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Abstrakt

Sinice a sinicové vodni kvéty produkuji biologicky aktivni latky, které mohou mit ne-
gativni vliv na lidské zdravi, at uz pri vodnich rekreacnich aktivitadch nebo pfi poZiti
kontaminované vody. Tato expozice miizZe u lidi vyvolat podrazdéni kiiZe, oci, nevol-
nosti, alergie a onemocnéni gastrointestinalniho traktu. Souc¢asti bunécné stény sinic i
gramnegativnich heterotrofnich bakterii, které jsou vyznamnou soucasti vodnich
kvét(, jsou lipopolysacharidy (LPS). Zatim je vSak velmi malo zndmo o tom, jak jejich
environmentalni smési, ale i LPS samotnych sinic prispivaji k vySe zminénym zdravot-
nim komplikacim.

Tato prace je zamérena na studium prozanétlivych efekti LPS izolovanych z
vodnich kvétl pochazejicich z 19 rekrea¢nich vodnich ploch v Ceské republice. Ke
studiu byla pouZita kokultura diferencovanych Caco-2 bunék (enterocyty) a
mononuklearnich leukocyti izolovanych z lidské periferni krve. Byla sledovana zména
v produkci prozanétlivych cytokind, exprese proteinii tésnych spoji a aktivace
monocytl. Byl prokdzan prozanétlivy efekt LPS ze sinicovych vodnich kvétd s
dominujicim druhem Dolichospermum flos-aquae.

Druhym cilem prace bylo pripravit klony bunék THP-1 bez exprese funk¢niho
Toll-like receptoru (TLR) 4 a 2, jejichZ experimentalni pouZiti prispéje k popsani
mechanismu pusobeni sinicového LPS izolovaného z axenické laboratorni kultury
sinice Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905. Vramci diplomové prace se povedlo
pripravit 3 aspésné THP-1TLRZ-/- klony. Jejich expozice studovanému LPS ukazala, Ze
TLR-2 hraje velmi vyznamnou roli v jeho signalizaci.

Soucasti této prace je i literarni reSerSe zabyvajici se stfevnim epitelem,
imunitnim systémem streva, buné¢nymi kulturaci a v neposledni radé sinicemi,

lipopolysacharidem a vodnimi kvéty.
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Abstract

Cyanobacteria and cyanobacterial water blooms produce biologically active sub-
stances that can have negative effects on human health, either during aquatic recrea-
tional activities or from ingestion of contaminated water. This exposure can cause skin
and eye irritation, nausea, allergies, and gastrointestinal tract disease in humans. Lip-
opolysaccharides (LPS) are an important part of the cell wall of cyanobacteria and
gramnegative heterotrophic bacteria that are important components of the water
blooms. However, very little is known so far about how their environmental mixtures,
as well as the LPS of cyanobacteria themselves, contribute to the above-mentioned
health complications.

The present work is aimed at studying the pro-inflammatory effects of LPS
isolated from water blooms originating from 19 recreational water bodies in the Czech
Republic. Coculture of differentiated Caco-2 cells (enterocytes) and mononuclear
leukocytes isolated from human peripheral blood was used for the study. Changes in
pro-inflammatory cytokines production, tight junction proteins expression and
monocytes activation were observed. The pro-inflammatory effect of LPS from
cyanobacterial water blooms dominated by Dolichospermum flos-aquae was
demonstrated.

The second aim of this work was to prepare THP-1 cell clones lacking expression
of functional Toll-like receptor (TLR) 4 and 2, the experimental use of which will
contribute to the description of the mechanism of action of cyanobacterial LPS isolated
from axenic laboratory culture of the cyanobacterium Aphanizomenon flos-aquae PCC
7905. In the framework of the thesis, 3 successful THP-1TLR2-/- clones were prepared.
Their exposure to the studied LPS showed that TLR-2 plays a very important role in its
signaling.

This work also includes a literature search dealing with the intestinal epithelium,
the immune system of the intestine, cell culture and last but not least cyanobacteria,

lipopolysaccharide and water blooms.
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Uvob

1 Uvod

Sinice a sinicové vodni kvéty predstavuji problém v ramci Zivotniho prostredi
souvisejici s eutrofizaci vod a globalnim oteplovanim. Se zvySujicimi se teplotami
nartlista celosvétové oblast vzniku vodnich kvét, jejich intenzita i délka trvani. Tim se
zaroven zvysSuji i koncentrace biologicky aktivnich latek produkovanych do prostiedi.
Pti expozici témto latkdm v rekreacnich vodach nebo pfi poziti kontaminované pitné
vody mohou mit negativni vliv mimo jiné na bunky stfevni sliznice. Z buné¢nych stén
sinic, stejné jako heterotrofnich gramnegativnich bakterii, které jsou soucasti vodniho
kvétu, jsou uvoliovany lipopolysacharidy (LPS). Prozanétlivé ticinky bakterialnich LPS
jsou dobie znamy. OvSem tucinky a mechanismus plsobeni sinicovych LPS, stejné jako
environmentalnich smési, jsou zatim malo prozkoumany.

Cilem této prace bude 1/ zjistit, zda LPS sinicovych vodnich kvétii mohou vyvolat
zanét ubunék stievniho epitelu a mit vliv na zdravi, a2/ pripravit THP-1TLR4-/-
a THP-1TLR2-/- klony ke zjiSténi mechanismu plisobeni LPS z axenické kultury sinice

Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905.

21



SINICE

2 Sinice

Sinice, téZ znamé jako cyanobakterie, jsou fotoautotrofni prokaryota, ktera se vyskytuji
témeér ve vSech prostredich (Buratti et al., 2017). Jedna se o jedny z nejstarsich druhti
organismi Zijicich na Zemi. Vznikly priblizné pred 3 miliardami let (Huisman et al.,
2018) z anaerobnich fotosyntetizujicich bakterii (Marsalek, 2002). Patrné
nejzndméjsim prostredim, ve kterém se vyskytuji, jsou vodni plochy, kde vytvareji
vodni kvéty. Vzhledem k tomu, Ze mezi nejvyznamnéjsi ziviny ovliviiujici jejich rast
patii fosfor a dusik, je rozvoj vodnich kvéta ve sladkych vodach vyznamné podporen
eutrofizaci vod, napt. splachem hnojiv ze zemédélskych pid (Herrero and Flores,

2008).

2.1 Stavba sinic

Velikost sinic se pohybuje v rozmezi 1-10 um (Marsalek, 2002) a obvykle se vyskytuji
ve trech riznych formach, bud jako jednotlivé bunky, nebo bunky tvorici vlakna,
popripadé jako kolonie (Kalina and Vaia, 2005).

Sinice, stejné jako gramnegativni bakterie, maji na svém povrchu dvé plazmatické
membrany, vnitini a vnéjsi. Mezi témito membranami se nachazi vrstva mureinu.
Murein, téZ znamy jako peptidoglykan, je zadkladni pevnou slozkou bunécné stény
bakterii (Kalina and Vana, 2005). Oproti gramnegativnim bakteriim maji sinice
vyrazné silnéjsi peptidoglykanovou vrstvu (Durai, Batool and Choi, 2015). Ve
vnéjsi membrané je nékolik druhti transportnich kanald, které umoziuji pfenos iont
pres sténu, napf. poriny (Kalina and Vana, 2005). Kviili sloZeni bunéc¢né stény jsou
sinice razeny mezi gramnegativni bakterie, protoZe pti Gramovu barveni ziskavaji
rizové zbarveni (Kalina and Vana, 2005). OvSem nékteré vlastnosti maji stejné
s grampozitivnimi bakteriemi (Hoiczyk and Hansel, 2000).

Na vnéjsi strané vnéjsi membrany se nachazi slizova vrstva, téZ nazyvana
glykokalyx, ktera je sloZena z LPS. Ty jsou ukotvené ve vnéjsi membrané sinic. Slizova

vrstva miva vlaknitou strukturu. Tato vrstva byva vyvinuta do rtizné miry, v nékterych
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pripadech muze tvorit silnou vrstvu kolem celé buriky. U sinic nejsou pritomny biciky,
ale nékteré sinice maji moznost aktivniho pohybu (Kalina and Vana, 2005). Konkrétné
se jedna o sinice rodu Oscillatoriales, u kterych byl zaznamendn otacivy pohyb
(Hoiczyk, 2000). Pti pohybu je produkovdno mnozstvi slizu, ktery napomaha klouzani
i otacivému pohybu (Kalina and Vara, 2005).

Uvniti sinicové bunky se nachazi cytoplazma, ve které jsou ribozomy, DNA
(nukleoid), thylakoidy, fykobilizomy, karboxyzom a aerotopy (viz obr. 1) (Kalina and
Vana, 2005). K fotosyntéze slouzi thylakoidy a fykobilizomy (Straskova et al, 2019).

slizové pouzdro

A bunéénd sténa
cytoplazma
plazmaticka
membrana
aerotop
DNA
nukleoid ribozom
thylakoidy
fykobilizomy karboxyzom
B Slizové pouzdro
=
Vnéj$i membrina
E. coli Peptidoglykan
Plazmaticka
membrina

Obr. 1 Vnitini stavba sinicové buriky.

A: Obrazek vnitini stavby sinicové buniky s popsanymi jednotlivymi ¢astmi (URL1), B:
porovnani stavby povrchu Escherichia coli (E. coli) a sinicové buiiky (Mehta, Evitt and
Swartz, 2015), pievzato a upraveno
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2.2 Lipopolysacharidy

Jak uz bylo uvedeno vySe, LPS se nachazeji ve vnéjsi membrané sinic
a gramnegativnich heterotrofnich bakterii. LPS je makromolekula, ktera je sloZena
z lipidu a polysacharidu spojenych kovalentni vazbou. LPS se obecné sklada ze tri
zakladnich ¢asti (viz obr. 2): lipidu A, O-polysacharidu a oligosacharidového jadra,
které predchozi dvé spojuje. Jadro je navic rozdélené na dvé casti, vnéjsi a vnitini
(Durai, Batool and Choi, 2015).

Lipid A je sloZeny ze dvou D-glukosaminovych jednotek, ke kterym jsou pripojeny
acylové retézce (Raetz et al, 2009). Lipid A ma hydrofobni povahu (Raetz and
Whitfield, 2002) a ukotvuje molekulu LPS ve vnéjsi membrané (Durai, Batool and Choi,
ve struktuie lipidu A (Chorus and Welker, 2021). Hlavnimi rozdily jsou pocet a délka
fetézcl mastnych kyselin (Durai, Batool and Choi, 2015).

Ve vnitfnim jadru sinic c¢asto chybi heptéozy a KDO (kyselina
3-deoxy-D-manno-oktul6zonova, téZz ketodeoxyoktul6zonova), které se bézné
vyskytuji ve vnitinim jaddru LPS gramnegativnich bakterii. Vnéjsi jadro je stredné
variabilni a obsahuje hex6zy a hexaminézy. O-polysacharid je sloZen z opakujicich se
cukernych podjednotek, je vysoce variabilni a je zodpovédny za specifitu LPS. (Erridge,

Bennett-Guerrero and Poxton, 2002; Chorus and Welker, 2021).
O-polysacharid Vnéjsijadro Vnitini jadro Lipid A
/\ A
g \/‘/\/')\f S

Opakujici se olichosacharidova
podjednotka

Obr. 2 Struktura lipopolysacharidu
(Erridge, Bennett-Guerrero and Poxton, 2002), prevzato a upraveno
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2.3 Mechanismus pusobeni LPS

Pokud dojde k rozpadu buriky, uvolni se LPS z vnéjSi membrany. Byva oznaCovan jako
endotoxin (Durai, Batool and Choi, 2015). Jsou znamy i tzv. exotoxiny, které jsou
bakterii vypuzovany do okolniho prostredi, aniZ by doSlo k rozpadu bakterie (King,
2006). LPS jsou rozpoznavany pomoci Toll-like receptort (TLR), které jsou soucasti
vrozené imunity. Tyto receptory mizZeme rozdeélit do dvou hlavnich skupin - prvni
skupina jsou TLR vazané na povrchu membrany bunék (TLR-1, -2, -4, -5, -6 a -10)
a druhou skupinou jsou intracelularni TLR (TLR-3, -7, -8 a -9). Prvni skupina TLR
rozpozndva molekuldrni vzory patogenti (PAMP) a molekuldarni vzory spojené
s poskozenim (DAMP), zatimco skupina intracelularnich TLR (lokalizované
v endozomu) rozpoznava mikrobidlni a virovou nukleovou kyselinu (RNA, DNA)
(Kawasaki and Kawai, 2014). Navazani specifickych PAMP/DAMP na prislusné
receptory vede k vytvoreni dimerti (homodimery a heterodimery). Vytvorené dimery
rekrutuji adaptorové proteiny, ¢imz se nasledné aktivuje signaliza¢ni kaskada, ktera
spusti Skalu zanétlivych odpovédi, ale vede i kiniciaci adaptivni imunitni odpovédi
(Ullah et al, 2016).

LPS E. coli je modelovym ligandem pro TLR-4. Sila vazby mezi TLR-4 a LPS je dana
strukturou lipidu A (Chorus and Welker, 2021). Micely LPS jsou ze séra vychytavany
pomoci LBP (LPS vazebny protein). Ten napomaha extrakci jednotlivych molekul
z micel pomoci CD14 proteinu, ktery je zakotveny v plazmatické membrané, ale miize
se vyskytovat i volné rozpustény (Ciesielska, Matyjek and Kwiatkowska, 2021).
Komplex LPS/CD14 je pak transportovan ke komplexu TLR-4/MD-2 (Myeloid
Differentiaton factor 2), kde se pres MD-2 vaZze k receptoru. Dochazi k homodimerizaci
dvou aktivovanych komplext CD14/LPS/MD-2/TLR-4 a spusténi signaliza¢ni drahy.
Skrze adaptorové proteiny MyD88 (Myeloid Differentiation Primary Response 88)
nebo TRIF (TIR-domain-containing adaptor inducing interferon-13) je indukovana
prozanétliva odpovéd’ (Chun and Seong, 2010).

Obé signaliza¢ni drahy (MyD88 a TRIF, viz obr. 3) jsou dilezité pro zahajeni
obrany proti patogentim (Durai, Batool and Choi, 2015). Draha zavisla na MyD88 je
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zodpovédna za expresi prozanétlivych cytokini, zatimco TRIF draha (MyD88 nezavisla
draha) zprostredkovava produkci interferont typu I (Ullah et al., 2016).

