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ABSTRAKT

Francisella tularensis je fakultativné intracelularni bakterie zplisobujici onemocnénti,
tularémii, rdznych druhd savcl véetné ¢lovéka. Pri interakci s hostitelem je schopna
infikovat rdizné bunééné populace. My jsme se zaméfili na studium B bungk, jejichz
tloha v infekci F. tularensis byla az donedavna povaZzovana za nepfili§ vyznamnou.
V poslednim desetileti vSak byly publikovany prace, které ukazuji na tlohu B bunék
v Casné imunité proti F. tularensis.

Cilem této diplomové préace bylo zjistit zmény v expresi povrchovych znakd B bunék
po infekci F. tularensis. Tyto zmény jsme zkoumali na B burikach Balb/c mysi
infikovanych F. tularensis FSC200 v Casovych intervalech 24, 48 a 72 hodin.
Zamérili jsme se na slezinné CD19 B burky po in vivo infekci a na peritonealni
CD19 a CD5 B buriky jak po in vivo, tak po ex vivo infekci. Metodou priitokové
cytometrie jsme analyzovali tyto aktivacni molekuly: CD54, CD69, CD86, CD95,
MHC Il a CD11b/CD18.

Klicové slova: Francisella tularensis, B buriky, aktivacni markery.



ABSTRACT

Francisella tularensis is a facultative intracellular bacterium causing disease,
tularemia, of different species of mammals, including humans. When interacts with
the host it is able to infect different cell population. We focused on the study of B
cells, that role in the infection of F. tularensis have been, until recently, regarded as
not significant. However, several recently published studies showed important role of
B cells in innate immunity to F.tularensis infection.

The aim of this thesis was to idenify changes in the expression of surface markers of
B cells infected by F. tularensis. We examined this changes on mice Balb/c B cells
infected by F. tularensis FSC200 at intervals 24, 48 and 72 hours. We focused on
CD19 splenic B cells infected in vivo and peritoneal CD5 and CD19 B cells infected
both in vivo and ex vivo. Using flow cytometry, we analyzed these activation
molecules: CD54, CD69, CD86, CD95, MHC Il a CD11b/CD18.

Keywords: Francisella tularensis, B cells, activation markers



SEZNAM ZKRATEK

APC bunky prezentujici antigen

BCR B-bunécny receptor (B-cell receptor)

CD cluster of differentiation

Cell Wash roztok k promyvani bunék

CR komplementovy receptor

CTLA-4 cytotoxicky s T-lymfocytem spojeny antigen-4
DD smrtici doména

DISC smrt-indukujici signalizacni komplex

FCV vakuola obsahujici F. tularensis (F. tularensis-containing vacuole)
FSC Celni rozptyl svétla (forward scatter)

HSP60 protein tepelného Soku o velikosti 60-kDa
ICAM-1 intercelularni adhezivni molekula-1

IFN interferon

Ig imunoglobulin

li invariantni fetézec

IL interleukin

LFA-1 lymfocytovy funkEné asociovany antigen-1
LPS lipopolysacharid

LVS live vaccine strain

Mac-1 makrofagovy antigen-1

MFI stfedni intenzita fluorescence (median fluorescence intensity)
MHC hlavni histokompatibilitni komplex
Myd-88 myeloid differentiation factor 88

MZ marginalni zona

NF-kB nukleérni faktor kappa B

NK pfirozeny zabijeC (natural killer)

O.D. opticka denzita

PDGF rlstovy faktor produkovany destickami

PBS pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)



PIP3 fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfat

SRCR scavangerovy receptor bohaty na cystein
SSC boc¢ni rozptyl svétla (side scatter)

TCR T-bunécny receptor (T-cell receptor)
TLR receptor skupiny Toll (Toll-like receptor)
TNF faktor nekrotizujici nadory

VCAM-1 vaskularni adhezivni molekula-1
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1. UVOD

Francisella tularensis subsp. tularensis je povazovana za potencialni biologickou
zbran diky své extrémni virulenci, nizké infekéni davce, snadnému Sifeni aerosolem
a schopnosti zpdsobit vazné nemoci a smrt. Diky tomu je tato fakultativné
intracelularni gram-negativni bakterie Fazena do tfidy A potencialnich agens
bioterorismu. Je tedy nutné prozkoumat vSechny oblasti interakce tohoto patogenu
s hostitelem. Touto problematikou se, mimo jiné, zabyva také Ustav molekularni
patologie Univerzity obrany v Hradci Kralové.

Francisella tularensis je schopna infikovat r(izné buriky a to jak lidské, tak zvifeci.
V této diplomové praci jsme se zaméfili na interakci F. tularensis s B bunkami.
Donedavna se B buikdm v pribéhu kontroly tularémie, nemoci zplisobené F.
tularensis, nepfisuzovala vyznamna role. AvSak v posledni dobé byla prokazana
Uloha B bunék jak v ¢asné, nespecifické imunité, tak v adaptivni imunité diky tvorbé
specifickych protilatek.

Cilem této prace bylo zhodnotit zmény v expresi povrchovych znakll slezinnych
CD19 B bunék a peritonealnich CD19 a CD5 B bunék Balb/c mysi po infekci F.
tularensis FSC200.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Francisella tularensis

2.1.1 Charakteristika F. tularensis

Francisella tularensis (F. tularensis) je fakultativné intracelularni gram-negativni
bakterie. Jedna se o aerobni nepohyblivy kokobacil, ktery netvofi spory. Tato
bakterie je zavisla na pritomnosti Zeleza a sloucenin obsahujicich -SH skupinu (napf.
cystein). Je tedy narofnd na kultivatni podminky. Byla objevena McCoyem a
Chapinem v dlsledku vypuknuti epidemie veverek v oblasti Tulare (Kalifornie)
v roce 1911.

Celed Francisellaceae obsahuje pouze rod Francisella. Rozeznavame Ctyfi subtypy
F. tularensis: F. tularensis subspecies (subsp.) tularensis (nazyvany také F.
tularensis typ A), holarctica (F. tularensis typ B), mediaasiatica a novicida.

F. tularensis je Siroce rozSifena na celé severni polokouli. Nachazi se na Gzemi
Spojenych statll, Kanady, Evropy, Asie a Japonska. Nejvirulentnéjsi kmeny, které
patfi k subtypu tularensis, jsou omezeny na Severni Ameriku. V Evropé a Asii se
vyskytuje prevazné subtyp holarctica, ktery se nachazi i na tzemi Ceské republiky.
F. tularensis zplsobuje tularémii. Jedna se o zoondzu s piirodni ohniskovosti. Tato
bakterie zplsobuje onemocnéni rliznych druhi savcd, jako jsou zajici, kralici, mysi,
hrabosi, veverky, ondatry ¢i bobfi. Je pfenosna i na ¢lovéka. Mezi zplisoby prenosu
patfi pfimy kontakt s infikovanymi zvifaty, kousnuti klistétem ¢i hmyzem, nebo
vdechnuti kontaminovaného materialu Ci poZiti kontaminované vody. Vstupnim
mistem infekce mlze byt kiZze, spojivkovy vak, zazivaci trakt a plice. Podle toho
délime onemocnéni na nékolik forem. K formé ulceroglandulérni dochazi pfi vstupu
infekce pres poskozenou kizi. Okuloglandularni forma vznikéa zanesenim infekce do
oka. Tyfoidalni forma vznika cestou alimentarni, tedy poZitim kontaminované
potravy nebo vody. Nejméné Casta, avSak nejzavaznéjsi, je forma plicni, Kk niZ

dochazi pfi vdechnuti kontaminovaného aerosolu. Postup a zavaznost nemoci jsou
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velmi zavislé jak na stavu imunity, tak na infekénim kmeni. Nemoci u lidi zplisobuji
pouze F. tularensis subsp. tularensis a subsp. holarctica. F. tularensis subsp.
holarctica je odpovédna za méné zavazné pripady tularémie. Vakcinaéni kmen (LVS
— live vaccine strain) byl odvozen z tohoto subtypu. Nyni je Siroce uzivany pro
studium tularémie. Subtyp novicida je pro lidi méné virulentni. Pro svou pomérné
snadnou genetickou manipulaci a diky tomu, Ze zplsobuje symptomy podobné
tularémii u mysi, je uzitecny k rozlusténi souhry mezi F. tularensis a hostitelem.

In vivo se F. tularensis nachazi v makrofazich, dendritickych burikach, hepatocytech,
alveolarnich epitelovych bunkdch a extracelularné v krvi infikovanych mysi.
Virulence této bakterie souvisi s jeji schopnosti replikace uvnitf hostitelskych bungk.
Unika rychle z fagozomu a replikuje se v cytozolu hostitelskych bunék. Nakonec po
replikaci a okolo 24 hodin po infekci mdZe vniknout do endozomalni ¢asti, ktera ma
vlastnosti autofagovych vakuol. %2

2.2 Interakce F. tularensis s hostitelskymi bunkami

Francisella tularensis je schopna infikovat rizné buriky, a to jak lidské, tak zvifeci.
Jak jiz bylo uvedeno, in vivo se F. tularensis nachazi v makrofazich, dendritickych
bunkach, hepatocytech, alveolarnich epitelovych burikach a extracelularné v krvi
infikovanych mysi.!

V dalSich kapitolach bude popsana interakce F. tularensis s makrofagy a B burikami.

2.2.1 Interakce F. tularensis s makrofagy, ¢asna imunita

2.2.1.1 Interakce LPS F. tularensis s TLR-4 receptorem
Lipopolysacharid (LPS) gram-negativnich bakterii tvofi hlavni sloZzku wvnéjsi

membrany. LPS se sklada ze tfi strukturnich Casti. Jednou z téchto Casti je lipid A,
ktery je bioaktivni slozkou LPS. LPS je také zndmy jako endotoxin, protoZe lipid A
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navozuje silné prozéanétlivé odpovédi. U gram-negativnich bakterii je LPS vétSinou
rozpoznany Toll-like receptorem (TLR) 4.

LPS F. tularensis ma mnohem méné biologicke aktivity nez LPS z béZnych stfevnich
bakterii. Neni endotoxicky, nespousti produkci zanétlivych mediatord, jako je
interleukin (IL) 1 a faktor nekrotizujici nddory (TNF) a ani z lidskych, ani z mysich
bunék a nezplsobuje proliferaci mysich B bunék. Jako jednu z obvyklych
biologickych aktivit projevuje schopnost aktivovat komplementovy systém. Jen LPS
F. novicida projevuje CéasteCné schopnost stimulovat TNF-a, 1L-12, a proliferaci
lymfocytl. Bylo také prokazano jeho plsobeni pfi stimulaci tvorby oxidu dusnatého
u krysich makrofagu.

K vzajemnému porovnéni struktury lipidu A byly pouZity jak klinické izolaty, tak
izolaty environmentalni a to vSech ¢tyF subtypl F. tularensis. K analyze in vitro a in
vivo aktivity byl pouZit vysoce purifikovany a dobfe charakterizovany LPS F.
novicida.

V dalsi studii byly porovnany imunobiologické aktivity F. novicida LPS a LPS z F.
tularensis LVS. Déle byla k pochopeni role LPS v patogenezi Francisella infekce
charakterizovana infekce u mysi zplisobena bakterii F. novicida. V$e bylo zkoumano
na BALB/c ByJ mysich.

K charakteristice LPS byl také pouzit LPS zF. tularensis LVS a srovndvan
svlastnostmi LPS Salmonella choleraesuis, Salmonella typhimurium LT2 a

Bordetella pertusis. Byl zkouman jejich G€inek na riizné buné&né typy mysi.*>°

TLR-4 receptor je prvek pfenosu signalu u lipopolysacharidového receptorového
komplexu. | kdyZ je TLR-4 dilezitou molekulou vrozené imunity namifené proti
fadé jinych gram-negativnich bakterii, studie doposud ukazaly, Ze jeho potfeba
k antibakterialni obrang, v€etné F. tularensis LVS, zavisi jak na typu patogenu, tak
na cesté infekce. PFi€ina nedostatecného plsobeni TLR-4 v obrané hostitele proti F.
tularensis by mohla souviset s jedinecnou strukturou a biologickymi vlastnostmi F.
tularensis LPS.

