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Nazov diplomovej prace: Vstup baktérie Mycobacterium bovis BCG do B lymfocytov

Ciel’ prace: Cielom prace bolo zhodnotit’ vstup baktérie Mycobacterium bovis BCG do

B lymfocytov a tlohu vybranych receptorov v tomto procese.

Metédy: Peritonedlne bunkové suspenzie s neblokovanymi a/alebo zablokovanymi
receptormi na B lymfocytoch z my$i BALB/c sme infikovali baktériou
M. bovis BCG-GFP neopsonizovanou a/alebo opsonizovanou cerstvym sérom
(,,komplement*) alebo iminnym sérom (,,protilatky*). Pomocou prietokovej cytometrie
sme hodnotili vstup baktérie M. bovis BCG-GFP do B lymfocytov a ich subpopulécii
Bla, Blb a B2.

Vysledky: M. bovis BCG-GFP aktivne vstupuje do B lymfocytov. V zavislosti na
subpopulacii najviac infikuje Bla, menej B1b a najmenej B2 lymfocyty. Na opsonizaciu
komplementom vyznamne reaguje len subpopulacia B2. Opsonizacia protilatkami
nemala vyrazny vplyv na infekciu. Vstup do CD19+ buniek je sprostredkovany cez
BCR receptor a to hlavne u subpopulécii Bla a B1b. Za opsonizovanych podmienok sa

uplatituje komplementovy receptor CR1/2 a u subpopulécii Bla a B1b tiez CR3.

Zavery: ZnaSich vysledkov vyplyva, ze samotny BCR receptor postacuje pre
rozpoznanie a vstup M. bovis BCG-GFP do subpopuldcii Bla a Blb. V pripade
opsonizacie komplementom sa uplatnia aj komplementové receptory CR1/2 a CR3.
Zaujimavym vysledkom tejto prace je vyraznd reakcia subpopulacie B2 lymfocytov na
infekciu baktériou opsonizovanou komplementom, sprostredkovand pravdepodobne

hlavne cez komplementovy receptor CR1/2, v spolupréci s BCR receptorom.

KPacové slova: Mycobacterium bovis BCG, B lymfocyty, prietokova cytometria
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Title of diploma thesis: Entry of bacteria Mycobacterium bovis BCG into
B lymphocytes

Background: The objective of this work was to evaluate the entry of bacterium
Mycobacterium bovis BCG into B lymphocytes and the role of selected receptors in this

process.

Methods: Peritoneal cell suspensions with unblocked and/or blocked receptors on
BALB/c mouse B lymphocytes we infected by bacterium M. bovis BCG-GFP
unopsonized and/or opsonized by fresh murine serum (,,complement”) or immune
serum (,,antibodies*). Using flow cytometry we evaluated the entry of bacterium

M. bovis BCG-GFP into B lymphocytes and their subpopulations Bla, B1b and B2.

Results: M. bovis BCG-GFP actively enters into B lymphocytes. Depending on
the subpopulation, it most infects Bla, less BI1b and at least B2 lymphocytes. Only
the subpopulation B2 responds significantly to the opsonization by complement.
Opsonization by antibodies had no significant effect on the infection. Entry into CD19+
cells is mediated through the BCR receptor, especially in subpopulations Bla and B1b.
Under the opsonized conditions, the CR1/2 complement receptor is applied, and CR3
in the subpopulations Bla and B1b too.

Conclusion: Our results indicate that the BCR receptor alone is sufficient for
the recognition and entry of M. bovis BCG-GFP into subpopulations Bla and Blb.
In the case of opsonization by complement, the complement receptors CR1/2 and CR3
are also used. An interesting result of this work is the marked reaction of the B2
lymphocyte subpopulation to infection by bacterium opsonized by complement,
mediated probably mainly via the CR1/2 complement receptor in cooperation with

the BCR receptor.