V MyD88 zavislé draze se vaze TIRAP (adaptorova molekula spojena s TLR) na
TIR (doména receptoru Toll-IL-1) doménu TLR-4, ¢imZ se spusti kanonicka draha
(Durai, Batool and Choi, 2015). Po stimulaci MyD88 rekrutuje komplex IRAK (kinaza
spojena s receptrorem IL-1). IRAK je aktivovan fosforylaci a poté asociovan s TRAF6
(faktor asociovany s receptorem TNF) (Takeda and Akira, 2004), coZ vede k nasledné
aktivaci IRF (regula¢ni faktor IFN) a TAK1 (transformacni rtstovy f3-komplex
aktivované kinazy 1). Komplex TAK1 aktivuje IKK (komplex IkB kinaza) (Durai, Batool
and Choi, 2015). Komplex IKK fosforyluje IkB, coz vede k degradaci proteinti a nasledné
translokaci transkripcniho faktoru NF-kB, ktery 1idi expresi prozanétlivych cytokint
(Lu, Yeh and Ohashi, 2008). Aktivovany komplex TAK1 nasledné aktivuje také MAPK
kindzu (mitogen-aktivujici proteinkinaza), coz vede k signalizaci [NK (N-terminalni
kindza) a p38 a aktivaci transkrip¢niho faktoru AP-1 (aktivatorovy protein 1) (Durai,
Batool and Choi, 2015).

U TRIF drahy (MyD88 nezavisla draha) se TRAM (adaptérova molekula
asociovana s TRIF) vaze na TIR domény TLR-4, coZ vede k postupnému ziskavani TRIF,
TRAF6 a TRAF3. TRAF6 vyuziva RIP-1 (receptor interagujici protein 1) k aktivaci
komplexu TAK1 (Durai, Batool and Choi, 2015). Studie od Hacker et al. naznacuje, Ze
TRIF stimuluje TRAF3 k aktivaci IRF3 (interferonovy regulacni faktor 3) (Hacker et al,
2006). TRAF3 miize asociovat s TBK1 (kinaza vazajici TANK1), TANK (aktivator NF-«B
spojeny s TRAF) a komplexem IKK. TBK1 a IKK jsou dtlezité pro dimerizaci
atranslokaci IRF3. IRF3 spolu s NF-kB aktivuji transkripci cilovych gend, napft.
interferont typu I (Lu, Yeh and Ohashi, 2008).

TLR-4 je dilezitou slozkou vrozené imunity, nadmérna aktivace vSsak miize vést
k zanétlivym onemocnénim. Pomoci riznych inhibitord, jako je napi. lipid IVa
a eritoran, lze blokovat TLR-4 a zabranit jeho dimerizaci. Lipid IVa je derivat lipidu A

aktivniho LPS ziskany redukci poctu acylovych retézci mastnych kyselin. Oproti
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antagonistické aktivité lipidu IVa u lidi vic¢i komplexu TLR-4/MD-2, je u mysi tato
aktivita opacna a lipid IVa pulsobi jako agonista. (Durai, Batool and Choi, 2015).

Molekuly LPS lze extrahovat ze Siroké skaly sinic, ovSem ne vSechny musi
vykazovat agonistickou aktivitu (Macagno et al., 2006). LPS extrahované ze sinice rodu
Marler, 2009). Struktura sinicového LPS je podobna strukture bakterialniho LPS,
sinicovy LPS je ovSem o rad méné toxicky nez LPS gramnegativnich bakterii (Macagno
etal, 2006).

Je znamo, Ze i receptor TLR-2 dokaZze rozpoznat LPS gramnegativnich bakterii.
TLR-2 tvori heterodimer s TLR-6, popripadé TLR-1, a nasledné TLR-2 spousti pouze
MyD88 zavislou drahu (viz obr. 3) (Durai, Batool and Choi, 2015).
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Obr. 3 Signaliace TLR-4 a TLR-2
(Liuetal, 2014), prevzato a upraveno
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3 Vodni kvéty

Vodni kvéty jsou spoleCenstvi premnoZenych heterotrofnich bakterii, fas a predevsim
sinic. Vyskytuji se na hladiné malo tekoucich aZ stojatych sladkovodnich ploch
(Znachor, 2005), mohou se tvorit i v morskych vodach a ocednech (Huisman et al,
2018). V nasem podnebi se vodni kvéty objevuji nejcastéji v obdobi od kvétna do fijna,
s maximem na prelomu srpna a zari. Podil na vzniku vodniho kvétu ma nejen teplota
vody a slunecni zareni, ale i obsah kysliku a oxidu uhli¢itého ve vodé a pH vody
(Komarkova, 2014). Dulezitym faktorem je i eutrofizace vody, coz je obohaceni vody
mnozstvim mineralnich Zivin, predevSim fosforecnany a dusi¢nany (Chorus and
Welker, 2021). DalSimi pri¢inami eutrofizace vody jsou anorganicka hnojiva (Znachor,
2005) a globalni oteplovani (Huisman et al., 2018).

Vodni kvéty jsou problémem v ramci Zivotniho prostredi (He et al, 2016)
a ekotoxikologie. Vodni kvéty zhorsuji fungovani ekosystémi, kvalitu rekreac¢nich vod
a kvalitu pitné vody. Mezi dominantni kmeny sinic zastoupenych ve sladkovodnich
vodnich kvétech patfi sinice rodi Aphanizomenon, Dolichospermum, Microcystis
a Planktothrix (Huisman et al, 2018). Tyto druhy sinic produkuji toxiny, tzv.
cyanotoxiny, a dalsf biologicky aktivni molekuly (sekundarni metabolity), jako napf-.
mikrocystin a cylindrospermopsin (Buratti et al, 2017). Mikrocystin patfi mezi
nejrozsitenéjsi cyanotoxiny v Zivotnim prostiedi, v biomase vodnich kvétii se nachazi
ve vysokém mnozZstvi (Blaha, Babica and Marsalek, 2009) a napada zejména jatra
(Komarkova, 2014). Odhaduje se, Ze az 75 % sladkovodnich sinicovych vodnich kvét
je toxickych (Znachor, 2005).

Nadmérna expozice témto toxiniim ma Spatny dopad na lidské zdravi, ale i na
zvirata. Jsou zndmy piipady uthynu hospodarskych i divokych zvirat po poZiti
cyanotoxinti (Breinlinger et al., 2021). U lidi je zndmo jen nékolik malo pripadi
smrtelnych otrav po akutni expozici cyanotoxintim (Buratti et al., 2017). U ¢lovéka maji
cyanotoxiny po akutni ¢i chronické expozici negativni vliv predevSim na jatra, plice,

nervovou tkan, ledviny a gastrointestinalni trakt (GIT), viz obr. 4 (Kubickova et al,
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2019). Chronické vystaveni kontaminované vodé byva spojeno s rakovinou jater ¢i
jinym chronickym onemocnénim jater. V ojedinélych piipadech souvisi chronicka
expozice kontaminované vodé i s rakovinou tlustého a tenkého streva (Kubickova et

al,, 2019).

Nervova than, mozek Imunitni system

- Anatoxin-a - Cylindrospermopsin
- Saxitoxiny - Lipopolysacharidy

- (Cyanopeptoliny) - Mikrocystiny

Plice

Zaludek, jicen

- Cylindrospermopsin - Cylindrospermopsin

- Mikrocystiny . .
- Nodulariny - (Mikrocystiny)
. Tenke stirevo
Jatra - Cylindrospermopsin
- Cylindrospermopsin - Mikrocystiny
- Mikrocystiny
- Nodulariny Tlusté stievo

- (Cylindrospermopsin, in vitro)

- Limnothrixiny
- (Mikrocystiny-LR, in vitra)

i

Ledviny
- Cylliﬂdr'l:lspl EI:"InDpSiﬂ Gastrointestinalni trakt
- (Limnothrizing) - Anabaenolysiny

- Limnothrixiny

Obr. 4 Vliv sinicovych toxini na lidsky GIT a slizni¢ni vrozeny imunitni systém.

V levé Casti obrazku jsou organy povaZované za cile toxicity. V pravé ¢asti obrazku jsou
organy, které jsou primo vystavené oralni expozici. (Kubickova et al., 2019), prevzato
a upraveno

Otravy byvaji zptisobené konzumaci nedostate¢né upravené povrchové vody,
Casto po algicidnim oSetfeni. Po tomto oSetfeni se uvolni intracelularni toxické
metabolity z bunék do vody. Ke kontaktu s kontaminovanou vodou dochazi i pfri
vodnich sportech a dalSich rekreacnich aktivitich. Voda miize byt vdechnuta nebo
poZita nebo miiZe dojit ke kontaktu vody s o¢ima. V pripadech zavazné expozice miize
dojit ke gastrointestinalnim potiZim. Tyto problémy zahrnuji zejména bolesti bricha,
prijmy, nevolnosti a zvraceni (Kubickova et al., 2019). Tyto potiZe miiZe zpiisobit napf-.

i poziti kontaminovaného jidla (URL2).
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4 Gastrointestinalni trakt

Gastrointestinalni trakt (GIT) se sklada z dutiny tustni, hltanu, jicnu, Zaludku, tenkého
a tlustého streva. Povrch dutiny dstni jen sloZzen z mnohovrstevného dlazdicového
epitelu a viceradého cylindrického epitelu. Hltan a jicen obsahuji nerohovatéjici
vicevrstevny dlazdicovy epitel. Povrch Zaludku, tenkého a tlustého streva je tvoren
jednovrstevnym cylindrickym epitelem (Konradova, Uhlik and Vajner, 2000; Cihdk,
2004).

Ve sténé tenkého stieva se nachazeji Cetné vybézky nazyvané klky, mezi kterymi se
nachazeji prohlubné oznacované jako krypty (viz obr. 5). Timto usporadanim se
zvétSuje slizni¢ni povrch. Ve sténé sliznice jsou pritomny enterocyty, poharkové
buniky, endokrinni a Panethovy buiiky, kmenové buiiky a M buriky (Konradova, Uhlik
and Vajner, 2000; Cihak, 2004).

Kik

Absorpéni M-buiika Epitel
erytrocyty

Kmenova
buiika —

Panethovy buiiky

Obr. 5 Struktura stény tenkého streva
(URL3), ptevzato a upraveno

Prvni bariérou, kterou musi metabolity sinic prekonat po oralni expozici, je
gastrointestinalni epitel. S GIT je Uzce spojen imunitni systém, ktery mize vyvinout

zanétlivou reakci vodpovédi na antigeny. NaudrZeni homeostatické rovnovahy
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prostredi se podili stievni epitel, lymfoidni tkdné spojené se stievem a mikrobiom. GIT

spolupracuje s imunitnim systémem na eliminaci patogent (Kubickova et al,, 2019).

4.1 Slizni¢ni imunita streva

Podél celého stieva se nachazi lymfaticka tkan, ktera byva oznacovana jako GALT
(gut-associated lymphoid tissue). Na povrchu epitelu se nachazi hlen obsahujici
glykoproteiny, které chrani epitelidlni buriky. Epitel 1ze ovSem prekonat, a tudiz je
poti‘eba bariérovou funkci dopliiovat obrannymi mechanismy, které zajist'uji molekuly
a bunky slizni¢niho imunitniho systému (Murphy and Weaver, 2016).

Povrchy sliznic jsou chranény vysoce vyvinutym a specializovanym slizni¢nim
lymfoidnim  systémem, ktery obsahuje  imunologicky  aktivni  buiky
(Tlaskalova-Hogenova et al., 2002). V kryptach se nachazeji Panethovy burky (obr. 5)
a produkuji antibakteridlni molekuly. Imunitni odpovéd na antigeny pritomné ve
strevé probiha v Peyerovych placich, ve kterych se nachazeji B-lymfocyty a makrofagy
(Murphy and Weaver, 2016).

Mezi C¢tyri hlavni dlohy sliznicniho imunitniho systému patfi: ochrana pred
Skodlivymi patogeny (antiinfek¢ni lloha), zabranéni proniknuti infek¢nich antigenti ze
sliznic do cirkulace (bariérova funkce), nizkd reaktivita na neskodné antigeny na
slizni¢nich povrsich (slizni¢ni tolerance) a udrzovani sliznicni homeostazy
(Tlaskalova-Hogenova et al.,, 2002).

Dilezitou roli v udrzeni homeostazy a odpovédi na pritomnost patogenti maji
cytokiny, coZ jsou regulatory imunitniho systému. Cytokiny mohou byt produkovany
riznymi burikami, jak imunitnimi, tak epitelidlnimi. Cytokiny mtzZeme rozdélit podle
jejich funkce na prozanétlivé, protizanétlivé, cytokiny s aktivitou ristovych faktort
a cytokiny uplatiiujici se v humoralni a bunéc¢né imunité (Hotejsi, 2017).

Cytokin tumor ristovy faktor-beta (TGF-f3) a kyselina retinova se ve strevé
podileji na diferenciaci T-regulacnich bunék (Treg), které jsou do urcité miry
zodpovédné za homeostatickou rovnovahu (Kubickova et al., 2019). K rozvoji zanétu

ve stfevé mohou prispét tumor nekrotizujici faktor-alfa (TNFa), interleukin (IL) 1
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a IL-8, které jsou produkovany fagocytujicimi buiikami po rozpoznani patogennich
vzord (Kubickova et al, 2019). Cytokiny IL-6, IL-10 a TGF-f mohou na
imunokompetentni buinky plisobit bud’ stimula¢né nebo supresivné (Parlesak et al.,
2004).

Strevnimi makrofagy, které jsou prisedlé ve strevni sliznici, je ve vysoké mire
systém je uzptlisoben tak, aby nereagoval na komenzalni mikrofléru v lumen streva, ale
pokud tyto mikroorganismy nebo jejich metabolity proniknou pres epitelialni bariéru,

je spusténa silna imunitni reakce (Kubickova et al., 2019).