V pripadé F. tularensis jsou v ¢asné imunité dllezité jiné TLR receptory - komplex
TLR-2/TRL-1 a TRL-9. Ale ani tento kompenzatni mechanizmus neni
pravdépodobné optimalni.
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Tato fakta vyplyvaji, mimo jiné, z experiment( provadénych na TLR-4 defektnich
(TLR4Y C3H/HeJ a TLR4+/+ C3H/HeOuJ mysich, kterym byly intradermalné
podany riizné davky F. tularensis LVS.’

2.2.1.2 Receptor TLR-2

TLR receptory hraji vyznamnou roli pfirozené imunity. Rozpoznavaji rlzné
mikrobiélni produkty jako napfiklad lipopolysacharid pomoci TLR-4 (viz. 2.2.1.1),
flagelin TLR-5, a dvouvldknovou RNA TLR-3. Kromé toho studie ukazaly, Ze
nedostatek TLR receptorl ma za nasledek zvySenou néachylnost k infekcim.
Rozpoznavani mikrobialnich soucasti témito receptory vede k aktivaci rliznych cest
pfenosu signalu, které zprostfedkovavaji vyslednou specifickou imunitni odpovéd.
TLR receptory jsou primarné exprimovany na burikach prezentujicich antigen, jako
jsou makrofagy a dendritické buriky. Rozpoznavani mikrobialnich produkt( témito
receptory vede k aktivaci nukleadrniho faktoru kappa B (NF-kB), mitogen-aktivované
protein kindzy a k indukci kostimulacnich molekul. Schopnost TLR receptord
ovliviiovat produkci imunoregulacnich cytokind a modulovat expresi kostimula¢nich
molekul ukazuje jejich rozhodujici roli ve spojeni vrozeného a adaptivniho
imunitniho systému.

Prostfednictvim TLR-2 stimuluje F. tularensis LVS produkci prozénétlivého
cytokinu TNF-a a zvySenou regulaci exprese MHC tFidy 1I, CD80, CD86, a CD40.
Pozorovana byla také jadernd translokace NF-kB. Vzhledem k tomu, Ze jsou tyto
molekuly rozhodujici jak pro vrozenou imunitni odpovéd, tak pro rozvoj antigen-
specifické adaptivni imunitni odpovédi, jejich zvy3end exprese pFi stimulaci
prostfednictvim TLR-2 naznaCuje spojeni mezi timto TLR receptorem a adaptivni
imunitou.

K témto poznatkiim vedla stimulace dendritickych bunék odvozenych z kostni diené
C57BL/6 a TLR4-/- mysi s Zivou F. tularensis LVS.®
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2.2.1.3 Aktivace Akt

MysSi makrofagy infikované F. tularensis subsp. novicida indukuji aktivaci Akt.
Jedna se o serin/threonin kinazu, kterd pochazi z plazmatické membrény bunék
stimulovanych rlznymi podnéty, vcetné rlistovych faktorli a cytokind. Nutna je
asociace jeji PH domény s fosfatidylinositol 3,4,5-trifosfatem (PIP3), produktem
enzymu PI3K. To vede k fosforylaci a aktivaci Akt.

Tato kindza hraje rozhodujici role vrozmanitych bunécnych procesech jako je
regulace bunétného cyklu, preziti bufiky, genova transkripce zavisla na NF-kB,
prestavba aktinu a migrace buriky. Akt ovliviiuje produkci prozanétlivych cytokind
makrofagy infikovanymi F. novicida prostfednictvim sveho vlivu na NF-kB. Zda se,
ze Akt plsobi jako pozitivni, stejné jako negativni regulator aktivace NF-kB a
produkce zanétlivych cytokind, v zavislosti na povaze stimulu. Pokud jsou buiky
stimulované TNF-a a rlstovym faktorem produkovanym destickami (PDGF), ma
Akt pozitivni regulacni efekt na aktivaci NF-kB. V pfipadé stimulace bunék
lipopolysacharidem, plisobi Akt jako negativni regulator aktivace NF-kB a pozdéjsi
produkce prozanétlivych cytokind.

Akt podporuje produkci prozanétlivych cytokind v mysich makroféazich infikovanych
F. novicida. Mezi prozanétlivymi cytokiny, které Akt pozitivné reguluje jsou IL-12,
IL-6, TNF-a, a IL-1B. Je zajimavé, Ze za stejnych podminek tlumi Akt produkci
protizanétlivého cytokinu 1L-10.°

2.2.1.4 Unik F. tularensis z fagozomu

F. tularensis LVS miZe prezivat in vitro v nékolika typech lidskych ¢i mysich
makrofagll. Preziva ve fagozémech téchto bunék. Bylo také publikovano, Ze tato
bakterie vyzaduje pro intracelularni rdst okyselenou vakuolu, protoZe piijem Zeleza
je Uuspésny pouze za kyselych podminek.

Brzy po internalizaci unikd F. tularensis LVS z fagozomu do cytoplazmy. | kdyz
pfesny mechanizmus tohoto Uniku neni zndm, dané studie podporuji hypotézu, Ze

tento Unik nastane jako vysledek degradace fagozomalni membrany indukované
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bakterii. To vyplyvd ze zkouméni intracelularni lokalizace F. tularensis LVS
v adherentnich mysich peritoneélnich buiikach, v mysi makrofaglim-podobné
bun&&né linii J774A.1, a v lidské makrofagové bungené linii THP-1.

2.2.1.5. Autofégie F. tularensis

F. tularensis vstupuje do makrofagdi pomoci procesd zavislych na mikrofilamentech,
zahrnujicich ovinuti panozkami. Velka vakuola obsahujici F. tularensis (FCV) je
velmi rychle pfeménéna na kompaktni fagozom, jehoZ zréni je ukonceno ve fazi
pozdniho endozému po ziskani markerl Lamp 1 a Lamp 2. Tato pozdni endozomalni
FCV neziska lysozomalni markery a fagozomalni membréana se postupng, 2-4 hodiny
po infekci, rozpada. To vede k Gniku mikrobd do cytoplazmy, kde se replikuji.
MnozZeni bakterii je predpoklad pro indukci apoptotickych procesd v infikovanych
hostitelskych burkach, které zaCinaji béhem 10-ti hodin po infekci. Indukce
apoptdzy je zavisla na MAPK signalizalni cesté.

Po uvolnéni do cytoplazmy vstupuje F. tularensis do autofagozém(. Tento fenomén
byl popséan také pro dalsi intracelularni patogeny. Autofagozoémy sF. tularensis
ziskaji MHC 11 antigeny a pravdépodobné predstavuji zdroj endogennich antigen( F.
tularensis pro prezentaci CD4" T lymfocytim. Tyto vysledky byly ziskany in vitro
studif monocyto-makrofagové bunééné linie J774.2 infikované F. tularensis LVS.*

2.2.1.6 Fenotypovy profil infikovanych bunék

Zkoumanim interakce mezi F. tularensis LVS a mysi bunécnou linii podobnou
makrofaglim J774.2 bylo zjisténo, Ze infikované burniky maji témér stejny fenotypovy
profil jako neinfikované buriky. Diky tomuto nezménénému fenotypovému profilu se
usuzuje, Ze infekce F. tularensis nema za néasledek Zadnou aktivaci hostitelskych
bunék. Zakladni rys F. tularensis infekce je interference s intracelulérni signalizaci a
aktivaci, hlavné lipopolysacharidem, méné vyznamngé interferonem y (IFN-y), coz

vede k zamezeni fenotypovych zmén.*
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2.2.2 Interakce F. tularensis s B bunkami

2.2.2.1 Uloha B bunék v infekci F. tularensis, ¢asna odpovéd

Donedavna se B burikdm v priibéhu kontroly tularémie nepfisuzovala vyznamna role.
V poslednim desetileti byly vSak publikovany prace, ve kterych je prokdzana Gloha B
bunék jak v cCasné, nespecifické imunité, tak vadaptivni imunité diky tvorbé
specifickych protilatek. Casna ochrana proti F. tularensis LVS infekci je zavisla na B
buiikach. Tento obranny mechanizmus, ktery limituje rdst bakterii v organech
retikuloendotelového systému velmi rychle po infekci vyzaduje pfitomnost IFN-y,
ale pravdépodobné je na protilatkach nezavisly. Pravdépodobné je zplisoben
produkci rozpustného mediatoru B burkami, ktery mlze plsobit lokalné nebo
systémove. Bylo ukazano, Zze B bunky sekretuji mnoZstvi rozpustnych mediatord,
véetné IL-4, IL-6, IL-10, TNF-a, a IL-12, ale vétSinou ne IFN-y. Nékteré z téchto
cytokind mohou slouzit k dalsi aktivaci bunék . Dilezitymi jsou IL-6, TNF-a a B a
IL-12, které se Gcastni regulace produkce IFN-y a aktivace makrofagl v mnoha
intracelularnich infekcich, véetné LVS infekce. B buiky mohou tyto cytokiny bud
sami produkovat nebo poskytuji mediator, ktery napoméhd k produkci téchto
cytokinl ostatnimi bufikami imunitniho systému.

Kromé toho mohou B bufiky také fungovat v Casné ochrané prostfednictvim
interakce bunka-bunka; napfiklad aktivované B bunky indukuji NK buriky ke

zvy$ené produkci IFN-y prostfednictvim primého bunééného kontaktu.** *

2.2.2.2 Uloha protilatek

Po mnoho desetileti se predpokladalo, Ze maji protilatky pouze mensi, nebo Zadnou,
Ulohu v ochrané proti fakultativnim a obligatné intracelularnim bakteriim a
parazitlm. V posledni dobé vSak nékolik experiment(l ukazalo, Ze protilatky mohou
zprostfedkovat kriticky nutné funkce pro kontrolu intracelularnich infekci.

V jednom z experimentl byl pouzit kmen F. tularensis LVS a F. tularensis subsp.
holarctica ziskany z klinickych izolatd. Uloha protilatek byla zkoumana na mysich,
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které byly deficitni na B burky (C57BL/10). PF¥i pfeneseni rozpustnych protilatek do
téchto mysi, byla zaznamenana zvysena rezistence k jinak smrtelné intraperitonealni
davce F. tularensis LVS. Tim byl v podstaté objeven obranny GCinek protilatek na
primarni koZni infekci F. tularensis subsp. holarctica.

Dalsi experimenty, s uzitim F. tularensis LVS ke kozni infekci, poskytly primy
dlkaz, Ze pritomnost patogen-specifickych protilatek zvyhodiiuje hostitele béhem
infekce intracelularnim patogenem. Jednim z mechanizm(, kterym patogen-
specifické protilatky pFispivaji ke kontrole infekce F. tularensis mlze byt spousténi
kozni exprese TNF-a a IL-12. A tak tyto Udaje potvrzuji pfedchozi néalezy, Ze
specifické protilatky hraji dllezitou roli v ziskané imunitni odpovédi k tomuto
prototypnimu intracelularnimu patogenu. Zda se vSak, Ze obranné protilatkami-
zprostfedkované mechanizmy byly uZity minimalné nebo s Zadnym ucinkem proti
infekcim, které byly vyvolany vysoce virulentnimi kmeny F. tularensis subsp.
tularensis. Avsak prenos imunniho séra proti klinickému izolatu F. tularensis subsp.

holarctica udélil hostiteli vyznamnou ochranu.™

2.2.2.3 PFiméa interakce B bunék s F. tularensis

Obecné je klicovou roli B lymfocytl, v odpovédi adaptivni imunity, produkce
specifickych protilatek. B lymfocyty jsou schopné prezentovat antigen, produkovat
pfirozené imunoglobulin M (IgM) polyreaktivni protilatky, exprimovat TLR
receptory, produkovat zanétlivé cytokiny a sekretovat faktory, které mohou pfimo
zprostiedkovat destrukci mikrobd.

Dilezitd uloha B lymfocytll v Casnych stadiich infekce nebyla dfive odhalena.
Myslelo se, Ze B lymfocyty ani specifické protilatky nehraji Zadnou dulezitou roli
v infekci F. tularensis. Ale nové se ukazalo, Ze jak ochranny Ucinek specifickych
protilatek, tak ddlezita role B lymfocytd maji vyznam ve vrozené imunité.

