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Abstrakt

Bc. Barbora Svobodova

Toll-like receptory pfi bakteridlnich infekcich

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Krdlové

Odborny pracovnik v laboratornich metoddach

Cil prace: Stanoveni aktivace a exprese toll-like receptord 2, 4, 5 a 9 pomoci
polymerdzové retézové reakce v redlném case a western blottingem (WB). Zavedeni
metody WB na pracoviti Mikrobiologického Ustavu AV CR, v.v.i. v Novém Hradku.
Metody: 1) Optimalizace metody WB — extrakce protein(i, méreni koncentrace proteina,
elektroforéza, western blotting, imunodetekce protein(. 2) 4 skupiny gnotobiotickych
selat: kontrolni bezmikrobni skupina (GF), skupina infikovana bakterii Salmonella
enterica sérovar Typhimurium kmen LT2 (LT2), skupina infikovana kmenem Escherichia
coli 055 (055) a skupina kolonizovana Escherichia coli Nissle 1917 (EcN). 3) Real-time
PCR - izolace celkové RNA, spektrofotometrické stanoveni koncentrace a odhad Cistoty
RNA, syntéza cDNA, real-time PCR, normalizace a relativizace dat z real-time PCR.
Vysledky: Optimalizovali jsme WB detekci TLR5 v tkanovych homogenatech ilea a
mezenteridlnich lymfatickych uzlin. Otestovali jsme protilatky proti prase¢im TLR2, 4 a
9. Vileu skupiny EcN byla zvySena exprese mRNA TLR5 a TLR9. U skupiny O55 nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil v expresi sledovanych TLRs oproti GF skupiné. U
skupiny LT2 byla zvySena hodnota exprese TLR2, 4 a 5 v mezenteridlnich lymfatickych
uzlinach.

Zavér: Zhodnotili jsme rlzné pfipravy tkanovych homogendatli pro pfipravu
supernatantl vhodnych pro WB. Stanovenim exprese TLR2, 4, 5 a 9 na Urovni mRNA
jsme dokumentovali zmény exprese vybranych TLRs v imunologicky exponovaném ileu
a mezenteridlnich lymfatickych uzlinach po kolonizaci/infekci bezmikrobnich selat
probiotickou bakterii nebo stfevnimi patogeny. Stanoveni TLRs na Urovni genového
pfepisu a na Urovni proteinu nam mohou umoznit ziskat dobrou pfedstavu o regulaci a

funkci TLRs.



Abstract

Bc. Barbora Svobodova

Toll-like receptors in bacterial infections.

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical Laboratory Technician

Aim: The aim of this diploma thesis was to determine the expression and the activation
of the toll-like receptors (TLRs) 2, 4, 5 and 9 in bacterial infections by reverse
transcription by real time polymerase chain reaction (RT-gPCR) and by Western blotting
(WB). Another aim was to introduce detection of TLRs in a pig by WB in the Institute of
Microbiology of the ASCR, v.v.i. in Novy Hradek.

Methods: 1) Optimization of WB — extraction of proteins, protein quantification,
electrophoresis, Western blotting, immunodetection of proteins. 2) Four groups of one-
week-old gnotobiotic piglets: germfree as a control (GF), piglets infected with
Salmonella enterica serovar Typhimurium strain LT2 (LT2), piglets infected with
Escherichia coli 055 (055) and piglets colonized with Escherichia coli Nissle 1917 (EcN).
3) RT-qPCR - purification of a total RNA, spectrophotometric RNA quantification and
estimation of purity, synthesis of cDNA, RT-gqPCR, normalization and relativization of
real-time PCR data.

Results: WB analysis of TLR5 in the piglet ileum and mesenteric lymph nodes was
optimized. Antibodies against TLR2, 4 and 9 were tested. The mRNA expression of TLR5
and 9 was increased in the piglet ileum of EcN group. There were no significant
differences in the TLRs expression between the group 055 and the group GF. The
expression of TLR2, 4 and 5 was increased in mesenteric lymph nodes of group LT2.
Conclusion: Different ways of sample preparation for WB were evaluated. The
expression of MRNA of TLR2, 4, 5 and 9 in piglet ileum and mesenteric lymph nodes after
colonization/infection of germ-free piglets with probiotic bacteria or intestinal
pathogens were described. The detection of gene message and protein expression of

TLRs make possible good imagination dealing with a regulation and function of TLRs.
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1 UvoD

Nas organismus je vystaven neustalé pfitomnosti mikroorganismi a v pripadé
praniku pres mechanické bariéry je s nimi nucen bojovat. Nastrojem pro rozpoznani
cizich a nebezpeénych struktur je imunitni systém, jehoz ukolem je nejen rozpoznavat
struktury, ale také aktivovat rychlou obrannou reakeci.

Jednim z mechanism( odhaleni patogennich mikroorganism( jsou TLRs (toll-like
receptory). Jedna se o bilkovinné molekuly, které patfi do skupiny PRRs (pattern-
recognition receptors, receptory rozpoznavajici molekularni vzory). TLRs rozeznavaji
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns, molekularni vzorky spojené
s patogenitou) a DAMPs (damage-associated molecular patterns, molekularni vzory
signalizujici poskozeni).

TLRs jsou evoluéné velmi konzervativni molekuly svou strukturou i funkci (Leulier
and Lemaitre, 2008). Strukturalné podobné proteiny byly nalezeny i u jednobunécnych
organismu (Chen et al., 2007).

Lidské TLRs byly poprvé popsany v roce 1997 jako homology Toll proteinu u
hmyzu Drosophila melanogaster (Medzhitov et al., 1997). Hmyzi Toll protein je soucasti
signalni drahy Fidici expresi genu pro antifungdlni peptid (Lemaitre et al., 1996).

Aktivace TLRs spousti signaliza¢ni kaskady vedouci k aktivaci exprese gen(
dalezitych pro spravné fungovani imunitniho systému.

Cilem této diplomové prace bylo pokusit se zavést metodu Western blotting
prasecich proteinli TLR 2, 4, 5 a 9. DalSim cilem bylo stanovit expresi vybranych TLRs
pomoci metod real-time PCR a western blotting po infekci bakteriemi Salmonella
enterica sérovar Typhimurium kmen LT2 nebo Escherichia coli O55 nebo kolonizaci
probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917. Ziskané hodnoty jsme porovnali

s hodnotami ziskanymi u bezmikrobnich selat.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Toll-like receptory
TLRs tvofi rodinu transmembranovych receptord I. typu, kterd je charakteristicka
extracelularni doménou bohatou na LRRs (leucine-rich repeats, leucinové repetice) a

intracelularni TIR (Toll/Interleukin-1 receptor) doménou (Obrazek 1) (Medzhitov et al.,

IL-1R TLR
Ig-like LRRs
domain
200C00CCOOOOCROCCOOOOOOOCOOOCOOROOOOO00OCOOCONC
P990900000000 0000006000000 09 90000000000 0000 4
[\ Box 1 g

i Eox2
[ TIR domain

t j“sox\'s b ﬁ

Obrazek 1: Struktura TLR. Extraceluldrni ¢ast bohatd na leucinové repetice a

intracelularni ¢ast s TIR doménou (Akira and Takeda, 2004).

Podle své bunécné lokalizace se tato rodina déli na dvé podrodiny. Prvni z nich je
sloZzend z TLR1, TLR2, TLR4, TLR5 a TLR6, nachazi se na bunééném povrchu a rozpoznava
predevsim ¢dasti mikrobidlnich membran. Druha skupina se nachazi vyhradné
v intraceluldrnim prostoru, napfiklad v endoplasmatickém retikulu, endozomech,
lysozomech a endolysozomech, kde vazi mikrobidlni nukleové kyseliny. Zastupci této
skupinou jsou TLR3, TLR7, TLR8 a TLR9.

TLRs maji dvé hlavni signaliza¢ni drahy. Prvni z nich je zavisla na MyD88 (myeloid
differentiation primary response protein) a vede k aktivaci NF-kB (nuclear factor kappa-
B, jaderny faktor kB) a je duleZita pro tvorbu prozanétlivych cytokint. Druha draha je
zavisla na TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) a indukuje
opozdénou aktivaci NF-kB a produkci IFNs (interferony) (Akashi-Takamura and Miyake,
2006; Yamamoto et al., 2003).

V této praci se zamérujeme na TLR2, 4,5a 9.



2.1.1 Ligandy pro TLRs

TLRs jsou aktivovany diky interakci extracelularni ¢asti jejich molekuly s PAMPs.
TLRs rozpozndvaji Sirokou Skalu molekulovych struktur, které jsou konzervativni a
charakteristické mnohdy pro celé skupiny mikroorganizmu jako je LPS (lipopolisacharid)
gramnegativnich bakterii nebo nemetylované CpG (cytidine-phosphate-guanosine,
cytidin-fosfat-guanosin) dinukleotidy typické pro DNA bakterii a virGh (Hemmi et al.,
2000; Medzhitov et al., 1997). Mechanismus samotného rozpoznani je stale nejasny,
predpoklada se vsak, Ze dlleZitou roli hraji LRRs motivy. Zakladni LRR motiv obsahuje 24
aminokyselin, které vytvareni struktury B-skladanych listl a a-helixd. TLRs maji ve své
extraceluldrni ¢asti unikatni motiv  XLxxLXLxx(N/L)x+xx+xxxxFxxLx (x = jakakoliv
aminokyselina, + = hydrofobni aminokyselina, L = leucin, N = asparagin, F = fenylalanin).
Jednotlivé TLRs se od sebe lisi inzercemi po 10. nebo 15. repetici, coZ je pravdépodobné
pri¢inou ligandové specifity (Bell et al., 2003). Hlavni ligandy pro jednotlivé TLRs ukazuje
Obrazek 2.

' Paptidoglycan (G+)

Lipoprotein

Lipoarabinomannan

(Mycobacteria)

LPS (Leptospira)

LPS { Porphyromonas) LPS (G-} . :

GPI ( Trypanosoma cruzl) Lipateichoic acids (G+) : Unmethylated

Zymosan (Yeast) RSV F protein dsRMNA | iFlagnll.n CpG DMNA
TLRS TLR2 TLR1 CD14 gn TLR4 TLR3 TLRS TLR3

Obrazek 2: Ligandy pro TLRs. Ligandem pro TLR2 je peptidoglygan grampozitivnich

bakterii, lipoprotein, mykobakteridlni lipoarabinomannan, LPS produkovany rody
Leptospira a  Porphyromonas, GPI (glykosylfosfatidylinositolovd kotva) z
prvoka Trypanosoma cruzi a zymosan. Ligandem pro TLR4 je LPS gramnegativnich
bakterii, lipoteichoova kyselina grampozitivnich bakterii a F protein RSV (respiracni
syncytidlni virus). Flagelin je hlavni ligand pro TLR5 a nemetylované CpG dinukleotidy

pro TLR9 (Medzhitov, 2001).
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2.1.1.1 TLR2

TLR2 se ucastni rozpoznani Sirokého mnozstvi PAMPs z bakterii, hub, parazitl a
virl (Akira et al., 2001), funguje jako heterodimer s TLR1 (Wyllie et al., 2000) nebo TLR6
(Ozinsky et al., 2000; Takeuchi et al., 2001).

Heterodimer TLR1/TLR2 rozpoznava velkou skalu bakteridlnich lipoproteind
véetné mykobakteridlniho lipopeptidu o velikosti 19 kDa (Takeuchi et al.,, 2002) a
meningokokovych lipoproteind (Wyllie et al., 2000). TLR6/TLR2 heterodimery
rozpoznavaji mykoplazmatické lipoproteiny (Takeuchi et al., 2001) a peptidoglykany
(Imler and Hoffmann, 2001). Existuje nékolik dalsich ligandU, které vyvolavaji imunitni
odpovéd zdavislou na TLR2, ale nevyZaduji pfitomnost dimeru s TLR1 ani TLR6, coz
naznacuje moznost tvorby dimer( s dalSimi TLRs nebo jinymi molekulami (Wetzler,
2003), protoze TLR2 nefunguje jako homodimer (Ozinsky et al., 2000). Témito ligandy
jsou napriklad lipoteichoova kyselina (ktera je také ligandem pro TLR4) (Schwandner et
al., 1999), mykobakterialni lipoarabinomannan (Means et al., 1999), LPS produkované
rody Legionella (Girard et al., 2003), Leptospira (Werts et al., 2001) Porphyromonas
(Hirschfeld et al., 2001), Bordetella (Girard et al., 2003) a poriny pfitomné ve vnéjsi
membrané rodu Neisseria (Massari et al., 2002). Mimo bakterialni PAMPs rozpoznava
TLR2 i molekuly charakteristické pro houby (zymosan — smés glukanl, mannand,
protein(, chininu a glykolipidl extrahovanych z bunétné membrany hub) (Kataoka et
al., 2002; Underhill et al., 1999) a parazity (glykosylfosfatidylinositolova kotva a
glykoinositolfosfolipidy z Trypanosoma cruzi) (Campos et al., 2001). Mezi rozpoznavani
DAMPs patfi heat shock protein 60 (Vabulas et al., 2001).

Za jeden z TLR2 ligandU byl pavodné povazovan i LPS z E. coli (Kirschning et al.,
1998), avsak nasledné bylo zjiSténo, Ze ligandem byl bakteriadlni lipoprotein, ktery byl
obsaZen v pouzitém LPS (Hirschfeld et al., 2000). LPS je vSak ligandem pro TLR4 (Heine
et al., 1999).

2.1.1.2 TLR4

Nejvice studovanym ligandem pro TLR4 je jiz zminény LPS, cozZ je glykolipidova
slozka vnéjsi membrany gramnegativnich bakterii (Ulevitch and Tobias, 1995; West et
al., 2006). Lipidova cast LPS zodpovédnd za patogenitu - lipid A je také samostatnym
ligandem (Obrdazek 3) (Lien et al., 2000). TLR4 vytvaii na bunééném povrchu komplex
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s MD2 (myeloid differentiation protein). | nepatrné mnoZstvi LPS uvolnéné
z gramnegativni bakterie se navaie na LPS vazajici protein, ktery se vainé na
protein CD14, ktery je prichyceny na bunééném povrchu a dorucuje LPS k TLR4-MD2
komplexu, ¢imZ dojde k oligomerizaci TLR4 (Poltorak et al., 1998; Shimazu et al., 1999;
Teghanemt et al., 2005).

Dalsimi ligandy jsou napfiklad taxol (rostlinny diterpen) (Perera et al., 2001),
polysacharidové pouzdro Cryptococcus neoformans (Shoham et al., 2001), protein F

respira¢niho syncytialniho viru (Kurt-Jones et al., 2000).