4.2 Tésneé spoje

Funkce epitelidlni bariéry je zajiSténa radou mezibunécnych spojeni, mezi ktera patti
tésné spoje a desmozomy. Tésné spoje se vyskytuji na rozhrani mezi apikalni
a bazolateralni doménou plazmatické membrany bunék (Luissint, Parkos and Nusrat,
2016). Tésné spoje se skladaji ze dvou funkénich kategorii proteinti, z integralnich
transmembranovych proteini tvoricich sité mezi sousednimi bunécnymi
membranami a z proteinti periferni membrany. Mezi integralni transmembranové
proteiny jsou fazeny claudiny a occludin. Mezi periferni membranové proteiny patii
zonula occludens (Z0) 1, Z0-2 a Z0-3. Tyto proteiny funguji jako mustky pro pripojeni
integralnich membranovych proteinti k cytoskeletu. Hladiny exprese a fosforylace
proteint tésnych spoji maji rozhodujici roli v regulaci funkce bariéry (Lee, Moon and
Kim, 2018). Nékteré studie ukazuji, Ze LPS zodpovidaji za naruSeni tésnych spoji
(Siliciano and Goodenough, 1988; Tang et al., 2018; He et al.,, 2019).

Pii sliznicnim zanétu casto byva sniZend exprese proteinli tésnych spojt.
V nékterych studiich bylo prokazano, Ze in vitro expozice epitelidlnich bunék TNFa
a IFNy snizuje hladiny proteinti ZO-1, occludinu a E-kadherinu (Mankertz et al., 2000;
Naydenov et al., 2013). Jednim z mechanism prispivajicich k netésné stievni bariére

je prepinani exprese claudint. Tento mechanismus sniZuje expresi tésnych claudind,
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jako jsou claudiny 4 a 7, a zvySuje expresi prosakujicich claudin, tedy claudinu 2 a 15

(Luissint, Parkos and Nusrat, 2016).

421 Claudiny

Claudiny jsou transmembranové proteiny tésnych spojd, které se nachazeji mezi
plazmatickymi membranami dvou sousednich bunék (Krause et al., 2008). Claudiny se
skladaji ze dvou extracelularnich smycek a ¢tyt transmembranovych domén. Rodinu
claudind tvori celkem 23 proteinti (Lee, Moon and Kim, 2018). Claudiny maji
schopnost regulovat propustnost port tésnych spojt skrze paracelularni kanaly. Na
zakladé vlivu na propustnost epitelu mizeme claudiny rozdélit na ty, které zvysuji
tésnost bariéry, neboli tésné claudiny (claudin 1, 3, 4 a 18), a ty, které prispivaji ke
zvySené paracelularni permeabilité, tedy prosakujici claudiny (claudin 2, 10 a 15).
Rizné claudiny se nachdazeji exprimované na rozdilnych mistech podél délky GIT.
Claudiny 2, 10 a 15 jsou nejcastéji exprimovany v zakladné krypty, zatimco claudiny

3 a4 jsou exprimovany na luminalnim povrchu (Luissint, Parkos and Nusrat, 2016).

4.2.2 Occludin

Occludin je vysoce exprimovan na mistech kontaktu bunék a je dtlezity pri sestaveni
a udrzovani tésnych spojii. Tento protein se podobné jako claudiny sklada ze dvou
extracelularnich smycek a Ctyt transmembranovych domén. Pro funkci occludinu je
dilezita fosforylace. Pri vysoké mire fosforylace byva lokalizovan v membrang,
zatimco pokud je occludin fosforylovan méné, nachazi se v cytoplazmé. Fosforylace

VVVVVV

reguluje stabilitu a propustnost tésnych spojt (Lee, Moon and Kim, 2018).

4.2.3 Zonula occludens

Proteiny zonula occludens (Z0), které zahrnuji Z0-1, Z0-2 a Z0-3, byly prvnimi
specifickymi proteiny tésnych spojl, které byly objeveny. Tyto proteiny spojuji
occludin a claudin s aktinovym cytoskeletem. Tyto proteinové interakce udrzuji tvorbu

a funkci tésnych spoji. Dodnes nejsou zcela pochopeny role proteini ZO. Studie
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naznacuji, Ze ackoli buniky s deficitem Z0-1 mohou udrzovat strukturu tésnych spoji
a vykazovat normalni permeabilitu, aktivita jinych proteinti tésnych spojt, jako jsou
claudiny a occludin, pfi sestavovani tésnych spojli byla v téchto bunikkdch opozdéna
(Tsukita et al.,, 2009; Lee, 2015). TéZ bylo zjiSténo, Ze nedostatek ZO-2, popripadé Z0-3,
nema vliv na tvorbu tésnych spojua v epitelidlnich buiikdch. Toto naznacuje, Ze proteiny

vvvvvv

dvéma zminénymi proteiny (Lee, Moon and Kim, 2018).
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5 Bunééné modely

Bunécné in vitro kultury slouzi k pochopeni mechanismi, které jsou zakladem in vivo
bunécného chovani (Duval et al., 2017). K provedeni rtiznych experimentii Ize pouzit
buniky ze zavedenych tkanovych kultur uloZzenych v bunécénych bankach nebo primo
z materidlu od darce. Tyto primarni buniky maji ovSem kratkou Zivotnost a ¢asto byva
problém s jejich izolaci, protoze organismy obsahuji rizné typy populaci bunék a je
obtiZné izolovat pouze konkrétni populaci nebo jeden typ bunék. Jedna z alternativnich
moZnosti je pouzit zavedené bunécné linie. Ve vyzkumu se béZné vyuZivaji bunécné
linie odvozené z rakovinnych bunék. Kultivaci bunék 1ze provadét za adherentnich
podminek, za kterych jsou bunky prisedlé ke dnu misky, nebo v suspenzi, ktera napfr.
u kultury lymfocytt vice odpovida prirozenému prostredi (Kapatczynska et al., 2018).

Mezi nejcastéji pouZivané typy bunécnych kultur patfi 2D modely, ale
v poslednich letech i 3D modely. Co se tyce 2D kultur, tak v nich bunky rostou
a vytvareji monovrstvu na dné misky, popiipadé v kultivacni lahvi (Kapatczynska et al.,
2018). Proliferace bunék je umoZnéna diky pristupu Zivin a ristovych faktort
pritomnych v médiu. Vyhodou 2D kultur je jednoduchost a levna ddrzba bunécné
kultury (Duval et al., 2017). 2D kultury maji i své nevyhody. Jednou z nich je, Ze 2D
kultivované buiiky nenapodobuji prirozené struktury tkani. Po izolaci bunék z tkani
aprenosu do 2D podminek se zméni morfologie bunék. Tim dojde ke ztraté
riznorodého fenotypu a ovlivnéni jejich funkce. Dalsi nevyhodou je neomezeny
pristup k médiu a dalsi slozkam, jako je kyslik. Adherentni monokultury umoziuji
studium pouze jednoho typu bunék. Diky témto nevyhodam je v urcitych typech
experimentl zapotrebi pouzit alternativni modely, jako jsou 3D bunécné modely
(Kapatczynska et al,, 2018).

Jedna z prvnich 3D kultur byla vyrobena uz v 70. letech v roztoku mékkého agaru.
3D kultury se vyuzivaji zejména u nadorovych sféroidi, coz jsou shluky bunék, které
neprilnou k povrchu a maji sféricky tvar. Diky této technice se mnohem lépe

napodobuje prirozené prostiredi tumoru. V porovnani s 2D bunéc¢nymi kulturami maji
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3D systémy horsi Zivotnost, opakovatelnost a komfort prace. Nevyhodou 3D kultur je
narocna separace jednotlivych bunék ze sféroidnich struktur, ktera trva v ramci hodin
az dnf. Casto se zdfiraziiuje skute¢nost, ze sféroidy mohou vznikat znékolika
bunécénych shluki, nikoli z jedné buiiky. Nicméné i tyto agregaty maji 3D formu a zdaji
se byt lepSim modelem neZ adherentni buniky (Kapatczynska et al.,, 2018).

Dalsi variantou kultivace jsou tzv. kokultury, kdy jsou zaroven kultivovany dva
avice bunécnych typl. Kokultury lze rozdélit na pfimé a neptfimé. V piimych
kokulturach jsou spole¢né kultivovany razné typy bunék. Pfikladem piimé kokultury
je studie Lehner et al, kde spole¢né kultivovali Caco-2 bunikky s HT29-MTX burikami
a makrofagy s dendritickymi burikami (Lehner et al., 2020). V neprimych kokulturach
jsou bunikky oddéleny fyzickou bariérou. Pfikladem neptrimé kokultury je tato prace,
tedy Caco-2 buiky a mononukledrni bunky periferni krve (PBMC) oddélené
polopropustnou membranou. Oba typy kokultur lze provadét jak na 2D modelech, tak

na 3D (Kapatczyniska et al., 2018).

5.1 Caco-2 bunky

Jako model lidského GIT (stfevnich bunék) se pouZiva napt. bunécna linie Caco-2
bunék (Kubickova et al, 2019) Caco-2 buiiky jsou heterogenni bunécna linie
pochazejici z kolorektalniho adenokarcinomu, ktera je Siroce pouzivana jako model
strevni epitelialni bariéry. Tato bunécna kultura ma schopnost spontanné diferencovat
do bunék tvoricich konfluentni monovrstvu (Lea, 2015). Po diferenciaci bunék se tvori
mikroklky, desmozomy, tésna spojeni a exprimuji se enzymy membrany kartacového
lemu (Parlesak et al., 2004). Buiiky se tedy podobaji vlastnostmi enterocytiim, které se
nachazeji vtenkém strevé. Vzhledem k heterogenité bunék se mohou liSit jejich
vlastnosti, tim padem se mohou liSit naroky na kultiva¢ni podminky subpopulaci
bunék. Model Caco-2 bunék ma nékolik vyhod, mezi které patii jednoduchost
areprodukovatelnost. Caco-2 bunlkky se 21 dni kultivuji na inzertech s porézni

membranou, béhem kterych diferencuji a vytvori polarizovanou monovrstvu. Ve
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srovnani s normalnim stfevnim epitelem ma Caco-2 model jistd omezeni, protoze

v normalnim epitelu se nachazi vice nez jeden typ bunék (Lea, 2015).

5.2 PBMC

Lidské PBMC jsou buriky, které nemaji segmentované jadro (Kleiveland, 2015). Jedna
se o lymfocyty (T-, B- a NK burilky) a monocyty (Betsou et al., 2019). Vétsina téchto
bunék jsou klidové bunky bez efektorovych funkci. Naivni T-lymfocyty se nikdy
predtim nesetkaly s antigenem. Po rozpoznani antigenu se naivni buiiky aktivuji,
diferencuji a vyvine se efektorova funkce. Aktivované T-lymfocyty se mohou
diferencovat na pamétové T- lymfocyty, které jsou schopny vyvolat rychlejsi a silnéjsi
imunitni odpovéd’ po opétovném setkani s antigenem. B-lymfocyty se téZ nachazeji
v krvi jako naivni s povrchové ukotvenym antigennim receptorem. Po rozpoznani
antigenu se méni na plazmatickou bunku produkujici protilatky (Kleiveland, 2015).
Monocyty po setkani s antigenem diferencuji na makrofagy, které odstranuji patogeny,
mrtvé buriky a iniciuji adaptivni imunitu (Boyette et al., 2017).

Frekvence lymfocytl v periferni krvi se specifitou pro jeden antigen je nizka. Pro
stimulaci in vitro se pouZivaji polyklonalni aktivatory, jako napf. mitogenni lektiny,
proteiny vazajici sacharidy a glykoproteiny. Mezi nejcastéjsi mitogenni lektiny patii
LPS, které indukuji proliferaci a aktivaci B-lymfocytti a monocytt. U¢inky na imunitni
funkci PBMC se obvykle zkoumaji méfenim zmén proliferace lymfocyti a monocytf,
sekreci cytokinii a zmén v genové expresi (Kleiveland, 2015).

PBMC se casto izoluji z periferni antikoagulované krve zdravych darcti (Betsou et
al, 2019) nebo z ,buffy coatu”, coz je bila vrstva leukocytl v plné krvi, ktera se vytvori
po centrifugaci. Vyhodou PBMC je, Ze jsou snadno dostupnym zdrojem lidskych
imunitnich bunék. Omezenim konkrétné pti studiu stfevni imunity jsou fenotypové
rozdily mezi imunitnimi bunikkami strevni sliznice a perifernimi mononuklearnimi

burikami (Kleiveland, 2015).
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5.3 Kokultura

K udrzeni stfevni homeostazy je diilezita vyvazend komunikace mezi imunitnimi
burikami, burikami strevniho epitelu a stfevni mikrobiotou (Kleiveland, 2015). Pomoci
systému kokultivace je umoZnéno porozuméni mechanismim zapojenych do
komunikace mezi bunikami imunitniho systému a epitelialnimi butikkami. Usporadani
spolecné kultury (viz obr. 6) umoznuje i studium obou bunéénych populaci (Babini et
al., 2018). Kokultura je sloZena z konfluentni vrstvy diferencovanych enterocytii (tedy
Caco-2 bunék), jez oddéluje apikalni kompartment od bazolateralniho kompartmentu
s PBMC (Parlesak et al, 2004). Apikalni a bazolaterdlni pdly Caco-2 bunék jsou
oddéleny dilisledkem pritomnosti adhezivnich molekul vytvarejicich tésna spojeni
(Babini et al., 2018). Monovrstva Caco-2 bunék je pro makromolekuly a bakterialni
produkty, jako jsou tieba endotoxiny, zcela nepropustna nebo je jeji propustnost

zanedbatelna (Parlesak et al., 2004).

Caco-2

inzert

ﬁ

jamk W ICOMCONCOCONS
Pl OO CO 0002000

PBMC
Obr. 6 Sestaveni kokultury

Na schématu je kokultura z Caco-2 bunék a PBMC (Kordulewska et al., 2020), prevzato
a upraveno
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6 Priprava klon

6.1 CRISPR-Cas systém

CRISPR-Cas systém je adaptivni imunitni systém prokaryot, ktery zajistuje rezistenci
vici cizim genetickym elementiim (Barrangou et al, 2007). CRISPR (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) lokus v genomu bakterii obsahuje
spacer sekvence (neopakujici se kratké sekvence) a repetice. Spacer sekvence nesou
informaci o sekvenci cizorodé nukleové kyseliny, se kterou se dany organismus jiZ
v minulosti setkal. Tyto sekvence jsou také ¢asto nazyvany small guide RNA (sgRNA)
a u pripravy geneticky modifikovanych organismi (GMO) guide RNA (gRNA). Délka
spacer sekvence se pohybuje kolem 17-84 nukleotidii. Repetice jsou obvykle dlouhé
18-50 nukleotidii (Marraffini and Sontheimer, 2010; Gupta et al, 2019). V blizkosti
CRISPR lokusu se nachazi gen pro Cas nukledzu, a to ve vicero kopiich. Systém
CRISPR-Cas je rozdélen do tri skupin na zakladé fylogeneze, sekvence a organizace
lokusu (Gupta et al., 2019). Ve vyzkumu se nejcastéji pouzivaji Cas nukleazy skupiny II,
do které patii Cas9 (Moore, 2015). Pro aktivitu Cas9 je nutno spacer navazat na
nukleazu pomoci trans-activating crRNA (tracrRNA) (Liao and Beisel, 2021).

