ontogenetickém vyvoji a
obrané proti raznym houbovym infekcim. Analogie tohoto genu byla brzy
objevena i u jinych Zivodichu, v€etné savcl a ¢lovéka, a dokonce i u vysSich
rostlin. Jeho produkty jsou receptory podobné Toll a oznaéuji se TLR.** 7

TLR patfi do rodiny transmembranovych receptor( typu |, pro které je
charakteristicka extracelularni, na leucin bohata doména LRR, na kterou se
vaze primo lipopolysacharid, lipoteichoova kyselina, peptidoglykan a jiné
lipoproteiny, a intracelularni Toll/IL-1 receptorovd doména TIR. Mezi
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transmembranové proteiny obsahujici TIR doménu patfi také receptory z rodiny
IL-1, napF. IL-1R nebo IL-18R.*

V soucasnosti je popsano u c¢lovéka 10 receptord TLR (TLR1-TLR10),
které maji rizné funkce v ramci nespecifické imunity. TLR, které se odliSuji ve
své extracelularni ¢asti, vazi odlisné ligandy, vétSinou se jednd o PAMP, maji
vS8ak shodnou cytoplazmatickou ¢ast. Asociace ligandlu s extracelularni
doménou TLR vede ke konformaé&ni zméné v cytoplazmatické ¢asti receptoru.®’

Za nejvyznamngjSi jsou povazovany TLR2, TLR4 a TLR9. Receptor
TLR2 rozpoznava velké mnozstvi mikrobialnich produktd, napf. peptidoglykan a
kyselinu lipoteichoovou grampozitivnich bakterii, lipopeptidy, lipoarabinomanan
mykobakterii a dalSi. STLR1 a TLR6 je schopen vytvafet heteromerni
struktury, kazda z nich je uréena k rozpoznavani rozdilnych ligand. Receptor
TLR4 byl popsan jako prvni sav€i TLR a je vyuZivan hlavné burikami imunitniho
systému. Jeho hlavnim ligandem je LPS gramnegativnich bakterii, ale vaze i
lipoteichoovou kyselinu a protein teplotniho Soku hsp60. Transmembranovy
signal je pfenasen pomoci komplexu molekul CD14, TLR4 a MD-2. MD-2 je
také nezbytny pro expresi TLR4 na povrchu buriky.’® Receptor TLR9, slouZi
jako receptor pro sekvence CpG bakterialni DNA. TLR3 je ¢asty u dendritickych
bunék, slouzi jako receptor pro dvouretézcovou RNA produkovanou viry v uréité
fazi jejich infekéniho cyklu. TLR5 rozeznava flagellin, protein bakterialniho
biCiku. Pro TLR7 zatim nebyly popsany specifické mikrobialni produkty, tyto
receptory mohou byt stimulovany malymi antivirovymi molekulami se strukturou
nukleosidu (imiquimod a resiquimod). Pfedpoklada se, Ze tyto ligandy jsou

spojeny i s aktivaci lidskych TLR8.*> %9

2.1.3.2 Signalni cesty aktivované p fes Toll-like receptory

Navazani LPS na TLR4 muze vést k nékolika klinickym jevim vcetné
endotoxinového Soku, zanétu, endotoxinové tolerance a imunitni odpovédi typu
Thl, které jsou zprostfedkované masivni produkci prozanétlivych cytokinl a
chemokind. LPS je také schopen indukovat velké mnoZstvi antivirovych
proteind a chemokinu, které jsou regulovany interferony tfidy | a Il. Transkripce

té&chto cytokintl a chemokintl je fizena transkripénimi faktory NF-kB a IRF-3.%* 2°
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Dosud byly popsany c&tyfi adaptorové molekuly obsahujici doménu TIR,
které se podileji na signalizaci pfes TLR4: MyD88 a Mal/TIRAP pro signalni
cestu zavislou na MyD88, vedouci k transkripénimu faktoru NF-kB a expresi
gend napf. pro TNF-a, IL-1, IL-12, IL-8, dale pak TRIF/TICAM-1 a
TRAM/TICAM-2 zprostfedkovavajici  signalizaci vedouci k transkripénimu
faktoru IRF-3 a expresi genu napf. pro IFN-B, IP-10, Rantes, iINOS signalni
cestou nezavislou na MyD88.® 2

Dulezitymi slozkami MyD88-dependentni signalni cesty jsou adaptorové
proteiny MyD88, TOLLIP a TRAF6 a kinaza IRAK. MyD88 obsahuje dvé
interaktivni domény: TIR doména se na C-konci vdZze na TIR doménu TLR nebo
IL-1R, na N-konci se vaZe na doménu kinazy IRAK.**

Kinaza IRAK byla puvodné identifikovana jako serin/treonin kinaza
asociovana sIL-1R, ktera také obsahuje TIR doménu. Dosud byly
identifikovany 4 ¢&lenové rodiny IRAK: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-M a IRAK-4.
Proteiny IRAK se skladaji z N-terminalni domeény tzv. DD domeény, ktera je
zodpovédna za interakci s Myd88, a centralni kinazové domény. IRAK je
fosforylovana a vaze se na TRAF6, ktery pfes TAK1 aktivuje NF-kB a pres
MKK6 potom JNK a p38 MAP kinazu. TRAF6 se sklada z dvou C-terminélnich
domén (TRAF-N a TRAF-C), které jsou zodpovédné za interakci TRAF proteinu
a ostatnich signalnich molekul.**’

Adaptorovy protein TIRAP neboli Mal se napojuje na TIR doménu TLRA4.
S MyD88 vytvari dimerni strukturu, kterd4 asociuje s kindzou IRAK a vede az
k aktivaci NF-kB, JNK a p38 MAPK. Tento adaptorovy protein neni specificky
pouze pro signalni cesty u TLR4, ale podili se také na signalizaci u TLR2.
Uloha adaptorového proteinu TOLLIP jesté nebyla zcela objasnéna. VytvaFi
komplex s IRAK, ktery se rozpada po autofosforylaci. TOLLIP ma schopnost
utlumit aktivitu IRAK a takto zabranit aktivaci NF-kB pfi stimulaci IL-1 a ligandy
pro TLR2 a TLR4, coz by mohlo byt vyuzivano béhem zanétu a infekce
k omezeni produkce prozanétlivych mediatord.™

Pouze u TLR4 byl popsan adaptorovy protein TRAM neboli TICAM-2
stéZejni pro spusténi MyD88-independentni signalni cesty. TRAM pulsobi na
TRIF neboli TICAM-1. TRIF propojuje obé signalni cesty asociaci s TRAF6,

jehoz aktivace vede az k transkripénimu faktoru NF-kB. Druhou variantou je
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fosforylace TRIF vedouci k aktivaci IRF-3 kinaz: IKK-i a TBK-1 a nasledné
fosforylaci a aktivaci transkripéniho faktoru IRF-3. Fosforylace a aktivace
transkripéniho faktoru IRF-3 vedouci ke genové expresi INF-B mlze byt
zprostfedkovana také pres TLR3 vlivem virové infekce nebo dvouretézcové
RNA. Adaptorovym proteinem této signalni cesty je pouze TRIF/TICAM-1.*> 2
Za nejdalezitéjSi transkripéni faktory zahrnuté ve zprostifedkovanych
signalnich cestach TLR jsou povazovany NF-kB a IRF-3, jejichz aktivace vede

k expresi mnoha gen( véetné gen( pro cytokiny a chemokiny. %
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2.2 B bunky a protilatkova imunita

2.2.1 Uloha B bun &k v obran & proti mikrobialnim patogen am

Na zakladé své elektroforetické pohyblivosti jsou protilatky
(imunoglobuliny) fazeny do y-frakce krevnich bilkovin. Protilatky jsou solubilni
formou antigenné specifického receptoru B bunék (BCR). Maji naprosto stejnou
specifitu jako membranové BCR na B lymfocytech, které se diferencovaly do
plazmatickych bunék, tj. terminalniho stadia diferenciace B lymfocytti.?

Protilatky nemaji vykonné funkce, jejichZz prostfednictvim by mohly
bezprostfedné usmrtit patogenni mikroorganismy, které vnikly do téla.
Antimikrobialni obrany se ucastni nepfimo prostfednictvim nékterého ze tfi
mechanizmdl, a to neutralizace, opsonizace nebo aktivace komplementu.?®

Protilatky mohou blokovat (neutralizovat) aktivitu toxinG uvolfiovanych
z mikroorganismu, nebo vazbou na kritické mikrobialni antigeny mohou brénit
adhezi na bunky hostitele, a tim i pronikani patogennich mikroorganismd do
bunék. Protilatka specificka proti antigenu na povrchu mikroorganismu reaguje
s jeho determinanty. Mikroorganismus se tak obali (opsonizuje) molekulami
protilatky a v této formé je mnohem ucinnéji pohlcovan profesionalnimi fagocyty
nebo usmrcovan NK bufikami mechanizmem ADCC. Vazbou protilatky
s antigenem vznikaji imunokomplexy, které jsou ucinnymi aktivatory klasické
cesty aktivace komplementu. Pfi aktivaci komplementu vznikaji dalSi opsoniny
(fragment C3b) a chemotaktické faktory (fragment C5a), které dale pfispivaji
k opsonizaci, chemotaxi fagocyttl a rozvoji zanétlivé reakce.?* #°

V pribéhu odpovédi na mikrobialni podnét jsou nejprve produkovany
specifické protilatky tfidy IgM. Jejich produkce nevyzaduje izotypové pfepnuti a
jsou tvoreny plazmatickymi bunkami, ve kterych se jeSté neuskutecnila
somatickd hypermutace. Dusledkem je nizka afinita Casnych protilatek tfidy
IgM, ktera je vSak kompenzovana jejich pentamerni strukturou, zajistujici
relativné vysokou celkovou aviditu protilatek. Kvili pentamerni strukture
nemohou protilatky pronikat do tk&ni, nachazeji se tedy predevsSim v krvi a
v mensi mife vlymfé. Diky pentamerni struktufe jsou protilatky tfidy IgM
nejsilnéjSimi aktivatory klasické drahy aktivace komplementu. Nevazi se vSak

na Fc-receptory fagocytu. V pozdéjsi fazi imunitni odpovédi prodélava ¢ast B
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bunék somatické hypermutace a mohou vytvaret pozdni protilatky tfidy IgM,
které maji vy3si afinitu k danému antigenu.?®

Protilatky dalSich tfid, tj. IgG, IgA a IgE, jsou oproti protilatkam tfidy IgM
podstatné mensi a mohou tedy pronikat z krve do tkani. Protilatky tfidy 1gG a
IgE maji monomerni strukturami, Cast protilatek tfidy IgA, vyskytujici se na
slizni€nim povrchu, je tvofena dimery tzv. sekre¢nich IgA protilatek. Schopnost
monomernich protilatek Gc¢inné reagovat s antigenem je podminéna jejich
afinitou a proto vétSina B bunék tvoficich tyto tfidy protilatek prodélava po
antigenni stimulaci somatické mutace. Selektovany jsou pak takové
B lymfocyty, které tvofi protilatky s vy3si afinitou k danému antigenu.?’

Protilatky tfidy IgG jsou zakladni skupinou imunoglobulint. Nachazejici
se vkrvi a vtélnich tekutinach a na rozdil od ostatnich tfid imunoglobulinG
mohou pasivné prostupovat placentou. Uginn& opsonizuji patogenni
mikroorganismy a zesiluji tak jejich fagocytézu. Jsou schopny aktivace
komplementového systému a vazat se na receptory pro Fc fragment. Maji tedy
prozanétové plasobeni. Naproti tomu, protilatky tfidy IgA jsou velmi malo u¢inné
jako opsonizujici latky a nejsou schopny aktivovat komplementovy systém.
Nemaji tedy prozanétové vlastnosti. To je na sliznicich velmi ddlezité, protoze
vétSina mikrobidlnich podnétli pusobicich na epitelové povrchy je
zprostredkovana mikroorganismy, které tvoii fyziologickou mikrofléru ¢lovéka.?

Protilatky tfidy IgG a IgA jsou s vysokou afinitou schopny reagovat
s toxiny a tim je neutralizovat. Sekre¢ni protilatky tfidy IgA neutralizuji toxiny
pfimo na povrchu sliznic. Protilatky tfidy IgG a IgA zasahuji protektivné i do
pribéhu virovych infekci tim, Ze blokuji povrchové virové struktury, kterymi se
virus vaze na bunécné receptory. Podobné brani adherenci patogennich
bakterii na povrchy hostitelskych bunék. Tvorba protilatek tfidy IgG je tedy
nezbytna pro optimélni imunitni odpovéd prakticky va&i vSem patogennim
infekénim agens. %

Protilatky tfidy IgE jsou schopny se vazat na receptory pro Fc fragmenty
IgE, které jsou vyjadfeny na zirnych bunkéch. V cytoplazmé Zirnych bunék se
nachazi velké mnoZstvi granul, které obsahuji fadu biologicky aktivnich latek
(hydrolytické enzymy, histamin, serotonin, heparin, chondroitinsulfat). Po

interakci antigent s protilatkami tfidy IgE navazanymi na FceRIl dojde
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k degranulaci  Zirnych  bunék a extracelularnimu uvolnéni  obsahu
cytoplazmatickych granuli. Z fyziologického hlediska je vysledkem puasobeni
protilatek IgE ve velmi kratké dobé aktivace lokalni obranné bariéry. Zasadni

mérou se uplatriuji i v imunité proti parazitarnim agens.

2.2.2 Uloha B bun &k v &asné fazi imunitni odpov é&di

Populaci B lymfocyta Ize rozliSit na dvé subpopulace, které se oznaduji
jako B1 a B2. Mezi subpopulacemi jsou jak strukturni, tak funk&ni rozdily.
Subpopulace B2 predstavuje asi 60-90% vSech B bunék v periferni Kkrvi
dospélého clovéka a tvofi naprostou vétSinu B lymfocytll v sekundarnich
lymfatickych organech. Typickym buné&nym znakem této populace je molekula
CD19. Subpopulace B1 zaujima asi 10-30% vSech B bunék periferni krve
dospéleho Clovéka. V Casnych fazich postnatalniho vyvoje je vSak podil B1
fyziologicky vyrazné vyssSi. Ve zvySené mife se nachazeji i v ur€itych ¢astech
téla, napf. abdominalni dutiné. Subpopulaci B1 lymfocytd déle délime na
zakladé exprese molekuly CD5 na subset Bla nesouci konstitutivné molekulu
CD5 a subset B1b, ktery exprimuje CD5 aZ po aktivaci.?® *

Charakteristickym znakem B1 bunék je tedy povrchova molekula CD5,
jejiz exprese byla plvodné pfisuzovana pouze T lymfocytim a byla nazyvana
Ly-1. DalSimi membranovymi znaky jsou integrinovy heterodimer CD11b/CD18
a CD43. B1 lymfocyty exprimuji ve velkém mnozstvi povrchové membranové
IgM. Naopak v malé mnoZzstvi nesou povrchové membranové imunoglobuliny
IgD a receptory B220 (CD45). Mélo nebo viabec neexprimuji nizkoafinitni
receptor pro Fc fragment IgE CD23. Pfirozenym ligandem pro molekulu CD5 je
molekula CD72. 23

Bl lymfocyty tvofi imunoglobuliny pfevazné spontanné a vyrazné
prevladaji protilatky tfidy IgM nad protilatkami tfidy 1gG. U B2 lymfocytu je tomu
opacné. Protilatkova aktivita B1 bunék vede k tvorbé tzv. pfirozenych protilatek.
Pfirozené protilatky tvofi prvni obranou linii proti infekénim patogeniam. Jsou
vysoce polyreaktivni a mohou se s nizkou afinitou vazat na cizorodé i vlastni
struktury. PFirozené protilatky mohou reagovat s patogennim antigenem pfimo

neutralizaci nebo nepfimo aktivaci komplementového systému.?®
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V B1 lymfocytech neprobiha somaticka hypermutace a nemaji schopnost
pfemény na pamétové bunky. Naproti tomu v konvenénich B2 burikéach je
frekvence somatickych hypermutaci velmi vysoka a je pro né charakteristicka

tvorba pamétovych bunék. 2> %

2.2.3 Zpracovani a prezentace antigenu B bu nAkami

Schopnost zpracovat antigen, navazat ho na molekuly HLA IlI. tfidy a
prezentovat antigenni fragmenty Ty lymfocytdm maji dendritické buriky,
makrofagy a B burnky. B bunky oproti ostatnim profesionalnim fagocytum
vyuzivaji k internalizaci antigend povrchové imunoglobuliny, tj. antigenné
specifické receptory B bunék. Nasledné Stépeni internalizovanych antigena
probiha v endosomu a lysosomu pfi nizkém pH.?* %

MHC Il. tfidy se skladaji ze dvou nekovalentné asociovanych
transmembranovych jednotek a a B. Kratce po syntéze v endoplazmatickém
retikulu, se molekula MHC II. tfidy spoji s transmembranovym proteinem li. Ten
ma& zabranit pfed€asné asociaci molekul MHC II. tfidy s endogennimi peptidy.
Komplex HLA Il. tfidy a li jsou pfes Golgiho aparat transportovany do MIIC. li je
v prostiedi nizkého pH postupné Stépen proteolytickymi enzymy, napf.
cathepsinem S. Nakonec zlstava na molekule HLA Il. tfidy navazan peptidovy
fragment, oznacdeny jako CLIP. Ten je zvazebného mista odstranén
chaperonem H2-DM a do volného vazebného mista na molekule HLA II. tfidy
se mulzZou vazat peptidové fragmenty vzniklé proteolyzou internalizovaného
antigenu. Komplex HLA II. tfidy a antigen jsou poté transportovany na povrch B
bufiky. Prezentované antigeny v komplexu s HLA Il. téidy stimuluji CD4" Ty
lymfocyty.33 34

Zpracovani a prezentace antigenu B burikami je tedy iniciovana vazbou
antigenu na BCR. BCR slouZi nejen kvazbé a transportu antigenu do
endozomalnich kompartmentt, ale také kiniciaci signalnich drah. Komplex
BCR se sklada zvlastniho povrchového imunoglobulinu a asociovanych
signaliza¢nich proteint Iga (CD79a), IgB (CD79B) a CD19. Dimer Iga-lgB ma ve
své cytoplazmatické Casti aktivaCni motivy ITAM a je nekovalentné spojen s
protein tyrozin-kinazami skupiny Src (BIk, Fyn a Lyn). Po rozpoznani antigenu
prostfednictvi BCR dochazi ke konformacnim zménadm na Fetézcich Iga a Igp.
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Jejich prostfednictvim dochazi k aktivaci kindz Src. Kinaza Syk se vaze na
motivy ITAM a po své aktivaci fosforyluje cytoplazmatickou ¢ast molekuly
CD19. Prendsi spolec¢né s kindazami Src aktivacni signal na adapterovou
molekulu BLNK. Poté dochazi k aktivaci kindz Tec, které dale aktivuji PLCy.
PLCy Stépi membranové vazany PIP, na IP; a DAG. Molekula IP; pomoci
svych receptorti umisténych na endoplazmatickém retikulu mobilizuje ionty Ca**
a aktivuje serinovou fosfatazu kalcineurin. Komplex kalcineurinu, kalmodulinu a
GSK-3 defosforyluje transkripéni faktor NFAT. Molekula DAG aktivuje
v pfitomnosti iontd Ca** PKC, jejichz prostfednictvim dochazi k aktivaci
transkripéniho faktoru NFkB. BLNK aktivuji molekuly GEF, které nasledné
aktivuji GTP vazajici proteiny, molekuly Ras. Pusobenim Ras dochazi k aktivaci
MAPK, které aktivuji transkripéni faktor AP-1, jenz se sklada z heterodimeru
Fos a Jun % 3%

Dusledkem vSech uvedenych aktivaCnich procest je aktivace a
translokace transkripénich faktor do jadra, kde reguluji pfepis vyznamnych

gend, napt. pro tvorbu cytokind a dalich protein(.®
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Obr. 2 Zpracovani a prezentace antigenu B burikami (Cell Signaling)

2.2.4 Imunitni odpov éd’ zavisla na protilatkach

Protilatkovd odpovéd na vétSinu antigenl vyzaduje spolupraci Ty
lymfocytd s B buikami (tzv. TD antigeny). Neékteré antigeny vyvolavaji
diferenciaci B bunék na plazmatické buriky a sekreci protilatek i bez spoluprace
T lymfocytd (tzv. Tl antigeny).

