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ABSTRAKT
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Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Zdravotni laborant

Cil prace: Navrzené systémy LNA sond pro ¢leny rodiny NF-kB, jeho inhibitort a kinaz
nam umozni porovnat aktivaci imunitniho systému mezi skupinami bezmikrobnich a
konvenénich selat. To zahrnuje izolaci celkové RNA, syntézu cDNA, polymerazovou
fetézovou reakci, relativni kvantifikaci genové transkripce NF-«B a statistické vyhodnoceni
ptipadnych rozdili mezi skupinami selat.

Metody: 1) Skupiny bezmikrobnich a konvecnich selat, 2) navrh systémt LNA sond pro
PCR genl rodiny NF-kB, 3) kolonova metoda izolace celkové RNA zilea,
4) spektrofotometrické posouzeni jeji koncentrace a Cistoty, 5) reverzni transkripce,
6) polymerazova fetézova reakce v realném c&ase, 7) potvrzeni velikosti amplikonu
elektroforézou, 8) stanoveni relativni genové exprese za pouziti referencnich geni.
Vysledky: Systémy LNA sond (RelA-85, RelB-1, cRel-63, NF-«kB1-63, NF-xB2-21,
NFkBIA-27, Bcl3-9, IKK1-7, IKK2-3, NEMO-27) s potvrzenim pozadované velikosti
amplikonu elektroforézou. Mezi skupinami bezmikrobnich a konvenénich selat jsme
pozorovali rozdily v aktivaci jednotlivych genti, které vSak v mnoha piipadech nebyly
statisticky prukazné.

Zavér: Navrhli jsme a zavedli systétm LNA sond pro Stanoveni genového piepisu
transkrip¢nich faktori rodiny NF-kB, véetné jeho inhibitort a aktivatord. NF-xB se podili
na mechanismech, které hraji Gstfedni roli vV imunitnim systému organismu. Regulace je
velmi slozitd a pro ziskdni odpovidajiciho obrazu bude tfeba provést dalsi studium na

urovni proteinil.



ABSTRACT

Sava Klabackova

Nuclear factor kappa B and inflammatory reaction
Bachelor thesis

Charles University in Prague

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Medical laboratory technician

Background: Proposed of LNA probe-based PCR systems for study of NF-xB
family-related molecules will make possible a comparison of differences between
activation of immune systems of groups of germ-free and conventional piglets. This
requires: a purification of total RNA and synthesis of cDNA, PCR, relative quantifications
of transcriptions of NF-kB-related molecules and a statistical evaluation of possible
differences between piglet groups.

Methods: 1) Germfree and conventional piglets, 2) a proposal of PCR systems with LNA
probes for genes of NF-xB family and related molecules, 3) a column-based isolation of
total RNA from ileum, 4) spectrophotometric evaluation of RNA purity and concentration,
5) a reverse transcription, 6) real-time PCR, 7) an electrophoretic confirmation of
amplicons sizes, 8) a relative mRNA expression normalized against reference genes.
Results: The LNA probes-based PCR systems for RelA-85, RelB-1, cRel-63, NF-kB1-63,
NF-kB2-21, NFkBIA-27, Bcl3-9, IKK1-7, IKK2-3, NEMO-27 of predicted amplicons
molecular sizes. Differences in gene transcriptions between germ-free and conventional
piglets were found, but they were in some cases non-significant.

Conclusions: Several LNA probes-based PCR systems for detection of transcription of
NF-kB genes and related molecules were established and evaluated. NF-xB is a key
molecule of the activation of the immune system resulted in expressions of signaling and
activation molecules as cytokines. The regulation of NF-kB-related molecules is complex
system. Its better understanding requires to work also on a protein level that should be the

topic of our future work.
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1. UvOoD

Piiblizn¢ pted dvaceti péti lety byly objeveny tii proteiny: klasicky NF-xB, v-Rel
a Dorsal protein [1-3]. Vsechny vykazovaly stejnou vlastnost. Neaktivni formy proteinti
se vyskytovaly v cytoplazmé a svoji aktivaci byly schopné piejit do jadra. Pozdé&ji se
ukazalo, ze patfi do jedné velké skupiny transkripénich faktorti jaderného faktoru
kappa B (NF-«xB) [4].

Jaderny faktor kappa B ma kli¢ovou roli v systémech vrozené i ziskané imunity.
Jeho ¢innost je spojena s riznymi druhy onemocnénimi od zanétlivych procesa az po
rakovinotvorné bujeni. Je zapojen i do mechanismt apoptozy a proliferace. Tento
transkripéni faktor je schopen aktivovat predev§im prozanétlivé geny a tim spoustét

zanétlivou reakci organismu [5].

Prvni studie téchto transkripénich faktord vedly k prekvapivym zjisténim, ¢imz se
zdjem o NF-«xB jen zvySoval. Nepieberné mnozstvi ¢lankl o jaderném faktoru kappa B

v databazi PubMed dokazuje, ze dnes patii k nejvice studovanym gentim a proteintim.

V této bakalarské praci se zaméfime na stanoveni genové exprese riznych clent
NF-xB rodiny, jejich inhibitorti a kinaz ve tkanich bezmikrobnich (GF) a konvenénich
(CV) selat. Jako reprezentativni tkan jsme vybrali termindlni ileum. Budeme se zabyvat,
zda se genovy piepis lisi ve stievé bez mikrobialni stimulace a stievé osidlené béZznou
mikroflorou. Zaméfime se také na to, jestli je n&jaky rozdil mezi rizné starymi Selaty
azda Casové delsi pusobeni bakterii ma néjaky vliv na zménu transkripce NF-xB
rodiny. Proto pouzivame tkané od jeden den a jeden tyden starych zvifat. Nasim cilem je
zjistit, jestli v normaln¢ osazeném stievé probihaji pochody, které by mohli vést az

K rozvoji zanétlivé reakce, na rozdil u stieva bezmikrobniho selete.

Jsme si v&domi, Ze regulace transkripénich faktori se d&je predev§sim na
posttranslacni Grovni. Pfesto jsme se zaméfili na stanoveni aktivace genového piepisu.
Stanoveni genové transkripce se nejcastéji provadi pomoci polymerazové tetézoveé
reakce (PCR). Jednim z naSich cili je navrhnout systtm LNA (locked nucleic acids)
sond a ptislusnych primert k amplifikaci pozadovanych tsekii gentit NF-xB. Proto se

tato prace zabyva i problematikou relativni genové exprese.



2. LITERARNI PREHLED

2.1. Imunitni systém

Imunitni systém dokéze v téle rozeznat ,,cizi a ,,nebezpecéné* jak vnéjsiho, tak
vnitiniho piivodu, a vyporadat se s tim tak, aby nebyl poskozen organismus. Jeho hlavni
funkci je obranyschopnost a udrzeni homeostazy. Je rozmistén po celém organismu a
mista, kde jsou jednotlivé slozky nahromadény, nazyvame lymfatické tkdn¢ a organy

[6;7].

Organy, ve kterych buiiky imunitniho systému vznikaji a dozravaji, se nazyvaji
primarni lymfatické orgdny a patii mezi né kostni dfen a thymus. Sekundéarni organy
jsou mista, kde se imunitni systém setkava s antigenem, a fadime sem slezinu, apendix,

tonzily, Peyerovy platy, mukézni lymfatickou tkan a ostatni lymfatické uzliny [6].

2.2. Zanét
Organismus na poskozeni jeho celistvosti reaguje zanétem. Je to soubor

fyziologickych reakci, které slouZzi k jeho obrané, udrzeni integrity a zhojeni poskozené
tkané. Vznik zanétu mize mit ptivod imunologicky (mikroorganismy) i neimunologicky

(chemické a fyzikalni vlivy) [6].
Mezi znaky lokalniho zanétu patii:
e zC€ervenani (rubor) - pfitomnost vétSiho mnoZstvi krve v oblasti zanétu,
e Dolestivost (dolor) - podrazdéni nervovych zakoncenti,
e zvySeni teploty (calor) - souvisi s pfekrvenim tkan¢,

e zdufeni (tumor) - zvySena permeabilita cév, dochazi k prostupu tekutin a

vznika otok,
e poruseni funkce (functio laesa) - poskozeni tkané.

Celkové pfiznaky zanétu jsou horeCka, zvySeny pocet leukocytl, zvySena

sedimentace erytrocytl a tachykardie [8].

Podle doby trvani a rozsahu rozeznavame zanét akutni a chronicky. Akutni zanét
probihd nékolik dni aZ tydnt, zhojeni je Uplné a bez nasledkti. Chronicky zanét miize
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trvat mésice 1 nckolik let. Poskozena tkan je nahrazena vazivem, coz snizuje jeji

funkénost [6].

Vzniku zanétu se UCastni mnoho riznych latek a bunécnych slozek odlisSného
puvodu. Podili se na ném systém vrozené i ziskané¢ imunity, endokrinni, koagulacni
I autonomni nervovy systém [9]. Zanét probiha ve fazich: alterace, exsudace
a proliferace. Regresivni zmény probihajici vétSinou V pocatku zanétu nazyvame
alteraci. Muize se jednat pouze o lehké poruchy, ale dokonce i o nekrézu. Z posSkozené
tkan€ se uvoliuje fada latek, které aktivuji dalsi procesy. Exsudaci rozumime ptestup
tekutin, bilkovin a bun€k z cév. K tomu dochazi diky zvySené propustnosti cévniho
endotelu. Dochéazi k nahromadéni leukocyti - neutrofili, eozinofilt, bazofila,

plazmatickych bunék a lymfocytt. Proliferace je projevem reparace tkané [10].

2.3. Jaderny faktor kappa B

Transkripcni jaderny faktor kappa B se objevuje uz u kmene Zahavceti, ne-li jesté
drive. Je ptekvapivé, ze z modelovych organismt chybi u kvasinek a had’atka obecného
(Caenorhabditis elegans). V druhém ptipadé se nejspiSe jedna a sekundarni ztratu
tohoto genu, protoze je pfitomen ve vice primitivnim organismu - moiské sasance

Nematostella vectensis [11].