Cas9 nukleaza funguje jako genetické nlizky a byla objevena ve Streptococcus
pyogenes (Moore, 2015). Pro aktivaci nukleazy je nutna komplementarni vazba gRNA
na cilovou nukleovou kyselinu, ale i vazba na PAM (protospacer adjacent motif). PAM
je 3 nukleotidy dlouha sekvence v cilové molekule, na kterou se vaze nukleaza pomoci
PAM-interagujici domény. Cas9 nasledné vytvoii dvoutretézcovy zlom v cilové
nukleotidové kyseliné nékolik nukleotidti za PAM (Gupta et al, 2019; Khouzam and
Tivakaran, 2021). Ztohoto diivodu je CRISPR-Cas systém vyuZivan v genovém
inZenyrstvi. V eukaryotech je dvouretézcovy zlom opraven dvéma mechanismy:
homologicky fizenou opravou (HDR) nebo nehomolognim spojovanim retézcti (HNE]).
U HDR byva sekvence DNA opravena pomoci homologni sekvence DNA jako templatu.
Opravy mechanismem HDR jsou vyuZivany pro zisk knock-in (KI) bunécnych linii.

Béhem opravného mechanismu dojde k vloZeni nami zvolené sekvence v misté
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dvouretézcového zlomu. U opravy mechanismem NHE] jsou volné konce znovu
spojeny diky nehomologickym sekvencim DNA. Nasledkem této opravy dojde bud
k posunu ¢tecitho ramce a tim tvorbé mutantniho proteinu, nebo se v sekvenci objevi
stop kodon a translace mRNA se v daném misté zastavi. Diky tomu miZe dojit
k dplnému umlceni genu a tim vzniku knock-out (KO, -/-) bunécné linie (Gupta and

Shukla, 2017; Deyell, Ameta and Nghe, 2019; Gupta et al., 2019).

6.2 CRISPR-Cas9 s THP-1

Plazmid nesouci Cas nukledzu a gRNA se vklada jiZ rutinnimi metodami jako jsou
elektroporace nebo mikroinjekce (Khouzam and Tivakaran, 2021). V experimentalni
¢asti této prace se pro sledovani mechanismu signalizace pripravovala KO THP-1
bunécna linie. THP-1 je bunécna linie, ktera se ve funk¢nich i morfologickych
vlastnostech podoba monocytim a makrofagim. THP-1 buiiky byly izolované z
pacienta trpiciho akutni monocytarni leukémii. Jsou vyuZivany ke studiu imunitnich
reakci. V porovnani s PBMC maji THP-1 bunky pro experimentalni praci fadu vyhod,
mezi které patfi rychlost proliferace bunék, snadné a bezpecné pouzivani, kultivace
bunék az 3 mésice bez zmén bunécné cinnosti a moznost skladovani v kapalném
dusiku radu let (Chanput, Mes and Wichers, 2014). Nevyhodou THP-1 je, Ze se od
zdravych monocyti lisi v expresi nékterych proteind, ¢asto nékteré receptory chybi
nebo je jejich exprese snizend na rozdil od perifernich monocyti. Taktéz se
diferencované THP-1 makrofagy lisi od primarnich makrofagi v mife exprese
nékterych proteinti (Forrester et al, 2018). V této praci jsem THP-1 linii vyuZila,
protoZe je znamé, Ze signalni drahu TLR-4 maji neporusSenou. Po stimulaci exprimuji
THP-1 geny MD-2, CD14 a MyD88, které jsou nutné k zahajeni signalni kaskady
a naslednou aktivaci transkrip¢niho faktoru NF-kB. Po expozici LPS jsou pak bunky
schopny produkovat prozanétlivé mediatory IL-6, IL-8 a TNFa (Sharif et al., 2007;
Chanput, Mes and Wichers, 2014).
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6.3 Vyuziti CRISPR-Cas systému

PouZitelnost technologie CRISPR-Cas9 v kmenovych bunkach, indukovanych
pluripotentnich bunikach a somatickych tkanich lidi predpovida jeji revolu¢ni potencial
v mediciné. Editace genomu zprostredkovana CRISPR-Cas9 byla testovana pri lécbé
rakoviny, HIV a dalSich (Zhang et al, 2016). CRISPR-Cas9 systém se vyuziva
i v primyslu. Studie Patel et al, 2019 poukazuje na tzv. rasovy primysl, kde se

zameéruji na vyrobu paliv, potravin a nutraceutik z ras (Patel et al., 2019).
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7 Cile prace

Hlavni hypotéza diplomové prace je, Ze sinicové LPS z vodnich kvétli mohou vyvolat
zanét a tak predstavovat riziko pro lidské zdravi.

Tato diplomova prace ma dva hlavni cile. Prvnim cilem prace je zjistit, zda maji
LPS izolované z environmentalnich smési sinicovych vodnich kvétli prozanétlivy
ucinek. Bude sledovana produkce prozanétlivych cytokinti strevniho epitelu a aktivace
imunitnich bunék. Druhym cilem prace je ptriprava TLR-4-/- a TLR-2-/- klonG THP-1
bunék a jejich vyuziti pfi studiu mechanismu piisobeni LPS sinice Aphanizomenon

flos-aquae PCC 7905.
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8 Material a metody

8.1 Roztoky a média

V této casti jsou uvedeny pouzité roztoky a média, a jejich sloZeni.

Tab. 1 DMEM médium

DMEM médium (500 ml],
31053-028, Gibco)

FBS LE 50 ml
glutamin 5 ml
pyruvat (100 mM) 5 ml
NEAA 5ml
Penicilin, streptomycin 5 ml
(10000 U, 10000 pg/ml)
Tab. 2 RPMI médium
RPMI médium
RPMI (praskové médium,
2560216, Pan Biotech) 10.39¢
NaHCOs3 094 ¢
deionizovana H20 doplnitdo 11, pH 7,3
Tab. 3 SDS lyzac¢ni pufr
SDS lyzacni pufr
TRIS 3,025¢g
SDS 5g
EDTA (0,5 M) 1 ml
NaCl 292¢g
glycerol 50 ml
deionizovana H20 450 ml
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Tab. 4 PBS+EDTA

PBS+EDTA

EDTA 04¢g
NaCl 80g
KCI 02g
KH2PO4 02g
Na2HPO4 x 12 H20 2,3g
deionizovana H20 doplnitdo 11, pH 7,5

Tab. 5 PBS
PBS
NaCl 80g
KClI 02g
KH2P04 02g
Na2HPO4 x 12 H20 23g
deionizovana H20 doplnitdo 11, pH 7,5

Tab. 6 Promyvaci pufr

Promyvaci pufr (ELISA)

PBS (10x koncentrovany)

100 ml

Tween20

500 pl

deionizovana H20

900 ml, pH 7,3-7,4

Tab. 7 TBS-T
TBS-T 10x koncentrovany
TRIS 30g
NaCl 80g
Tween20 5 ml
deionizovana H20 doplnitdo 11, pH 7,6
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Tab. 8 Leamli pufr

Leamli pufr 5x koncentrovany
SDS 500g
TRIS 1,89 ¢
2-merkaptoethanol 2,5ml
glycerol 15 ml
bromfenolova modf 7,5 mg

deionizovana H20

doplnit do 50 ml, pH 6,8

Tab. 9 Elektroforeticky pufr

Elektroforeticky pufr

5x koncentrovany

SDS 500g
TRIS 1525 g
glycin 72,10 g

deionizovana H20

doplnitdo 11, pH 8,3

Tab. 10 Transferovy pufr

Transferovy pufr 10x koncentrovany
TRIS 30,3 g
glycin 1449¢g
SDS 50g

deionizovana Hz20

doplnitdo 11

Pied pouZzitim byl pufr naredén v poméru 1:2:7
(pufr-methanol- deionizovana H20)

Tab. 11 THP-1 médium

THP-1 médium (10% FBS)

RPMI 1640 s HEPES
(500 ml, 52400-025, Gibco)

FBS 50 ml
Penicilin, streptomycin 5 ml
(10000 U, 10000 pg/ml)

L-glutamin (200mM) 5ml
glukéza (2 g/1) 3,15 ml
pyruvat sodny (100mM) 5 ml
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8.2 Vzorky LPS sinicovych vodnich kvétu

Vzorky biomasy sinicovych vodnich kvéti byly odebrany v riiznych lokalitach Ceské
republiky. VSechny vzorky LPS byly izolovany odborniky na RECETOX (Centrum pro
vyzkum toxickych latek v prostredi, Prirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita)
pomoci metody ,hot phenol extraction (extrakce pomoci fenolu). Ziskané
lyofilizované vzorky LPS byly naredény na pracovni koncentraci pomoci 0,1% BSA
(bovine serum albumin) v PBS. Dominujici druhy sinic a lokality odebrani biomasy jsou

v tab. 12.

Tab. 12 Prehled LPS sinicovych vodnich kvétt

Zkratka Prevladajici sinice % Lokalita R?k

sbéru
A Planktothrix agardhii 42,70 Dvorsky rybnik 2019
B Dolichospermum flos-aquae | 24,34 | Stitarsky horni rybnik | 2019
C Aphanizomenon klebahnii 49,00 Hejtman 2019
D Planktolyngbya limnetica 21,80 Stary Kanclir 2019
E Dolichospermum flos-aquae 64,70 Vytopa 2019
F Microcystis aeruginosa 29,40 Novy Kanclir 2019
G Dolichospermum flos-aquae 43,20 Ruda 2019
H Planktothrix agardhii 48,60 Kamensky Sutrak 2019
J Limnothrix redekei 36,50 Frantisktv rybnik 2019
K Microcystis aeruginosa 99,10 Nové Mlyny 2019
L Microcystis aeruginosa 98,90 Bitov 2019
M Microcystis viridis 93,20 Letovice 2019
N Planktothrix agardhii 63,70 Jedovnice 2019
0 Cylindrospermopsis raciborskii | 96,00 Mlynsky rybnik 2019
P Microcystis aeruginosa 79,90 Brnénska prehrada 2019
R Microcystis aeruginosa 49,30 Letovice 2020
S Planktothrix agardhii 23,75 Konventsky rybnik 2020
T Dolichospermum crassum 23,21 Kachlicka 2020
U Microcystis flos-aquae 57,69 Trnavka 2020

8.3 Kultivace Caco-2 bunék

VeSkera prace probihala ve sterilnich podminkach. Buniky byly kultivovany v médiu

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) na kultivacnich miskdch o priméru
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60 mm. SloZeni DMEM média je sepsano v tab. 1. Buiiky byly kultivovany v inkubatoru
(37°C, 5% CO2, 95% vlhkost).

Pasazovani probihalo 3x tydné (pondéli, stfeda, patek), kultivace probihala na
Petriho miskach (TPP) o priiméru 10 cm. Buniky byly zkontrolovany pod mikroskopem,
konfluence se pohybovala mezi 70-80 %. Poté bylo odsato médium, pridano 5 ml
PBS+EDTA a nechalo se inkubovat 4 minuty pti 37 °C. Pak bylo odebrano PBS+EDTA a
pridano 500 pl trypsinu (0,01%) a znovu bylo inkubovano 4 minuty pti 37 °C. Nasledné
byl ptfiddn 1 ml média, buniky byly propipetovany a €ast suspenze byla prenesena na
novou misku (vétSinou 1/3) a doplnéna do 10 ml médiem.

Zbylé bunky z pasaze byly pripraveny na vysev. Bunlkky byly spolitdny pomoci
pristroje CASY Cell Counter (Innovatis). Po spocitani byly bunky naredény na
koncentraci 2x10% bunék/ml a nasledné byly vysety na inzerty (PET membrana
s 0,4 um péry, BD Falcon) ve 24 jamkové desce v objemu 300 pl/inzert. Do spodni ¢asti
kultivacni jamky bylo ptidano 800 pl média. Buiiky byly kultivovany 3 tydny. Vyména
média u inzertl probihala tézZ 3x tydné, kdy bylo ménéno médium jak v inzertech (300
ul/inzert), tak v jamkach pod inzerty (800 ul/jamku). Pii vyméné média v inzertu se
muselo postupovat velmi opatrné, aby se neposSkrabalo jeho dno, tedy aby nedoslo

k naruseni konfluentni vrstvy bunék.

8.4 lzolace PBMC

Zdravému darci bylo odebrano 30 ml krve do EDTA (10 pu1 0,5M EDTA/1 ml krve). Krev
byla rozalikvotovana do 5 zkumavek po 6 ml a pak stocena na centrifuze (ROTINA
420R, Hettich) na 25 min, 400 g, 20 °C, a=1, b=0. Dale bylo pripraveno do 3 zkumavek
8 ml PBS+EDTA. Po centrifugaci bylo odebrano cca 2 ml plazmy, pak nasledoval odbér
buffy coatu, coz je tenka bila vrstva nad erytrocyty, ve které se nachazeji leukocyty. Do
1 zkumavky s PBS+EDTA byly smichany 2 buffy coaty azkumavky se nechaly
centrifugovat (10 min, 150 g, a=1, b=0, 20 °C). Ze zkumavek byl odebran supernatant,
bylo piiddno 8 ml PBS+EDTA a ze zkumavek s krvi byl znovu odebran usazeny buffy

coat a pridan k promytym buiikdm. Zkumavky byly znovu nechany centrifugovat jako
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v predchozim kroku. Mezitim byly pripraveny 4 kénické zkumavky s 2 ml Histopaque
1077 (Sigma-Aldrich).