Key words: Mycobacterium bovis BCG, B lymphocytes, flow cytometry
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1. UVOD

Baktérie su mikroorganizmy, ktoré tvoria neoddelite'nu sti€ast’ nasho okolia a aj
nas. Jedno z kritérii triedenia baktérii sa odvija od ich narokov na to, aké prostredie pre
svoje prezitie a rozmnozovanie vyzaduju. Na zaklade toho je mozné baktérie rozliSit’ na
extracelularne, intracelularne a fakultativne intracelularne. Uvodna &ast’ prace je
venovana prave intracelularnym  baktéridm rodu  Mycobacterium,  ktorého
charakteristickym zastupcom je Mycobacterium tuberculosis, povodca tuberkuldzy.
Hlavnym  predmetom  Stidia tejto prace je  vSak  vakcinaény  kmen
Mycobacterium bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin). Napriek dostupnosti vakciny je
tuberkuloza, zial, aj v sucasnosti velkou hrozbou pre spolo¢nost. Z tohto dovodu
prebiehaju stale rézne vyskumy s cielom vyvinat’ G€innejsiu a bezpecnejsiu vakcinu.

V d’alSej Casti prace sa zameriavame na B lymfocyty. Tymto imunitnym bunkédm
je pripisovana hlavnd funkcia v adaptivnej faze humordlnej imunitnej odpovede.
Myslelo sa, ze ich spektrum ucinku sa vztahuje prevazne na extracelularne baktérie.
Postupne sa vSak hromadia dokazy z roznych §tadii, ktoré informuji o nezanedbatel'nej
ulohe B lymfocytov aj v obrane voci intraceluldrnym patogénom. Vedcov zaujimaju
konkrétne podmienky vyzadujice inicidciu imunitnej odpovede voci tymto patogénom,
vratane vstupu intracelularnych baktérii do B lymfocytov.

Téato praca nadviazala na dlhodoby vyskum, ktory vedie Katedra molekuldrni
patologie a biologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci Kralové, tykajici sa
priebehu interakcie B lymfocytov s intracelularnou baktériou Francisella tularensis.
Nasim cielom bolo pomocou prietokovej cytometrie, ktorej je venovand posledna
teoretickd Cast' diplomovej prace, vyhodnotit' interakciu intracelularnej baktérie

Mycobacterium bovis BCG a B lymfocytov, vratane ich subpopulacii Bla, B1b a B2.
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2. ZADANIE — CIEL; PRACE

Teoreticka ¢ast’: Praca s relevantnymi a recentnymi informacnymi zdrojmi.
Experimentalna ¢ast’:
e Uvedenie metodiky, laboratornych pomocok, chemikalii, inStrumentacie
a pracovnych postupov.
e Priprava B bunkovej suspenzie z mysi BALB/c.
e Priprava bakterialnej suspenzie Mycobacterium bovis BCG.
e Priprava vzoriek pre prietokovu cytometriu.

e Analyza dat z prietokovej cytometrie.

12



3. TEORETICKA CAST

3.1 Rod Mycobacterium

Baktérie rodu Mpycobacterium predstavuji zaroven jediny rod celade
Mycobacteriaceae, rad Actinomycetales. Pomenovanie rodu ,,Mycobacterium‘ vzniklo
v roku 1896 vd’aka podobnosti a pomalému rastu kolonii s plesiiami [1, 2, 3].