Hexa-acylated
lipid A

// \ TAKI
[ y IKKapy

[ so®
| P> lpes
|| X

bl
| |

\ \ NF:xB

NUCLEUS

\
Obrazek 3: Lipid A jako ligand TLR2. Lipid A se navaZe na LBS (LPS binding protein), ktery

zprostredkuje prenos lipidu A na protein CD14, ktery je pfichyceny na bunécném
povrchu a predava lipid A do TLR4-MD2 komplexu, ¢imZ dojde k oligomerizaci TLR4.
Upraveno (2007).

2.1.1.3 TLR5

TLR5 rozpoznava molekulu flagelinu, coZ je protein nachdzejici se v bicicich
nékterych gramnegativnich i grampozitivnich baterii. Bi¢ik je virulentni faktor, ktery
usnadniuje kolonizaci hostitele a pfispiva k invazivité (Smith et al., 2003).

Bakteridlni bi¢ik je tvoren filamentem, které je slozeno z 11 protofilament
skladajicich se z flagelinovych monomera (Samatey et al., 2001; Yonekura et al., 2003).
Analyza krystalické struktury flagelinu bakterie rodu Salmonella ukazala, Ze tato

molekula je sloZena z N- a C- koncovych a-helixovych fetézcli (NDO, CDO), centrainiho a-
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helixového fetézce (D1) a hypervariabilni centralni oblast D2 a D3 s B-skladanymi listy
(Obrazek 4) (Yonekura et al., 2003; Yoon et al., 2012).

Tyto domény maji globularni charakter a DO a D1 jsou konzervativni napfic
rdznymi bakteridlnimi druhy (Hayashi et al., 2001). Protofilamenta se navzajem spojuji
diky intermolekularnim kontaktdm mezi D1 doménami konkavnich a konvexnich

povrcha prilehlych monomertd (Samatey et al., 2001; Yonekura et al., 2003).

Obrazek 4: Struktura flagelinu. Molekula flagelinu se sklada ze ¢tyr zakladnich domén:
DO (modra), D1 (hnéda), D2 (Cervend) a D3 (Zluta) (Tanner et al., 2011).

TLR5 rozpoznava usek 13 aminokyselin centralni D1 domény flagelinové
molekuly, kterd je nezbytna pro komplementaci flagelarnich protofilament, a tim pro
pohyblivost bakterii. Tato rozpoznavana Cast se bézné nachazi skryta ve filamentu, coz
vysvétluje, pro€ TLR5 reaguje pouze s monomernim flagelinem (Obrazek 55) (Smith et

al., 2003).

Protofilament

b &
o5

\\\
6

Flagellin polymer

Flagellum
Flagellin monomer

TLR5

Obrazek 5: Vazba monomeru flagelinu na TLR5. Bicikova protofilamenta jsou slozena
z monomeru flagelinu, které spolu interaguji svymi konkdvnimi (zelend) a konvexnimi
(¢ervena) povrchy D1 domény. TLR5 rozpozndva monomery flagelinu (Reichhart, 2003).
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2.1.1.4 TLR9

TLR9 je zastupcem receptorl nachazejicich se vyhradné intracelularné
v endosomalnich kompartmentech a endoplazmatickém retikulu (Latz et al., 2004).

TLR9 je aktivovan DNA bohatou na nemetylované CpG dinukleotidové motivy.
Savci DNA prilis téchto motivi neobsahuje a vétsina z nich je metylovana, takZe tato
DNA nevyvold imunitni odpovéd. Nemethylované CpG dinukleotidy jsou vSak typické pro
DNA bakterii a vird (Hemmi et al., 2000; Lund et al., 2003).

ProtoZze se TLR9 nachdzi intraceluldarné, rozpozndvd pouze DNA, kterd se
endosomem dostane do bunky. Zde je kyselé a redukéni prostiedi, ve kterém je
dvouvlaknova DNA degradovana na jednovldknové mensi useky, které svymi CpG motivy
reaguji s TLR9, jehoz TIR doména sméfuje do cytoplazmy buriky (Ahmad-Nejad et al.,
2002; Latz et al., 2004).
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2.1.2 Struktury podilejici se na TLR signalizaci
Po navazaniligandu dochazi k dimerizaci TLRs a konformacnim zménam jejich TIR
domén, které jsou nezbytné pro predani signalu dalsim molekuldm. Tyto molekuly

zahrnuji adaptorové proteiny, kindzy, inhibi¢ni proteiny a transkrip¢ni faktory.

2.1.2.1 MyD88

MyD88 je adaptorovy protein, jehoZz molekula obsahuje N-koncovou DD (death
doména) a C-koncovou TIR doménu, kterd se sklada z pfiblizné 140 aminokyselin
(Bonnert et al., 1997). Tato doména byla plvodné popsana na zakladé homologie s
cytoplazmatickou signdlni oblasti TLR4 (Burns et al., 1998) a pravé tato oblast interaguje
s TIR doménou TLR (Bonnert et al., 1997; Burns et al., 1998). Death a TIR domény jsou
spojeny kratkou ID (intermedialni doména) tvorenou pfiblizné 45 aminokyselinami
(Bonnert et al., 1997).

MyD88 se ucastni signalizace spusténé vsemi TLRs kromé TLR3 (Akira et al.,
2006). Na TLR2 a 4 se MyD88 vaze za pomoci TIRAP/MAL (Toll/interleukin-1 receptor

domain-containing adaptor protein/MyD88-adaptor-like)(Horng et al., 2002).

] 10 155 296
e P
MyD88
Obrazek 6: Struktura molekuly MyD88. C-koncovd TIR doména, N-koncova death

doména a intermedialni doména (O'Neill and Bowie, 2007).

2.1.2.2 TIRAP/MAL

TIRAP/MAL je adaptorovy protein Ucastnici se TLR2 a TLR4 signalizacni kaskady.
Stejné jako ostatni adaptorové proteiny obsahuje ve své molekule TIR doménu, navic
ma vSak doménu vazajici PIP2 (phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate), pomoci které je
TIRAP vazan na plazmatickou membranu (Horng et al., 2001; Kagan and Medzhitov,
2006; McLaughlin et al., 2002).

MyD88 a TIRAP maji v signalizaéni kaskadé rozdilné ulohy. MyD88 je protein

nezbytny pro prenos signalu z ligandem aktivovaného TLR na dalsi signalni proteiny, ¢imz
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iniciuje signalizaCni kaskadu, zatimco funkci TIRAP je prostorové urceni této interakce
mezi MyD88 a TLR4 na plazmatické membrané (Kagan and Medzhitov, 2006).
TIRAP je nejpolymorfnéjsi adaptorovy protein v TLR signalizaci, ma 8 rdznych

jednonukleotidovych polymorfismU v kédujici oblasti jeho genu (Nagpal et al., 2009).

2.1.2.3 TRIF

Molekula TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-B) byla
objevena diky studii TIRAP-deficitnich mysi (Yamamoto et al., 2002). Stejny protein byl
ale nezavisle identifikovan metodou two-hybrid screen a byl nazvan TICAM1 (TIR
domain-containing adapter molecule 1) (Oshiumi et al., 2003a). TRIF ma ve své molekule
TB6M (Tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor 6 (TRAF6)-binding motif)
(McWhirter et al., 2004) a RHIM (receptor-interacting protein (RIP) homotypic
interaction motif) — viz Obrazek 7 (Gohda et al., 2004).

1 250 255 380 530 661 699 TR

1 4 1 '
| pro

Obrazek 7: Schématické zobrazeni molekuly TRIF. TRIF obsahuje TIR doménu a

TRIF

motivy T6BM a RHIM (O'Neill and Bowie, 2007).

2.1.2.4 TRAM

TRAM (TRIF-related adapter molecule) je molekula zprostfedkovavajici vazbu
mezi TRIF a TLR4 (Fitzgerald et al., 2003b; Oshiumi et al., 2003b). M4 stejnou funkci jako
MAL a i tento adaptorovy protein je pfichycen k membrdné, avSak pomoci
myristylovaného N-konce jeho molekuly (McGettrick et al., 2006; Oshiumi et al., 2003b;
Rowe et al., 2006). Myristylace je typ modifikace proteinu, pfi kterém je zbytek nasycené
mastné kyseliny myristové kovalentné navdzan na a-amino skupinu N-koncového
glycinu proteinu. Druhou vyznamnou modifikaci je fosforylace serinu na pozici 16, ktery

je velmi blizko mistu myristylace (McGettrick et al., 2006).
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Myristoylation
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Obrazek 8: Schématické zobrazeni molekuly TRAM. V molekule TRAM se nachazi TIR
doména, jeji N-konec je myristylovadn a serin na pozici 16 je fosforylovan (O'Neill and

Bowie, 2007).

2.1.2.5 IRAKs

IRAKs (Interleukin-1 receptor-associated kinases) patti do skupiny serin/threonin
kindz. U savcl byly nalezeny 4 zastupci IRAKs: IRAK1, IRAK2, IRAK4 a IRAK-M (spravné
IRAK-3) (Janssens and Beyaert, 2003). Jejich molekuly se skladaji z konzervativni N-
koncové DD a centralni kinazové domény (Kollewe et al., 2004). Kindzové domény maji
12 oblasti typickych pro vsechny serin/threonin kindzové domény (Johnson et al., 1996).
U vSech typl IRAKs se v kindzové oblasti Il nachazi misto s lysinem pro navazani ATP.
V pouze kindzova oblast VIb u IRAK-1 a IRAK-4 obsahuje funkcni katalytické misto
s aspartatem. IRAK-2 a IRAK-M maji v tomto misté asparagin nebo serin, coz Cini tuto
oblast katalyticky neaktivni (Wesche et al., 1999).

U IRAK1, IRAK2 a IRK-M byla nalezena sekvence Pro-X-Glu-X-X-(Pro = prolin,
Glu = glutamatova kyselina, X = libovolnd aminokyselina), na kterou se vaze TRAF6

(Tumor necrosis factor (TNF) receptor associated factor 6) (Ye et al., 2002).

2.1.2.6 TRAF6

TRAFs jsou evolucné konzervativni skupinou adaptorovych protein( (Bradley and
Pober, 2001). Jejich molekuly jsou charakteristické pfritomnosti N-koncové domény
(nazyvané TRAF-N) s tercidlnim prostorovym usporadanim ,coiled coil, ve kterém jsou
levotocCivé a-helixové proteiny spleteny dohromady, ¢imz vytvareni spiralu pripominaji
strukturu provazu (Mason and Arndt, 2004; Yang et al., 2004). Tato doména také
obsahuje strukturni motiv typu zinkového prstu — RING (really interesting new gene)
finger, ktery diky prostorovému usporadani vytvari vazebnd mista pro dva kationty zinku
(Borden and Freemont, 1996; Wong et al., 1998). RING finger je dllezity pro katalyzu
syntézy unikatniho polyubikvitinového retézce (Deng et al., 2000; Wang et al., 2001).
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Polyubikvitinace je vazba molekul globuldrniho proteinu Ub (ubikvitin) na cilovy
protein, ¢imZ je regulovdna jeho aktivita nebo stabilita (Ben-Neriah, 2002). Proces
ubikvitinace je zprostfedkovan enzymatickou kaskadou sloZzenou z aktivaéniho enzymu
E1, konjugaéniho enzymu E2 a liga¢niho enzymu E3, ktery spoji Ub s cilovym proteinem.
Ub je nejprve aktivovan enzymem E1 a za pritomnosti ATP vytvari makroergickou vazbu.
Aktivovany Ub je potom prenesen na E2, ktery se spoji s komplexem E3-cilovy protein.
Vznika komplex E2-E3-Ub-cilovy protein a Ub je navazan pres glycin na e-amino skupinu
lyzinu cilového proteinu, ¢imZ mezi nimi vznikne isopeptidova vazba (vazba mezi
karboxylem a jinou nez a-amino- skupinou) (Laney and Hochstrasser, 1999).

Konjugovany Ub je ndsledné sdm ubikvitovan pres jednu z jeho 7 lyzinovych
aminokyselin a vytvafi se tim polyubikvitinovany rfetézec. Byly popsany dva hlavni typy
polyubikvitinovany retézcd. V prvnim typu je Ub navazan pres lyzin na 48. pozici
aminokyselinového fetézce jednoho Ub a karboxylovy konec nasledujiciho Ub (K-48
fetézec). Takto modifikované proteiny jsou rozpoznadny proteazomem a jsou
degradovany (Chau et al., 1989). Druhou formou je pfipojeni Ub na lyzin v 63. pozici (K-
63 fetézec) (Deng et al., 2000).
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Obrazek 9: K-63 a K-48 polyubikvitinace v signaliza¢ni kaskadé. Polyubikvitinace
retézcem K-48 je rozpoznana proteazomem a takto oznadeny protein je degradovan.
Polyubikvitinace fetézce K-63 ma vyznam pro signalizaci (Mukhopadhyay and Riezman,
2007).
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Pravé polyubikvitinace TRAF6 K-63 retézcem zpUsobuje jeho dimerizaci a je
dalezitd i pro dalsi signalni molekuly (Deng et al., 2000; Sun and Chen, 2004).

Dalsi ¢asti TRAF6 molekuly je konzervativni C-koncovd doména (TRAF-C), ktera
je zodpovédna za spojovani molekul TRAF6 mezi sebou a interakce s proteiny vyse
v signalizaéni kaskadé, zatimco TRAF-N doména je dllezitd pro predani signalu dale

smérem k jadru buriky (Baud et al., 1999; Deng et al., 2000; Wang et al., 2001).

2.1.2.7 TAK1aTABs

Serinova/threoninova kindza TAK1 (transforming growth factor-B (TGF-B)-
activated kinase 1) je ¢lenem rodiny mitogen-activated protein kinase kinase kinase a je
soucasti mnoha signalnich drah v burikach (Yamaguchi et al., 1995). Aktivita TAK1
vyZaduje navazani TABs (TAK1-binding proteins) - TAB1 a TAB2 nebo TAB3 (Cheung et
al., 2003; Shibuya et al., 1996; Takaesu et al., 2000).

TAB1 se vaze svoji TAK1-aktivujici doménou (Brown et al., 2005) na kindazovou
doménu TAK1 (Shibuya et al., 1996), ¢imz zvysuje jeho kindzovou aktivitu (Shibuya et al.,
1996) a vyvolava jeho autofosforylaci (Kishimoto et al., 2000) na 3 mistech jeho molekuly
—threoninech na pozicich 184 a 187 a serinu na pozici 192 (Kishimoto et al., 2000; Ono
et al., 2001; Sakurai et al., 2000).

TAB2 je adaptorovy protein napomahajici vazbé TAK1 k TRAF6, ¢imZ usnadiuje
aktivaci TAK1 (Takaesu et al., 2000).