2.2.4.1 Protilatkova odpov éd’ nezavisla na T lymfocytech

Na thymu nezvislé antigeny Ize rozdélit do dvou podskupin podle toho,
jakym zplsobem aktivuji B buriky. Prvni skupina antigen(, oznacovana jako

TI-1, indukuje pfimo proliferaci a diferenciaci B lymfocytl. Pasobi tedy jako
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polyklonalni mitogeny a zpusobuji nespecifickou stimulaci velkého mnozstvi B
lymfocytd a produkci protilatek nezavisle na jejich antigenni specifité. Antigeny
TI-1 jsou schopny aktivovat nezralé i zralé B bunky. Pfikladem antigenu TI-1 je
napf. LPS.%’

Druhou skupinu na thymu nezavislych antigend, ozna¢ovanych jako TI-2,
tvofi polymery sloZzené z mnohokrat opakovanych zékladnich jednotek, jako
napf. mikrobialni povrchové polysacharidy (obsazené typicky v obalu
opouzdfenych bakterii) nebo polymerni proteiny (napf. flagellin). Tyto polymerni
antigeny reaguji simultanné s velkym poc¢tem BCR a intenzivné je tim shlukuiji.
Tim vznikaji signdly, které jsou dostate€né silné k tomu, aby vyvolaly bunééné
déleni a diferenciaci na plazmatické bunky bez pfimé pomoci T lymfocytu.
Antigeny TI-2 stimuluji k produkci protilatek predevSim subset B1 lymfocytd,
proto pfi tomto druhu protilatkové reakce dochazi hlavné ktvorbé
nizkoafinitnich protilatek tfidy IgM. Na rozdil od antigend TI-1 stimuluji tyto
antigeny pouze zralé B lymfocyty.*®

Nezavislost na T lymfocytech neni vSak Uplna. B buriky stimulované TI-2
antigeny sice nepotfebuji pfimy kontakt s Ty lymfocyty, ale vyZaduji nékteré
cytokiny (IL-2, IL-3, IFN-y), které jsou produkovany bud T lymfocyty nebo jinym
typem bunék.

2.2.4.2 Protilatkova odpov éd’ zavisla na T lymfocytech

Charakteristickym znakem protildtkovych reakci zavislych na T
lymfocytech je vznik pamétovych bunék a vznik vysokoafinitnich protilatek
v procesu tzv. afinitni maturace. Tato protilatkova odpovéd probiha ve dvou

fazich zvanych primarni a sekundarni odpovéd.*

Primarni faze protilatkové reakce

Zralé B buriky, které se jeSté nesetkaly s antigenem se nazyvaji naivni B
lymfocyty. PFi prvnim setkani s antigennim podnétem obvykle témeéf soucasné
probihaji dva déje. Vazbou antigenu na membranovy BCR dochazi ke stimulaci
B bunky a dochazi k pohlceni antigenu profesionéini bunkou prezentujici
antigen, které je spojené s prezentaci peptidovych fragmentd v komplexu

s MHC Il. tfidy prekurzordim Ty lymfocytd. Vzniklé Tu2 lymfocyty pak
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rozeznavaji antigenem stimulované B buriky a poskytuji jim signaly, které
Zpusobi jejich pomnozeni, diferenciaci na plazmatické buriky a tim sekreci
protilatek. Cast B bunék se v3ak nepfeméni na plazmatické buriky, ale stanou
se z nich pamétové buriky. BE€hem této prvotni faze protilatkové odpovédi jsou
produkovany témeérF vyhradné protilatky tfidy IgM. Maji nizkou afinitu k antigenu
a jsou ucinné pfi blokovani Sifeni infekce. Tyto protilatky tvofi s antigeny
imunokomplexy, které jsou zachycovany na povrchu FDC v primarnich
lymfoidnich folikulech. Antigeny ve formé imunokomplext pak mohou byt dale
rozeznavany B burfikami. FDC jsou tedy bufky prezentujici antigen B

lymfocyttim.*

Sekundéarni faze protildtkové reakce

Po rozeznani antigenu na FDC v primarnich lymfoidnich folikulech a po
ziskani pomocnych signélt od specifickych Ty lymfocytl, zacind opét déleni a
diferenciace B bunék. Béhem této sekundarni faze protilatkové odpovédi
dochazi k izotypovému pfesmyku a afinitni maturaci vznikajicich protilatek.
Misto protilatek tfidy IgM se za€nou tvofit jiné izotypy s vySsSi vyslednou afinitou.
Pro zahajeni izotypového pfesmyku a vzniku pamétovych bunék je nezbytna
interakce B bunék s Ty2 lymfocyty zprostfedkovana receptorem CD40 na
povrchu B bunék a jeho ligandem CD40L (CD154) Ty bunék. Membranova
interakce je dale doplnéna plsobenim cytokind. IL-4 se podili na tvorbé
protilatek podtfidy IgG1, 1gG3 a IgE, TGF-B a IL-10 indukuje vznik IgA, IFN-y
indukuje tvorbu 1gG2 a 1gG3.3% %°
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2.3  Francisella tularensis

2.3.1 Patogen

F. tularensis je fakultativné intracelularni, gramnegativni, aerobni,
nepohybliva, nesporulujici tyCkovita bakterie. Roste na standardni krevni zZivné
padé, ale neroste (nebo roste nespolehlivé) na vétSiné dalSich standardnich
agarovych mediich. Vyzaduje pro rust cystein nebo cystin (ackoli byly
identifikovany atypické kmeny, které postradaji tento poZadavek).**

Francisella je jediny rod tfidy Francisellaceae. V ramci rodu Francisella
jsou na zakladé podobnosti DNA a sloZzeni mastnych kyselin rozliSovany 2
druhy: tularensis a philomiragia. Druh F. philomiragia je halofilni, zfidka
asociovan s lidskym onemocnénim a tézko identifikovan béznymi metodami.
Druh Francisella tularensis je dle biochemickych a molekularnich testu ¢lenén
do 4 poddruh(: tularensis (nékdy také oznacovan jako F. tularensis typu A),
holarctica (F. tularensis typu B), novicida a mediasiatica.’

F. tularensis subspecies tularensis je vysoce infekéni, obvykle
virulentnéjsi a geneticky rozmanitéjSi nez subspecies holarctica a byla nalezena
v Severni Americe. Projevuje se citrullin ureidasovou aktivitou a produkuje
fermentaci kyselinu z glycerolu. Geografické rozSifenini subpopulaci v lidskych
pfipadech koreluje s rozSifenim antropodickych vektor(d a krali¢ich hostiteld.
Subpopulace 1 (A.l, typ A-vychodni) se vyskytuje zejména ve stfednich
Spojenych statech americkych, je asociovana s rozSifenim klistéte Amblyomma
americanum a Dermacentor variabilis a ma vysokou umrtnost. Subpopulace 2
(A.ll, typA-zapadni) se vyskytuje zejména na zapadé Spojenych statu
americkych, je asociovdna s rozSifenim kliStéte Dermacentor andersoni a
Chrysops discalis a ma nizkou Gmrtnost.® ** 42

F. tularensis subspecies holarctica (typ B, dfive oznaCovana jako
palaearctica nebo v nékterych zdrojich palearctica) je méné virulentni nez
subspecies tularensis, nedemonstruje se citrullin ureidasovou aktivitou a
neprodukuje fermentaci kyselinu z glycerolu. Jsou identifikovany 3 biovary:
Biovar | je erytromycin sensitivni, nachdzi se zejména v severni Americe,

Evropé, Sibifi, Dalném vychodu a Kazachstanu, biovar Il je erytromycin
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resistentni, nachazi se zejména v Eurasii a biovar japonica se nachazi
v Japonsku.® #

F. tularensis subspecies mediasiatica se nachazi ve stfednich asijskych
republikach byvalého Sovétského svazu. Virulenci je podobna F. tularensis
subspecies holarctica, produkuje kyselinu z glycerolu. F. tularensis subspecies
novicida je povazovany za nejméné virulentni a obvykle zpusobuje onemocnéni
pouze u imunokomprimovanych hostiteld. **

Oslabenim F. tularensis subsp. holarctica byl odvozen kmen F. tularensis
LVS. Tento kmen ma& nizkou virulenci u lidi, ale u mysi zpasobuje smrtelné
onemocnéni, které se z hlediska histopatologie podobd lidské tularemii (LDsg
pro i.p. podani je 1 bakterie, LDso pro s.c. nebo i.d. podani je 1 x 10° bakterif).
Proto je tento kmen vyuzZivan jako modelovy intracelularni patogen, ktery by
mohl pomoci objasnit imunologii a patogenezi F. tularensis i jinych
intracelularnich patogen(.*?

Pouze F. tularensis subsp. tularensis a subsp. holarctica zpusobuji
onemocnéni u ¢lovéka, koncici ¢asto smrti pacienta. Letalni infekci vyvola jiz 10
vdechnutych bakterii. Pro svoji extrémni nakazlivost raznymi cestami, nizkou
infek&ni davku, snadné Sifeni aerosolem a schopnost zplsobit tézké
onemocnéni a smrt jsou tyto dva poddruhy zafazeny do kategorie A moznych

prostfedku bioterorismu. & 4% 43

2.3.2 Tularémie

Pdvodcem tularémie je Francisella tularensis. Vypuknuti choroby
podobné moru mezi veverkami v Tulare County v Kalifornii v roce 1911 dovedlo
McCoye a Chapina k objeveni nového patogenu, ktery byl nazvan Bacterium
tularense. Diky vyzkumu Edwarda Francise bylo zjisténo, Ze tato bakterie je
také puvodcem nékolika chorob ¢lovéka. Tyto choroby jsou dnes souhrnné
oznacovany jako tularémie. Bacterium tularense byla na pocest Dr. Francise
pfejmenovana na Francisella tularensis.*

Tularémie je typicka infekce s pfirodni ohniskovosti. Nakaza cirkuluje
v pfirodnim ohnisku mezi vnimavymi hlodavci (mysi, kife€ci, mysice, krysy, lesni
veverky, divoci kralici a zajici). Sanim na nemocnych zvifatech, u nichz pred

uhynutim dochazi k masivni septikémii, se infikuji ¢lenovci (napf. klistata,
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komafi, mouchy). Nékazu Sifi dale a sou€asné se uplatriuji jako jeji rezervoar.
Infekci udrzuji i méné vnimava zvirata, kterd zpravidla onemocni jen latentné
(ondatry, srny, liSky a divoce Zijici ptaci). F. tularensis méa ziejmé jesté dalsi
pfirodni zdroj. Za jeden z moznych rezervoaru jsou povazovany améby, vyskyt
nékolika poddruht je také spojen s vodou. ®

Clovék se mu0Ze nakazit F. tularensis nejcast&ji pfi manipulaci
s infikovanymi zvifaty, pozitim kontaminované vody nebo potravy, kousnutim
inflkovanym hmyzem sajiciho krev nebo vdechnutim aerosolu obsahujicim
bakterie. Onemocnéni se vyskytuje v nékolika forméch, které souvisi se
zpusobem nakazy (respiracni, glandularni a ulceroglandularni, orofaryngealni
nebo gastrointestinalni forma, které se mohou vyvinout ve formu tyfoidni).
Spole¢nym znakem vSech forem jsou symptomy podobnymi chfipce, jako jsou
bolest hlavy, horecCka, tfes, nevolnost, prijem, pneumonie a celkova slabost.

~ rvs

Bakterie se pomnoZzi v misté nakazy a poté se rozsifi do lymfatickych uzlin,

jater a sleziny. & #

32



Teoreticka ¢ast

2.4 Interakce F. tularensis s hostitelskymi bu nkami

F. tularensis m& schopnost infikovat mnoZstvi lidskych a zvifecich
fagocytujicich i nefagocytujicich bunék (napf. hepatocyty, fibroblasty,
endotelialni a epitelialni buniky) a pomnozit se v nich. Obecné jsou za hlavni
rezervoar F. tularensis in vivo povazovany makroféagy (lidské, mysi, krysi, krali¢i
a morceci).® *4

Intracelularni  bakterie  vyvinuly mnoho zplUsobu, jak zeslabit
antimikrobialni efekt fagocytl. Signalni cesty pro produkci prozanétlivych
cytokin a chemokinl jsou idealnim cilem, protoZe jedind chyba znemoZzni
expresi stovek genl pro tyto antimikrobialni efektorové molekuly. PoruSeni
signalni cesty vedouci k transkripénimu faktoru NF-kB bylo pozorovano napf. u
druht Toxoplasma gondii, Leishmania donovani a rodl Salmonella a Yersinia.
Inhibi¢ni mechanismus vyuzivany F. tularensis zatim nebyl pozorovan u jiné
intracelularni bakterie.**

Podobné jako u jinych intracelularnich bakterii, je po infekci mysi
F. tularensis LVS vyvolana silna a dlouhotrvajici primarni imunitni odpoved
zahrnujici rychlou produkci IFN-y, TNF-q, IL-12, aktivaci makrofagl, neutrofilt
a INOS. Pro dlouhodobou kontrolu primarni i sekundarni infekce F. tularensis
LVS je hlavni aktivace a pomnozeni specifickych T lymfocyt(. Uloha B nebo NK

bunék zatim nebyla pIné objasnéna.*

2.4.1 Interakce F. tularensis s makrofagy

Makrofagy jsou povazovany za hlavni rezervoar F. tularensis in vivo.
Extracelularné F. tularensis interaguje s povrchovymi molekulami makrofagu,
dochazi k aktivaci signalnich cest vedoucich k transkripénim faktordim MAPK a
NF-kB a nésledné sekreci prozanétlivych cytokinl, napf. TNF-a, IL-1, IL-12.
PoruSeni signalizace se objevuje az po internalizaci F. tularensis. Dochazi
k zablokovani signalnich cest vedoucich k NF-kB, p38 a c-Jun a potlaceni
produkce cytokin. BEhem 30 minut po infekci makrofagu F. tularensis dochazi
k aktivaci Akt, coZ je proteinova kinaza, ktera méa vliv mimo jiné na prabéh
bunééného cyklu, prezivani bunék, genovou transkripci zavislou na NF-kB a

bunéénou migraci. V zavislosti na podnétu maze Akt aktivovat nebo inhibovat
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transkripéni faktor NF-kB. PFi stimulaci PDGF nebo TNF-a dochézi k aktivaci
NF-kB a k produkci prozanétlivych cytokind a chemokini a zaroven k inhibici
produkce IL-10. Pfi stimulaci vyvolané LPS dochazi k inhibici NF-kB.% 4+ 4°

Pred fagocyt6zou mikroorganism a c&astic dochazi ke specifické
interakci mezi receptory a ligandy umoznéna polymeraci aktinu. F. tularensis je
obklopovana panozkami, které se béhem nékolika sekund az minut zméni ve
fagozom. Tvorbu asymetrickych prostornych panozek spousti nejen zivé, ale
také formalinem nebo teplem usmrcené bakterie, neni tedy zavisla na
metabolické aktivité bakterie.® ** 4’

Dulezitou roli pfi zastaveni zrani fagozému ve fazi pozdniho endozoému
2-4 hodiny po infekci zfejmé hraji tularemické proteiny IglA, 1gIC, PdpA a PdpD,
kodované geny oznacované jako FPI a jejich regulatory MglA a MglB. Tato
oblast je mezi ostatnimi bakteridlnimi druhy ojedinéla. Pfi pokusech, kdy geny
této oblasti byly inaktivovany, bakterie nebyly schopné uniknout z fagozému a
pomnozit se uvnitf hostitelské bunky. DalSimi proteiny, které maji vliv na
intracelularni  preziti  bakterie, jsou alanin racemaza, glutamin

fosforibosylpyrofosfat amidotransferaza a ClpB proteaza.** *’

2.4.2 Interakce F.tularensis s B bu nkami
2.4.2.1 Uloha B bun &k b&hem &asné imunitni odpov &di k F. tularensis

Uloha B bunék v prab&hu ¢asné imunitni odpovédi nebyla dlouhou dobu
zndma. B bunky byly, jako hlavni slozka adaptivni imunity, spojovany pouze
s tvorbou protilatek. PFi infekci intracelularnimi patogeny maji ale protilatky
pouze omezeny vyznam. Patogenni mikroorganismy jsou lokalizovany uvnitf
buriky, ktera ho chrani pred Gginnym navazanim protilatek.? 42

Zvlastnosti pozorovanou u mysi infikovanych F. tularensis LVS je
vytvoreni silné ochrany proti letélni davce v kratké dobé po podéani subletalni
davky: mysi po i.d. podané subletalni davce 1 x 10° LVS jsou schopné prezit
letalni i.p. nebo i.v. podanou davku vice neZ 10° nasobku LDso po 3 dnech od
prvotni subletalni davky. Takto vznikla ochrana je nespecifickd, nezavisla na T
lymfocytech a trva pfiblizné 1 mésic. DuleZitou roli zde nejspiSe hraji B buriky,
nezavisle na tvorbé protilatek, produkci rozpustnych mediatord s mistnim nebo

systémovym Uc¢inkem. B burky jsou schopny sekretovat mnoho mediatord,

34



Teoreticka ¢ast

napf. IL—4, IL-6, IL-10, IL-12 a TNF—a a 3, ale ne IFN-y. IL-6, IL-12 a TNF-a
a B jsou dulezité cytokiny pro regulaci produkce INF—y a aktivaci makrofagu
béhem intracelularni infekce v€etné F. tularensis LVS. B buriky by mohly pfimo
interagovat s jinymi burikami, napf. s NK burnkami, jejichz aktivace vede ke
zvySené produkci IFN-y. Také by mohly produkovat mediatory, které béhem
F. tularensis LVS infekce nejsou jinymi burikami vytvafeny, nebo produkci
cytokin(l vyrazné zesilovat cytokinovou odpovéd.** 48 49