Jaderny faktor kappa B je velmi Siroky a obecny pojem. Muzeme jim myslet, jak
NF-kB vramci vSech druhli, tak pouze v sav€ich buikéach, ale i nejznaméjsi a
nejcastéj$i heterodimer p50-RelA. V nasledujicim popisu se budeme zabyvat rodinou
NF-kB, ktera je pfitomna u savcl. Jedna se o skupinu transkripcnich faktord, které maji
mnoho riznych G¢inkd a funkci. Je znama jeho ptitomnost pti aktivaci prozanétlivych a

apoptickych gent [4].

2.3.1. Objev NF-xB

Tento transkripéni faktor vroce 1986 objevila vyzkumna skupina doktora
Baltimora. Ovliviioval transkripci genu kodujiciho lehky fetézec x imunoglobulint.
Odtud vznikl jeho nazev [12]. Nasledn¢ se zjistilo, Ze je vyvolatelny ve vétsin€ bunék a

tkanich [13].



2.3.2. Clenové rodiny NF-kB, jejich inhibitory a kinazy

Transkripcni faktor NF-xB se skladd ze dvou skupin - ‘NF-kB‘ proteiny a ‘Rel*
proteiny. Do skupiny Rel patii c-Rel, RelB a RelA (Casto oznaCovany jako p65).
Clenové ‘NF-kB* jsou NF-kB1(také znamy jako p50 a jeho prekurzor p105) a NF-kB2
(znamy jako p52 a jeho prekurzor p100). Tyto proteiny jsou syntetizovany nefunkéni a

az jejich zkracenim ¢aste¢nou proteolyzou se stavaji aktivni [14].

Vsechny transkripéni faktory kappa B tvoii homodimery nebo heterodimery, kromé
RelB, ktery je schopen tvofit pouze heterodimery. Tato vysoka rozmanitost velkého
poctu dimerd umoznuje rozdilnou regulaci transkripce piepisovanych gent. Dimery se
vazi na 9-10 part bazi DNA, kter¢é mohou byt velmi rozmanité a variabilni. Je to
sekvence 5'-GGGRNWYYCC-3’, kdy R je purin (A nebo G), N muze byt jakykoliv
nukleotid, W je Anebo T, Y je pyrimidin (C nebo T) [4].

2.3.3. Struktura NF-xB

Vsechny tyto proteiny obsahuji stejnou konzervativni doménu RHD (Rel homology
domain), obsahujici okolo 300 aminokyselin. Umoznuje tvorbu dimert, vazbu na DNA
a vazbu inhibitord NF-kB. Tato doména se vyskytuje na N-termindlnim konci a pii
aktivaci je zodpovédna za translokaci do jadra - obsahuje NLS (jaderny lokaliza¢ni
signal) [15].

Na C-terminalnim konci se vyskytuje transaktivaéni doména (TAD), ktera se
objevuje jen u proteint s piimou transkripéni aktivitou. Jsou to RelA, RelB a cRel.
Proteiny, které jsou syntetizovany jako prekurzory (NF-kB1l a NF-kB2), obsahuji na
svém C-terminalnim konci nékolikanasobné ankyrinové repetice (obvykle 5-7), které

slouzi k inhibici téchto proteinti a proteind, se kterymi jsou v dimerech [14;16].

2.3.4. Uloha NF-xB

Aktivita transkripcnich faktori NF-xB je vyvolana vice nez 210 podnéty a reguluje
minimalné 150 gent jak vrozené, tak ziskané imunity [17]. Jedna se o cytokiny,
adhezivni molekuly, proteiny akutni faze, inducibilni enzymy, MHC proteiny,
antiapoptické proteiny, regulacni proliferaéni proteiny a dalsi [13;18;19].



Tab. 1. Ptehled nékterych latek, které reguluje draha NF-xB (pfevzato a upraveno
podle Zhang et al., Barkett et al., Ghosh et al. [13;18;19]).

Zkratka Nazev Funkce
i . prozanétlivy, endogenni pyrogen, aktivace
IL-1 Interleukin 1 Jalgich medidtort
IL-2 Interleukin 2 prozanétlivy, aktivace lymfocyti a dalSich
mediatorQ
IL-6 Interleukin 6 stimulace B-bunék, reaktant akutni fize
IL-12 Interleukin 12 bunécna imunita (NK, Th1, makrofagy)
INF-y Interferon gama prozanétlivy, protinadorova a protivirova aktivita
TNE-a. Faktor nadorové nekrézy alfa endogenni pyrogen, iniciace a regulace
imunitnich reakci
TNF-B Faktor nadorové nekrozy beta mediator zanétu, cytotoxicka aktivita

GM-CSF

Faktor stimulujici granulocyto-
makrofagové kolonie

ristovy faktor pro makrofagy a granulocytarni
fadu

VCAM

Cévni adhezivni molekula

pritomnost na aktivovaném endotelu, vazba

integrini

iINOS Inducubélllilgns;g;z;za oxidu produkce oxidu dusnatého
COX-2 Cyklooxygenaza-2 inducibilni, tvorba prostaglandint
MHC Hlavni h;ztr?]l;?g(p atibilni rozpoznani cizorodych antigenti
C-1AP Buné¢ny inhibitor apoptozy endogenni inhibitory apoptozy

i . i - proapopticky, regulace propustnosti vngjsi

Bel-2 Rodina Bel-2 proteind mitochondridlni membrany

Bcel-XL Bel-XL antiapoptocky ¢len rodiny Bcl-2
Cyclin D1 Cyklin D1 proliferacni protein bunééného cyklu

2.3.5. Cesty aktivace NF-xB

Na aktivaci NF-kB se podili mnoho riznych latek a molekul. Nejdilezitejsi

vvvvvv

regulatory jsou inhibitory NF-kB (IxB) a kinazovy komplex IkB (IKK). Existuje
nékolik inhibitord s riaznou afinitou k NF-kB. Mezi 1kB se fadi IkBa (NFxBIA), kB
(NFxBIB), IkBe (NFxBIE) a Bcl3 [14]. Umisténi neaktivnich jednotek NF-xB

V cytoplazmé je dano pravé jeho vazbou s IkB a jeho piekryvem NLS. Za to je

zodpovédna charakteristicka struktura obsahujici okolo 5-7 ankyrinovych repetic (30-33

aminokyselin), které zptsobuji vazbu k NF-xB [20].
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2.3.5.1. Kanonicka draha

Kanonicka draha, nazyvana také jako klasickd cesta aktivace NF-kB, je
prostudovana lépe nez dal$i znamé cesty aktivace NF-kB. Zahrnuje fosforylaci kB, coz
umozni dimeriim NF-kB pfestup do jadra, navazat se na promotory cilovych genu a
vyvolat jejich transkripci [21]. Fosforylace IkB probiha diky kinazovému komplexu
IKK, ktery se sklada z katalytickych podjednotek (IKKo a IKKP) a regula¢niho
proteinu NEMO - (NF-xB essential modulator) [20]. Aktivaci mtze spustit mnoho
stimull zahrnujici patogeny, stresové signaly, prozanétlivé cytokiny, TNF a IL-1 [22].
Mnoho z nich je rozpoznavano receptory rozeznavajici molekularni vzory (pattern
recognition receptors - PRRS), nejznaméjsimi jsou Toll-like receptory (TLRs) [23].
NF-kB je také stimulovan aktivaci T-bunééného receptoru (T-cell receptor - TCR) [24].
Vsechny tyto stimuly vedou ke kaskadé reakci, které se schazi pti aktivaci IKK
komplexu, ktery se tim stava schopen fosforylovat dva seriny v IkB. Dochazi k
ubikvitinaci IkB. Takto oznac¢eny inhibitor je odbouran v 26S proteazomu a uvolnéné
dimery NF-«B se transportuji do jadra. Av§ak vazba jaderného faktoru kappa B na DNA

nestaci k aktivaci cilového proteinu, a je nutna spoluprace dalSich transkripénich

koaktivatora [25].

2.3.5.2. Nekanonicka draha

Nekanonicka draha je prostudovana méné neZ klasicka drdha, nicméné v posledni
dobg¢ se stale zvysuje zajem o jeji pochopeni. Nezahrnuje fosforylaci a ubikvitinaci 1xB.
Je zavisla pouze na podjednotce IKKa IKK komplexu a je aktivovan pouze dimer
p52/RelB [26]. IKKa podjednotka je stimulovana NIK (NF-kB-inducing kinase), ¢im
se stava schopna fosforylovat p100, ktery je v proteazomu zkracen na p52. Takto se
odstrani ankyrinové repetice branici pfemisténi do jadra a dimer se miiZze vazat na sva

cilova mista [27].

2.4. Normalizace genového prepisu

Pro normalizaci relativni genové kvantifikace se pouzivaji referencni geny. Jsou
pfepisovany na relativné konstantni Girovni v riznych podminkach. Tyto geny musi mit
co nejstabilnéjsi expresi ve vSech studovanych vzorcich. Nej€astéji se jedna o provozni
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geny a produkty kodované témito geny jsou nezbytné pro zakladni funkce bunky
[28;29].

Tab. 2. Nejcastéji pouzivané referen¢ni geny a jejich funkce (pfevzato a upraveno podle

Vandesompele et al. [29]).