Po centrifugaci byl odebran supernatant, pelety byly spojeny dohromady
a vysledna suspenze byla doplnéna PBS+EDTA na 8 ml. Tato suspenze (2 ml) byla
opatrné navrstvena na Histopaque 1077 a zkumavky byly nechany centrifugovat
(30 min, 400 g, a=1, b=0, 18 °C). Nasledovalo odebrani prstence PBMC, tato suspenze
byla téZ spojena dohromady do jedné zkumavky, ke které bylo pfidano 5 ml
PBS+EDTA. Naposledy byly buriky dany centrifugovat (10 min, 500 g, a+b=max, 20 °C),
poté byl odlit supernatant a pelet resuspendovan v 1 ml PBS. Buiiky byly naredény PBS
v poméru 1:20 a spocitany na CASY Cell Counter. Po spocitani byly bunky naredény
médiem RPMI + 20% FBS LE na 2x106 bunék/ml a vysazeny na 24 jamkovou desku
v objemu 500 pl/jamku. PBMC byly 2 hodiny nechany adherovat na povrch jamky, po
tuto dobu byla deska umisténa v inkubatoru (37 °C). Poté byly buniky promyty PBS
a bylo k nim ptiddano 800 ul RPMI média + 20% FBS LE.

8.5 Poskladani kokulturniho modelu

Model byl poskladan z jiZ popsané bunécné linie Caco-2 a PBMC. Samotné sloZeni
spocivalo v tom, Ze do jamek s PBMC byl opatrné vloZen inzert s diferencovanymi
Caco-2 bunikami. Apikdlné se na inzert pridal konkrétni vzorek sinicovych LPS
v koncentraci 100 pg/ml. Takto sloZzend kokultura spridanym LPS se nechala
kultivovat 4 dny v inkubatoru pii 37 °C. Béhem této doby nebylo ménéno médium.
Vramci experimentu bylo celkem pét kontrolnich vzorkd: pozitivni a negativni
kontrola kompletni kokultury, pozitivni a negativni kontrola Caco-2 bunék a negativni
kontrola PBMC. Negativni ,kontrola“ obsahovala PBMC a inzert bez pridaného LPS.
Pozitivni kontrola ,EC“ obsahovala PBMC a inzert s ptfidanym LPS E. coli 026:B6
#1.8274 (100 pg/ml, Sigma-Aldrich). Negativni ,kontrola caco” obsahovala inzert bez
pridaného LPS a bez PBMC. Pozitivni kontrola , EC caco” obsahovala pridany LPS E. coli
(100 pg/ml), jamka vSak neobsahovala PBMC. Negativni ,kontrola PBMC“ obsahovala

pouze PBMC bez inzertu a bez piidaného LPS. Ukonceni experimentu zahrnovalo
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odebrani média zinzertu i z jamky desky. Obé média byla stoCena na centrifuze
a nasledné zamrazena na -20 °C. PBMC byly zpracovany a pripraveny na pritokovou
cytometrii. Caco-2 byly promyty v PBS, zamrazeny na -20 °C a pfipraveny na Western

blot.

8.6 ELISA

Tzv. ,sendvicova“ ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) je metoda, ktera byla
pouzita pro detekci cytokinid z kultivacniho média. Konkrétné byly detekovany tyto
cytokiny: IL-6, IL-8, IL-10, CCL2, TNFa (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) a CCL20
(DuoSet ELISA, R&D Systems). Metoda byla provedena podle navodu, ktery byl
soucasti kitu. Jedinou odliSnosti od plivodniho navodu bylo to, Ze se pracovalo
s polovi¢nimi objemy, aZ na CCL20, kde se pracovalo s plnym objemem.

Nejprve bylo na 96 jamkovou desku (Maxisorp plates, Fisher Scientific)
napipetovano 50 pl primarni protilatky (250x vyredéna v prisluSném pufru), ktera pak
byla ponechana pres noc v lednici (4 °C). Nasledujici den rano byl ptipraven promyvaci
roztok (sloZeni viz tab. 6). Promyvacka (Tecan) byla 3x promyta destilovanou vodou a
3x promyvacim pufrem a tim pripravena k pouziti.

V dal$im kroku byla deska promyta na promyvacce 3x 300 pl promyvaciho pufru.
Nasledovalo blokovani diluentem. Tento 5x koncentrovany diluent byl naredén
destilovanou vodou a byl napipetovan na desku v objemu 100 pl/jamku. Deska byla
zabalena do félie a nechala se inkubovat 1 hodinu pri pokojové teploté (RT - room
temperature).

Béhem inkubace byl prichystan standard, ktery byl soucasti kitu. Po inkubaci byla
deska promyta v promyvacce 3x300 pl promyvaciho pufru. Nasledovalo pipetovani
kalibracni rady (standard ve dvojkovém fedéni) a vzorki. Do prvnich dvou sloupecki
byla napipetovana kalibra¢ni fada. Do jamek B az H bylo napipetovano 50 pl diluentu
a do jamek A (A1l a A2) 50 pl standardu. Nasledné bylo do pipety nabrano 50 pl
standardu a ten byl smichan s obsahem jamky B. Z jamky B bylo odebrano 50 pl a tento
objem byl smichan s obsahem jamky C. Takto byl standard prepipetovan aZ do jamky
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G, po které bylo 50 pl obsahu ve $picce vyhozeno. V jamce H zfstal ¢isty diluent, v této
jamce byla koncentrace sledovaného cytokinu nulova. Poté byly napipetovany vzorky,
opét 50 pl/jamku. V pripadé prilis vysoké koncentrace cytokinu byl vzorek predem
naredén diluentem. Po napipetovani byla deska opét zabalena do félie a nechala se pfi
RT inkubovat 2 hodiny.

Po uplynuti inkubac¢ni doby se nechala deska opét promyt na promyvacce. Béhem
promyvani byla prichystana sekundarni (detek¢ni) protilatka konjugovana s biotinem,
250x koncentrovany zasobni roztok byl naredén diluentem. Po promyti bylo do jamek
napipetovano 50 pl sekundarni protilatky a opét se deska nechala inkubovat 1 hodinu
pri RT. Pak byla deska znovu promyta na promyvacce a mezitim byl pripraven avidin
konjugovany s kfenovou peroxidazou, 250x koncentrovany zasobni roztok byl
naredén diluentem. U nékterych kit byl misto avidinu streptavidin, ktery byl 100x
koncentrovany. Do jamek bylo napipetovano 50 ul avidinu/strepavidinu a deska se
nechala 30 minut inkubovat. Deska byla opét promyta na promyvacce a do kazdé
jamky bylo napipetovano 100 pl substratu (TMB).

Po pridani substratu byla zmérena absorbance barevného produktu na ptistroj
Sunrise (Tecan), v programu Xfluor4, kde byla predem navolena vlnova délka 650 nm
(modré zbarveni produktu). Méfeni bylo provadéno do té doby, neZ dosla hodnota
nejvysSiho bodu kalibra¢ni fady do rozmezi 0,45-0,50. V tu chvili byla reakce
zastavena pridanim 2N H2S04. Do kazdé jamky bylo pridano 50 pl. Po pridani kyseliny
doslo k zastaveni reakce a zméné barvy produktu na Zlutou. Po pfenastaveni pristroje
(vinova délka 450 nm areference 570 nm) byla naposledy zméiena absorbance.
Vyslednd data byla uloZena avyhodnocena. Nejprve byla v Excelu vyhodnocena
kalibra¢ni krivka, podle které byla stanovena koncentrace cytokinu ve vzorcich. Poté
byla data statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism (verze 8.0.1.244,
GraphPad Software, USA).

Nutno podotknout, Ze kit CCL20 je od jiného vyrobce neZ ostatni a liSi se v navodu.
V tomto kitu jsou rozdilné koncentrace a jiné inkubacni doby, jinak je princip prace

stejny.
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8.7 Western blot

8.7.1 Priprava vzork

Desky s inzerty byly rozmraZeny a byl pripraven lyzac¢ni roztok, ktery obsahoval SDS
lyzacni pufr + 1 mM PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride, Sigma-Aldrich). SloZeni SDS
lyza¢niho pufru je uvedeno v tab. 3. Do inzertd bylo napipetovano 100 pl lyzacniho
roztoku, bunlky byly seSkrabany Spickou a vzniklé lyzaty byly preneseny do
pripravenych zkumavek. Zkumavky byly dany na desku s ledem. Nasledovala sonikace
vzorkli pomoci sonikatoru (Sonopuls, Bandellin). Sonikace vzorki probihala po dobu
10 vterin. Poté byly vzorky na 10 minut povareny na 100 °C, ¢imZ byly denaturovany
proteiny. Nasledné probéhlo stanoveni koncentrace proteinii pomoci metody BCA
(bicinchoninic acid) assay (Pierce™ BCA ProteinAssay kit, ThermoFisher Scientific).
Do prvnich dvou sloupeckili na 96 jamkové desce byla napipetovana kalibra¢ni rada
(roztok BSA vlyzacnim pufru) v koncentraci 0-2 mg/ml. Do ostatnich jamek byly
napipetovany vzorky vobjemu 5 pl. Dale byl pripraven pracovni reagent (WR)
smichanim reagentu A a reagentu B v poméru 1:50. Poté bylo ke vzorkiim
napipetovano 200 pul WR a deska se nechala inkubovat 30 minut pti 37 °C. Po uplynuti
této doby se deska nechala stdt 10 minut pri RT. Nasledovalo méfeni na
spektrofotometru Sunrise pri vilnové délce 562 nm. V Excelu byla vyhodnocena
kalibra¢ni kiivka, podle které byla stanovena Kkoncentrace proteinli ve vzorcich.
Vzorky byly naredény na stejnou koncentraci a poté byl ke vzorkiim pridan Leamli pufr
(10 ul/50 pl vzorku). SloZeni Leamli pufru viz tab. 8. Vzorky se nechaly 10 minut
povarit pti 100 °C a poté byly zamraZeny na -20 °C.

8.7.2 Priprava gelu
V prvnim kroku byla namichana smés na gely (viz tab. 13 a tab. 14) a sestavena

aparatura.
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Tab. 13 Rozdélovaci gel

Rozdélovaci gel 4 gely/7,5% 4 gely/12,5% 4 gely/15%

H20 15 ml 10 ml 7 ml

1,5M TRIS, pH 8,8 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml

Akrylamid-bis 30% 7 ml 12 ml 15ml

SDS 10% 1,8 ml 1,8 ml 1,8 ml

TEMED 45 pl 45 pl 45 pl

APS 250 pl 250 pl 250 pl
Tab. 14 Hiebinkovy gel

Hiebinkovy gel 2 gely 4 gely

H20 5 ml 13 ml

0,5M TRIS, pH 6,8 2,1 ml 5,6 ml

Akrylamid-bis 30% 1,5ml 4 ml

SDS 10% 0,7 ml 1,8 ml

TEMED 45 pl 45 pl

APS 100 pl 250 pl

Po namichani byla smés rozdélovaciho gelu nalita do aparatury a byl pridan
isopropanol, ktery zamezil osychani gelu a zajistil rovnou hladinu gelu bez bublin. Po
ztuhnuti gelu byl isopropanol odstranén. Dale byla prilita smés na hiebinkovy gel, do
které byl hned vloZen 15 jamkovy hrebinek, a smés byla nechdna tuhnout. Takto
pripravené gely byly ponechany pres noc v lednici v nadobce s elektroforetickym
pufrem. Byly ptipraveny tii druhy geli: 7,5%, 12,5% a 15%. 7,5% gel byl pouzit pro
detekci Z0-1, 12,5% gel pro detekci claudinu 4 a occludinu a 15% pro detekci

claudinu 2.

8.7.3 Elektroforéza

Z pripravenych gelli byly opatrné vyjmuty hirebinky, aby se neponicily jamky. Gely byly
opatrné promyty destilovanou vodou, vloZeny do aparatury na elektroforézu a zality
elektroforetickym pufrem (sloZeni pufru viz tab. 9). Vzorky byly rozmraZeny, nechaly
se kratce povarit (100 °C, 10 minut) a kratce se stocily na centrifuze. Do krajnich jamek

byly napipetovany 2 ul/jamku Zebricku (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder,
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ThermoFisher Scietific). Nasledné byly napipetovany vzorky do ostatnich jamek
(10 pl/jamku). Byla spusténa elektroforéza nejprve na 15 minut na 70 V a poté na
priblizné 60 minut na 130 V. Elektroforéza byla ukoncena, kdyZ tzv. ¢elo vyjelo na

spodu gelu a poté nasledovalo tzv. blotovani (pfenos proteini).

8.7.4 Pienos proteint (blotting) a analyza

Ve vanicce s transferovym pufrem (sloZeni viz tab. 10) byla pripravena Cernobila
blotovaci aparatura, tzv. ,sendvic“ (obr. 7). Na obé strany sendvice byly dany houbicky,
na houbicky filtracni papir. PVDF (polyvinylidene difluoride) membrana byla

aktivovana v methanolu.

1 2
houbigka filtracni papir e membrina
(zebricek vpravo) (licem ke gelu)
5 6 ?Fr'l.’:.h]edni strana k 8 -
gervené a éernd k
cerné éisti
aparatury

filtracni papir houbicka
Obr. 7 Western blot

Do pripraveného sendvice byla vloZena membrana, na ni byl opatrné dan gel
a sendvi€ byl uzavren. Nasledné byl sendvi¢ vloZen do nadoby s ledovym blockem.

Nadoba se sendvicem byla poté naplnéna transferovym pufrem (sloZeni pufru viz
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tab. 10) a obsypana ledem v polystyrenovém boxu. Poté bylo spusténo blotovani na
2,5 hodiny pti 300 mA.

Po ukonceni blotovani byly membrany vloZeny na 1 hodinu do blokovaciho
roztoku. Jako blokovaci roztok bylo pouZito 5 ml 5% odtu¢néného mléka nebo 5% BSA.
MIéko i BSA bylo rozpusténo v TBS-T (tris-buffered saline-Tween, sloZeni je popsano
v tab. 7). Odtucnéné mléko bylo pouZzivano u proteinti ZO-1 a B-actin, BSA u proteinti
claudin 2, claudin 4 a vinculin. Poté byly membrany inkubovany v primarni protilatce
za stalého michani (na roleru) pti 4 °C pres noc. Byly pouzity protilatky proti ZO-1
(mysi monoklonalni protilatka, ThermoFisher Scientific, 33-9100), claudinu 2 (mysi
monoklonalni protilatka, Santa Cruz Biotechnology, Inc., sc-293233), claudinu 4 (mysi
monoklonalni protilatka, Santa Cruz Biotechnology, Inc., sc-376643), B-actinu (mysi
monoklonalni protilatka, Sigma-Aldrich, A5441) a vinculinu (krali¢i monoklonalni
protilatka, Cell signaling technology, #13901). VSechny primarni protilatky byly
fedéné v pomeéru 1:1000 kromé protilatky proti B-actinu, ktera byla redéna 1:5000.

