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Uvod

Stimulaci receptoru TLR4 na povrchu makrofagii lipopolysacharidem gram-
negativnich bakterii se aktivuji dvé rtzné signalni cesty. Signalni cesta zavisla na
adaptorovém proteinu MyD88 vede k aktivaci transkripéniho faktoru NF-kB a tim
k produkci cytokinu TNF-a a dalich prozanétlivych cytokind. Signalni cesta nezavisla
na MyD88 aktivuje transkripéni faktor IRF-3, ktery fidi produkci chemokinu IP-10
a interferonu 1. tiidy IFN-a a INF-f. Tato druha signalni cesta je bézné indukovana viry
ptes receptor TLR3. U F. tularensis bylo prokazano, ze u makrofagi inhibuje aktivaci
NF-xB a tim i produkci TNF-a.

Na povrchu B-bunék byly identifikovany dva navzajem nezavislé receptory pro
lipopolysacharid. Signalizace pfes TLR4 zavisla na adaptorovém proteinu MyD88 vede
stejn¢ jako u makrofagl k aktivaci transkripcniho faktoru NF-kB. Receptor RP105 je
preferenéné exprimovan na B-bunkach, indukuje signdlni cesty vedouci k JNK

a NF-kB. Zatim nebylo publikovano, zda F. tularensis ovliviiuje i tyto signalni cesty.

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit, zda u monocyto-makrofagové bunécné
linie J774 dochazi pti infekci F. tularensis k aktivaci signalni cesty nezavislé na
MyD88. U B-bunécné linie A20 jsme zjistovali, jestli pii infekci F. tularensis dochazi
k aktivaci transkripcniho faktoru NF-kB a jestli podobné jako u makrofagi existuje také

paralelni cesta aktivace.

K pokusiim jsme vyuzili metodu reverzni transkriptdzové polymerazové
fetézové reakce. Sledovali jsme zmény v genové expresi makrofagové a B-bunécné linie

vlivem infekce F. tularensis nebo stimulace bakterialnim lipopolysacharidem.



1 Teoreticka cast

1.1 Francisella tularensis
1.1.1 F.tularensis — puvodce tularemie

K objeveni nového patogenu, ktery byl nazvan Bacterium tularense, dovedlo
McCoye a Chapina vypuknuti choroby podobné moru mezi veverkami v Tulare County
v Kalifornii v roce 1911. Diky vyzkumu Edwarda Francise bylo zji$téno, ze Bacterium
tularense je také ptivodcem nékolika chorob ¢lovéka. Tyto choroby jsou dnes souhrnné
oznaCovany jako tularemie. Bacterium tularense byla na pocest Dr. Francise

pfejmenovana na Francisella tularensis (1).

F. tularensis zpusobuje zoondzu tularemii u mnoha savcd. V jejim Zivotnim
cyklu hraji dilezitou roli kralici, zajici, hrabosi, mysi, veverky, ondatry a bobfi, ale také
pfechodni vektofi mouchy, komaii a klistata. F. tularensis ma ziejmé jesté dalsi
ptirodni zdroj. Za jeden z moznych rezervoarl jsou povazovany améby, vyskyt nékolika

poddruht je také spojen s vodou (2,3).

Clovék mize ziskat tularemii b&hem manipulace s nakazenymi zvifaty, poZitim
kontaminované vody nebo potravy, kousnutim hmyzu sajiciho krev nebo vdechnutim
aerosolu obsahujiciho bakterie (4). Bakterie se pomnozi v misté nakazy a rozsiii se do
lymfatickych uzlin, jater a sleziny. Tularemie se Casto projevuje symptomy podobnymi
chiipce: bolest hlavy, horecka, tfes, nevolnost, priijem, pneumonie. Nemoc je
manifestovana respiracni, orofaryngealni, gastrointestindlni nebo ulceroglandularni

formou, které se mohou vyvinout ve formu tyfoidni (5).

1.1.2 F. tularensis — patogen

F. tularensis je fakultativné intracelularni, gramnegativni, nepohybliva,

nesporulujici ty¢kovita bakterie (4).

Francisella je jediny rod tridy Francisellaceae. V ramci rodu Francisella jsou
na zaklad¢ podobnosti DNA a sloZeni mastnych kyselin rozliSovany 2 druhy: tularensis
a philomiragia. Druh Francisella tularensis je roz¢lenén do 5 poddruhi: tularensis

(také neékdy oznacovan jako F. tularensis typu A), novicida, mediasiatica, holarctica



(F. tularensis typu B) a varianta poddruhu holarctica nalezena v Japonsku. Francisella

philomiragia je ondatii patogen (3).

Pouze F. tularensis subsp. tularensis a subsp. holarctica zpisobuji onemocnéni
u Cloveka. Subsp. tularensis se vyskytuje v Severni Americe, zpusobuje tézké akutni
onemocnéni, koncici Casto smrti pacienta. Letdlni infekci vyvold jiz 10 bakterii
podanych subkutanné nebo 25 vdechnutych bakterii. Subsp. holarctica je rozsifen
hlavné v Evropé, centralni Asii a Skandinavii, onemocnéni je mirn€j$i a imrtnost nizsi.
Pro svoji extrémni nakazlivost riznymi cestami, nizkou infekéni davku, snadné Sifeni
aerosolem a schopnost zpiisobit tézké onemocnéni a smrt jsou tyto 2 poddruhy zatazeny
do kategorie A moznych prostfedkl bioterorismu. Podle udajii Svétové zdravotnické
organizace by po rozpraseni 50 kg virulentni bakterie F. tularensis ve form¢ aerosolu
nad velkoméstem o 5 milionech obyvatel vyzadovalo intenzivni zdravotni péci 250 000

nemocnych, 19 000 ptipadi by skoncilo smrti (1,3.4).

Oslabenim F. tularensis subsp. holarctica byl odvozen kmen F. tularensis LVS.
Tento kmen ma nizkou virulenci u lidi, coz je dulezité pro bezpecnost vyzkumnych
pracovniki. U mysi ale zpUsobuje smrtelné onemocnéni, které se z hlediska
histopatologie podoba lidské tularemii (LDsp pro i.p. podani je 1 bakterie, LDsg pro s.c.
nebo i.d. podani je 1 x 10° bakterii). Proto je tento kmen vyuZivan jako modelovy
intracelularni patogen, ktery by mohl pomoci objasnit imunologii a patogenezi F.

tularensis i jinych intracelularnich patogent (1).

1.1.3 F. tularensis — imunita

Podobné¢ jako u jinych intracelularnich bakterii, je po infekci mysi F. tularensis
LVS vyvolana silnd a dlouhotrvajici primarni imunitni odpovéd’ zahrnujici rychlou
produkci IFN-y, TNF-o, IL-12, aktivaci makrofagd, neutrofild a iNOS. Pro
dlouhodobou kontrolu primarni 1 sekundarni infekce LVS je hlavni aktivace
a pomnozeni specifickych T-bunék. Ugast riiznych T-bunék se méni v sile a daleZitosti
s ¢asovym intervalem po infekci. Uloha B-bunék, NK anebo NK T-buné&k zatim nebyla

pln¢ objasnéna (1).
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1.2 Interakce F. tularensis s hostitelskymi buiikami

F. tularensis ma schopnost infikovat mnozstvi lidskych a zvifecich
fagocytujicich 1 nefagocytujicich bunék (naptf. hepatocyty, fibroblasty, endotelialni
bunky, epitelidlni bunky, bunky HelLa) a pomnozit se v nich (2). Obecné jsou za hlavni
rezervoar F. tularensis in vivo povazovany makrofagy (lidské, mysi, krysi, krali¢i

a morcect) (3).

1.2.1 Interakce s makrofagy

1.2.1.1 Fagocytoza

K fagocytéze mikroorganismi a castic dochazi po specifické interakci mezi
receptory a ligandami a je umoznénd polymerizaci aktinu (3). Pfi internalizaci mnoha
intracelularnich patogeni hraje dileZitou roli komplement a receptory komplementu,
jejichz interakce umozni tésny kontakt bakterie s makrofagem anebo aktivaci
intracelularnich signalnich cest. Ultrastuktura vlastniho procesu je rtizna. Pti klasické
fagocytoze (napf. M. tuberculosis) vede interakce mezi ligandy na povrchu ¢astic
a fagocytickymi receptory k tésnému obklopeni castice symetrickymi panozkami.
L. pneumophila je pohlcovana nékolika velmi tésnymi vrstvami asymetrickych

panozek (4).

F. tularensis je obklopovana prostornymi asymetrickymi klickami z panozek,
které se béhem nckolika 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. Bakterialni molekula
aktivujici tento proces je zaroven termostabilni a odolnd vic¢i plsobeni protedz.
Zvazovana je role lipopolysacharidu. Po oxidaci a zesiténi bakteridlnich povrchovych
uhlovodiki je aktivovana pouze klasicka fagocytoza. Podle Clemense a kol. (2005) je
pro internalizaci F. tularensis nutna pfitomnost komplementu a zvlasté

komplementového receptoru CR3 (4,5).

11



1.2.1.2 Lokalizace F. tularensis v makrofazich

Obecné prochazi fagozom beéhem zrani nékolika fazemi. Féaze casného
endozému je regulovana Rab5 GTPazou, pH vnitiniho obsahu se pohybuje kolem
hodnoty 6,5. Faze pozdniho endozému je kontrolovana molekulou Rab7. Pozdni
endozom je okyselen ATPazou na pH 5,0 — 5,5. Nasledné dochazi k fuzi s lyzozémem.
Fagolyzozoém obsahuje mnozstvi oxidacnich cinidel, kationickych antimikrobialnich
peptidd a hydroldz, které dokazi zabit a rozlozit pohlcenou bakterii. Cely proces
probéhne béhem nékolika minut od pohlceni bakterie nebo inertni ¢astice (3,5). Pro
kazdou fazi zrani endozoému jsou typické urcité znaky. Ve fazi ¢asného endozomu lze
detekovat transferrin, receptor pro transferrin a EEA1. Mezi znaky pozdniho endozému

a lyzozému patii CD63, LAMP-1 a LAMP-2 a kyselé hydrolazy, napt. Cathepsin D (8).

Aby byly intracelularni bakterie schopné pfezit a mnozit se uvniti hostitelské
buiiky, vyvinuly nékolik strategii obchéazejicich degradani obranné mechanismy.
Jednou z moznosti je unik pomoci lyzy membrany fagozému kratce po fagocytdze
a nasledné pomnozeni v cytoplazmé hostitelské bunky (napt. Listeria monocytogenes,
Shigella spp.). Nékteré druhy bakterii jsou naopak schopné pozménit vyvoj fagozomu
ve sviij prospéch, mnozi se ve fagozému (napt. Mycobacterium tuberculosis, Legionella

pneumophila) nebo ve fagolyzozému (napt. Coxiella burnetii) (5,8).

Vyvoj fagozoému obsahujiciho zivou F. tularensis (FCP) je vyjimecny.
V porovnani s nékterymi intracelularnimi bakteriemi neni u F. tularensis znam zadny
sekre¢ni systém, ktery by ji umoznil zastavit zrani fagozému. B&hem pfiblizn€¢ 4 hodin
po infekci prochazi FCP vyvojem pies ¢asny endozom, vyznacujici se znakem EEAL,
k pozdnimu endozomu se znakem LAMP-1 a LAMP-2. Kyselé hydrolazy jako napf.
Cathepsin D ovsem nejsou v FCP pfitomny; pH zmétené v endozému 3-4 hodiny po
infekci ma hodnotu 6,7 rovnajici se pH okolni cytoplazmy. Na ultrastrukturalni Grovni
lze rozeznat neporusenou fagozomalni membranu prvni 2 hodiny po infekci. Do §-12
hodin po infekci dochdzi k postupnému rozruseni fagozomalni membrany a uvolnéni
bakterii do cytoplazmy, kde se mnozi. Pfi fagocytoze usmrcené F. tularensis ma pH
pozdniho endozému hodnotu 5,5, Cathepsin D je piitomen a dochazi k fuzi fagozomu

S lyzozomem (5).

Ptiblizn€ 9 hodin po infekci Ize v cytoplazmé detekovat multilamelarni struktury
FCV obsahujici bakterie, které maji charakter autofagozému. Jejich tvorba je

podminéna urcitym stupném pomnozeni bakterie uvnitt bunikky anebo aktivni syntézou
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proteini. U F. tularensis ziejmé¢ slouzi k prezentaci tularemickych antigent
zprostiedkované pres MHC 11 T-buiikam (7,9).

1.2.1.3 Mechanismus piisobeni F. tularensis v makrofazich

Dilezitou roli pifi zastaveni zrani fagozému ve fazi pozdniho endozomu
2-4 hodiny po infekci zfejmé hraji proteiny IglA, IglC, PdpA a PdpD, kédované geny
v oblasti o velikosti 33,9 kb oznacované jako ostrov patogenicity (FPI) a jejich
regulatory MglA a MgIB. Geny MglA a MgIB se podobaji genim pro proteiny SspA
u E. coli, které béhem nutri¢niho stresu funguji jako regulatory transkripce. Tato oblast
je mezi ostatnimi bakteridlnimi druhy ojedinéla. Pfi pokusech, kdy geny této oblasti
byly inaktivovany, bakterie nebyly schopné uniknout z fagozomu a pomnozit se uvnitt
hostitelské buniky. Dal$imi proteiny, které maji vliv na intracelularni pteziti bakterie,
jsou alanin racemaza, glutamin fosforibosylpyrofosfat amidotransferaza a ClpB

proteaza (2,5).

1.2.1.4 Osud makrofagi infikovanych F. tularensis

StéZejni Gloha makrofagii béhem imunitnich reakci zahrnuje nékolik
mechanismi: (i) pohlcovani a destrukce bakterii, parazitl, vird a infikovanych bunék,
(i1) uvoliovani cytokinil ovlivitujicich dalsi buniky imunitniho systému, (iii) zpracovani
antigenl a prezentace pohlcenych peptidii T-bunikdm, (iv) oprava poskozenych tkani.
Jsou nepostradatelni pfi aktivaci pfirozené i1 ziskané imunity. Intracelularni patogeny
vyvinuly mnozstvi riznych zptsobtl, kterymi si vytvari vhodné podminky pro rast
amnozeni uvniti eukaryotickych hostitelskych bunék. Casto se jednd o syntézu

specifickych proteint (10).

Mikroorganismy jsou také schopné regulovat apoptéozu makrofagh a jinych
hostitelskych bunék ve svij vlastni prospéch. Nékteré intracelularni bakterie inhibuji
apoptozu. Napt. Rickettsia spp. aktivaci NF-kB signalni cesty ochrani infikované burnky
cévniho endotelu. Naopak jiné bakterie apoptozu vyvolavaji, napt. Shigella flexneri,
Yersinia enterocolica. Chlamydie spp. v casné fazi infekce apoptéozu inhibuje,

V pozdnich fazich apoptdézu navozuje. Na druhou stranu miiZze apoptdza slouZit jako
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obranny mechanismus hostitelské bunky, kterym brani adaptaci mikroorganismu

v intracelularnimu prostfedi (10,11).

U F. tularensis byly popsany dva rozdilné mechanismy apoptozy. Béhem casné
faze infekce je aktivovana apoptdza zprosttedkovana cestou kaspazy-1 zavisla na ASC.
90 % bunck je usmrceno béhem 5 hodin. Jednd se o zplsob primdrni obrany
hostitelskych bunék. Kaspaza-1 aktivovana prostfednictvim adaptorové molekuly ASC
umozni pfeménu prozanétlivych cytokint pro-1L-1f a pro-1L-18 na zralé, aktivni formy
IL-1B alL-18, které se ucastni obrany hostitelské bunky vi¢i intracelularnimu

patogenu. Kaspaza-1 je cysteinova proteaza znacici smrt hostitelské bunky.