Symbol Originalni nazev PteloZeny niazev Funkce
ACTB |Betaactin Beta aktin strukturni protein cytoskeletu

soucasti histokompatibilnich

B2M | Beta-2-microglobulin | Beta-2-mikroglobulin PR
antigent 1. tfidy

Glyceraldehyde-3-

Glyceraldehyd-3- oxidoreduktaza v glykolyze a
GAPD | phosphate fosfatdehydrogenaza glukoneogenezi
dehydrogenase
HMBS Hydroxymethyl-bilane | Hydroxymethylbilan syntéza hemu a metabolismus
synthase syntaza porfyrinu
Hypoxanthinephospho | Hypoxanthin- , e
HPRT1 ribosyltransferase 1 fosforibosyltransferasa 1 syntcza purinu
Ribosomal protein Ribozomalni protein C .
RPL13A L13a L13a strukturni ¢ast podjednotky 60S
Succinate Sukeindt fenaseC elektronll v citratovém
SDHA | dehydrogenase dehydrogenaza, P uv v

complex, subunit A podjednotka A cyklu a dychacim fetézci

TATA box binding TATA box vazebny transkripéni faktor RNA

TBP protein protein polymerazy 11
UBC | Ubiquitin C Ubikvitin C degradaéni protein
Tyrosine 3- Tyrosin-3-
monooxygenase/ monooxygenazovy/ y L.
YWHAZ | tryptophan 5- tryptofan-5- DIenos s1g{1alu.mol(’ekul .
o, fosforylaci serinovych zbytka
monooxygenase MOoNoOXygenazovy
activation protein aktiva¢ni protein

2.5. 1zolace RNA

K extrakci RNA se pouziva nékolik postupt, které vyuzivaji odlisné principy. Jsou
to metody zalozené na rozdilné rozpustnosti, centrifugaci v hustotnim gradientu a
metody adsorpéni nejéastéji S pouzitim kolonek. Pro uspésnou izolaci je nejdiive nutné
rozru$it buiky destrukci bunécnych membran, aby se vyplavil cytosolovy i jaderny
obsah. K tomu slouzi detergenty (napt. Triton X-100) i mechanicka lyza bunék v
homogenizatoru ¢i v tfepacce S kulickami. Pro odstranéni ptfitomné DNA mizZe byt

soucasti kitu i DNaza I, ktera zptusobi degradaci kontaminujici DNA [30].
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Mezi nejznaméjsi metody izolace patii fenol-chloroformova extrakce (v
souCasnosti jiz nepfili§ pouzivand). Jejim principem je precipitace quanidin
thiokyanatem s fenolem v nizkém pH [31]. Metoda vyuzivajici ultracentrifugaci se
provadi v prosttedi CsCl s guanidin thiokyanatem [32]. VétSina komerénich souprav
pouziva vSak kolonovou metodu. Je zalozena na zadrzovani RNA na silikdtovém
povrchu kolonky diky pfitomnosti chaotropnich soli. Na uvolnéni RNA z kolonky se
pouziva eluéni roztok s vysokou iontovou silou bez obsahu chaotropnich soli [33]. Pro
pfimou izolaci mRNA se kolonka modifikuje pifitomnosti navazanych poly T-fetézca.
Obdobny princip je u magnetické separace, kdy mohou byt poly T-fetézce navazany na
paramagnetické kulicky. Tyto soupravu jsou bézné komercné dostupné a daji se koupit

napi. od firmy Stratec Molecular (Berlin, SRN).

2.5.1. Méreni koncentrace a Cistoty RNA

Pro dalsi praci sizolovanou RNA je tieba znat jeji Cistotu a koncentraci.
Nejbeéznéjsi zplisob méfeni koncentrace RNA je pouziti spektrofotometrického méteni
v UV svétle. VyuZivad se vypoctu poméru hodnot absorbanci pii vlnovych délkach
260 nm (absorpcni maximum nukleovych kyselin) a 280 nm (absorpéni maximum
bilkovin a aromatickych slouc¢enin). Pro ¢istou RNA pozadujeme pomér okolo 2,0.
Niz$i hodnota znaci znecCisténi proteiny a je tieba vzorek piecistit. Pro stanoveni pozadi
se proméfuje absorbance pii 320 nm pro mozny vliv zakaleného vzorku, pufrt a pouzité
pouziva proméfeni absorbanci pti 230 nm, zvySend hodnota pfi této vinové délce
ukazuje na zneciSténi vzorku. Je to absorpéni maximum peptidovych vazeb, raznych
pufrii (Tris, EDTA) a obecné& se uvadi jako znec€isténi guanidin thiokyanatem. Pfi vinové
délce 260 nm pii pouziti kyvety s optickou drahou 10 mm roztok s absorbanci 1,0 by
odpovidal koncentraci 40 pg/ml RNA. Kdyby byly v roztoku ptitomny ob& nukleové
kyseliny, nedala by se koncentrace zméfit, protoze maji stejné absorpéni maximum.

Proto je vzdy nutné béhem izolace neZzadouci nukleovou kyselinu odstranit [30;34].

Pii znecisténém vzorku nebo pifi nizké koncentraci volime méfeni fluorescence
specifickymi fluorochromy véazajicimi se na RNA (napf. Quant-iT™ RiboGreen® RNA

reagent firmy Life Technologies) s porovnanim kalibra¢ni fady standard.
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2.6. Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces katalyzovany enzymem reverzni transkriptaza, pii
némz se podle RNA, ktera slouzi jako templat, syntetizuje jednoietézcova DNA -
vznikd cDNA (complementary DNA). Jedna se o opak normalni transkripce, o zpétny

prepis RNA do DNA [35].

Pouzivané enzymy mohou byt izolovany pouze zvirl, protoze vV jinych
organismech se reverzni transkriptazy nevyskytuji. Nejcastéji se pouziva AMV (Avian
Myeloblastosis Virus) z pta¢iho myeloblastického viru a MLV (Moloney Leukemia
Virus) z mysiho leukemického viru Moloney [36;37].

Pro zacatek transkripce jsou zapotiebi primery. Pouziva se n¢kolik druht. Byvaji to
nahodné n-mery, které dosedaji nahodné na sekvenci RNA, oligo (dT) primery, které
jsou komplementarni k polyadenylovému 3’- konci mRNA, a specifické primery

komplementarni k nami pozadované specifické sekvenci [30;38].

2.7. Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce (PCR) je od svého objeveni jedna
z nejpouzivanéjSich metod molekularni biologie [39]. Jedna se o extrémni namnoZeni
kratkych sekvenci DNA, jehoz cilem je detekce hledanych amplifikovanych tsekt
DNA. Klasické schéma PCR spociva v cyklickém opakovani ttech krokli zaloZzenych na

zméngé teploty.

1. Denaturace - pfi teploté okolo 95 °C dochézi k rozruseni vodikovych mustkt
mezi vlakny DNA a tim je umoZnéno jejich rozvolnéni a oddéleni

od sebe.

2. Annealing primert - pfi teploté okolo 50-60 °C dva primery o znamé sekvenci

nasedaji na vlakno templatové DNA.

3. Elongace (extenze) - okolo teploty 72 °C enzym DNA polymeraza umozni

prodluzovani fetézce a tim syntézu nového vlakna DNA [34].

Pouzivand DNA polymeraza musi byt tepelné stabilni, a proto se nejcastéji pouziva
DNA polymeraza izolovana z termofilni bakterie Thermus Aquaticus [40]. Pred
objevenim tohoto enzymu se pouzival Klenowtliv fragment DNA polymerdzy 1. Tento

enzym neni schopen vydrzet teploty potfebné pro denaturaci vlaken, a proto musel byt
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do reakce v kazdém cyklu pridavan. To je nevyhodné jak Casove, tak je zde zvySené

riziko kontaminace vzorku [39].
Do dnesni doby bylo vyvinuto mnoho modifikaci klasické PCR. Jako ptiklady se
daji uvést:

Hot Start PCR - DNA polymeraza se stava aktivni az pfi prvni denaturacni teploté a

tim se zabrani vzniku a namnozeni nespecifickych nezadoucich produkti,
Nested PCR - pouziti vnitinich a vn&jSich primert pro vétsi citlivost,

Multiplex PCR - pouziti vice part primerd pro namnozeni Vice geni soucasné
Vv jediné reakci,
Asymetricka PCR - jeden z primert je ve velkém nadbytku a proto se tvofi pouze

jednovldknova DNA,

Alelové specificka PCR - pouziva se pro detekci bodovych mutaci a urceni

heterozygota/homozygota,

Zpétna (reverzni) PCR - jako templat se pouziva cDNA, ktera vznika reverzni
transkripci z RNA [30].

Denaturace DNA
3 LI rrrrnr Iri LI rrrrernr rrrnt rrrri Trrrn Ii LI LI L -
5 3
Navazani primeru

3: Illllllllllllll'll 1 rrrrrr rrerrtd Irrri rrrrmr Tl TT ITTTT 5

5 3 5 .
. 5
| 3 ; __rr,rr—rrrl‘
5 3 T1 TTTTS
5 1 1111 111111181 il 1 1 1111 piiii 1111 111 3
Extenze
3 LI TTTITT 11 T TTTTIT T rrrni LI L rrrrnr ni LI TT11r s
A Bl | Aan AR N RN N ES \ -,
- /’ P l ~ ~ ~
~ \ -_— -
1 — 4 [
-~ = Sy Tl T TTT1T5
s L1 1 1111 Liiiiiiil il 111 1 il 1 1 1111 Liial i1l L1l 73

Obr. 1. Obecny princip PCR (vlastni tvorba, inspirovano podle Vierstraete [41]).
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2.7.1. Real-time PCR

Real-time polymerazova fetézova reakce je v poslednim desetileti nejpouzivanéjsi
metodou molekularni biologie. Real-time PCR je zaloZena na principu klasické PCR,
umoziiuje vSak prubézné s postupem reakce sledovat vzristajici mnozstvi
amplifikované sekvence DNA ve skutecném case. Tim se 1isi od bézné PCR, kde se
analyzuje az vysledny produkt (amplifikovand DNA) — ,end point“ pomoci
elektroforézy v agardze. Zaznam amplifikace je zalozen na principu fluorescence.
Pouzivaji se sondy (fluorescencni sondy), které se jsou vazany na amplifikované DNA,

a v kazdém cyklu je zméfeno zvyseni fluorescence [42].

2.7.2. Fluorescence v PCR

Pouzivané principy lze zatadit do dvou hlavnich skupin. Specifické sondy ve své
struktuie maji oligonukleotidovy fetézec, kterym se hybridizuji k PCR amplikonu.
Napft. hydrolyzac¢ni sondy pracuji na principu FRET (fluorescence resonance energy
transfer) mezi fluorescenénim barvivem (fluorofor - F nebo R) a zhase¢em (quencher -
Q). Pii pribéhu reakce dochazi k rozstépeni sondy polymerazou, a tim se zvysi
vzdalenost mezi molekulami R a Q — dochazi k nartstu fluorescen¢niho zareni. Na
rozdil od specifické vazby sond se interkalacni ,,barvicky* (napf. ethidium bromid a

SYBR Green) nespecificky vazou na dvouvlaknovou DNA [34].