Dal$i den byly membrany promyty v TBS-T 3x15 minut. Po promyti byly
k membranam pridany sekundarni protilatky, vSechny byly fedéné v poméru 1:2000.
K detekci vinculinu byla pouzita protilatka proti kralicimu IgG (Cell signaling
technology, #7074) a k detekci claudinu 2, claudinu 4, ZO-1 a B-actinu protilatka proti
mysimu IgG (Cell signaling technology, #7076). Inkubace probihala p¥i stdlém michani{
1 hodinu pri RT. Pak byly membrany znovu promyty TBS-T 3x15 minut. Pomoci
chemiluminiscen¢niho substratu (ThermoFisher Scientific) byla povedena detekce
proteint. Chemiluminiscence byla nasledné zachycena pomoci Amersham Imager 680
(Cytiva). Ziskané snimky byly vyhodnoceny pomoci denzitometrie v programu Image]

(Image] bundled with 64-bit Java 8, NIH, USA).

8.8 Prltokova cytometrie

Pritokova cytometrie byla pouZzita pro detekci exprese povrchovych markert CD14
a CD16 u PBMC a viability bunék. Byly méreny 2 typy bunék: Cerstvé izolované a bunky

po kultivaci.
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8.8.1 Izolované bunky

Burniky byly resuspendovany v PBS (sloZeni viz tab. 5) a spocitany na CASY Cell Counter.
Dale byly burlky naredény na koncentraci 2x10¢ bunék/ml v bloka¢nim roztoku
(PBS + 10% lidské sérum). Poté bylo do flowcytometrickych zkumavek napipetovano
150 pl bunék, ptidana protilatka (popsano niZe) a nasledovalo méreni na priitokovém

cytometru BD FACSVerse™ (BD Biosciences).

8.8.2 Buriky po kultivaci

Z 24 jamkovych desek bylo médium odsato do flowcytometrickych zkumavek.
Zkumavky byly stoceny na centrifuze pti 200 g, 7 minut a RT. Médium bylo nasledné
pielito do eppendorfovych zkumavek a zamrazeno (-20 °C). Do jamek na desce bylo
napipetovano 500 ul 10mM EDTA v PBS a deska se nechala inkubovat 10 minut pii
37°C. Poté byl obsah jamek propipetovdin a prenesen do odpovidajicich
flowcytometrickych zkumavek z predchoziho kroku. Do jamek bylo nasledné pridano
500 pl PBS a mékkou Skrabkou byly seSkrabany zbyvajici buiiky, které byly preneseny
do flowcytometrickych zkumavek. Zkumavky byly doplnény PBS na 4 ml a nechaly se
centrifugovat na 250 g, 7 minut pri RT. Dale byl odlit supernatant a buniky byly
resuspendovany ve 150 pl bloka¢niho roztoku a blokovany pri 4 °C 15 minut. Mezitim
byly prichystany protilatky proti CD14 (APC anti-human CD14, SONY Biotechnology)
a CD16 (FITC anti-human CD16, SONY Biotechnology). Protilatky byly smichany a po
blokovani aplikovany naraz v objemu 6 pl (3+3 pl) do kazdého vzorku. Nasledovala
inkubace pfi 4 °C 20 minut. Poté byly pridany 4 ml studeného PBS a zkumavky byly
stoCeny na centrifuze (250 g, 7 min, 4 °C). Po centrifugaci byl odlit supernatant, buriky
byly resuspendovany ve 150 ul studeného PBS a nasledovalo méreni na priatokovém
cytometru BD FACSVerse™. Tésné pred mérenim bylo do vzorku napipetovano 2 pl PI
(propidium jodide, 1 mg/ml). Ziskana data byla zpracovana a vyhodnocena

v programu Flow]Jo™ v10.8 (BD Life Sciences).
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8.9 Selekce klon

0Od kolegyné byly prevzaty THP-1 transfekované plazmidem ne nesoucim Cas9
nukleazu a gRNA (viz tab. 15) pro TLR-4 a TLR-2 nebo scrambled (= prazdny plazmid).
Bunky byly po elektroporaci pomoci bunécného sorteru (BD FACSAria™ II Cell Sorter,
BD Biosciences) vysety po jedné burice na 96 jamkovou desku na zakladé pozitivity na
signal GFP (green fluorescence protein). Diky tomu bylo moZné z kazdé jamky ziskat
kolonii potenciadlniho klonu vzniklou z jediné matetské burky. Pro selekci ispésnych
KO klonii byla testovana jejich odpovidavost na modelovy ligand. Neodpovidavé klony
byly poslany na sekvenaci pro potvrzeni KO mutace na vSech alelach.

Desky byly inkubovany v inkubatoru pii 37 °C, 5% CO2, 95% vlhkosti. Prace
s klony probihala v laminarnim boxu. Dva tydny po sortingu byly klony denné
kontrolovany. Pokud se v jamce objevila kolonie bunék, byl obsah jamky prenesen na
24 jamkovou desku a doplnén na 1 ml THP-1 médiem (sloZeni viz tab. 11). Médium
bylo nahraté na 37 °C a tésné pred pouzitim k nému byl pridan 2-merkaptoethanol
(0,5 ul/1 ml média, finalni koncentrace 0,05 mM). Koncentrace bunék byla priibézné
sledovana pomoci CASY Cell Counter. Po dosazeni koncentrace 5x10> - 8x105
bunék/ml, byly bunikky preneseny na 6 jamkovou desku a nafedény na koncentraci
1,5x105 - 2x10> bunék/ml. Po dosazeni koncetrace 8x10° - 1x10¢ bunék/ml byly

buriky testovany, zdali doslo k neodpovidavosti na modelovy stimul.

Tab. 15 Sekvence gRNA

gRNA TLR-4 AB TGGTTTAGAAGTCCATCGTT
gRNA TLR-4 EF GAAGTCCATCGTTTGGTTCT
gRNA TLR-2 ACCGCAATGGTATCTGAA

8.9.1 Testovani odpovidavosti kloni TLR-4
Na 24 jamkovou desku bylo vyseto 2,5x105 bunék/jamku. Od kazdého klonu byly
vysety dvé jamKy, jedna slouZila jako negativni kontrola a do druhé byl pridan

modelovy ligand, LPS (E. coli 026:B6) rozpustény v 0,1% BSA v PBS, finalni
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koncentrace v jamce byla 1 pg/ml. Po 6 hodinach byl obsah jamek stoc¢en na centrifuze
(7 min, 250 g, RT). Supernatant byl testovany pomoci ELISA metody (popis metody viz
vyse) na pritomnost TNFa. Klony, u kterych byla hladina TNFa po expozici E. coli LPS

blizka negativni kontrole, byly poslany na sekvenaci.

8.9.2 Testovani odpovidavosti klont TLR-2

Na 24 jamkovou desku bylo vyseto 2x10° bunék/jamku. Od kazdého klonu byly vysety
dvé jamky. Pro aktivaci THP-1 bunék a zisk MO makrofagl s expresi TLR-2 bylo
pridano 10 pl 5uM PMA natedéného v PBS. Finalni koncentrace PMA v jamce byla
100 nM. Po 24 hodinach bylo médium s PMA vyméneno za cCerstvé médium bez PMA,
aby se bunky zklidnily. Po 48 hodinach bylo médium opét vyméneno. Jedna jamka
slouzila jako negativni kontrola a do druhé byl ptriddn modelovy ligand HKLM
(heat-killed Listeria monocytogenes) (InvivoGen, #tlrl-hklm) v 0,1% BSA v PBS. Finalni
koncentrace HKLM v jamce byla 107 bakterii/ml. Po 6 hodinach byl obsah jamek stocen
na centrifuze (7 min, 250 g, RT). Supernatant byl testovany pomoci ELISA metody
(popis metody viz vySe) na pritomnost TNFa. Klony, u kterych byla hladina TNFa po
expozici HKLM blizka negativni kontrole, byly poslany na sekvenaci. Pro analyzu
efektu Ap1 (LPS sinice Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905) na dspésnych klonech byl
pouzit stejny postup. Finalni koncentrace Ap1 byla 1 ug/ml a HKLM 108 bakterii/ml.

8.10 Sekvenace potencialnich klonu

8.10.1 Izolace chromozomu

Izolace probihala podle navodu od vyrobce (CatchGene Cell/Blood DNA Kit,
CatchGene). Bunky byly kultivovany, jak je popsano vySe. Pro izolaci bylo stoCeno do
1,5ml mikrozkumavek 2x106 bunék (5 min, 100 g, RT). Pelet byl resuspendovan
v200 ul THP-1 média. Poté bylo pridano 20 pl proteinazy K, zkumavky byly
vortexovany 10 sekund azahraty 10 minut pri 60 °C. Poté byly zkumavky kratce
stoCeny, a pridalo se 200 pl 96% etanolu. Nasledné byly zkumavky pulsné vortexovany

15 sekund. Cely obsah zkumavky byl prenesen do Spin Column (kolonka) vloZené do
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Collection Tube (sbéraci zkumavka). Nasledovala centrifugace 1 min, 11000 g, RT.
Tekutina ve sbéraci zkumavce byla vyhozena a kolonka byla dvakrat promyta 700 pl
Buffer W1 a stoCena 1 min, 11000 g, RT. Nasledné byla kolonka jednou promyta 700 pl
Buffer W2 aopét centrifugovdna 1 min, 11000g, RT. Pro zbaveni se zbytkil
promyvacich roztoki byla kolonka jesté jednou stocena 3 min, 11000 g, RT. Na zavér
byla kolonka presunuta do nové 1,5ml zkumavky. Pro co nejvyssi vytézek, ale co
nejkoncentrovanéjsi vzorek bylo pridano 30 pl Elution Buffer a kolonka se nechala stat
3 minuty, RT a poté byla stoena na 3 min, 11000 g, RT. Izolované chromozomy byly

zamraZeny na -80 °C.

8.10.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

VSechny reagencie byly drZeny na ledu a pracovalo se ve sterilnim PCR boxu. Master
mix pro jeden vzorek obsahoval 1 pul ANTP (deoxyribonukleosidtrifosfaty), 1 ul FWD
(forward) primeru, 1 pl REV (reverse) primeru, 2,5 ul pufru, 0,5 pl LA
(long and accurate) polymerazy a 15 pl DEPC (diethyl pyrokarbonat) vody. Sekvence
navrzenych primert jsou v tab. 16. K celkovému objemu 21 pl v mikrozkumavce byly
pridany 4 pl vzorku (izolovanych chromozomii). Nasledné byly zkumavky protrepany
pouze poklepem (nevortexovaly se), byly vloZeny do PCR cycleru (TurboCycler Lite,
Blue-Ray Biotech) a byl zapnut prislusny program (viz tab. 17).

Tab. 16 Sekvence primert

TLR-4 FWD GGACCTTTCCAGCAACAAGATTC
TLR-4 REV TAGGCTGGTTGTCCCAAAATC
TLR-2 FWD TGTGGATGGTGTGGGTCTTG
TLR-2 REV TTTCCCACTCTCAGGATTTGC
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Tab. 17 Teplotni profil PCR

Proces Teplota Cas

Pocatecni denaturace 94 °C 5 min
Denaturace 94 °C 1 min
Annealing 56 °C 30s
Extenze 72 °C 3 min
Konecna extenze 72 °C 10 min
Chlazeni 4°C 3h

8.10.3  Precisténi PCR produktu

Postupovalo podle navodu od vyrobce (QIAquick® PCR Purification Kit, QIAGEN).
Stejné jako priizolaci chromozomd, i tato metoda probihala v PCR boxu. Byl pfichystan
pH indikator a Buffer PB v poméru 1:250. K 25 pl PCR mixu byl pridan pétinasobek,
tedy 125 pl Buffer PB. V piipadé, Ze byla barva mixu mezi oranZovou a fialovou, tak
bylo ptidano 10 pl 3M octanu sodného (pH 5,0), aby bylo dosaZeno Zluté barvy vzorku.
Cely objem byl prenesen na QIAquick Column (kolonku) vloZenou do sbérné
zkumavky. Poté probéhla centrifugace 1 min, 18 000 g, RT. Kolonka byla promyta
700 pl Buffer PE a znovu probéhla centrifugace 1 min, 18 000 g, RT. Zbytek tekutiny
byl odstranén ze zkumavky dalSi centrifugaci 1 min, 18 000 g, RT. Kolonka byla
nasledné prenesena do Cisté 1,5ml zkumavky. K eluci DNA bylo pouZito 30 ul Buffer
EB, inkubace 3 minuty pri RT a centrifugace 1 min, 18 000 g, RT. Z precisténého

produktu byl nachystan vzorek pro sekvenaci a zbyly vzorek byl zamraZen na -80 °C.

8.10.4  Zaslani vzorkul na sekvenaci

V 1,5ml zkumavce bylo smichdno 5 pl precisténého PCR produktu a 5 ul FWD primeru
(stejny jako u PCR). Zkumavky byly oznaceny Carovym koédem (barcode) a byly
poslany na sekvenovani do firmy Eurofins Genomics. Vysledky sekvenace byly
vyhodnoceny kolegyni v programu ICE CRISPR Analysis Tool (Synthego). Sekvence
klonti byla porovnavana s wild-type (WT) sekvenci ziskanou stejnym zplisobem jako

sekvence klond.
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8.11 Statistika

Statistické zhodnoceni dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism (verze
8.0.1.244, GraphPad Software, USA). V prvnim kroku byl proveden test na vylouceni
odlehlych hodnot. Jednovybérovy t-test byl pouZzit u dat, kterd se prepocitavala na
kontrolu. Neparovy t-test byl nakopak pouzit u dat, kterda se na kontrolu
nepiepocitavala. V ptripadé, Ze doslo k neshodnosti rozptyld (F test vysel vyznamné),
byl misto neparového t-testu pouzit neparametricky Mann-Whitneyho test.
Vyznamnost byla stanovena proti negativni kontrole. U TLR-2 KO klont byla pouZita
dvoucestna ANOVA, vyznamnost byla stanovena proti kontrole s prazdnym plazmidem

(scrambled). Vyznamnost byla vyjadiena jako * p<0,05 a ** p<0,01.
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9 Vysledky

9.1 Produkce cytokin(

Ze vzorki z kokultury byla odebrana média a stanovena produkce cytokinli pomoci
metody ELISA. Konkrétné byly stanoveny cytokiny IL-6, IL-8, IL-10, CCL2 a CCL20. Tyto
cytokiny byly detekovany v bazolateralnim médiu kokultury, tedy v médiu s PBMC.
Vyjimkou byl cytokin IL-8, ktery byl stanovovan i v apikadlnim médiu, kde se nachazely
Caco-2 buriky. Na obr. 8 je vidét statisticky rozdil v produkci prozanétlivych cytokint
u nékterych vzorki. Mimo IL-10 byl u vSech cytokinii zaznamendan statisticky
vyznamny nartist produkce cytokinii u vzorku G, ve kterém byl nejdominantnéjsi druh
Dolichospermum flos-aquae. Nejvice zmén bylo zaznamendno u cytokinu IL-8
meéreného vapikalnim médiu s Caco-2 bunkami. Mimo pozitivni kontroly byly
statisticky vyznamné dalSi 4 vzorky (A, E, G, S). V téchto vzorcich byly aplikované
vzorKky LPS vodnich kvétt, ve kterych pievazovaly sinice druhu Planktothrix agardhii
a Dolichospermum flos-aquae. U IL-6 vySel statisticky vyznamné jesté vzorek D, ve
kterém dominoval druh Aphanizomenon klebahnii. U CCL2, CCL20 a IL-8
z bazolaterdlniho média nebyla viditelnd vyznamna zména v produkci cytokinti mimo
jiz zminéného vzorku G.