Silnym stimulantem B bunék je LPS gramnegativnich bakterii. B bunky
exprimuji na svém povrchu dva receptory z rodiny TLR pro LPS, a to TLR4 a
RP105 (neboli CD180), jejichZ aktivaci se spusti dvé nezavislé signaini cesty.
Zatimco TLR4 je exprimovan na rlznych typech bunék imunitniho systému,
receptor RP105 je exprimovan pouze na B—bunkach a dendritickych burikach.
Navazanim LPS na RP105 dochazi k fosforylaci tyrozinového zbytku proteinu
CD19, aktivaci Lyn kindzy, fosforylaci proteinu Vav a nasledné aktivaci JNK.
Cestou nezavislou na CD19 pfes Lyn kinAzu a BTK mulze také dochazet
k aktivaci NF—kB. Signalni cesta zavisla na adaptorovém proteinu MyD88 vede
pres TLR4, IRAK a TRAF6 k aktivaci transkrip&niho faktoru NF—B.*°

Proliferace B bunék a tvorba polyklondlnich protilatek po infekci
gramnegativnimi bakteriemi je ovliviiovana enzymem AOAH hostitelské buriky.
AOAH selektivné odstranuje sekundarni acyly navazané na lipid A LPS, a tim
vznika ¢astecné deacylovany LPS s ucinnosti asi 0,2-1 % v porovnani s plné
acylovanym LPS. Deacylaci Ize detekovat po mnoha hodinach az nékolika
dnech, béhem kterych miZze LPS aktivovat nespecifické imunitni reakce. AOAH
je produkovan hlavné monocyty a makrofagy, dendritickymi burfikami, neutrofily
a epitelialnimi bunkami dfené ledvin. AOAH neovliviiuje syntézu protilatek

zavislou na T lymfocytech.®*
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Indukce aktivace B-bunék pomoci LPS
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Obr. 3 Aktivace B bunék pomoci LPS

2.4.2.2 P¥fima interakce B bun ék s F. tularensis

PFfimé interakce mezi intracelularnimi patogeny a B burikami zatim
nebyly pfilis zkoumany. Menon a kol. popsali schopnost intracelularni bakterie
Listeria monocytogenes infikovat a zabit B buriky jako jednu z moznych strategii
zahdjeni infekce. L. monocytogenes adherovala na povrch mySich i lidskych B
bunék, zpusobila ztratu nékterych povrchovych molekul hostitelskych bunék a
vytvofila péry v membrané. V disledku toho doSlo k nabobtnani B bunék,
rozpadu buné&né membrany a apoptéze.>

Nedavno byla objevena také schopnost pfimé interakce B bunék s F.
tularensis. S pouzitim transmisni elektronové mikroskopie byly sledovany mysi
(A20) a lidské (Ramos) B bunééné linie. Do 24 hodin po infekci doslo k infikaci
vice nez 20 % buné&k. Zivé bakterie zpUsobily apoptézu u bun&éné linie Ramos
a slezinnych mysich CD19" buné&k. Po 24 hodinach prodélalo apoptézu 30 %,
po 48 hodinach 70 % bunék bez ohledu na pouzity kmen F. tularensis. U
neinfikovanych bunék a bunék infikovanych usmrcenou F. tularensis se v obou

gasovych intervalech vyskytovalo okolo 10 % apoptotickych bunék.>®
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3 Experimentalni ¢€ast
3.1 Seznam pouzitého materialu

3.1.1 Bunécéné linie a bakterie

Ramos — lidska B bunécéna linie (ATCC CRL-1596)
Francisella tularensis FSC200 (FOI Umea, Svédsko)
Francisella tularensis LVS (ATCC 29684)

3.1.2 Primery pro RT-PCR

B-actin (Invitrogen)
Sense: 5'- GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA -3
Antisense: 5'- CTC TTT GAT GTC ACG CACGATTTC - 3

B2-microglobulin  (GeneriBiotech)

B2-microglobulin Il (GeneriBiotech)

GM-CSF (GeneriBiotech)
Sense: 5' - TGT GGT CTA CAG CCT CTC AGCAC -3
Antisense: 5' - CAA AGG GGA TAT CAG TCAGAAAGG T -3

IFN-B (GeneriBiotech)
Sense: 5' - AGA TAT TAT GGG AGGATTCTGC-3'
Antisense: 5'- GTT TCG GAG GTA ACC TGT -3

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

IFN-y Il (GeneriBiotech)
Sense: 5' - GTT TTG GGT TCT CTT GGC TGT TA - 3'
Antisense: 5' - AAA AGA GTT CCATTATCC GCT ACATC -3

IL-1B (GeneriBiotech)
Sense: 5'- ATG GCA ACT GTT CCT GAACTCAACT -3
Antisense: 5' - CAG GAC AGG TATAGATTC TTTCCTTT - 3
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IL-1B Il (GeneriBiotech)
Sense: 5'- CTA CGA ATC TCC GAC CACCAC -3
Antisense: 5'- GTT TCT TCT TCT ACCTTTTCG C - 3'

IL-2 (GeneriBiotech)
Sense: 5' - ATG TAC AGC ATG CAGCTCGCATC -3
Antisense: 5' - GGC TTG TTG AGATGATGC TTT GACA -3

IL-4 (GeneriBiotech)
Sense: 5' - ATG GGT CTC AACCCC CAGCTAGT -3
Antisense: 5' - GCT CTT TAG GCT TTC CAG GAAGTC - 3

IL-6 (GeneriBiotech)
Sense: 5'- ATG AAG TTC CTC TCT GCAAGAGACT -3
Antisense: 5' - CAC TAG GTT TGC CGA GTA GAT CTC - 3'

IL-8 (GeneriBiotech)
Sense: 5' - GAATGG GTT TGC TAG AAT GT - 3
Antisense: 5'- AGACTAGGG TTGCCAGA -3

IL-10 Il (GeneriBiotech)
Sense: 5' - GCT GGA GGACTT TAAGGG TTACCT - 3
Antisense: 5' - CTT GAT GTC TGG GTCTTG GTT CT - 3

IL-12 Il (GeneriBiotech)
Sense: 5' - CAT GGT GGA TGC CGT TCA - 3
Antisense: 5'- ACC TCC ACC TGC CGA GAAT -3

IL-15 II (GeneriBiotech)
Sense: 5'- CCATCC AGT GCT ACT TGT GTT TACTT - 3
Antisense: 5'- CCAGTT GGC TTCTGT TTT AGG AA - 3'

IL-15 Il (GeneriBiotech)
Sense: 5' - CTG TTT CAG TGC AGG GCT TCC - 3
Antisense: 5' - GTG AAG AAC TAACGT TAACTAAG -3
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IP-10 (GeneriBiotech)
Sense: 5' - CAG AAT CGA AGG CCATCA -3
Antisense: 5'- CCT CTG TGT GGT CCATC - 3

IRF-3 (GeneriBiotech)
Sense: 5' - GAT CTGATTACCTTCACG GA-3'
Antisense: 5' - ACCTTG ACC ATC ACG AG -3’

LT-a lll (GeneriBiotech)
Sense: 5'- TGA CAC CACCTG AACGTCTC -3
Antisense: 5' - GAA GGA GGT CCT ACC AAA GAG - 3

TGF-B (GeneriBiotech)
Sense: 5 -CTCCCACTCCCGTGGCTTCTA G-3
Antisense: 5' - GTT CCA CAT GTT GCT CCACACTTG -3

TGF-B Il (GeneriBiotech)
Sense: 5'- CAAGGG CTACCATGC CAACT -3
Antisense: 5' - AGG GCC AGG ACCTTG CTG - 3'

TLR-7 (GeneriBiotech)
Sense: 5'- GAAACCCCG TCT GTACT -3
Antisense: 5' - GTG ATC TCG GCT CAC TG - 3

TLR-8 (GeneriBiotech)
Sense: 5' - AGG CTACAG GTCTCT TT-3'
Antisense: 5'- TTG TCT CGG CTC TCT TC - 3'

TNF-a (GeneriBiotech)
Sense: 5'- TTC TGT CTA CTG AAC TTC GGG GTG ATC GGT CC - 3
Antisense: 5' - GTA TGA GAT AGC AAATCG GCT GAC GGT GTG GG - 3

TNF-a Il (GeneriBiotech)
Sense: 5'- CCC CAG GGA CCTCTCTCT AATC -3
Antisense: 5' - GGT TTG CTA CAA CAT GGG CTACA -3
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TNFR-CD40 (GeneriBiotech)
Sense: 5- TTG TGA TAG TGA ACA ACT GGA - 3
Antisense: 5'- CCA TAC CCATCATTC AGC - 3

TNFR-NFkB (GeneriBiotech)
Sense: 5'- GGA TTA CAG GCG TGAGC - 3
Antisense: 5- TCC TAG CAA CTT AGC AAC TAT- 3

3.1.3 Média, roztoky a chemikalie

0,5% roztok trypanové modfi v PBS
0,5x TBE pufr

1 kB Plus DNA Ladder (Invitrogen)
1x FA Gel Running Buffer

10x PBS

10x FA Gel Buffer

10x PCR Rxn Buffer (Invitrogen)
10x TBE pufr

10x TrueStart Taq Buffer (Fermentas)
5x First Strand Buffer (Invitrogen)
96% ethanol (Lachema)
B-mercaptoethanol, 14,3 M (Sigma)
dATP, 100 mM (Invitrogen)

dCTP, 100 mM (Invitrogen)

dGTP, 100 mM (Invitrogen)

dTTP, 100 mM (Invitrogen)

DTT, 0,1 M (Invitrogen)

EDTA (Serva)

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

Glycerol (Fluka)

Chloroform (Lachema)

IgIC (Apronex)

Isopropylalkohol (Lachema)
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Kultivaéni médium Dulbeco (s glutamaxem)
Kultivaéni pevné pudy McLeod

Kyselina chlorovodikova 35% (Lachema)

LPS (E. coli), 1 pg/ml (Sigma)

MgCl,, 50 mM (Invitrogen)

MOPS, 200mM (Fluka)

Oligo (dT)12-18 Primer, 0,5 pg/ul (Invitrogen)
pUC Mix Marker 8, 0,5 ug/ul (Fermentas)

RLT pufr (Qiagen)

Rnase” voda (Invitrogen)

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

RW1 pufr (Qiagen)

Sodium acetate, 50 mM (Fluka)

T18VN Oligo Primer, 0,1 mM (GeneriBiotech)
Tag DNA polymerase (Invitrogen)

Trackit Cyan/Orange Loading Buffer (Invitrogen)
TRIS (Serva)

TRIzol (Invitrogen)

TrueStart Taq DNA polymerase (Fermentas)

3.1.4 Pristroje a laboratorni pom tdcky

Automatické pipety 1, 10, 20, 100 a 1000 ul (Eppendorf)
Bakterialni klicky (TPP)

Centrifuga BR4i (Jouan)

Centrifuga Pico (Heraeus)

Denzitometr CO8000 (WPA Bioware)

Elektroforeticka vana Mupid (LabMark)

Forma na gely, hifebinky na gely

Kadinky

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

Kyvety (Scholler)
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Laboratorni vahy (Kern)

Latexové rukavice (Hartmann)

Magneticka michacka (Ika)

Mikroskop inverzni IDM (Meopta)
Mikroskop svételny binokularni (Amplival)
Pipety 2, 5, 10 ml (Biotech)

Plastové zkumavky na PCR (Eppendorf)
Plastové zkumavky s vickem o objemu 1,5 ml (Eppendorf)
Pocitaci komurka dle Birkera (Meopta)
Spektrofotometr Spekol (Helios)
Spektrofotometr NanoPhotometer (Implen)
Sterilni Skrabky (Lukasterik)

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

Termostat (Assistent)

Trepacka MS2 (lka)

Zkumavky na infekci o objemu 15 ml (TPP)

3.1.5 Priprava roztok 0

10x FA Gel Buffer
Pufr byl pfipraven rozpusténim 2,09 g 200mM MOPS, 0,21 g 50 mM
Sodium acetate a 10 mM EDTA v 50 ml Rnase™ vody. Uprava pH na hodnotu

7,0 byla provedena hydroxidem sodnym.

1x FA Gel Running Buffer
Pro pfipravu pufru bylo odpipetovano 10 ml 10x FA gel pufru, 2 ml 37%

formaldehydu a dopinéno 88 ml RNase™ vody.

1,2% agardzovy gel
1,2% agardzovy gel pro kontrolu kvality RNA byl pfipraven rozpusténim
0,48 g agarézy ve 4 ml 10x FA pufru a 36 ml RNase™ vody.

42



Experimentalni ¢ast

10 mM dNTP mix
Napipetovanim 10 ul dATP, 10 pl dCTP, 10 pl dGTP, 10 ul dTTP a 60 ul

Rnase” vody byla pfpravena 10 mM smés deoxyribunukleotidtrifosfatd.

10x TBE pufr

Z&sobni roztok 5x TBE pufru byl pfipraven navazenim 54 g TRIS, 27,5 ¢
kyseliny borité, pfidanim 20 ml 0,5 M EDTA a doplnénim do 500 ml
deionizovanou vodou. Uprava pH na hodnotu 8,0 byla provedena kyselinou

chlorovodikovou. Roztok byl uchovavan pfi laboratorni teploté.

0,5x TBE pufr
0,5x TBE pufr byl ziskdn dvacetinasobnym nafedénim 10x TBE pufru.

K 950 ml deionizované vody bylo pfidano 50 ml 10x TBE pufru.

1,5% agardzovy gel
Pro pfipravu 1,5% agar6zového gelu bylo rozpusténo 1,5 g agarGzy ve
100 ml 0,5x TBE pufru.
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3.2 Pracovni postup

3.2.1 Priprava bun ééné suspenze
3.2.1.1 Rozmrazovani bun éénych suspenzi

Kryozkumavka obsahujici zamrazenou bunéénou kulturu byla vyjmuta
z mraziciho boxu s kapalnym dusikem a rychle rozmrazena pod tekouci teplou
vodou. Ve sterilnim boxu byl obsah kryozkumavky pfenesen pipetou do nové
zkumavky a bylo pfidano malé mnoZzstvi kultivaniho média. Zkumavka byla
centrifugovana 5 minut pfi 300 g. Poté byl odstranén supernatant. K bunécnym
peletam bylo pfidano malé mnoZzstvi kultivaéniho média a byly fadné
protfepany. Bunéfna suspenze byla pfenesena pipetou do kultivacni lahve
s obsahem dna 25 cm?. K suspenzi bylo pfidano 10 ml kultivadniho média a
mirné pooteviena kultivacni lahev byla uloZzena do termostatu. Kultivace
probihala 24 hodin pfi teploté 37 °C v prostfedi 5% CO,. Za 24 hodin bylo
z bunécéné kultury odebrano 10 pl na ureni koncentrace a Zzivotnosti bunék
(kapitola 3.2.1.4).

3.2.1.2 Zamrazovani bun éénych suspenzi

Zamrazovat lze pouze buné&nou kulturu s Zivotnosti vice nez 90 %.

Kultivaéni lahev obsahujici bunécnou kulturu v kultivaénim meédiu byla
zkontrolovana pod inverznim mikroskopem. Byla hodnocena hustota a kvalita
bunék a Ccistota média. Po zhodnoceni bylo odebrano 10 pl na ureni
koncentrace a Zivotnosti bunék (kapitola 3.2.1.4) a poté provedeno pasazovani
bunék (kapitola 3.2.1.3).

Bunécna suspenze byla ve sterilnim boxu pfenesena z kultivaéni lahve
do zkumavky. Zkumavka byla centrifugovana 5 minut pfi 300 g a vznikly
supernatant byl odstranén. K bunéénym peletdm bylo pfiddno zamrazovaci
médium (na 1 - 10° bunék pfipada 1 ml zamrazovaciho média), obsah byl fadné
protfepan a prenesen pipetou do kryozkumavek. Kryozkumavky byly vioZzeny do
polystyrenového obalu a zamrazeny na -80 °C. Druhy den byly kryozkumavky

preneseny do mraziciho boxu s kapalnym dusikem.
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3.2.1.3 Kultivace a pasazovani bun ék

Bunécna kultura v kultivaéni lahvi byla zkontrolovana pod inverznim
mikroskopem. Byla hodnocena hustota a kvalita bunék a Cistota média. Ve
sterilnim boxu byla uzaviena kultivaéni lahev fadné protfepana. Pipetou bylo
asepticky odebrano 10 pl na uréeni koncentrace a Zzivotnosti bunék (kapitola
3.2.1.4). V kultivaéni lahvi bylo ponechano pouze takové mnozstvi bunécné
kultury, které bylo potfebné pro dalSi rust. K bunééné kultufe bylo pfidano
kultivaCni médium podle tabulky 1. Mirné pooteviend kultivacni lahev byla

vloZena do termostatu a inkubovana pfi teploté 37 °C v prostfedi 5% CO..

Tab. 1 Velikost kultivacnich lahvi, mnozstvi bunécné kultury a mnoZzstvi kultivacniho

média pro kultivaci a pasaZovani bunécnych kultur

Obsah dna kultivaéni Mnozstvi bunééné kultury MnozZstvi kultivacniho
lahve (cm?) (pocet bunék) média (ml)
150 3-4 (10° do 50
75 1-2 (10° do 20
25 0,5-1 [10° do 10

3.2.1.4 Urcéeni koncentrace a zivotnosti bun ék

Z protfepané bunééné suspenze bylo asepticky odebrano 10 pl,
smichano s 10 pl trypanové modfi a smési byla naplnéna Burkerova pocitaci
komurka. Pod svételnym mikroskopem byly pocitany bunky uvnitf a na obvodu
dvou zvolenych stran ve 25 ¢&tvercich. Byl zjistovan pocet Zivych a mrtvych

bunék. Mrtvé buriky byly zbarveny modfe. Soucet byl proveden dvakrat.

Urcéeni Zivotnosti

Ze zjisténych udaju byl vypocitan pramérny pocet Zivych a mrtvych
buné&k. Jejich soudtem byl ziskan priimérny pocéet vech bunék. Zivotnost (v %)
byla dana podilem pridmérného poctu Zivych bunék a primeérného poctu vSech

bunék. Méla by se pohybovat v rozmezi 95-99 %.
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Uréeni koncentrace

Mnozstvi bunék v 1 ml suspenze bylo vypocitano podle vzorce:

pramérny pocet Zivych bunék x fedéni trypanovou modsi x koeficient Burkerovy

komdrky
fedéni trypanovou modfi ...........ccceeevvvivnnnns 2
koeficient Burkerovy komurky ........... 10 000

3.2.1.5 Priprava bun ééné suspenze linie Ramos pro infekci

Z protfepané bunécné suspenze linie Ramos bylo asepticky odebrano
10 pl, smichano s 10 ul trypanové modfi a ur€ena koncentrace a Zivotnost
bunék (kapitola 3.2.1.4). Podle potfebné koncentrace bunék v1 ml byl
vypocitan objem bunécéné suspenze odpovidajici celkovému poctu bunék. Dany
objem bunécéné suspenze byl asepticky pipetou odebran z kultivaéni lahve,
premistén do zkumavky a centrifugovan 7 minut pfi 300 g. Poté byl odstranén
supernatant. Pelety byly roztfepany a doplnény kultivaénim médiem do objemu

potfebného pro infekci.