V pozd¢jsi fazi infekce je bunécnd smrt aktivovana vnitini cestou nezéavislou na
kaspaze-1. Dilezita je zde ucast mitochondrii uvoliujicich cytochrom c. Nasleduje
aktivace kaspazy-9, tvorba apoptozomu a aktivace kaspazy-3 detekovatelné 12-18 hodin
po infekci. Buiiky jsou usmrceny v prubéhu 24-48 hodin. Tento mechanismus vyzaduje
bakteridlni replikaci, kterd zac¢ind 6 hodin po infekci. Ciprofloxacin pfidany k bunééné

linii 12 hodin po infekei usmrti bakterie a zabrani apoptéze hostitelské buiky. (2,3,12).

Druha cesta apoptozy pii infekci makrofagové linie F. tularensis je zavisla na
aktivaci signalni cesty pies p42/p44 MAPK a vytazeni antiapoptické signalni cesty pies
p38 MAPK. p42 a p44 MAP kinazy kontroluji bunéény rist a diferenciaci. K aktivaci
dochazi fosforylaci threoninovych a tyrozinovych zbytkd zejména 18-36 hodin po
infekci. Toto zjisténi bylo velmi piekvapujici, protoze p42/p44 MAPK signalni cesta je
obecné povazovana za antiapoptickou (10). Zda se, Ze aktivace p42/p44 MAPK souvisi

se vznikem autofagozomu, kdy byla aktivace této kindzy popsana (9).

1.2.1.5 Signalni cesty aktivované pies TLR

Receptory skupiny Toll

TLR maji stéZejni ulohu pii detekci mikrobidlni infekce béhem nespecifické
imunitni reakce. U savcl jSou tyto receptory schopné rozeznéavat konzervativni
produkty metabolismu bakterii, tzv. struktury charakteristické pro patogenni
mikroorganismy (PAMP), které jsou produkované pouze mikroorganismy, jsou
nezbytné dulezité pro nékterou fyziologickou funkci mikroba a jsou typické pro urcitou

skupinu mikroorganismi. Jednd se napf. o lipopolysacharidy bunécné stény gram-
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negativnich bakterii, peptidoglykany, lipoteichovou kyselinu bunééné stény gram-

pozitivnich bakterii, glykany bohaté na mannézu, flagelin nebo pilin (13,14).

TLR jsou vyuzivany hlavné¢ builkami v mistech vstupu patogent do
hostitelského organismu, nachazeji se napf. u bun€k imunitniho systému (slezinné
bunky, leukocyty, granulocyty, monocyty a makrofagy), dale u epitelidlnich buné¢k
kize, respiracniho, intestindlniho a urogenitalniho traktu, kde tvoii prvotni ochrannou
bariéru. Jejich aktivaci dochdzi k syntéze prozanétlivych cytokini a interferont
dalezitych pro rozvoj nespecifické imunitni reakce a kostimulacnich molekul, které

umozni aktivaci T-buné€k a specifické imunity (15).

TLR patfi do rodiny transmembranovych receptori typu I, pro které je
charakteristicka extracelularni, na leucin bohata doména LRR a intracelularni Toll/IL-1
receptorova doména TIR. Mezi transmembranové proteiny obsahujici TIR doménu patii

také receptory z rodiny IL-1, napt. IL-1R nebo IL-18R (13).

Prvni TLR byl objeven u octomilky, kde kontroluje vyvoj dorzoventralni osy
embryi a obranné reakce proti houbovym infekcim u dospé€lych jedinct. Dnes je u savct
znamo alespoil deset rGznych TLR, které maji rizné funkce v ramci nespecifické
imunity. TLR ligandy se 1isi strukturou i plivodem, vétSinou jde o PAMP. Jejich
asociace s extracelularni doménou TLR vede ke konformaéni zméné v cytoplazmatické

¢asti receptoru (13,31).

Jako prvni savéi TLR byl popsan TLR4. Je vyuzivan hlavné bunkami
imunitniho systému v¢etné makrofagl a dentritickych bunék. Jeho hlavnim ligandem je
LPS gram-negativnich bakterii, dale pak lipoteichova kyselina a protein teplotniho Soku
HSP60. Transmembranovy signal je pfendsen pomoci komplexu molekul CD14, TLR4
a MD-2. MD-2 je také nezbytny pro expresi TLR4 na povrchu bunky. TLR2
rozpoznava velké mnoZstvi mikrobidlnich produktd, napf. peptidoglykany gram-
pozitivnich bakterii, lipoproteiny, lipoarabinomannan mykobakteridlni bunétné stény,
buné¢nou sténu kvasinek a dalsi. S TLR1 a TLR6 je schopen vytvaiet heteromerni
struktury, kazdd z nich je urcena k rozpozndvani rozdilnych ligandi. TLR3 je casty
u dendritickych bunék, slouzi jako receptor pro dvoufetézcovou RNA produkovanou
viry vurcité fazi jejich infekéniho cyklu. TLRS5 rozeznava flagellin, protein
bakteridlniho bic¢iku. Pro TLR7 zatim nebyly popsany specifické mikrobidlni produkty,
tyto receptory mohou byt stimulovany malymi antivirovymi molekulami se strukturou

nukleosidu (imiquimod a resiquimod). Pfedpoklada se, ze tyto ligandy jsou spojeny
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i s aktivaci lidskych TLR8. Ligandem pro TLR9 je nemethylovana bakterialni DNA
(13, 30,31).

Signalni cesty aktivované pies TLR4

Navazani LPS na TLR4 muze vést k nékolika klinickym jevim vcetné
endotoxinového Soku, zénétu, endotoxinové tolerance a imunitni odpovédi typu Thl,
které jsou zprostiedkované masivni produkci prozanétlivych cytokinii a chemokint.
LPS je také schopen indukovat velké mnozstvi antivirovych proteinii a chemokind,
které jsou regulovany interferony téidy | a Il. Transkripce téchto cytokind a chemokind

je fizena transkripénimi faktory NF-xB a IRF-3 (30).

Dosud byly popséany c¢tyti adaptorové molekuly obsahujici doménu TIR, které se
podileji na signalizaci ptes TLR4: MyD88 a MAL/Tirap pro signélni cestu zavislou na
MyD88, vedouci k transkripénimu faktoru NF-xB a expresi genti pro TNF-a, IL-1, IL-
12, IL-8 atd., dale Trif/TICAM-1 a Tram/TICAM-2 zprostiedkovavajici signalizaci
vedouci k transkripénimu faktoru IRF-3 a expresi gend pro IFN-B, IP-10, Rantes, iINOS
atd. signalni cestou nezavislou na MyDS88 (30, 31).

Ditlezitymi slozkami MyD88-dependentni signdlni cesty jsou adaptorové
proteiny MyD88, TOLLIP a TRAF6 a kindza IRAK. MyD88 obsahuje dv¢ interaktivni
domény: TIR doména na C-konci se vaze na TIR doménu TLR nebo IL-1R, doména na
N-konci se vaZze na doménu kinazy IRAK. IRAK je fosforylovdna a vaZze se na TRAFG,
ktery ptes TAK1 aktivuje NF-kB a pfes MKK6 potom JNK a p38 MAP kinazu (13).

Adaptorovy protein TIRAP neboli Mal se napojuje na TIR doménu TLRA4.
S MyD88 vytvati dimerni strukturu, ktera 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. Vytvaii komplex s IRAK, ktery se rozpada po
autofosforylaci IRAK. TOLLIP ma schopnost utlumit aktivitu IRAK a takto zabranit
aktivaci NF-xB pfi stimulaci IL-1 a ligandy pro TLR2 a TLR4, coz by mohlo byt

vyuzivano béhem zanétu a infekce k omezeni produkce prozanétlivych medidtort. (15).

Pouze u TLR4 byl popsan adaptorovy protein TRAM neboli TICAM-2 stézejni
pro spusténi MyD88-independentni signalni cesty. TRAM pisobi na TRIF neboli
TICAM-1. TRIF propojuje obé¢ signalni cesty asociaci s TRAF6, jehoz aktivace vede az
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Kk transkripénimu faktoru NF-xB. Druhou variantou je 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 IFN-B muze byt zprostfedkovana také pres TLR3 vlivem virové infekce nebo
dvouretézcové RNA. Adaptorovym proteinem této signalni cesty je pouze

TRIF/TICAM-1 (14-16).

ds RNA

IFNS 4—— 8?] NFKkB IFNf = 4 ’ =

NFkB
RANTES m RANTES m
P10 M Eg. TNFa L M s £g. TWFa
Obr. 1 Signalni cesty cesty pro TLR3 a TLR4 (16)
Za nejdilezitéjsi transkripcni faktory zahrnuté v TLR-

zprostifedkovanych signalnich cestach jsou povaZzovany NF-kB a IRF-3, jejichZ aktivace

vede k expresi mnoha genti véetné genti pro cytokiny a chemokiny (16).

1.2.1.6 VIiv F. tularensis na signalni cesty aktivované pifes TLR

IFN-y a TNF-a maji stézejni Ulohu pii aktivaci makrofaglh a béhem kontroly
infekce (2). Dosud nebyl popsédn Zadny intraceluldrni patogen schopny mnoZeni
v makrofazich aktivovanych IFN-y. Také FCP v aktivovanych makrofazich vyzrava
béhem prvni hodiny po pohlceni bakterie aZz do faze fagolyzozomu s detekovatelnym
ukazetelem Cathepsinem D. F. tularensis neunika do cytoplazmy, membrana fagozomu

je nedotcend 1 24 hodin po infekci (5).

Intracelularni bakterie vyvinuly mnoho zplsobl, jak zeslabit antimikrobidlni

efekt fagocytl. Signdlni cesty pro produkci prozanétlivych cytokinli a chemokint jsou
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idealnim cilem, protoze jedina chyba znemozni expresi stovek gent pro antimikrobialni
efektorové molekuly - cytokiny a chemokiny, véetné TNF-a, IL-1, IL-12, IP10 a INF-f.
PoruSeni signalni cesty vedouci k transkripénimu faktoru NF-kB bylo pozorovano napf.

u druhi Toxoplasma gondii, Leishmania donovani a rodu Salmonella a Yersinia (2, 18).

Inhibi¢ni mechanismus vyuzivany F. tularensis zatim nebyl pozorovan u jiné
intracelularni  bakterie. Extracelularni F. tularensis interaguje s povrchovymi
molekulami monocytii, dochazi k aktivaci signalnich cest vedoucich k transkripénim
faktorim MAPK a NF-kB a k nasledné sekreci prozanétlivych cytokint, napt. 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
TNF-a a IL-1. Signalizace pfes TLR4 a TLR2 zlstavd zablokovand i po ptidani
agonistll téchto receptorti E. coli LPS nebo BLP. Dulezitym virulenénim faktorem je
bakteridlni stresovy protein o velikosti 23 kDa, ktery se uplatituje béhem adaptace
bakterie v intracelularnim prostiedi. Nezanedbatelnou tlohu zde maji také proteiny
kodované v FPI, zejména IglC. Presné misto zasahu F. tularensis do signalnich cest
makrofagl se zatim nepodafilo lokalizovat. Signéalni cesty nebyly ovlivnény stimulaci
F. tularensis LPS, ktery ma snizenou toxicitu v disledku své neobvyklé
struktury (2,18).

B¢hem 30 minut po infekci makrofagt F. tularensis dochazi k aktivaci Akt. Akt
je proteinova kindza, kterd mé vliv mimo jiné na pribéh bunétného cyklu, prezivani
bun¢k, genovou transkripci zévislou na NF-kB a bunécnou migraci. V zavislosti na
podnétu mize Akt aktivovat nebo inhibovat trankskripéni faktor NF-xB. Pfi stimulaci
PDGF nebo TNF-a dochazi k aktivaci NF-kB a k produkci prozanétlivych cytokint
a chemokinii a zaroven k inhibici produkce protizdnétlivého cytokinu IL-10. Pfi
stimulaci vyvolané LPS dochazi k inhibici NF-xB. Jeji aktivita je zfejmé regulovana

reguldtorem FPI MglA (19).

1.2.2 Interakce s B-burikami

1.2.2.1 Uloha B-bunék v priibéhu ¢asné imunitni odpovédi k F. tularensis

Uloha B-bundk b&hem vytvaieni imunity byla tradiéné piisuzovana tvorbé

protilatek. Pti infekci intraceluldrnimi patogeny mayji ale protilatky pouze maly vyznam
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vzhledem k lokalizaci patogenu uvniti buriky, ktera ho chrani pied G¢innym navazanim

protilatek (1).

Zvlastnosti pozorovanou u mysi infikovanych F. tularensis LVS je vytvoteni
silné ochrany proti letalni davce v kratké dob¢ po podani subletalni davky: mysi po i.d.
podané subletalni davce 1 X 10° LVS jsou schopné piezit letalni i.p. nebo i.v. podanou
davku vice nez 10° nasobku LDsp po 3 dnech od prvotni subletalni davky. Takto vznikla
ochrana je nespecificka, nezavisla na T-burikach a trva pfiblizn¢ 1 mésic. Dulezitou roli
zde nejspiSe hraji B-buiiky - nezavisle na tvorbé protilatek - produkci rozpustnych
mediatori s uinkem mistnim nebo systémovym. B-bunky jsou schopné sekretovat
mnoho mediatorQ, napt. IL-4, IL-6, 1L-10, TNF-of3 a IL-12, ale ne IFN-y. IL-6, IL-12
a TNF-of jsou dulezité¢ cytokiny pro regulaci produkce IFN-y a aktivaci makrofagh
behem intracelularni infekce vcetné LVS. B-buiniky by mohly pfimo interagovat s jinymi
buitkami, napt. s NK-buikami, jejichz aktivace vede ke zvysené produkci IFN-y. Také
by mohly poskytovat medidtory, které béhem LVS infekce nejsou jinymi bunikami
produkovany, nebo produkci cytokinti vyrazné zesilovat cytokinovou odpovéd’ na LVS

infekci. Protilatky maji zfejmé omezenou roli béhem dlouhodobé ochrany proti

LVS (1,25,26).