TAB3 je strukturné podobny TAB2 (shoduje se z 48%) a také usnadnuje
aktivaci TAK1 a aktivuje NF-kB (Ishitani et al., 2003).

Velkou roli pfi aktivaci TAK1 hraje ubikvitinace. Aktivovany TRAF6 totiz pUsobi
jako E3 ubikvitin ligdza (Deng et al., 2000) a muZe interagovat pres RING-finger doménu
s ubikvitin-konjugujicim enzymem E2 13 a utvofit komplex, ktery spousti aktivaci
komplexu TAK1/TAB2 (nebo TAB3) diky vytvoreni polyubikvitinového fetézce K-63
(Wang et al., 2001).

2.1.2.8 IKK komplex
IKK (Inhibitor-NF-kB kinase) komplex se skladda ze dvou katalytickych ¢asti (IKKa
a IKKPB) a regulac¢ni slozky NEMO (NF-«B essential modifier neboli IKKy). Obé katalytické

jednotky IKKo i IKKB jsou strukturné podobné a maji kindzovou doménu, leucine-zipper
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doménu, helix-otacka-helix struktury a NEMO-vazajici doménu — viz Obrazek 10 (Kawai

and Akira, 2007).

Kinase LZ HLH NBD
" r 1 IKK
| : : l ” IKKB

Obrazek 10: Struktura slozek IKK komplexu. IKKa a IKKb maji kindzovou doménu, LZ

(leucin-ziper) doménu, struktury HLH (helix-loop-helix) a NBD (NEMO binding-
domain)(Kawai and Akira, 2007).

Tento komplex je nezbytny pro fosforylaci 1B (inhibi¢ni proteiny NF-kB) a
uvolnéni a translokaci NF-kB (Karin and Ben-Neriah, 2000).

Do rodiny IKKs patii jesté IKKe (neboli IKKi) a TBK1 (TRAF-family member-
associated NF-kB aktivator (TANK) binding kinase 1) (Hacker and Karin, 2006). Tyto dvé
kinazy fosforyluji a aktivuji transkripéni faktory IRF (interferon regulatory transcription

factor) 3 a 5 (Fitzgerald et al., 2003a; Sharma et al., 2003).

2.1.2.9 Inhibi¢ni proteiny kB
Za nestimulovanych podminek jsou transkripcni faktory kB v cytoplazmé v
inaktivni formé diky interakcim s inhibitorovymi proteiny znamymi jako IkB. Tyto
proteiny maji ve své molekule ankyrin repetice, coZ je Usek 33 aminokyselin slozeny do
dvou antiparalelnich a-helixovych motiv(i oddélenych smyckou (Mosavi et al., 2004).
IkB proteiny jsou fosforylovany diky IKK komplexu a jsou nasledné
polyubikvitinilovany (fetézcem K-48) a degradovany v 26S proteasomu, po ¢emiz

nasleduje presun NF-kB do jadra (Hayden et al., 2006).

2.1.2.10 Rodina proteinli NF-xB

Tato rodina proteini se skldada z dimerickych transkripénich faktoru, které
obsahuji Rel-homology domény, kterymi se vazi na rlizné DNA sekvence znamé jako kB
mista (5-GGGRNNYYCC-3" kde G = guanin, R = purinova baze, Y = pyrimidinova baze, N
= jakykoliv nukleotid), které se nachazeji v promotorovych a enhancerovych oblastech
raznych gena (Gilmore, 2006). V savcich bunkach je 5 zastupct NF-kB rodiny: RelA (p65),
RelB, C-Rel, p105 (NF-kB1, prekurzor p50) a p100 (NF-xB2, prekurzor p52) (Chen et al.,
1999).
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NF-kB proteiny vytvareji homodimery nebo heterodimery a reguluji expresi gen(
dalezitych pro vrozenou i ziskanou imunitu, zanét, proliferaci, odpovédi na stres a vyvoj
nadorovych onemocnéni (Gilmore, 2006; Karin and Greten, 2005). Nejcastéji aktivovana

forma NF-kB v TLR signalizaci je heterodimer sloZzeny z Rel-A a p50 (Hayden et al., 2006).

2.1.2.11 IRFs

IRFs jsou dalsi rodinou transkripénich faktor(. VSechny faktory se shoduji na
N-konci v 115 aminokyselinach, které obsahuji DNA-vazajici doménu a jsou
charakteristické péti tryptofanovymi repeticemi. (Nguyen et al., 1997; Paun and Pitha,
2007). Signalizac¢ni kaskady aktivované TLRs se ucastni IRF3 a IRF5.

IRF3 se vyskytuje v cytoplasmé v inaktivni formé. TBK1 a IKKi zprostfedkovavaji
fosforylaci serinu na C-konci IRF3 molekuly. To umozni dimerizaci, translokovani do jadra
a vazbu na cilové DNA sekvence (Honda et al., 2006).

IRF5 je po aktivaci komplexem MyD88/TRAF6 pfimo translokovan do jadra, kde
se vaze na promotorové oblasti prozanétlivych gen(, ¢imzZ zahajuje jejich transkripci

(Schoenemeyer et al., 2005; Takaoka et al., 2005).

2.1.3 Signalni drahy aktivovanych TLRs

Siroka $kdla PAMPs stimuluje TLRs a indukuje tak transkripci cilovych gend
dllezitych pro efektivni imunitni odpovéd. Po navazani ligandu TLRs dimerizuji a
nastavaji konformacéni zmény, které umoznuji vytvofeni komplexu s adaptorovymi
molekulami prostfednictvim TIR domén (Akira et al., 2006).

Jsou popsany dvé hlavni signalizacni drahy. Prvni z nich je MyD88-zavisla vedouci
k aktivaci NF-kB a IRF3 a 5. Druhé MyD88-nezavislé/TRIF-zavislé drahy se ucastni
adaptorové proteiny TRIF a TRAM a indukuji opoZzdénou aktivaci NF-kB a pres IRF3
aktivuje transkripci gent pro IFN-o a IFN-B (Akashi-Takamura and Miyake, 2006;

Yamamoto et al., 2003).

2.1.3.1 Signalni kaskada zavisla na MyD88
Tato kaskada zacind navazanim MyD88 svou TIR doménou na C-konci na TIR
doménu TLR. U TLR2 a TLR4 je k této vazbé vyZadovdana jesté pritomnost MAL (Horng et
al., 2002). N-koncova death doména MyD88 se vaze na death doménu IRAK4 (Burns et
al., 2003; Medzhitov et al., 1998; Muzio et al., 1997; Suzuki et al., 2002). Po navazani
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IRAK4 se do komplexu navazuje IRAK1, ktery je fosforylovan, ¢imz je aktivovana jeho
kindzova aktivita. IRAK1 poté podléha autofosforylaci a ke komplexu se vazbou na T6BM
prfiddva TRAF6, ¢imZ vznikd komplex MyD88/IRAK4/IRAK1/TRAF6. Tento komplex
aktivuje IRF5. Nasledné IRAK1 a TRAF6 disociuji z receptorového komplexu a interaguji
s dalsimi molekulami (Hayden and Ghosh, 2004; Chen and Goeddel, 2002; Takeda and
Akira, 2005).

TRAF6 je polyubikvitinovan K-63 fetézcem, coz zpusobi jeho dimerizaci (Deng et
al., 2000). TRAF6 plsobi jako ubikvitin protein ligaza (E3) (Li et al., 2002) a spolu s E2
enzymovym komplexem sloZzenym z ubikvitin-konjugujiciho enzymu E2 N a ubikvitin-
konjugujiciho enzymu E2 varianta 1 katalyzuje vytvoreni K-63 polyubikvitinového
fetézce na NEMO (Deng et al., 2000; Sun et al., 2004). TRAF6 se dale spoji s TAK1. Této
vazbé napomahd adaptorovy protein TAB2 nebo TAB3 (Takaesu et al., 2000). TAB1 se
vaze na kindzovou doménu TAK1 (Shibuya et al., 1996) ¢imzZ zvysuje jeho kindzovou
aktivitu (Shibuya et al., 1996). Tento komplex aktivuje signalizacni kaskadu pres IRF3
(Obrdazek). TAK1 aktivuje IKK pomoci fosforylace IKKB, ¢imz dochazi k fosforylaci 1kBs
(Karin and Ben-Neriah, 2000), které jsou ndsledné polyubikvitinovany fetézcem K-48 a
jsou degradovany v proteasomu 26S (Hayden et al.,, 2006). Tim vznikaji volné kB
transkripéni faktory, které se translokuji do jadra a iniciuji transkripci gent kédujicich
prozanétlivé cytokiny a chemokiny (Hayden and Ghosh, 2004; Chen and Goeddel, 2002;
Takeda and Akira, 2005).

TAK1 také fosforyluje mitogenem-aktivované proteinkindzy p38 a c-Jun N-
terminalni kindzu, které aktivuji transkrip¢ni faktor aktivatorovy protein 1, ktery reguluje
expresi gen( Ucastnicich se diferenciace, proliferace a apoptdzy (Ip and Davis, 1998;

Wang et al., 2001).

2.1.3.2 Signalni kaskada zavisla na TRIF

Tato cesta se tyka TLR4 a je zahajena navazanim adaptorového proteinu TRIF na
TIR doménu TLR4, coz je zprostfedkovdano molekulou TRAM (Fitzgerald et al., 2003b;
Oshiumi et al., 2003b). TRIF se poté svym T6BM vaze na TRAF6 (McWhirter et al., 2004).
Pro tuto kaskadu je nezbytné navazani receptor-interacting protein 1 na C-konec

TRIF(Gohda et al., 2004; Meylan et al., 2004).
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TRIF aktivuje TBK1 (Hacker et al., 2006; Oganesyan et al., 2006) a IKKe a tyto
kindzy primo fosforyluji IRF3 (Fitzgerald et al., 2003b; Sharma et al., 2003). Fosforylovany
IRF3 vytvari homodimery, translokuje se do jadra a aktivuje transkripci gent pro IFN-a a
IFN-B (Au et al., 1995).

| vtéto signalizacni draze TRAF6 mUze vytvaret komplex s TAK1 a TABs a aktivovat
IKK, coz vede k opozdéné aktivaci NF-kB (Akashi-Takamura and Miyake, 2006).

Schématické zobrazeni obou signalizaénich kaskad ukazuje Obrazek.

Obrazek 11: Schéma signalizacni

kaskady pres IRF3. Po navazani
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Obrazek 12: Schéma signaliza¢ni kaskady TLRs. Po stimulaci TLRs jejich ligandy dochazi
k interakcim s adaptorovymi proteiny MyD88 a TIRAP. Vytvafi se komplex sloZzeny
z IRAKs, TRAF6, ktera vyvolava produkci IRF5. TRAF6 pusobi jako E3 ubikvitinova ligdza
a spolu s E2 ubikvitin-ligdzovym komplexem slozenym z Ubc13 (ubikvitin-konjugujici
enzym E2 N) a UEV1A (ubikvitin-konjugujici enzym E2 varianta 1) katalyzuje
polyubikvitinaci fetézcem K-63 na NEMO. Tato ubikvitinace aktivuje TAK1 komplex, coZ
vede k fosforylaci NEMO a aktivaci IKK komplexu. Fosforylované IkB jsou
polyubikvitinovany fetézcem K-48 a jsou degradovany v proteasomu. Uvolnéné NF-kB
se translokuji do jadra a zahajuji expresi prozanétlivych cytokinovych genli. Podobné
TAK1 fosforyluje mitogenem-aktivované proteinkinazy p38 a c-Jun N-terminalni kinazu
(JNK), coz vede k aktivaci AP-1, kterd je také dllezitd pro indukci cytokinovych gen.
TLR4 pres TRIF-zavislou cestu indukuje produkci IFN. TRAF6 s navazanym  RIP1
(receptor-interacting protein 1) indukuje aktivaci komplexu TBK1/IKKi, ktery fosforyluje

IRF3, coz vyvolava jeho translokaci do jadra (Akira et al., 2006).
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2.2 Exprese TLRs a nasledky jejich aktivace

V mnoha studiich bylo ukdzano, Ze TLRs souvisi s mnoha typy onemocnéni. Od
plicnich (Becker et al., 2002; Ramirez Cruz et al., 2004; Redecke et al., 2004) a srdecnich
(Dybdahl et al., 2002; Nemoto et al.,, 2002; Shishido et al., 2003) onemocnéni pres
nemoci jater (Seki et al., 2005; Zuo et al., 2003), ledvin (Kim et al., 2005), klzZe (Baker et
al., 2003), kloubt (Pierer et al., 2004) a kosti (Kikuchi et al., 2001) aZ po studie spojujici
TLRs s pred¢asnym porodem (Elovitz et al., 2003) a plodnosti (Fazeli et al., 2005). Dale
se Ucastni procesu angiogeneze u nadorovych onemocnéni (Pinhal-Enfield et al., 2003)
a svou roli hraji i pfi transplantacich (Goldstein et al., 2003; Tesar et al., 2004).
V neposledni fadé figuruji v patogenezi onemocnéni zazivaciho traktu (Franchimont et
al., 2004; Lakatos et al., 2005).

TLRs se nachdzeji predevSim na antigen-prezentujicich burikach, jako jsou
dendritické bunky, monocyty, makrofagy a B bunky, a burikdch asociovanych s vrozenou
imunitou, hlavné na endotelovych a epitelovych bunkach (Faure et al., 2001; Flo et al.,
2001; Zarember and Godowski, 2002; Zhang et al., 1999).

Ve sttevech jsou TLRs exprimovany epitelialnimi bunkami (na povrchu nebo v
endozomech) a dalsimi bufikami imunitniho systému v lamina propria, kde aktivuji
zanétlivou odpovéd' charakterizovanou NF-kB aktivaci a produkci cytokind (Santaolalla
and Abreu, 2012). TLR signalizace ve stfevech se ukdzala byt soucasti proliferace
epitelovych bunék (Fukata et al., 2009; Fukata et al., 2006), produkce IgA (Shang et al.,
2008), udrzovani tésnych spojl (Cario et al., 2004) a exprese antimikrobidlnich peptidu
(Hooper and Macpherson, 2010).

Panethovy bunky stfevni sliznice maji autonomni mechanismus detekce
potencionalné invazivnich bakterii. Tyto buriky exprimuji TLR2, TLR4, TLR5 a TLR9 (Ayabe
et al., 2000; Kinnebrew et al., 2010; Rumio et al., 2004) a signalizaci pres tyto molekuly

muzou indukovat sekreci antimikrobialnich protein( a lektin( (Cash et al., 2006).