3.2.2 Priprava bakterialni suspenze
3.2.2.1 Pr¥iprava bakterialni suspenze F. tularensis FSC200

Na 3 plotny McLeod byla masivnhé naockovana bakterie F. tularensis
FSC200. Plotny byly vloZzeny do termostatu a inkubovany 24 hodin pfi 37 °C. Za
24 hodin byly plotny vyjmuty z termostatu. Ve sterilnim boxu byla bakterialni
klickou opatrné setfena z plotny ¢ast bakteridlni kultury. Klicka byla otirdna o
vlhkou sténu zkumavky obsahujici 4 ml PBS tak, aby na sténé nezustaly Zadné
shluky bakterii. Poté byla zméfena opticka denzita bakterialni suspenze oproti
4 ml PBS. Postup byl opakovan do dosazeni optické denzity pfiblizné 1,0, ktera
odpovidala koncentraci 5 [10° bakterii v 1 ml PBS.

Bakterialni suspenze byla rozdélena po 1 ml do plastovych zkumavek a
centrifugovana 7 minut pfi 8000 g a teploté 4 °C. Vznikly supernatant byl
odstranén do roztoku dezinfekce. Pelety byly resuspendovéany pfidanim 1 ml
kultivaéniho média.
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3.2.2.2 Pr¥iprava bakterialni suspenze zabité F. tularensis FSC200

Na 4 plotny McLeod byla masivnhé naockovana bakterie F. tularensis
FSC200. Poté byla pfipravena, stejnym zpusobem jako v kapitole 3.2.2.1,
bakterialni suspenze o koncentraci 5(110° bakterii v 1 ml PBS a optické denzité
priblizné 1,0. Bakterialni suspenze byla centrifugovana 7 minut pfi 8 000 g a
teploté 4 °C. Vznikly supernatant byl odstranén do roztoku dezinfekce a
k peletam byl pfidan 1 ml 37% formaldehydu. Zkumavka s bakterialni suspenzi
byla vioZzena do termostatu a inkubovana 24 hodin pfi 37 °C. Po 24 hodinach
byla zkumavka vyjmuta ztermostatu a centrifugovana 7 minut pfi 8 000 g.
Vznikly supernatant byl odstranén do roztoku dezinfekce a pelety byly
resuspendovany pfidanim 1 ml PBS.

Pro kontrolu Zivotnosti bakterii byl odebran 1 ml bakterialni suspenze a
nanesen na 2 plotny McLeod. Plotny byly vloZzeny do termostatu a inkubovany
24 hodin pfi 37 °C. Zbyvajici mnoZstvi bakterialni suspenze bylo rozdéleno po
1 ml do plastovych zkumavek a centrifugovana 7 minut pfi 8 000 g a teploté
4 °C. Vznikly supernatant byl odstranén do roztoku dezinfekce. Pelety byly

resuspendovany pfidanim 1 ml kultivaéniho média.

3.2.2.3 Vysev a ode €et CFU

Do osmi plastovych zkumavek bylo napipetovdno 450 uyl PBS a
zkumavky byly oznageny fadou 10" az 10®. Do zkumavky s oznagenim 10*
bylo pfeneseno pipetou 50 pl bunééné suspenze s optickou denzitou pfiblizné
1,0. Novou Spickou byla suspenze promichana a odebrano 50 ul do zkumavky
s oznaéenim 10?2. Stejnym zplisobem bylo postupovano vcelé fadé. Ze
zkumavky s oznadenim 107 a 10® bylo 50 ul pfeneseno na suché plotny
McLeod a sterilni hokejkou opatrné rozetfeno do vsaknuti. VSe bylo provadéno
duplicitné, byly spotfebovany 4 plotny McLeod. Plotny byly vioZzeny do
termostatu a inkubovany 72 hodin pfi teploté 37 °C.

Za 72 hodin byly spocitdny vSechny kolonie narostlé na kazdé plotné.
Koncentrace kolonii v 1 ml bakterialni suspenze byly vypoditany podle vzorce:
pocet kolonii na plotné x fedéni 1 x rfedéni 2

fedéni 1 ................ prevracend hodnota koncentrace (10’ nebo 108)

fedéni 2 ................ 1 000 pl /50 pl =20
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3.2.3 Detekce genové exprese metodou RT-PCR
3.2.3.1 Infekce a stimulace bun ék Ramos

Experiment 8. 1

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potfebné mnozstvi bunécéné
suspenze Ramos o koncentraci 5 010° bunék/ml. Podle kapitol 3.2.2.1 a
3.2.2.2 bylo pfipraveno potfebné mnoZstvi bakterialni suspenze o koncentraci
5 [10° Zivych bakterii/ml a 5 [10° mrtvych bakterii/ml. Multiplicita infekce (MOI)
byla 500. Byl pouzit zasobni roztok LPS (E. coli) o koncentraci 1 mg/ml PBS,
vysledna koncentrace pfi stimulaci byla 20 pg/ml. Bylo pracovano v triplicité.

Infekce a stimulace bunék Ramos byla provadéna ve zkumavkach o
objemu 15 ml ve sterilnim boxu. Obsah jednotlivych zkumavek je vyjadien
v tabulce 2.

Tab. 2 MnoZstvi bunécné suspenze, bakterialnich bunék a LPS pouZitych pfi infekci a

stimulaci bunék Ramos

Vzorky Bunécna F. tularensis | Zabita F. tularensis LPS
suspenze FSC200 FSC200
Kontrolni buiky 1 mi - - -
Infikované 1 mi 500 pl - -
FSC200
Infikované 1 mi - 500 pl -
zabitou
FSC200
Stimulované 1ml - - 20 pl
LPS

Zkumavky byly naplnény podle tabulky a mirné pooteviené vloZzeny do
termostatu. Byly inkubovany 6 a 24 hodin pfi 37 °C a 5 % CO..

Po 6 hodinach byly vyjmuty zkumavky pro 6hodinovy interval a
centrifugovany 7 minut pfi 300 g a teploté 4 °C. Supernatant byl odstranén do
dezinfekce a pelety resuspendovany pfiblizné 10 ml PBS. Zkumavky byly opét
centrifugovany 7 minut pfi 300 g a teploté 4 °C. Poté byl Uplné odstranén
supernatant. Vzniklé pelety byly zamrazeny na -80°C nebo byly pouZity na
izolaci RNA pomoci TRIzol (kapitola 3.2.3.2).
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Po 24 hodindch byly vyjmuty zkumavky pro 24hodinovy interval a
postupovano stejnym zplsobem. Suché pelety byly zamrazeny na -80°C nebo

pouZzity pro naslednou izolaci RNA pomoci TRIzol.

Experiment &. 2

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potfebné mnozstvi bunécné
suspenze Ramos o koncentraci 5 010° bunék/ml. Suspenze byla rozdélena po
1 ml do 4 plastovych zkumavek. Vzorky byly centrifugovany 7 minut pfi 300 g a
teploté 4 °C. Poté byl Uplné odstranén supernatant. Dvé zkumavky byly pouZzity
pro izolaci pomoci TRIzol a dvé pro izolaci pomoci RNeasy Mini Kit (kapitola
3.2.3.2).

Experiment &. 3

Infekce a stimulace bunék Ramos €. 3 probihala stejné jako v pfipadé
bunék &.1. Vzniklé pelety po 6hodinové a 24hodinové inkubaci byly poté
zamrazeny na - 80°C nebo byly pouzity na izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kit
(kapitola 3.2.3.2).

Experiment €. 4

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potfebné mnozstvi bunécéné
suspenze Ramos o koncentraci 5 (10° bunék/ml. Byl pouZit zAsobni roztok LPS
(E. coli) o koncentraci 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace pfi stimulaci byla
20 pg/ml. Bylo pracovano v triplicité. Stimulace bunék Ramos byla provadéna
ve zkumavkach o objemu 15 ml ve sterilnim boxu. Obsah jednotlivych

zkumavek je vyjadfen v tabulce 3.

Tab. 3 Mnozstvi bunééné suspenze a LPS pouzitych pfi stimulaci bunék Ramos

Vzorky Bunééna LPS
suspenze
Kontrolni bufky 1mi -
Stimulované LPS 1ml 80 pl

Zkumavky byly napinény podle tabulky a mirné pooteviené vlioZzeny do

termostatu. Byly inkubovany 24 hodin pfi 37 °C a5 % CO..

49



Experimentalni ¢ast

Po 24 hodinach byly zkumavky vyjmuty z termostatu a centrifugovany
7 minut pfi 300 g a teplot¢ 4 °C. Supernatant byl odstranén a pelety
resuspendovany pfiblizné 10 ml PBS. Zkumavky byly opét centrifugovany
7 minut pfi 300 g a teploté 4 °C. Poté byl apIlné odstranén supernatant. Vzniklé
pelety byly zamrazeny na -80°C nebo byly pouzity na izolaci RNA pomoci
RNeasy Mini Kit (kapitola 3.2.3.2).

Experiment 8. 5

Podle kapitoly 3.2.1.5 bylo pfipraveno potfebné mnozstvi bunécné
suspenze Ramos o koncentraci 5 010° bunék/ml. Podle kapitol 3.2.2.1 a
3.2.2.2 bylo pfipraveno potfebné mnoZstvi bakterialni suspenze o koncentraci
5 (m0° Zivych bakterii/ml a 5 [10° mrtvych bakterii/ml. Byl pouZit zasobni roztok
LPS (E. coli) o koncentraci 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace pfi stimulaci
byla 20 ug/ml. Déale byl pouzit rekombinantni protein IglIC o koncentraci
0,1 mg/ml pufru, vyslednd koncentrace pfi stimulaci byla 5 ng/ml. Bylo
pracovano v triplicité.

Infekce a stimulace bunék Ramos byla provadéna ve zkumavkach o
objemu 15 ml ve sterilnim boxu. Obsah jednotlivych zkumavek je vyjadien

v tabulce 4.

Tab. 4 Mnozstvi bunéné suspenze, bakterialnich bunék, LPS a IgIC pouZitych pfi

infekci a stimulaci bunék Ramos

Vzorky Bunééna | F. tularensis Zabita F. LPS | IgIC
suspenze FSC200 tularensis
FSC200
Kontrolni buiky 1mi - - - -
Infikované 1 mi 500 pl - - -
FSC200
Infikované 1 mi - 500 pl - -
zabitou
FSC200
Stimulované 1ml - - 20 pl -
LPS
Stimulované 1ml - - - 5ul
IgIC
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Zkumavky byly naplnény podle tabulky a mirné pooteviené vloZzeny do
termostatu. Byly inkubovany 6 hodin pfi 37 °C a5 % CO..

Poté byly zkumavky pro 6hodinovy interval vyjmuty a centrifugovany
7 minut pfi 300 g a teploté 4 °C. Supernatant byl odstranén do dezinfekce a
pelety resuspendovany priblizné 10 ml PBS. Zkumavky byly opét
centrifugovany 7 minut pfi 300 g a teploté 4 °C. Poté byl Uplné odstranén
supernatant. Vzniklé pelety byly zamrazeny na -80 °C nebo byly pouzity na
izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kit (kapitola 3.2.3.2).

Po 12 a 24 hodinach bylo postupovano stejnym zplsobem. Suché pelety
byly zamraZzeny na -80°C nebo pouzity pro naslednou izolaci RNA pomoci
RNeasy Mini Kit.

3.2.3.2 lzolace RNA

Izolace RNA pomoci TRIzol

K rozmrazenym, suchym, bunécnym peletam byl ve sterilnim boxu pfidan
1 ml TRIzol. Obsah zkumavky byl pomoci pipety resuspendovan a inkubovan
5 minut pfi laboratorni teploté. Po 5 minutach bylo do kazdé zkumavky pfidano
0,2 ml chloroformu, obsah dikladné 15 sekund v ruce protfepan a inkubovan
2-3 minuty pfi laboratorni teploté. Poté byly zkumavky centrifugovany 15 minut
pfi méné nez 12 000 g a teploté 4 °C. Po centrifugaci byly ziskany 3 faze: dolni
obsahovala DNA a proteiny, mezifaze obsahovala DNA a vrchni obsahovala
RNA. Opatrné bylo odebrano pfiblizné 500 ul z vrchni vodni faze tak, aby
nebyla porusena mezifaze. Obsah vrchni faze byl pfenesen do nové plastove
zkumavky a bylo pfidano 0,5 ml isopropylalkoholu. Zkumavky byly inkubovany
10 minut pfi laboratorni teploté a centrifugovany 10 minut pfi méné nez
12 000 g a 4 °C. Po centrifugaci byl opét odstranén supernatant. Do kazdé
zkumavky byl pfiddn 1 ml 75% ethanolu, obsah byl opatrné protfepan a
centrifugovan 5 minut pfi 7 500 g a teploté 4 °C. Supernatant byl peclivé pipetou
odstranén a pelety vysuseny. Izolovana RNA byla rozpusténa v 30 ul RNase

vody a inkubovana 10 minut pfi 56 °C v termobloku.
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Poté bylo z kazdé zkumavky odebrdno 5 pl RNA pro méfeni na
spektrofotometru a 5 pl RNA pro méfeni kvality RNA na FA gelu (viz. kapitola
3.2.3.3). Zbyvajici RNA byla zamrazena na -80 °C.

Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit

Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit byla provedena za laboratorni
teploty, jenz nesméla byt béhem centrifugace nizSi nez 20 °C. Doporucené
mnoZstvi pro tuto metodu bylo 3-4 110° bunék.

K rozmrazenym, suchym, bunéénym peletam bylo pfidano 600 pl smési
RLT pufru s B -merkaptoethanolem (10 pl B-merkaptoethanolu na 1 ml RLT
pufru). Obsah zkumavky byl promichan pipetou a poté homogenizovan pomoci
injekéni stfikacky s jehlou o priiméru 0,9 mm. K lyzatim bylo pfidano 600 pl
70% ethanolu a obsahy zkumavek promichany pipetou. 700 ul z kazdého
vzorku bylo pipetou pfeneseno na kolonky RNeasy mini column umisténych
v plastovych zkumavkach o objemu 2 ml. Zkumavky byly opatrné uzavieny a
centrifugovany 15 sekund pfi vice nez 8 000g. Z plastovych zkumavek
umisténych pod kolonkami byl odstranén protekly ethanol. Pokud byl objem
vzorku vétsi nez 700 ul, byl zbytek vzorku opét nanesen na kolonky, zkumavky
opatrné uzavieny a centrifugovany 15 sekund pfi vice nez 8 000g. Poté byl
opét odstranén protekly ethanol. Ke vzorkim na kolonkach bylo pfidano 700 pl
RW1 pufru, zkumavky opatrné uzavieny a centrifugovany 15 sekund pfi vice
nez 8 000 g. Plastové zkumavky obsahujici protekly pufr byly odstranény a
nahrazeny Cistymi. Na kolonky bylo napipetovano 500 pl RPE pufru, zkumavky
opatrné uzavreny a centrifugovany 15 sekund pfi vice nez 8 000 g. Z plastovych
zkumavek byl odstranén protekly pufr, na kolonky bylo opét napipetovano
500 pl RPE pufru a centrifugovano 2 minuty pfi vice nez 8 000 g. Kolonky
RNeasy mini column byly umistény na Cisté plastové zkumavky s vickem o
objemu 1,5 ml. Na membrany kolonek bylo napipetovano 30 ul Rnase™ vody,
zkumavky uzavieny a centrifugovany 1 minutu pfi vice nez 8 000g. Pro zvySeni
vytéznosti byl jesté jednou zopakovan eluéni krok a na kolonku bylo

napipetovano 30 ul eluatu a centrifugovano 1 minutu pfi vice nez 8 000 g.
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Poté bylo z kazdé zkumavky odebrdno 5 pl RNA pro méfeni na
spektrofotometru a 5 pl RNA pro méfeni kvality RNA na FA gelu (viz. kapitola
3.2.3.3). Zbyvajici RNA byla zamrazena na -80 °C.

3.2.3.3 Stanoveni koncentrace RNA

Méreni RNA na spektrofotometru

Z izolované RNA v RNase™ vodé bylo pipetou odebrano 5 ul do sterilni
plastové zkumavky s vickem a nafedéno RNase vodou 100x (495 ul RNase
vody). RNA byla méfena na spektrofotometru v programu Nucleid acide
260/280. Z hodnot absorbance pfi 260 nm byla prfepoc¢tem zjisténa koncentrace
RNA v ug/ul vzorku. Z hodnoty poméru absorbanci pfi 260 a 280 nm byla
zjisténa Cistota RNA. Tato hodnota by se méla pohybovat v rozmezi 1,7-2,0.
Jako slepy vzorek bylo pouzito 0,5 ml RNease™ vody.

Koncentrace RNA v ul/ml byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

absorbance p/i 260 nm x fedéni x faktor

Méreni kvality RNA na gelu

Chemikalie na 1,2% agarézovy gel byly zahfivany v mikrovinné troubé
do rozpusténi agardzy. Smés byla po vychladnuti nalita do pfipravené formy
s hiebinkem. Poté byl gel umistén do elektroforetické vany naplnéné 1x FA Gel
Running Buffer a pfiblizné 30 minut equilibrovan. Do jednotlivych jamek bylo
naneseno 5 ul vzorku RNA smiSené s 1 pl glycerolu a s 1 ul Loading Buffer.
Elektroforéza byla provadéna pfi napéti 100 V po dobu 30 minut. Po skonc&eni
elektroforézy byl gel 5 minut barven v roztoku ethidium bromidu o koncentraci
1pg/ml a 15 minut odbarvovan v deionizované vodé. Poté byl gel hodnocen pod
UV lampou.

Eukaryoticka RNA je na gelu charakterizovana 2 silnymi prouzky (28S-
4,7 kbp a 18S-1,9 kbp, je také mozny 5S prouzek).
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3.2.3.4 Syntéza cDNA
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Obr. 4 Detekce RNA

10 minut pfi 95 °C v termocykleru.

Do PCR zkumavek umisténych na ledu byla napipetovana smés vzorku
RNA a RNase™ vody o celkovém objemu 15,5 pl. Pro reakci bylo pouZito 2 ug
RNA od kazdého vzorku. Mnozstvi pouzité RNA v ul byla zjiSténa prepoctem
z koncentrace RNA v ug/ul ziskané v kapitole 3.2.3.3. Ke kazdému vzorku byl

prfidan 1 pl Oligo(dT)12.18 primeru. Smés byla promichana a inkubovana

Po 10 minutach byly vzorky vyndany na led. Ke kazdému vzorku bylo
pfidano 13,5 yl RT mixu:
6,0 pl 5x First Strand Buffer
3,0uIDTT (0,1 M)
1,0 yl RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (40 U)
2,5 ul dNTP (10 mM)
1,0 pl Superscript RNase Reverse Transcriptase (400 U)
Vzorky byly promichany a inkubovany v termocykleru pfi teplotnim profilu:
37 °C 60 minut
42 °C 30 minut
70 °C 5 minut

Po probéhlé syntéze cDNA byly vzorky zamraZeny na -20 °C.
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3.2.3.5 Amplifikace cDNA

Do PCR zkumavek umisténych na ledu bylo napipetovano 20 ul PCR
mixu a 5 yl smési cDNA a RNase™ vody. Pro amplifikaci byla pfipravena také
pozitivni a negativni kontrola. Pozitivni kontrola byla doddna komeréné nebo
pfipravena tisicindsobnym zfedénim ze vzorku pozitivniho pfi dané amplifikaci.
V negativni kontrole byla nahrazena cDNA 1,0 ul RNase’ vody.