2.7.2.1. LNA sondy

LNA (locked nucleic acids) sondy jsou specifické hydrolytické sondy, pro které je
charakteristické, ze ve své stavbé maji pozménénou strukturu nukleotidii — mezi 2°C a
4°C pentdzy je vlozen methylenovy miustek. Tento miistek zvySuje teplotni stabilitu
monomeru (zvySeni teploty tani az o 8°C na jeden LNA monomer) a snizuje jeho
pruznost, coz zajiStuje siln¢j§i vazu s komplementarni sekvenci. Klasické sondy
obsahuji okolo 25 az 35 bazi, LNA sondy jsou vyrazné kratsi (8-9 nukleotidu) [43]. O

0 1

tento systém koupila od Exiqonu.
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Base Base
HO HO

OoH © OH

LNA Monomer DNA Monomer

Obr. 2. Struktura LNA a DNA monomeru (upraveno podle Anonym 1 [44]).

2.8. Elektroforéza PCR produktii

Pii elektroforéze dochazi k pohybu nabitych castic v elektrickém poli. Je to
metoda, ktera vyuziva rizné pohyblivosti molekul Kk jejich separaci. Umoziuje separaci,
analyzu a purifikaci nukleovych kyselin (NA) a proteinti. U NA se elektroforéza provadi
obvykle po PCR nebo po $tépeni restrikénimi endonukleazami. Separace probiha podle
velikosti fragmentt. Proteiny se déli podle molekularni hmotnosti, ktera je uréovana
markery molekulovych hmotnosti (u DNA pocet nukleotidi /nt/ nebo nukleotidovych
paru /bp/). Fragmenty NA jsou pipetou vlozeny do jamek gelu (agarézovy nebo
polyakrylamidovy gel). PO zapojeni obvodu je spustén elektricky proud a diky nému
jsou zéporné nabit¢ NA sméfovany k anod¢. Doba elektroforézy zavisi na velikosti
proudu, ktery gelem prochazi. Po probéhnuti elektroforézy jsou latky rozdéleny na

zaklade¢ své molekulové hmotnosti [30;34].

2.9. Hostitel a mikrobiota

U savcu se embrya a plody vyvijeji ve sterilnim prostiedi - v déloze matky. Jejich
kolonizace mikroorganismy probiha bezprostiedné po narozeni, kdy jsou osidlovany
slizni¢ni povrchy a to hlavné stievo [45]. Velmi dilezity faktor pro vyvoj imunitniho
systému a to predevSim po narozeni, je jeho stimulace antigennimi podnéty. Je to
z diivodu, Ze nevyzraly organismus muze podlehnout vlivim mikroorganismu, které
jsou pro nas pii béznych podminkach (dostatecné vyvinuty imunitni systém a osidleni

stiev) komenzalni, ale pfi jejich pfemnozeni se mohou stat az zivot ohrozujici [46;47].
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Z tohoto divodu je velmi dilezitad strava novorozencl. Nejvhodnéjsi vyziva je
kolostrum a pozdé€ji matetské mléko, které obsahuje ochranné protilatky
(imunoglobuliny) a rustové faktory dtilezité pro rozvoj sttevni sliznice (napf. epitelialni
rustovy faktor). Nezbytnost piijmu kolostra popiipadé matetského mléka je dana typem
placentace. U c¢lovéka s hemochorialni placentou dochazi k prenatalnimu ptestupu
vétSiny imunoglobulint tfidy G [48]. To je odlisnost od syndesmochorialni
(pfezvykavci) a epiteliochorialni (prase, slon, tapir a dalsi) placentace [49]. Novorozena
mlad’ata jsou proto pro své pieziti v konvenénim prostiedi zavisla na véasném piisunu
kolostra a dostatecném mnozstvi imunoglobulint, které jsou v ném obsazeny. OdliSna
situace nastava v piipade€, ze novorozena mlad’ata jsou ziskdna asepticky a chovana ve
sterilnim prostfedi. V takovém pftipadé¢ pro pfeziti novorozenych mlad’at nejsou
ochranné imunoglobuliny nezbytné. Toho se vyuZziva pro experimentalni ucely ziskdnim
bezmikrobnich a mikrobialné definovanych (gnotobiotickych) zvifat, které muizeme
osadit jen nami vybranymi mikroorganismy a sledovat jejich G¢inek na organismus a

mezi sebou navzajem, bez vyrazného vlivu bézné ptitomné mikrobioty [50].
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3.

ZADANI BAKALARSKE PRACE - CiL PRACE

Hlavnim cilem této prace je kvantifikace piepisu geni NF-xB rodiny a s nimi

souvisejicich molekul pomoci polymerazové fetézové reakce vredlném cCase a

zhodnoceni mozné odliSnosti exprese téchto gentli u bezmikrobnich a konvenénich selat.

Mezi dil¢i cile patfi:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

vyhledani nukleotidovych sekvenci geni NF-kB rodiny a s nimi souvisejicich

molekul v databazi PubMed,

navrzeni detekénich systéma s LNA sondami pro vybrané geny NF-kB rodiny a

S nimi souvisejici molekuly,

zjisténi U€innosti systémii LNA sond a jejich porovnani,

ovéieni velikosti amplikonu elektroforézou v polyakrylamidovém gelu,

izolace celkové RNA z ilea bezmikrobnich a konvenénich selat,

kvantifikace izolované celkové RNA a urceni jeji Cistoty,

prepis izolované RNA reverzni transkripci do cDNA,

amplifikace specifickych sekvenci a vyhodnoceni rozdili pro bezmikrobni a

konven¢ni organismus.
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4. MATERIAL A METODY

4.1. Tkané

RNA jsme izolovali z ilea bezmikrobnich a konvec¢nich selat. Bezmikrobni selata
byla ziskana chirurgicky hysterektomii 112. den bfezosti miniprasnice a chovana ve
sterilnim sklolaminatovém izolatoru a krmena mlé¢nou dietou [51]. Konvenéni selata se
narodila spontannim porodem a byla kojena matkou. Vzorky tkani se selatim odebiraly

pfi pitvé a uchovavaly se v RNAlater pii -20 °C do dalsiho zpracovani.

Vzorky pochazeji od 21 selat, ktera byla rozdélena do 4 skupin — 1) jednodenni
bezmikrobni selata, 2) tydenni bezmikrobni selata, 3) jednodenni konvenc¢ni selata a 4)

tydenni konven¢ni selata.

4.2. Navrh LNA sond a primeri

LNA sondy a primery jsme navrhli pomoci nékolika online databazi a softwart.

Sekvence vybranych gentt NF-kB jsme vyhledali v databazi Pubmed dostupné na

www.pubmed.com (National Center for Biotechnology Information, U.S. National

Library of Medicine, Bethesda, USA). Pro zjisténi, zda gen neobsahuje sekvence, které
jsou piili§ casté a neopakuji-li se ve vice genech (nejsou tedy specifické pro nadmi
hledany gen), jsme pouzili software Repeat Masker (Institute for Systems Biology,
Seattle, USA) dostupny na www.repeatmasker.org. Pro navrh vhodnych sond jsme

vyuzili software ProbeFinder firmy Roche Diagnostic (Manheim, SRN) dostupny na

www.universalprobelibrary.com.

Od kazdého genu jsme vybrali dva systémy a objednali k nim naleZici primery od
firmy Generi-Biotech (Hradec Kralové, CR).

4.3. lzolace celkové RNA

Kizolaci celkové RNA jsme pouzili kit InviTrap Spin Tissue RNA Mini Kit

(Stratec Molecular, Berlin, SRN). Veskerou praci jsme provadéli v rukavicich a v
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laminarnim boxu (CleanAir Techniek, Woerden, Nizozemsko) pti pokojové teploté, kdy

teplota nesmi klesnout pod 20 °C a to ani pfi centrifugaci. Postup byl nasledujici:
1. Do 2 ml eppendorfek (RNase/DNase free) dat zirkonové kulicky v poméru asi

1:3.

2. Pridat 600 pl Lysis Solution TR (pfed pouzitim lehce protiepat kvili
sedimentujicim ¢asticim pro vazbu DNA). Tésné pied pouzitim piidat do Lysis

Solution TR 1/100 objemu 1 M dithiotreitolu (DTT).

3. Kousek tkané o velikosti priblizn¢ 2x2 mm z RNAlater (pfi pouziti Cerstvé tkané

3x3 mm) vlozit do eppendrofky s Lysis Solution TR a zirkonovymi kulicky.
4.  Homogenizace v TissueLyseru LT 5 minut pii 50 Hz.

5. Centrifugace v centrifuze Hettich Micro R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, SRN)
po 2 minuty pti 15 000 x g.
6. 450 pl supernatantu ptrenést do 2 ml Receiver Tube a ptidat 300 ul 96-100 %

etanolu a promichat pipetovanim.

7.  Cely objem piemistit do RTA Spin Filter Set kolonky, inkubace 1 minutu a

centrifugovat 1 minutu pii 10 000 x g. Vylit to, co proslo kolonkou.

8.  Pridat 500 ul Wash Buffer R1 (pfed prvnim pouzitim ptidat odpovidajici mnozstvi
absolutniho etanolu) do Spin Filter Set kolonky a centrifugovat 30 vtefin pfi
10 000 x g. Vylit, to co proslo kolonkou.

9.  Pridat 700 ul Wash Buffer R2 (nutno ptidat pfed prvnim pouzitim predepsané
mnozstvi absolutniho etanolu), centrifugace 30 vtetin pti 10 000 x g a vylit to, co

proslo kolonou. Opakovat tento krok.
10. Centrifugace 5 minut pii 13 500 x g. Whodit Receiver Tube.

11. Piendat Spin Filter set kolonku do Rnase-free Elution Tube a pfidat 40 pl Elution

Buffer pfimo na membranu.
12.  Inkubace 2 minuty a centrifugace 1 minutu p#i 10 000 x g.

13.  Vyhodit Spin Filter Set kolonku, eluovanou RNA pfenést do novych sterilnich
eppendorfek.
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4.4, Stanoveni koncentrace a Cistoty celkové RNA

Pro méfeni koncentrace vyizolované RNA jsme pouzili UV/VIS spektrofotometr
(Pharmacia LKB, Upsala, Svédsko). Méfili jsme absorbanci vzorku pifi 230 nm,
260 nm, 280 nm a 320 nm. Pouzivali jsme Kyvetu z kiemenného skla o Sifce 1 cm.