2.2.1 TLR2
TLR2 je exprimovan na povrchu monocytt a makrofagl (Flo et al., 2000; Yang et
al., 1998) polymorfonuklearnich burikdch (Muzio et al., 2000), dendritickych burkach
(Muzio et al., 2000) a endotelovych (Zhang et al., 1999) a epitelovych burikdch (Cario et
al., 2000).
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TLR2 je také exprimovan na M2 burkach streva, které zajistuji transcytézu. Ta
zacind na apikdlni membrané a pomoci vezikul transportuje molekuly a ¢astice pres
cytoplasmu k bazolaterdIni strané buriky, kde jsou uvolnény exocytézou. Zde jsou
lymfocyty a antigen-prezentujici buriky, které transportované castice uvolnéné z M2
bunék pohlti a zpracuji. Touto cestou se mohou prendset i nékteré bakterie. (Neutra et
al., 1999; Tohno et al., 2005).

Aktivace TLR2 indukuje tvorbu cytokin TNF-o. a IL-6, a to predevsim v
makrofazich (Muzio et al.,, 2000). Mikrobidlni lipopeptidy indukuji maturaci
dendritickych bunék a produkci IL-12 (Hertz et al., 2001). Dalsi TLR2 ligandy jako
peptidoglykany a lipoteichoova kyselina jsou schopné rovnéz indukovat maturaci
dendritickych bunék a produkci prozanétlivych cytokinl IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a. (Mansell
and Jenkins, 2013).

IL-2 vyvolava proliferaci T-bunék a plsobi na B-buriky jako rdstovy faktor a
stimuluje produkci protilatek (Cerretti et al., 1986; Mott et al., 1992; Yokota et al., 1985).
IL-6 aktivuje B-lymfocyty, zvysuje sekreci protilatek a stimuluje produkci proteinti akutni
faze (Hirano et al., 1986; Liitticken et al., 1991). IL-12 pUsobi na aktivované T-lymfocyty
a indukuje tvorbu IFN-y (Gately et al., 1998; Hertz et al., 2001; Michelsen et al., 2001;
Park and Scott, 2001; Thoma-Uszynski et al., 2000).

TNF-o. ma Siroké spektrum puasobeni jako je indukce bunécné proliferace,

diferenciace, apoptdzy, lipidovy metabolismus a koagulace.

2.2.2 TLR4

TLR4 po aktivaci NF-kB vede k syntéze a uvolnéni fady prozanétlivych cytokint
jako IL-1B, IL-6 a TNF-a. (Medzhitov et al., 1997; Schletter et al., 1995; West et al.,
2006).IL-1P hraje dalezitou roli v zanétlivé odpovédi, je endogenni pyrogen a aktivuje

imunitni bunky (Van Damme et al.,, 1985). TLR4 nevyvoldvd pouze produkci

.....

(Calvano et al., 2005).

2.2.3 TLR5
TLR5 je exprimovan monocyty, nezralymi dendritickymi bufkami a na

bazolaterdlni strané epitelidlnich bunék (Kinnebrew et al., 2010). Geny aktivované pres
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TLR5 indukuji latky s antibakterialni funkci (defenziny), chemoatraktanty imunitnich
bunék a geny s antiapoptickou funkci.

Flagelin aktivuje TLR5 a vyvold prfes NF-kB produkci cytokinG jako TNF-a,, IL-6, IL-
8 a IL-1B (Hayashi et al., 2001). Interleukin 8 je chemoatraktant pro neutrofily a dalsi

granulocyty a indukuje fagocytdzu.

2.2.4 TLR9

TLR9 je zadstupcem intraceluldrnich TLRs a rozpozndvd nemetylované CpG motivy
v bakteridlni DNA (Krieg, 2000; Krieg, 2002). CpG oligodeoxynukleotidy obsahuijici
fosfodiesterovou kostru aktivuji NK buriky a indukuji produkci IFN-a. v plazmocytarnich
dendritickych bunkach. Aktivované plazmocytarni dendritické bunky produkuji cytokiny
IL-6, TNF-o. a IFN-y a chemokin IL-8 (Bauer et al., 2001; Hartmann et al., 1999).

CpG s fosforotioat indukuji aktivaci B-lymfocytd, je pro né silnym mitogenem a
vyvoldva jejich vstup do G1 faze bunécného cyklu a sekreci IL-6 a IL-10 (26,27). Exprese
IL-6 je dUlezZiti pro sekreci IgM protilatek (Bauer et al., 2001; Hartmann et al., 1999).

Pokud ligand vstoupi endocytdzou do epitelidlni buriky na bazolateralni strang,
spousti se reakce vedouci k zanétlivé odpovédi (IFN-y, IL-6 and TNF-a). Pokud ale ligand
vstoupi na apikalni strané, je produkovan IFN-y and IL-10 (de Kivit et al., 2011).

Po kolonizaci probiotickymi bakteriemi Lactobacillus rhamnosus GG a

Bifidobacterium longum BB536 dochazi k zvySeni exprese TLR9 (Zhong et al., 2012).
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2.3 Bakteridlni kmeny

2.3.1 Escherichia coli Nissle 1917

Escherichia coli kmen Nissle 1917 (EcN) byl poprvé izolovan némeckym lékafem
Alfredem Nisslem. Jednd se o nepatogenni a neinvazivni gram-negativni bakterii.
Soucasti jeji vnéjsi membrany je LPS (Grozdanov et al., 2004; Grozdanov et al., 2002).

EcN se osvédcila pri |écbé ulcerdzni kolitidy (Kruis et al., 2004; Kruis et al., 1997;
Rembacken et al., 1999), brani adherenci a inhibuje invazi riznych patogennich kmen
(Altenhoefer et al., 2004; Boudeau et al., 2003). Pfesny mechanismus neni znam. Jednou
z teorii je indukce B-defenzinu 2 pres NF-kB (Wehkamp et al., 2004). Jeho produkci je
schopny vyvolat flagelin izolovany z EcN (Schlee et al., 2007).

2.3.2 Escherichia coli 055

Kmen E.coli 055 (O55) patfi mezi nekrotoxigenni sérotyp E.coli. Je plvodcem
prdjmovych onemocnéni novorozencl predevsim v rozvojovych zemich (Orskov and
Orskov, 1992).

055 vyuziva Il. typ sekrece, pii které se ucastnici proteiny musi nejprve
translokovat pres cytoplazmatickou membranu a v periplazmé se zformovat do
struktury schopné sekrece za uUcasti ATP. Tento typ sekrece je charakteristicky pro

extracelularni patogeny (Sandkvist, 2001; Zhou et al., 2010)

2.3.3 Salmonella enterica sérovar Typhimurium

Ceska republika méla v roce 2012 nejvyssi pocet nahlasenych p¥ipadd salmoneldz
v EU (97 potvrzenych pfipadd na 100 000 obyvatel). Druhym nejcastéji izolovanym
sérovarem byla Salmonella Typhimurium (European Food Safety Authority, 2014).

Po kolonizaci tenkého stfeva tato bakterie penetruje stfevni epitel a vstupuje do
Peyerovych plakid podél stfeva (Carter and Collins, 1974; Collins, 1972). Odtud se
presunuje do mezenteriadlnich lymfatickych uzlin, kde se lymfou dostava do obéhového
systému (Mittrucker and Kaufmann, 2000).

Komponenty bakterialni stény jako LPS a nékteré lipoproteiny vyvolaji zanétlivou
odpovéd a expresi prozanétlivych cytokini a chemokind (Jung et al., 1995; McCormick

et al., 1998).
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Kmen LT2 ve svém genomu obsahuje geny fljB and fliC kédujici flagelin
(McClelland et al., 2001). Flagelin stimuluje pres NF-kB produkci prozanétlivych
cytokinl (Hayashi et al., 2001).

Tato bakterie vyuziva sekreci lll. typu, pfi kterém se sekrece aktivuje kontaktem
s eukaryotni cytoplasmatickou membranou a umoznuje bakteriim injikovat své proteiny
do napadené bunky. Tento typ sekrece patfi k virulentnim faktordm (McClelland et al.,

2001; Sandkvist, 2001).
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2.4 Praseci gnotobioticky model

Prase ma epiteliochoridlni typ placenty, ktery zabranuje prostupu
imunoglobulin(i matky do fetdIniho krevniho obéhu a tim i pasivni imunizaci (Sterzl and
Silverstein, 1967). Selata ziskana chirurgicky a chovana v mikrobiologicky definovanych
a fizenych podminkdch jsou vhodnd pro studium interakci hostitele a vybranych
mikroorganismU (Mandel and Travnicek, 1987).

V této praci pracujeme s gnotobiotickymi selaty, kterd jsou ziskana
hysterektomii. Déloha je pfes prokladaci vanu s dezinfekci prenesena do prvniho oddilu,
kde jsou selata rychle vyjmuta z délohy a pres prokladaci tunel jsou prenesena do

chovného izolatoru (obrazek 13).

Obrazek 13: Hysterektomie. Déloha se selaty (A) vyjmuta z bfisni dutiny prasnice (B) je
pres prokladaci vanu s dezinfekci (C) pfenesena do prvniho oddilu (D), kde jsou selata
rychle vyjmuta z délohy (E) a prenesena prokladacim tulnelem (F) do sterilniho

chovného izolatoru (G) (Miniats and Jol, 1978).

Lidské TLRs jsou vice podobné prasecim proteinlm neZz mysSim viz. Obrazek

14 (Roach et al., 2005).
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Obrazek 14: Molekularni strom TLRs obratlovcl. Praseci TLR2, 4 a 9 jsou vice podobné

lidskym proteinidm nez mysi TLRs. Upraveno (Roach et al., 2005).
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3 ZADANI DIPLOMOVE PRACE - CiL PRACE

Zakladem diplomové prdce je zpracovani literarni reSerse o Toll-like receptorech
(TLRs) 2, 4, 5 a 9 pfi bakteridlnich infekcich. Seleci gnotobioticky model, stfevni patogeny
(E. coli nebo S. Typhimurium) a vybrané probiotické nebo komenzalni bakterie budou
pouzity pro studium aktivace a exprese TLRs reverzni transkripci s polymerazovou
Fetézovou reakci v redlném ¢ase (RT-qPCR) a Western blottingem (WB). Resitelka se
pokusi nové zavést stanoveni TLRs WB u prasete na pracovisti Mikrobiologického Ustavu

AV CR, v.v.i. v Novém Hradku.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Odchov gnotobiotickych selat

Bezmikrobni selata byla ziskana hysterektomii 112. den bfezosti miniaturni
prasnice z chovu kontrolovaného na transplacentarné pfenosné onemocnéni (parvoviry,
prasecicirkoviry 2, Aujeszkého virus, praseci respiratorni a reprodukéni virus, leptospiry,
brucelézu a toxoplazmu) z Vyzkumného Ustavu zZivocisSné vyroby v Kostelci nad Orlici.
Selata po hysterektomii dostala injekéné vitamin K, vitaminy skupiny B a komplex Zeleza
s dextranem, byla chovdna ve sklolaminatovém izoldtoru a krmena mlécnou dietou
(Mandel and Travnicek, 1987). Jednotydenni selata byla kolonizovana/infikovana
probiotickou E. coli Nissle 1917 (EcN), nekrotoxigenni E.coli O55 (O55) nebo bakterii
Salmonella enterica sérovar Typhimurium, kmen LT2 (LT2). Kontrolni skupina selat
zGstala bezmikrobni (GF). Po 24 hodinach byla selata eutanizovana v anestezii (isofluran)

vykrvenim kardialni punkci. Nasledné byly odebrany vzorky tkani.
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4.2 Western blotting

Pro western blotting (WB) analyzu jsme poutzili vzorky pfipravené z tkané
v mrazicim médiu Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound (Sakura Finetek Europe B. V., Alphen
aan den Rijn, Netherlands), bunéénou linii prasecich stfevnich epitelialnich bunék

IPEC-J2 a hlubokozmrazené tkané.

4.2.1 Extrakce proteini

Proteiny jsme extrahovali pomoci lyzacnich pufri CytoBuster™ Protein
Extraction Reagent (EMD Millipore, Billerica, USA), Tissue Extraction Reagent | (Novex,
San Diego, USA) nebo T-PER Tissue Protein Extraction Reagent (Pierce Biotechnology).
Do lyza¢niho pufru byl ptidavan inhibitor protedz Complete (Roche Diagnostics,
Manheim, SRN). Centrifugace jsme provadéli v centrifuze Universal R32 s rotorem 1614

(Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, SRN).

4.2.1.1 Tkan v mrazicim médiu TissueTek
Pouzili jsme plicni tkan (lung - LG) a tkané ileum (IL), colon (CO) uchované
v mrazicim médiu Tissue-Tek pfti -70 °C.
1. NA kryomikrotomu jsme nakrdjeli 12 fez( o tloustce 20 um, prenesli je
do 2 ml zkumavky a ulozili na led.
Pridali jsme 90 pl lyzaéniho roztoku a 10 pl inhibitoru protedz.
Inkubovali jsme 30 minut na ledu s ob¢asnym protiepanim.

Centrifugovali jsme vzorky 30 minut pfi 10 000 rpm pfi 4 °C.

ok N

Odebrali jsme supernatant do nové zkumavky.

4.2.1.2 Bunky IPEC-J2
Buriky jsme kultivovali v médiu Advanced DMEM/F12 s pfidavkem 5 % fetalniho
teleciho séra a 50 pug/ml gentamicinu.
1. Do kultivaéni lahve s povrchem 25 cm? jsme pfidali 950 pl lyzaéniho
roztoku a 50 pl inhibitoru proteaz.
Inkubovali jsme 10 minut pfi 4 °C za soucasného tiepani.
Odsali jsme lyzaéni roztok spolu s proteiny a pfemistili do 2 ml zkumavky.

Centrifugovali jsme vzorky 10 minut pfi 10 000 rpm pfi 4 °C.

LA S

Odebrali jsme supernatant do nové zkumavky.
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4.2.1.3 Hlubokozmrazena tkan
Pouzili jsme vzorky tkani IL, CO, thymus (TH), sleziny (spleen — SPL), mezenteridlni

lymfatické uzliny (mesenteric lymph nodes — MLN) a distalni jejunum (dJE). Tkan jsme
odebrali do 1,5 ml kryotuby a ponofili do tekutého dusiku. Poté jsme ji uchovavali
pfi-70 °C.

1. 0,1 gzmrzlé tkané jsme nastrihali do 2 ml zkumavky.

2. Pridali jsme 5 silikon-karbidovych strepl (BioSpec Products, Bartlesville,

USA) 950 ul lyzaéniho roztoku a 50 pl inhibitoru proteaz.
3. Inkubovali jsme 10 minut pfi 4 °C za ob¢asného protrepani.
4. Centrifugovali jsme vzorky 10 minut pfi 10 000 rpm pfi 4 °C.