PCR mix:

10,0 yl RNase’ voda

5,0 pl 10x PCR Rxn Buffer (-MgCly,)

1,5 pl MgCl; (50 mM)

1,0 yl dNTP (10 mM)

1,0 pl Primer Sense (10 yM)

1,0 pl Primer Antisense (10 uM)

0,5 ul Tag DNA Polymerase (5 U/ul)

Vzorky byly promichany a inkubovany v termocycleru pfi nasledujicim

teplotnim profilu, kroky 2-4 byly opakovany podle pouZzitého primeru 28-35krat:

94 °C 5 minut
94 °C 30 sekund
55-60 °C 60 sekund
72 °C 45 sekund
72 °C 5 minut
4°C o0

Standardizace na B-actin

Vzorky cDNA byly nejprve amplifikovany s pouZzitim primer pro gen pro
B-actin. Tento gen je aktivovany u vSech bunék a slouzi ke kvantitativni
standardizaci exprese genu jednotlivych vzorkl cDNA. Produktem byly stejné
intenzivni prouzky na gelu detekované UV lampou. Pokud prouzky meély riznou

intenzitu, bylo upraveno mnozstvi cDNA pouzité pro amplifikaci.
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Amplifikace cDNA s pouzitim rdznych primert

Ke standardizovanému mnoZzstvi cDNA byly pfidany primery pro geny
pro IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-15, IFN- B, IFN-y, IP-10, IRF-3,
LT-a, TGF-B, TNF-a, TNFR-CD40, TNFR-NFkB, TLR-7 a TLR-8. Pro amplifikaci
byl ménén pocet cyklu, teplota ,annealing”, koncentrace MgCl,, koncentrace
dNTP a koncentrace Tag DNA polymerazi tak, aby vysledné produkty byly co
nejvice rozliSené. Intenzita prouzkd na gelu byla porovnana se standardnimi

produkty amplifikace s primery pro B-actin.

3.2.3.6 Elektroforéza

Pro elektroforézu byl pouzit 1,5% agarézovy gel. V mikrovinné troubé byl
zahratim rozpustén 1,5 g agarozy ve 100 ml 0,5x TBE pufru. Roztok byl po
vychladnuti nalit do formy na pfipravu geld s hfebinkem. Po odstranéni
vzniklych vzduchovych bublin, byl gel nechan pfiblizné 30 minut tuhnout. Ztuhly
gel byl pfemistén do elektroforetické vany naplnéné 0,5x TBE pufrem. Do
jednotlivych jamek bylo opatrné napipetovano 10 pl vzorku smiSeného s 1 pl
glycerolu a 1 pul Trackit Cyan/Orange Loading Buffer. Pro kontrolu velikosti
vzorku byly do prvni jamky gelu umistovany 4 pl 1 kB DNA Ladder.

Vzorky byly na gel nanaSeny ve standardnim pofadi: DNA Ladder —
negativni kontrola — pozitivni kontrola — vzorky pro 6hodinovy interval — vzorky
pro 24hodinovy interval.

Elektroforéza byla provadéna po dobu 35 minut a napéti 100 V. Poté byl
gel barven 5 minut v roztoku ethidium bromidu o koncentraci 1ug/ml a 15 minut

odbarvovan v deionizované vodé. Gel byl vyhodnocovan pod UV lampou.
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4 Vysledky

4.1 Experiment €.1

Bunécna linie Ramos byla infikovana F. tularensis FSC200 nebo zabitou
F. tularensis FSC200 nebo stimulovana LPS (E. coli) po dobu 6 a 24 hodin.
Izolace RNA byla provedena pomoci TRIzol. K syntéze cDNA bylo pouZzito
15,5 pl smési RNA a RNase™ vody, 1 pl Oligo(dt)12.1 primeru a 1 ul SuperScript
reverzni transkriptazy. Mnozstvi RNA pouzité pro syntézu cDNA je uvedeno

v tabulce 5.

Tab. 5 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouZité pro syntézu

cDNA mérfené na spektrofotometru Spekol

Oznaceni Acso | Azeorzso | Koncentrace RNA MnozZstvi RNA pro
vzorku (pg/pl) syntézu cDNA (pl)
K6 a 0,2631 | 1,884 1,052 -
K6b 0,4859 | 2,012 1,944 1,03
K6c 0,4243 | 2,052 1,697 -
FSC 6 a 0,2757 | 2,232 1,103 1,82
FSC6Db 0,1068 | 2,215 0,427 -
FSC6¢C 0,2153 | 2,210 0,861 -
Killed 6 a 0,6956 | 1,992 2,782 0,72
Killed 6 b 0,9637 | 1,943 3,855 -
Killed 6 c 0,3219 | 2,161 1,288 -
LPS6a 0,5957 | 2,049 2,383 0,84
LPS6Db 0,5253 | 1,917 2,101 -
LPS6¢C 0,3722 | 2,141 1,489 -
K24 a 0,0705 | 2,169 0,282 -
K24 b 0,3157 | 1,815 1,263 1,58
K24c 0,4452 | 1,795 1,781 -
FSC 24 a 0,5356 | 2,161 2,142 0,93
FSC24 b 0,5303 | 1,989 2,121 -
FSC 24 c 0,1704 | 2,242 0,682 -
Killed 24 a 0,1217 | 2,062 0,487 -
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Oznaceni Azeo | Azeorzso | Koncentrace RNA Mnozstvi RNA pro
vzorku (ug/ul) syntézu cDNA (ul)
Killed 24 b 0,2986 | 1,889 1,194 -
Killed 24 c 0,6873 | 1,925 2,749 0,73
LPS 24 a 0,0186 | 1,978 0,074 -
LPS 24 b 0,4268 | 2,012 1,707 -
LPS 24 c 0,9129 | 1,974 3,652 0,55

K 6, K 24 — kontrolni buriky po 6hodinové a 24hodinové inkubaci
FSC 6, FSC 24 — bunky infikované F. tularensis FSC200 po dobu 6 a 24 hodin
Killed 6, Killed 24 — buriky infikované zabitou F. tularensis FSC200 po dobu 6 a

24 hodin
LPS 6, LPS 24 — burky stimulované LPS po dobu 6 a 24 hodin

Kontrola kvality RNA byla zhodnocena také na 1,2% agar6zovém gelu

s pridavkem 10x FA pufru (Obr. 5 a 6).

Obr. 5 Kvalita RNA po 6hodinové inkubaci
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Obr. 6 Kvalita RNA po 24hodinové inkubaci
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Bylo provedeno porovnani hodnot: koncentrace RNA, jenZz by méla byt
cO nejvyssi, pomér Agesorzso, ktery je pro RNA ~ 2,0 a detekce na gelu, kde by
mély byt viditelné 2 prouzky o velikosti 4,7 kbp a 1,9 kbp. Pro syntézu cDNA
byly vybrany vzorky RNA, u kterych tyto porovnané hodnoty byly v optimalnim
pomeéru (Tab. 5).

Ke standardizaci na B-actin (Obr. 7) byl pouzit 1 yl cDNA a 24 ul PCR
mixu. Amplifikace byla provedena po dobu 28 cykli a pfi teploté ,annealing”

60°C. Jako standard byl pouzit 1 kB Plus DNA Ladder.

Obr. 7 Standardizace na -actin
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Kvuli negativnimu vysledku byla amplifikace opakovana za stejnych
podminek (Obr. 8).

Obr. 8 Standardizace na -actin
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Protoze byl vysledek amplifikace opét negativni, byla provedena kontrola
kvality primera pro B-actin pomoci RT-PCR kontrolniho setu (Obr. 9).

Do jedné zkumavky byl napipetovan 1 pl Total HeLa RNA, 1 pl Oligo
(dT)12.18 primeru a 14,5 pl RNase™ vody. Do druhé zkumavky byl napipetovan
0,84 ul vzorku LPS 6, 1 ul Oligo (dT)12-18 primeru a 14,66 yl RNase™ vody. Smés
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byla promichana a inkubovana 10 minut pfi 70 °C. Ke kazdému vzorku bylo

poté pfidano 13,5 pl RT mixu:

6,0 pl 5x First Strand Buffer

3,0yl DTT (0,1 M)

1,0 yl RNaseOUT Ribonuclease Inhibitor (40 U)

2,5 pl dNTP (10 mM)

1,0 pl Superscript RNase Reverse Transcriptase (400 U)

Vzorky byly inkubovany v termocykleru pfi teplotnim profilu:

37 °C 60 minut
42 °C 30 minut
70 °C 5 minut
4°C o

Vzorky pro amplifikaci byly pfipraveny podle tabulky 6.

Tab. 6 Oznaceni vzorkd a mnozstvi komponent pro kontrolu kvality primerd pro B-actin

Reakéni komponenty cDNA | cDNA | cDNA | cDNA | NC NC

1 2 3 4 1 2

RNase™ voda (pl) 14 14 14 14 15 15

PCR Rxn pufr (ul) 5,0 50 | 50 | 50 | 50 | 50

MgCl (ul) 1,5 15 | 15 15 | 15 | 15
dNTP (ul) 1 1 1 1 1 1
B-actin Sense Primer (ul) - 1 - 1 - 1
B-actin Antisense Primer (ul) - 1 - 1 - 1
Control Sense Primer (ul) 1 - 1 - 1 -
Control Antisense Primer (ul) 1 - 1 - 1 -

Taq DNA polymeraza (ul) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
cDNA - HelLa (pl) 1 1 - - - -
cDNA - LPS 6 (pl) - - 1 1 - -
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Vzorky byly promichany a inkubovany v termocycleru podle uvedeného
teplotniho profilu, kroky 2-4 byly opakovany 40krat:

94 °C 5 minut
94 °C 15 sekund
55 °C 30 sekund
72 °C 1 minuta
72 °C 5 minut
4°C %

Obr. 9 Kontrola kvality primerQ pro -actin
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ProtoZe byla rekce pozitivni jen u vzorku cDNA, u kterého byla pouZzita
kontrolni HeLa RNA a kontrolni primery pro B-actin, byly objednany nové
primery pro Bz-microglobulin. Kontrola kvality primerld pro B-actin pomoci
RT-PCR kontrolniho setu byla opakovana spoleéné s novymi primery pro
B2-microglobulin (Obr. 10).

Do zkumavek byl napipetovan 1 ul Total HeLa RNA, 1 ul Oligo (dT)12.18
primeru a 14,5 ul RNase™ vody. Smés byla promichana a inkubovana 10 minut
pfi 70 °C. Ke vzorkim bylo pfidano 13,5 pl RT mixu, byly promichany a
inkubovany v termocykleru 37 °C 60 minut, 42 °C 30 minuta 70 °C 5 minut.

\Vzorky pro amplifikaci byly pfipraveny podle tabulky 7. Amplifikace

probihala za stejnych podminek jako v pfedchozi reakci.

61



Vysledky

Tab. 7 Oznaceni vzorkl a mnozstvi komponent pro kontrolu kvality primerd pro B-actin

Reakéni komponenty cDNA cDNA | cDNA NC NC NC
1 2 3 1 2 3
RNase™ voda (ul) 14 14 14 14 | 15 15
PCR Rxn pufr (ul) 5,0 5,0 50 50 50 5,0
MgCl, (pl) 1,5 1,5 15 15 15 1,5
dNTP (pl) 1 1 1 1 1 1
B-actin Sense Primer (ul) - - 1 - - 1
B-actin Antisense Primer (ul) - - 1 - - 1
B2-microglobulin Sense - 1 - - 1 -
Primer (ul)
B2-microglobulin Antisense - 1 - - 1 -
Primer (ul)
Control Sense Primer (ul) 1 - 1 1 - -
Control Antisense Primer (ul) 1 - 1 1 - -
Tag DNA polymeraza (ul) 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
cDNA - HeLa (pl) 1 1 1 - - -

Obr. 10 Kontrola kvality primerQ pro -actin a B,-microglobulin
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Vzhledem k negativnim vysledkam amplifikace tam, kde byl pouZzit primer
pro B-actin (na gelu byly viditeIné pouze dimery primer(), byl v dalSich reakcich
pro standardizaci exprese genu jednotlivych vzorkd cDNA pouZzivan primer pro
B2-microglobulin (Obr. 11).
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Vzorky pro amplifikaci gen pro Bz-microglobulin byly pfipraveny podle

tabulky 8. Celkovy objem PCR mixu a cDNA byl 25 pl.

Tab. 8 Mnozstvi komponent

B>-microglobulin

pro pfipravu PCR mixu pro standardizaci na

Reaké&ni komponenty Pdvodni Vysledna MnoZstvi
koncentrace | koncentrace (V)]
RNase’ voda - - 19,25
PCR Rxn Buffer 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mM 2 mM 1
dNTP mix 10 mM 200 uM 0,5
B2-microglobulin Sense Primer 100 uM 1uM 0,25
B2-microglobulin Antisense Primer 100 uM 1uM 0,25
Tag DNA polymeraza 5 U/ul 1,25 units 0,25
cDNA - - 1

Amplifikace probihala v termocycleru pfi uvedeném teplotnim profilu,

kroky 2 a 3 byly opakovany 28krat:

95 °C 5 minut
95 °C 10 sekund
60 °C 40 sekund
72 °C 5 minut
4°C o0

Obr. 11 Standardizace na B2-microglobulin
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Byla

také provedena opétovna kontrola kvality RNA pomoci

spektrofotometru NanoPhotometer (Tab. 9)

Tab. 9 Kontrola kvality RNA a koncentrace RNA meéfené na spektrofotometru

NanoPhotometer
Oznaceni vzorku | Azeorzso | Azsorzzo | Koncentrace RNA (ug/ul)
K6a 1,91 0,52 0,867
K6b 1,71 0,33 1,270
K6c 1,62 0,21 0,795
FSC6a 1,64 0,23 0,893
FSC6Db 1,85 0,57 0,271
FSC6¢c 1,61 0,21 0,741
Killed 6 a 1,84 0,50 1,472
Killed 6 b 1,59 0,23 0,777
Killed 6 c 1,64 0,31 1,244
LPS 6 a 1,68 0,32 1,181
LPS6b 1,86 0,80 0,357
LPS 6 ¢ 1,65 0,37 1,459
K24 a 1,76 0,39 0,236
K24 b 1,93 0,61 0,572
K24 c 1,89 0,42 0,766
FSC 24 a 1,64 0,40 1,466
FSC24 b 1,69 0,29 1,026
FSC 24 c 1,56 0,18 0,649
Killed 24 a 1,88 0,75 0,424
Killed 24 b 1,72 0,35 1,283
Killed 24 c 1,71 0,34 1,252
LPS 24 a 1,83 0,51 1,284
LPS 24 Db 1,66 0,33 1,217
LPS 24 c 1,67 0,34 1,300




Vysledky

Hodnota podilu absorbance Azsogo by méla byt pro Cistou RNA okolo
2,0. Na novém pfistroji NanoPhotometer byla vSak naméfena hodnota podilu
absorbance Azsor2s0 NiZSi. Snizeni bylo zfejmé dusledkem vysoké absorbance
vzorku pfi 280 nm. To mohlo byt zplsobeno pfFitomnosti proteind nebo
aromatickych latek napf. fenolu ve vzorcich. Fenol absorbuje pfi 270 a 230 nm.
DalSimi latkami, které absorbuji pfi 230 nm jsou napf. sacharidy, EDTA nebo
mocovina. Spravna hodnota podilu Azso230 pPro nukleove kyseliny je 2,0 - 2,2.
Vzhledem ktomu, Ze vzorky RNA byly izolovany pomoci TRIzol, coz je
fenolicky roztok, nasvédc€ovala velmi nizka hodnota Azeo230 pravé na pfitomnost
fenolu. Ten mohl negativné ovliviiovat dalSi kroky RT-PCR. Proto byla v dalSim
experimentu provedena izolace RNA pomoci TRIzol a RNeasy Mini Kit a

porovnany vysledné poméry absorbanci Assoso @ Assorzzo @ VytéZnost. >4
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4.2 Experiment €. 2

Byla pfipravena suspenze bunécné linie Ramos. Izolace RNA byla
provedena pomoci TRIzol a RNeasy Mini Kit. K syntéze cDNA bylo pouZito
15 pl smési RNA a RNase™ vody, 1 ul Oligo(dt)i2-15 primeru a 1 pl SuperScript
reverzni transkriptazy. Mnozstvi RNA v ul pro syntézu cDNA je uvedeno

v tabulce 10.

Tab. 10 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouZzité pro syntézu

cDNA
Oznaceni | Agsorso | Azeorzzo | Koncentrace RNA MnoZstvi RNA pro
vzorku (ug/ul) syntézu cDNA (ul)
TRIzol 1 1,92 0,68 1,651 1,21
TRIzol 2 1,93 0,97 2,023 0,99
Kit 1 2,05 1,73 0,774 2,58
Kit 2 2,06 1,28 1,086 1,84

Kontrola kvality RNA byla zhodnocena také na 1,2% agar6ézovém gelu
s pridavkem 10x FA pufru (Obr. 12)

Obr. 12 Kvalita RNA
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Hodnota podilu absorbance Aoz byla u vzorki RNA izolovanych
pomoci TRIzol téméF o polovinu nizsi ve srovnani se vzorky RNA izolovanych
pomoci RNeasy Mini Kit. | Azgorgo byla u vzorki RNA izolovanych pomoci
TRIzol niZ§i oproti vzorkim RNA izolovanych pomoci RNeasy Mini Kit. Metoda
izolace RNA pomoci TRIzol ma sice vysSi vytéznost, ale vzhledem k vyse
uvedenym negativnim vlivdm, bude provadéna izolace RNA v dalSich

experimentech pomoci RNeasy Mini Kit.
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K amplifikaci genu pro B.-microglobulin (Obr. 13) byl pouzit 1 yl cDNA a
24 ul PCR mixu. Amplifikace probihala po dobu 28 cyklu pfi teploté ,annealing”
60°C. Jako standard byl pouzit 1 kB Plus DNA Ladder.

Obr. 13 Detekce B2-microglobulinu
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Vzhledem k nespecifickym reakcim byla opakovana amplifikace genu pro

B2-microglobulin za stejnych podminek (Obr. 14).

Obr. 14 Detekce B2-microglobulinu
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4.3 Experiment €. 3

Bunécna linie Ramos byla infikovana F. tularensis FSC200 nebo zabitou
F. tularensis FSC200 nebo stimulovana LPS (E. coli) po dobu 6 a 24 hodin.
Izolace RNA byla provedena pomoci RNeasy Mini Kit. K syntéze cDNA bylo
pouzito 15 pl smési RNA a RNase™ vody a 1,5 ul Oligo T18VN primeru a 1 pl
SuperScript reverzni transkriptazy. MnoZzstvi RNA pro syntézu cDNA je

uvedeno v tabulce 11.