Ptiprava vzorku na méteni absorbance:
1. Napipetovat 200 ul blanku (Tris-HCI, pH 7,5) do kyvety a zméfit.
2. K 20 ul vyizolované RNA piidat 180 ul Tris-HCI, pufru o pH 7,5 (nafedit 10 x).

3. Zmeéfit absorbance vzorkt pii vSech vinovych délkach (230, 260, 280 a 320 nm)

a provést vypocet koncentrace a Cistoty.
Koncentrace = (Azso-Aszo) x 40 x fedici faktor [ug/ml]

Cistota = (Aze0-As20)/(Azgo-Aszz0)

4.5. Reverzni transkripce (syntéza cDNA)

Pro syntézu cDNA jsme pouzili kit QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen,
Hilden, SRN) a vyuzili cykler iCykler (Bio-Rad, Hercules, USA). Syntéza cDNA
probihala ve dvou krocich. Postup byl nasledujici:

1. Pfidat potfebné reagencie do 200 pl tenkosténné zkumavky pro PCR podle

nasledujici tabulky:
Tab. 3. Reverzni transkripce - 1.krok
Reagencie Objem (ul)
gDNA Wipeout Buffer 7x 2
PCR voda 2
RNA templat 10
Celkovy objem 14

2. Zkumavku lehce zamichat a kratce centrifugovat.
3. Inkubace v termocykleru pti 42 °C po dobu 2 minut.

4. Zkumavku ptfendat na led a pfidat reagencie podle nasledujici tabulky:
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Tab. 4. Reverzni transkripce - 2.krok
Reagencie Objem (ul)
Quantisript RT 1
Quantisript RT Buffer 5x 4
RT Primer Mix 1
Celkovy objem 6

5.  Zkumavku lehce zamichat a kratce centrifugovat.

6. Inkubace v termocykleru 20 minut pii 42 °C.

7. Inaktivace reverzni transkriptazy 3 minuty pii 95 °C.

8. Inkubace 5 minut pti 4 °C.

9. Pro pouziti cDNA jako templat do PCR piidat 180 ul PCR vody.

10. Pro piipravu cDNA pro zjisténi Gc¢innosti systémi LNA sond pftipravit fedici

fadu, kdy kazdy dalsi vzorek bude 10 x nafedén.

4.6. Polymerazova retézova reakce v realném case

KPCR jsme pouzivali komeréni master mix FastSart TagMan Probe Master
(Roche Applied Science, Penzberg, SRN). Postup byl nasledujici:

1. Pfiprava primerQ: lyofilizované primery zcentrifugovat a ptidat predepsané

mnozstvi PCR vody, promichat a centrifugovat.

2. Podle tabulky pfipravime reakéni smés:

Tab. 5. Reakéni smés pro PCR
Reagencie Objem (ul)
FastStart Universal Probe Master 2x 10
PCR voda 7,6
Smés primert 0,2
LNA sonda 0,2
Celkovy objem 18

3. Reakéni smés protiepat a zcentrifugovat.
4.  Smés rozpipetovat po 18 ul do 96-jamkové desticky pro PCR.
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5.

6.

7.

8.

Ptidat 2 ul cDNA do kazdé jamky.
Desticku ptelepit folii, zcentrifugovat, protiepat a znovu centrifugovat.

Ulozit desticku do termocykleru iQ5 a nastavit nasledujici teplotni rezim:

Tab. 6. Teplotni rezim PCR
krok 1 95 °C 10 minut 1 x
95 °C 15 vtefin
krok 2

0 60°C | 60 vierin | 0

krok 3 4 °C o0 1x

PCR vyhodnotit pomoci softwaru iQ5 Optical System Software (Bio-Rad).

4.7. Elektroforéza produkti PCR

Pro elektroforézu Vv polyakrylamidovém gelu jsme pouzili elektroforetickou
jednotku X-Cell Sure Lock (Life Technologies, Carlsbhad, USA). Postup byl nasledujici:

1.

10.

Piiprava markeru DNA Marker Ultra Low marker (Fermentas, Vilnius, Litva):
Smichat 2,5 ul DNA ladderu, 1 ul pufru TBE Sample 5X a 1,5 ul vody.

Pfiprava vzorku:: smichat 3 ul produktu PCR, 2 ul pufru TBE Sample 5X a 5 pl
PCR vody.

TBE Running Buffer 5x natedit k pouziti (100 ml pufru na 400 ml vody).
Polyakrylamidovy gel (Life Technologies) oplachnout deionizovanou vodou.
Gel vlozit do elektroforetické jednotky a nalit TBE Running Buffer.

Jamky proplachnout TBE Running Buffer.

Do jamek pipetovat 5 ul markeru a 10ul vzorku.

Spustit elektroforézu po dobu 30 minut p#i 200 V.

Gel obarvit pomoci Midori Green (Nippon Genetics Europe, Diiren, SRN).
Barvici roztok piipravit smichanim 2 pl Midori Green v 12 ml TBE Running

pufru. Barvit 10 minut. Dvakrat oplachnout deionizovanou vodou.

Obarveny gel pozorovat iluminatorem Fast Gene LED Illuminator (Nippon

Genetics Europe).

24



4.8. Dalsi pristrojové vybaveni, laboratorni pomucky a pouzity software

Dale jsme pouzivali jednokanalové pipety Finpipette Digital a poloautomatickou
pipetu Bio Control (Thermo Fischer, Helsinki, Finsko), tiepacka a stolni minicentrifugu
(Labnet, Edison, USA).

Seznam citaci jsme vytvorili v programu Reference Manager 12.0.3. (Thomson
Reuters Carlsbad, USA), tvorba tabulek v Microsoft Excel 2007 (Microsoft
Corporation, Redmond, USA), psani textu v Microsoft Word 2007 (Microsoft
Corporation), tvorba grafi v GraphPadPrism 6.04 (GraphPad Software, San Diego,
USA), statistické vyhodnoceni dat v GraphPad Instat 3.06 (GraphPad Software).
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5. VYSLEDKY

5.1. Navrh LNA sond a primert

V nasledujici tabulce jsou zobrazeny vybrané geny NF-«x B rodiny, jeho inhibitort,
kindz a referencnich gent a jejich navrzeny systém LNA sond a primeri. Pro kazdy gen

jsme navrhli dva systémy — cely seznam navrzenych systému je v ptilohach.

Tab. 7. Pouzité systémy LNA sond a primeru.

Forward primer (5'-'3) Velikost Utinnost
Gen Sonda amplikonu %)
Reverse primer (5'-'3) (nt)

RelA 85 ACCTGGGGATCCAGTGTGTA 79 103,1
AAGGGGTTGTTGTTGGTCTG

RelB 1 TCTTCCCAGGCACTGTATCC 79 96,5
CAAAACCATCGTCCAGGAG

cRel 63 TGTCGTGTAAATAAGAACTGTGGAA 93 92.8
CCGAACTTCTATGTCATCTTTCTGT

NF-xB1 63 GGATGAGGTGCATCTGACG 71 96,3
GAAAGAGGTTATCCTGGAACCTG

NF-xB2 21 CTCCTGGAGCCTCAAACCT 9% 103.2
GCACCTTGTCACAAAGCAGA

NFcBIA | 27 GCACCTTGTCACAAAGCAGA 65 99.2
CTGAGTCAGGACTCCCACACT

NEMO 97 AAGCCAACCATGCTCCAC 89 1010
GCATCTCGGAGCTCTTGATT

IKK1 7 TCCAAAGTGTATATTTGCATGTGA 79 94,2
TTTGGTTGAGGTAAATGGCTACT

IKK2 3 TTTGGTTGAGGTAAATGGCTACT 115 99
TCCAGGTCAATCTGGATGCT

Bel3 9 AGCTCCAACGGTCTTCTGTC 77 100.3
GAGAATCCAGGGGTGTCCTT

BACT 9 TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 83 1072
AAGAGCGCCTCTGGACAC

CYKLO | 28 CCTGAAGCATACGGGTCCT 121 93.4
AAAGACCACATGTTTGCCATC
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5.2. Elektroforéza pro ovéreni velikosti amplifikovaného tiseku DNA

V tabulce jsou uvedeny pozadované velikosti usekit DNA.

Tab. 8. Pozadované velikosti amplikond.

Nizev genu | Cyklofilin-48 | B-aktin-9 | RelA-85 | RelB-1 | cRel-63 | NF-kB1-63
am?:)/l?lljgr?jt(nt) 121 83 & 72 93 71
Nazevgenu | NF-xB2-21 | NFkBIA-27 | NEMO-27 | IKK1-7 | IKK2-3| Bcl3-9
amgfllioi]ous t(nt) % 65 89 72 115 7
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Marker
BCL3-9

IKK2-3 | NEMO-27 [ NFkB2-21 | NFkB1-63| RelB-1 | B-actin-9 Marker
IKK1-7  NFxBIA-27 Marker cRel-63 RelA-85  Cyklofilin-48

Obr. 3. Elektroforéza PCR produkti v polyakrylamidovém gelu.

5.3. Koncentrace a cistota izolované RNA

Nasledujici tabulka ukazuje naméfené hodnoty absorbance pii vinovych délkach
230 nm, 260 nm, 280 nm a 320 nm. Pro posouzeni Cistoty nam slouzi vypocitany pomér
hodnot 260/230 a 260/280. Dale je v tabulce zobrazena vypocitana hodnota potfebného
objemu RNA a vody pro syntézu cDNA.
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Tab. 9. Koncentrace a istota RNA.