5. Odebrali jsme supernatant do nové zkumavky.

4.2.2 Méreni koncentrace proteini

Kolorimetrickou detekci a kvantifikaci extrahovanych proteind jsme provedli
pomoci BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology). Inkubace byla provedena
v termostatu Sanyo Incubator MIR-162 (Panasonic, Tokyo, Japonsko). Absorbanci jsme
méfili pomoci spektrofotometru pro mikrotitracni desticky Infinite M200 (Tecan
Schweiz, Mannersdorf, Svycarsko).

1. Do odpovidajiciho poctu jamek 96 — jamkové desticky jsme dali 25 pl
fosforeCnany pufrovaného fyziologického roztoku (Phosphate buffer
saline - PBS).

2. Do prvni jamky sloupce uréeného pro standard jsme napipetovali 25 ul
2 mg/ml bovinniho sérového albuminu (BSA), promichali a prenesli 25 pl do
dalsi jamky. Takto jsme pokracovaliv fedéni 1: 2 aZ k posledni jamce, ze které
jsme 25 pl odstranili.

3. Do dalSich sloupcl jsme napipetovali vidy 25 pl vzorku o nezndmé
koncentraci a dale redili vzorek 1 : 2.

4. Do kazdé jamky jsme ptidali 200 ul BCA pracovniho roztoku (50 dili reagencie
A a 1 dil reagencie B).

5. Inkubovali jsme desticku 30 minut pfi 37 °C.

6. Desticku jsme nechali zchladit na pokojovou teplotu.

7. MEéfili jsme absorbanci pfi 590 nm.
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8. Vytvorili jsme kalibraéni k¥ivku.

9. Vypoditali jsme koncentraci vzorka.

4.2.3 Priprava vzorkul pro elektroforézu
K pfipravé vzorkd jsme poutzili 4X Bolt™ LDS Sample Buffer (Novex).
1. Podle vysledkl méreni proteinli jsme vzorek naredili PBS na koncentraci
1 mg/ml nebo v pfipadé nizsi koncentrace ponechali v plvodni koncentraci.
2. Do zkumavky jsme dali 5 pl LDS Sample Buffer, 1 ul DTT a 6 pl nafedéného
vzorku.

3. Vzorky jsme protrepali a zahtali 5 minut pfi 95 °C.

4.2.4 Elektroforéza

Pouzili jsme gely NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Protein Gels nebo NUPAGE® 3-8% Tris-
Acetate Protein Gels, (Novex) o tloustce 1.0 mm s 15 jamkami. Jako proteinovy standard
(ST) jsme pouzili Novex® Sharp Pre-stained Protein Standard (Novex). Elektroforéza
probihala v Bolt® Mini Gel Tank v Bolt™ MOPS SDS Running Buffer (Novex).

1. Zahraté vzorky jsme nechali zchladnout na pokojovou teplotu, protiepalije a

mirné centrifugovali.

2. Dojamek jsme dali 5 pl proteinového standardu nebo 10 pl vzorku.

3. Pustili jsme elektroforézu pfi konstantnim napéti 200 V.

4. Zastavili jsme elektroforézu, kdyz bromfenolovd modf dosahla spodniho

okraje gelu.

4.2.5 Western blotting
Pro WB jsme pouiili pfistroj iBlot® Gel Transfer Device a
polyvinylidenfluoridovou membranu (PVDF) v iBlot® Transfer Stack PVDF mini (Novex)
nebo nitrocelulézovou membranu v iBlot® Transfer Stack nitrocellulose mini (Novex). Po
probéhnuti WB byl gel obarven Bio-Safe™ Coomassie Stain (Bio-Rad, Hercules, USA).
1. Gel se separovanymi proteiny jsme pfiloZili na PVDF nebo nitrocelulézovou
membranu umisténou v spodni anodové ¢asti sendvicového systému iBlot®
Transfer Stack.
2. Gel jsme prekryli navihéenym filtraénim papirem.
3. Pfilozili jsme vrchni katodovy dil sendvicového systému.
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4. Spustili jsme pfistroj na 7 minut.

5. Vyjmuli jsme gel a obarvili ho Bio-Safe Coomassie Stain pro detekci zbylych
protein(.

6. Ostfihali jsme nepotiebné ¢asti membrany a rozstfihli ji v misté proteinového

standardu.

4.2.6 Imunodetekce proteinu

Pro detekci proteind jsme pouzili primdrni protilatky B-aktin (Cell Signaling
Technology, Danvers, USA), TLR2 (Bioss, Woburn, USA a Cosmo Bio Co., Tokyo, Japan),
TLR4 (IMGENEX, San Diego, USA a Bioss), TLR5 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, USA)
a TLR9 (Cosmo Bio Co a Bioss). Jako sekundarni protilatku jsme poutzili anti-Rabbit/HRP
(Invitrogen, Carlsbad, USA) Pro vizualizaci proteinli jsme pouzili Clarity™ Western ECL
Substrate (Bio-Rad) a pfistroj C-DiGit® Blot Scanner se software Image Studio Digits Ver
3.1 (LI-COR Biosciences, Lincoln, USA).

Doporucené tedéni protilatek a molekulové hmotnosti ocekavanych bandu

ukazuje Chyba! Nenalezen zdroj odkazu.:

Firma Doporucené redéni | MW
[-aktin | Cell Signaling Technology | 1:1 000 45 kDa
TLR2 Cosmo Bio Co. 1:500 - 1:1 000 87 kDa
TLR2 Bioss 1:100 - 1:500 84 kDa
TLR4 IMGENEX 2-6 pl/ml 90 kDa
TLR4 Bioss 1:100-1:500 90 kDa
TR5 Santa Cruz Biotechnology | 1:100- 1:1 000 110-120 kDa
TLR9 Cosmo Bio Co. 1:500 - 1:1 000 113 kDa
TLR9 Bioss 1:100-1:500 neuvedeno

Tabulka 1: Tabulka pouZitych primarnich protilatek. Doporucené fedéni a o¢ekdvana

molekulovd hmotnost bandu.
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Imunodetekci jsme provadéli dle ndsledujiciho postupu:

1. Membranu jsme blokovali 1 hodinu 5 % nebo 2,5 % odstfedénym mlékem
(Difco, Franklin Lakes, USA) — skim milk (SM) nebo 5 % BSA (EMD Millipore)
v TBS/T (Tris-buffered saline, trisem pufrovany fyziologicky roztok).

2. Nasledné jsme membranu 3 x oplachli po 5 minutach v TBS/T.

3. Membranu nechali inkubovat s primarni protildtkou v 5 % BSA nebo 1 % SM
pfi 4 °C pres noc za stalého mirného trepani.

4. Druhy den jsme membranu 3 x oplachli po 10 minutach TBS/T.

5. Inkubovali jsme membranu 1 hodinu pfi pokojové teploté se sekundarni
protilatkou za stalého mirného tfepani.

6. Promylijsme membranu 3 x 10 minut v TBS/T.

7. Inkubovali jsme ji 1 minutu s chemiluminiscenénim substratem.

8. Oskenovali jsme membranu.
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4.3 Real-time kvantitativni PCR

4.3.1 Ilzolace celkové RNA

Tkan pro izolaci RNA byla uchovana v 1 ml RNAlater™ (Qiagen, Hilden, SRN) pfi

teploté -20 °C. Proizolaci celkové RNA z MLN jsme pouZili kit RNeasy® Plus Mini (Qiagen).

Centrifugace jsme provadéli v centrifuze Hettich Mikro 200R s Uhlovym rotorem 2424A

(Hettich Zentrifugen). Vlastni izolace probihala dle nasledujiciho postupu:

1.

10.

11.

12.

Do popsané 2 ml zkumavky SafeSeal (Sarstedt, Nimbrecht, SRN) jsme vlozili
sterilni zirkoniové kulicky | a Il (Stratec molecular, Berlin, SRN) v poméru 2:1.
Do zkumavky jsme pfidali 600 pl RLT Plus pufru a 24 ul 2M dithiotreitolu
(DTT).

Z RNAlater jsme vyjmuli kus tkdné o velikosti 2 x 2 mm, kterou jsme nasttihali
sterilnimi nGzZkami do pripravené zkumavky.

Tkan jsme homogenizovali pomoci pfistroje Tissue Lyser LT (Qiagen) pfi
frekvenci 50 Hz po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Pokud po 5 minutach
nebyla tkan zhomogenizovana, opakovali jsme tento krok.
Zhomogenizovany vzorek jsme centrifugovali 3 minuty pfi 15 000 rpm.
Supernatant jsme premistili do gDNA eliminatorové spin kolonky umisténé
v 2 ml sbérné zkumavce a centrifugovali 30 vtefin pfi 12 000 rpm.

K obsahu sbérné zkumavky jsme pfidali 600 ul 70 % etanolu a promichali
pipetovanim.

700 ul vzorku véetné mozného precipitatu jsme prenesli do RNeasy spin
kolonky umisténé v 2 ml sbérné zkumavce a centrifugovali 15 vtefin pfi
12 000 rpm.

Obsah sbérné zkumavky jsme vylili.

Na kolonku jsme pfidali 700 pl RW1 pufru a centrifugovali jsme 15 vtefin pfi
12 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky jsme vylili.

Pridali jsme 500 ul RPE a centrifugovali 15 vtefin pfi 12 000 rpm. Obsah
sbérné zkumavky jsme vylili.

Pridali jsme dalSich 500 ul RPE a centrifugovali tentokrat 2 minuty pfi
12 000 rpm.
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13.

14.
15.

16.

RNeasy spin kolonku jsme premistili do nové 2 ml sbérné zkumavky a
centrifugovali 1 minutu pti 14 000 rpm.

RNeasy spin kolonku jsme pfemistili do 1,5 ml zkumavky.

Pridali jsme 40 upl RNase-free vody pfimo na membranu kolonky a
centrifugovali 1 minutu pfi 12 000 rpm.

Ziskanou RNA jsme prenesli do 0,5 ml sterilni RNase-free zkumavky a umistili

na led.

K izolaci celkové RNA z ilea byl pouzit InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kit (Stratec

molecular) nasledujicim postupem:

1.

10.
11.
12.

Do pfripravené 2 ml zkumavky SafeSeal (Sarstedt) jsme vlozili sterilni
zirkoniové kulicky I a Il v poméru 2:1.

Do zkumavky jsme dali 600 ul Lysis Solution TR a 6 pl DTT.

Sterilnimi nastroji jsme vyjmuli z RNAlater kus tkané o velikosti 2 x 2 mm a
nastfihali ji do pfipravené zkumavky.

Tkan jsme homogenizovali v Tissue Lyser LT (Qiagen) pfi frekvenci 50 Hz po
dobu 5 minut pfi pokojové teploté. Pokud po skonceni nebyla tkan
zhomogenizovana, opakovali jsme tento krok.

Homogendat jsme centrifugovali 2 minuty pti 15 000 rpm.

450 pl supernatantu jsme premistili do 2 ml sbérné zkumavky, pridali 300 pl
absolutniho etanolu a dobfe promichali pipetovanim.

Celou smés jsme prenesli do RTA Spin Filter Set kolonky, 1 minutu inkubovali
a centrifugovali 1 minutu pfi 10 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky jsme vylili.
Pridali jsme 500 ul Wash Buffer R1 a centrifugovali 30 vtefin pfi 10 000 rpm.
Obsah sbérné zkumavky jsme vylili.

Na kolonku jsme pfidali 700 ul Wash Buffer R2 a centrifugovali 30 vtefin pfi
10 000 rpm. Obsah sbérné zkumavky jsme vylili.

Opakovali jsme predchozi krok.

Centrifugovali jsme vzorek 5 minut pfi 12 000 rpm.

Premistili jsme Spin Filter Set kolonku do RNase-free Elution zkumavky.
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13. Pfidali jsme 40 pl Elution Buffer na membranu kolonky, inkubovali 2 minuty
a centrifugovali 1 minutu pfi 10 000 rpm.
14. Ziskanou RNA jsme prenesli do 0,5 ml sterilni RNase-free zkumavky a umistili

na led.

4.3.2 Méreni Cistoty a koncentrace RNA
Méreni koncentrace jsme provedli na UV/VIS spektrofotometru Ultrospec pro
(Pharmacia, Upsala, Svédsko).
1. Do popsané zkumavky jsme dali 180 pl (MLN) nebo 190 ul (IL) 10 mM TRIS pH
7,5.
2. Pridali jsme 20 pl (MLN) nebo 10 ul (IL) izolované RNA a dobre promichali.
3. Zmeéili jsme koncentraci v kyveté z kiemenného skla o Sifce 10 mm.
4. Vypocetli jsme koncentraci celkové RNA dle vzorcu:
crna-MLN=(A260 - A320) x 0,040 x 10 [ pg/pl ]
crna-IL=(A260 - As20) x 0,040 x 20 [ pg/ul ]
5. Cistotu jsme hodnotili pomoci poméru absorbanci pfi 260 nm (absorbéni
maximum nukleovych kyselin) a 280 nm (absorb¢ni maximum bilkovin)
s odecCtenymi hodnotami pozadi (absorbance pfi 320 nm):

A260/280 = (A260 - A320) / (A280 - A320)

4.3.3 Syntéza cDNA
Pro syntézu cDNA jsme pouZili QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) a
termocykler iQ5 (Bio-Rad). Pouzita PCR voda byla od firmy Life Technologies (Carlsbad,
USA). Postup byl ndsledujici:
1. Do popsané 200 pl tenkosténné zkumavky pro PCR jsme napipetovali
nasledujici reagencie:
e gDNA Wipeout Buffer (7 x) 2 ul
e PCRvoda 2 ul
e RNA templat (0,5 g) 10 pl
2. Smés jsme jemné zamichali a kratce centrifugovali.
3. Smés jsme inkubovali v termalnim cykleru 2 minuty pfi 42 °C.

4. Zkumavku jsme umistili na led a pridali nasledujici reagencie:
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e Quantiscript RT 1 ul
e Quantiscript RT Buffer (5 x) 4 pl
e RT Primer Mix 1 pl
5. Smés jsme promichali, kratce centrifugovali.
6. Nechalijsme inkubovat 20 minut pti 42 °C, poté 3 minuty pfi 95 °C a nasledné
umistili zkumavku na led.
7. Knasyntetizované cDNA jsme pfidali 180 ul PCR vody a ulozili ji pfi-20 °C pro

pouziti pro real-time PCR.

4.3.4 Real-time qPCR

Pro Real-time PCR jsme pouZili master mix sloZzeny z FastStart Universal Probe
Master (Roche Diagnostics), primerd (Generi-Biotech, Hradec Kralové, CR), LNA sondy
(Roche Diagnostics) a PCR vodu (Life Technologies). K vlastni real-time PCR jsme pouzili
termocykler iQ5 s iQ5 Optical System Software, verze 1.0 (Bio-Rad). Pomoci tohoto
software bylo provedeno i vyhodnoceni amplifika¢ni reakce.