Bylo zjisténo, Ze je F. tularensis schopna napadnout B lymfocyty. Zivé bakterie F.
tularensis také dokaze vyvolat intracelularni signalizaci, ktera indukuje apoptézu B
bunék. Tyto zavéry vyplyvaji z experimentl provadénych in vitro na B bunééné linii
mysi (A20) a lidi (Ramos RA-1) a dale na primarnich slezinnych burikach mysi.
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K témto pokustl byla uzita F. tularensis LVS a F. tularensis FSC200. Bylo objeveno,
Ze F. tularensis adheruje na povrch B bunék a tyto buriky také napada. Tato zjisténi
mohou &asteéné vysvétlit, pro¢ jsou B lymfocyty dilezité pro kontrolu velmi asné
faze infekce F. tularensis.

Obycejné je apoptéza B lymfocytl zprostiedkovana B bunéénym antigennim
receptorem nebo CD95/Fas receptorem. Schopnost zapojit apoptotickou signalni
cestu ma v B burikach LPS. Ten je Casto rozpoznan TLR-4 receptorem, v pfipadé B
bunék TLR receptorem RP105 (CD180), pficemz dojde k navozeni prozanétlivé
odpovedi.

Jak jiz bylo uvedeno, infekce B bunék bakterii F. tularensis ma za nasledek
bunéCnou smrt zprostfedkovanou prostfednictvim apoptdzy, avSak nemohou byt

vylougeny ani alternativni formy buné&né smrti.*’

2.3 B buiiky

2.3.1 Charakteristika B bunék

Dfive byly B bufiky povaZovany za soucast adaptivniho imunitniho systému,
specializujici se pouze na tvorbu ochrannych vysoce afinitnich protilatek. Kromé
toho vykazuji dalSi funkce jednotlivé podskupiny B bunék. Hlavné B-1 B buriky a B
buiky marginalni zény (MZ), které se také UCastni odpovédi vrozené imunity a
mohou prFedstavovat most mezi odpovédmi vrozené a adaptivni imunity. Vedle
produkce protilatek hraji B buriky rdzné imunoregulacni role diky své schopnosti
prezentovat antigen a diky produkci cytokini a chemokin(l. Aktivace B bunék
vrozenou imunitou mize hrat uziteGnou UGlohu prostiednictvim tvorby pfirozenych
zkiizené reagujicich protilatek, udrZzovanim paméti B bunék a uZitim
imunomodula¢nich funkci, které mohou poskytnout ochranu pred autoimunitou. Na
druhou stranu je také zfejmé, Ze aktivace autoreaktivnich B bunék vrozenou

imunitou mé& potencial porusit toleranci a spustit autoimunitni odpovéd.

21



Jsou identifikovany tfi hlavni podskupiny perifernich zralych B bunék u mysi: B-1
bunky (rozdélené do B-1a, exprimujici povrchovou CD5 molekulu, a B-1b, které ji
neexprimuji), B2 bunky (exprese CD19 molekuly) a MZ B buriky (exprese molekuly
B220"CD1d""CD21/35""CD23'"). B2 buriky, také znémé jako folikularni B
bunky, jsou B bunky typické pro adaptivni imunitni systém. B-1 a MZ B burky jsou
lokalizovany ve specifickych anatomickych utvarech (peritonealni/pleuralni dutiny a
slezinné MZ) a jsou zodpovédné za Casné protilatkové odpovédi. MZ B bunky, stejné
jako B-1 burky, jsou dUlezité nejen pro boj s infekcemi, ale také k udrZovani
homeostazy hostitele. Zda se, Ze obé populace hraji dilezité Glohy v mikrobialnim
dohledu, alespoii ¢astecné v disledku jejich anatomického umisténi. Predevsim MZ
B buriky jsou idealné vhodné k ochrané proti patogenlim nesenych krvi. Bylo
naznaceno, Zze se MZ B bufky c¢astni odpovédi proti opouzdfenym bakteriim,
nezavisle na T bunkéach. Obé populace sdileji tu vlastnost, Ze mohou byt nezavislé na
T bunkédch a produkovat pfirozené protilatky, které mohou poskytnout ochranné
funkce v Casné odpovédi k infekcim a autoimunité.

Lidské B-1, B2 a MZ B bunécné podskupiny jsou hle definovany v porovnani
s mySimi B bunénymi podskupinami.

Existuje jeden vyznamny rozdil mezi lidskou a mysi populaci. Je jim Cetnost
pamétovych B bunék periferni krve (PBL), kterd u lidi mlze pfedstavovat 40-60%

Ny

pamétovych bunék b&hem delsi doby Zivota lidi.*®

2.3.2 Aktivace B bunék pres TLR, RP105 a CR

2.3.2.1 Aktivace pres TLR-4-Myd88 cestu

Zralé B bunky exprimuji TLR-4 a TLR-2. Tyto receptory rozpoznavaji mikrobialni
produkty, ¢imz aktivuji bunky (viz. 2.2.1.1. a 2.2.1.2).

B buniky mohou byt aktivovany signalizaci pfes TLR-4-MyD88. Tato cesta aktivace
B bunék byla sledovana pomoci plisobeni proteinu tepelného Soku o velikosti 60-kDa

(HSP60). Bylo zjisténo, Ze rozpustny HSP60 indukoval, u naivnich mysi, proliferaci
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B bunék a sekreci IL-10 a IL-6. B bunky také zvySené regulovali expresi MHC 1l a
dalSich povrchovych molekul (CD69, CD40 a B7-2). Timto se potvrdilo, Ze B buriky
mohou byt aktivovany, mimo jiné, pres TLR-4-MyD88 cestu.'

2.3.2.2 Aktivace pres RP105

K aktivaci B bunék mize dojit pfi stimulaci lipopolysacharidem. To vede
k proliferaci a sekreci IgM.

B burkky maji dva zndmé TLR receptory, které zprostfedkuji LPS signalizaci, TLR-4
a RP105 (CD180). RP105 je transmembranovy protein typu | o velikosti 105-kDa.
Prvné byl identifikovan jako B bunécna povrchova molekula mysi, chranici B bunky
pfed apopt6zou indukovanou ozafenim. RP105 je pfednostné exprimovany na
zralych B bunkach mysi a na B buikach a dendritickych bunkéch lidi. Signalizaci

pres tento receptor reguluje Lyn/CD19/Vav komplex.?

2.3.2.3 Aktivace pres CR

CR (komplementovy receptor), jako povrchovd molekula B bunék, je schopny
internalizovat antigen opsonizovany C3 slozkami komplementu. Navazany ligand je
po internalizaci dopraven do bunéénych oddild obsahujicich MHC molekuly tFidy I1.
Tato intracelularni signalizace ma za néasledek prezentaci antigenu na povrchu B
bunék a také aktivaci B bunék. Signalizace pfes komplementovy receptor je tedy

daldi cestou aktivace B bunék.?

2.3.3 B bunky a bakterie

Mnoho intracelularnich  bakterii (napf. Salmonella typhimurium, Yersinia

enterocolitica, Shigella flexneri ¢i Francisella tularensis) infikuje a zabiji , vedle
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makrofagll a T lymfocytll, B lymfocyty. Infekce lymfocytll témito patogeny nastane
béhem Casné faze infekce.

K pochopeni interakce B bunék s bakteriemi byly provedeny in vitro pokusy
fakultativné intracelularni bakterie Listeria monocytogenes na lidskych B lymfomech
(Ramos RA-1) a mysich priméarnich B burikach. L. monocytogenes zplisobila Gbytek
povrchovych molekul B bunék, tvorbu dér, nabobtnéni buriky, poskozeni membrany
a apoptézu. Dalsi vyzkum se zaméfil na zkoumani cytopatického efektu, tj.
poskozeni membrany a povahu bunééné smrti indukované Listeria monocytogenes na
mysSich hybridomovych B lymfocytech (Ped-2E9). Bylo zjisténo, Ze tvorba dér vede
ke zvysené permeabilité membrany, ztraté zakladnich iontd a molekul a nakonec
k bunécné smrti (apoptoze).

Tyto vysledky tedy ukazuji, Ze B bunky a jejich sekretované produkty hraji

vyznamné role v kontrole infekce Listeria v hostiteli.?* %

2.4 Bunécné povrchové markery

2.4.1 Fenotypizacni markery

Mezi fenotypizaéni bunéné markery se fadi molekuly CD19 a CD5.

CD19

Molekula CD19 se nachazi na buné€ném povrchu B bunécné linie. Jednd se o
transmembrénovy glykoprotein o molekulové hmotnosti (M,) 95000, fadi se do
imunoglobulinové superrodiny. Je exprimovan Casnymi pre-B bunikami od chvile,
kdy dojde k preskupeni gend tézkého Fetézce imunoglobulinu aZz do diferenciace
plazmocytd. Déale je exprimovan folikularné dendritickymi burikami.

CD19 obsahuje dvé extracelularni domény podobné imunoglobulinovym, doménu
sahajici do membrany a cytoplazmaticky konec o délce asi 240 aminokyselin s deviti
tyrozinovymi zbytky, coZ jsou potencialni mista fosforylace. Tyto strukturni rysy
prispivaji molekule CD19 ke schopnosti signalizace. Zprostfedkovava pfenos signalu
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zahajujiciho slozity sled biologickych odpovédi, které maji pravdépodobné hlavni
vyznam pro signalizaci B bunék a/nebo regulaci riistu a rozvoj odpovédi humoralini
imunity. Po prekFiZeni se spojuje CD19 s protein tyrosin-kindzami Lyn a Fyn a jsou
zahajeny drahy signalizace pfes Vav/Ras/mitogen aktivovanou protein kinazu a
fosfatidylinosytol-3 kindzu. Aktivovana je také fosfolipaza Cy, coZ vede k tvorbé
inositol trifosfatu a k mobilizaci vapenatych iontd (Ca®").

Na zralych B bunkédch je molekula CD19, in vitro a in vivo, spojena s tfemi
odlisnymi molekulami a tvofi tetrametni komplex: CD21 (CR2, C3d/receptor viru
Epstein-Barrové), CD81 (TAPA-1), a Leu-13. Diky tomuto spojeni je molekula
CD19 povaZovéna za prenaSeCe signalu pro komplementovy receptor 2 (CR2). Ten
nemusi mit skuteCné signalizaCni vlastnosti, protoze mé kratkou cytoplazmatickou
doménu. CD19 se mliZze navic pfimo spojovat s antigenné specifickym receptorem B
lymfocytl (BCR).

Molekula CD19 mé také vyznam jako kostimulator B lymfocyt(.? %2

CD5

Molekula CD5 se objevuje na T bunkach v ¢asnych vyvojovych stédiich, v hojné
mife je exprimovana na vSech zralych T bunkach. Nachazi se také na subpopulaci
peritonedlnich B bunék, oznaCovanych jako B-1a bunky. Pocet B-1a bunék je zvysen
pfi nékterych autoimunitnich onemocnénich a jsou spojeny s tvorbou autoprotilatek.
CD?5 je povrchovy glykoprotein o molekulové hmotnosti 67 kDa. Je fazen do rodiny
scavangerového (,,uklizeciho*) receptoru bohatého na cystein (SRCR). Podle
biochemickych studii je molekula CD5 spojena s CD3& v komplexu T-bunécného
receptoru (TCR)-CD3, dale je spojen s komplexem B-buné¢ného receptoru (BCR).
Signaly, které pochazeji z komplexu TCR-CD3 samostatné simuluji vnitfni tok
vapniku, kratkodoby tok inositol fosfatu a kratkodobou serin kinazovou aktivitu
spojenou s CD5.