Silnym stimulantem B-bun¢k je LPS gram-negativnich bakterii. B-bunky
exprimuji na svém povrchu 2 receptory pro LPS z rodiny TLR: TLR4 a RP105, jejichz
aktivaci se spusti dvé nezavislé signalni cesty. Receptor RP105 je exprimovan pouze na
B-bunikach a dendritickych bunikach. Navazanim LPS na RP105 dochazi k fosforylaci
tyrozinového zbytku proteinu CD19, aktivaci Lyn kinazy, fosforylaci proteinu Vav
a nasledné aktivaci JNK. Cestou nezavislou na CD19 ptes Lyn kindzu a Btk maze také
dochazet k aktivaci NF-«kB. Signalni cesta zavisla na adaptorovém proteinu MyD88
vede pies TLR4, IRAK a TRAF6 k aktivaci transkripéniho faktoru NF-«B (27).
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Obr. 2 Potencialni signalni cesty aktivované LPS u B-bunék (27)

Proliferace B-bun¢k a tvorba polyklonalnich protilatek po infekci gram-
negativnimi bakteriemi je ovliviiovdna enzymem AOAH hostitelské buiiky. Lipid A
LPS je tvofen glukosamin disacharidem s hydroxyacylovymi fetézci v polohach 2, 3, 2°
a 3’, které mohou byt déale acylovany napt. laurdtem, myristitem nebo palmitatem za
tvorby acyloxyacylového fetézce. AOAH selektivné odstranuje sekundarni acyly z LPS,
vznika ¢astecné deacylovany LPS s Gc¢innosti pfiblizné¢ 0,2-1 % V porovnani s plné
acylovanym LPS. Deacylaci lze detekovat po mnoha hodindch az nékolika dnech,
béhem kterych mize LPS aktivovat nespecifické imunitni reakce. AOAH neovliviiuje
syntézu protilatek zavislou na T-buinikach, kdy LPS indukuje expresi kostimulac¢nich
molekul makrofagy a dendritickymi bunikami. Genovou sekvenci podobnou AOAH lze
nalézt u vSech obratlovell s vyjimkou ryb, enzym je produkovan hlavné monocyty
a makrofagy, dendritickymi bunikami, neutrofily a epitelidlnimi bufikami dfené

ledvin (21).

1.2.2.2 Interakce B-bunék s F. tularensis

Ptimé interakce mezi intracelularnimi patogeny a B-buiikami zatim nebyly pfilis
zkoumany. Menon a kol. (2003) popsali schopnost intracelularni bakterie Listeria
monocytogenes infikovat a zabit B-builkky jako jednu z moZnych strategii zah4jeni
infekce. L. monocytogenes se adherovala na povrch mySich i lidskych B-bunék,
zpisobila ztratu n€kterych povrchovych molekul hostitelskych bunék a vytvoftila pory
v membrané. V disledku toho doslo knabobtnani B-bunck, rozpadu bunécné

membrany a apoptoze (28).
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Nedavno byla schopnost piimé interakce s B-buiikami objevena i u F. tularensis.
S pouzitim transmisni elektronové mikroskopie byly sledovany mysi (A20), lidské
(Ramos) B-buriky a slezinné bunky. Do 24 hodin po infekci doslo k infikaci vice nez
20 % bundk. Zivé bakterie zpuisobily apoptozu u bunééné linie Ramos a slezinnych
mySich CD19+ bunék. Po 24 hodinach prodélalo apoptozu 30 %, po 48 hodinach 70 %
bun¢k bez ohledu na pouzity kmen F. tularensis. U neinfikovanych bunék a bunék
infikovanych usmrcenou F. tularensis se v obou casovych intervalech vyskytovalo
okolo 10 % apoptickych bun¢k (29).

1.2.3 Signalni cesty ovlivnéné LPS

1.2.3.1 F. tularensis LPS

Lipopolysacharid tvoii dilezitou sloZzku vnéj$i membrany gram-negativnich
bakterii. Interakce komplexu LPS a proteinu MD-2 s TLR4 makrofagl a bunék endotelu
spousti signalni kaskady vedouci k uvolnéni prozanétlivych cytokini (3). Je tvoiren
komplexem amfifilnich molekul o velikosti pfiblizn¢ 10 kDa tvoficich 3 zakladni Casti:
lipid A, ovlivijici toxicitu LPS, R polysacharid neboli ,core“ R antigen
a O polysacharid neboli somaticky O antigen, urcujici imunologickou specificitu.
Lipid A je tvofeny fosforylovanym N-acetylglukosaminovym dimerem s pfipojenymi
Sesti aZ sedmi nasycenymi mastnymi kyselinami, které jsou navdzany pfimo na dimer
nebo esterovou vazbou na 3-hydroxy mastnou kyselinu. Struktura lipidu A se pfilis
neli$i mezi jednotlivymi gram-negativnimi bakteriemi. R polysacharid je na
N-acetylglukosamin napojen v poloze 6 a je tvofen kratkymi fetézci sacharidi. Mezi
neobvyklé sacharidy patii heptoza a 2-keto-3-deoxyoktanova kyselina, ktera je pfitomna
ve vSech LPS, v jinych slouceninich se nevyskytuje. O polysacharid je navézan na
R polysacharid a je tvofen az 40x se opakujicimi podjednotkami 3-5 sacharidi. Mezi
jednotlivymi bakterialnimi druhy 1 kmeny se vyskytuje velkd rozmanitost sacharida
obsazenych v O polysacharidu. Hlavné koncové sacharidy urcuji imunologickou

specificitu O polysacharidu daného kmene (20).
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Obr. 4 Struktura lipidu A LPS S. typhimurium, S. minnesota a E. coli (20)

F. tularensis LPS ma zvlastni strukturu. Na lipidu A jsou navazany neobvykle
dlouhé mastné kyseliny, chybi zde fosforylace, a-glukosamin v poloze 3 neni acylovan.

Ve struktufe se také objevuji neobvyklé B-(1-6)glukany (23).

1.2.3.2 Indukce signalnich cest

LPS je zivotné dulezity pro gram-negativni bakterie z hlediska strukturniho
i funkéniho. Je také jednim z nejucinngjSich aktivatord imunitniho systému. Jeho
rozpoznani monocyty a makrofagy vede k aktivaci signalnich cest, uvolnéni
prozanétlivych mediatortt (napt. TNF-a, IL-6, IL-1B) a eliminaci bakterie. Velké
mnozstvi LPS nebo LPS uvolnény do krevniho obéhu miize zpiisobit systémovou reakci

vedouci k poruse funkci nékterych organt, Soku a smrti (22).

E. coli LPS je strukturné velmi blizky optimalni struktufe umoznujici maximalni
aktivaci TLR4, proto je povazovan za nejucinn€j§i LPS pro aktivaci monocyti

a makrofagl (22).

F. tularensis LPS neni schopen aktivovat makrofagy k produkci TNF-a a NO,

pre-B-burniky k expresi povrchovych imunoglobulinti a buiniky kostni diené k expresi
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vazebnych mist pro LPS nebo se tak déje v koncentraci 100-1000x vétsi nez u LPS

ostatnich gram-negativnich bakterii. Pfi¢inou je zfejme jeho neobvykla struktura (24).
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzity material

2.1.1 Bunécné linie, bakterie

A20 — mysi B-bunécna linie (ATCC) kat. ¢. TIB-208

J774A.1 — mysi monocyto-makrofagova linie (ATCC) kat. ¢. TIB-67

Francisella tularensis LVS 155 — live vaccine strain (ATCC) kat. ¢. 29684

2.1.2 Primery pro RT-PCR

B-actin (Invitrogen)
S:5- GTG GGC CGC TCT AGG CAC CAA -3’
As:5-CTC TTT GAT GTC ACG CACGATTTC -3’

B2-microglobulin (Invitrogen)
S:5-GGCTCGCTCGGT GACCCTAGTCTTT -3
As: 5°- TCT GCA GGC GTATGT ATCAGTCTCA -3’

IFN-B (Generi-Biotech)
S:5-ATG GAAAGATCACCTACAG-3
As: 5'- CCT TTG CAC CCT CCAGTAATAGC -3’

IP-10 (Generi-Biotech)
S:5-GCTGTCCTAGCTCTGTACT -3’
As:5- ACT TTAACT ACC CAT TGATAC ATACTT -3’

IRF-3 (Generi-Biotech)
S:5- AGT TTATGC CGC CAT CAC -3’
As: 5- GTG GCC TCT GGT ATC AGT -3’

MyD88 (Generi-Biotech)
S:5-CTG TGT CTG GTC CAT TGC -3’
As: 5- GGA ATC AGT CGC TTC TGT - 37

Tbk-1 (Generi-Biotech)
S:5-CGC TAACTAATC AGT GTT TCG -3’
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As: 5-CGA AGG CCACCATCCATTG-3

TLRA4 (Generi-Biotech)
S:5- GCA ATG TCT CTG GCA GGT GTA-3"
As: 5- CAA GGG ATA AGA ACGCTG AGA -3

TNF-a (Invitrogen)
S:5’- AGC CCACGT AGC AAACCACCAA-3
As: 5'- ACACCCATTCCCTTC ACAGAGCAAT -3

2.1.3 Meédia, roztoky a chemikalie

2.1.3.1 Média, roztoky a chemikalie pro RT-PCR

0,IM DTT (Invitrogen) kat. €. 1172261

10x PCR Rxn Buffer (-MgCl,) (Invitrogen) kat. ¢. 1170077

1 kB Plus DNA Ladder 250 ug/ 1 ug/ ul (Invitrogen) kat. ¢. 10787-018
50mM MgCl; (Invitrogen) kat. ¢. 1169618

5x First Strand Buffer (Invitrogen) kat. ¢. 1172260

acidicky BSA 1 mg / ml — piiprava (500 pl) ze 50 pl zasobniho roztoku BSA
10 mg / ml a 450 ul DEPC vody

BSA 10 mg / ml (Invitrogen) kat. ¢. 1272858

dATP Solution 100mM (Invitrogen) kat. ¢. 1190867
dCTP Solution 100mM (Invitrogen) kat. ¢. 1190743
dGTP Solution 100mM (Invitrogen) kat. ¢. 1190744

dNTP 10mM - piiprava (500 pl) z50 pl zasobniho roztoku dGTP 100mM, 50 pl
zasobniho roztoku DTP 100mM, 50 pl zasobniho roztoku dATP 100mM, 50 pl
zasobniho roztoku dTTP 100mM a 300 pl DEPC vody

dTTP Solution 100mM (Invitrogen) kat. ¢. 1190745
Gene Ruler 1 kB DNA Ladder (Fermentas) kat. ¢. 2401

Oligo Primers (Invitrogen) kat. ¢. 18418-012
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Random Primers (Invitrogen) kat. ¢. 48190-011
RNase OUT Ribonuclease Inhibitor (Recombinant) (Invitrogen) kat. ¢. 1288908
Super Script 11 Rnase H- Reverse Transcriptase (Invitrogen) kat. ¢. 1184119

Taq DNA Polymerase (Recombinant) (Fermentas) kat. ¢. 4834 a Taq DNA Polymerase
Recombinant (Invitrogen) kat. ¢. 11615-010

Trackit Cyan/Orange Loading Buffer (Invitrogen) kat. ¢. 10482-028

2.1.3.2 Ostatni média, roztoky a chemikalie
0,5% roztok trypanové modii v PBS
0,5x TBE pufr - ptiprava z 5x TBE pufru

10x PBS — piprava (1 1) z 80 g NaCl, 20 g KCI, 32,1 g Na,HPO4.12H,0, 2 g KH,PO,,

doplnit do 1 I deionizovanou vodou

10x FA gel buffer — pfiprava (100 ml) z 10 ml 10x FA gel running buffer, 2 ml 37%

formaldehydu, 88 ml neionizované vody

10x FA gel running buffer — ptiprava z 200mM MOPS, 50mM Sodium acetate, 10mM
EDTA, uprava pH na 7,0 hydroxidem sodnym

14,3M B-mercaptoethanol (Sigma) kat. ¢. 200-464-6

5x TBE pufr — piiprava (1 I) z 54 g TRIS, 27,5 g kyseliny borité, 20 ml 0,5M EDTA pH

8,0 (tprava pH kyselinou chlorovodikovou), doplnit do 1 | neionizovanou vodou
Agarose For Routine Use (Sigma) kat. ¢. 232-731-8
Boric acid puriss. p. a. (Riedel-deHaén) kat. ¢. 10750

DEPC (Sigma) kat. ¢. D-5758 - zasobni roztok: 10% v 99,5% ethanolu; pracovni roztok:
0,1% DEPC v neionizované vod¢ (inkubovat nejméné 12 hodin pii 37 °C v oteviené

lahvi, autoklavovat)

EDTA-disodium-salt solution 0,5M (Serva) kat. ¢. 16024

Ethanol 75% - pfiprava (100 ml) ze 78,13 ml ethanolu 96% a 21,87 ml DEPC vody
Ethanol ¢isty 96% (P-Lab a.s.) kat. ¢. E 02301

Ethidium bromid 10 mg / ml (Sigma) kat. ¢. 214-984-6
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Formaldehyde Solution (Fluka) kat. ¢. 47608

Glycerin (Penta) Sarze 040304

Chloroform (Penta) Sarze 060503

Isopropylalkohol (Fluka) kat. ¢. 59304

Kultivaéni médium Dullbeco (with glutamax) + 10% FCS (Gibco) kat. ¢. 12192

Kultiva¢ni pevné pudy McLeod — ptiprava z Difco GC Medium base, Gbl Hemoglobin

Bovine, Isovitalex Enrichment
Kyselina chlorovodikova 35% (Kulich) Sarze 12.03.2004

LPS (E. coli) — zasobni roztok — 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace 1 pg/ml (Sigma)
kat. ¢. L2880

LPS (F. tularensis) — zasobni roztok — 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace 1 pg/ml
(Anders Sjostedt, Univerzita Umea, Svédsko)

PBS sterilizovany — ptiprava z 10x koncentrované¢ho PBS, sterilizace autokldvem
RLT pufr (Qiagen) kat. ¢. 12194852

RPE pufr (Qiagen) kat. ¢. 12196461

RWI pufr (Qiagen) kat. ¢. 12193563

TRIS (Serva) kat. €. 15660

TRIzol (Invitrogen) kat. ¢. 15596-026

2.1.4 Pristroje a pomiicky

6jamkové panely na infekci (TPP)

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

Bio Box ABX 200 (Unimak)

Centrifuga BR4i (Thermo)

Centrifuga Pico (Heraeus)

Denzitometr C08000 (WPA Bioware)
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Elektroforeticka vana Mupid (Cosmo bio co.)
Forma na gely, hiebinky na gely

Kadinky

Kolonky pro izolaci RNA Qia shredder spin column
Kolonky pro izolaci RNA RNeasy mini column
Kultiva¢ni lahve (TPP)

Kyvety (Scholler)

Latexové rukavice (Hartmann)

Mikroskop inverzni IDM (Meopta)

Mikroskop svételny binokuldrni (Amplival)

Pipety 2, 5, 10 ml (Biotech)

Plastové zkumavky na PCR (Eppendorf)

Plastové zkumavky s vickem o objemu 1,5 ml (Eppendorf)
Pocitaci komirka dle Biirkera (Meopta)
Spektrofotomert Spekol (Helios)

Sterilni Skrabky (Lukasterik)

Spicky 10, 100 a 1000 ul (Eppendorf)

Termocykler PTC-200 (Biotech)

Ttepacka MS2 (Ika)

Zkumavky na infekci o objemu 15 ml (TPP)
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2.2 Pracovni postup

2.2.1 Priprava bunécné suspenze

2.2.1.1 Zamrazovani bunéénych suspenzi
Zamrazovat 1ze pouze kvalitni bunénou kulturu s zivotnosti vice nez 90 %.

Kultiva¢ni lahev obsahujici bunéénou kulturu v kultivaénim médiu jsme
zkontrolovali inverznim mikroskopem. Hodnotili jsme hustotu a kvalitu bunék a ¢istotu
média. Po zhodnoceni jsme provedli pasazovani bun¢k (viz kapitola 2.2.1.3.) a odebrali

10 ul na stanoveni koncentrace a Zivotnosti bun¢k (viz kapitola 2.2.1.4.).