1. Do pripravené DNA-free zkumavky jsme pfripravili master mix pro vSechny

vzorky se stejnym master mixem (celkovy objem pro jeden vzorek je 18 ul):

e FastStart Universal Probe Master (2 x) 10 pl
e Forward primer (100 uM) 0,1 ul
e Reverse primer (100 uM) 0,1
e LNAsonda (10 uM) 0,2 ul
e PCRvoda 7,6 ul

2. Tuto reakéni smés jsme rozpipetovali po 18 ul do jamek 96-jamkové desticky
pro PCR.
3. Do kaidé jamky jsme pfidali 2 pl cDNA.
4. Desticku jsme prelepili félii, centrifugovali 20 vtefin pfi 1 000 rpm
v centrifuze Hettich Universal 30 RF s rotorem 1422 (Hettich Zentrifugen).
5. Desticku jsme protrepali a centrifugovali 2 minuty pfi 2 500 rpm.
6. Umistili jsme desti¢ku do termocykleru a nastavili pfistroj:
1. 1.cyklus—1x
e 10 minut95°C

2. 2.cyklus—45 x
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e 15vtefin95°C

e 1 minuta 60 °C
3. 3.cyklus—1x

e o004°C

7. V pripadé nutnosti bylo pridano u 2. cyklu 5 opakovani.

4.4 Statisticka analyza

Hodnoty uvedené v grafu ve vysledcich jsou vyjadreny jako priméry ze zjisténych
hodnot + SEM (standardni chyba prliméru). Rozsah vybéru je pro skupiny FG a LT2
5 selat, pro skupiny O55 a EcN 4 selata. K porovnani rozdili mezi kontrolni skupinou (GF)
a ostatnimi skupinami jsme pouZili test one-way ANOVA provedeny v softwaru
GraphPad Prism6 (GraphPad Software, Inc., San Diego, U.S.A.), kde jsme také vytvorili
grafy. Vysledny rozdil by bran jako statisticky vyznamny, pokud p < 0,05, kde p je hladina

vyznamnosti.

4.5 Dalsi pristroje, pomticky a software

Pfi praci jsme pouzivali jednokanalové pipety Digital (Thermolabsystems,
Helsinki, Finsko), Pipetus Aku (Hirschmann, Eberstadt, SRN), vortex a tfepacky (Labnet,
Edison, USA). Literarni reference byly zpracovany v EndNote X6 (Thomson Reuters, New

York, USA). Upravy obrazka jsme provedli v programu GIMP verze 2.6.6.

43



5 VYSLEDKY

5.1 Western blotting

5.1.1 Extrakce proteint z kryofezu

Analyzovali jsme 12 proteinovych vzorkl izolovanych z kryofezd tkani IL a CO
pomoci extrakéniho Cinidla Tissue Protein Extraction Reagent (Pierce Biotechnology).
Pouzili jsme 4-12 % Bis-Tris Protein gel a po probéhnuti elektroforézy jsme gel pouze

obarvili na pfitomnost proteina.

ST L IL L COCOCO ST IL L CO CO CO CO ST ST ILIL CO COCO ST IL IL IL CO COocCoSsT

Obrazek 15: Elektroforéza a obarveny gel. A) Priibéh elektroforézy vzorku pripravenych

ze tkani zamraZenych v médiu Tissue-Tek. B) Gel obarveny pro vizualizaci proteind.

Znovu jsme analyzovali stejné vzorky. PouZili jsme 4—12 % Bis-Tris Protein gel.
Nasledné byl proveden WB. Membrdna byla blokovdana v 5 % SM a inkubovana

s primarnimi protilatkami B-aktin (1:1 000) a TLR5 (1:200) v 5% BSA.

B-Actin (1:1000)

ST IL IL IL CO COCO
kDa tI5 (1:200) v 5% BSA

-
©

vy PP

Obrazek 46: Elektroforéza a WB vzorkd z kryofezil. A) Konec elektroforézy. B) Gel
obarveny na proteiny po WB. C) PVDF membrana blokovdna v 5 % SM a inkubovana

s primdarnimi protildtkami B-Actin (1:1 000) a TLR5 (1:200) v 5% BSA.



Extrahovali jsme proteiny extrakénim Cinidlem Tissue Extraction Reagent | (Novex) z LG
a IL. Pouzili jsme 4—12 % Bis-Tris Protein gel. Membrana byla blokovdana v 5 % SM a

inkubovana s primarnimi protilatkami B-aktin (1:1 000) a TLR5 (1:200) v 5% BSA.

B-Actin (1:1000)

ST IL IL IL LG LG LG TLR5 (1:200) v 5 % BSA

Obrazek 17: Elektroforéza a Western blotting vzorkii z kryofezli. A) Zacatek
elektroforézy v 4-12 % Protein gelu. B) Gel obarveny na pfitomnost proteint po Western
blottingu. C) PVDF membrana blokovdna v 5 % SM a inkubovdna s primarnimi

protilatkami B-Actin (1:10 000) a TLR5 (1:200) v 5% BSA.
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5.1.2 Extrakce proteint z IPEC-J2 bunék

Extrahovali jsme proteiny z IPEC-J2 pomoci extrakéniho cinidla Cytobuster.
Pouzili jsme 3 kultivacni lahve, z kazdé jsme vytvofili 2 vzorky pro elektroforézu —
neredukovany (B1-3) a redukovany (B1r-B3r). PouZili jsme 4—12 % Bis-Tris Protein gel.
Obé membrany byly blokovany v 5 % SM. Membrana M1 byla inkubovana s primarni

protilatkou B-aktin (1:1 000) a membrana M2 s primarni protilatkou tir5 (1:500)
v 5% BSA.

ST B1 Blr B2 BZI‘_E3 7B3r ST B1 Blr B2 B2r B3 B3r B-Actin (1:1000) v 5 % BSA
deosi: kDa

260 P
160 w

110 =
80 =

c Ty F o

ST B1 Blr B2 B2r B3 B3r ST B1 Blr B2 B2r B3 B3r TLRS (1:500) v 5 % BSA
kDa
260 =
160 -
10 - -——-- -
80 ™
60 =
50 @ ?
40 @
30 -
20 -
15 &
D 2 FFF S

Obrazek 18: Elektroforéza a Western blotting IPEC-J2. A) Zacatek elektroforézy
v 4-12 % Protein gelu. B) Gel obarveny na pfitomnost proteind po Western blottingu.
C) PVDF membrana blokovana v 5 % SM a inkubovana s primarni protildtkou B-Actin

(1:1 000). D) PVDF membréana blokovana v 5 % SM a inkubovana s primarni protildtkou
TLRS5 (1:200) v 5% BSA.

46



5.1.3 Extrakce proteinl z hlubokozmrazenych tkani

Extrahovali jsme proteiny z hlubokozmrazenych tkani IL a MLN pomoci
extrakéniho Cinidla Cytobuster. Jako kontrolu jsme pouzili i vzorek z IPEC-J2 (B1). Pouzili
jsme 4—12 % Bis-Tris Protein gel. Obé membrany byly blokovany v 5 % SM. Membrana
byla inkubovana s primarnimi protilatkami B-aktin (1:1 000) a TLR5 (1:200) v 5 % BSA.

TLRS (1:200)

B-Actin (1:1 000) v 5% BSA
kDa

260 -
160 =
110 =

80 %

60 ™

50

40.”-

30
20

15 .

P \§
Obrazek 19: Western blotting hlubokozmrazenych tkani a IPEC-J2. PVDF membrana
inkubované s primarnimi protilatkami B-Actin (1:10 000) aTLR5 (1:200) v 5 % BSA.
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Optimalizace podminek WB pro TLR2, TLR4 a TLR9

5.1.3.1 RUzné koncentrace primarnich protilatek

Provedli jsme WB analyzu vzork( z IPEC-J2 (B) a z tkani ileum a thymus. Pro

elektroforézu jsme pouzili 4—12 % Bis-Tris Protein gel. Membrdana byla blokovana v 5 %

SM a inkubovana s primdarnimi protilatkami TLR2 od firmy Cosmo Bio Co. (1:500, 1:700

a 1:1 000), TLR4 od firmy IMGENEX (4 pl/ml a 8 ul/ml) a TLR9 od firmy Cosmo Bio Co.

(1:500, 1:700 a 1:1 000). VSechny primarni protilatky jsme redili v 5% BSA.

Hledané molekulové hmotnosti jsou: TLR2 — 87 kDa, TLR4 — 90 kDa, TLR9 —

113 kDa.

TLR2 (1:500) v 5 % BSA
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Obrazek 20: PVDF membrany inkubované s primarni protilatkou TLR2 v 5% BSA. A)

fedéni 1:500. B) redéni 1:700. C) fedéni 1:1000.

TLR4 (8 pliml) v 5 % BSA
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Obrazek 21: PVDF membrany inkubované s primarni protilatkou TLR4 fedéné
v 5% BSA. A) 8 ul/ml. B) 4 ul/ml.
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Obrazek 22: PVDF membrany inkubované s primarni protilatkou TLR9 fedéné v 5 %

BSA. A) fedéni 1:500. B) fedéni 1:700. C) redéni 1:1 000.

5.1.3.2 RUzné blokac¢ni podminky

Provedl|i jsme WB analyzu vzorku z ilea. Pro elektroforézu jsme pouzili 4—12 %

Bis-Tris Protein gel. Membrana byla blokovana v 5 % BSA nebo 2,5 % SM a inkubovana

s primarnimi protilatkami TLR9 (1:500) a TLR4 (8 pl/ml). VSechny primarni protilatky

jsme redili v 5% BSA.

TLR9 (1:500) v 5 % BSA
Blokace 5 % BSA
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TLRS (1:500) v 5 % BSA

TLR4 (8 pl/iml) v 5 % BSA

TLRA4 (8 pl/iml) v 5 % BSA

Obrazek 23: Riizné blokacni podminky PVDF membran. A) membrana blokovana v 5%

BSA a inkubovdna s primarni protildtkou TLR9 (1:500). B) membrana blokovana v 2,5%

SM a inkubovdna s primarni protilatkou TLR9 (1:500). C) membrana blokovana v 5% BSA

a inkubovana s primarni protilatkou TLR4 (8 pl/ml). D) membréana blokovéna v 2,5% SM

a inkubovana s primarni protilatkou TLR4 (8 ul/ml).
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5.1.3.3 Zména fediciho roztoku primarnich protilatek

Provedli jsme WB analyzu vzorkd z IPEC-J2 (B1) a hlubokozmrazenych tkani
distdlniho jejuna (dJE) ailea (IL). Pro elektroforézu jsme pouzili 4—12 % Bis-Tris Protein
gel. Membrana byla blokovana v 5 % SM a inkubovana s primarnimi protilatkami TLR2

(1:500), TLR4 (8 pl/ml) a TLR9 (1:500). VSechny primarni protilatky jsme fediliv 1 % SM.

TLR2 (1:500) v 1% SM TLR4 (8 pyliml) v 1% SM TLR9 (1:500) v 1% SM
kDa kDa kDa
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Obrazek 24: PVDF membrany - primarni protilatky nafedéné v 1% SM. Vsechny
membrany blokovany v 5 % SM. A) TLR2 (1:500). B) TLR4 (8 ul/ml). C) TLR9 (1:500).

5.1.3.4 Zména primarnich protilatek
Provedli jsme WB analyzu vzorkd z IPEC-J2 (B1) a hlubokozmrazenych tkani: IL,
MLN, SPL a dJE . Pro elektroforézu jsme pouzili 4—12 % Bis-Tris Protein gel a 3-8% Tris-
Acetate Protein gel. Pro WB byla pouzZita PVDF nebo nitroceulézovda membrana.
Membrany byly blokovany v 5 % SM a inkubovany s primarnimi protilatkami:
e TLR2 od firmy Bioss
o 1:200, 1:500 a 1:1 000 — vSe naredéné v 5% BSA a 1:2 000 v 1% SM
e TLR4 od firmy Bioss
o 1:200, 1:500 a 1:1 000 — vSe nafedéné v 5% BSA a 1:1 000 v 1% SM
e TLR9 od firmy Bioss
o 1:200, 1:400 a 1:600 — vSe naredéné v 5% BSA a 1:600 v 1% SM
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TLR2 (1:200) v 5 % BSA TLR2 (1:500) v 5 % BSA TLR2 (1:1 000) v 5 % BSA TLR2 (1:2 000) v 1% SM
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Obrazek 25: Imunodetekce TLR2. VSechny membrany byly blokovany 5 % SM. A) WB
provedeny z 4-12% Bis-Tris protein gelu na PVDF membranu s primarni protilatkou
v fedéni 1:200 v 5% BSA. B) WB provedeny z 4-12 % Bis-Tris protein gelu na PVDF
membranu s primarni protilatkou v fedéni 1:500 v 5 % BSA. C) WB provedeny z 4-12 %
Bis-Tris protein gelu na PVDF membranu s primarni protilatkou v fedéni 1:1 000 v 5 %
BSA. D) WB provedeny 3-8% Tris-Acetate Protein gelu na nitrocelul6zovou membranu

s primarni protilatkou v fedéni 1: 2 000 v 1% SM.