Koncentrace cytokinii v kontrolnich vzorcich bez PBMC (kontrola caco a EC caco)
byla casto vyznamné niz8i neZ u kontroly kokultury. Imunitni bunky tedy
pravdépodobné zvysuji citlivost Caco-2 bunék. Naopak kontrola bez inzertu (kontrola
PBMC) se s vyjimkou CCL20 vyznamné neliSila od kontroly kokultury. Samotna

pritomnost inzertu tedy nevedla k aktivaci PBMC.
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Obr. 8 Produkce cytokinti

Stanoveni produkce cytokinti v kokulture po aplikaci zvolenych LPS vodnich kvéti
v koncentraci 100 pg/ml. Jako pozitivni kontrola ,EC“ byl pouZit LPS E. coli
v koncentraci 100 pg/ml. Do negativni ,kontroly“ nebyl pridan LPS. Negativni
,kontrola caco“ neobsahovala PBMC a pozitivni kontrola ,EC caco“ neobsahovala
PBMC, ale na inzert byl pridan LPS E. coli. Negativni , kontrola PBMC“ obsahovala PBMC
bez pridani inzertu. Stanoveni probéhlo po 4 dnech kultivace pomoci metody ELISA.
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A: IL-8 (bazolateralni médium); B: IL-8 (apikalni médium); C: CCL2 (bazolateralni);
D: CCL20 (bazolateralni); E: IL-6 (bazolateralni); F: IL-10 (bazolateralni). Data jsou
zobrazena jako priimér + SD. Vyznamnost je ur¢ena pomoci neparového t-testu vici
kontrole *p<0,05, **p<0,01; n = 8.

9.2 Exprese proteinu tésnych spoju

Pomoci metody western blot byla sledovana exprese proteinti tésnych spoju a jeji
piipadné zmény po aplikaci vybranych LPS vodnich kvétd na kokulturu. Mezi
sledované proteiny patrily claudin 2, claudin 4, occludin a ZO-1.

V produkci proteinli tésnych spojii v monovrstvé Caco-2 bunék nebyla
zaznamendna statisticky vyznamna zmeéna ani u jednoho ze sledovanych proteint.
Vyznamna zména nebyla vidét ani u pozitivni kontroly, viz obr. 9 a 10. Vzhledem
k tomu, Ze k Zadné vyznamné zméné exprese proteint tésnych spoji nedoslo u vzorkad,
které vykazovaly aktivitu v predchozich experimentech, od western blotd neaktivnich

LPS jsme upustili.

70-1 P4 . i M L 0| 220kpa

Occludin | » - ., s 63 kDa

Claudin-2 | g St SN0 B 8 B | 25KkDa

Claudin-4 | s s s s e e e e 22 kDa

Vinculin [ess ou s o oo e o e | 124 kDa

R-actin PR — — — 42 kDa

Kontrola EC G A D S B E

Obr. 9 Western blot analyza

Reprezentativni snimky z western blotu. Jako referen¢ni proteiny byly pouZity vinculin
a f3-actin.
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Obr. 10 Stanoveni exprese proteini tésnych spoja

Stanoveni exprese proteini tésnych spoji v monovrstvé Caco-2 bunék po aplikaci
zvolenych LPS vodnich kvétli v koncentraci 100 pg/ml. Jako pozitivni kontrola , EC“ byl
pouZit LPS E. coli v koncentraci 100 pg/ml. Do negativni ,kontroly“ nebyl pridan LPS.
Proteiny byly stanovené po 4 dnech metodou Western blot. Kvantifikace proteini
tésnych spojii byla stanovena pomoci denzitometrie. Hodnoty jsou vyjadifeny
v poméru: proteiny tésnych spojli/referencni protein. Data jsou zobrazena jako
primér * SD. Vyznamnost byla uréena pomoci neparového t-testu vici kontrole.
A: Claudin 2/Vinculin; B: Claudin 4/Vinculin; C: Occludin/Vinculin; D: Z0-1/2-actin.
n = 4-8. OD - opticka denzita

9.3 Aktivace monocytu

Pomoci priitokové cytometrie byla stanovena aktivace monocyti v PBMC po nepiimé
stimulaci LPS na zakladé exprese markeru CD16 na povrchu bunék. Méreni probéhlo
po 4 dnech kultivace kokultury svybranymi vzorky LPS. Data byla zpracovana
v programu Flow]o, gatovaci strategie je uvedena na obr. 11. MFI (median fluorescence

index) byl pocitan ze tii kvartilli, ve kterych byly buiiky pozitivni na CD14 a/nebo
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CD16. Do vypoctu se nezahrnoval Ctvrty kvartil, ktery obsahoval burniky negativni na
CD14 a CD16. Statisticky vyznamné zvySena exprese CD16 byla pozorovana u pozitivni
kontroly ,,EC“ obsahujici LPS E. coli a vzorku G (viz obr. 12).
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Obr. 11 Gatovaci strategie

Pomoci gatovaci strategie byly oddéleny monocyty od ostatnich bunék a dale
vyhodnoceny. A: ohraniceni populace monocytti, oddéleni od lymfocyt a bunécného
odpadu; B: odstranéni dubletd (na zakladé FSC-A/FSC-H); C: odstranéni dubletd (na
zakladé SSC-A/SSC-W); D: ohraniceni Zivych bunék (PI negativni) a oddéleni od
mrtvych bunék a odpadu; E: rozdéni do ctyt kvartild (na zakladé exprese CD16/CD14);
F: exprese CD16 v kvartilech Q1-Q3
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Obr. 12 MFICD16

Stanoveni aktivace monocyti v kokulture na zakladé exprese CD16 po 4 dnech
stimulace vybranymi LPS (100 pg/ml). Jako pozitivni kontrola ,EC“ byl pouZit LPS
E. coli v koncentraci 100 pg/ml. Do negativni ,kontroly“ nebyl pridan LPS. Negativni
,kontrola PBMC“ obsahovala pouze PBMC bez inzertu. Median CD16 je vypocten
z monocytarni populace s vylou¢enim bunék negativnich souc¢asné na CD14 i CD16.
Vzorky jsou prepocitdny na kontrolu, kterd je vyznaCena cervenou pierusSovanou
¢arou. Vyznamnost je urc¢ena pomoci jednovybérového t-testu vii¢i kontrole *p<0,05.
n=6. MFI - median fluorescence index

9.4 Testovani odpovidavosti KO klont TLR-2 a TLR-4 na modelovy
ligand

V prvni Casti prace je ukazano, ze nékteré LPS sinicovych vodnich kvéti maji
prozanétlivy ucinek. Z dat naseho tymu, ktera nejsou soucasti této diplomové prace
vime, Ze i LPS nékterych sinicovych druhi mohou mit prozanétlivy efekt. Ale tyto data
nejsou zatim publikovana. Zaroven dosavadni vysledky naznacuji, Ze tyto nami
studované aktivni sinicové LPS neptlisobi pres TLR-4. Abychom to prokazali,

pripravovali jsme klony THP-1 bunék s knockoutovanym TLR-2 a TLR-4.
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Po uspésné elektroporaci, selekci a kultivaci potencidlnich klond byly klony
TLR-47/- testovany na odpovidavost vii¢i modelovému ligandu LPS E. coli a klony
TLR-2-/- vii¢i modelovému ligandu HKLM. Byla provedena ELISA pro detekci produkce
cytokinu TNFq, viz obr. 13.

Po transfekci pomoci plazmidu nesouciho gRNA TLR-4 AB bylo ziskano 107 klonij,
ze kterych byly na sekvenaci poslany tri klony vybrané na zakladé sniZené
odpovidavosti na ligand. Jednalo se o klony 12,38 a 70 (Obr. 13 A). Sekvenaci vSak bylo
zjisténo, Ze tyto tri klony jsou nevyhovujici (Obr. 15). Z tohoto dtivodu byly pripraveny
Klony s pomoci plazmidu nesouciho gRNA TLR-4 EF, kde bylo ziskano 42 Kklont. T¥i
Klony (15, 23, 31) vykazovaly sniZenou odpovidavost vici ligandu (Obr. 13 B).

Po transfekci pomoci plazmidu nesoucitho gRNA TLR-2 bylo ziskano 60 klong, ze
kterych byly tfi klony (konkrétné klony 10, 12 a 40) nejméné odpovidavé na modelovy
ligand. V kontrastu s WT aklonem 14 (ktery snejvétSi pravdépodobnosti neni
TLR-2/-) mGZeme vidét velké sniZeni produkce TNFa po aktivaci HKLM viici negativni
kontrole (Obr. 13 C). Klon 14 zaroven vykazuje spontanni produkci TNFa i bez
stimulace ligandem, kdeZto ostatni klony nic neprodukuji. Tento klon tudiZ nebude

vhodny pro pripadné dalsi experimenty.
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Obr. 13 Produkce TNFa klony TLR-4-/-a TLR-2-/- po expozici modelovému ligandu.

Stanoveni produkce cytokinu TNFa pomoci metody ELISA po 6 hodinové stimulaci
modelovym ligandem. Modelovy ligand pro TLR-4 byl LPS E. coli (026:B6, 100 pg/ml)
a pro TLR-2 HKLM (108 bakterii/ml). Negativni ,kontrola“ neobsahovala pridany
modelovy ligand. A: Klony TLR-4 AB. Potencidlni TLR-4-/- klony 12, 38, 70 a WT
a neuspésny TLR-4/- klon 74. B: Klony TLR-4 EF. Potenciadlni TLR-4-/- klony 15, 23, 31
a WT a neuspésny TLR-4-/- klon 28. C: Klony TLR-2. Potencialni TLR-2-/- klony 10, 12,
40 a WT a nedspésny TLR-2-/- klon 14. n=1, n. d. - nedetekovatelné

9.5 Sekvenovani

Na sekvenaci byly poslany TLR-2-/- klony 10, 12 a 40. Po vyhodnoceni v programu ICE
CRISPR Analysis Tool miizeme vidét na obr. 14, Ze se opravdu jednd o TLR2-/- klony.
Klon 10 (Obr. 14A) obsahuje deleci jednoho nukleotidu. 66 % osekvenovaného
produktu mélo deleci cytosinu a 34 % osekvenovaného vzorku mélo deleci guaninu.
Klon 12 (Obr. 14B) obsahuje taktéz deleci jednoho nukleotidu. 50 % osekvenovaného
vzorku mélo deleci v guaninu, 26 % vzorku mélo deleci v cytosinu. Zaroven 22 %
vzorku vykazuje inzerci jednoho nukleotidu. Klon 40 (Obr. 14C) obsahuje deleci

1 nukleotidu. 66 % osekvenovaného vzorku mélo deleci cytosinu a 35 % vzorku mélo
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deleci guaninu. VSechny tfi klony vykazuji posun ¢teciho ramce o jeden nukleotid. Tim
padem vznika nefunk¢ni protein nebo se objevuje stop kodon a translace se pred¢asné
zastavi.

Na sekvenaci byly poslany i TLR-4 AB klony, konkrétné slo o klony 12,38 a 70 (viz
obr. 15). Na sekvenci klonu 12 (Obr. 15A) je vidét, Ze nedochdazi k posunu cteciho
ramce. U tohoto klonu dochdazi na jedné alele k inzerci 3 nukleotidd a na druhé k deleci
9 nukleotidi. Klon 12 tedy produkuje TLR-4 protein ktery ma navic 1 aminokyselinu
nebo mu 3 aminokyseliny chybi. Je tedy pravdépodobné, Ze protein je funk¢ni. U kloni
38a70 (Obr. 15 B, C) nebyla zjisténa mutace v sekvenci tir-4, je tedy jasné, Ze produkuiji
funkéni TLR-4.

Béhem experimentli byly ziskdny i tfi potencidlni TLR-4-/- klony pomoci gRNA
TLR-4 EF. Jednalo se o klony 15, 23 a 31. Tyto klony nejsou jeSté osekvenovany,

nemuZeme tedy s jistotou Fict, zdali se jedna dspésnou KO mutaci.
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ACCGCAATGGTATCTGCAA
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Obr. 15 Sekvence potencialnich TLR4/- kloni ziskanych pomoci gRNA TLR-4 AB

A: Klon 12. B: Klon 38. C: Klon 70.
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9.6 TLR-2 Kklony po expozici Apl

Z dosavadnich vysledkd nasi skupiny se ukazuje, Ze sinicovy LPS axenické kultury
Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905 (Ap1) ma prozanétlivy ucinek. Tato data nejsou
zatim publikovana. ProtoZe zatim nebyl pripraven uspésny TLR-4-/- klon, byly
experimenty provedeny pouze na TLR-2-/- klonech. Na zjisténi mechanismu signalizace
tohoto LPS byly jako kontroly pouzity naivni buriky (WT), tak burniky nesouci prazdny
plazmid (scrambled kontola - sc). Pro aktivaci bunék byl pouZit jak modelovy ligand
TLR-4 LPS E. coli (EC, 100 pg/ml), tak modelovy ligand TLR-2 HKLM (108 bakterii/ml).