Bunéénou suspenzi jsme ve sterilnim boxu prenesli z kultiva¢ni lahve do
zkumavky. Zkumavku jsme centrifugovali 5 minut pii 300 g. Vznikly supernatant jsme
odstranili, k bun&énému peletu jsme pridali zamrazovaci médium (na 1 x 10° bungk
pfipada 1 ml zamrazovaciho média), roztfepali a pfenesli pipetou do kryozkumavek,
které jsme popsali (druh bunééné kultury, datum zamrazeni, pocet pasdzi). Peclivé
uzaviené kryozkumavky jsme vlozili do polystyrenového obalu a rychle zamrazili na
-80 °C. Druhy den jsme kryozkumavky pfenesli do mraziciho boxu s kapalnym
dusikem. O tyden pozd¢ji jsme zkontrolovali kvalitu zamrazeni: jednu kryozkumavku
jsme rozmrazili (viz odstavec Rozmrazovani buné€k), 24 hodin kultivovali v termostatu
pii 37°C /' 5 % CO, (viz kapitola 2.2.1.3.) a za 24 hodin jsme urcili koncentraci
a zivotnost bunék (viz kapitola 2.2.1.4.).

2.2.1.2 RozmraZovani bunéénych suspenzi

Kryozkumavku obsahujici zamrazenou bunécnou kulturu jsme vyjmuli
z mraziciho boxu s kapalnym dusikem. Rychle jsme ji rozmrazili pod tekouci teplou
vodou.Ve sterilnim boxu jsme kryozkumavku otevieli, jeji obsah pfenesli pipetou do
sterilni zkumavky a pfidali malé mnozstvi kultivaéniho média. Zkumavku jsme
centrifugovali 5 minut pfi 300 g. Vznikly supernatant obsahoval pro bunky toxické
kryoprotektivum DMSO (dimethylsulfoxid) ze zamrazovaciho média. Supernatant jsme
odstranili, k bunécnému peletu pridali malé mnozstvi kultivacniho média a roztrepali.
Bunécnou suspenzi jsme prenesli pipetou do Cisté sterilni kultivaéni lahve s obsahem

dna 25 cm?, piidali 10 ml kultivaéniho média a uloZili do termostatu. V termostatu jsme
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kultivaéni lahev pootevieli a kultivovali 24 hodin pfi teploté¢ 37 °C / 5 % CO,. Za
24 hodin jsme z bunééné kultury odebrali 10 pl na urceni koncentrace a zivotnosti

bungk (viz kapitola 2.2.1.4.).

2.2.1.3 Kaultivace a pasazovani bunék A20 a J774

A20

Buiiky A20 patii mezi suspenzni bunécné kultury.

Bunécnou kulturu v kultivaéni 1dhvi jsme zkontrolovali pod inverznim
mikroskopem. Hodnotili jsme hustotu a kvalitu bun¢k a Cistotu média. Ve sterilnim
boxu jsme uzavienou kultivacni 1ahev tadné protiepali, aby se jednotlivé buiiky od sebe

oddélily.

Pipetou jsme asepticky odebrali 10 ul na uréeni koncentrace a Zivotnosti bunék
(viz kapitola 2.2.1.4.). V kultiva¢ni lahvi jsme ponechali pouze takové mnozstvi
bunécné kultury, které je potfebné pro dalsi rust. K bunééné kultufe jsme ptidali
kultivaéni médium (viz tabulka nize). Kultivacni 1dhev jsme uzavfeli, otfeli mulem
namocenym ve 2% roztoku persterilu, vlozili do termostatu, pootevieli a nechali

inkubovat pii 37 °C /5 % CO,.

J774
Buniky J774 patii mezi adherujici bunééné kultury.

Bunéénou kulturu v kultivaéni lahvi jsme zhodnotili pod inverznim
mikroskopem stejné€ jako u bun¢k A20. Ve sterilnim boxu jsme kultivacni ldhev otevieli
a sterilni Skrabkou opatrné oskrabali pfilnuté buiiky z podkladu tak, aby nedoslo k jejich
poskozeni (buiikky se musi seSkrabavat v médiu) a zarovenn doSlo k odstranéni vSech
bun¢k. Kultivaéni ldhev jsme zavieli a bunéfnou suspenzi fadné protiepali, aby se
buiikky rozvolnily ze shlukti. Pipetou jsme asepticky odebrali 10 ul na uréeni
koncentrace a zivotnosti bunék (viz kapitola 2.2.1.4.). V kultiva¢ni lahvi jsme nechali
pouze takové mnozstvi bunééné kultury, které je potfebné pro dalsi rist. K bunééné
kultufe jsme ptidali kultivacni médium (viz tabulka 1). Kultivacni ldhev jsme uzavieli,
otfeli mulem namocenym ve 2% roztoku persterilu, vlozili do termostatu, pootevieli

a nechali inkubovat pti 37 °C /5 % CO,.
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Tab. 1 Velikosti kultiva¢nich lahvi, mnozstvi buné¢né kultury a mnozstvi kultivaéniho média pro
kultivaci a pasazovani bunécnych kultur.

Obsah dna kultiva¢ni Mnozstvi bunécné kultury pro Mnozstvi kultiva¢niho
lahve (cm?) dalsi rist (bungk) média (ml)
150 3-4x 10° do 50
75 1-2 x 10° do 20
25 0,5-1 x 10° do 10

2.2.1.4 Urc¢eni koncentrace a zivotnosti bunék

Z protfepané (u adherujici bunécné kultury také fadné seSkrabané) bunécné
suspenze jsme asepticky odebrali 10 ul, smichali s 10 pl trypanové modfi a smési jsme
naplnili Biirkerovu pocitaci komtrku. Pod svételnym mikroskopem jsme pocitali buniky
uvnitt a na obvodu dvou zvolenych stran ve 25 ¢tvercich. Zjistovali jsme pocet zivych
a poCet mrtvych bunék. Mrtvé buniky byly zabarveny modfe. Soucet jsme provedli
dvakrat.

Urceni zivotnosti

Ze zjisténych 0daji jsme vypocitali primérny pocet Zivych a primérny pocet
mrtvych bundk. Jejich soudtem jsme ziskali primérny podet vech bundk. Zivotnost
(v %) je dana podilem primérného poctu zivych bun€k a primérného poctu vsech

bun¢k. M¢la by se pohybovat v rozmezi 95-99 %.

Urceni koncentrace

Mnozstvi bun¢k v 1 ml suspenze jsme vypocitali podle vzorce:

primeérny pocet zZivych bunék x redeni trypanovou modri x koeficient Biirkerovy

komiirky
fedéni trypanovou modfi.................... 2

koeficient Biirkerovy komirky.......... 10 000

31




2.2.1.5 Priprava bunééné suspenze pro infekci

Z protifepané (u adherujici bunééné kultury také fadné seSkrabané) bunécné
suspenze jsme asepticky odebrali 10 pl, smichali s 10 pl trypanové modii a urcili
koncentraci a Zivotnost buné€k (viz kapitola 2.2.1.4.). Z udaja v protokolu jsme zjistili
celkovy pocet bunék pottebnych pro infekci. Podle zjisténé koncentrace bunék v 1 ml
jsme vypocitali objem bunééné suspenze odpovidajici potifebnému celkovému poctu
bun¢k. Dany objem bunétné suspenze jsme asepticky pipetou odebrali z Kultiva¢ni
lahve, pfemistili do sterilni zkumavky a centrifugovali 7 minut pii 300 g . Poté jsme
odstranili supernatant. Pelet jsme roztiepali a doplnili kultivaénim médiem do objemu

potiebného pro infekci.

2.2.2 Priprava bakterialni suspenze

Z udaju v protokolu (MOI = 500, O.D. = 1,0) jsme vypocitali celkovy objem

bakterialni suspenze a celkovy pocet bakterii potfebny pro infekci.

Na 2 plotny McLeod jsme masivné naockovali bakterii F. tularensis LVS.

Plotny jsme vlozili do termostatu a inkubovali 24 hodin pti 37 °C.

Za 24 hodin jsme plotny vyjmuli ztermostatu. Ve sterilnim boxu jsme
bakterialni klickou opatrné setieli z plotny ¢ast bakteridlni kultury. Klicku jsme otirali
0 suchou sténu zkumavky obsahujici 4 ml PBS tak, aby na sténé nezistaly zadné shluky
bakterii. Poté jsme klicku navlhéili v obsahu zkumavky a rozetfenou bakterialni
suspenzi postupné smyli do PBS. Zkumavku s bakteridlni suspenzi jsme vloZzili do
otvoru Vv pfistroji na méteni optické denzity WPA Bioware. Postup jsme opakovali do
dosazeni optické denzity piiblizné¢ 1,0 (méfend oproti 4 ml PBS), ktera odpovida

koncentraci 5 x 10° bakterii v 1 ml PBS.

Bakterialni suspenzi s optickou denzitou 1,0 jsme pipetou rozplnili po 1 ml do
4 plastovych zkumavek s vickem. Suspenzi jsme centrifugovali 5 minut pii 8 000 g za
teploty 4 °C. Vznikly supernatant jsme odstranili do roztoku dezinfekce, pelet

resuspendovali a do kazdé zkumavky piidali 200 pl kultiva¢niho média.
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2.2.3 Vysev a odecet CFU
Provadi se titraci desitkovou fadou.

Do 8 plastovych zkumavek s vickem jsme napipetovali 450 ul PBS, zkumavky
jsme oznacili fadou 10" az 10®. Do zkumavky s oznacenim 10? jsme pienesli pipetou
50 pl bunééné suspenze s optickou denzitou ptiblizné 1,0. Novou Spickou jsme suspenzi
promichali, odebrali 50 ul a prenesli do zkumavky s oznagenim 107 Stejnym zpiisobem
jsme postupovali v celé fads. Ze zkumavky s oznadenim 107 a 10® jsme odebrali po
50 ul suspenze, prenesli na suché plotny McLeod a sterilni hokejkou opatrné roztirali do
vsaknuti. Pracovali jsme duplicitng, spotfebovali jsme 4 plotny McLeod. Plotny jsme

popsali, vlozili do termostatu vickem dolii a inkubovali 72 hodin pti 37 °C.

Za 72 hodin jsme spocitali vSechny kolonie narostlé na kazdé plotné.

Koncentraci kolonii v 1 ml bakterialni suspenze jsme vypocitali podle vzorce:
pocet kolonii na plotné x redeéni 1 x redeéni 2
fedéni 1........... prevracena hodnota koncentrace (107 nebo 10°)

fedéni 2........... 1000 pl /50 pl =20

2.2.4 Detekce genové exprese metodou RT-PCR

2.2.4.1 Infekce a stimulace bunék A20 a J774

Infekce bunék A20aJ774¢. 1

Podle kapitoly 2.2.1.5. jsme si pfipravili potfebné mnoZstvi buné¢né suspenze
A20 a J774 o koncentraci 2 x 10° bun&k / 1 ml. Podle kapitoly 2.2.2. jsme si p¥ipravili
potfebné mnozstvi bakterialni suspenze o koncentraci 4 x 10° bakterii / 1 ml. Pracovali
jsme duplicitné. Pro infekci obou bunéénych linii jsme pouzili 6jamkové panely,
potebovali jsme celkem 8 jamek — 4 jamky pro bunécnou linii A20 a 4 jamky pro

bunéénou linii J774.

Do 4 jamek jsme asepticky napipetovali po 1 ml suspenze bunécné linie A20, do
3 jamek (pro casové intervaly 3, 6 a 24hodin) jsme ptidali po 250 pl bakterialni
suspenze (MOI = 500), jednu kontrolni jamku jsme neinfikovali. Panely jsme pfikryli

vickem, vlozili do termostatu a inkubovali 3 hodiny pii 37 °C /5 % CO..
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Po 3 hodinach jsme panely vyjmuli z termostatu. Obsah jamek pro 3hodinovy
interval a kontrolnich jamek jsme promichali, asepticky pipetou odebrali do zkumavky
0 objemu 15 ml a centrifugovali 7 minut pti 300 g pii teploté¢ 4 °C. Supernatant jsme
odstranili, pelet resuspendovali a piidali piiblizné 10 ml PBS. Centrifugovali jsme 7
minut pii 300 g pii teplot¢ 4 °C. Supernatant jsme odstranili, pelet resuspendovali,
pipetou prenesli do sterilni plastové zkumavky svickem a piidali 1 ml PBS.
Centrifugovali jsme 7 minut pfi 300 g pfi teploté 4 °C. Supernarant jsme uplné¢
odstranili pomoci sterilni injekéni stiikacky s jehlou. Zkumavky jsme peclivé zavieli

a zamrazili na -80 °C.

Po 6 hodinach jsme postup zopakovali u jamek pro 6hodinovy interval. Jamky
pro 24hodinovy interval jsme promichali, ptfidali 2 ml kultiva¢niho media a inkubovali
po zbytek intervalu v termostatu pii 37 °C / 5 % CO,. Po 24 hodinach jsme postupovali
stejné jako v predchozich intervalech. Suché pelety jsme nezamrazovali, ale pouzili je

na izolaci RNA pomoci RNeasy Mini Kitu (viz kapitola 2.2.4.2.).

Pti infekci bunééné linie J774 jsme postupovali stejnym zptisobem. V kazdém
intervalu jsme naadherované buiiky opatrné seskrabali sterilni Skrabkou a poté asepticky

ptenesli do zkumavky o objemu 15 ml.

Infekce a stimulace bunék A20aJ774 ¢&. 2

Podle kapitoly 2.2.1.5. jsme si pfipravili potfebné mnoZstvi buné¢né suspenze
A20 a J774 o koncentraci 5 x 10° bun&k/ml. Podle kapitoly 2.2.2. jsme si piipravili
potfebné mnozstvi bakteridlni suspenze o koncentraci 5 x 10° bakterii/ml. Pouzili jsme
zasobni roztok LPS (E.coli) o koncentraci 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace pii
infekci byla 1 pg/ml (1 pl zasobniho roztoku v 1 ml kultiva¢niho média). Pouzili jsme
zasobni roztok LPS (F.tularensis) o koncentraci 1 mg/ml PBS, vysledna koncentrace pii
infekci byla 1 pg/ml (1 pl zésobniho roztoku v 1 ml kultiva¢niho média). Pracovali jsme

duplicitné.

A20

Pii infekci bun¢k A20 jsme pracovali ve sterilnich zkumavkach o objemu 15 ml.
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Infekci jsme provadéli ve sterilnim boxu. Celkem jsme potiebovali 8 zkumavek

— 4 zkumavky pro 6hodinovy interval a 4 zkumavky pro 24hodinovy interval. Obsah

jednotlivych zkumavek je vyjadien v tabulce 2:

Tab. 2 Mnozstvi buné¢né suspenze, kultivaéniho média, bakterialni suspenze a lipopolysacharidt
pouzitych pro infekci bunééné linie A20.

Oznaceni MnozZstvi Mnozstvi MnozZstvi Mnozstvi | Mnozstvi LPS
zkumavek | bunétné kultivaéniho | bakterialni LPS (F.tularensis)
suspenze média (ml) suspenze (E.coli) (ul)
(ml) 0y (1)
A20 6h K 1,0
A20  6h 1,0 100,0
LVS
A20  6h 1,0 1,0
E.coli LPS
A20  6h 1,0 1,0
LVS LPS
A20 24h K 0,5 0,5
A20 24h 0,5 0,5 50,0
LVS
A20 24h 0,5 0,5 1,0
E.coli LPS
A20 24h 0,5 0,5 1,0
LVS LPS

K — kontrolni neinfikované bunky

LVS — buriky infikované F. tularensis LVS

E. coli LPS — bunky infikované E. coli LPS

LVS LPS — bunky infikované F. tularensis LPS

6h, 24h — ¢asovy interval infekce
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Zkumavky jsme naplnili podle tabulky, nechali pooteviené, vlozili do termostatu

a inkubovali 6 hodin pti 37 °C /5 % COs.