Tento rod zahfiia Siroké spektrum obligatne, oportinne patogénnych
a nepatogénnych baktérii, ktoré sa liSia vo svojom fenotype, biochemickych
vlastnostiach a tiez vo spektre hostitel'ov. Do skupiny obligatnych patogénov patria
baktérie s blizkou genetickou podobnostou (az 99,9 % gendému) a rovnakymi
sekvenciami rRNA (ribosomal ribonucleic acid, ribozomalna ribonukleova kyselina)
ako Mycobacterium tuberculosis. Tieto patogény st pdvodcami vazneho plhcneho
ochorenia nazvaného tuberkuléza. Z tohto dovodu sa zarad’uju do spolocnej skupiny
Mycobacterium  tuberculosis complex. Uvedeny komplex zahffia nasledujice
bakteridlne druhy: Mycobacterium  tuberculosis, Mycobacterium  africanum,
Mycobacterium microti, Mycobacterium canetti a Mycobacterium bovis. Z virulentného
kmetia Mycobacterium bovis bol jeho atenuiciou ziskany vakcinaény kmei
Mycobacterium bovis BCG (M. bovis BCG). M. tuberculosis, M. canetti a M. africanum
su hlavne patogénne pre Cloveka. M. microti sposobuje tuberkulézu hlodavcov
a M. bovis zahtia SirSie spektrum hostitel'ov vratane hovéddzieho dobytka a Cloveka.
Dal3im obligatne patogénnym druhom je M. leprae, povodca lepry [4, 5, 6].

Ako environmentalne oportinne, pripadne netuberkul6ozne mykobaktérie sa
oznacuju mykobaktérie, ktoré nepatria do M. tuberculosis complex a ani M. leprae
nezarad’ujeme do tejto skupiny. Nachadzaju sa vol'ne vo vode, v pdde alebo vo vzduchu
a tvoria sucast’ biotopov ako symbioty, saprofyty alebo aj ako komenzély. Jedna sa
0 oportinne patogény, ktoré moézu spdsobit’ rozvoj mykobakteridlnej infekcie zvierat
atiez ludi — hlavne imunokompromitovanych. Patria tu bakteridlne druhy ako

napr. M. avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. xenopi alebo M. fortuitum [4, 6, 7].

3.1.1 Charakterizacia mykobaktérii

Mykobaktérie st nepohyblivé baktérie Stihleho tyc€inkovitého tvaru, ktoré
netvoria spory. Jednd sa o aerdbne organizmy, avSak vo vnutri tuberkuldézneho

granulomu dokazu preZzivat tieZ za anaerdbnych podmienok rézne dlhti dobu.
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Tim Watanabe et al. (2011) dospel k zaveru, Ze na udrziavani metabolickych funkcii
M. tuberculosis bez prisunu kyslika sa podiel’a produkcia fumarat reduktazy, ktora bola
v takychto podmienkach zvysena [3, 8].

Stena mykobaktérii sa sklad4 z dvoch segmentov — horného a dolného. Struktira
dolného segmentu je tvorena peptidoglykdnom, ktory je naviazany na bunkovu
membranu tvorenu dvojitou vrstvou fosfolipidov. Peptidoglykan je kovalentne spojeny
s arabinogalaktanom. Arabinogalaktan d’alej viaze zvysky mykolovych kyselin s dlhymi
a kratkymi retazcami. Mykolova kyselina moze byt na arabinogalaktan viazand bud’
kovalentne alebo nekovalentne (prostrednictvom dimykolétu trehaldzy). Mykobaktérie
su charakteristické vyraznou hydrofobicitou, za ktort je zodpovedna predovsetky vrstva
mykolovej kyseliny. Tieto tri uvedené zlozky (peptidoglykén, arabinogalaktan
amykolové kyseliny) predstavuji tzv. mykolyl-arabinogalaktan-peptidoglykanovy
komplex. Horny segment bunkovej steny je tvoreny okrem volnych lipidov dalej
proteinmi, fosfatidylinozitolmanozidmi, ftioceroldimykocerozatom, lipomananom,
lipoarabinomananom. Lipoarabinomanan moéze byt zakonfeny mandzou a vytvarat
manozyl-lipoarabinomanan. Tieto lipidy, proteiny, lipoglykany st signalne efektorové

molekuly zodpovedné za virulenciu mykobaktérii (Obrazok ¢. 1) [6, 9, 10].
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Obrazok €. 1: Schéma bunkovej steny mykobaktérii. Prevzaté z [11] a upravené.