Strukturné obsahuje molekula CD5 tfi extracelularni SRCR domény, hydrofobni
transmembrénovou oblast a velkou cytoplazmatickou doménu, kterd ma Ctyfi

tyrozinové zbytky a nékolik predpokladanych mist pro fosforylaci serin/threonin.
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Ve srovnani s normélnimi B-l1a bunikami, pfekiizeni imunoglobulinu M (IgM) na
CD5 deficitnich B-1a buiikach indukuje zvysenou mobilizaci Ca?*, proliferaci a
rezistenci k apopt6ze bunék vstupujicich do bunécného cyklu. Za ur€itych okolnosti

plisobi CD5 jako negativni regulator bunéénych aktivaci.?” % 2

2.4.2 Aktivacni markery

K aktivaénim bunéénym markerlim patfi molekuly CD54, CD69, CD86, CD95,
MHC Il a CD11b/CD18.

CD54 (ICAM-1)
ICAM-1 (intercelularni adhezivni molekula-1), oznaGovana také jako CD54, patfi do

imunoglobulinové superrodiny adhezivnich molekul. Jednd se o transmembranovy
glykoprotein, ktery obsahuje pét extracelularnich domén a kratky cytoplazmaticky
konec. Na normalnich endotelidlnich burikach je tato molekula exprimovana jen
v nizkych hladinach. Jeji exprese na endotelialnich bunikach se zvySuje pfi odpovédi
na zanétlivé cytokiny jako je TNF-a, IL-1B a IFN-y. Pfi akutnich a chronickych
zanétlivych onemocnénich se endotelidlni buriky aktivuji a exprimuji vysoke hladiny
ICAM-1, a navic vaskularni bunéCnou adhezivni molekulu-1 (VCAM-1) a E-
selektin.

ICAM-1 interaguje sreceptorem na leukocytech, lymfocytovym funkéné-
asociovanym antigenem-1 (LFA-1), a s makrofagovym antigenem-1 (Mac-1), coZ je
klicové pro adhezi leukocytll a transendotelidlni migraci. Po obsazeni ICAM-1 se
spusti zvy$ovani volného intracelularniho Ca®*, kontraktilita myozinu, aktivace p38
kindzy a malych guanozin trifosfataz, zejména ¢lenl Rho rodiny a tyrozin kinazy
p60°'. Aktivace téchto signalizatnich cest mé za nésledek prestavbu cytoskeletu, coz
pozméni kontraktilitu a funkci endotelialni burky, eventualné usnadfuje diapedézu

leukocyt(. %0 3t 32
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CD69

CD69 je nejcasnéjsi aktivacni bunécny povrchovy receptor, ktery se nachazi na
leukocytech. Jedna se o lektin C-typu. CD69 je konstitutivné exprimovany krevnimi
destickami, zralymi thymocyty a dale myeloidnimi a lymfoidnimi prekurzory kostni
dfené. Neobjevuje se na lymfocytech periferni krve, ale je exprimovany
subpopulacemi T a B bunék v perifernich lymfatickych tké&nich.

Exprese CD69 na leukocytech je indukovana cytokiny. Na pfirozené cytotoxickych
(NK) burikach je exprese CD69 indukovana prostfednictvim IL-2, IFN-q,
prokfizenim FcyRIIl. Kromé toho stimulace aktivovanych NK bunék anti-CD69

protilatkami stimuluje cytolytickou aktivitu.*®

CD86 (B7-2)
Molekula CD86, oznaCovana také jako B7-2, se vyskytuje na povrchu bunék

prezentujicich antigen (APC) jako jsou dendritické burniky, makrofagy a B bunky.
Jeho exprese je omezena prevazné na krvetvorné buriky. Na bunécnych povrsich je
pfitomny jako monomer. Jednd se o transmembranovy glykoprotein typu I, ktery
obsahuje membranovou distalni IgVV a membranovou proximalni IgC doménu.

CD86 je ligand, ktery interaguje s kostimulacnimi receptory CD28 a cytotoxickym
s T-lymfocytem spojenym antigenem 4 (CTLA-4), které jsou exprimovany na T
bunkach. Tyto interakce jsou rozhodujici pro spravnou regulaci aktivity T bunék.
Afinita CD86 k CTLA-4 je udajné vyssi nez k CD28.

Tato molekula hraje zékladni roli v sekreci IL-4 a zvySuje celkové odpovédi T-
pomocnych bunék typu 2 (Th2). Prokfizeni CD86 zvy3ené reguluje B bunécnou
proliferaci, zvySuje expresi antiapoptotické molekuly Bcl-xL a stimuluje produkci
1gG1, 1gG2a a IgE.** %%

CD95
CD95 (APO-1/Fas) je bunécny povrchovy smrtici receptor, ktery indukuje apoptozu.
Patfi k superrodiné TNF-receptord. Kontroluje homeostdzu mnoha tkani a ma

rozhodujici roli v kontrole imunitni odpovédi a potlaceni nador(. Interakce s jeho
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ligandem, CD95L (CD178/FasL), hraje kliCovou Ulohu v regulaci periferni tolerance
a lymfoidni homeostazy.

Tento receptor nese Usek 80-ti aminokyselin v cytoplazmatickém konci, ktery je
znamy jako smrtici doména (DD). Ta je nezbytnd pro zahjeni apoptdzy. PFi vazbé
svého ligandu sestavuje CD95 smrt-indukujici signalizacni komplex (DISC)
slozeného z molekuly FADD, prokaspazy-8, prokaspazy-10 a z kaspaza-8/10

regulatoru c-FL|p 3738 3940

MHC 11 (1-A)

Hlavni histokompatibilitni komplex (MHC) molekul tfidy Il hraje klicovou roli ve
vyvoji specifickych imunitnich odpovédi proti patogendim. Jsou zodpovédné za
prezentaci peptidovych antigend pochézejicich z exogennich proteind T burikam.
Cizi antigeny jsou fagocytovany a zpracovany do malych peptidd. Ty jsou nasledné
zavedeny do komplexdi MHC tfidy Il a exportovany na bunéény povrch. Teprve pak
jsou tyto antigeny rozpoznany CD4" T buiikami. Nedostatek exprese molekul tfidy I1
vede ktézkym imunodeficiencim, zatimco abnormélni exprese mize zplsobit
autoimunitni onemocnéni. Proto je kritickym bodem v kontrole a udrZzovani imunitni
odpovédi regulace exprese MHC Il antigend.

MHC proteiny tfidy Il jsou exprimované na antigen prezentujicich bunkéch, které
zahrnuji monocyty, makrofagy, dendritické bufiky a B burky. Nachazi se také na
thymovych epitelialnich bunikdch a gliovych bunkéch. Klasické MHC proteiny 11
tfidy, HLA-DR, HLA-DQ a HLA-DP, jsou témér vzdy exprimované soucasné na
povrchu antigen prezentujicich bunék. Neklasické molekuly, HLA-DM, HLA-DO, a
invariantni fetézec (li), jsou exprimované uvniti antigen prezentujicich bunék a
upravuji cestu prezentace antigenu.

VSechny klasické i neklasické proteiny tfidy Il, kromé monomerniho li, se skladaji z
a a B peptidovych Fetézcl kédovanych odlisSnymi A a B geny. Tyto geny se nachazi

na chromozomu 6.4
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CD11b/CD18

CD11b/CD18 (CR3, Mac-1) je hlavni B2 integrin exprimovany na neutrofilech, ktery
zastava vyznamné funkce v imunité a zanétu. Jedna se o adhezivni molekulu, ktera
hraje kliovou roli pfi pevném pripojeni cirkulujicich leukocytl, zejména neutrofild,
k cévnimu endotelu, stejné jako v transendotelialni migraci do tkané. Ty jsou znacné
zvyseny pri zanétlivych onemocnénich.

Prozénétlivé Ucinky zprostfedkované timto adhezivnim receptorem jsou zahajeny pri
vazbé ligandu. Interakce receptor-ligand vyZaduje, aby se receptor zménil z nizko-
afinitniho do vysoko-afinitniho stavu, ktery je schopny vazby ligandu. Mezi ligandy
schopné vazby k molekule CD11b/CD18 patfi napfiklad intercelularni adhezivni
molekula 1 (ICAM-1), C3 komplementovy fragment iC3b, fibrinogen, heparin,
elastaza neutrofilli, inhibi¢ni faktor neutrofild a fukoidin. CD11b/CD18 také
interaguje s nékolika plazmatickymi proteiny a cévnimi endotelidlnimi bunécnymi
receptory. Prikladem je kininogen o vysoké molekulové hmotnosti, faktor X,

komplementovy faktor H nebo E-selektin.*® 4
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzity material

3.1.1 Bakterie a bunky

Francisella tularensis FSC200 (FOI Umea, Svédsko)
B bunky - slezinné a peritonealni z Balb/c mysi (Velas, Praha). Balb/c mysi jsou
geneticky citlivé k F. tularensis

3.1.2 Média, roztoky a chemikalie

Deionizované voda

Fyziologicky roztok

Kultivatni médium RPMI + 10% séra (Gipco)

Kultivaéni pevné pldy McLeod

PBS - laborator si pfipravuje sama

Roztok k lyzovani erytrocytli — EasyLyse (Dako)

Roztok k promyvani bunék — Cell Wash (PBS + azid + Zelatina)
Trypanova modf

3.1.3 Protilatky pro pritokovou cytometrii

anti-1-Ag-FITC  (fluorescein izothiokyanat) — FITC anti-mouse I-A’ (BD
Pharmingen, kat. €. 553547)

anti-CD5-APC - APC (allophycocyan) anti-mouse CD5 (BD Pharmingen, kat.c.
550035)

anti-CD11b-FITC - rat anti-mouse CD11b (Serotec, kat. C. MCAT74F)
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anti-CD19-PE (phycoerythrin) — PE rat anti-mouse CD19 (BD Pharmingen, kat. C.
553786)

anti-CD54-FITC — FITC anti-mouse CD54 (BD Pharmingen, kat. €. 553252)
anti-CD69-FITC — FITC anti-mouse CD69 (BD Pharmingen, kat. €. 557392)
anti-CD86-FITC — FITC rat anti-mouse CD86 (BD Pharmingen, kat. ¢. 553691)
anti-CD95-FITC — FITC mouse anti-human CD95 (BD Pharmingen, kat. ¢. 550042)

3.1.4 PFistroje a pomucky

Bakterialni klicky (Gamma)

Bakterialni hokejky

Biirkerova komdrka (Meopta)

Centrifuga BR4i (Jouan)

Centrifuga CR312 (Jouan)

Denzitometr CO 8000 (WPA Bioware)

Flow box Safeflowl.2 (Bioair Instruments)

Injek¢ni stfikacky

Kadinky

Kultivacni l&hve (TPP)

Mikroskop svételny (Carl Zeiss Jena)

Mikrozkumavky s vickem 1.5 ml ,,ependorfky* (Eppendorf)
Petriho misky (TPP)

Pipety automatické 10 pl, 20 pl, 200 ul, 1000 ul (Eppendorf)
Pipety 5ml, 10ml (TPP)

Pipetovaci nastavec Pipetus (Hirschmann laborgerate)
Prlitokovy cytometr Cyanape (Dako Cytomation)

Rukavice latexové (Sempercare)

Software pro analyzu na prdtokovém cytometru Summit Software 4.3
Stojan na ependorfky

Stojan na zkumavky

Sitko
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Spicky (Eppendorf)

Trepacka MS2 (IKA)

Zkumavky polystyrenove 5 ml (BD Falcon)
Zkumavka PS sterilni 15 ml (Gamma Group)
Zkumavky pro centrifugaci 14 ml, 50 ml (TPP)

Zkumavky pro pritokovou cytometrii

3.2 Pracovni postup

3.2.1 Kultivace bakterialnich bunék

Z masivné naockované plotny McLeod jsme, ve flow boxu, odebrali bakterialni
klickou polovinu narostlé bakteridlni kultury. Tu jsme masivné a rovnomérné
naockovali na novou pldu McLeod. Druhou polovinu bakterialni kultury jsme
stejnym zplsobem naockovali na druhou plotnu. Obé plotny jsme vlozZili do

termostatu a inkubovali 24 hodin pfi 37 °C.

3.2.2 PFiprava bakterialni suspenze

Pripravili jsme dvé zkumavky PS. Do kazdé jsme napipetovali 4 ml PBS. Jedna byla
pouZita pro pripravu bakterialni suspenze, druha jako srovnavaci roztok (blank) pfi
méreni opticke denzity (O.D.).