TLR4 (1:200) v 5 % BSA TLR4 (1:500) v 5 % BSA TLR4 (1:1 000) v 5 % BSA TLR4 (1:1 000) v 1 % SM
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Obrazek 26: Imunodetekce TLR4. VSechny membrany byly blokovany 5 % SM. A) WB
provedeny z 4-12% Bis-Tris protein gelu na PVDF membranu s primarni protilatkou
v fedéni 1:200 v 5% BSA. B) WB provedeny z 4-12% Bis-Tris protein gelu na PVDF
membranu s primarni protildtkou v fedéni 1:500 v 5% BSA. C) WB provedeny z 4-12%
Bis-Tris protein gelu na PVDF membranu s primarni protilatkou v fedéni 1:1 000 v 5%
BSA. D) WB provedeny z 3-8% Tris-Acetate Protein gelu na nitrocelulézovou membranu

s primarni protilatkou v fedéni 1: 1 000 v 1% SM.
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TLRS (1:200) v 5 % BSA TLRS (1:400) v 5 % BSA TLR9 (1:600) v 5 % BSA TLRS (1.600) v1%SM
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Obrazek 27: Imunodetekce TLR9. Vsechny membrany byly blokovany 5 % SM. A) WB
provedeny z 4-12% Bis-Tris protein gelu na PVDF membranu s primarni protilatkou
v fedéni 1:200 v 5% BSA. B) WB provedeny z 4-12% Bis-Tris protein gelu na PVDF
membranu s primarni protilatkou v fedéni 1:400 v 5% BSA. C) WB provedeny z 4-12%
Bis-Tris protein gelu na PVDF membranu s primarni protilatkou v fedéni 1:600 v 5% BSA.
D) WB provedeny z 3-8% Tris-Acetate Protein gelu na nitroceluldzovou membranu

s primarni protilatkou v fedéni 1: 600 v 1% SM.
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5.2 RT-qgPCR

5.2.1 lzolace celkové RNA a syntéza cDNA

Popis a oznatenivzorkd Izolace celkové RNA Syntéza cDNA
Absorbance Poméry Konc. H20 0,5mg RNA
Cislo Organ Infekce A260 A280 A320 A260/A280 A260/A230 [mg/mL] [mL] [mL]
1 MLN LT2 0,117 0,236 0,117 0,001 2,03 2,03 0,0940 4,7 53
2 MLN LT2 0,199 0,458 0,225 0,004 2,05 2,33 0,1816 7,2 2,8
3 MLN LT2 0,529 1,037 0,511 0,006 2,04 1,97 0,4124 8,8 1,2
4 MLN LT2 0,206 0,380 0,187 0,005 2,06 1,87 0,1500 6,7 33
5 MLN LT2 0,117 0,279 0,140 0,004 2,02 2,43 0,1100 55 4,5
6 MLN EcN 0,058 0,157 0,082 0,007 2,00 2,94 0,0600 1,7 8,3
7 MLN EcN 0,214 0,398 0,195 0,006 2,07 1,88 0,1568 6,8 3,2
8 MLN EcN 0,178 0,409 0,201 0,001 2,04 2,31 0,1632 6,9 31
9 MLN EcN 0,271 0,608 0,294 0,002 2,08 2,25 0,2424 7,9 2,1
10 MLN GF 0,155 0,291 0,147 0,004 2,01 1,90 0,1148 5,6 4,4
11 MLN GF 0,068 0,180 0,090 0,003 2,03 2,72 0,0708 2,9 71
12 MLN GF 0,135 0,305 0,149 0,003 2,07 2,29 0,1208 59 4,1
13 MLN GF 0,111 0,172 0,087 0,002 2,00 1,56 0,0680 2,6 7,4
14 MLN GF 0,120 0,239 0,119 0,003 2,03 2,02 0,0944 4,7 53
15 MLN 055 0,358 0,584 0,286 0,008 2,07 1,65 0,2304 7,8 2,2
16 MLN 055 0,272 0,541 0,263 0,009 2,09 2,02 0,2128 7,7 23
17 MLN 055 0,170 0,202 0,104 0,007 2,01 1,20 0,0780 3,6 6,4
18 MLN 055 0,312 0,555 0,270 0,006 2,08 1,79 0,2196 7,7 23

Tabulka 3: Izolace celkové RNA z MLN. Vypocet koncentrace RNA, jeji Cistoty a fedéni

pro syntézu cDNA. Cistota se pohybovala v poZadovaném rozmeni 1,9-2,1.

Popis a oznatenivzorkd Izolace celkové RNA Syntéza cDNA
Absorbance Poméry Konc. H20 0,5mg RNA
Cislo Organ Infekce A260 A280 A260/A280 A260/A230 [mg/mL] [mL] [mL]
1 IL LT2 0,253 0,561 0,271 0,003 2,08 2,22 0,4488 8,9 1,1
P IL LT2 0,052 0,090 0,046 0,001 1,96 1,73 0,0720 31 6,9
3 IL LT2 0,250 0,548 0,267 0,005 2,05 2,19 0,4384 8,9 1,1
4 IL LT2 0,080 0,200 0,097 0,002 2,06 2,50 0,1600 6,9 31
5 IL LT2 0,112 0,253 0,123 0,007 2,06 2,26 0,2024 7,5 2,5
6 IL EcN 0,063 0,126 0,062 0,004 2,03 2,00 0,1008 5,0 5,0
7 IL EcN 0,176 0,352 0,175 0,002 2,01 2,00 0,2816 8,2 1,8
8 IL EcN 0,325 0,407 0,204 0,002 2,00 1,25 0,3256 8,5 1,5
9 IL EcN 0,189 0,406 0,200 0,006 2,03 2,15 0,3248 8,5 1,5
10 IL GF 0,245 0,184 0,091 0,004 2,02 0,75 0,1472 6,6 34
11 IL GF 0,153 0,278 0,138 0,006 2,02 1,82 0,2226 7,8 2,2
12 IL GF 0,040 0,065 0,032 0,005 2,03 1,63 0,0520 0,4 9,6
13 IL GF 0,093 0,187 0,096 0,004 1,95 2,01 0,1496 6,7 33
14 IL GF 0,269 0,420 0,206 0,005 2,04 1,56 0,3360 8,5 1,5
15 IL 055 0,234 0,352 0,169 0,002 2,08 1,50 0,2816 8,2 1,8
16 IL 055 0,208 0,223 0,112 0,003 1,99 1,07 0,1784 7,2 2,8
17 IL 055 0,191 0,202 0,104 0,004 2,03 2,13 0,3248 8,5 1,5
18 IL 055 0,294 0,555 0,270 0,001 2,02 0,64 0,1504 6,7 33

Tabulka 2: I1zolace celkové RNA z IL. Vypocet koncentrace RNA, jeji Cistoty a fedéni pro
syntézu cDNA. Cistota se pohybovala v poZadovaném rozmeni 1,9-2,1.
Pro syntézu cDNA jsme pouzili 0,5 mg RNA. cDNA jsme pouzili jako templat pro

real-time PCR.
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5.2.2 Real-time PCR
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Obrazek 28: Relativni exprese mRNA TLR2 v mezenteridlnich lymfatickych uzlinach.
Exprese TLR2 byla srovnatelnd mezi skupinami bezmikrobnich selat a selaty
infikovanymi E. coli O55. Vyssi expresi jsme pozorovali u selat kolonizovanych
probiotickou E. coli Nissle 1917, avSak rozdily nebyly statisticky vyznamné. Naopak v

pfipadé infekce S. Typhimurium doslo k vyraznému zvySeni hodnost, které byly

statisticky vysoce priakazné (**P < 0,01).
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Obrazek 29: Relativni exprese mRNA TLR4 v mezenteridlnich lymfatickych uzlin.
Exprese TLR4 byla srovnatelnd mezi skupinami bezmikrobnich selat a selaty
infikovanymi E. coli O55. ZvySenou expresi jsme pozorovali u selat kolonizovanych
probiotickou E. coli Nissle 1917, ale rozdily nebyly statisticky vyznamné. V pfipadé

infekce S. Typhimurium doslo k statisticky velmi vyraznému zvySeni hodnost

(**P <0,01).
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Obrazek 30: Relativni exprese mRNA TLR5 v mezenteridlnich lymfatickych uzlinach.
Exprese TLR5 byla wvy$si u skupiny bezmikrobnich selat neZ u skupiny selat
kolonizovanych probiotickou E. coli Nissle 1917 a skupiny infikované E.coli O55, avsak
rozdily nebyly statisticky vyznamné. Vyssi expresi jsme pozorovali u selat infikovanych

S. Typhimurium, tento rozdil byl statisticky prikazny (*P < 0,05).
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Obrazek 31: Relativni exprese mRNA TLR9 v mezenteridlnich lymfatickych uzlinach.
Exprese TLR9 byla srovnatelnd u skupiny bezmikrobnich selat a skupiny infikované E.coli
0O55. Exprese u skupiny kolonizované E.coli Nissle 1917 a skupiny infikované

S. Typhimurium byla zvysSena, avsak rozdil oproti bezmikrobni skupiné nebyl statisticky

vyznamny.
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Obrazek 32: Relativni exprese mRNA TLR2 v ileu. Exprese TLR2 v ileu byla oproti
bezmikrobnim selatlim zvySena u vSech ostatnich skupin. Exprese u skupiny infikované
E.coli O55 byla vy$si nez u skupiny kolonizované probiotickou E.coli Nissle 1917, avsak
ani v jednom pfipadé se nejednd o statisticky vyznamné zvyseni exprese. Po infekci

S. Typhimurium doSlo k vyraznému zvySeni hodnost, které byly statisticky vysoce

prakazné (**P < 0,01).
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Obrazek 33: Relativni exprese mRNA TLR4 v ileu. Exprese TLR4 byla oproti skupiné
bezmikrobnich selat zvySena u vSech ostatnich skupin. Exprese po infekci E.coli O55 byla
vySsi nez u skupiny kolonizované probiotickou E.coli Nissle 1917, ale nejednalo se o
statisticky prlikazné zvyseni exprese. Po infekci S. Typhimurium doslo k statisticky

vysoce vyznamnému zvyseni hodnot (**P < 0,01).
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Obrazek 34: Relativni exprese mRNA TLR5 v ileu. Exprese TLR5 byla zvySena u skupiny
selat kolonizované E.coli Nissle 1917 a skupiny infikované S. Typhimurium, avsak zvyseni

exprese neni statisticky vyznamny.
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Obrazek 35: Relativni exprese mRNA TLR9 v ileu. Mezi skupinami infikovanymi E.coli
055 a S. Typhimurium v porovnani se skupinou bezmikrobnich selat nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v expresi. Exprese TLR9 ve skupiné kolonizované E.coli

Nissle 1917 byla oproti bezmikrobni skupiné statisticky velmi vyznamné

zvySena (**p < 0,01).
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6 DISKUSE

Toll-like receptory patfi do skupiny receptorli rozpozndvajicich molekularni
vzory. Jsou evoluéné velmi konzervativni (Leulier and Lemaitre, 2008). Jejich molekula je
sloZzena z extraceluldrni ¢asti s doménou bohatou na leucinové repetice a intraceluldrni
Casti s Toll/IL-1 receptorovou doménou (Medzhitov et al., 1997). TLRs maji dvé hlavni
signaliza¢ni drahy, jejichZ aktivace vede k expresi gen( dllezitych pro spravné fungovani
imunitniho systému. Ligandl vyvoldvajicich tuto aktivaci je velkd sSkala a jsou
charakteristické mnohdy pro celé skupiny mikroorganismi (Hemmi et al., 2000;
Medzhitov et al., 1997).

TLRs jsou exprimovany ve strevnich epitelidlnich bunkach a dalSich burikach
imunitniho systému v lamina propria a aktivuji zanétlivou imunitni odpovéd
charakterizovanou NF-kB aktivaci a produkci cytokinl (Santaolalla and Abreu, 2012).

Jednim z cilG této prace bylo zavést metodu western blotting prasecich TLR2, 4,
5a 9 na pracovisti Mikrobiologického Ustavu AV CR, v.v.i. v Novém Hradku. Nejprve jsme
se snazili optimalizovat WB analyzu proteinl B-aktin a TLR5. Zacali jsme vzorky uréenymi
primarné pro imunohistologii — tkan uloZzena v Tissue Teku. NasSim zadmérem bylo vyuzit
stavajici vzorky, abychom se pfriblizili zasaddm 3R (replacement, reduction and
refinement). Takto uloZena tkan se zddla byt vhodna i vzhledem k naruseni tkané
nafezanim na tenké fezy, coz umozni ndslednou snadnéjsi extrakci protein(. Ukazalo se,
Ze jiz béhem elektroforézy nevypadaji vzorky v poradku a obarveni gelu na pfitomnost
proteini potvrdilo, Ze nedoSlo ke spravné separaci proteinl. Pfesto jsme pokus
opakovali a tentokrat provedli i WB, pfi kterém jsme detekovali B-aktin pouze u
nékterych vzorkl (prevainé ilea). Domnivali jsme se, Ze se mlzZe jednat o Spatnou
extrakci, proto jsme zménili lyza¢ni Cinidlo na Tissue Extraction Reagent | (Novex) a
extrahovali proteiny z ilea a plicni tkdné. Pribéh elektroforézy i separované proteiny v
obarveném gelu ale stale nevypadaly dle naSich predstav. Po dokonéeni WB jsme ale
detekovali B-aktin u viech vzorka.

Rozhodli jsme se vyzkouset jiny zdroj protein(. Lyzovali jsme bunécnou linii IPEC-
J2 pomoci Cinidla Cytobuster Protein Extraction Reagent (EMD Millipore). Z kazdé
kultivaéni lahve jsme vytvofili dva vzorky — u prvniho jsme redukovali disulfidické mustky

protein( dithiotreitolem a druhy jsme ponechali bez redukce. Pribéh elektroforézy i gel
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byly naprosto v poradku. Potvrdilo to nasi domnénku, Ze tkan ulozend v mrazicim médiu
Tissue-Tek neni vhodnd pro WB. Na membranach jsme detekovali B-aktin i TLR5.
Redukované vzorky mély intenzivnéjsi bandy, proto jsme se rozhodli vSechny vzorky
pfipravované pro elektroforézu redukovat.

Ziskali jsme vzorek tkané zmrazené v tekutém dusiku, kterou jsme lyzovali
¢inidlem Cytobuster, ktery se osvédcil pro bunécénou linii. Na elektroforézu jsme pro
kontrolu nanesli také vzorek z bunécéné linie. Na membrané jsme pozorovali silné bandy
B-aktinu a bandy TLR5 u vSech vzorkd.

Rozhodli jsme se pouzivat hlubokozmazenou tkan jako vhodny material pro WB
a extrakéni ¢inidlo Cytobuster a pristoupili k optimalizace WB pro zbyvajici TLRs. Pouzili
jsme protilatky TLR2 (Cosmo Bio Co.), TLR4 (IMGENEX) a TLR9 (Cosmo Bio Co.). Na uvod
jsme vyzkouseli stejné podminky, které se ukazaly byt vhodné pro B-aktin a TLR5 a rizné
molekulovych hmotnostech odpovidajicich hledanym TLRs, pouze nékolik
nespecifickych bandd, a to predevsim u protilatky TLRI. Vyzkouseli jsme tedy slabsi
blokovani membrany — 5 % BSA a 2,5 % SM. Ani za téchto podminek jsme ale nenalezli
hledané bandy. Pouze jsme zjistili, Ze 2,5 % SM blokuje membranu lépe neZ 5% BSA.
V dal$im pokusu jsme protilatky narfedili v 1 % SM misto 5 % BSA, coz ale opét nevedlo
k vizualizaci hledanych TLRs. Protilatka TLR4 je vyrobcem deklarovana na reaktivitu proti
lidskému a mySimu TLR4. MoZna pravé proto se ndm nepodafilo najit TLR4 u praseci
tkané, ackoliv ji van Haver et al. ve své praci pouZili na imunohistochemické stanoveni
TLR4 u selat a protildtka ma vyrobcem deklarované pouziti na WB (Van Haver et al.,
2009). Protilatky TLR2 a TLR9 by mély byt specifické proti prasecim receptorim. Avsak
v referencni publikaci vyrobku pro TLR2 neukazuje ostry band v hledané oblasti (Tohno
et al., 2005). Clanek z publikace pro TLR9 je WB provedeny po imunoprecipitaci protein(
(Shimosato et al., 2005). Optimalizaci WB jsme feSili komunikaci s technickou podporou
firmy Cosmobio. Bohuzel, ani s jejich pomoci jsme se nedostali k jednoznaénému
priukazu vhodnosti pouzitych protilatek.