Tab. 11 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnoZstvi RNA pouZité pro syntézu

cDNA
Oznaceni | Agsorso | Azeorzzo | Koncentrace RNA MnoZstvi RNA pro
vzorku (ug/ul) syntézu cDNA (ul)
K6a 2,06 1,75 2,122 -
K6b 2,05 1,34 1,578 -
K6c 2,05 1,92 1,749 1,14
FSC6a 2,06 0,71 1,621 -
FSC6b 2,06 1,79 1,668 -
FSC6¢c 2,05 1,76 1,803 1,11
Killed 6 a 2,06 1,13 1,561 1,28
Killed 6 b 2,06 1,29 1,781 -
Killed 6 ¢ 2,07 1,13 1,310 -
LPS 6 a 2,05 1,84 2,106 0,95
LPS6Db 2,05 1,34 1,764 -
LPS6¢C 2,06 1,46 1,426 -
K24 a 2,04 1,77 1,779 1,12
K24b 2,06 1,25 1,650 -
K24c 2,06 0,65 1,301 -
FSC 24 a 2,05 1,02 1,226 -
FSC24b 2,05 1,96 1,638 -
FSC 24 c 2,06 1,66 1,688 1,19
Killed 24 a 2,12 0,45 0,928 -
Killed 24 b 2,06 1,86 1,262 1,59
Killed 24 c 2,06 2,00 1,018 -
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Oznaceni | Azsozs0 | Azeoi230 | Koncentrace RNA Mnozstvi RNA pro
vzorku (ug/ul) syntézu cDNA (ul)
LPS 24 a 2,06 0,88 1,315 -
LPS 24 b 2,07 1,70 1,459 -
LPS 24 c 2,06 2,03 1,656 1,21

Kontrola kvality RNA byla zhodnocena také na 1,2% agar6zovém gelu

s pfidavkem 10x FA pufru (Obr. 15 a 16).

Obr. 15 Kvalita RNA po 6hodinové inkubaci
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Obr. 16 Kvalita RNA po 24hodinové inkubaci
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pomer Azesor2zo @ detekce na gelu. Pro syntézu cDNA byly vybrany vzorky RNA,
u kterych tyto porovnané hodnoty byly v optimélnim poméru (Tab. 11).

Ke standardizaci na B,-microglobulin (Obr. 17) byl pouzit 1 ul cDNA a
24 pl PCR mixu. Pozitivni kontrola byla pfipravena tisicinasobnym zfedénim ze
vzorku pozitivniho pfi pfedchozi amplifikaci. Bylo amplifikovano po dobu 28

cykll pfi teploté ,annealingu” 60 °C. Jako standard byly pouzit 1 kB Plus DNA

Ladder.
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Obr. 17 Standardizace na B2-microglobulin
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ProtoZe u vzorku Killed 6, LPS 6 a K 24 byly detekované prouzky slabsi
intenzity, bylo upraveno mnozstvi cDNA pouZzité pro amplifikaci na 2 pl (Obr.

18). Amplifikace probihala po dobu 28 cyklu pfi teploté ,annealing” 60 °C.

Obr. 18 Standardizace na B2-microglobulin
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Kvuli negativnimu vysledku byla amplifikace zopakovana (Obr. 19).

Obr. 19 Standardizace na Bz-microglobulin
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Amplifikace dalSich genu byla provadéna s mnozstvim cDNA, RNase’

vody a PCR mixu uvedeném v tabulce 12.
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Tab. 12 Mnozstvi cDNA, RNase™ vody a PCR mixu pro amplifikaci gent

Oznaceni MnoZstvi cDNA MnoZstvi RNase MnozZstvi PCR
vzorku (ub vody (ul) mixu (ul)
K6 1 4 20
FSC 6 1 4 20
Killed 6 2 3 20
LPS 6 2 3 20
K24 2 3 20
FSC 24 1 4 20
Killed 24 1 4 20
LPS 24 1 4 20

PCR mix o objemu 20 ul byl pfipraven podle protokolu uvedeném
v tabulce 13.

Tab. 13 MnoZstvi komponent pro pfipravu PCR mixu

Reak&ni komponenty Puvodni Vysledna MnoZstvi (ul)
koncentrace koncentrace
RNase’ voda - - 15,25
PCR Rxn Buffer 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mM 1,5mM 0,75
dNTP mix 10 mM 200 uM 0,5
Sense Primer 100 uM 1uM 0,25
Antisense Primer 100 uM 1uM 0,25
Tag DNA polymeraza 5 U/l 25U 0,5

Amplifikace probihala v termocycleru podle néasledujiciho teplotniho
profilu, kroky 2-4 byly opakovany 33kréat:

95 °C 5 minut
95 °C 10 sekund
60 °C 40 sekund
72 °C 45 sekund
72 °C 5 minut
4°C o0
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Gen pro IFN-B byl nejprve amplifikovan po dobu 33 cykli pfi teploté
»-annealing“ 60 °C (Obr. 20).

Obr. 20 Detekce IFN-B
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provedena optimalizace koncentrace MgCl, a dNTP (Obr. 21). K amplifikaci byl

pouzit 1 pl vzorku K 6 a mnozstvi MgCl, a dNTP podle tabulky 14 a 15.

Amplifikace probihala pfi 33 cyklech a teploté ,annealing” 60 °C.

Tab. 14 Vysledna koncentrace MgCl,, mnoZstvi MgCl, a RNase™ vody pouZzité pro

amplifikaci
Oznaceni | Vysledna koncentrace MnozZstvi MgCl, MnoZstvi RNase
vzorku MgCl, (mM) (ub vody (ul)
cDNA 1 0,5 0,2 11,3
cDNA 2 1 0,4 11,1
cDNA 3 2 0,8 10,7
cDNA 4 5 2 9,5

Tab 15 Vyslednd koncentrace dNTP, mnoZstvi dNTP a RNase vody pouZité pro

amplifikaci
Oznaceni | Vysledna koncentrace Mnozstvi dNTP Mnozstvi RNase
vzorku dNTP (M) (ub vody (ul)
cDNA 5 50 0,1 11,4
cDNA 6 200 0,4 11,1
cDNA 7 500 1 10,5
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Obr. 21 Detekce IFN-B
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Kvdli negativnimu vysledku po optimalizaci koncentrace MgCl, a dNTP

byl gen pro IFN-B amplifikovan po dobu 33 cyklu pfi teploté ,annealing“ 55 °C
(Obr. 22).

Obr. 22 Detekce IFN-B
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Po amplifikaci byly viditelné slabé prouzky u nékterych vzorkd, proto byl
gen pro IFN-B amplifikovan po dobu 33 cykll pfi teploté ,annealing” 55 °C a

mnoZzstvi cDNA pfidavané do reakce bylo zvySeno na dvojnasobek (Obr. 23).

Obr. 23 Detekce IFN-B
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Kvali nespecifickym reakcim byl gen pro IFN-B amplifikovan po dobu 33
cykll pfi teploté ,annealing” 55 °C, mnozstvi cDNA bylo stejné jako v pfedchozi

reakci a mnoZzstvi Taq DNA polymerazy bylo snizeno na 0,2 pl (Obr. 24).
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Obr. 24 Detekce IFN-B

5 O © © © ©o ¥ ¥ ¥ ¢

T 2 ¢ O v v N & O A

3 n L o X O B 2
= - —_—

3 L g @ S

Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokracovano v detekci
exprese genu pro IFN-B. Gen pro TNF-a byl nejprve amplifikovan po dobu 33
cykll pfi teploté ,annealing” 60 °C (Obr. 25).

Obr. 25 Detekce TNF-a
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Kvali negativnimu vysledku byl gen pro TNF-a amplifikovan po dobu 33
cyklu pfi teploté ,annealing” 55 °C (Obr. 26.

Obr. 26 Detekce TNF-a
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Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokracovano v detekci
exprese genu pro TNF-a. Gen pro TNFR-NFkB byl nejprve amplifikovan po
dobu 33 cykll pfi teploté ,annealing” 60 °C (Obr. 27).
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Obr. 27 Detekce TNFR-NFkB
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Kvali nespecifickym reakcim byl gen pro TNFR-NFkB amplifikovan po
dobu 33 cykll pfi teploté ,annealing” 55 °C a mnozstvi Taq DNA polymerazy
bylo snizeno na 0,2 pl (Obr. 28).

Obr. 28 Detekce TNFR-NFkB
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Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokra¢ovano v detekci
exprese genu pro TNFR-NFkB. Gen pro IL-1B byl amplifikovan po dobu 33
cykll pfi teploté ,annealing” 60 °C (Obr. 29).

Obr. 29 Detekce IL-13
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Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokracovano v detekci

exprese genu pro IL-1p.
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Gen pro IRF-3 byl nejprve amplifikovan po dobu 33 cykll pfi teploté
»-annealing” 60 °C (Obr. 30).

Obr. 30 Detekce IRF-3
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Kvali negativnimu vysledku byl gen pro IRF-3 amplifikovan po dobu 33
cykll pfi teploté ,annealing” 55 °C (Obr. 31).

Obr. 31 Detekce IRF-3
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Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokraCovano v detekci
exprese genu pro IRF-3. Gen pro IP-10 byl nejprve amplifikovan po dobu 33
cykll pfi teploté ,annealing” 60 °C (Obr. 32).

Obr. 32 Detekce IP-10
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Kvali nespecifickym reakcim byl gen pro IP-10 amplifikovan po dobu 33

cykll pfi teploté ,annealing” 55 °C (Obr. 33).
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Obr. 33 Detekce IP-10
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Vzhledem k nespecifickym reakcim nebylo dale pokracovano v detekci

exprese genu pro IP-10. Gen pro TLR-8 byl amplifikovan po dobu 33 cyklu pfi

teploté ,annealing” 60 °C (Obr. 34).

Obr. 34 Detekce TLR-8
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Kvali nespecifickym reakcim byl gen pro TLR-8 amplifikovan po dobu 33

K24
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cykll pfi teploté ,annealing” 60 °C a mnozZstvi Taq polymerazy bylo snizeno na

0,2 ul (Obr. 35).

Obr. 35 Detekce TLR-8

NC

K6
FSC 6
Killed 6
LPS 6

—
[}
i)
e]
©
-

Vzhledem k negativnimu

exprese genu pro TLR-8.
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Gen pro TNFR-CD40 byl amplifikovan po dobu 33 cyklu pfi teploté
»-annealing” 60 °C (Obr. 36).

Obr. 36 Detekce TNFR-CD40
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Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokracovano v detekci

Killed 24
LPS 24

exprese genu pro TNFR-CD40. Gen pro IL-8 byl nejprve amplifikovan po dobu
33 cyklu pfi teploté ,annealing” 60 °C (Obr. 37).

Obr. 37 Detekce IL-8
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Amplifikace byla opakovana pfi teploté ,annealing” 60 °C a 33 cyklech a

mnozstvi pfidané Taq polymerazy bylo sniZzeno na 0,2 ul (Obr. 38).

Obr. 38 Detekce IL-8

Ladder
NC

K6

FSC 6
Killed 6
LPS 6
K24
FSC 24
Killed 24
LPS 24

Vzhledem k negativnimu vysledku nebylo dale pokraCovano v detekci

exprese genu pro IL-8.
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Gen pro IFN-y byl nejprve amplifikovan po dobu 33 cykll pfi teploté
»-annealing” 60 °C (Obr. 39).

Obr. 39 Detekce IFN-y
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Kvali nespecifickym reakcim byl gen pro IFN-y amplifikovan po dobu 33

Killed 24
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cykll pfi teploté ,annealing® 60 °C a mnozstvi Taq polymerazy pfidané do

reakce bylo snizeno na 0,2 pl (Obr. 40).

Obr. 40 Detekce IFN-y
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Kvali negativnimu vysledku byla pro amplifikaci zménéna teplota
-annealing“ na 55 °C (Obr. 41).

Obr. 41 Detekce IFN-y
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ProtoZze detekce genové exprese B bunék byla negativni nebo byly
pfitomny nespecifické reakce, byly pro dalSi experiment pfipraveny pouze
vzorky s kontrolnimi burfikami a stimulované LPS (E. coli) pro optimalizaci

primerq.
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4.4  Experiment €. 4

Bunécna linie Ramos byla stimulovana LPS (E. coli) po dobu 24 hodin.

Izolace RNA byla provedena pomoci RNeasy Mini Kit. K syntéze cDNA bylo

pouzito 15 pl smési RNA a RNase™ vody a 1,5 yl Oligo T18VN primeru a 1 pl

M-MLV reverzni transkriptazy. Mnozstvi RNA pro syntézu cDNA je uvedeno

v tabulce 16.

Tab. 16 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnozZstvi RNA pouzité pro syntézu

cDNA
Oznaceni | Agsorso | Azeorzzo | Koncentrace RNA MnoZstvi RNA pro
vzorku (ug/ul) syntézu cDNA (ul)
K24 a 1,74 1,31 0,892 2,24
K24b 1,88 0,89 0,794 2,52
K24 c 1,64 1,54 0,990 2,02
LPS 24 a 1,85 0,98 0,939 2,13
LPS 24 b 1,68 1,36 0,959 2,09
LPS 24 c 1,71 1,67 0,866 2,31

K 24 — kontrolni buriky po 24hodinové inkubaci
LPS 24 — bunky stimulované LPS po dobu 24 hodin

Kontrola kvality RNA byla zhodnocena také na 1,2% agar6zovém gelu
s pfidavkem 10x FA pufru (Obr. 42).

Obr. 42 Kvalita RNA
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Byly zménény podminky syntézy cDNA. Celkovy objem pro syntézu
cDNA byl 20 ul. Ke smési vzorku RNA a RNase™ vody o celkovém objemu 10 pl
byl pfidan 1 ul Oligo T18VN primeru a 1 pl dNTPmixu. Vzorky byly inkubovany
5 minut pfi 65 °C v termocycleru. Poté byly pfidany 4 pl 5x First Strand Buffer,
2yl 0,2 M DTT a 1 pyl RNaseOUT. Smés byla inkubovana 2 minuty pfi 37 °C.
Nakonec byl pfidan 1 yl M-MLV reverzni transkriptazy a inkubovano 50 minut
pfi 37 °C a 15 minut pfi 70 °C.

Vzorky pro amplifikaci byly pfipraveny podle tabulky 17. Celkovy objem
PCR mixu a cDNA byl 25 pl.

Tab. 17 MnoZstvi komponent pro pfipravu PCR mixu

Komponenty Pavodni Vysledna MnoZstvi (ul)
koncentrace koncentrace

RNase’ voda - - 19,25
PCR Rxn Buffer 10x 1x 2,5
MgCl; 50 mM 2 mM 1
dNTP mix 10 mM 200 uM 0,5
Primer Sense 100 uM 1uM 0,25
Primer Antisense 100 uM 1uM 0,25
Tag DNA polymeraza 5 U/l 1,25 units 0,25
cDNA - - 1

Vzorky byly inkubovany v termocycleru podle nasledujiciho teplotniho
profilu, kroky 2 a 3 byly opakovany 33krat:

95 °C 5 minut
95 °C 10 sekund
60 °C 40 sekund
72 °C 5 minut
4°C %

Pro lepSi rozdéleni amplifikaénich produktt byl pro elektroforézu pouZzit
2% agarozovy gel. Pro pfipravu 2% agar6zového gelu byly rozpustény 2 g
agardzy ve 100 ml 0,5x TBE pufru.
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Ke standardizaci na [2-microglobulin (Obr. 43) byl pouzit 1 yl cDNA a 24
Ml PCR mixu. Bylo amplifikovano po dobu 28 cyklu pfi teploté ,annealing” 60°C.
Jako standard byl pouzit 1 kB Plus DNA Ladder.

Obr. 43 Standardizace na B2-microglobulin
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V dusledku nedostatku 1 kB Plus DNA Ladder, nebyl u nékterych vzorku
pouzit jako kontrola velikosti amplifikacnich produktu.

Gen pro IRF-3 byl amplifikovan po dobu 33 cykll pfi teploté ,annealing”
50 °C (Obr. 44).

Obr. 44 Detekce IRF-3
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Gen pro IFN-B byl amplifikovan po dobu 33 cykld. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing“: 56, 55, 54, 53 a 57 °C. Optimalni teplota pro primery pro

IFN-B byla 57 °C (Obr. 45).

Obr. 45 Detekce IFN-B
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Gen pro TGF-B byl amplifikovan po dobu 33 cykld. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing“: 66, 65, 60, 67 a 68 °C. Optimalni teplota pro primery pro

TGF-B byla 68 °C (Obr. 46).
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Obr. 46 Detekce TGF-B
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Gen pro TNFR-CD40 byl amplifikovan po dobu 33 cyklu. Byly
vyzkouSeny teploty ,annealing”: 54, 55, 56 a 57 °C. Optimalni teplota pro
primery pro TNFR-CD40 byla 57 °C (Obr. 47).

Obr. 47 Detekce TNFR-CD40
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Gen pro TLR-8 byl amplifikovan po dobu 33 cykll. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing“: 50, 51, 52 a 53 °C. Optimalni teplota pro primery pro TLR8
byla 53 °C (Obr. 48).

Obr. 48 Detekce TLR-8
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Gen pro GM-CSF byl amplifikovan po dobu 33 cyklu. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing”: 63, 62 a 61 °C. Optimalni teplota pro primery pro GM-CSF
byla 61 °C (Obr. 49).

Obr. 49 Detekce GM-CSF
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Gen pro TLR-7 byl amplifikovan po dobu 33 cykll. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing“: 50, 51, 52, 53, 54 a 56 °C (Obr. 50). Tento primer se

nepodarilo zoptimalizovat.
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Obr. 50 Detekce TLR-7 (teplota ,annealing” 56 °C)
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Gen pro TNFR-NFkB byl amplifikovAn po dobu 33 cyklu. Byly
vyzkouSeny teploty ,annealing®: 54 (Obr. 51), 53, 52, 51, 50, 49 a 46 °C.

Obr. 51 Detekce TNFR-NFkB (teplota ,annealing” 54 °C)
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Kvali nespecifickym reakcim byla pro primery pro TNFR-NFkB

provedena optimalizace koncentrace MgCl, (Obr. 52 a 53). K amplifikaci byl
pouzit 1 pl vzorku a mnozstvi MgCl, podle tabulky 18. Amplifikace probihala po
dobu 33 cykll a teploté ,annealing” 50 °C.

Tab. 18 Vysledna koncentrace MgCl,, mnoZstvi MgCl, a RNase™ vody pouZzité pro

amplifikaci
Oznaceni | Vysledna koncentrace Mnozstvi Mnozstvi
vzorku MgCl, (mM) MgCl, (ul) RNase vody (ul)

cDNA 1 15 0,75 19,5
cDNA 2 2 1 19,25
cDNA 3 2,5 1,25 19
cDNA 4 3 15 18,75
cDNA 5 3,5 1,75 18,5
cDNA 6 4 2 18,25
cDNA 7 4,5 2,25 18,
cDNA 8 5 2,5 17,75
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Obr. 52 Detekce TNFR-NFkB

O
=z

NC

O
P

NC

Ladder

K (cDNA 1)

K (cDNA 2)
LPS (cDNA 2)
K (cDNA 3)
LPS (cDNA 3)
K (cDNA 4)
LPS (cDNA 4)

=
<
z
&)
N2
N
o
—

Obr. 53 Detekce TNFR-NFkB
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Vzhledem k negativnimu vysledku po optimalizaci koncentrace MgCl,
nebylo pokracovano v optimalizaci primerd pro TNFR-NFkB.

Gen pro IL-8 byl amplifikovan po dobu 33 cykl. Byly vyzkouSeny teploty
.-annealing“: 55, 54, 53, 52, 51 a 50 °C (Obr. 54). Tento primer se nepodafilo
zoptimalizovat.