K pfipravé bakterialni suspenze jsme pouZili 24 hodinovou bakterialni kulturu
pfipravenou viz. 3.2.1. Ve flow boxu jsme bakteridlni klickou setfeli z plotny Cast
narostlé kultury. Kli¢ku s kulturou jsme otirali o suchou sténu zkumavky urcené pro
pfipravu suspenze. Klicku se suspenzi jsme o sténu zkumavky otirali tak, aby na
sténé nezlstaly zadné shluky bakterii. Poté jsme klicku namocili v obsahu zkumavky
a bakterialni suspenzi jsme postupné smyli ze stény zkumavky do PBS. Zkumavku s

bakterialni suspenzi jsme protfepali a vloZili do denzitometru kureni O.D..
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Optickou denzitu jsme proméfovali vii¢i PBS ve druhé zkumavce. Postup jsme
opakovali, dokud O.D. nedoséhla hodnoty pfiblizné 1.0. To odpovida koncentraci
5x10° bakterif v 1 ml PBS.

Takto pripravena bakterialni suspenze byla dale pouZita pro vysev a odeCet CFU
(viz. 3.2.3).

Bakterialni suspenze byla také pouZita pro in vivo a ex vivo infekce.

V pfipadé in vivo infekce mysi Balb/c byla suspenze pfipravena ve fyziologickém
roztoku a aplikovana intraperitonealné v davce 10° mikrobd na my$ v objemu 0.2 ml.
V pfipadé ex vivo infekce peritonealnich bunék byl na celkovy objem bakterialni
suspenze vypocitan celkovy pocet bakterii potfebny pro infekci. Bakterialni suspenze
pfipravena v RPMI médiu s10% séra byla v mnoZstvi 500 uyl (MOI = 500)
pipetovana do kazdé kultivacni lahve k suspenzi peritonealnich bunék.

3.2.3 Vysev a odeCet CFU

Do stojanku jsme pFipravili 7 zkumavek o objemu 1.5 ml, které jsme oznagili 10* az
10”. Do kaZdé jsme napipetovali 450 pl PBS. Z bakterialni suspenze s O.D. priblizné
1 (pfiprava viz. 3.2.2) jsme odebrali 50 pl a pipetou pfenesli do ependorfky oznacené
10", Novou $pickou jsme nejprve suspenzi promichali a poté odebrali 50 pl a
prenesli do ependorfky s oznagenim 102 Takto jsme pokracovali v celé Fadg, &imz
jsme docilili fedéni desitkovou Fadou. Z posledni ependorfky, oznagené 107, jsme
odebrali 50 pl suspenze, kterou jsme prepipetovali na suchou plotnu McLeod.
Suspenzi jsme roztirali sterilni bakterialni hokejkou po celé plotné, dokud se
suspenze nevsékla. Takto jsme bakterie vyseli v duplicité, spotfebovali jsme tedy 2
plotny McLeod. Radné oznagené plotny jsme vloZili do termostatu, kde se
inkubovaly vickem dold pfi 37 °C, dokud nedoslo k nardstu bakterialnich kolonii.
Poté jsme vSechny kolonie, narostlé na kazdé pddé, spocitali. Koncentraci kolonii v 1
ml bakteridlni suspenze jsme vypocitali podle nasledujiciho vzorce:

CFU = prdmérny pocet kolonii x Fedéni 1 x Fedéni 2
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Fedéni 1: fedéni plivodniho vzorku (napf. 107)
fedéni 2: 1000 pl /50 pl =20

3.2.4 Urceni poCtu a Zivotnosti bunék

Z protiepané bunécné suspenze jsme odpipetovali 10 pl, které jsme smichali s 10 pl
trypanové modfi. Tuto smés jsme napipetovali pod kryci sklicko Birkerovy
komlrky, kterd slouzi k pocitani bunék. Birkerovu komdrku jsme vloZili pod
svételny mikroskop. Ve 25 Ctvercich jsme pocitali buiiky, které se nachazely jak
uvniti kazdého Ctverce, tak buriky dotykajici se dvou stran kazdého Etverce. Pocitali
jsme zivé i mrtvé bunky. Mrtvé bunky na rozdil od Zivych (,,z&Ficich) byly zbarveny

modre.

Uréeni poc¢tu bunék

Pocet bunék v 1 ml suspenze jsme vypocitali podle nasledujiciho vzorce:

celkovy pocet Zivych bunék ve 25-ti ¢tvercich x Fedéni trypanovou modfi x koeficient
Burkerovy kom0rky

fedéni trypanovou modfi: 2

koeficient Burkerovy komdrky: 10000

Uréeni Zivotnosti bunék

Pocet Zivych bunék jsme vydélili poCtem vSech bunék (soucet Zivych a mrtvych
bunék). Vypocitané Cislo jsme vynasobili Cislici 100 a ziskali jsme Zivotnost v %.
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3.2.5 Priprava bunécné suspenze

3.2.5.1 Priprava suspenze slezinnych bunék po in vivo infekci

Sleziny vypreparované z in vivo infikovanych mysi a z kontrolnich mysi (mysi
neinfikovanych) jsme uloZili na Petriho misky do kultivacniho média. Sleziny jsme
pomoci pistu injekéni stfikacky drtili pfes jemné sitko az vznikla buné&né suspenze.
Suspenze jsme prepipetovali do centrifugacnich zkumavek a doplnili RPMI médiem
se sérem na objem 2 ml. Kazdou slezinu jsme zpracovali zvlast, suspenze jsme
nemichali. Suspenze s médiem jsme protfepali a centrifugovali 7 minut pfi 1400 rpm
a 4 °C. Supernatant jsme odstranili a pelet resuspendovali. Pak jsme bunky 3x
promyli v PBS. To znamena, Ze jsme k resuspendovanym burikdm pfidali 2 ml PBS,
protrepali a provedli centrifugaci opét 7 minut pri 1400 rpm a 4 °C. Tento krok jsme
3x zopakovali. Pak jsme provedli lyzovani erytrocytll (viz. 3.2.6). Po lyzovani
erytrocytdl jsme ur€ili pocet a Zivotnost lymfocytd (viz. 3.2.4). Nakonec jsme buiky
naredili na koncentraci 5 x 10° lymfocytd v 1 ml Cell Wash. Takto jsme bufky
pfipravili na znaCeni pomoci monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorofory
(viz. 7.2.3).

3.2.5.2 Priprava suspenze peritonealnich bunék po in vivo infekci

Peritoneélni buriky, odebrané z infikovanych i kontrolnich mysi do centrifugaCnich
zkumavek, jsme doplnili PBS roztokem na objem 8 ml v kazdé zkumavce. Suspenzi
bunék jsme centrifugovali 7 minut pfi 1400 rpm a 4 °C. Supernatant jsme odstranili,
pelet resuspendovali a doplnili PBS roztokem na objem 4 ml. Opét jsme
centrifugovali a cely postup opakovali. Takto jsme bufiky promyli 3x. Pokud
suspenze bunék obsahovaly erytrocyty, provedli jsme jako nasledujici krok lyzovani
erytrocytll (viz. 3.2.6). Nasledné jsme buriky 2x promyli v Cell Wash a urili jsme
poCet a Zivotnost lymfocytl (viz. 3.2.4). Suspenzi bunék jsme nafedili na koncentraci
5 x 10° lymfocyt(i v 1 ml Cell Wash. Takto jsme bufiky pFipravili na znageni pomoci

monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorofory (viz. 7.2.3).
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3.2.5.3 Priprava suspenze peritoneélnich bunék po ex vivo infekci

Po izolaci byly peritonealni bunky pFipraveny k ex vivo infekci. Suspenze bunék byly
pfepipetovany do kultivaCnich lahvi. Buriky v kultivacnich lahvich, oznaCené jako
kontrola, infikovany nebyly. Zbylé suspenze bunék byly ex vivo infikovany F.
tularensis FSC200. Inkubace probihala v termostatu 24, 48 a 72 hodin pfi 37 °C / 5
% CO,. Takto byly bunky pFipraveny pani laborantkou.

Po 24 hodinové inkubaci jsme pripravili kontrolni i infikované bunky ke znaceni
protilatkami nasledujicim postupem. Suspenze bunék v kultivanich lahvich jsme
roztfepali a prepipetovali do centrifugacnich zkumavek. Centrifugovali jsme 10
minut pfi 1300 rpm a 4 °C. Supernatant jsme odstranili a pelet resuspendovali. Ke
kaZzdé bunécné suspenzi jsme pridali 4 ml PBS. Opét jsme centrifugovali, odstranili
supernatant a pelet opét roztfepali a pridali 4 ml PBS. Pak jsme urCili poCet a
Zivotnost lymfocytl (viz. 3.2.4). Suspenzi bunék jsme nafedili na koncentraci 2 x 10°
lymfocytd v1 ml Cell Wash. Takto jsme buiky pFipravili na znaceni pomoci
monoklonalnich protilatek konjugovanych s fluorofory (viz. 7.2.3). Stejné jsme
postupovali pri pFipravé bunék po 48 a 72 hodinové inkubaci.

3.2.6 Lyzovani erytrocytd

Po poslednim promyti bunék v PBS (viz. 3.2.5.1) jsme odstranili supernatant a pelet
resuspendovali. Ke kazdé bunétné suspenzi jsme pfidali 4 ml 20x zfedéného
lyza€niho Cinidla EasyLyse. Za stalého michani jsme inkubovali pFi pokojové teploté
5 minut. Po inkubaci jsme do kazdé zkumavky pfidali 4 ml RPMI média pro
zastaveni lyzovani erytrocytl. Centrifugovali jsme 7 minut pfi 1400 rpm a 4 °C.
Supernatant jsme odstranili a pelet resuspendovali. K suspenzi bunék jsme pridali 2
ml Cell Wash. Buriky jsme v Cell Wash 2x promyli. Po poslednim promyti jsme opét
supernatant odstranili, pelet resuspendovali a do kazdé zkumavky pridali 2 ml Cell
Wash.
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3.2.7 ZnacCeni bunék monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi

s fluorofory

Pripravené a nafedéné bunky na poZadované koncentrace jsme fadné protfepali a
rozpipetovali do polystyrénovych zkumavek vzdy v mnoZstvi 100 pl bunécné
suspenze na 1 zkumavku. K buiikdm jsme pfidali protilatky konjugované s fluorofory
podle schémat (viz. tabulka 1, tabulka 2, tabulka 3). Burnky s protilatkami jsme
protfepali a inkubovali 20 minut ve tmé pfi pokojove teploté (popf. 30 minut na
ledu). Po inkubaci jsme do kazde zkumavky pfidali 1 ml Cell Wash, protfepali a
centrifugovali 7 minut pfi 1400 rpm a 4 °C. Supernatant jsme odstranili, pelet
resuspendovali a pfidali 1 ml Cell Wash. Opét jsme centrifugovali za stejnych
podminek, stejnou dobu. Po odstranéni supernatantu a resuspendovani bunék jsme do
kazdé zkumavky pipetovali 0.5 ml Cell Wash. Cely obsah zkumavek jsme
prepipetovali do malych zkumavek uréenych pro prdtokovou cytometrii. Timto
postupem jsme buriky pripravili k analyze na priitokovém cytometru. (viz. 3.2.8).