Po 6 hodinach jsme zkumavky vyjmuli ztermostatu. Do zkumavek pro
24hodinovy interval jsme piidali 2 ml kultivacniho media, zkumavky nechali
pooteviené, vlozili do termostatu a inkubovali pii 37 °C / 5 % CO2 po zbytek

24hodinového intervalu.

Zkumavky pro 6hodinovy interval jsme centrifugovali 7 minut pfi 300 g pfi
teploté 4 °C. Supernatant jsme odstranili, pelet resuspendovali a ptidali pfiblizn¢ 10 ml
PBS. Centrifugovali jsme 7 minut pii 300 g pii teplot¢ 4 °C. Supernatant jsme
odstranili, pelet resuspendovali, pipetou pienesli do sterilni plastové zkumavky
s vickem a ptidali 1 ml PBS. Centrifugovali jsme 7 minut pti 300 g pfi teplote 4 °C.
Supernarant jsme Uplné odstranili pomoci sterilni injek¢ni stiikacky s jehlou. Zkumavky

jsme peclivé zavieli a zamrazili na -80°C.

Po 24 hodinach jsme postupovali stejnym zptsobem. Suché pelety jsme

nezamrazovali, ale pouZili je na izolaci RNA pomoci TriZolu (viz kapitola 2.2.4.2.).

Pti infekci bunék J774 jsme pracovali ve sterilnich 6jamkovych panelech.

Infekci jsme provadéli ve sterilnim boxu. Celkem jsme potiebovali 8 jamek —

4 jamky pro 6hodinovy interval a 4 jamky pro 24hodinovy interval.

Do jamek pro 6hodinovy interval jsme napipetovali po 1,0 ml kultiva¢niho
média, do jamek pro 24hodinovy interval po 0,5 ml kultivaéniho média. Panely jsme

prikryli vickem, vlozili do termostatu a nechali adherovat 2 hodiny pti 37 °C /5 % CO,.

Po 2 hodinach jsme panely vyndali z termostatu LPS a doplnili do jednotlivych
jamek kultivaéni médium, bakterialni suspenzi, E. coli LPS a F. tularensis LPS podle
tabulky pro infekci bunck A20. Panely jsme piikryli vickem, vlozili do termostatu
a inkubovali 6 hodin pti 37 °C /5 % COs,.

Po 6 hodinach jsme panely vyndali z termostatu. Do jamek pro 24hodinovy
interval jsme pfidali po 2 ml kultivacniho média. Panely jsme uzavieli vickem, vlozili

do termostatu a inkubovali pii 37 °C / 5 % CO; po zbytek 24hodinového intervalu.
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V jamkach pro 6hodinovy interval jsme sterilni Skrabkou opatrné seSkrabali
buiikky adherované na dno panelu. Sterilni Spickou jsme uvolnéné buiky prenesli do
sterilni zkumavky o objemu 15 ml a centrifugovali 7 minut pti 300 g pii teploté 4 °C.
Supernatant jsme odstranili, pelet resuspendovali a piidali pfiblizn¢ 10 ml PBS.
Centrifugovali jsme 7 minut pfi 300 g pii teploté 4 °C. Supernatant jsme odstranili,
pelet resuspendovali, pipetou pienesli do sterilni plastové zkumavky s vickem a piidali
1 ml PBS. Centrifugovali jsme 7 minut pti 300 g pfi teplot¢ 4 °C. Supernatant jsme
uplné odstranili pomoci sterilni injekéni stiikacky s jehlou. Zkumavky jsme peclivé

zavteli a zamrazili na -80 °C.

Po 24 hodinich jsme postupovali stejnym zplisobem. Suché pelety jsme

nezamrazovali, ale pouzili je na izolaci RNA pomoci TriZolu (viz kapitola 2.2.4.2.).

Infekce a stimulace bunék A20aJ774 ¢.3

Postupovali jsme stejnym zpusobem jako u infekce bunék A20 a J774 ¢. 2 se
dvéma vyjimkami.

Po 6 hodinach inkubace v termoboxu jsme do jamek pro 24hodinovy interval
obsahujicich bunéénou suspenzi stimulovanou E. coli LPS a F. tularensis LPS piidali

krom¢ 1 ml kultivaéniho média také 1 pl =zasobniho roztoku pftislusného

lipopolysacharidu.

Pelety ziskané po promiti PBS jsme nevysuSovali injekéni stéikackou s jehlou.
Po odstranéni supernatantu jsme k nim pfidali 1 ml TriZolu, opakovanym protazenim
obsahu zkumavky pipetou jsme infikované buriky lyzovali a poté je zamrazili na -80 °C,
Vv ptipad¢ 24hodinového intervalu jsme pokracovali izolaci RNA pomoci TriZolu (viz

kapitola 2.2.4.2.).

2.2.4.2 lzolace RNA

Béhem vSech postupl pracujicich s RNA a cDNA jsme pouzivali latexové

rukavice, abychom ptedesli kontaminaci vzorkt lidskou DNA.
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Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kitu

Izolace RNA pomoci RNeasy Mini Kitu se provadi za laboratorni teploty, ktera
nesmi byt béhem centrifugace nizsi nez 20 °C. Doporucené mnozstvi pro tuto metodu je

3-4 x 10° bungk.

K rozmrazenym, suchym peletim, které jsme ziskali pti infekci bunék €. 1, jsme
ve sterilnim boxu pfidali smés RLT pufru a B-merkaptoethanolu (10 pl
B-merkaptoethanolu na 1 ml RLT pufru). Obsah zkumavky jsme promichali pipetou
a zpusobili tak lyzu bunék. Jednotlivé lyzaty jsme pipetou pienesli na kolonky Qia
shredder spin column umisténé v plastovych zkumavkach s vickem o objemu 2 ml
a centrifugovali 2 minuty pii maximalni rychlosti. K lyzatim jsme ptidali po 350 pl
70% ethanolu a obsahy zkumavek promichali pipetou. 700 ul z kazdého vzorku jsme
pipetou ptenesli do kolonek Rneasy mini column umisténych v plastovych zkumavkach
s vickem 0 objemu 2 ml. Zkumavky jsme opatrné zavteli a centrifugovali 15 sekund pfi
vice nez 8 000 g. Z plastovych zkumavek s vickem umisténych pod kolonkami jsme
odstranili protekly ethanol. Ke vzorkiim na kolonkach jsme pfidali po 700 pl RW1
pufru, zkumavky opatrné¢ zavieli a centrifugovali 15 sekund pifi vice nez 8 000 g.
Plastové zkumavky s vickem obsahujici protekly pufr jsme odstranili a nahradili
¢istymi. Na kolonky jsme napipetovali po 500 pl RPE pufru, zkumavky opatrné zavieli
a centrifugovali 15 sekund pfi vice nez 8 000 g. Z plastovych zkumavkek s vickem
jsme odstranili protekly puft, na kolonky jsme znovu napipetovali po 500 pl RPE pufru
a centrifugovali 2 minuty pii vice nez 8 000 g. Kolonky RNeasy mini column jsme
umistili na Cisté plastové zkumavky s vickem o0 objemu 1,5 ml, které jsou soucasti kitu.
Na membrany kolonek jsme napipetovali po 30 ul DEPC vody, zkumavky zavteli
a centrifugovali 1 minutu pfi vice nez 8 000 g. Poté jsme na membrany kolonek
napipetovali jesté¢ 15 ul DEPC vody, zkumavky zavieli a centrifugovali 1 minutu pfi
vice nez 8 000 g. Eluat z plastové zkumavky s vickem jsme piemistili pipetou na

kolonku, zavfeli zkumavku a centrifugovali 1 minutu pii vice nez 8 000 g.

Poté¢ jsme zkazdé zkumavky odebrali 5 pl RNA pro méfeni RNA na
spektrofotometru (viz kapitola 2.2.4.3.). Zbyvajici RNA jsme zamrazili na -80 °C.
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Izolace RNA pomoci TriZolu

K rozmrazenym, suchym peletim, které¢ jsme ziskali pfi infekci bunék €. 2, jsme
ve sterilnim boxu pfidali 1 ml TRIzolu zpasobujiciho lyzu bunc¢k. Obsah zkumavky
jsme pomoci pipety roztfepali a inkubovali 5 minut pii laboratorni teploté. V ptipadé¢
izolace RNA po infekci bun¢k ¢. 3 jsme provedli lyzu bunék TriZolem jiz béhem
infekce, infikované bunky jsme rozmrazili a 5 minut inkubovali pfi laboratorni teploté.
Po 5 minutach jsme do kazdé zkumavky piidali 0,2 ml chloroformu, obsah jsme
dukladné 15 sekund v ruce protiepali a inkubovali 2-3 minuty pii laboratorni teploté.
Poté jsme zkumavky centrifugovali 15 minut pii méné nez 12 000 g pii teploté 4 °C. Po
centrifugaci jsme ziskali 3 faze: dolni, Cervené zbarvend — tvofena fenolem
a chloroformem, obsahujici DNA a proteiny; mezifiaze, bile zbarvena — obsahujici
DNA; vrchni, bezbarva — vodni faze, obsahujici RNA. Opatrné jsme odebrali ptiblizné
500 pl z vrchni vodni faze tak, abychom neporusili mezifazi a prevedli jsme ji do nové
sterilni plastové zkumavky s vickem. Do kazdé zkumavky jsme ptidali 0,5 ml
isopropylalkoholu (isopropylalkohol precipitoval piitomnou RNA), inkubovali 10 minut
pti laboratorni teploté a centrifugovali 10 minut pti méné nez 12 000 g pfi teploté 4 °C.
Po centrifugaci jsme odstranili supernatant, pelet byl tvofeny izolovanou RNA. Do
kazdé zkumavky jsme ptidali 1 ml 75% ethanolu na promyti RNA, obsah jsme opatrné
protiepali a centrifugovali 5 minut pii 7 500 g pfi teploté 4 °C. Supernatant jsme pecliveé
pipetou odstranili a pelety vysusili. Izolovanou RNA jsme rozpustili v 30 ul DEPC vody

a inkubovali 10 minut pfi 56 °C v termobloku.

Poté jsme zkazdé zkumavky odebrali 5 pl RNA pro méfeni RNA na
spektrofotometru (viz kapitola 2.2.4.3.) a 5 ul RNA pro méteni kvality RNA na FA gelu
(viz kapitola 2.2.4.3.). Zbyvajici RNA jsme zamrazili na -80 °C.

2.2.4.3 Stanoveni koncentrace RNA

Meéieni RNA na spektrofotometru

Z izolované RNA v DEPC vodé¢ jsme pipetou odebrali 5 pl do sterilni plastové
zkumavky s vickem a nafedili DEPC vodou 100x (495 pl DEPC vody). Méfili jsme
RNA na spektrofotometru v programu Nucleid acide 260/280. Z hodnoty absorbance pii

260 nm jsme piepoctem zjistili koncentraci RNA v pg/ul vzorku. Z hodnoty poméru
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absorbanci pii 260 a 280 nm jsme zjistili ¢istotu RNA. Tato hodnota by se m¢éla
pohybovat v rozmezi 1,7 — 2,0. Jako slepy vzorek jsme pouzili 0,5 ml DEPC vody.

Koncentrace RNA v pl/ml jsme vypocitali podle nasledujiciho vzorce:

absorbance pri 260 nm x redeni x faktor

Meéfteni kvality RNA na gelu

Ptipravili jsme si 1x FA gel running buffer:
10 ml 10x FA gel running bufferu
2ml  37% formaldehydu

88 ml DEPC vody nebo neionizované vody

10x FA gel running buffer jsme jiz méli pfipraveny do zdsoby a zamrazeny na -20 °C:
200mM 3-[N-Morpholino]propanesulfonic acid (MOPS)
50mM Sodium acetate
10mM EDTA

uprava pH na hodnotu 7,0 hydroxidem sodnym

Ptipravili jsme si 1,2% agar6zovy gel:
0,48 g agardzy
4 ml 10x FA pufru

do 40 ml DEPC vody nebo neionizované vody

Chemikalie na 1,2% agar6ézovy gel jsme zahtivali v mikrovinné troubé do

rozpus$téni agardzy. Smés jsme nechali vychladnout na pfiblizn¢ 65 °C, piidali 0,65 ml
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37% formaldehydu a 2 ul ethidium bromidu, dobfe promichali a vylili do pfipravené
vani¢ky na gely s hiebinkem. Ztuhly gel jsme pfiblizn¢ 30 minut equilibrovali v 1x FA
gel running bufferu. Poté jsme gel umistili do elektroforetické vany naplnéné 1x FA gel
running bufferem, do jednotlivych jamek nanesli 3 pl vzorku RNA smisené s 1 pul
glycerolu a 1 pl Loading Bufferu. Elektroforézu jsme provadéli pii napéti 100 V po

dobu 30 minut. Po skonceni elektroforézy jsme gel hodnotili pod UV lampou.

Eukaryotickd RNA muize produkovat 2 silné rRNA bandy (28S-4,7 kbp a 18S-
1,9 kbp), je také mozny 5S rRNA band.

2.2.4.4 Syntéza cDNA
Pii syntéze cDNA dochazi k prepisu mMRNA do cDNA.

Do Eppendorfovych zkumavek s vickem umisténych na ledu jsme napipetovali
smés vzorkit RNA a DEPC vody o celkovém objemu 7,5 ul. Pro reakci jsme pouzili
2 ug RNA od kazdého vzorku. Mnozstvi pouzit¢ RNA v ul jsme zjistili pfepoctem
z koncentrace RNA v pg / ul ziskané v kapitole 2.2.6.1. Ke kazdému vzorku jsme
ptidali 0,5 pul Random primeru, ktery se vaze na RNA V riznych mistech a tvoii kratsi

useky cDNA. Smés jsme promichali a inkubovali 5 minut pii 95 °C v termocykleru.

Po 5 minutach jsme vzorky vyndali na led. Ke kazdému vzorku jsme pftidali

22 pl RT-mixu:
5,1 ul DEPC vody
6,0 ul 5x First Strand Bufferu
3,0ul DTT0,1M
1,0 ul RNAse out Ribonuclease Inhibitor (40 U)
3,0 ul ac. BSA1mg/ mi
2,4 ul dNTP 10mM

1,5 ul Superscript RNAse Reverse Transkriptase (400 U)

Vzorky jsme promichali a inkubovali v termocykleru:

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

4°Coo

Vzorky cDNA lze uchovavat v lednici pfiblizné 1 tyden. Abychom predesli

jejich degradaci, ¢ast vzorki jsme odebrali a zamrazili na -20 °C.

2.2.4.5 Amplifikace cDNA

Pti amplifikaci cDNA dochazi ke zmnozeni specifického useku cDNA pomoci

primerti pro dany gen.