Expozice EC, HKLM i Ap1 vedla k produkci TNFa u WT i SC kontrol. Expozice EC
vedla k produkci TNFa i u vSech TLR-2/- klonti. Spusteni prozanétlivé odpovédi na
expozici EC u THP-1 tedy neni zavislé na TLR-2. Narozdil od EC, HKLM i Ap-1 nebyly
schopny aktivovat produkci TNFa nebo doslo jen nevyznamnému navyseni TNFa
uTLR-2-/- klont. Je tedy zrejmé, Ze TLR-2 hraje hlavni nebo minimalné velmi
vyznamnou roli v signalizaci Ap-1 stejné, jako je tomu u modelového ligandu tohoto
receptoru HKLM. Pro vyhodnoceni dat byly klony porovnavany viici sc kontrole, jelikoz
tyto buniky byly vystaveny stejnym stresovym faktortim, a byly kultivovany stejnym

zplisobem jako pripravené klony.
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Obr. 16 TLR-2-/- klony po expozici Ap1

Stanoveni produkce cytokinu TNFa pomoci metody ELISA po 6 hodinové stimulaci Ap1
(100 upg/ml). Negativni ,kontrola“ byla bez pridaného ligandu. Kontrola ,EC“
obsahovala ptidany LPS E. coli (100 pg/ml), kontrola ,HKLM" obsahovala ptridany
HKLM (108 bakterii/ml). Vyznamnost je urcena diky testu dvoucestna ANOVA, kdy
byly porovnany klony viici sc **p<0,01; n=4. wt - wild type THP-1, sc - scrambled
kontrola THP-1, n. d. - nedetekovatelné
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10 Diskuze

Hlavnimi cili této diplomové prace bylo zjistit, 1/ zda LPS sinicovych vodnich kvéti
dokazi vyvolat zanét a 2/ pripravit TLR-4~/- a TLR-2/- klony THP-1 bunék k ovéfeni,
zda LPS sinice Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905 signalizuje pres TLR-4 jako
klasicky bakterialni LPS nebo pies TLR-2.

V ramci expozice kokulutry Caco-2/PBMC LPS sinicovych vodnich kvéti byly
sledovany zmény v produkci prozanétlivych cytokint IL-6, IL-8, CCL2, CCL20
i vpodobném kokulturnim modelu ve studii Parlesak et al, kde na kokulturu
Caco-2/PBMC aplikovali LPS nepatogenni E. coli (Parlesak et al, 2004). VSechny
cytokiny byly mérené z bazolateralniho média, IL-8 byl méren i v apikalnim médiu.
U IL-8 byl statisticky vyznamny nartst jeho exprese u vzorka obsahujicich dominujici
sinicové druhy Dolichospermum flos-aquae a Planktothrix agardhii. ZvySena exprese
cytokinu IL-8 Caco-2 burikami po stimulu LPS sinicovych vodnich kvéti s dominujicimi
sinicemi druhu Dolichospermum a Plantkothrix byla vidét i ve studii Skockova et al.
Vtéto studii byla namérena vysSsi produkce IL-8 Caco-2 burikkami oproti nami
namérené koncentraci v apikdlnim médiu (Skockova et al., 2023). Podobny rozdil
zaznamenali i ve studii Pozo-Rubio et al. a souvisi s tim, Ze Caco-2 buiiky prokuduji
cytokiny i do bazolateralniho média. Tim se aktivuji PBMC a dochazi k amplifikaci
odpovédi (Pozo-Rubio et al, 2011). U IL-6 doslo ke statisticky vyznamnému nartistu
jeho exprese ve vzorku obsahujicim dominujici sinici Planktolyngbya limnetica.
Vtomto vzorku byl v malé mire zastoupen i druh Dolichospermum flos-aquae, se
kterym by mohl narlst exprese cytokinu téz souviset. Z dosazenych vysledkii se
piredpoklada, ze LPS sinicovych vodnich kvéti s dominujicim druhem Dolichospermum
flos-aquae by mohl mit prozanétlivy ucCinek na bunky. Velké odchylky
u nékterych prezentovanych vzorkii mohou byt dtsledkem odliSnosti PBMC od
jednotlivych darci. Ve studii Li et al, jsou popsané rozdily mezi jednotlivymi darci

v produkeci cytokinli bunikkami izolovanymi z krve (Li et al., 2016).
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Dale byla v ramci kokultury Caco-2/PBMC u vzorki se statisticky vyznamnym
narlistem exprese cytokinli sledovana produkce proteinti tésnych spojii, konkrétné
claudinu 2, claudinu 4, occludinu a ZO-1. Tyto proteiny maji dlohu ve funkénich
vlastnostech strevni epitelové bariéry. Zména uspoiadani a produkce proteinii tésnych
spojt souvisi s porusenim stirevni bariéry. (O’Hara and Buret, 2008). Zmény v produkci
proteint tésnych spoju v reakci na sinicové toxiny zaznamenali ve studii Vasicek et al.,
kdy po expozici Caco-2 bunék lipopeptidu puwainaphycinu doslo ke zvySeni produkce
claudinu 4 (Vasicek et al, 2020). Ve studii Capaldo et al. ukazali na modelu Caco-2
bunék vyznamnou roli strukturnich zmén v tésnych spojich po aplikaci cytokini, které
dokaZzi sniZit bariérovou funkci epitelové vrstvy. Po této aktivaci doSlo ke vzajemné
kompetici claudinu 4 a claudinu 2 (Capaldo et al., 2014). V ramci nasi analyzy nebyla
zaznamendna statisticky vyznamna zmeéna v produkci proteini tésnych spojt.
Znamena to, Ze stimulace Caco-2 bunék LPS sinicovych vodnich kvéti neovlivnila
integritu bunécné bariéry.

V ramci kokultury Caco-2/PBMC se téZ sledovala aktivace monocytli, popripadé
jejich diferenciace do makrofagt, po stimulaci kokultury LPS sinicovych vodnich kvéti.
Po aktivaci a diferenciaci monocyti je vidét zvySeni povrchového markeru CD16
i u studie Bayik et al. (Bayik et al,, 2017). Byla vidét statisticky vyznamné zvysena
exprese CD16 u vzorku G a kontroly EC oproti ostatnim vzorkiim v porovnani
s negativni ,kontrolou®.

Z vysledki lze predpokladat, Ze LPS sinicovych vodnich kvéti s dominujicim
druhem Dolichospermum flos-aquae mize aktivovat Caco-2 bunky, které nasledné
spusti imunitni reakci vedouci k aktivaci monocyta.

V prvni Casti prace jsou pouzity LPS izolované z vodnich kvéti a prozanétlivy efekt
muze byt zplisobeny i heterotrofnimi gramnegativnimi bakteriemi. V nasi laboratori
disponujeme i vzorky sinicovych LPS izolovanych z axenickych sinicovych kultur, které
neobsahuji Zadné gramnegativni bakterie. V této praci byl pro studium mechanismu
signalizace sinicového LPS pouZit vzorek izolovany z Aphanizomenon flos-aquae PCC

7905 (Ap1). V nasi laboratofti jiz bylo ukazano, Ze Ap1l ma prozanétlivych ucinek na
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mySsi makrofagy, stievni epitelidlni buniky (enterocyty) a keratinocyty. Tato data jesté
nejsou publikovana. Neni vSak jisté, zda Apl nebo jiné sinicové LPS prozanétlivé
aktivuji tyto buiiky stejnym zptlisobem jako bakterialni LPS, tedy pies TLR-4 (Chorus
and Welker, 2021), nebo vyuziva jiny receptor.

Soucasti této prace tedy byla ptriprava TLR-4-/- a TLR-2-/- klonti. Jak bylo zminéno
vySe, TLR-4 je typicky receptor pro bakteridlniho LPS (Chorus and Welker, 2021).
Ovsem jsou znamy ptipady, kdy signalizace bakterialniho LPS neni omezena pouze na
TLR-4. Konkrétné se jedna o LPS bakterie Leptospira interrogans a Rhizobium spp.,
které indukuji zanétlivé reakce v imunitnich burikach skrze TLR-2 (Werts et al.,, 2001;
Girard et al, 2003). Tyto atypické LPS maji odliSnou strukturu od typického LPS E. coli.
Vzhledem k tomu, Ze sinice téZ vykazuji odliSnou strukturu LPS (Chorus and Welker,
2021), tak predpokladame, Ze by mohly signalizovat ptes stejny receptor, tedy TLR-2.
Pro studium mechanismi je nejjednodussi vyuZzit imunitni burky, které exprimuiji
velké mnoZstvi TLR, proto byla v této praci pouzita buné¢na monocytarni linie THP-1).

Pomoci CRISPR-Cas9 byla do THP-1 bunék vnesena gRNA do cilové sekvence
genu, ¢imZ by mélo dojit k potencidlni KO mutaci (Gupta et al, 2019). Zminénou
metodu pouzili i ve studii Schary et al. k naruSeni genu TLR4 a snizili tak prozanétlivou
polarizaci mezenchymalnich stromdalnich bunék a tim zlepsili remodelaci a hojeni
tkané po infarktu u mysi (Schary et al., 2023).

Potencialni tuspésSnost pripravy TLR-47/- klonti byla testovana pomoci
odpovidavosti na modelovy ligand LPS E. coli. Prestoze byla u nékterych kloni
pripravenych pomoci gRNA TLR-4 AB pozorovana po aktivaci produkce TNFa témér
na urovni negativni kontroly, sekvenace nepotvrdila ispésnou KO mutaci. Proto byly
navrzeny nové gRNA cilici na jiné misto v TLR4 genu. U nékterych klont pripravenych
pomoci gRNA TLR-4 EF byla téZ pozorovana po stimulaci produkce TNFa témér na
tirovni negativni kontroly. Uspé&$nost KO mutace zatim nebyla potvrzena, protoze
klony jesté nebyly poslany na sekvenaci. Moznym diivodem, proc je problém vyrobit
KO TLR-4 klony, by mohlo byt to, Ze je téZké navrhnout vhodnou gRNA cilici na exon 3.

Exon 3 je kodujici sekvence proteinu, ktera se nachazi ve vSech variantach TLR-4.1v jiz
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zminéné studii Schary et al téz cilili gRNA na exon 3, pouzili gRNA kterd je az
v poloviné exonu 3, ale presto jim fungovala (Schary et al, 2023). V nasi laboratofi
mame k dispozici 5 riznych gRNA, mezi kterymi je i gRNA z predchozi studie a tyto
gRNA se postupné testuji.

Potenciadlni Uspésnost pripravy TLR-2-/- klonG byla testovdana pomoci
odpovidavosti na modelovy ligand HKLM. THP-1 monocyty narozdil od makrofagt
neexprimuji na svém povrchu TLR-2 (Mittar, Paramban and McIntyre, 2011), bylo tedy
nutné buiiky nejdrive diferencovat do MO makrofagli pomoci PMA, stejné jako ve studii
Chanput et al. (Chanput et al., 2013). Ze ziskanych klond mély dvé tretiny sniZenou
odpovidavost na modelovy ligand. Tfi nejméné odpovidavé klony byly poslany na
sekvenaci a byla u nich potrvzena KO mutace. S témito klony byly provedeny nasledné
experimenty na zjiSténi mechanismu signalizace sinicového LPS.

Odpovéd TLR-2-/- klond po expozici LPS z Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905
byla vyznamné sniZena oproti sc kontrole, ve dvou piipadech srovnatelna s negativni
kontrolou. Stejny trend byl pozorovan i u TLR-2 ligandu HKLM. Naopak po stimulaci
LPS E. coli, hlavnim ligandem TLR-4, nebyl u kloni patrny rozdil v odpovédi. Dle tohoto
vysledku vime, Ze funkce TLR-4 nebyla naruSena. Zda se tedy, Ze TLR-2 je hlavnim
receptorem pro Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905. Jak uz bylo popsano vyse, urcité
bakterialni LPS s atypickou strukturou signalizuji pres TLR-2 (Werts et al, 2001;
Girard et al, 2003). Na$ vysledek podporuje predpoklad, Ze by sinicové LPS mohly
signalizovat téZ pres TLR-2. Ale abychom mohli rict s jistotou, Ze TLR-2 je hlavni
receptor pro toto sinicové LPS, bylo by vhodné porovnani s TLR-4-/, které zatim nejsou

k dispozici.
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11 Zaveér

Tato diplomova prace méla dva hlavni cile. Prvnim cilem bylo zjistit, zda LPS sinicovych
vodnich kvétli maji prozanétlivy ucinek a mohou tak mit negativni vliv na lidské zdravi.
Druhym cilem bylo ptipravit TLR-4 a TLR-2 KO klony bunék THP-1, abychom zjistili
mechanismus signalizace LPS axenické sinice Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905.

V prvni casti byla kokultura Caco-2 bunék a PBMC stimulovana vybranymi LPS
sinicovych vodnich kvéti. U vzorku s dominujicim druhem sinice Dolichospermum
flos-aquae doslo ke statisticky vyznamnému nartistu exprese prozanétlivych cytokini.
Analyza proteint tésnych spoji nepotvrdila narusSeni bariérové funkce. Téz byla
provedena analyza aktivace monocytli a u vzorku sjiz zminénym druhem doslo ke
zvySeni povrchové exprese CD16. Tyto vysledky ukazuji, Ze LPS sinicovych vodnich
kvétli s dominujicim druhem Dolichospermum flos-aquae byl mohl mit prozanétlivy
ucinek.

Vdruhé ¢asti byly pripravovany TLR-4 a TLR-2 KO klony THP-1 bunék. Po
testovani odpovidavosti na stimul byly nejméné odpovidavé klony poslany na
sekvenaci. U prvni ¢asti klonii TLR-4 nebyla potvrzena KO mutace, druha ¢ast kloni
TLR-4 nebyla do ukonceni diplomové prace na sekvenaci poslana. U klonti TLR-2 byla
potvrzena uspésna KO mutace u tii kloni. S témito tremi klony byl nasledné proveden
experiment s expozici Ap1. Klony ztratily schopnost po stimulu LPS aktivovat produkci
TNFa, stejné tak tomu bylo i po stimulu HKLM, coZ je modelovy ligand TLR-2.
Vzhledem k tomu, Ze nemame TLR-4-/- klony, tak nemtzeme Fici s jistotou, Ze LPS
sinice Aphanizomenon flos-aquae PCC 7905 signalizuje vyhradné pies TLR-2 receptor.

Nicméné nase vysledky tuto hypotézu vyrazné podporuji.
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