Tabulka | Schéma znaceni slezinnych bunék protilatkami

Oznaceni Protilatka MnoZstvi Protilatka MnoZstvi
vzorku (uh (uh
K bez barveni bez barveni
S1 I-Ag-FITC 1 CD19-PE 1
S2 I-Ag-FITC 1 CD19-PE 1
S3 I-Ag-FITC 1 CD19-PE 0.5
S4 CDG69-FITC 1 CD19-PE 1
S5 CDG69-FITC 1 CD19-PE 1
S6 CDG69-FITC 1 CD19-PE 0.5
S7 CD54-FITC 1 CD19-PE 1
S8 CD54-FITC 1 CD19-PE 1
S9 CD54-FITC 1 CD19-PE 0.5
S10 CD86-FITC 1 CD19-PE 1
S11 CD86-FITC 1 CD19-PE 1
S12 CD86-FITC 1 CD19-PE 0.5
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K - kontrolni neinfikované buriky

S1, S4, S7, S10 - infikované slezinné burky z mysi €. 1

S2, S5, S8, S11 — infikované slezinné burky z mysi €. 2

S3, S6, S9, S12 — infikované slezinné burky z mysi €. 3

Tabulka Il Schéma znaceni peritonedlnich bunék protilatkami po in vivo infekci

Znaceni Protilatka | MnoZstvi Protilatka | MnoZstvi Protilatka MnoZstvi

vzorku (ul) (ul) (ul)
KK bez barveni bez barveni bez barveni
K1 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD11b-FITC 1
K2 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 I-Ag-FITC 1
K3 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CDG69-FITC 1
K4 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD54-FITC 1
K5 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD86-FITC 1
K6 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD95-FITC 1
IK bez barveni bez barveni bez barveni
11 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD11b-FITC 1
12 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 I-Ag-FITC 1
13 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CDG69-FITC 1
14 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD54-FITC 1
15 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD86-FITC 1
16 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD95-FITC 1

K - kontrolni neinfikované burky

| — infikované bunky
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Tabulka Ill Schéma znaceni peritonealnich bunék protilatkami po ex vivo infekci

Znaceni Protilatka Mnozstvi Protilatka Mnozstvi Protilatka Mnozstvi

vzorku (") (") (W)
KK bez barveni bez barveni bez barveni
K1 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD11b-FITC 1
K2 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 I-Ag-FITC 1
K3 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD69-FITC 1
K4 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD54-FITC 1
K5 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD86-FITC 1
K6 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD95-FITC 1
IK bez barveni bez barveni bez barveni
11 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD11b-FITC 1
12 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 I-Ag-FITC 1
13 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD69-FITC 1
14 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD54-FITC 1
I5 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD86-FITC 1
16 CD5-APC 1 CD19-PE 0.5 CD95-FITC 1

K - kontrolni neinfikované buriky

| — infikované bunky

3.2.8 Analyza bunék pomoci pritokové cytometrie

Pritokova cytometrie (FCM) je technika umoziujici kvantitativné analyzovat velké

mnoZstvi Castic (napf. bunék) v suspenzi. Na zakladé rliznych presné definovanych

parametrd pak tato metoda dovoluje cilené separovat Castice (buriky) spliujici

poZadované parametry. Parametrem pritokové cytometrie mlze byt fyzikalni nebo

chemickd vlastnost bunky (napf. granularita, obsah DNA, Zivotnost, pH) a v3e co
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mlZeme oznacit monoklonalni protilatkou (povrchové molekuly diferenciacnich
antigend, intracelularni molekuly véetné cytokind atd.).

V pritokové cytometrii se méfi celni rozptyl svétla (FSC — forward scatter) Gmérny
velikosti bunék, boc¢ni rozptyl svétla pod thlem 90° (SSC - side scatter) odrazejici
vnitini  komplexitu bunék, intenzita fluorescence emitované aplikovanymi
fluorescencnimi sondami, tvar a Cas trvani svételného pulsu (rozptylu svétla,
fluorescence). K méreni téchto parametr( dochazi béhem priichodu bunék laserovym
paprskem pritokového cytometru.*®

Buriky jsme analyzovali na priitokovém cytometru Cyanapp V programu Summit
Software 4.3. Naméfend data jsme zpracovali v programu Microsoft PowerPoint.
Grafy charakterizujici zmény povrchovych markerd B bunék jsme zpracovali

v programu Microsoft Excel.

3.2.8.1 Postup pfi analyze dat z pritokové cytometrie

Z diagramu vzajemné zavislosti dvou rozptylovych parametri, SSC a FSC, jsme
vybrali populaci bunék, kterou jsme dale analyzovali. Vybrana populace bunék
urcend k dalsi analyze se nachazela v bloku R1 (Obr. 1).

Vybranou populaci bunék jsme dale analyzovali v diagramu znazoriujicim profil
exprese CD19-PE versus CD5-APC. Populace CD19 B bunék se nachazela v bloku
R6, CD5 B bunky v bloku R7 (Obr. 2).

Déle jsme jednotlivé analyzovali populaci CD19 B bunék (z bloku R6) a CD5 B
bunék (z bloku R7). Analyzou kazdé populace jsme ziskali diagram, ktery urCuje
MFI (median fluorescence intensity) aktivacni molekuly (napf CD54). A to pro
kazdou populaci zvlast (Obr. 3 a 4). Timto zplsobem jsme zhodnotili vSechna
nameérend data.

Zmeény v expresi povrchovych molekul jsme hodnotili na zakladé hodnot MFI vSech

bunék. Srovnavali jsme hodnoty infikovanych bunék po 24, 48 a 72 hodinach
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s hodnotami kontrolnich bunék. Signifikanci narGstu ¢i poklesu exprese povrchovych

molekul jsme hodnotili Studentovym t-testem.
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Obr. 1: Diagram zavislosti SS versus FS
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Obr. 2: Diagram profilu exprese CD19-PE versus CD5-APC
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Obr. 3: Diagram poctu CD19 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI
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Obr. 4: Diagram poctu CD5 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI
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4. VYSLEDKY

4.1 Zmény v povrchovych molekulach peritonealnich B
bunék po in vivo infekci F. tularensis FSC200, 24, 48 a
72 hodin

Z mysi Balb/c, infikovanych in vivo F. tularensis FCS200, jsme peritonedlnim
vyplachem ziskali peritonedlni burfiky. Pfipravili jsme bunéCnou suspenzi o
koncentraci 5 x 10° lymfocytd v1 ml Cell Wash. Buriky jsme ozna&ili
monoklonalnimi protildtkami konjugovanymi s flourofory. Pak jsme provedli
analyzu pomoci pritokového cytometru. Vysledky z pritokového cytometru jsme
vyhodnotili v programu Microsoft PowerPoint. Ziskana data jsme nakonec
zpracovali v grafech v programu Microsoft Excel.

Zmeény v expresi povrchovych molekul jsme hodnotili na zakladé hodnot MFI
(median fluorescence intenzity). Srovnavali jsme hodnoty infikovanych bunék po 24,
48 a 72 hodinach s hodnotami kontrolnich bunék. Signifikanci nardstu ¢i poklesu

exprese povrchovych molekul jsme hodnotili T-testem.

Postup hodnoceni dat ziskanych pritokovou cytometrii

Data ziskanda méfenim na pritokovém cytometru Cyanapp V programu Summit
Software 4.3 jsme dale analyzovali v programu Microsoft PowerPoint. Tento postup
ukazujeme na prehledu analyzy pro molekulu CD54 s origindlnimi diagramy.

Nejprve jsme zanalyzovali kontrolni (neinfikované) bufiky. Z diagramu vzajemné
zavislosti dvou rozptylovych parametrd, SSC a FSC, jsme vybrali populaci bunék,
kterou jsme dale analyzovali. Vybrand populace bunék urcenad k dalsi analyze se
nachazela v bloku R1 (Obr. 5).
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Obr. 5: Diagram zavislosti SS versus FS, kontrola 24 hodin

Populaci bunék vymezenou v bloku R1 jsme dale analyzovali v diagramu
znazornujicim profil exprese CD19-PE versus CD5-APC. Populace CD19 B bunék
(85.04 % bunék z bloku R1) se nachazela v bloku R6, CD5 B buiky (6.07 % bunék z

R1) v bloku R7 (Obr. 6).
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Obr. 6: Diagram profilu exprese CD19-PE versus CD5-APC, kontrola 24 hodin

Déle jsme zvIast analyzovali populaci CD19 B bunék z bloku R6. Tyto buniky jsme
analyzovali v diagramu, ktery ur€uje MFI aktivani molekuly CD54 (MFI = 27.74)

(Obr. 7).
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kontrola 24 hodin

Obr. 7: Diagram poctu CD19 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,

Stejné jsme postupovali u populace CD5 B bunék z bloku R7. Bunky jsme také
analyzovali v diagramu, ktery urCuje MFI aktivacni molekuly CD54 (MFI = 11.66)

(Obr. 8).
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Obr. 8: Diagram pocCtu CD5 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zvislosti na MFI,

kontrola 24 hodin

Stejny postup jsme aplikovali pro analyzu infikovanych bunék. Déle jsou uvedeny
originalni diagramy analyzy molekuly CD54 exprimované na peritonealnich CD19 a

CD5 B burikach po 24, 48 a 72 hodinach infekce.
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Obr 9: Diagram zavislosti SS versus FS, infekce 24 hodin
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Obr. 10: Diagram profilu exprese CD19-PE versus CD5-APC, infekce 24 hodin

Hodnota MFI CD54 molekuly na CD19 B bunkéch 24 hodin po infekci je 33.23
(Obr. 11), MFI pro CD54 molekulu na CD5 B burikach ma hodnotu 12.09 (Obr. 12).
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Obr. 11: Diagram poctu CD19 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,
infekce 24 hodin
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Obr. 12: Diagram poctu CD5 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,

infekce 24 hodin
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Obr. 13: Diagram zavislosti SS versus FS, infekce 48 hodin
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Obr. 14: Diagram profilu exprese CD19-PE versus CD5-APC, infekce 48 hodin

47



Hodnota MFI CD54 molekuly na CD19 B buikéch 48 hodin po infekci je 68.44
(Obr. 15), MFI pro CD54 molekulu na CD5 B burikach ma hodnotu 20.04 (Obr. 16).
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Obr. 15: Diagram poctu CD19 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,

infekce 48 hodin
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Obr. 16: Diagram poctu CD5 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,

infekce 48 hodin
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Obr. 17: Diagram zavislosti SS versus FS, infekce 72 hodin
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Obr. 18: Diagram profilu exprese CD19-PE versus CD5-APC, infekce 72 hodin

Hodnota MFI CD54 molekuly na CD19 B bunkéch 72 hodin po infekci je 88.12
(Obr. 19), MFI pro CD54 molekulu na CD5 B burikach ma hodnotu 24.89 (Obr. 20).
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Obr. 19: Diagram poctu CD19 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,
infekce 72 hodin
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Obr. 20: Diagram poctu CD5 B bunék exprimujicich molekulu CD54 v zavislosti na MFI,
infekce 48 hodin
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Jak jiz bylo uvedeno, ziskani data jsme déle zhodnotili v grafech v programu
Microsoft Excel. Z naméfenych hodnot MFI kontrol po 24, 48 a 72 hodinach jsme
udélali prdmér a tuto hodnotu jsme vztahovali k hodnotdm MFI ziskanych méfenim
poctu CD19 a CD5 B bunék exprimujicich aktivacni molekulu CD54 po 24, 48 a 72
hodinach infekce.

Nasleduje vyhodnoceni zmén exprese povrchovych molekul na peritonealnich CD19
a CD5 B bunkach po in vivo infekci F. tularensis FSC200 Za 24, 48 a 72 hodin.
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Graf 1: Zmény v expresi molekuly CD54 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

K poklesu poctu CD54 molekul exprimovanych na peritonealnich CD19 B burikach
doSlo, v porovnani s buftkami kontrolnimi, po 24 hodinach infekce. Po 48 a 72
hodinéch infekce doslo k narlstu, pficemz po72 hodinach byl nardst signifikantni.
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Graf 2: Zmeény v expresi molekuly CD54 na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis

FSC200 za 24, 48 a 72 hodin vQ¢i kontrole

Ke stejné situaci, jako na CD19 B burkach, doSlo na CD5 B burikach. Po 24

hodinach infekce jsme zaznamenali pokles po¢tu CD54 molekul oproti kontrolnim

burikdm. Po 48 a 72 hodinach infekce do$lo k narlstu, po72 hodinach byl nardst

taktéZ signifikantni.
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Graf 3: Zmény v expresi molekuly CD11b na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis

FSC200 za 24, 48 a 72 hodin vQ¢i kontrole

K signifikantnimu nar(stu exprese CD11b molekul na CD19 B burikach doslo po 48

hodinach infekce. K nepatrnému poklesu vici kontrolnim burikdm doslo po 24

hodinéch infekce, ke slabému nardstu po 72 hodinach infekce.
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Graf 4: Zmény v expresi molekuly CD11b na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

K signifikantnimu poklesu v expresi CD11b molekul na CD5 B buikach doSlo po 24
a 72 hodinach infekce. K poklesu doslo také po 48 hodinach infekce.
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Graf 5: Zmeény v expresi molekuly I-A tfidy Il na CD19 B burikach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Nejprve, po 24 hodinéch infekce, doslo k poklesu poctu exprimovanych I-A molekul
tfidy 11 na CD19 B burik&ch oproti buiikam kontrolnim. Pak, po 48 a 72 hodinach

infekce, jsme pozorovali narQst v expresi téchto molekul.
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Graf 6: Zmeény v expresi molekuly I-A tfidy Il na CD5 B burkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Ve viech Casovych intervalech infekce doslo k poklesu exprese molekul I-A tfidy 11
na CD5 B burikach vi¢i burikdm kontrolnim.
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Graf 7: Zmény v expresi molekuly CD69 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

O N DM O ®

Po 24 hodinéch infekce doSlo na CD19 B burikach k poklesu exprese molekul CD69

v0ci burikdm kontrolnim. NarQstu jsme zaznamenali po 48 i 72 hodinach.
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Graf 8: Zmeény v expresi molekuly CD69 na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Stejna situace, jako na CD19 B bunkach, nastala i na CD5 B burkéch. | zde doslo po
24 hodinach infekce k poklesu poctu exprimovanych CD69 molekul, nar(ist nastal
48 a 72 hodin po infekci.