Syntéza cDNA Izolace celkové RNA
. Absorbance
Sele H,O | 0,5ug RNA | Konc. Poméry

[uL] [puL] [ug/ul] | 260/280 | 260/230| 230 | 260 | 280 | 320
859/3GF1IL | 8,0 2,0 0,248 2,12 2,02 |0,311|0,624 |0,297 | 0,004
859/4GF1IL | 9.2 0,8 0,626 2,11 2,26 |0,705|1,576|0,751|0,011
859/5GF1IL | 6,2 3,8 0,130 2,11 2,03 0,164 (0,329 0,158 | 0,004
860/5GF1IL | 7,6 2,4 0,208 2,10 1,92 |0,273]0,522 0,250 0,003
860/6 GF1IL | 6,5 3,5 0,142 2,10 1,10 |0,326|0,357|0,171|0,002
CV11IL -1,7 11,7 0,043 2,23 2,10 ]0,054|0,110]0,051|0,003
CV21IL 7,7 2,3 0,215 2,13 2,34 |0,238|0,546 | 0,261 | 0,009
CV31IL 7,4 2,6 0,196 2,13 1,54 |0,328|0,500 0,240 0,010
CV41IL 9,1 0,9 0,537 2,14 2,20 |0,622|1,354|0,640 0,012
860/0 GF7IL | 85 15 0,327 2,12 1,96 |0,422|0,822|0,390 (0,004
860/2GF7IL | 8,6 1.4 0,364 2,12 1,67 |0,553]0,919/0,439|0,009
837/2GF7IL | 8,0 2,0 0,256 2,11 1,43 |0,452]0,644|0,308 | 0,004
837/[4GF7IL | 54 4,6 0,108 2,00 0,40 |0,673]0,270|0,135|0,011
837/TGF7IL |59 4,1 0,121 2,11 1,00 |0,304|0,303|0,144 0,001
837/9GF7IL | 1,2 8,8 0,057 2,09 0,72 (0,198|0,144|0,070| 0,002
CV17IL 9,3 0,7 0,670 2,14 2,30 |0,7361,682|0,790 | 0,008
CV27IL 9,3 0,7 0,764 2,14 2,16 |0,873|1,918|0,918 0,008
CV37IL 9,5 0,5 0,971 2,12 2,29 |1,140|2,446|1,152|0,018
CV4T7IL 9,0 1,0 0,506 2,13 2,27 |0,562|1,275|0,607 | 0,011
CV57IL 9,1 0,9 0,553 2,06 2,23 10,617]1,3920,658|0,009
CV67IL 9,5 0,5 1,094 2,10 1,44 |1,239|2,748|1,341|0,014

5.4. Stanoveni genové exprese

Aktivace jednotlivych genti byla vztahovana (normalizovana) k referen¢nim gentim

cyklofilinu A a B-aktinu a relativizovana k primérné hodnoté vSech piipadi. Statistické

vyhodnoceni dat bylo provedeno neparovym t-testem. V grafech jsou zobrazeny stiedni

chyby priméru a hladiny vyznamnosti (* - a < 0,05, ** - a < 0,01, *** - ¢ <0,001).

Pro vyhodnoceni exprese NF-kB a s nim souvisejicich molekul, jsme provedli 1

stanoveni TNF-a a IL-8.
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Obr. 4. Graf aktivace transkripce TNF-a.

Aktivace piepisu TNF-a (obr. 4.) byla vyrazné vyssi u ilea konvencnich selat, u
bezmikrobnich byl piepis velmi nizky. Nejvyraznéj$i exprese byla u 7-dennich

konvenc¢nich selat, niz8i u 1-dennich konvencnich selat. Vysledky u obou skupin jsou

statisticky vyznamné.
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Obr. 5. Graf aktivace transkripce IL-8.

Gen IL-8 (obr. 5.) byl piepisovan nejvice u konvencnich selat, nejvyraznéji u
1-dennich. Exprese u bezmikrobnich selat byla niz§i. Vysledky jsou u obou skupin

statisticky vyznamné.
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Obr. 6. Graf aktivace transkripce RelA.
Prepis genu RelA (obr. 6.) byl vyssi u bezmikrobnich selat. Nejvyssi aktivace je u
skupiny 1-dennich bezmikrobnich selat. Pfepis u obou skupin konvenénich selat je

vyrovnany. Vysledky u obou skupin nejsou statisticky vyznamné.
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Obr. 7. Graf aktivace transkripce RelB.

Gen RelB (obr. 7.) byl nejvice ptepisovan u konvencnich selat, nejvyraznéji u
1-dennich. Aktivace u 1- i 7-dennich selat byla vyrovnana. Vysledky 1-dennich selat

jsou extrémné¢ vyznamné, u 7-dennich selat nevyznamné.
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Obr. 8. Graf aktivace transkripce cRel.

Exprese genu cRel (obr. 8.) byla u skupiny 1-dennich selat vyssi u bezmikrobnich
selat. U skupiny 7-dennich selat byl trend opa¢ny. Vysledky u obou skupin nejsou

statisticky vyznamné.
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Obr. 9. Graf aktivace transkripce NF-«xBL1.

Gen NF-xB1 (obr. 9.) byl u skupiny 1-dennich selat piepisovan vyrovnané u
bezmikrobnich 1 konvencnich selat. U 7-dennich selat byla transkripce vys§i u

konvenénich selat. Vysledky jsou statisticky nevyznamné u obou skupin.
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Obr. 10. Graf aktivace transkripce NF-kB2.

Prepis genu NF-kB2 (obr. 10.) byl vyssi u konvencénich selat a to jak 1-dennich, tak

vwr

statisticky vyznamné.
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Obr. 11. Graf aktivace transkripce NFxBIA.

Aktivace genu NFkBIA (obr. 11.) byla vyssi u skupiny 1-dennich i 7-dennich

vwr

skupiny 1-dennich selat jsou vysledky statisticky vyznamné a u skupiny 7-dennich selat

extrémné statisticky vyznamné.

32



NEMO-27

2.0
B GF
*%%

P mm CV
o 15 *kKk
S
X
[¢)]
— 1.0
c
=
T
o 05
xx

0.0

1den 7 dni
Obr. 12. Graf aktivace transkripce NEMO.

Piepis genu NEMO (obr. 12.) byl vys§i u bezmikrobnich selat. Nejvyraznéjsi
aktivita se projevila u 1-dennich bezmikrobnich selat. Piepis u konvenc¢nich selat byl
podobny u 1-dennich i 7-dennich selat. U obou skupin jsou vysledky extrémné

statisticky vyznamné.
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Obr. 13. Graf aktivace transkripce IKK1.

Gen IKK1 (obr. 13.) byl vice piepisovan u bezmikrobnich selat. Nejvyssi

cv v

selat. Vysledky jsou u vSech skupin statisticky nevyznamné.
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Obr. 14. Graf aktivace transkripce IKK2.

Gen IKK2 (obr. 14.) m¢l nejvyssi transkripci u skupiny 1-dennich bezmikrobnich
selat, u konvené¢nich byla nejnizsi. U skupiny 7 dennich selat byly hodnoty podobné u
bezmikrobnich 1 konvenénich selat. Vysledky jsou u obou skupin statisticky

nevyznamne.
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Obr. 15. Graf aktivace transkripce Bcl3.

cv v

konvenc¢nich byl vyssi. Skupina 1-dennich selat méla transkripci vyrovnanou. Vysledky

nejsou statisticky vyznamné.
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6. DISKUZE

Prase je pro svou anatomickou, fyziologickou a genetickou podobnost ¢im dal vice
vyhledavanym modelem v biomedicinském vyzkumu [50]. Jeho oblibenost jako modelu
infekéni imunologie je dana epiteliochorialnim typem placenty - ob&éh matky a plodu je

oddélen a nedochazi k pasivni imunizaci plodu matetskymi protilatkami [49].

Za ptredpokladu, ze je sele ziskano asepticky, tedy hysterektomii nebo hysterotomii,
aje chovano ve sterilnich podminkach, neni pro jeho pfeziti nutny pfijem ochrannych
imunoglobulint v kolostru [52]. Bezmikrobni sele je mozné kolonizovat riznymi
mikroorganismy a diky tomu Ize studovat interakce mezi hostitelem a mikroorganismy a
mezi mikroorganismy navzajem [53;54]. V na$i praci jsme pracovali se dvéma
»extrémnimi Stavy* osidleni. A to se selaty, ktera jsou prosta mikrobialni slozky
(bezmikrobni) a selaty, kterd byla chovana v béZznych podminkach zemédélského chovu
a maji tedy obvyklou mikrobiotu (konven¢ni selata). Cilem bylo posoudit vliv
ptitomnosti/absence mikrobialni slozky organismu na aktivaci ustfedni molekuly

zanétlivé reakce — jaderného faktoru kappa B.

Jako vhodnou tkan pro izolaci RNA jsme vybrali koncovou ¢ast ilea (terminalni
ileum), ktera je imunologicky velmi vyznamnym organem. V ileu se vyskytuji Peyerovy
platy (nahromadéna lymfaticka tkan), takze zde dochazi k antigenni stimulaci. Zaroven
je ileum i mistem Casté bakterialni translokace (M bufiky). Jedna se tedy z hlediska
imunitniho systému o vyrazné stimulovanou tkan, ve které by se mély jednoznacné

projevit rozdily v pfitomnosti ¢i absenci mikroorganismu [55].

Pro izolaci RNA, ktera snadno podléha degradaci, je tfeba zachovavat urcité
pracovni postupy a pravidla. Je nutno pracovat pouze se $pickami s filtrem a pipetami
bez piitomnosti RN4z, které se v laboratofi pouZivaji pouze na izolaci RNA, a to pravé
kviili kontaminaci RNazami. Z diivodu vylouceni prace s toxickymi latkami jako jsou
fenol a chloroform jsme nepouzili ,klasickou“ a v nékterych laboratofich stale
preferovanou fenol-chloroformovou izolaci podle Sachciho a Chomczynskeho [31], ale
pouzili jsme moderngjsi metodu zalozenou na kolonové izolaci, jejimz principem je
zadrZzeni RNA na kolon¢ v pfitomnosti chaotropnich soli a jeji nésledna eluce roztokem
s velkou iontovou silou [33]. Pro redukci disulfidickych mistka pfi izolaci pouzivame

dithiotreitol, ktery lze nahradit B-merkaptoethanolem, tomu se ale snazime vyhnout
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kvuli jeho vyssim toxickym uG¢inklim ve srovnani s dithiotreitolem. Existuji namitky
proti pouzivani kolonovych metod zalozené na vyhradach typu, Zze dochéazi k
,prestithavani® dlouhého vldkna RNA. V tomto pifipadé moznost téchto teoreticky
negativnich vlivlh snizujeme napf. pii syntéze cDNA, kde pracujeme s Kkitem
kombinujicim oligo (dT) a nahodné hexamery. Zatimco pouzitim oligo (dT) by bylo
timto teoretickym nastfithdnim vyrazné ovlivnéno, v ptipadé ndhodnych hexamert se da

predpokladat nevyrazny negativni dopad.