Do plastové zkumavky s vickem umisténé na ledu jsme napipetovali 1,0 pl
vzorku cDNA, 4,0 pul DEPC vody a 20,0 pul PCR-mixu. Pro amplifikaci jsme
pfipravovali také pozitivni a negativni kontrolu. Pozitivni kontrola byla dodéna
komerén€ nebo jsme ji pripravili tisicindsobnym zfedénim ze vzorku pozitivniho pii

dané amplifikaci. V negativni kontrole byla nahrazena cDNA 1,0 ul DEPC vody.
PCR-mix:

13,0 ul DEPC vody

2,5 ul 10x PCR Rxn Bufferu (-MgCl,)

1,5 ul MgCly, 50mM

1,0 ul ac. BSA, 1 mg/ mi

0,5ul dNTP, 10mM

0,5 ul primeru Sense, 10uM

0,5 ul primeru Antisense, 10uM

0,5 ul Taq polymerase, 5 U / ul

Vzorky jsme promichali a inkubovali v PCR cykleru:
94 °C 5 minut

94 °C 30 sekund
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60 °C nebo 55 °C 60 sekund

72 °C 45 sekund
72 °C 5 minut
4 °C 0

Kroky 2-4 jsme opakovali podle pouzitého primeru 24-35krat.

Standardizace na B-actin

Vzorky cDNA jsme nejprve amplifikovali s pouzitim primera pro -actin. Tento
gen je aktivovany u vSech bunék a slouzi ke standardizaci cDNA. Produktem jsou stejné
intenzivni prouzky na gelu detekované pod UV lampou. Pokud prouzky mély riiznou

intenzitu, upravili jsme mnozstvi cDNA pouzité pro amplifikaci na 1,5 pl nebo 2,0 pl.

Amplifikace cDNA s pouzitim riznych primerd

Ke standardizované cDNA jsme ptidavali primery pro TNF-o, IP-10, MyD88,
Tbk-1, IRF-3, IFN-B a TLR4. Pii amplifikaci jsme ménili pocet cykll, popiipadé
teplotu kroku 3 (pii tomto kroku dochazi k nasednuti primerd na templatovou cDNA)
tak, aby vysledné produkty byly co nejvice rozliSené. Intenzitu prouzkl na gelu jsme

porovnavali se standardnimi produkty amplifikace s primery pro p-actin.

2.2.4.6 Elektroforéza
Ptipravili jsme si 5x TBE pufr:
54 g TRIS
27,5 g kyseliny borité
20 ml 0,5M EDTA
do 1000 ml deionozované vody
uprava pH na hodnotu 8,0 kyselinou chlorovodikovou

Desetinasobnym natedénim 5x TBE pufru jsme ziskali 0,5x TBE puft.
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Pro elektroforézu jsme pouzivali 1,5% agarozové gely. V mikrovinné troubé
jsme zahiatim rozpustili 1,5 g agarézy ve 100 ml 0,5x TBE pufru. Roztok jsme nechali
vychladnout na pfiblizn€¢ 65 °C. Poté jsme ho nalili do vanicky na gely s hfebinkem.
Odstranili jsme vzniklé vzduchové bubliny a nechali pfiblizné¢ 30 minut ztuhnout.
Ztuhly gel jsme premistili do elektroforetické vany naplnéné 0,5x TBE pufrem. Do
jednotlivych jamek jsme opatrné napipetovali 10 pl vzorku smiSeného s 1 pl barvicky
Trackit Cyan/Orange Loading Buffer, ktera vzorek vizudlné ohranicila a tak umoznila
kontrolu polohy vzorku. Pro kontrolu velikosti vzorku jsme do prvni jamky gelu
umist'ovali vzdy 4 pl Gene Ruler 1 kB DNA Ladderu nebo 0,5 ul 1 kB Plus DNA

Ladderu, ktery se v pribehu elektroforézy rozdélil po celé délce drahy.
Vzorky na gel jsme nanaseli ve standardnim potadi:

DNA Ladder - negativni kontrola - pozitivni kontrola - vzorky pro 6hodinovy

interval — vzorky pro 24hodinovy interval.

Elektroforézu jsme provadéli pii napéti 100 V po dobu 45 minut. Poté jsme gel
vyjmuli, 5 minut barvili v roztoku ethidium bromidu o koncentraci 1 pg / ml (ethidium
bromid se zacleni do struktury DNA a umozni jeji detekci pod UV lampou) a 15 minut
odbarvovali v deionizované vodé (pro odstranéni nespecifického barveni). Nekdy jsme
pridavali 2 pl ethidium bromidu do rozpusténé agardzy ochlazené na pftiblizné 65 °C
pfed vylitim do formy, v tomto pfipad€ jsme jiz gel po elektroforéze nemuseli barvit.

Gel jsme hodnotili pod UV lampou.
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3 Vysledky

3.1 Provedeni infekce a izolace RNA ¢.1

Buné¢né linie A20 a J774 jsme infikovali F. tularensis LVS po dobu 3, 6 a 24
hodin. Izolaci RNA jsme provadéli metodou RNeasy Mini Column. K syntéze cDNA
jsme pouzili 7 ul smési RNA a DEPC vody a 1 pul Random primerd. Mnozstvi RNA v pl

je uvedeno v poslednim sloupci tabulky 3:

Tab. 3 Hodnoty absorbance RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouzité pro syntézu cDNA.

Oznaceni O.D.260 | O.D.2601280 | Koncentrace RNA Mnozstvi RNA pro

vzorku (g / ul) syntézu cDNA (ul)
A20 3h K 0,1990 1,943 0,398 5,03
A20 3h 0,1910 1,950 1,328 6,10
A20 6h 0,2695 1,879 0,539 3,71
A20 24h 0,2485 1,882 0,497 4,02
J7743h K 0,3341 1,995 0,668 2,99
J774 3h 0,3243 1,898 0,649 3,08
J774 6h 0,3512 1,913 0,702 2,85
J774 24h 0,1595 1,835 0,319 6,27

K — kontrolni neinfikované bunky

3h, 6h, 24h — bunky infikované F. tularensis LVS po dobu 3, 6 a 24 hodin

Ke standardizaci na (-actin (Obr. 5-7) jsme pouzili 2 ul cDNA, 3 ul DEPC vody
a 20 ul PCR mixu, ktery obsahoval 0,1 pul Taq polymerazy. Amplifikovali jsme po dobu
29 cyklu pfi teploté ,,annealingu 60 °C. Ethidium bromid v mnozstvi 2 pl jsme ptidali
ptimo do agarézového gelu. Jako standard jsme pouzili 1,5 pl 1 kB Plus DNA Ladderu.
Negativni kontrolu, pozitivni kontrolu a vzorky jsme nanaSeli v mnozstvi 10 pl na

jamku.
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Oznaceni gelt po provedené izolaci RNA ¢.1. : Ladder — 1 kB Plus DNA Ladder
nebo Gene Ruler 1 kB DNA Ladder, NC — negativni kontrola, PC — pozitivni kontrola,
K — kontrolni neinfikované burky, 3h, 6h, 24h — bunky infikované F. tularensis LVS po
dobu 3, 6 a 24 hodin.

Obr. 5 Detekce B-actinu ¢. 1
A20 J774

Ladder NC PC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Kvili negativnimu vysledku jsme amplifikaci zopakovali (Obr. 6). MnoZstvi
Taq polymerazy jsme zménili na 0,5 pl na vzorek. Na gel jsme nanaSeli negativni

kontrolu, pozitivni kontrolu a vzorky po 10 pl.

Obr. 6 Detekce B-actinu ¢. 2
A20 J774

Ladder NC PC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Amplifikaci jsme znovu zopakovali (Obr. 7). Pouzili jsme 1 ul cDNA, 4 ul
DEPC vody a 20 ul PCR mixu. Mnozstvi Taq polymerazy jsme upravili na 0,2 pl.
Amplifikovali jsme po dobu 28 cyklu pii teploté ,,annealingu“ 60 °C. Na gel jsme

nanaseli negativni kontrolu, pozitivni kontrolu a vzorky po 5 pl.
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Obr. 7 Detekce B-actinu €. 3
A20 J774

Ladder NC PC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Gen pro TLR4 jsme amplifikovali nejprve po dobu 33 cykli pii teploté
,annealingu“ 60 °C (Obr. 8). K amplifikaci jsme pouzili 1 pul ¢cDNA, na gel jsme
nandSeli 10 pl vzorku. Intenzita jednotlivych vzorkd se priliS neliSila, takze jsme
nemohli porovnavat miru exprese mezi Casovymi intervaly infikovanych bunék
a kontrolnimi bunkami. Proto jsme amplifikaci opakovali a postupné snizovali pocet

cykla (30, 28, 26 a 24 cykll) tak, aby byly ziejmé rozdily v intenzité vzorki.

Obr. 8 Detekce TLR4 ¢. 1
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Optimalnimi podminkami amplifikace u genu pro TLR4 bylo 24 cykli a teplota
»annealingu® 60 °C (Obr. 9). U bunék A20 byla exprese srovnatelna s kontrolnimi
buitkami po 3 a 6 hodinach infekce, po 24 hodinach infekce se exprese snizila. U bun¢k
J774 se exprese genu zvySovala k 6hodinovému intervalu, kdy byla srovnatelna

S kontrolnimi buiikami, po 24 hodinach byla sniZena.
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Obr. 9 Detekce TLR4 &. 2
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Gen pro Tbk-1 jsme amplifikovali po dobu 32 cyklu pfi teploté ,,annealingu*
60 °C (Obr. 10). K amplifikaci jsme pouzili 1 pul cDNA, na gel jsme nandSeli 5 pl
vzorku. Amplifikaci jsme zopakovali pii 28, 26 a 24 cyklech, aby doslo k odliSeni miry

exprese jednotlivych vzorku.

Obr. 10 Detekce Tbk-1 ¢&. 1
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24n

Optimalni amplifikace pro gen pro Tbk-1 byla po dobu 24 cyklu pii teploté
,annealingu® 60 °C (Obr. 11). Na gel jsme nanaSeli 10 ul vzorku. U bun¢k A20 byla
exprese genu pro Thk-1 srovnatelna s kontrolnimi bunikami po 3 a 6 hodinach infekce,
po 24 hodinach infekce byla mirné zvySend. U bun€k J774 byla exprese ve vSech
casovych intervalech niz§i v porovnani s kontrolnimi buitkami, postupné se sniZovala

ke 24hodinovému intervalu.
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Obr. 11 Detekce Thk-1 ¢. 2
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Gen pro MyD88 jsme amplifikovali po dobu 33 cykla pii teploté ,,annealingu
60 °C (Obr. 12). K amplifikaci jsme pouzili 1 pl cDNA, na gel jsme nanéseli 5 pl
vzorku. Kvili lepSimu rozliSeni intenzity jednotlivych vzorki jsme amplifikaci

zopakovali pti 30, 28 a 26 cyklech.

Obr. 12 Detekce MyD8S8 ¢. 1
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Optimalni amplifikace u genu pro MyD88 byla pfi 26 cyklech a teploté
,annealingu“ 60 °C (Obr. 13). Na gel jsme nanaSeli 10 ul vzorku. U bun¢k A20 byla
exprese genu pro MyD88 oproti kontrolnim buitkdm zvySena po 3 a 6 hodinach infekce,
sniZzena po 24 hodinéch infekce. U bunék J774 byla exprese zvysena po 3 a 6 hodinéch,

po 24 hodinach byla naopak sniZzena ve srovnani s kontrolnimi bunkami.

Obr. 13 Detekce MyDS88 ¢. 2
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h



Gen pro IP-10 jsme amplifikovali po dobu 33 cykla pii teploté ,,annealingu*
60 °C (Obr. 14). Na amplifikaci jsme pouzili 1 pul cDNA, na gel jsme nanéaseli 10 pl
vzorku. U bunék A20 se exprese genu pro IP-10 postupné zvySovala. Po 3 hodinach
infekce byla exprese niz§i v porovnani s kontrolnimi buiikami, po 6 hodinach byla
srovnatelna s kontrolnimi bufikami, po 24 hodinach jiz byla vyssi. U bunék J774 byla
exprese genu srovnatelna s kontrolnimi bunikami ve 3 a 6hodinovém intervalu a snizena

ve 24hodinovém intervalu.

Obr. 14 Detekce IP-10
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h

Gen pro IRF-3 jsme amplifikovali po dobu 33 cyklua pii teploté ,,annealingu*
60 °C (Obr. 15). K amplifikaci jsme pouzili 1 pul cDNA, na gel jsme nanaseli 10 pl
vzorku. Exprese tohoto genu byla u obou typt bunék nizkd. U bunék A20 byla exprese
oproti kontrolnim bunkam zvySend ve 3 a6hodinovém intervalu, ve 24hodinovém
intervalu byla srovnatelna s kontrolnimi buiikami. U bunék J774 byla exprese snizena
ve srovnani s kontrolnimi buitkami ve 3hodinovém intervalu, zvySend v 6hodinovém

intervalu a srovnatelna ve 24hodinovém intervalu.

Obr. 15 Detekce IRF-3 ¢. 1
A20 J774

Ladder NC K 3h 6h 24h K 3h 6h 24h
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3.2 Provedeni infekce a izolace RNA ¢. 2

Bunécné linie A20 a J774 jsme infikovali F. tularensis LVS nebo stimulovali
E. coli LPS a F. tularensis LPS po dobu 6 a 24 hodin. Izolaci RNA jsme provadéli
pomoci TriZolu. K syntéze cDNA jsme pouzili 7,5 ul smési RNA a DEPC vody a 0,5 ul

Random primeri. Mnozstvi RNA v ul je uvedeno Vv poslednim sloupci tabulky 4.

Tab. 4 Hodnoty absorbance RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouzité pro syntézu cDNA

Oznaceni 0.D.260 | O.D.2s01280 | Koncentrace RNA Mnozstvi RNA pro
vzorku (ng/ul) syntézu cDNA (ul)
A20 6h K 0,3001 2,198 1,2004 1,67
A20 6h LVS 0,2218 2,191 0,8872 2,25
A20 6h E.coli | 0,2669 2,157 1,0676 1,87
LPS
A20 6h LVS | 0,2498 2,076 0,9992 2,00
LPS
A20 24h K 0,3807 1,636 1,5228 1,31
A20 24h LVS | 0,1449 2,106 0,5796 3,45
A20 24h E.coli | 0,2572 1,759 1,0288 1,94
LPS
A20 24h LVS | 0,3034 1,899 1,2136 1,65
LPS
J774 6h K 0,4584 1,835 1,8336 1,09
J774 6h LVS 0,5100 1,951 2,04 0,98
J774 6h E.coli | 0,3667 1,982 1,4668 1,36
LPS
J774 6h LVS | 0,5635 1,964 2,254 0,89
LPS
J774 24h K 0,5307 1,877 2,1228 0,94
J774 24h LVS | 0,3758 1,715 1,5032 1,33
J774 24h E.coli | 0,6574 1,796 2,6296 0,76
LPS
J774 24h LVS | 0,7150 1,817 2,860 0,70
LPS
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K — kontrolni neinfikované buiky
LVS — buriky infikované F. tularensis LVS
E.coli LPS — bunky stimulované E. coli LPS

LVS LPS — bunky stimulované F. tularensis LPS

Kvalitu RNA jsme hodnotili pomoci agardézového gelu s obsahem 10x FA gel
bufferu (obr. 16 A., B.).

Oznaceni gelll po provedené izolaci RNA ¢. 2: K — kontrolni neinfikované
bunky, LVS — bunky infikované F. tularensis LVS, E. coli LPS — buiiky stimulované
E. coli LPS, LVS LPS — buniky stimulované F. tularensis LPS.