Obr. 54 Detekce IL-8 (teplota ,annealing” 50 °C)
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Gen pro IL-18 byl nejprve amplifikovan po dobu 33 cykld. Byly
vyzkouSeny teploty ,annealing®: 55, 56 a 60 °C (Obr. 55). Tento primer se

nepodafilo zoptimalizovat.

Obr. 55 Detekce IL-1j3 (teplota ,annealing” 60 °C)
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Gen pro IP-10 byl nejprve amplifikovan po dobu 33 cykld. Byly
vyzkouSeny teploty ,annealing”: 60, 50 a 55°C (Obr. 56). Tento primer se
nepodafilo zoptimalizovat. Amplikony, které byly pozorovany na gelu, totiz

velikosti neodpovidaji oekavanym produktim.

Obr. 56 Detekce IP-10 (teplota ,annealing“ 55 °C)
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Gen pro TNF-a byl amplifikovdn po dobu 33 cykld. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing”: 65 a 60 °C (Obr. 57). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 57 Detekce TNF-a (teplota ,annealing” 60 °C)
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Gen pro IL-2 byl amplifikovan po dobu 33 cykli. Byly vyzkouSeny teploty
.-annealing“: 65, 64, 62, 60 a 58 °C (Obr. 58). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 58 Detekce IL-2 (teplota ,annealing® 58 °C)

Ladder
LPS

86



Vysledky

Gen pro IL-4 byl amplifikovan po dobu 33 cykll. Byly vyzkouSeny teploty
.annealing“: 63, 60, 59 a 58 °C (Obr. 59). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 59 Detekce IL-4 (teplota ,annealing” 58 °C)

(@) X
P

Ladder
LPS

Gen pro IL-6 byl amplifikovan po dobu 33 cykll. Byly vyzkouSeny teploty

.annealing*. 60, 59 a 55 °C (Obr. 60). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 60 Detekce IL-6 (teplota ,annealing” 55 °C)
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Gen pro IFN-y byl amplifikovan po dobu 33 cykld. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing“: 55, 50, 47, 46 a 45 °C (Obr. 61). Tento primer se nepodafilo
zoptimalizovat.

Obr. 61 Detekce IFN-y (teplota ,annealing® 45 °C)
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Podafilo se zoptimalizovat pouze primery pro tyto geny: IRF-3, IFN-(3,
TGF-B, TNFR-CD40, TLR8 a GM-CSF. V optimalizaci dalSich primerd se
nepokraCovalo, protoZze primery byly nové navrzeny v programu ,LightCycler

Probe Design* a nebyla ovéfena jejich funk&nost.
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Byly objednany nové primery (pojmenované IlI) pro (,-microglobulin I,
IFN-y II, TNF-a II, TGF- II, IL-10 II, IL-12 Il a IL-15 II, jejich funk&nost byla uz
prokazana. *° | pro tyto primery bylo vak nutné provést optimalizaci pro nami

pouZzivanou bunécénou linii.

Vzorky ke standardizaci na B.-microglobulin Il byly pfipraveny podle
tabulky 19. Celkovy objem PCR mixu a cDNA byl 25 pl.

Tab. 19 MnoZstvi komponent pro pfipravu PCR mixu

Reakéni komponenty Puvodni Vysledna Mnozstvi (ul)
koncentrace koncentrace

RNase™ voda - - 17,75
TrueStart Taq Buffer 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mM 5mM 2,5
dNTP mix 10 mM 200 uM 0,5
B2-microglobulin 1l Sense 100 uM 1uM 0,25
Primer
B2-microglobulin 11 100 uM 1uM 0,25
Antisense Primer
TrueStart Taq DNA 5 U/ul 1,25 units 0,25
polymeraza
cDNA - - 1

Vzorky byly inkubovany v termocycleru podle nasledujiciho teplotniho

profilu, kroky 2 a 3 byly opakovany 28krat:

95 °C 5 minut
95 °C 10 sekund
60 °C 40 sekund
72 °C 5 minut
4°C o0

Ke standardizaci na 3,-microglobulin II (Obr. 62) byl pouzit 1 yl cDNA a
24 pl PCR mixu. Amplifikace probéhla po dobu 28 cyklu pfi teploté ,annealing”
60°C. Jako standard byly pouzity 3 yl pUC Mix Marker.
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Obr. 62 Standardizace na 2-microglobulin 11
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Vzorky pro amplifikaci gend pro IFN-y Il, TNF-a Il, TGF- II, IL-10 I, IL-
12 1l a IL-15 1l byly pfipraveny podle tabulky 20. Celkovy objem PCR mixu a

cDNA byl 25 pl.

Tab. 20 MnoZstvi komponent pro pfipravu PCR mixu

Komponenty Puvodni Vysledna Mnozstvi (pl)
koncentrace | koncentrace

RNase’ voda - - 19,25
TrueStart Taq Buffer 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mM 2 mM 1
dNTP mix 10 mM 200 uM 0,5
Sense Primer 100 uM 1uM 0,25
Antisense Primer 100 uM 1uM 0,25
TrueStart Taq DNA polymeraza 5 U/ul 1,25 units 0,25
cDNA - - 1

Vzorky byly inkubovany v termocycleru podle nasledujiciho teplotniho

profilu, kroky 2 a 3 byly opakovany 40krat:

95 °C 10 minut
95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta
72 °C 5 minut
4°C o0
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Gen pro IFN-y Il byl nejprve amplifikovan po dobu 40 cykla pfi teploté
»-annealing” 60 °C (Obr. 63)

Obr. 63 Detekce IFN-y I
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Kvali negativnimu vysledku byla amplifikace zopakovana. (Obr. 64).

Obr. 64 Detekce IFN-y Il
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Gen pro TNF-a Il byl amplifikovan po dobu 40 cykli pfi teploté
-annealing“ 60 °C (Obr. 65).

Obr. 65 Detekce TNF-a Il
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Gen pro TGF-B Il byl amplifikovan po dobu 40 cykli pfi teploté
-annealing“ 60 °C (Obr. 66).

Obr. 66 Detekce TGF-B I
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Gen pro IL-10 1l byl amplifikovan po dobu 40 cyklu pfi teploté ,annealing”
60 °C (Obr. 67).

Obr. 67 Detekce IL-10 I
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Gen pro IL-12 Il byl amplifikovan po dobu 40 cyklu pfi teploté ,annealing”
60 °C (Obr. 68).

Obr. 68 Detekce IL-12 I
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Gen pro IL-15 II byl nejprve amplifikovan po dobu 40 cyklu pfi teploté
-annealing“ 60 °C (Obr. 69).

Obr. 69 Detekce IL-15 11
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Kvali nespecifickym reakcim byl gen pro IL-15 Il amplifikovan po dobu 40

cyklu a teplota ,annealing” byla zvySena na 61 °C (Obr. 70).

Obr. 70 Detekce IL-15 I

O X
P

N
o
-

Ladder

91



Vysledky

Pro primery pro IL-15 Il byla provedena optimalizace koncentrace MgCl,
(Obr. 71 a 72) a TrueStart Tag DNA polymerazy (Obr. 73). K amplifikaci byl
pouzit 1 ul vzorku a mnozstvi MgCl, a TrueStart Tag DNA polymerazy podle
tabulky 21 a 22. Amplifikace probihala po dobu 40 cykld a teploté ,annealing"
60 °C.

Tab. 21 Vysledna koncentrace MgCl,, mnozZstvi MgCl, a RNase  vody pouZité pro

amplifikaci

Oznaceni | Vysledna koncentrace Mnozstvi MnozZstvi

vzorku MgCl, (mM) MgCl, (ul) RNase vody (ul)
cDNA 1 15 0,75 19,5
cDNA 2 2 1 19,25
cDNA 3 2,5 1,25 19
cDNA 4 3 15 18,75
cDNA 5 3,5 1,75 18,5
cDNA 6 4 2 18,25
cDNA 7 4,5 2,25 18,
cDNA 8 5 2,5 17,75

Obr. 71 Detekce IL-15 11
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Obr. 72 Detekce IL-15 11
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Tab. 22 Vysledna koncentrace TrueStart Taq DNA polymerazy, mnozstvi TrueStart

Taq DNA polymerazy a RNase’ vody pouZzité pro amplifikaci

Oznaceni | Vysledna koncentrace MnoZstvi MnoZstvi
vzorkl | Taq polymerazy (units) | Taq polymerazy (ul) | RNase vody (ul)
cDNA 1 0,60 0,13 19,37
cDNA 2 0,95 0,19 19,31
cDNA 3 1,25 0,25 19,25
cDNA 4 2,00 0,38 19,12

Obr. 73 Detekce IL-15 I
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Podafilo se zoptimalizovat primery pro tyto geny: IFN-y I, TNF-a II,
TGF-B IlI, IL-10 Il a IL-12 Il. Nepodafilo se optimalizovat pouze primer pro IL-15
II. V optimalizaci tohoto primeru se dale nepokracovalo.

Byly objednany také nové primery (pojmenovany Ill) pro geny: IL-18 I,
IL-15 1l a LT-a I, jejich funk&nost byla uz prokazéana.>® | pro tyto primery bylo
vSak nutné provést optimalizaci pro nami pouzivanou bunécénou linii.

Vzorky pro amplifikaci téchto genl byly pfipraveny podle tabulky 20.
Celkovy objem PCR mixu a cDNA byl 25 pl. Vzorky byly inkubovany
v termocycleru podle nasledujiciho teplotniho profilu, kroky 2—4 byly opakovany

33krat:

94 °C 10 minut
94 °C 1 minuta
60 °C 1 minuta
72 °C 1 minuta
72 °C 5 minut
4°C o0
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Gen pro IL-1B 1l byl amplifikovan po dobu 33 cykld. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing® 60 a 65 °C (Obr. 74). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 74 Detekce IL-18 1l (teplota ,annealing” 60 °C)
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Gen pro IL-15 Il byl amplifikovan po dobu 33 cyklu. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing® 60 a 65 °C (Obr. 75). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 75 Detekce IL-15 Il (teplota ,annealing” 60 °C)
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Gen pro LT-a Il byl amplifikovan po dobu 33 cyklid. Byly vyzkouSeny
teploty ,annealing“. 60 a 65 °C (Obr. 76). Tento primer se nepodafilo

zoptimalizovat.

Obr. 76 Detekce LT-a Il (teplota ,annealing” 60 °C)
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Prestoze byly primery odzkouSeny na B-bunécéné linii a my dodrzeli
podminky amplifikace bohuzel se primery pro geny IL-1(3 IllI, IL-15 Ill a LT-a 1l

nepodafilo zoptimalizovat.
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4.5 Experiment €.5

Vzhledem k tomu, Ze se nam podafilo zoptimalizovat amplifikaci pro
primery pro IFN-y Il, TNF-a Il, TGF- Il, IL-10 Il a IL-12 II, byl proveden novy
pokus s infekci. Bunécna linie Ramos byla oproti pfedchozim experimentdm
infikovana F. tularensis LVS, zabitou F. tularensis LVS nebo stimulovana LPS
(E. coli) a rekombinantnim proteinem IgIC po dobu 6, 12 a 24 hodin. Izolace
RNA byla provedena pomoci RNeasy Mini Kit. K syntéze cDNA bylo pouzito 15
Ml smési RNA a RNase vody a 1,5 pl Oligo T18VN primeru a 1 yl M-MLV
reverzni transkriptdzy. Mnozstvi RNA pro syntézu cDNA je uvedeno v tabulce
23.

Tab. 23 Kontrola kvality RNA, koncentrace RNA a mnozZstvi RNA pouzité pro syntézu

cDNA
Oznaceni | Agsorso | Azeorzzo | Koncentrace RNA MnoZstvi RNA pro
vzorku (ug/ul) syntézu cDNA (ul)
K6 1,93 1,68 0,853 4,69
FSC 6 2,01 1,40 0,754 531
Killed 6 2,06 1,41 0,686 5,83
LPS 6 2,05 1,50 0,718 5,57
IgIC 6 2,03 1,52 0,728 5,49
K12 2,04 1,49 0,708 5,65
FSC 12 2,04 1,46 0,715 5,59
Killed 12 2,01 1,60 0,722 5,54
LPS 12 2,02 1,47 0,739 541
IgIlC 12 1,90 1,31 0,745 5,37
K 24 2,00 1,38 0,766 5,22
FSC 24 2,04 1,59 0,695 5,76
Killed 24 2,05 1,70 0,602 6,64
LPS 24 2,02 1,39 0,745 5,37
IgIC 24 2,05 1,60 0,513 7,80

K 6, K12, K 24 — kontrolni buriky po 6, 12 a 24hodinové inkubaci
FSC 6, FSC 12, FSC 24 — bunky infikované F. tularensis LVS po dobu 6, 12 a
24 hodin
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Killed 6, Killed 12, Killed 24 — bunky stimulované zabitou F. tularensis FSC200
po dobu 6, 12 a 24 hodin
LPS 6, LPS 12, LPS 24 — buriky stimulované LPS po dobu 6, 12 a 24 hodin

Kontrola kvality RNA byla zhodnocena také na 1,2% agar6ézovém gelu
s pfidavkem 10x FA pufru (Obr. 77).

Obr. 77 Kvalita RNA
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Celkovy objem pro syntézu cDNA byl 40 ul. Ke smési vzorku RNA a
RNase™ vody o celkovém objemu 20 ul byly pfidany 2 pl Oligo T18VN primeru a
2 pl dNTPmixu. Vzorky byly inkubovany 5 minut pfi 65 °C v termocycleru. Poté
bylo pfidano 8 pl 5x First Strand Buffer, 4 pyl 0,1 M DTT a 2 ul RNaseOUT.
Smés byla inkubovana 2 minuty pfi 37 °C. Nakonec byly pfidany 2 yl M-MLV
reverzni transkriptazy a inkubovano 50 minut pfi 37 °C a 15 minut pfi 70 °C.

Ke standardizaci na B,-microglobulin 1l (Obr. 78 a 79) byly pouzity 2 ul
cDNA a 23 pl PCR mixu. Bylo amplifikovano po dobu 28 cykli pfi teploté
.-annealing® 60°C. V negativni kontrole byla nahrazena cDNA 2,0 yl RNase
vody. Pozitivni kontrola byla pfipravena tisicinasobnym zfedénim ze vzorku

pozitivniho pfi pfedchozi amplifikaci. Jako standard byl pouzit pUC Mix Marker.

Obr. 78 Standardizace na B2-microglobulin II
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Obr. 79 Standardizace na 2-microglobulin 11
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Vzorky pro amplifikaci genu pro IFN-y Il, TNF-a Il, TGF- II, IL-10 Il a IL-
12 1l byly pfipraveny podle tabulky 24. Celkovy objem PCR mixu a cDNA byl

25 ul.

Tab. 24 MnoZstvi komponent pro pfipravu PCR mixu

Komponenty Pavodni Vysledna MnoZstvi
koncentrace | koncentrace (ub
RNase’ voda - - 18,25
TrueStart Taq Buffer 10x 1x 2,5
MgCl, 50 mM 2 mM 1
dNTP mix 10 mM 200 uM 0,5
Sense Primer 100 uM 1uM 0,25
Antisense Primer 100 yM 1uM 0,25
TrueStart Taq DNA polymeraza 5 U/ul 1,25 units 0,25
cDNA - - 2

Vzorky byly inkubovany v termocycleru podle nasledujiciho teplotniho

profilu, kroky 2 a 3 byly opakovany 40krat:

95 °C 10 minut
95 °C 15 sekund
60 °C 1 minuta
72 °C 5 minut
4°C %
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Gen pro IFN-y Il byl nejprve amplifikovan po dobu 40 cykli pfi teploté
»-annealing“ 60 °C (Obr. 80 a 81).

Obr. 80 Detekce IFN-y I
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Obr. 81 Detekce IFN-y I
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Kvali negativnimu vysledku byla amplifikace opakovdna a mnozZstvi
cDNA zvySeno na 3 pl (Obr. 82 a 83).

Obr. 82 Detekce IFN-y Il
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Obr. 83 Detekce IFN-y I
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Exprese genu pro IFN-y Il po infekci F. tularensis postupné rostla
s ¢asem. Po 3 hodinach nelze porovnat genovou expresi s kontrolnimi burikami,
protoze exprese kontrolnich bunék tomto ¢asovém intervalu byla z neznamych
davodl nadmérné zvySend. Po 12 hodinach byla exprese bunék infikovanych F.
tularensis zvySena oproti kontrolnim bunkam a po 24 hodinach byl rozdil
exprese jeSté vysSi. Exprese tohoto genu po infekci zabitou F. tularensis se
naopak postupné s asem snizovala. Po 3 hodinach byla exprese genu u bunék
infikovanych zabitou F. tularensis nejvyssi. Po 12 hodinach byla exprese genu
srovnatelnd s kontrolnim bufikdm a po 24 hodinich byla exprese nizZ3i nez u
kontrolnich bunék. Exprese genu po stimulaci rekombinatnim proteinem IgIC se

béhem Casovych intervald neménila a byla shodna s kontrolnimi burikami.

Gen pro TNF-a Il byl amplifikovan po dobu 40 cykli pfi teploté
»-annealing® 60 °C (Obr. 84 a 85). K amplifikaci byly pouZzity 2 ul cDNA.

Obr. 84 Detekce TNF-a Il
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Obr. 85 Detekce TNF-a i
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Expresi gend pro TNF-a Il se jiz z asovych davodd nepodafilo

zoptimalizovat. Zfejmé by bylo nutné zvysit mnozstvi cDNA pro amplifikaci.
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Gen pro TGF-B Il byl amplifikovan po dobu 40 cyklu pfi teploté
»-annealing” 60 °C (Obr. 86 a 87). K amplifikaci byly pouzity 2 pul cDNA.

Obr. 86 Detekce TGF-( II
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Obr. 87 Detekce TGF-( II
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| vtomto pfipadé se expresi genu jiz z asovych divodl nepodafilo
zoptimalizovat a bylo by nutné opét zvySit mnozstvi cDNA pro amplifikaci.

Gen pro IL-10 Il byl amplifikovdn po dobu 40 cykld pfi teploté
»-annealingu“ 60 °C (Obr. 88 a 89). K amplifikaci byly pouzity 2 pl cDNA.

Obr. 88 Detekce IL-10 I
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Obr. 89 Detekce IL-10 I
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Exprese genu pro IL-10 Il se jiz z&asovych duvodd nepodafilo

zoptimalizovat. Zfejmé by bylo nutné opét zvySit mnozstvi cDNA pro amplifikaci.

Gen pro IL-12 Il byl amplifikovan po dobu 40 cyklu pfi teploté ,annealing”
60 °C (Obr. 90 a 91), mnozZstvi pfidané cDNA bylo zvySeno na 3 ul cDNA.

Obr. 90 Detekce IL-12 11
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Exprese genu pro IL-12 Il byla u kontrolnich, infikovanych i

stimulovanych bunék v 6hodinovém a 12hodinovém intervalu shodna. Pouze po
24 hodinach u bunék infikovanych F. tularensis byla exprese oproti kontrolnim

bunikam zvysena.

Z Casovych divodu se v experimentu dale nepokracovalo.
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5 Diskuze

Predpokladanym cilem této diplomové prace bylo sledovani zmén v
expresi gend pro receptory vazajici slozky F. tularensis a pro cytokiny i
chemokiny, které by mohly mit dulezitou roli v ¢asné imunité proti této bakterii.
NejvétSi Cast prace vSak byla vénovana optimalizaci podminek a ovérovani
kvality primera.