V prvnim kroku syntézy cDNA dochézi k pfipadnému odstranéni kontaminujici
genomové DNA a druhy krok je vlastni reverzni transkripce. Protoze izolace RNA
nebyla u jednoho vzorku dostate¢né G¢inna a vzorek mél nizkou koncentraci RNA,
provedli jsme zménu v poméru reagencii. Je velmi dilezité, aby do dalSich reakci bylo
davano stejné mnozstvi RNA, a dosazené vysledky se daly hodnotit a porovnavat.
Bézné se do reakce piidavaji 2 ul PCR vody. Tuto vodu jsme nahradili roztokem RNA a

mnozstvi RNA, které vkladame do reakce, tak zustalo zachovano.

Utinnost polymerazové fetézové reakce miize byt ovlivnéna piitomnosti
interferujicich latek ve vzorku. Jsou-li ve vzorku obsazeny, dochazi k fale$sné nizkym
hodnotam, ¢i dokonce k falesné negativnim vysledkim. Mezi znamé interferujici latky
patii hemoglobin, bilirubin, guanidin, dextransulfat sodny, triglyceridy, glukéza a dalsi.
Pfi podezieni na jejich vliv na uc¢innost polymerdzové reakce se do vzorku ptidava
interni standart, ktery slouZzi ke kontrole. Jestlize nedojde k jeho amplifikaci, usuzujeme,
7ze vzorek obsahuje inhibi¢ni interferenéni latky [30]. Pro eliminaci téchto vlivi,
nasyntetizovanou cDNA pied pouzitim fedime deset krat, ¢imz zabranuje inhibi¢nimu
vlivu, protoze interferenty by byly v pfili§ nizké koncentraci, aby se projevil jejich

negativni ucinek.

Pro kontrolu velikost amplifika¢nich produkti PCR jsme pouzili elektroforézu
Vv polyakrylamidovém gelu. K detekci DNA v gelu se nejéastéji pouziva fluorescenéni
barvivo ethidium bromid, ktery se vaze na dvouvlaknovou DNA vmezetenim mezi baze
[56]. Pro jeho karcinogenni efekt je vSak nebezpeény jak pracovnikiim laboratoie, tak
Zivotnimu prostfedi. Proto jsme ho nahradili fluorescen¢ni barvickou Midori Green,
ktera se vyznacuje stejnou citlivosti jako ethidium bromid, ale nevykazuje skodlivé
ucinky a na rozdil od nutné dekontaminace ethidium bromidu vyrobce uvadi, ze je

mozné vylit pouZitou barvici ldzeni do vodovodniho odpadu.
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Podle poznatki, které mame o NF-kB a jeho ucasti v mechanismu vzniku zanétlivé
odpovédi bychom predpokladali, ze jeho exprese bude vyssi u ilea konvecénich selat, u
kterych dochazi k antigenni stimulaci mikrobiotou, kterd by mohla vést az k zanétlivé
odpovédi. Naopak v tkdni bezmikrobnich selat bychom cekali prfepis velmi maly,
protoze k zadné vyrazné antigenni stimulaci nedochazi. Je tfeba si ale uvédomit, ze
aktivace jaderné¢ho faktoru kappa B je velice slozity proces. Je zavisly na pfitomnosti
ruznych faktort, které funguji jako inhibitory/aktivatory aktivacni kaskady (napft. IxB a
IKK) a je zde slozity mechanismus posttransla¢nich tprav, které zahrnuji fosforylaci a
acetylaci jednotek NF-kB. Podle jeho modifikaci je uréena sila vazby NF-kB k DNA a

jeho Casové pusobeni a tim 1 délka trvani probihajici transkripce cilovych gent [5;19].

Pro potvrzeni aktivace rodiny NF-kB, jeho inhibitort a kinaz jsme vyhodnocovali
také prepis u gent, u kterych je jejich aktivace podstatné mén¢ slozita a jednozna¢na a u
kterych zaroven zname jejich plisobeni a vime, jaka je exprese ve tkani bezmikrobnich a
konvencnich selat. Jedna se o geny chemokinu IL-8 a prozanétlivého cytokinu TNF-a.
U téchto gend je ndm znadmo jako obecny princip potvrzeny v naSich pfedeslych
studiich, Ze jejich exprese je n€kolikanasobné vyssi pii antigenni stimulaci mikrobi u
konvencnich selat na rozdil od selat bezmikrobnich [54]. Whodnoceni rozdili mezi
skupinami jsme provedli nepdrovym t-testem a urcili statistickou vyznamnost téchto
rozdilti. Neékteré vysledky byly vyhodnoceny jako statisticky nevyznamné a to
predev§im proto, ze jednotlivé skupiny obsahovaly nizky pocet vzorki. S nizkym
poétem vzorkl pracujeme z nékolika riznych dtvodu: 1) pracnost a cena odchovu
gnotobiotickych zvifat, 2) cena reagencii a za 3) Vv poslednich letech se velice zvysSuje
legislativni tlak na ochranu zvitat a uplatiiuje se princip 3R (replacement - nahrazeni,
refinement - zmiriovani, reduction - snizovani) [57]. V nékterych odbornych ¢asopisech
zaCinaji byt proto odmitdny prace s namitkou, Ze pocet zvifat byl vyssi, nez byl
nezbytné nutny, 1 kdyz je pozadavek na pocet ptipadl (zvifat) v rozporu s pozadavky

statistického vyhodnoceni.

Novorozena mlad’ata s vicevrstevnou placentou ihned po narozeni neodpovidaji na
imunizaci v normalni mife. Jednim z divodu mize byt fylogenetické prizptisobeni, aby
nedochazelo k nahle kolonizaci a tim k ,,cytokinové bouti (literatuie oznaCované jako
cytokine storm), kterda by mohla vést az k sepsi S letalnimi dusledky [58]. Tim si
vysvétlujeme, Ze transkripce u rizné starych selat se vyrazné neliSila a hodnoty jsou

podobné nebo asponi relativné ve stejném pomeru.
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Rozdily exprese se ale projevily u bezmikrobnich a konvec¢nich selat, coz bylo
nasim hlavnim zdmérem. U bezmikrobnich selat byla daleko vyssi transkripce jednotky
RelA na rozdil od selat konvenénich. Podjednotka RelA tvofi nejbéznéji heterodimer
S podjednotkou p50 a toto uskupeni je nejvice zastoupeny dimer NF-kB v tkanich.
Tento dimer je typicky pfi aktivaci kanonické drahy NF-«B [26]. To ukazuje na to, ze
ptrestoze u bezmikrobnich selat neexistuje stimulace mikrobiotou, klasicka cesta NF-xB
je aktivovana. Kdyz se podivame na relativni expresi podjednotky p50, hodnota je
zvySena pouze u konvenénich 7-dennich selat. Tato hodnota ale neni moc vypovidajici,
protoze protein se muze vyskytovat jak v aktivni formé& (p50), tak neaktivni formé
(p105). Stejné nejasnosti mame i u exprese NF-kB2, protoze i tato jednotka je
transkribovana jako neaktivni (p100) a stava se aktivni az posttranslaénimi apravami
(p52). Tyto rozdily ale bohuzel podle transkripce genu nepozname [14]. Dalsi tskalim
téchto proteinli je to, ze pii tvorbé homodimerti maji inhibi¢ni U¢inek a pouze pfi
dimerizaci s ,,Rel” proteiny jsou schopny tvofit dimery s transkripéni aktivitou [4].
Piepis RelB byl naopak zvysen u konvencénich selat. RelB tvofi heterodimer s p52 a je
hlavnim dimer nekanonické cesty aktivace NF-kB. To naznacuje, Ze ve tkanich
konvecnich selat pievazuje aktivita nekanonické drahy [26]. Co se tyka inhibitort
NF-xB, tak u NF-kBIA byla exprese zvySena u konvenénich selat. Exprese Bcl3 byla
pomérné nevyrovnana. Bcl3 se vyskytuje nejcastéji ve spojeni S homodimery Cci
heterodimery p50 a 52 a ackoliv patii do skupiny inhibitort je schopen spustit expresi
[59]. Aktivace kinazového komplexu byla zvySena u skupiny bezmikrobnich selat, coz
naznacuje vys§i aktivitu téchto jednotek a je zvySend moZnost ze fosforyluji IxB a
NF-kB se mize translokovat do jadra a vazat se na cilové geny a navozovat jejich

transkripci.

Je nam jasné, Ze hlavni regulace se odehrava na proteinové urovni a pri¢itame ji
posstranslatnim modifikacim (napt. fosforylace, acetylace). V publikacich se casto
uvadi jednoznacné zaveéry, co se tyka aktivace transkripéniho faktoru kappa B. Pfitom
jen malo autord rozliSuje, o ktery faktor z rozvétvené rodiny transkripcnich jadernych
faktorti se vlastné jedna. Domnivame se, Ze to je Casto zpusobeno dostupnosti ¢i
kfizovou reaktivitou protilatek, tj. Ze toto je hlavnim selekénim kritériem pro vybér
studovaného transkripéniho faktoru. Ptesto, ze povazujeme nas ,,monitoring" na genové

urovni za omezené vypovidajici, povazujeme ho dilezity. Jedna se o zdkladni uroven
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naseho pfedpokladané¢ho budouciho zajmu o slozitou problematiku aktivace produkce
zanétlivych mediatora.