Obr. 16 Kvalita RNA
A. Bunécéna linie A20
6h 24h

K
K

LVS
LVS
LVS
LVS

LVS LPS
LVS LPS
LVS LPS

E.coli LPS
LVS LPS

E.coli LPS
E.coli LPS
E.coli LPS
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B. Buné&éna linie J774
6h 24h

K
K

LVS
LVS
E.coli LPS
E.coli LPS
LVS LPS
LVS LPS
LVS
LVS
E.coli LPS
E.coli LPS
LVS LPS
LVS LPS

Ke standardizaci cDNA na B-actin jsme pouzili 1 pul cDNA, 4 ul DEPC vody
a 20 ul PCR mixu (s obsahem 0,2 pl Taq polymerazy). Amplifikaci jsme provadéli po

dobu 28 cyklu pii teploté ,,annealingu® 60 °C (Obr. 17 A., B.). Na gel jsme nanaseli
10 pl vzorku.

Obr. 17 Detekce B-actinu €. 1
A. Buné¢na linie A20
6h 24h

Ladder
LVS
LVS

LVS LPS

E.coli LPS
LVS LPS

E.coli LPS
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B. Bunéc¢na linie J774
6h 24h

Ladder
LVS
LVS

LVS LPS

E.coli LPS
LVS LPS

E.coli LPS

Kvili negativnimu vysledku jsme provedli amplifikaci za pouziti pouze
pozitivni kontroly, rznych primerti pro B-actin, riznych Sarzi Taq polymeraz a novych
chemikalii. Vytvareli jsme kombinace z primert pro -actin a Taq polymeraz. Divodem
negativniho vysledku mohla byt Spatnd kvalita pouzitych chemikalii (kontaminace),
snizend aktivita enzymu nebo degradace primerli zpisobend Castym rozmrazovanim
a zamrazovanim. Pro zopakovani amplifikace se vzorky jsme vybrali kombinaci Taq

polymerazy a primerti pro f-actin s nejvétsi intenzitou pii detekci gelu pod UV lampou.

K amplifikaci vzorkt (Obr. 18 A., B.) jsme pouzili 1 pul cDNA, 4 ul DEPC vody
a 20 pl PCR mixu. Mnozstvi Taq polymerazy jsme zvysili na 0,5 pul. Amplifikovali jsme
po dobu 28 cykli pfi teploté ,,annealingu® 60 °C. Na gel jsme nanaseli 10 pl vzorku.

Obr. 18 Detekce B-actinu ¢. 2
A. Bunécna linie A20
6h 24h

LVS
LVS

Ladder

LVS LPS

E.coli LPS
LVS LPS

E.coli LPS
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B. Buné&&na linie J774
6h 24h

Ladder
NC

PC

K

LVS
E.coli LPS
LVS LPS
LVS
E.coli LPS
LVS LPS

Vysledky naznacuji, ze jsme ziejmé pro amplifikaci pouzili u nékterych vzorki
méné cDNA. Proto jsme amplifikaci zopakovali (Obr. 19 A., B.) a mnozstvi cDNA
upravili (Tab. 5). Amplifikovali jsme po dobu 28 cykla pfi teploté ,,annealingu 60 °C.

Na gel jsme nanaseli 10 pl vzorku.
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Tab. 5 Mnozstvi cDNA, DEPC vody a PCR mixu pro amplifikaci B-actinu ¢&. 3.

Oznaceni vzorku | Mnozstvi cDNA | Mnozstvi DEPC vody | Mnozstvi PCR mixu
(ul) (ul) (ul)
A20 6h K 1,5 3,5 20,0
A20 6h LVS 1,5 3,5 20,0
A20 6h E.coli 1,5 3,5 20,0
LPS
A20 6h LVS LPS 1,0 4,0 20,0
A20 24h K 2,0 3,0 20,0
A20 24h LVS 2,0 3,0 20,0
A20 24h E.coli 2,0 3,0 20,0
LPS
A20 24h LVS 2,0 3,0 20,0
LPS
J774 6h K 1,5 3,5 20,0
J774 6h LVS 1,0 4,0 20,0
J774 6h E.coli 1,0 4,0 20,0
LPS
J774 6h LVS LPS 1,0 4,0 20,0
J774 24h K 1,0 4,0 20,0
J774 24h LVS 1,5 3,5 20,0
J774 24h E.coli 1,5 3,5 20,0
LPS
J774 24h LVS 1,5 3,5 20,0
LPS

K — kontrolni neinfikované bunky
LVS — buriky infikované F. tularensis LVS
E.coli LPS — bunky stimulované E. coli LPS

LVS LPS — bunky stimulované F. tularensis LPS
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Obr. 19 Detekce B-actinu €. 3

A. 6hodinovy interval
A20 J774
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E.coli LPS

Amplifikaci ostatnich genli jsme provadéli s mnoZzstvim cDNA uvedeném

v Tab. 5.

Gen pro IP- 10 jsme amplifikovali po dobu 33 cykld pfi teploté ,,annealingu*
60 °C (Obr. 20 A., B., C.). Na gel jsme nanaseli 10 pl vzorku. U buné¢né linie A20 byla
exprese genu pro IP-10 zvySena u bunék stimulovanych E. coli LPS v 6hodinovém
intervalu, ve 24hodinovém intervalu byla exprese sniZzena, porovnatelnd s expresi
u bunék infikovanych F. tularensis LVS. Exprese u bunék infikovanych F. tularensis
LVS a u bun¢k stimulavanych F. tularensis LPS se béhem jednotlivych ¢asovych
intervald pfilis§ neménila. U bunécné linie J774 se jednotlivé vzorky piili§ neliSily
Vv intenzité, proto jsme amplifikaci zopakovali a snizili pocet cykli na 30 (Obr. 21).

Exprese tohoto genu byla zvySena u bunék stimulovanych E. coli LPS v obou ¢asovych
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intervalech v porovnani S kontrolnimi bunkami. Exprese u bunék infikovanych
F. tularensis LVS byla v 6hodinovém intervalu srovnatelna s kontrolnimi bunikami, ve
24hodinovém intervalu doSlo k vyraznému snizeni exprese. Exprese u bunék
stimulovanych F. tularensis LPS se béhem jednotlivych casovych intervalt piilis

nemeénila.

Obr. 20 Detekce IP-10 ¢. 1
A. Bunééna linie A20
6h 24h
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C. 24hodinovy interval
A20 J774

Ladder
LVS
LVS

%
o
-
S
©
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Obr. 21 Detekce IP-10 ¢. 2 — bunééna linie J774
6h 24h

E.coli LPS

LVS LPS
LVS LPS

Ladder
LVS
LVS

LVS LPS

E.coli LPS
LVS LPS

E.coli LPS

Optimalnimi podminkami pro amplifikaci genu pro TNF-o bylo 33 cykld
a teplota ,,annealingu® 60 °C (Obr. 22 A., B.). U buné&né linie A20 byla sniZzena
exprese genu pro TNF-a v 6hodinovém intervalu u bunék infikovanych F. tularensis
LVS a u bunék stimulovanych F. tularensis LPS v porovnani s kontrolnimi bunkami.
Exprese u bunék stimulovanych E. coli LPS byla srovnatelna s kontrolnimi bunkami.
Ve 24hodinovém intervalu doslo ke zvyseni exprese u bunék infikovanych F. tularensis
LVS. U bunééné linie J774 byla v 6hodinovém intervalu snizena exprese genu u bunék
stimulovanych E. coli LPS a F. tularensis LPS oproti kontrolnim buiikam. Exprese
u bunék infikovanych F. tularensis LVS byla srovnatelna s kontrolnimi bunkami. Ve
24hodinovém intervalu byla snizena exprese u bunék infikovanych F. tularensis LVS
V porovndni s kontrolnimi bunikami, zvySend exprese byla U bunék stimulovanych

E. coli LPS a F. tularensis LPS.
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Obr. 22 Detekce TNF-a
A. Bunécéna linie A20
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3.3 Provedeni infekce a izolace RNA ¢. 3

Bunééné linie A20, J774 a Ramos jsme infikovali F. tularensis LVS nebo
stimulovali E. coli LPS a F. tularensis LPS po dobu 6 a 24 hodin. lzolaci RNA jsme
provadéli pomoci TriZolu. K syntéze cDNA jsme pouzili 5 ul smési RNA a DEPC vody
a 3 ul Oligo primert. Mnozstvi RNA v ul je uvedeno v poslednim sloupci tabulky 6:

Tab. 6 Hodnoty absorbance RNA, koncentrace RNA a mnozstvi RNA pouZité pro syntézu cDNA ¢. 3.

Oznaceni O.D.260 | O.D.2601280 | Koncentrace RNA Mnozstvi RNA pro
vzorku (ng/ ul) syntézu cDNA (ul)

A20 6h K 0,3576 2,068 1,4 1,4
A20 6h LVS 0,8748 1,973 3,5 0,6
A20 6h E.coli | 0,3528 2,025 1,4 1,4
LPS

A20 6h LVS 0,8838 1,958 3,5 0,6
LPS

A20 24h K 0,1247 1,906 0,5 4,0
A2024h LVS | 0,2284 1,972 0,9 2,2
A20 24h E.coli | 0,1946 1,967 0,7 2,9
LPS

A2024h LVS | 0,1230 1,889 0,4 5,0
LPS

J774 6h K 0,8838 2,021 35 0,6
J774 6h LVS 0,7925 2,328 3,2 0,6
J774 6h E.coli | 0,5336 1,942 2,1 1,0
LPS

J774 6h LVS 0,6409 2,020 2,5 0,8
LPS

J774 24h K 0,5954 1,947 2,4 0,8
J774 24h LVS | 0,3240 1,779 1,3 15
J774 24h 0,6633 1,945 2,6 0,8
E.coli LPS

J774 24h LVS | 0,7761 1,959 3,1 0,6
LPS
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K — kontrolni neinfikované buiky
LVS — buriky infikované F. tularensis LVS
E. coli LPS — bunky stimulované lipopolysacharidem E. coli

LVS LPS — bunky stimulované lipopolysacharidem F. tularensis

Kvalitu RNA jsme hodnotili pomoci agarézového gelu s obsahem 10x FA gel
bufferu (obr. 23). Hodnoceni kvality RNA pro 24hodinovy interval jsme neprovedli

Oznaceni geli po provedené izolaci RNA ¢. 3: K — kontrolni neinfikované
bunky, LVS — bunky infikované F. tularensis LVS, E. coli LPS — buiiky stimulované
lipopolysacharidem E. coli, LVS LPS — buiky stimulované lipopolysacharidem

F. tularensis.

Obr. 23 Kvalita RNA — 6hodinovy interval
A20 J774

LVS
LVS

LVS LPS

E.coli LPS
LVS LPS

E.coli LPS

Ke standardizaci cDNA na Bz-mikroglobulin jsme pouzili 2 pl cDNA, 3 pul
DEPC vody a 20 pl PCR mixu (pouzili jsme po 1,0 pl primerd pro f2-mikroglobulin
a 0,5 ul Taq polymerazy). Amplifikaci jsme provadéli po dobu 28 cykli pii teploté
,annealingu“ 60 °C (Obr. 24). Na gel jsme nanaseli 10 ul vzorku. Vzhledem ke $patné
kvalité amplifikovanych genil a problémtm se standardizaci béhem piedchozich pokusii
doslo ziejmé k degradaci primerti vlivem casté manipulace a také stafim primerti. Pro

nedostatek casu jsme jiz nemohli provadét dalsi pokusy.
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Obr. 24 Detekce B,-mikroglobulinu — bunééna linie J774
6h 24h

Ladder
LVS
E.coli LPS
LVS
E.coli LPS

LVS LPS
LVS LPS

Amplifikaci genu pro IFN-B jsme provadéli po dobu 33 cykla pii teploté
»annealingu“ 55 °C (Obr. 25 A., B.). K amplifikaci jsme pouzili 2 pul cDNA, 3 ul DEPC
vody a 20 pl PCR mixu (s pouzitim 1,0 pl primert pro IFN-B a 0,5 ul Taq polymerazy).
Na gel jsme nanaSeli 10 ul vzorku. U bunéné linie A20 nelze v 6hodinovém intervalu
gen pro IFN-B detekovat. Ve 24hodinovém intervalu byla exprese potlacena u bunék
infikovanych F. tularensis LVS a u bun¢k stimulovanych E. coli LPS v porovnani
s kontrolnimi bunikami. U bunék stimulovanych F. tularensis LPS byla exprese
srovnatelnd s kontrolnimi bunikami. Také u bunécné linie J774 neni detekovatelna
exprese genu pro IFN-B v 6hodinovém intervalu. Ve 24hodinovém intervalu zlstala
exprese potlacena u bunék infikovanych F. tularensis LVS a u bunék stimulovanych
F. tularensis LPS. Exprese u bun¢k stimulovanych E. coli LPS byla oproti kontolnim

buiikdm zvySena.
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Obr. 25 Detekce IFN-B
A. Bunéc¢na linie A20
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Amplifikaci jsme zopakovali s pouzitim 35 cykld, ale ziejmé doslo b&hem
skladovani cDNA k jeji degradaci, pokus se nezdafil. Z Casovych diivodl jsme jiz

V préci nepokracovali.
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4 Diskuse

Makrofagy jsou primarnim cilem invaze intracelularnich a fakultativné
intracelularnich mikroorganismii. Neomezenym intracelularnim rustem patogeni by
mohlo dojit k zdniku makrofagli a rozsifeni infekce, proto spousti antimikrobidlni
obrannou reakci, ktera zahrnuje sekreci chemokini a cytokinu. Tento efektorovy
mechanismus hostitelské bunky je spustén interakci mezi ligandem a receptorem na
povrchu makrofagl. Aktivace intraceluldrnich signéalnich cest vede k transkripénimu
faktoru NF-kB a kinazam JNK, p38 a MAPK. Poruseni nékteré signalni cesty vede
k omezeni sekrece antibakterialnich efektorovych molekul, napi. TNF-a, IL-1 a IL-8
a oslabeni rezistence vici infekci. Napf. makrofagy neschopné aktivovat NF-kB
podléhaji rychlé apoptoze pti infekci E. coli nebo stimulaci enterobakterialnim LPS.
V nékolika studiich byla popsana schopnost intraceluldrnich patogeni ovlivnit NF-xB
aMAPK a pfedejit tak aktivaci antimikrobidlnich efektorovych mechanismi

makrofagh.

F. tularensis infikuje fagocytujici i nefagocytuji buriky, ve kterych se nasledné
rychle mnozi. Zatim nebyl vysvétlen mechanismus této schopnosti. Také nebyl nalezen
zadny sekrecni systém podobny nékterym patogennim intracelularnim bakteriim, napf.
Shigella, Salmonella, Brucella, Legionella, ani nebyla popsana produkce toxint. BEéhem
intracelularniho rustu indukuje F. tularensis pouze malé mnozstvi stresovych proteind,

coz naznacuje, Ze je zfejme dobie prizptisobena na intracelularni podminky (18).

Clenové rodiny receptort TLR se vyznaduji Toll/IL-1 doménou spole&nou i pro
receptory IL-1. Obsazeni téchto receptort pfislusnymi ligandy vede k zapojeni nékteré
z adaptorovych molekul obsahujicich TIR doménu (MyD88, Mal/TIRAP,
TRIF/TICAM-1, TRAM/TICAM-2), k strukturalni zméné a nasledné aktivaci kinaz
a efektorovych molekul signalnich cest (17). Dulezitou tlohu pii signalizaci maji
transkripéni faktory NF-kB (u MyD88-zavislé cesty), ktery vede k produkci napft.
TNF-a nebo IL-1 a IRF-3 (u MyD88-nezavislé cesty), jehoz translokace do jadra vede
k aktivaci gent pro IFN-f a genti indukovanych IFN (31).