Vzhledem k negativnim vysledkiim detekce exprese [B-actinu, byla
provedena kontrola kvality primerd pro tento ,housekeeping“ gen pomoci
kontrolniho RT-PCR setu. Vysledkem byla negativni amplifikace u vzorkl, u
kterych byl pouZit primer pro [-actin. Proto byl v dalSich reakcich pro
standardizaci exprese genu jednotlivych vzorkd cDNA pouZivan primer pro
B2-microglobulin.

Byla také provedena kontrola kvality izolace vzorkd RNA. Hodnota podilu
absorbance Azeso280 by méla byt pro Cistou RNA okolo 2,0 a hodnota Agso230 Pro
nukleoveé kyseliny 2,0-2,2. Na pfistroji NanoPhotometer byla naméfena hodnota
Azso280 j€N 0 malo nizsi, ale velmi nizkd hodnota Azso230.- Velké snizeni bylo
ziejmé dusledkem vySSi absorbance vzorku pfi 230 nm. To mohlo byt
zpusobeno pfitomnosti aromatickych latek (napf. fenol), sacharidi, EDTA nebo
mocoviny ve vzorcich. Fenol absorbuje pfi 270 a 230 nm. Vzhledem k tomu, Ze
vzorky RNA byly izolovany pomoci TRIzol, coz je fenolicky roztok,
nasvédcovala velmi nizkd hodnota Ajso230 pravé na prFitomnost fenolu. Ten
mohl negativné ovliviiovat daldi kroky RT-PCR.** Proto byla v dalsim
experimentu provedena izolace vzorkd RNA pomoci TRIzol a RNeasy Mini Kit a
porovnany vysledné pomeéry absorbanci Azsozso @ Azsor2zo @ VYte€Znost.

Hodnota podilu Agsoi230 byla u vzorkd RNA izolovanych pomoci TRIzol
témeér o polovinu niZsi ve srovnani se vzorky RNA izolovanych pomoci RNeasy
Mini Kit. To poukazovalo na kontaminaci TRIzol. | Azso280 byla u vzorki RNA
izolovanych pomoci TRIzol nizSi oproti vzorkiim RNA izolovanych pomoci
RNeasy Mini Kit. | kdyZ ma metoda izolace RNA pomoci TRIzol vySSi vytéznost,
tak vzhledem kvySe uvedenym negativnim duasledkim, byla v dalSich
experimentech provadéna izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kit.
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Po infekci bunék Ramos F. tularensis, izolaci RNA pomoci RNeasy Mini
Kit a standardizaci vzorkll cDNA s pouzitim primert pro Bz-microglobulin, byla
provedena detekce exprese vybranych genud. Vysledky amplifikace vSak byly
opét negativni. ProtoZze primery pro zkoumané geny byly nové navrzeny v
programu ,LightCycler Probe Design“ a nebyla ovéfena jejich funkénost, byla
nasledné provedena optimalizace primerd na vzorcich ovlivnénych LPS
(E. coli). LPS byl pouzit jako pozitivni kontrola pro aktivaci NF-kB u B bunék,
pro zvySenou produkci prozanétlivych cytokint a chemokind a zvySenou expresi
TLR4. LPS se také pouziva jako nespecificky mitogen pro zvySenou proliferaci
B bunék.'

Na povrchu B bunék jsou exprimovany 2 receptory pro LPS, ato TLR4 a
RP105. Jejich aktivaci se spusti dvé nezavislé signalni cesty. Receptor TLR4 je
exprimovan na riznych typech bunék imunitniho systému. Receptor RP105 je
preferenéné exprimovan na B burikadch. Stimulaci TLR4 je aktivovana signalni
cesta vedouci pfes MyD88, IRAK a TRAF6 k transkripénimu faktoru NF-kB.
Stimulaci RPI05 se aktivuje bud' signalni cesta pfes proteiny Lyn, CD19 a Vav
vedouci k INK nebo signalni cesta pres PI3K a Btk vedouci k NF-kB.

Neaktivni NF-kB se vyskytuje v cytoplazmé v komplexu s inhibi¢nimi
proteiny IkB-a a IkB-B. Aktivaci signalni drahy dochazi k fosforylaci a degradaci
inhibi¢nich proteind. Uvolnény NF-kB je translokovan do jadra, kde se vaze na
cilové sekvence a aktivuje transkripci gend pro cytokiny a chemokiny. Jednim z
moznych mechanismu, kterym je zabranéno aktivaci NF-kB u bunék
stimulovanych LPS, je podle Nomura a kol. sniZzena exprese receptorti TLR.*’
Podle Telepneva a kol. je tato inhibice TLR receptoru spiSe disledkem blokady
intracelularnich signélnich cest.** Schopnost inhibovat aktivaci NF-kB byla
popsana u intracelulamich bakterii Leishmania donovani, Yersinia enterocolica
a u vyvojového stadia tachyzoit intracelulamiho prvoka Toxoplasma gondii.
Yersinia enterocolica a Toxoplasma gondii inhibuji NF-kB stejnym
mechanismem. Zabrariuji fosforylaci a degradaci inhibiénich proteint IkB-a a
IkB-B, a tim aktivaci NF-kB. U Leishmania donovani zatim mechanismus
inhibice NF-kB nebyl zcela objasnén, ziejmé souvisi se zvySenou intracelulami

hladinou ceramidu a potlagenim ERK.>® >
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Na vzorcich ovlivnénych LPS (E. coli) se podafrilo zoptimalizovat pouze
primery pro tyto geny: IRF-3, IFN-B, TGF-B, TNFR-CD40, TLR8 a GM-CSF.
Nebyly pozorovany rozdily v expesi genu vzorkl stimulovanych LPS oproti
kontrolnim burfikdm. BohuZel, s ¢asovych divodu nebyly tyto zoptimalizované
primery pouzity k detekci genové exprese B bunék po infekci F. tularensis.

V dalSich experimentech byly pouzity nové primery (pojmenované Il) pro
B2-microglobulin Il, IFN-y II, TNF-a II, TGF- II, IL-10 II, IL-12 Il a IL-15 II, jejichz
funkénost uz byla prokazana.>® Také byly nové pouZity primery (pojmenovany
1) pro geny: IL-1B I, IL-15 1Il a LT-a lIl s prokazanou funkénosti.>® | pro tyto
primery vSak bylo nutné provést optimalizaci pro ndmi pouzivanou B buné&énou
linii Ramos.

Na vzorcich ovlivnénych LPS (E. coli) se podafilo zoptimalizovat primery
pro IFN-y Il, TNF-a Il, TGF-B II, IL-10 Il a IL-12 II. Rozdily v expesi genu vzork
stimulovanych LPS oproti kontrolnim bufikdm vSak nebyly opét pozorovany.
Oproti ostatnim experimentim, kdy byla provedena infekce bakterialnim
kmenem F. tularensis FSC200, byl u téchto vzorkd pouZzit kmen F. tularensis
LVS. Vzhledem ktomu, Ze oba tyto kmeny stimuluji makrofagy stejnym
zpusobem k produkci cytokint a B buriky k apopt6ze, neméla by tato zména mit
vliv na vysledky genové exprese.

Nové byly také vzorky stimulovany rekombinantnim proteinem IgIC
(r-lglC). Davodem bylo navazat na pokus, ktery byl proveden Kro¢ovou a kol.
V jejich praci byla detekovana snizena apoptéza (prutokova cytometrie,
AnnexinV) u B bunék po infekci F. tularensis s deleci genu pro IgIC (AlgIC) a
zvySena apoptdza po stimulaci r-IglC. Po 24 hodinach prodélalo apoptdézu 38%
bunék infikovanych mutantem AlgIC oproti 90% apoptotickych bunék, které byly
infikovany divokym kmenem. U vzorkd, ke kterym byl pfidan r-IgIC o
koncentraci 100 pg/ml, prodélalo apoptdézu 90% bunék. | po nafedéni r-IglC na
koncentraci 10 pg/ml zpusoboval apoptézu u 40% bunék. U neinfikovanych
bunék se v obou pokusech vyskytovalo okolo 13 % apoptotickych bunék (dosud
nepublikovana data).

U vzorkld po infekci F. tularensis LVS se podafilo zoptimalizovat pouze

primery pro INF-y Il a IL-12 Il. Ostatni primery se jiz z ¢asovych duvodu
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optimalizovat nepodafilo. Bylo by ziejmé jeSté nutné zvySit mnozstvi cDNA
pfidavané do reakce pro amplifikaci gena.

IFN-y je zakladni cytokin Uc€astnici se vrozenych i adaptivnich imunitnich
mechanismu proti infekcim zplsobenych intracelularnimi bakteriemi a viry a
Gcastnicich se kontroly nadorua. Tento interferon Il. tfidy m& schopnost aktivovat
makrofagy a zvySovat jejich lysosomalni aktivitu a antigenni prezentaci,
potladovat Ty2 imunitni reakci a podporovat aktivitu NK bunék.®® B buriky jsou
schopny sekretovat mnoho cytokinu, napf. IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 a TNF-q,
ale ne IFN-y. Podle Culkin a kol. IL-6, IL-12, TNF-a a B jsou dulezité
regulatory produkce INF-y a aktivace makrofagl béhem intracelularni infekce
v€etné F. tularensis LVS. B buriky by mohly pfimo interagovat s jinymi burikami,
napf. s NK burikami, jejich? aktivace vede ke zvySené produkci IFN-y.*®
Z vyzkumu Matsumoto a kol. vyplyva, Ze B buriky mohou pfimo interagovat
s NK burikami a jejich aktivace vede ke zvysené produkci IFN—y.®* B lymfocyty
tedy hraji dulezitou roli v obrané proti gramnegativnim bakterialnim infekcim.

Na rozdil od uvedenych publikaci byla v naSi praci detekovana exprese
genu pro IFN-y 1l u B bunék po infekci F. tularensis LVS, ktera se postupné
zvySovala s ¢asem. Po 3 hodinach nebylo mozné porovnat genovou expresi s
kontrolnimi bufkami, protoZze exprese kontrolnich bunék tomto ¢asovém
intervalu byla z neznamych divodd nadmérné zvySena. Po 12 hodinach byla
exprese bunék infikovanych F. tularensis LVS zvySena oproti kontrolnim
burfikam a po 24 hodinach byl rozdil exprese jesté vyssi. ZvySena exprese genu
po 12 a 24 hodinach se shoduje s publikovanymi vysledky Chen a kol., ktefi
stanovili zvysujici se hladinu tohoto cytokinu v séru infikovanych mysi.®
Exprese genu pro IFN-y Il po infekci zabitou F. tularensis LVS se naopak
postupné s ¢asem snizovala. Po 3 hodinich byla tedy exprese genu u bunék
infikovanych zabitou bakterii nejvyssi, po 12 hodinach srovnatelna s kontrolnim
bufikam a po 24 hodinach nizSi nez u kontrolnich bunék. Exprese genu po
stimulaci r-IgIC se béhem c&asovych intervald neménila a byla shodna
s kontrolnimi burikami. Nepodafilo se najit Zadné literarni zdroje, ve kterych by
byl popsan vliv mrtvé bakterie F. tularensis a r-1glC na B buriky.

IL-12 je heterodimerni cytokin o velikosti 70 kDa, ktery je tvofen 2

proteiny: IL-12p35 a IL-12p40. Hlavnimi cilovymi burfikami IL-12 jsou NK a T
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bunky, u kterych navozuje produkci cytokind (IFN-y, TNF-a, IL-1), stimuluje
proliferaci a jejich cytotoxickou aktivitu a indukukuje Tyl imunitni reakci. Také
zvySuje expresi svého vlastniho receptoru na aktivovanych T a NK bunkach,
coZ ma za nasledek dalSi produkci IFN-y. Diky této pozitivni zpétné vazbé, je
tento cytokin duleZitou souc€ésti imunitnich obrannych mechanismd proti
intracelularnim infekcim.®®

Exprese genu pro IL-12 1l byla u kontrolnich, infikovanych i
stimulovanych bunék v 6hodinovém a 12hodinovém intervalu shodna. Exprese
genu se zvysSila po 24 hodinach a to pouze u bunék infikovanych Zivou bakterii
F. tularensis. Toto detekované zvySeni rostouci s ¢asem se opét shoduje
s publikovanymi vysledky Chen a kol., ktefi stanovili zvySujici se hladinu tohoto
cytokinu v séru infikovanych mysi.°> Ve vysledcich Bjérkbacka a kol. rostouci
hodnota IL-12 u makrofagu infikovanych E. coli nasvédCovala na spusténi
MyD88-dependentni signalni drahy.®*

TNF-a je zékladni cytokin UCastnici se imunitni odpovédi proti
bakterialnim, virovym, houbovym i parazitarnim infekcim. Je schopen indukovat
bunénou apoptdzu, inhibovat rist nadort a replikaci vird. Indukuje lokalni
zanét a stimuluje tvorbu proteini akutni faze v jatrech. Pusobi také jako
chemoatraktant pro neutrofily a stimulator fagocytézy u makrofagu. Ve velké
koncentraci mtZe navodit Sokovy stav.®>

Z pfedchozich vyzkum( vyplyva, Ze IFN-y a TNF-a jsou klicovymi
cytokiny uc&astnici se imunitni odpovédi na infekce zplsobené intracelularnimi
patogeny, jako jsou Listeria monocytogenes,®’ Francisella tularensis LVS,®
Mycobacteria,®® Salmonella,” Leishmania’ a Toxoplasma gondii.”* Teleptev a
kol. popsal schopnost F. tularensis inhibovat signaini cesty pfes TLR. Po infekci
monocyto-makrofagové linie J774 F. tularensis LVS doSlo k blokadé
intracelularnich signalnich cest vedouci k NF-kB, p38 a c-Jun. Infikované buriky
neprodukovaly TNF-a a IL-1 ani po stimulaci E. coli LPS nebo BLP. %
diferenciaci a homeostatické mechanismy u vétSiny bunék. Hraje kli¢ovou roli
v regulaci bunéé&ného cyklu a je schopen indukovat apoptézu. Blokuje prestup
buriky pfes G1 fazi tim, Ze inhibuje cyklin-dependentni kinazy (cdk2, cdk4 a
cdk6) a sniZuje expesi genu c-Myc. TGF-B ovliviiuje CD25" T lymfocyty.”
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IL-10 je protizanétlivy cytokin s pleiotropnim imunoregulaénim uc¢inkem.
SniZuje expresi cytokind G&astnicich se Tyl imunitni reakce. Zpusobuje také
snizeni kostimula¢nich molekul pusobicich na makrofagy a MHC II. tfidy. U B
bunék stimuluje proliferaci a produkci protilatek. MUze blokovat aktivitu NFkB a
je zapojen do JAK-STAT signalni drahy. Studie na ,knock-out* mysich (IL-107)
naznacuji, Ze tento cytokin hraje dudlezitou roli vimunoregulaci intestinalniho
traktu. Je schopen inhibovat syntézu prozanétlivych cytokinu, jako jsou IFN-y,
IL-2, IL-3, TNF-a a GM-CSF, které jsou produkované makrofagy a
Th lymfocyty. " > 76

Francisella tularensis je fakultativné intracelularni gramnegativni
bakterie, ktera je schopna infikovat fagocytujici i nefagocytuji buriky a nasledné
se v nich rychle mnozit. Primarnim cilem invaze intracelularnich a fakultativné
intracelularnich mikroorganism( jsou makrofagy. Uloha B bunék b&hem &asné
imunity byla dlouhou dobu opomijena. PFfima interakce intracelularni bakterie
s B bunkami byla poprvé popsdana Menonem a kol. Zjistil, Ze Listeria
monocytogenes je schopna interagovat s B bunkami a zpuasobit jejich
apoptézu.®> Nedavno byla detekovana p¥iméa interakce mezi F. tularensis a
lidskymi B burikami Ramos KroCovou a kol. Vysledkem interakce byla také
apopt6za B bunék.>®

B bunky jsou schopny sekretovat mnoho mediatord, ale dosud nebyla
popsana produkce IFN-y. To, Ze byla v prabéhu infekce lidské B bunécéné linie
Ramos detekovana exprese genu pro tento cytokin, lze vysvétlit jinym
metodickym pfistupem, nez jaky byl pouZit v publikovanych pracich. Exprese na
genové arovni metodou RT-PCR nemusi korelovat s extracelularnim
uvoliovanim cytokinu a jeho detekci na proteinové drovni. Vysvétlenim muaze
byt i pouZiti jinych B bunéé&nych linii.

Dalsi cytokin, ktery se podafilo detekovat po infekci bunék Ramos byl
IL-12. K produkci IL-12 dochézi po aktivaci NFKB. ZvySena hladina tohoto
cytokinu naznaduje, Ze po infekci F. tularensis LVS ziejmé dochazi k aktivaci
NFkB. Naproti tomu u makrofagl dochazi po internalizaci F. tularensis k
zablokovani signalnich cest vedoucich k NF-kB a potlaéeni produkce

prozanétlivych cytokind.*®
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VySe uvedené vysledky (zvySena exprese genu pro IFN-y a IL-12 po
infekci Zivymi bakteriemi) této diplomové prace jasné ukazuji na zapojeni B

bunék v ¢asné imunitni odpovédi proti intracelularnimu patogenu F. tularensis.
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Cilem této diplomové prace bylo metodou reverzni transkriptazové
polymerazové fetézové reakce zjistit, zda dochazi ke zménam v genové expresi
B-bunécné linie po infekci intracelularnim patogenem Francisella tularensis.

Vzhledem k negativnim vysledkim béhem detekce genové exprese byla
provedena kontrola kvality primerd pro “housekeeping“ gen, kontrola kvality
izolace vzorki RNA a optimalizace podminek amplifikace. Pro standardizaci
exprese genu jednotlivych vzorkl cDNA byl poté pouzivan primer pro
B2-microglobulin a izolace RNA byla provadéna pomoci RNeasy Mini Kit. Na
vzorcich ovlivnénych LPS (E.coli) byly zoptimalizovany primery pro geny pro
IRF-3, IFN-B, TGF-B, TNFR-CD40, TLR8, GM-CSF, IFN-y Il, TNF-a Il, TGF-B I,
IL-10 Il a IL-12 Il. Z ¢asovych dlavodl se u infikovanych vzork(l podafilo
optimalizovat pouze geny pro IFN-y Il a IL-12 II.

U B bunécéné linie Ramos byla pozorovana zvysSena exprese genu pro
IFN—y, ktera rostla s ¢asem. Dosud vSak nebyla popsana produkce IFN-y u B
bunék a to, Ze byl tento cytokin nami detekovan, lze vysvétlit jinym metodickym
pfistupem, nez jaky byl pouZit v publikovanych pracich. Exprese na genoveé
arovni metodou RT-PCR nemusi korelovat s extracelularnim uvolfiovanim
cytokinu a jeho detekci na proteinové Urovni. Déle byla pozorovana zvySena
exprese genu pro IL-12 ve 24hodinovém intervalu. Zfejmé tedy dochazi k
aktivaci NFKB a tim spusténi produkce prozanétlivych cytokinu. Tyto vysledky
dokazuji zapojeni B bunék v €asné imunitni odpovédi proti intracelularnimu

patogenu F. tularensis
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