Nasim cilem tedy je, nejen popsat expresi proteinu urcité jednotky z rodiny
transkripcnich faktort, ale poznat celou drahu jeho aktivace, v¢etné transkripci jeho
inhibitort a aktivatord. Tyto naSe planované zaméry mohou zdéanlivé popisovat popsané,
ale neni tomu tak. Ackoliv od objeveni transkripénich jadernych faktord uplynulo jiz
vice nez Ctvrt stoleti, pravé jeho objevitelé patii mezi nejaktivnéjsi badatele v této
oblasti, protoZe si dobfe uvédomuji, ze stale jesté zuistava mnoho nejasnosti v aktivaci a
regulaci této mimotradné slozité kaskady vedouci k efektorovym molekuldm imunitniho

systému.
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7. ZAVER

Jaderny faktor kappa B v dnes$ni dobé patii mezi nejvic studované geny a proteiny
a to hlavng kvili jeho Gstfedni roli v imunitnim systému. Ma se za to, ze pochopeni jeho
cest aktivace, regula¢nich mechanisma a u¢inkti na cilové geny, kterych je obrovské
mnozstvi, ndam pomuze vyvinout prostiedky, které by umoznily lécbu raznych
onemocnéni, které jsou spojovany s aktivaci nebo naopak inhibici NF-kB na genové
nebo proteinové Urovni, at’ uz se jednd o zanétlivd nemocnéni nebo rakovinotvorné
bujeni. V této praci jsme se zaméfili na pochopeni transkripce geni NF-xB, jakoz i jeho
inhibitorti a kindz pro jeho $ir$i porozumeéni.

Nasim ukolem bylo vyvinout syst¢ém LNA sond a primert pro amplifikaci Casti
genll NF-kB a s nim spojenych molekul pomoci PCR. Amplifikovali jsme ¢asti gend,
Které jsme ziskali izolaci RNA a jejim naslednym piepisem do cDNA. Ziskané vysledky

jsme zpracovali a vyhodnotili. Tyto cile se nam podafilo splnit.

Aktivace transkripce byla stanovovana v ileu bezmikrobnich a konvencnich selat
rizného stafi. Stafi selat nehralo v transkripci gentd velkou roli a vysledky byly vétsinou
srovnatelné. Ddle jsme zjistili, Ze u bezmikrobnich selat je aktivovana klasicka drédha
aktivace NF-«xB, coz je dano zvySenou expresi hlavnim dimerem kanonické drahy
RelA/p50 a naopak u konve¢nich selat se aktivuje nekanonicka cesta aktivace - dano
prepisem dimeru RelB/p52. Pro plné pochopeni, pro¢ tomu tak je, bude potieba dalsi
prozkoumani jaderného faktor kappa B a s nim souvisejicich molekul také na urovni

proteint.
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8. ZKRATKY A ODBORNE TERMINY

AMV
AV CR
cDNA
CcVv
DNA
FRET
GF
kB
IKK
IL
IL-1
IL-8
LNA
MLV
mRNA
NA
NEMO
NF-«B
NIK
NLS
PCR
PRRs

RHD
RNA
TAD
TCR
TLRs
TNF-a

»Avian Myeloblastosis Virus* - pta¢i myeloblasticky vir
Akademie véd Ceské republiky

,complementary DNA‘ - DNA vznikla reverzni transkripci z RNA
,,conventional“ - konven¢ni selata

,Deoxyribonucleic acid* - deoxyribonukleova kyselina
,,Fluorescence resonance energy transfer« sonda

,.germ free* - bezmikrobni selata

,,Inhibitors of NF-xB* - inhibitory NF-xB

,IKkB Kinase* - kinazovy komplex kB

lleum

Interleukin-1

Interleukin-8

,Locked nucleic acids* sondy

,»Moloney Leukemia Virus* - mysi leukemicky vir Moloney.
»messenger” RNA - mediatorovd RNA

»Nucleic acids* - nukleové kyseliny

,,NF-kB essential modulator*

,Nuclear factor kappa B - jaderny faktor kappa B
,,NF-kB-inducing kinase*

,Nuclear localization sequence* - jaderny lokaliza¢ni signal
,Polymerase chain reaction“ - polymerazova fetézova reakce
,Pattern recognition receptors - receptory rozeznavajici molekularni
vzory

,,Rel homology domain*

»Ribonucleic acid* - ribonukleova kyselina

,, rranscription activation domain‘ - transaktiva¢ni doména

,» T-cell receptor - T-bunéény receptor

., Toll-like receptors* - Toll-like receptor

,» Tumor necrosis factor a* - faktor nadorové nekrozy o
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10.

PRILOHY

Tab. 10. Seznam navrzenych systémit LNA sond a primeru.

Niézev gen Levy primer a sonda ‘ Sekvence levého primeru (5°-3°) ‘ Pravy primer a sonda ‘ Sekvence pravého primeru (5°-3°)
Zev gent Sekvence amplifikovaného tseku DNA (5°-3°)
RelA pRelA-L-40 | tetgettceaggtgacagtg | PRelA-R-40 | gatggggtgagagaggacag
€ tctgettccaggtgacagtgcgggacccageaggeaggeccctcegectgecgectgtectetetcaceecate
RelA pRelA-L-85 | acctggggatccagtgtgta | PRelA-R-85 | aaggggttgttgttggtetg
¢ acctggggatccagtgtgtaaagaagcgggacctggaacaggecatcaatcagegcatccagaccaacaacaaccectt
pRelB-L-10 | tgggactctaagagcacctgtc | pReIB-R-10 | gecagtecttccacacca
RelB
tgggactctaagagcacctgtcttectgcagetccgggactgtggagggctgcgggaggtggaggtgactgegtgectggtgtggaaggactgge
pRelB-L-1 | tettcecaggeactgtatce | pRelB-R-1 | caaaaccatcgtccaggag
RelB
tcttcccaggeactgtatcecteectggectggagecceceggegggecggatetectggacgatggttttg
pcREL-L-63 | tgtcgtgtaaataagaactgtggaa | PCREL-R-63 | ccgaacttctatgtcatcttctgt
cRel
tgtcgtgtaaataagaactgtggaagtgtcagaggaggagatgaaatatttctactctgtgacaaagtacagaaagatgacatagaagttcgg
el pcREL-L-40 | cagaggggaatgcgttttag | PCREL-R-40 | tatgttcggctgctgtetgt
cre cagaggggaatgcgttttagatacaaatgtgaagggcgatcagcaggeageattccaggggagcacageacagacagcagecgaacata
pNFkB1-L-63 | ggatgaggtgcatctgacg | PNFKB1-R-63 | gasagaggttatcctggaaccty
NF-kB1 ggatgaggtgcatctgacgtattcagtaggagtaaaggaggagaattacaggttccaggataacctctttc
pNFkB1-L-85 | cctggtggagaactttgage | PNFKB1-R-85 | ttcatcctctecatcetegt-
NF-xB1
cctggtggagaactttgagectctgtatgacctggatgactcgtgggacgaggatggagaggatgaa
pNFkB2-L-21 | ctectggagectcaaacct | PNFKB2-R-21 | geaccttgtcacaaagcaga
NF-KB2 ctcctggagectcaaacctgaagatttctegaatggacaagacagetggetetgtgeggggtggagatgaggtttatctgetttgtgacaaggtge
NE-cB2 pNFkB2-L-7 | agcggaaacggaggaaag | PNFKB2-R-7 | cagagcctccacceatgt
-K

agcggaaacggaggaaagccttgeccaccttctcccagecctttgggggtggetcecacatgggtggaggctetg
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pNFkBIA-L-20 \ aacctgcagcagactccact \ pNFkBIA-R-20 \ ctcaggatcacagccagctt

NFiBIA aacctgcagcagactccactccacttggcggtgatcaccaaccagccagaaatcgcetgaggeacttctggaagetggetgtgatectgag
NFxBIA pNFkBIA-L-27 \ gaaatacccctctacaccttgc \ pNFkBIA-R-27 \ ctgagtcaggactcccacact
gaaatacccctctacaccttgcctgtgagcagggctgectggecagtgtgggagtectgactcag
NEMO pNEMO-L- 27 ‘ aagccaaccatgctccac ‘ pNEMO-R- 27 ‘ gcatctcggagctcttgatt
aagccaaccatgctccacctgcecttcggagcagggtgctcctgagaccttccagegetgectggaggagaatcaagagcetccgagatge
NEMO PNEMO-L- 63 ‘ aacaggaagtgatcgacaagc ‘ PNEMO-R- 63 ‘ ggaaccgtctccatcacaat
aacaggaagtgatcgacaagctgaaggaggaggccgagcagceacaagattgtgatggagacggttcc
IKK1 pIKK1-L-7 ‘ tccaaagtgtatatttgcatgtga ‘ pIKK1-R-7 ‘ tttggttgaggtaaatggctact
tccaaagtgtatatttgcatgtgaagagatgacgggagaagttcgatttagtagecatttacctcaaccaaa
IKK1 pIKK1-L-101 \ aacccatggaaaactggcta \ pIKK1-R-101 \ ttggctgcttcaaagtgaga
aacccatggaaaactggctacagttgatgctgaactgggatcctcagcagagaggaggacctattgatctcactttgaagcagecaa
IKK2 pIKK2-L-3 \ atctgcttcggaacaacagc \ pIKK2-R-3 \ tccaggtcaatctggatgct
atctgcttcggaacaacagctgcctgtccaagatgaagaactccatggcectccatgtcccagcagetcaaggccaagcttgatttcttcaaaaccagcatccagattgacctgga
IKK2 pIKK2-L-49 \ tcatgaggaggctgaacca \ pIKK2-R-49 \ gcagtactccatggccaga
tcatgaggaggctgaaccaccccaatgtggtggecgeccgggatgteccctgaggggatgcagaacctggetcccaacgacttgecccttctggecatggagtactge
Bcl3 pBCL3-L-77 ‘ ctgagggggaaggctacac ‘ pBCL3-R-77 ‘ cgacagaagaccgttggag
ctgagggggaaggctacacggcctgetcctgeatcccagecggagecctcececccgaccggagegecaccaccteeccctgagageggeagecgectgagcetccaacggtcttctgteg
Bel3 pBCL3-L-9 ‘ agctccaacggtcttctgtc ‘ pBCL3-R-9 ‘ gagaatccaggggtgtcctt

agctccaacggtcttctgtcggeatcaccaccctectegeccteccagtctccecccaaggacaccectggattete
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