Podle Nomura a kol. (2000) je jednim z moznych mechanismu, ktery brani
aktivaci NF-kB u bunék stimulovanych LPS ,,down-regulace* receptori TLR. Telepnev
a kol. (2003) povazuji za vice pravdépodobné, Ze inhibice ,,up-regulace* TLR receptort

je sekundarni jev blokady intracelularnich signdlnich cest. U bunék infikovanych
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F. tularensis k tomuto jevu doSlo az po inhibici NF-xB a MAPK (18). Po infekci
monocyto-makrofagové bunécné linie J774 F. tularensis LVS jsme nepozorovali
vyrazné zmény v expresi genu pro TLR4 béhem jednotlivych ¢asovych intervali (3, 6
a24 hodin). V 6hodinovém intervalu byla exprese tohoto genu srovnatelna
s kontrolnimi buitkami, ve 24hodinovém intervalu doslo k mirnému sniZzeni exprese.
ProtoZze po 24 hodinach infekce je signalni cesta vedouci k produkci TNF-a pies
transkripcni faktor NF-kB jiz zablokovana, miZze byt snizeni exprese genu pro TLR4

druhotnym jevem blokady popsanym Telepnevem a kol. (2003).

Adaptorova molekula MyD88 se uplatiiuje u signalizace ptes vSechny receptory
TLR svyjimkou TLR3. Asociaci intracelularni TIR domény TLR a TIR domény
MyD88 dochazi k aktivaci serin/threoninové kinazy IRAK, ktera je fosforylovana
a asociovana s TRAF-6. Tato signalni draha vede k transkripénimu faktoru NF-kB nebo
kindze MAPK a nésledné expresi gent prozanétlivych cytokint, napt. TNF-a (15, 17).
U bunééné linie J774 infikované F. tularensis LVS jsme nepozorovali v expresi genu
pro MyD88 béhem jednotlivych ¢asovych intervalli vyrazné rozdily. Podobné jako
ugenu pro TLR4 doslo ve 24hodinovém intervalu k mirnému snizeni exprese.

Mechanismus snizeni exprese bude ziejmeé stejny jako u receptoru TLR4.

TNF-a je zakladnim cytokinem pfi imunitni odpovédi na bakterialni a nckteré
houbové, virové a parazitarni infekce, zptsobuje nekrozu specifickych tumort a také se
uplatiiuje jako klicovy mediator pfi imunitni odpovédi na lokélni zanét. Jako protein
akutni faze aktivuje kaskadu cytokintli, zvySuje vaskularni permeabilitu a zapojuje do
reakce makrofagy a neutrofily. Ve velkych mnozstvich mtize zptsobit aktivaci Sokové
kaskady (32). Spolu s IFN-y aktivuje makrofagy a umoziuje buitkam kontrolu rtstu
anebo usmrceni intracelularnich patogent v disledku tvorby reaktivnich kyslikovych

a reaktivnich dusikovych intermediata (33).

Schopnost F. tularensis inhibovat signalni cesty ptfes TLR popsal Telepnev
a kol. (2003). Pti infekci monocyto-makrofagové linie J774 F. tularensis LVS doslo
k blokadé¢ intracelularnich signalnich cest vedoucich k NF-kB, p38 a c-Jun. Infikované
buniky neprodukovaly TNF-a a IL-1 ani pfi stimulaci enterobakteridlnim LPS nebo BLP
(bakterialni lipopeptid). Cil inhibice zatim nebyl lokalizovan (18). V souladu
S publikovanymi vysledky (Telepnev a kol., 2003) jsme u bunék monocyto-
makrofagové linie J774 infikovanych F. tularensis LVS pozorovali ve 24hodinovém

intervalu potlaceni exprese genu pro TNF-a, zatimco buiky stimulované E. coli LPS
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Vv témze Casovém intervalu vykazovaly expresi naopak zvySenou oproti kontrolnim
bunkam. Oproti publikovanym vysledkim (Telepnev a kol., 2003) jsme detekovali
u bun¢k stimulovanych E. coli LPS snizenou expresi genu Vv 6hodinovém intervalu
a u bun¢k stimulovanych F. tularensis LPS zvySenou expresi genu ve 24hodinovém

intervalu. Divodem by mohlo byt odli$né uspofadani pokusu.

Schopnost inhibice aktivace NF-kB byla popsana u intracelularnich bakterii
Leishmania donovani, Yersinia enterocolica a u vyvojového stadia tachyzoit
intracelularniho prvoka Toxoplasma gondii. Inaktivni NF-xB 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 genli pro cytokiny
a chemokiny. Yersinia enterocolica a Toxoplasma gondii vyvinuly stejny mechanismus
inhibice NF-kB, ktery spoc¢iva v zabranéni fosforylace a degradace inhibi¢nich protient
IkB-a a IkB-p (38, 39). U intracelularni bakterie Leishmania donovani mechanismus
inhibice NF-kB zatim nebyl zcela objasnén, nejspise souvisi se zvySenou intracelularni
hladinou ceramidu a potlaéenim ERK (extracellular signal-regulared kinase) (40).
U F. tularensis byla popsana inhibice NF-kB a tim i produkce napt. TNF-a, coz

potvrdila i nase prace, cil zdsahu zatim ale nebyl lokalizovan.

IRF-3 je <clenem rodiny transkripénich faktord regulovanych IFN.
U neinfikovanych bunék se nachazi v cytoplazmé. Po infekci dochazi k jeho aktivaci
fosforylaci na serinovém zbytku C-konce pusobenim IRF-kindz Tbk-1 a IKK-i
a transportu do jadra buiky, kde zprostiedkovavéa indukci gend pro IFN-B a nékteré
geny indukované IFN (16).

Signalni cesta nezavislda na adaptorovém proteinu MyD88, vedouci
K transkripénimu faktoru IRF-3 zatim nebyla zkoumana v takovém rozsahu jako
signalni cesta vedouci k transkripnimu faktoru NF-«B. VIliv F. tularensis na tuto
paralelni signalni cestu aktivace nebyl dosud studovan viibec. Exprese genu pro Tbk-1
po infekci bunécné linie J774 F. tularensis LVS byla nizka oproti kontrolnim bunikam,
ve 24hodinovém intervalu infekce doslo jesté¢ ke snizeni exprese. U genu pro IRF-3
jsme detekovali zvysSeni exprese v 6hodinovém intervalu, zatimco ve 24hodinovém
intervalu doslo ke snizeni exprese. SniZzeni exprese obou genti po 24 hodinach infekce

ziejme souvisi se zablokovanim celé této signalni cesty.
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IP-10 je protein o velikosti 10 kDa z rodiny chemokini CXC (C oznacuje pozici
cysteinového zbytku). Jeho exprese je indukovdna vlivem mnoha zanétlivych
mediatord, napt. IL-1, TNF-a, IFN-y, IFN-a, LPS. Mezi jeho funkce patii stimulace
migrace monocyti, NK-bunék a T-bun€k, zrani progenitorovych bun¢k kostni dienég,
modulace exprese adhezivnich molekul a inhibice angiogeneze (34). Pfi detekci exprese
genu pro IP-10 u bun¢k J774 infikovanych F. tularensis LVS jsme zaznamenali vyrazné
snizeni exprese tohoto genu ve 24hodinovém intervalu. U bun€k stimulovanych
F.tularensis LPS byla exprese celkové nizkd v disledku neobvyklé struktury
lipopolysacharidu. Naopak E. coli LPS jako silny stimulant vyvolal expresi zvySenou

V obou ¢asovych intervalech oproti kontrolnim buiikdm.

IFN-B patii mezi cytokiny z rodiny interferont typu I. Primarnim intracelularnim
signdlem pro jeho produkci je virovd dvoufetézcovd RNA (35). Uplatiuje se pfi
nespecifické antivirové imunitni odpovédi, kdy umoziiuje inhibici bunééné proliferace,
rozvoj apoptozy, aktivaci mikrobicidnich funkci makrofaghi a NK-bun€k a propojeni
nespecifické a specifické imunitni odpoveédi. Nékteré studie popisuji expresi genti pro
interferony typu I indukovanou také bakterialnim LPS ptes TLR4 (36). V souladu
s timto faktem jsme po stimulaci bunééné linie J774 E. coli LPS detekovali zvy$enou
expresi genu pro IFN-B. U bun€k infikovanych F. tularensis LVS doslo ve
24hodinovém intervalu infekce k potlaceni exprese tohoto genu. Vzhledem K potlaceni
exprese genu jak pro IP-10, tak pro IFN-B a sniZeni exprese gent pro IRF-3 a Thk-1 ve
24hodinovém intervalu je zfejmé F. tularensis schopna zabranit aktivaci signalni cesty

nezavislé na MyDS8.

Neékteré intracelularni bakterie naopak cilené aktivuji signalni cestu nezavislou
na MyD88 a zvySuji produkci uréitych cytokint. Napf. Listeria monocytogenes po
fagocytoze makrofagy je schopna s pomoci specifickych faktoru virulence uniknout do
cytoplazmy hostitelské buiiky. Zde aktivuje signalni kaskady, charakteristické produkci
IFN-B. Zaroven dochazi k potlaceni akumulace fagocytii produkujicich TNF-a v misté
bakteridlniho rastu a rozvoje infekce (37). ZvySena sekrece interferont typu I hraje
dilezitou roli béhem potlaceni virové infekce. Pti infekei L. monocytogenes vsak tyto
cytokiny inhibuji obranné reakce hostitelské builky zatim ne zcela objasnénym
mechanismem a L. monocytogenes vyuziva  bunéénych podminek vzniklych
pusobenim interferont typu I ve sviij prospéch (36). Tento mechanismus je ziejmé

opacny nez u F. tularensis.
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Z nasi prace vyplyva, ze u bunééné linie J774 infikované F. tularensis LVS
dochazi nejen k blokad¢ signalni cesty vedouci k transkripénimu faktoru NF-xB
aprodukci TNF-a, ale zfejmé& také k blokad¢ paralelni signalni cesty vedouci
k transkripénimu faktoru IRF-3 a tim k zamezeni exprese genu prozanétlivych cytokind

a chemokint, jako jsou nami sledovany IP-10 a IFN-p.

Uloha B-bundk b&hem vytvafeni imunity byla tradi¢né piisuzovana tvorbé
protilatek. Pfi infekcei intracelularnimi patogeny maji ale protilatky pouze maly vyznam
vzhledem k lokalizaci patogenu uvniti buiiky, ktera ho chrani pied G¢innym navazanim
protilatek (1). Pfima interakce intracelularni bakterie s B-bunkami byla poprvé popsana
Menonem a kol. (2003). Zjistil, ze Listeria monocytogenes je schopna interagovat
s B-buiikami a zptsobit jejich apoptézu (28). Nedadvno se podafilo detekovat piimé
interakce mezi lidskymi B-buiikami Ramos a F. tularensis Krocové a kol. (29). Také

V tomto piipad¢ byla vysledkem interakce apoptoza B-bunék.

Na povrchu B-buné¢k jsou exprimovany 2 receptory pro lipopolysacharid gram-
negativnich bakterii — TLR4 a RP105. Stimulaci TLR4 je aktivovana signalni cesta
vedouci ptfes MyD88, IRAK a TRAF6 k transkripénimu faktoru NF-xB. Stimulaci
RP105 se aktivuje bud’ signalni cesta pfes proteiny Lyn, CD19 a Vav vedouci k INK
nebo signalni cesta pies PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase) a Btk vedouci k NF-xB
(27). Nepodatilo se nam najit zadné literarni zdroje, ve kterych by byl popsan vliv

F. tularensis na signalni cesty u B-bunék.

Nasim cilem v ramci prace s B-buitkami bylo mimo jiné zjistit, zda je u téchto
bunék aktivovéana signélni cesta vedouci k transkripnimu faktoru NF-kB. U bunécné
linie A20 infikované F. tularensis LVS jsme po 6 hodinach infekce detekovali zvySenou
expresi genu pro MyD88 oproti kontrolnim bunkam, po 24 hodinach infekce jsme
detekovali sniZenou expresi genu pro TLR4 a genu pro MyD88. Exprese genu pro TNF-
o byla vtomto Casovém intervalu naopak zvySend. Transkripéni faktor NF-kB tedy
ziejmée po infekci aktivovan je, ale je mozné, ze k aktivaci dochdzi jinym zptisobem
anebo v jinych ¢asovych intervalech, nez jsme zvolili my.

U B-bungk zatim nebyla popsana existence paralelni signalni cesty podobné jako
u makrofagli. Proto jsme provedli amplifikaci bunécné linie A20 infikované
F. tularensis LVS nebo stimulované E. coli LPS, popi. F. tularensis LPS s geny pro
transkrip¢ni faktor IRF-3, kinazu Tbk-1, chemokin IP-10 a cytokin IFN-§ a sledovali

zmény v expresi jednotlivych genli. V 6hodinovém intervalu u bunck infikovanych
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F. tularensis LVS byla exprese zvySena oproti kontrolnim bufikam u genu pro IRF-3.
Zvysenou expresi ve 24hodinovém intervalu u bunék infikovanych F. tularensis LVS
jsme zaznamenali u genu pro Tbk-1 a také u genu pro IP-10. Naopak snizenou expresi
jsme detekovali u bunék infikovanych F. tularensis LVS ve 24hodinovém intervalu
u genu pro IRF-3 a genu pro IFN-B. Také u této paralelni signalni cesty aktivace ziejmée
existuji odliSnosti od signalnich cest popsanych u makrofagli, protoze béhem

jednotlivych €asovych intervali doslo ke zvySeni exprese pouze neékterych gend.
Z nasich vysledkli v ramci méfeni exprese genti po ovlivnéni bunécné linie A20
F. tularensis LVS vyplyva, Ze ziejm¢é dochazi k aktivaci signalni cesty vedouci

k transkripénimu faktoru NF-kB a prozanétlivym cytokinim (napt. TNF-a), ale také

signalni cesty, jejiz aktivace vede k transkripénimu faktoru IRF-3 a chemokinu IP-10.
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r N4
S5 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo metodou reverzni transkriptdzové
polymerazové tetézové reakce zjistit, zda dochazi ke zménam v genové expresi

makrofagové a B-bunééné linie po infekci intracelularnim patogenem Francisella

tularensis. Vysledky nasi prace jsou nasledujici.

U makrofagové bunééné linie J774 jsme po infekci F. tularensis LVS pozorovali
snizeni exprese genu pro Tbk-1, IRF-3, IP-10 a IFN-B ve 24hodinovém intervalu.
Ztejmé tedy dochazi vlivem infekce F. tularensis K inhibici aktivace transkripéniho

faktoru IRF-3 a naslednému potlaceni produkce chemokinu IP-10 a cytokinu IFN-p.

U B-bunééné linie A20 jsme po infekci F. tularensis LVS detekovali ve
24hodinovém intervalu zvySenou expresi genu pro TNF-a. Infekce F. tularensis LVS
zde patrn¢ aktivuje transkripni faktor NF-kB a naslednou produkci prozanétlivych
cytokind, véetné TNF-a. U B-bunék je ziejmé pfi infekci F. tularensis LVS aktivovana
také paralelni signalni cesta aktivace, protoze jsme pozorovali zvySenou expresi genu
pro IRF-3 v 6hodinovém intervalu a genti pro Thk-1 a IP-10 ve 24hodinovém intervalu.
Signalni cesty u B-bunck se vSak mohou liSit od signalnich cest popsanych

U makrofagi.
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