CD86 (CDh19 B lymfocyty)
35

T

30

25

20

15

10

5,

K 24h a48h 72h

Graf 9: Zmeény v expresi molekuly CD86 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

K signifikantnimu nardstu poctu CD86 molekul exprimovanych na CD19 B burikéach
doslo 24 hodin po infekci. Nardst byl patrny také 48 a 72 hodin po infekci.
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Graf 10: Zmeény v expresi molekuly CD86 na CD5 B bufkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Ve vsech Casovych intervalech infekce jsem zaznamenali narlist exprese molekuly
CD86 na CD5 B burikéach. Narlst byl nejvyssi po 24 hodinach infekce.
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Graf 11: Zmeény v expresi molekuly CD95 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

O N DM O O

Pokles exprese CD95 molekul na CD19 B burikach nastal 24 a 48 hodin po infekci.
Po 72 hodinéch infekce se exprese CD95 molekul lehce zvysila.
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Graf 12: Zmeény v expresi molekuly CD95 na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

K poklesu v expresi CD95 molekul na CD5 B bufikach doSlo 24 a 72 hodin po
infekci. Nardst téchto molekul nastal po 48 hodinéch infekce.

4.2 Zmény v povrchovych molekulach slezinnych B bunék
po in vivo infekci F. tularensis FSC200, 24, 48 a 72
hodin

Z mysi Balb/c, infikovanych in vivo F. tularensis FCS200, jsme vypreparovali
sleziny. Ty jsme zpracovali na bunéénou suspenzi o koncentraci 5 x 10° lymfocyt(
v 1 ml Cell Wash. Buriky jsme oznacili monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi
s flourofory. Pak jsme provedli analyzu pomoci pritokového cytometru. Vysledky
z pritokového cytometru jsme vyhodnotili v programu Microsoft PowerPoint.
Ziskana data jsme nakonec zhodnotili v grafech v programu Microsoft Excel.

Zmeény v expresi povrchovych molekul jsme hodnotili na zakladé hodnot MFI
(median fluorescence intenzity) pouze u bunék CD19+, vzhledem k velmi nizkému
zastoupeni CD5+ B bunék ve slezindch mysi. Srovnavali jsme hodnoty infikovanych
bunék po 24, 48 a 72 hodinach s hodnotami kontrolnich bunék. Signifikanci nardstu
Ci poklesu exprese povrchovych molekul jsme hodnotili T-testem.
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Graf 13: Zmény v expresi molekuly I-A MHC tfidy Il na CD19 B bunkach po infekci F.
tularensis FSC200 za 24, 48 a 72 hodin vici kontrole

MFI

Na slezinnych B burikach doslo k narlistu poctu exprimovanych molekul 1-A MHC
tiidy 11, vGci kontrolnim bunkam, po 24 hodinové infekci. Po 48 a 72 hodinach
infekce doslo k poklesu.
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Graf 14: Zmeény v expresi molekuly CD69 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

K signifikantnimu poklesu poctu CD69 molekul exprimovanych na slezinnych B
buiikach do$lo po 72 hodindch infekce. Po 24 hodinach infekce doslo k narGstd

exprese CD69 molekul vii¢i kontrolnim burikdm, po 48 hodinach nastal pokles.
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Graf 15: Zmeény v expresi molekuly CD54 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

MFI

Ve véech ¢asovych intervalech doslo k narlstu exprese molekul CD54 na slezinnych
buikach vG¢i bunkam kontrolnim. Po 72 hodinach infekce byl tento narlst

signifikantni.
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Graf 16: Zmeény v expresi molekuly CD86 na CD19 B burnkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

V expresi CD86 molekul na slezinnych B burikach doslo také k narlistl ve vsech
¢asovych intervalech infekce. Po 72 hodinach infekce byl narQst, vici kontrolnim
burikam, signifikantni.
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4.3 Zmeény v povrchovych molekulach peritonealnich B
bunék po ex vivo infekci F. tularensis FSC200, 24, 48 a
72 hodin

Peritoneélni buriky, po infekci F. tularensis FSC200 ex vivo, jsme zpracovali na
buné&nou suspenzi o koncentraci 2 x 10° lymfocytd v 1 ml Cell Wash. Bufiky jsme
oznaCili monoklonalnimi protilatkami konjugovanymi s flourofory. Pak jsme
provedli analyzu pomoci prdtokového cytometru. Vysledky z pritokového cytometru
jsme vyhodnotili v programu Microsoft PowerPoint. Ziskand data jsme nakonec
zhodnotili v grafech v programu Microsoft Excel.

Zmeény v expresi povrchovych molekul jsme hodnotili na zakladé hodnot MFI
(median fluorescence intenzity). Srovnavali jsme hodnoty infikovanych bunék po 24,
48 a 72 hodinach s hodnotami kontrolnich bunék. Signifikanci nardstu ¢i poklesu

exprese povrchovych molekul jsme hodnotili T-testem.

CD54 (CD19 B lymfocyty)
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Graf 17: Zmeény v expresi molekuly CD54 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

Ve viech Casovych intervalech po infekci doSlo k poklesu poCtu exprimovanych
CD54 molekul na CD19 B bunkéch oproti kontrolnim burikam.
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CD54 (CD5 B lymfocyty)
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Graf 18: Zmény v expresi molekuly CD54 na CD5 B buinkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

Po 24 hodinach infekce doslo k poklesu v expresi CD54 molekul na CD5 B burikach

vici burikdm kontrolnim. Po 48 a 72 hodinach jsme zaznamenali narlist téchto

molekul.
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Graf 19: Zmény v expresi molekuly CD11b na CD19 B burkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

U CD11b molekul, exprimovanych na CD19 B bunkéch, doSlo po 24 hodinach
infekce ke snizeni poctu vici kontrolnim burikdm. Po 48 hodinach infekce bylo
mnoZstvi exprimovanych CD11b molekul témér stejné jako na kontrolnich burkach.
Po 72 hodinéch infekce doslo opét k poklesu.
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CD11b (CD5 B lymfocyty)
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Graf 20: Zmeény v expresi molekuly CD11b na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

24 a 72 hodin po infekci jsme zjistili narlistll v expresi CD11b bunék na CD5 B
bunikach ve srovnani s buiikami kontrolnimi. Pokles nastal 48 hodin po infekci.
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Graf 21: Zmeény v expresi molekuly I-A tfidy Il na CD19 B burkéch po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

V expresi molekul I-A tfidy Il byl po 24 hodinach infekce jen nepatrny pokles oproti
kontrolnim burikdam. Po 48 a 72 hodinach infekce doslo k narlistu téchto molekul.

61



I-A MHC tridy Il (CD5 B lymfocyty)
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Graf 22: Zmény v expresi molekuly I-A tfidy Il na CD5 B burikach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin vici kontrole

Na CD5 B burikéach jsme registrovali nar(ist poctu exprimovanych I-A molekul tfidy
Il ve vSech Casovych intervalech po infekci. Avsak po 24 hodinach byl nardst

nepatrny.
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Graf 23: Zmeény v expresi molekuly CD69 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Pokles poctu exprimovanych CD69 molekul na CD19 B burikach nastal 24 a 48
hodin po infekci. K nepatrnému nardistu ve srovnani s kontrolnimi bufikami do$lo 72

hodin po infekci.
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CD69 (CD5 B lymfocyty)
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Graf 24: Zmeény v expresi molekuly CD69 na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Nardst exprese CD69 molekul na CD5 B burikach nastal, vic¢i buiikdm kontrolnim,

24 a 72 hodin po infekci. Po 48 hodinach infekce doslo k poklesu.
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Graf 25: Zmeény v expresi molekuly CD86 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin véi kontrole

Ve vsech Casovych intervalech po infekci doSlo k nardstu poctu CD86 molekul

exprimovanych na CD19 B burikach ve srovnani s kontrolnimi bunikami.
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CD86 (CD5 B lymfocyty)
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Graf 26: Zmeény v expresi molekuly CD86 na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

24 a 72 hodin po infekci doslo k néarlstu v expresi CD86 molekul na CD5 B

bunikach. Oproti kontrolnim burikdm do3lo 48 hodin po infekci k mirnému poklesu.
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Graf 27: Zmeény v expresi molekuly CD95 na CD19 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{ci kontrole

Po 24 a 48 hodinach infekce doSlo na CD19 B bunkéch k poklesu exprese CD95
molekul oproti kontrolnim burikdm. Po 72 hodinach infekce nastal narlst téchto

molekul.
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Graf 28: Zmeény v expresi molekuly CD95 na CD5 B bunkach po infekci F. tularensis
FSC200 za 24, 48 a 72 hodin v{éi kontrole

Také na CD5 B bunkéch nastala stejna situace v expresi CD95 molekuly, jako na
buiikach CD19. Pokles jsme registrovali 24 a 48 hodin po infekci, narGst nastal po 72

hodinach infekce.
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5. DISKUZE A ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit zmény v expresi aktivacnich molekul B bunék po infekci
F. tularensis. Tyto zmény jsme zkoumali na B burkach Balb/c mysi, které jsou
geneticky citlivé k F. tularensis. Zaméfili jsme se na slezinné CD19 B buriky a
peritonealni CD19 a CD5 B bunky po infekci F. tularensis FSC200 v ¢asovych
intervalech 24, 48 a 72 hodin. Zmény v expresi povrchovych marker(l slezinnych B
bunék jsme zkoumali po in vivo infekci. Peritonedlni B buriky jsme hodnotili jak po
in vivo infekci, tak po infekci ex vivo. Analyzovali jsme exprese téchto aktivacnich
markerd: CD54, CD69, CD86, CD95, MHC Il a CD11b/CD18. Vechna méfeni jsme
provedli metodou priitokové cytometrie.

Molekula CD54, oznaCovand také jako ICAM-1, patfi do imunoglobulinové
superrodiny adhezivnich molekul. Exprese této molekuly se na endotelialnich
bunkach zvySuje pfi odpovédi na zanétlivé cytokiny jako je TNF-a, IL-1p a IFN-y.
PFi akutnich a chronickych zanétlivych onemocnénich se endotelidlni buriky aktivuji
a exprimuji vysoké hladiny ICAM-1. Stouto adhezivni molekulou interaguji
receptory leukocytd, cozZ je klicové pro adhezi leukocytd a transendotelialni migraci.
Na slezinnych CD19 B burikach dochdzelo béhem infekce F. tularensis FSC200
k postupnému zvysovani exprese molekul CD54. Maximalni nardst nastal tedy po 72
hodinach infekce. Jinak tomu bylo u peritonealnich CD19 B bunék jak po in vivo, tak
po ex vivo infekci. Po in vivo infekci nastal sice také maximalni narQst poctu
exprimovanych CD54 molekul po 72 hodindch infekce, predchazel mu vsak
pocate€ni pokles po 24 hodinach infekce. Jina situace nastala u CD19 B bunék po
infekci ex vivo. Tady jsme ve vSech ¢asovych intervalech infekce zaznamenali pokles
exprese téchto molekul oproti bufikdm kontrolnim. K aktivaci molekuly CD54 na
CD19 B burikach je zfejmé zapotiebi pFitomnost bunéénych populaci ¢i mediatord,
které funguji pouze v in vivo systému.