Rozhodli jsme se zménit primarni protilatky a vyzkousSet protilatky od firmy Bioss.
Stejné jako v predchozim pripadé jsme nejprve vyzkouseli rznd redéni. U téchto

protilatek jsme naopak museli koncentraci velmi snizovat a i pfi nejvyssim doporuceném
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fedéni se na membrané vyskytovalo velké mnozstvi nespecifickych bandd, ale v oblasti
molekulové hmotnosti odpovidajici TLR2 a TLR4 Zadny band nebyl. U TLR9 ve vzorku
z mezenterialnich lymfatickych uzlin byl sice detekovan band odpovidajici molekulové
hmotnosti TLR9, ale také velké mnozstvi nespecifickych bandl. Vyzkouseli jsme tedy
3-8 % Tris-acetatovy gel a nitrocelulézovou membranu spolu s nejvy$sim fedénim
protilatky namichané v 1 % SM. U TLR2 a TLR4 nedoslo k detekci pozadovanych bandd.
U TLR9 pretrval vyskyt nespecifit.

Na zkuSenosti s protilatkami proti TLRs jsme se ptali ve veterinarnim diskuznim
foéru organizovaném prof. Cynthii Baldwin (University of Massachusetts, Amherst, USA).
Na nas dotaz reagoval prof. Dirk Werling (Royal Veterinary College - University Of
London, Hatfield, UK) s tim, Ze vyzkouseli velké mnoZstvi protilatek, které mély reagovat
s bovinnim TLRs, avSak bud nereagovaly nebo reagovaly nespecificky. Prof. Derling nam
doslova radil, abychom velmi zvaZzovali, nez nékterou protilatku koupime (,,So, based on
our knowledge...don’t waste any money”). Timto vyhranénym nazorem se vlastné
potvrzuje nase domnénka, Ze je velmi obtizné ziskat kvalitni protilatky se specifickou
reakci a Ze mnohé komercni protilatky nejsou pfilis vhodné pro pouziti. Western blotting
je metoda, kterd je zaloZend na zdanlivé jednoduché reakci antigen-protilatka. Je vSak
Casto treba extrémné optimalizovat reakéni podminky, aby doSlo k ziskani
pozadovaného vysledku, Ze je otazka, jestli se jedna o specifickou reakci. Doposud vSak
zGstava Western blotting referenéni metodou pro prikaz specifity protilatek, ackoliv
skytd mnoha uskali. Je mnohem jednodussi oznacit protilatkou bunééné receptory pro
pouZiti metod jako je imunohistochemie nebo pritokova cytometrie, nez zdanlivé
jednoduchou matrici jakou je PVDF nebo nitrocelulézovd membrana. Otazkou zlstava,
jaka je specifita protilatky, kterd nedava pri Western blotting analyze specifickou reakci,
ale je pouzivana pro prikaz antigenu na burkach.

Snahy o semikvantitativni stanoveni TLRs u praseciho gnotobiotického modelu
se nevzdavame. Jen je tfeba pfistupovat k nakupu drahych protilatek s vétsi rozvahou a
vymeénovat si zkusenosti s kolegy zabyvajicimi se obdobnou problematikou. Z tohoto
dlvodu jsme si zacali vyménovat poznatky s Dr. Isabelle Oswald (Institut National de la
Recherche Agronomique, Toulouse, Francie), kterd se problematikou TLR u prasete také

zabyva a rovnéz se ji doposud nedafi najit vhodné protilatky. Dalsi moznosti je pfipravit
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si vhodné protilatky sami, coz vSak neni nds hlavni cil a pfi predpokldadané casové
narocnosti by nas mohl svést k pripravé reagencii jako cile misto jejich poutziti jako
prostfedku. P¥i mozné pripravé vlastnich protilatek by se jednalo predevsim o vhodny
antigen. Rekombinantni nebo nativni protein by znamenal dalsi vynaloZeni ¢asu a
financnich prostredkl na pfipravu reagencii. Pokud bychom se tedy v budoucnu rozhodli
jit touto cestou, pravdépodobné bychom se rozhodli pro komeréné pfripravené
syntetické peptidy navdzané na vhodné nosice (KLH, BSA).

V druhé casti prace jsme izolovali celkovou RNA z ilea a mezenterialnich
lymfatickych uzlin. Pro izolaci stdle mnoho laboratofi pouZiva klasickou metodu fenol-
chloroformové precipitace (Chomczynski and Sacchi, 1987). V laboratofi gnotobiologie
se vSak snazi vyloucit praci s toxickymi latkami, které jednak mohou poskozovat lidské
zdravi a jednak predstavuji problém s likvidaci toxického odpadu. To byl, prestoze se
jednd o uznavanou metodu, hlavni divod pro pouZivani metod a vylouc¢enim toxickych
latek (komeréni kity RNeasy® Plus Mini (Qiagen) a InviTrap® Spin Tissue RNA Mini Kit
(Stratec molecular).

Pfi izolaci celkové RNA bylo nutné zabranit degradaci RNA RNazami, coZ bylo
zajisténo pritomnosti inaktivacnich slozek v lyzacnim pufru. Pfi praci se vzorkem jsme
pouZzivali sterilni material, rukavice a pouzité reagencie byly bez RNaz.

Dale bylo nutné elimininovat kontaminujici genomovou DNA (gDNA). To jsme
provedli ve dvou krocich. BEéhem izolace celkové RNA z ilea je gDNA navazana na ¢astice
v Lysis solution DCT (Stratec molecular) a nasledné odstranéna centrifugaci. PFiizolaci
z mezenteridlnich lymfatickych uzlin jsme pouZili gDNA eliminatorovou spin kolonku.
Druhym krokem bylo pouziti pufru gDNA Wipeout Buffer (Quiagen) pfed syntézou cDNA.

Exprese mRNA pro TLR2, 4, 5 a 9 byla sledovana u 4 skupin gnotobiotickych selat:
kontrolni bezmikrobni skupina, skupina infikovana kmenem Salmonella enterica sérovar
Typhimurium kmen LT2, skupina infikovana kmenem Escherichia coli O55 a skupina
kolonizovana probiotickou bakterii Escherichia coli Nissle 1917.

Mezi hodnotami exprese mRNA pro kontrolni bezmikrobni skupinu selat a selat
kolonizovanych E.coli Nissle 1917 jsme nalezli zvySenou expresi TLR9 v ileu i
mezenteridlnich lymfatickych uzlinach, ale pouze v ileu se jednalo o statisticky vyznamny

rozdil. Tato zvySend exprese mlze byt nasledek spusténi signalizacni kaskady pres
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apikalni stranu endotelidlnich bunék, kterd vede k produkci IL-10, ktery je
protizanétlivym cytokinem (de Kivit et al., 2011). V lleu byla také zvySena exprese TLR5.
MuzZe se jednat o aktivaci vyvolanou flagelinem vedouci k indukci antimikrobialniho
peptidu B-defenzinu 2 pres NF-kB (Schlee et al., 2007; Wehkamp et al., 2004), a proto
muze byt jednim z mechanismu prospésného plsobeni probiotické E.coli Nissle 1917.

U skupiny selat infikovanych E.coli O55 nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil
v expresi oproti bezmikrobni skupiné v ileu ani mezenteridlnich lymfatickych uzlinach.
Zvysena exprese TLR2, 4 a 5 v mezenteridlnich lymfatickych uzlinach byla zaznamenana
po infekci bakterii Salmonella enterica sérovar Typhimurium kmen LT2. Tato bakterie
obsahuje ve své sténé LPS (ligand pro TLR4) a lipoproteiny (ligandy pro TLR2) (Jung et
al., 1995; McCormick et al., 1998) a v jejim genomu se nachazeji geny pro flagelin (ligand
pro TLR5) (Hayashi et al., 2001), proto se domnivame, Ze zvySena exprese TLR2,4 a 5 je
vyvolana pravé témito ligandy. Spusténé signalizacni kaskady poté vyvolaji aktivaci genl
vedoucich k produkci zanétlivych cytokin(.

VétSina experimentdlnich studii je provadéna na laboratornich hlodavcich,
predevsim mysich. Z toho dlivodu je k dispozici velké mnozstvi osvédcéenych reagencii,
kitd a dalSich nastroji pro studium imunitniho systému pravé mysiho modelu. V
poslednich letech je stale vétsi pozornost vénovana prase¢imu modelu, a to s ohledem
na vyssi fyziologickou, anatomickou a genetickou podobnosti ¢lovéku. Paradoxné v
oblasti imunologie je cennd jeho vyraznd odliSnost od ¢lovéka, co se tykd typu
placentace. Epiteliochoridlni typ placenty prasete umoZnuje asepticky ziskat selata,
kterd jsou, pfi zabranéni pfijmu kolostra, prostd materskych protilatek a tudiz imunitni
reakce neni ovlivnénd pasivni imunizaci. Nevyhodou prase¢iho modelu, ve srovnani s
podstatné levnéjSimi hlodavci, je také nizsi vybér vhodnych reagencii. Proto povazujeme
za vhodné sdilet informace mezi vyzkumnymi skupinami pracujicimi s prasecéim

modelem.
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7 ZAVER

Toll-like receptory hraji dlilezitou roli v rozpoznani patogennich mikroorganisma
imunitnim systémem, jejich studium umoznilo lepsi pochopeni molekuldrni podstaty
imunitni odpovédi. Signalizacni kaskddy TLRs mohou byt cilem terapeutického zdsahu
pri léCbé lokalnich nebo systémovych zanétlivych procesl. Inhibitory signalnich drah by
mohly byt uziteéné pfi |éCbé zdnétu, prevenci septického Soku a lécbé infekénich
onemocnéni. TLRs na Urovni genového prepisu a na urovni proteinu ndm mohou
umoznit ziskat lepsi predstavu o regulaci a funkci TLRs.

Ve vysledcich, které jsme dosahli, mGzeme kladné hodnotit:

1) Zhodnoceni rGznych zplsobl pripravy tkanovych homogenatl pro pfipravu
supernatantu obsahujici protein naseho zajmu (inhibice elektroforézy Tissue-Tek apod.).

2) Vypracovani semikvantitativni detekce TLR5 v tkarnovych homogenatech ilea a
mezenteridlnich lymfatickych uzlin.

3) Otestovani protilatek proti prase¢im TLR2, 4 a 9 a obezndmeni se s moznymi
uskalimi pfi stanoveni proteinu metodou WB.

4) Navazani kontaktl pro sdileni informaci o vhodnych reagenciich pro stanoveni
TLRs u prasete.

5) Stanoveni exprese TLR2, 4, 5 a 9 na urovni mRNA, kdy jsme v imunologicky
exponovaném ileu a mezenteridlnich lymfatickych uzlindch dokumentovali zmény v
expresi téchto TLRs po kolonizaci/infekci bezmikrobnich selat probiotickou bakterii nebo
stfevnimi patogeny.

Domnivame se, Ze ndmi ziskané poznatky jsou dobrym zdakladem pro dalsi
studium TLRs u praseciho gnotobiotického modelu a je mozné nasi praci povazovat za
pfinosnou pro pochopeni mechanisml regulace TLRs pfi bakteridlnich infekcich,

kterému se chceme vénovat v budoucnu.
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SEZNAM ZKRATEK

CpG cytidine-phosphate-guanosine, cytidin-fosfat-guanosin

B Vzorek protein(i z bunécné linie IPEC-J2

BSA Bovinni sérovy albumin

co colon

DAMPs damage-associated molecular patterns, molekularni vzory signalizujici
poskozeni

DD Death domain

DTT dithiotreitol

EcN Escherichia coli kmen Nissle 1917

GF Germ-free pigs, bezmikrobni selata

GPI glykosylfosfatidylinositolova kotva

HLH helix-loop-helix, helix-otacka-helix

ID Intermedialni doména

IFN interferon

IKK Inhibitor-kappaB-kinase, inhibitor-kappa-B kinaza

IL ileum

IL-1 Interleukin 1

IRAKs Interleukin-1 receptor-associated kinases

IRFs interferon regulacni faktory

IxB inhibi¢ni proteiny NF-xB

LBP LPS binding protein, LPS vazajici protein

LG Lung, plicni tkan

LPS lipopolysacharid

LRR leucine-rich repeat, repetitivni doména bohata na leucin

LT2 Salmonella enterica, sérovar Typhimurium, kmen LT2

Lz leucin-ziper doména

MAL MyD88-adaptor-like

MD2 myeloid differentiation protein

MLN Mesenteric lymph nodes, mezenteridlni lymfatické uzliny
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MyD88

NBD
NEMO
NF-kB
055
PAMPs

PBS
PIP2
PRRs

PVDF
RHIM
RING
RIP
RSV
SM

SPL

ST
T6BM
TABs
TAK1
TANK
TBK1
TBS/T
TGF-B
TH
TICAM1
TIR
TIRAP

myeloid differentiation primary response protein, myeloidni
diferenciacni faktor 88

NEMO binding-domain, doména vazajici NEMO

NF-kB essential modifier

nuclear factor kappa-B, nukledrni faktor kappa-B

Escherichia coli kmen 055

pathogen-associated molecular patterns, molekuldrni vzory spojené
s patogenitou

Phosphate buffer saline, fosfore¢nany pufrovany fyziologicky roztok
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate

pattern-recognition receptors, receptory rozpoznavajici molekularni
vzory

Polyvinylidenfluorid

RIP homotypic interaction motif

really Interesting new gene

receptor-interacting protein

respirac¢ni syncytidlni virus

Skim milk, odstredéné mléko

Spleen, slezina

Proteinovy standard

TRAF6-binding motif

TAK1-binding proteins

TGF-B-activated kinase 1

TRAF-family member-associated NF-xB activator

TANK-binding kinase 1

Tris-buffered saline, Trisem pufrovany fyziologicky roztok
Transforming growth factor-6

thymus

TIR domain-containing adapter molecule 1

Toll/IL-1 receptor

Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adaptor protein
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TLR
TNF
TRAF6
TRAM
TRIF
Ub
Ubc13
UevlA

Toll-like receptor

tumor necrosis factor

TNF receptor associated factor 6

TRIF-related adapter molecule

TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-f

ubikvitin

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N, ubikvitin-konjugujici enzym E2 N

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1,

enzym E2 varianta 1
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