Na peritonealnich CD5 B burikach jsme po in vivo infekci zaznamenali obdobny
trend jako u peritonedlnich CD19 B bunék, rovnéz po in vivo infekci. Pocatecni
pokles po 24 hodinach infekce vystfidal narlst exprese CD54 molekul s maximem
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po 72 hodindch infekce. Stejné tomu bylo i v expresi CD54 molekul na CD5
peritonealnich B burikach po ex vivo infekci.

Selvaraj a kol.*’ odhalili, e E. coli K1 je schopna selektivné zvySovat regulaci
exprese ICAM-1 molekuly pfi invazi této bakterie do lidskych mikrovaskularnich
endotelidlnich bunék mozku (HBMEC). Rozhodujici pro tuto zvySenou regulaci
exprese ICAM-1 na HBMEC bunkédch byla interakce vnéjsiho membranového
proteinu A (OmpA) E. coli s jeho receptorem, Ecgp, na HBMEC burkach. To tedy
ukazuje, Ze zvy$ena regulace ICAM-1 nebyla zplisobena cytokiny sekretovanymi
HBMEC burikami pfi infekci bakterii. Nabizi se tedy vysvétleni, Ze i F. tularensis
mlzZe selektivné indukovat expresi ICAM-1 na B burikdch prostfednictvim
specifickych povrchovych struktur ¢i sekreci ur¢itych mediatord.

Molekula CD69 se nachazi na leukocytech. Jde o nejcasnéjsi aktivaCni bunécny
povrchovy receptor. Je konstitutivné exprimovany krevnimi destickami, zralymi
thymocyty a dale myeloidnimi a lymfoidnimi prekurzory kostni dfené. Neobjevuje se
na lymfocytech periferni krve, ale je exprimovany subpopulacemi T a B bunék
v perifernich lymfatickych tkanich. Exprese molekuly CD69 na leukocytech je
indukovéna cytokiny.

Exprese této molekuly na slezinnych CD19 B burikach se zvySila za 24 hodin po
infekci. Na rozdil od slezinnych bunék, CD19 a CD5 B bufky v peritoneu
vykazovaly spiSe sniZeni Casneho aktivatniho markeru. Obdobné reagovaly obé
populace B bunék v systému ex vivo. Pouze u CD5 peritoneélnich B bunék doslo k
aktivaci 72 hodin po infekci F. tularensis FSC200 ex vivo.

Zkoumanim role HSP60 pri aktivaci B bunék, objevili Cohen-Sfady a kol.* | Ze je
lidsky HSP60 schopen aktivovat B buriky. Stimulaci naivnich B bunék mysi timto
proteinem doSlo k proliferaci B bunék a k sekreci IL-6 a IL-10. DoSlo také ke
zvysené regulaci exprese MHC tfidy Il a dalSich molekul jako napf. CD69, CD40 a
B7-2. Také F. tularensis disponuje na svém povrchu molekulou HSP60, a je tedy
mozné, Zze HSP vede ke stimulaci B bunék a ke zvysené expresi molekuly CD69. A
to hlavné na CD19 slezinnych B buikdch a CD5 peritonealnich B buikach

infikovanych ex vivo.
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CD86, oznatovana také jako B7-2, je molekula, ktera se vyskytuje na povrchu bunék
prezentujicich antigen jako jsou dendritické bunky, makrofagy a B bunky. Exprese
CD86 je omezena prevazné na krvetvorné bunky. Prokfizeni CD86, mimo jiné,
zvysené reguluje proliferaci B bunék.

Ke zvySené expresi CD86 molekul doSlo na CD19 B burikach slezin, na CD19 B
bunkéch peritonea po in vivo i ex vivo infekci a také na CD5 B burikach peritonea
infikovanych in vivo. NejvyraznéjsSi exprese nastala u in vivo infikovanych
pritonedlnich CD19 i CD5 B bunék 24 hodin po infekci. Na slezinnych CD19 a
peritonedlnich ex vivo infikovanych B bunkach po 72 hodinéch infekce. Po ex vivo
infekci CD5 B lymfocyt( doslo ke zvySené expresi 24 a 72 hodin po infekci.

Na modelu plicni infekce mysi, zplsobené F. tularensis LVS, zkoumali Bosio a
Dow™ interakci s alveolarnimi makrofagy a dendritickymi butikami dychacich cest.
Experimenty provedli jak in vivo, tak in vitro. Na rozdil od makrofag(l doslo brzy po
infekci na dendritickych burikach ke zvySené expresi MHC tfidy 1l a CD86. Avsak
nedoSlo, u dendritickych bunék, knavozeni tvorby nékolika KkliCovych
prozanétlivych cytokind, jako je TNF-a a IL-6. F. tularensis vsak vyvolala produkci
ucinného imunosupresivniho cytokinu TGF-B jak u dendritickych bunék, tak u
makrofagll. Zda se, Ze produkce tohoto cytokiny antigen-prezentujicimi burikami v
plicich ma za nasledek zhorSenou kontrolu pribéhu infekce. Pokud byly totiz
odstranény plicni makrofagy a dendritické bunky, mysi preZivaly déle. ZvySena
exprese CD68 molekul na viech typech nami zkoumanych B bunék po in vivo i ex
vivo infekci F. tularensis miZze mit za nasledek stimulaci produkce nékterych
cytokind.

Zvysena exprese CD86 molekuly miZze byt také pFisuzovana schopnosti HSP60 F.
tularensis aktivovat B buriky, jak popsali Cohen-Sfady a kol.'* na naivnich B
bunkach mysi po stimulaci lidskym HSP60.

Podle Katze a kol.? dokéZe F. tularensis LVS stimulovat zvy$enou regulaci exprese,
mimo jiné, CD86 molekuly na dendritickych burnikach mysi a to prostfednictvim
TLR-2 receptoru. | toto miZe byt jednou z pricin zvysené exprese CD86 molekuly na
slezinnych i peritoneélnich B burikdch mysi po infekci F. tularensis FSC200.
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CD95 (APO-1/Fas) je bunécny povrchovy smrtici receptor, ktery indukuje apoptozu.
Kontroluje homeostazu mnoha tkani a ma rozhodujici roli v kontrole imunitni
odpovédi a potlaéeni nador(. Interakce s jeho ligandem, CD95L (CD178/FasL), hraje
klicovou Ulohu v regulaci periferni tolerance a lymfoidni homeostazy.

Na slezinnych B burikdch jsme zmény v expresi této molekuly z ¢asovych dlvodi
nestanovili. Ke zvy3ené expresi CD95 molekul na CD19 B burikach doSlo az po 72
hodinach in vivo i ex vivo infekce. Stejny charakter exprese CD95 molekul nastal
také u CD5 B bunék po ex vivo infekci. U in vivo infikovanych CD5 B bunék
peritonea doSlo ke zvy3ené expresi CD95 bunék jen po 48 hodinach infekce.

Jiz dFive byla prokéazana, diky studii Krogové a kol.'", apopt6za méFena priitokovou
cytometrii (AnnexinV) u CD19 slezinnych bunék. Vzhledem k tomu, Ze u
peritonealnich B bunék jsme detekovali sniZzenou expresi CD95 molekuly v ¢asnych
fazich infekce (24 a 48 hodin), dochézi k aktivaci této molekuly bakterii F. tularensis

zfejmé prednostné ve slezindch mysi Balb/c.

MHC proteiny tfidy 1l jsou exprimovany na antigen prezentujicich burikéach
zahrnujicich monocyty, makrofagy, dendritické buriiky a B buniky. Nachazi se také na
thymovych epitelidlnich bunikéch a gliovych bufikach. Tato molekula hraje klicovou
roli ve vyvoji specifickych imunitnich odpovédi proti patogentim.

Na slezinnych CD 19 B burikéach jsme pozorovali narlst poctu molekul MHC t¥idy 11
pouze 24 hodin po infekci. U peritonealnich CD19 B bunék jak po in vivo, tak po ex
vivo infekci, doSlo ke zvysené expresi MHC molekuly tfidy 1l 48 a 72 hodin po
infekci. Na CD5 B burkach po ex vivo infekci jsme ve vSech ¢asovych intervalech
registrovali zvySenou expresi dané molekuly. Na CD5 B burkach, infikovanych in
vivo, doSlo ve viech Casovych intervalech k poklesu exprese molekuly MHC tfidy I1.
Jednou z moznych pFi€in zvySené exprese MHC molekuly tfidy Il po infekci F.
tularensis FSC200 mdze byt stimulace B bunék prostfednictvim TLR-2 receptoru F.
tularensis. Katze a kol.® prokézali tuto skutenost v prib&hu infekci F. tularensis
LVS na dendritickych bunikach mysi.
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Ke zvysene expresi této molekuly na B bunkach mohlo dojit také diky aktivaci
prostfednictvim HSP60 F. tularensis. Cohen-Sfady a kol.*® prokazali tuto skuteénost
aktivaci naivnich B bunék mysi prostfednictvim lidského HSP60.

CD11b/CD18 (CR3, Mac-1) je hlavni B2 integrin eprimovany na neutrofilech.
Zastavd vyznamné funkce v imunité a zanétu. Tato adhezivni molekula hraje
klicovou roli pfi pevném pripojeni cirkulujicich leukocytd, zejména neutrofil(,
k cévnimu endotelu, stejné jako v transendotelialni migraci do tkané. Peritonealni B-
1 bunky exprimuji na svém povrchu CD11b v komplexu s molekulou CD18, ktery se
nazyva Mac-1/CR3 komplementovy receptor a adhezivni molekula.

Pritomnost této molekuly jsme méfili pouze na membréné peritonealnich B
lymfocytl. K vyrazné zvysené expresi této molekuly doslo na peritoneélnich CD19
B burikach 48 hodin po in vivo infekci. Slaby narlst jsme registrovali také 72 hodin
po infekci. Ex vivo infikované CD19 B bunky vykazovaly sniZeni poctu
exprimovanych CD11b molekul po 24 a 72 hodin&ch. Po 48 hodinach infekce bylo
mnoZstvi téchto molekul téméF stejné jako na burfikach kontrolnich.Ke sniZené
expresi dané molekuly na CD5 B burikach doSlo ve vSech Casovych intervalech in
vivo infekce. Na CD5 B burikach, po ex vivo infekci F. tularensis FSC200, doslo ke
zvysené expresi CD11b molekuly po 24 a 72 hodinéch.

Nasr a kol.*® prokézali, e adhezi zprostfedkovana fagocytéza F. tularensis LVS
lidskymi dendritickymi burikami je zavisla na expresi komplementovych receptord,
CR3 (CD11/CD18) a CR4 (CD11c/CD18) a na opsoninech odvozenych od
komplementového faktoru C3. Je tedy mozné, Ze zvySené exprese CD11b molekul na
peritonealnich B bufkach hraje stejnou uUlohu i u této bunéCné populace pfi
fagocytoze zprostiedkované adhezi F. tularensis FSC200.

Jak je vidét z vysledkl, F. tularensis je schopna aktivovat vétSinu studovanych
molekul B bunék v méfenych Casech infekce. Rozdily byly patrné ve vzajemném
porovnani in vivo a ex vivo systémi a v porovnani jednotlivych B bunécnych
populaci CD19 a CD5.
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Ve VétSing pripadl dochazelo k rozdilnym expresim povrchovych markerd B
bunécnych populaci pfi srovnani infekce in vivo a ex vivo. Z toho je zfejmé, Ze se do
interakce B bunék s F. tularensis, pfi in vivo infekci, zapojuji i jiné soucasti Ci
organy imunitniho sytému. Pro dalSi studia interakce slezinnych Ci peritonealnich B

bunécnych populaci s F. tularensis je tedy vhodné pracovat v in vivo systému.
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