Vysvetlivky: MurNAc/Ge:  N-acetyl-/N-glycosylmuramic acid, N-acetylovana/N-
glykozylovand murdmova kyselina. Man: mannose, mano6za. Ara: arabinose,
arabindza. GleNAc: N-acetylglucosamine, N-acetylglukozamin. Gals: galactofuranose,

galaktofuran6za. L-Rhamnose: L-ramndza.
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Mykobaktérie sa na zaklade vysokého podielu lipidov v bunkovej stene
vyznacuju acidorezistenciou. Pre mikroskopicku diagnostiku acidorezistentnych baktérii
sa bezne pouzivaju dva spdsoby farbenia. Prvym sposobom je metéda podla
Ziehl-Neelsena a druhym je fluorescencné farbenie (Obrazok ¢. 2). Podl'a metddy
Ziehl-Neelsena sa vzorka najskor zafarbi karbolfuchsinom za tepla. Nasledne sa prida
kysly alkohol a vzorka sa dofarbi metylénovou modrou. Mykobaktérie sa kvoli ich
acidorezistencii neodfarbia ani po pridani kyslého alkoholu a ostant cervené, pricom
pozadie sa zafarbi metylénovou modrou. Pri fluorescencnej metode sa vzorka zafarbi
auraminom O alebo auramin/rodaminom (pripadne akridinovou oranzou). Po odfarbeni
kyslym alkoholom sa pridd manganistan draselny. Mykobaktérie vykazuju farebnu

fluorescenciu na tmavom pozadi [3, 12].

&

B
.

Obrazok ¢. 2: Snimky preparatov zo svetelnej (A) a fluorescencnej (B) mikroskopie.

Prevzaté z [13] a upravené.

Vysvetlivky: A: M. tuberculosis farbenie Ziehl Neelsen, zv. 1000 x. B: M. tuberculosis

H37Rv farbenie auramin-rodaminom, zv. 1000 x.

Obligatne patogénne druhy sa vyznacuju dlhou genera¢nou dobou a viditeI'nym
rastom az po niekol’kych tyZdnoch od inokulacie. Kultivaéné média pre mykobaktérie
sa mozu rozdelit’ na tri hlavné skupiny — vaje¢né média (napr. Lowenstein-Jensenové),
dalej agarové média (napr. Middlebrook 7H10, 7HI11) a tekut¢ média
(napr. Middlebrook 7H9). M. tuberculosis rastie na Lowenstein-Jensenovej pode
obsahujucej glycerol pri optimalnej teplote 37 °C charakteristickym eugonickym

(hrudkovitym) rastom. Typickym znakom M. tuberculosis je pomaly rast s generacnou
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dobou 20 az 30 hodin, pricom nérast kolonii je viditelny po 2 — 6 tyzdnoch. Pri
kultivacii M. bovis je vsak glycerol nahradeny pyruvatom sodnym, pretoze
v Lowenstein-Jensenovom médiu pdsobi na M. bovis inhibicne. Viditelny rast M. bovis
je pozorovatelny minimalne po 4 — 5 tyzdnoch od inokulacie. Tieto kolonie st ploché,
drobnég, hladké, nasedlej farby a tzv. dysgonického rastu. M. bovis BCG sa morfoldgiou
podoba M. tuberculosis. Rastie pri teplote 37 °C a kolonie maju eugonicky tvar
(Obrazok ¢. 3). AvSak podl'a biochemickych vlastnosti zodpovedd M. bovis, z ktorého
bol tento kmen odvodeny. V laboratérnych podmienkach sa na odliSenie M. bovis od
inych druhov komplexu M. tuberculosis pouziva napr. test citlivosti na pyrazinamid,
voc¢i ktorému je M. bovis aj M. bovis BCG rezistentny, alebo test na nitratdzovu

aktivitu. [4, 14, 15].

Obrazok ¢&. 3: M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujiice GFP (green

fluorescent protein, zeleny fluorescen¢ny protein) na Middlebrook 7H10 agare.

Autor: Marianna Samajova

3.1.2 Mycobacterium a imunitna odpoved’

Ochrannd funkcia vo¢i mykobakteridlnej infekcii je prisudzovand hlavne
Specializovanym T lymfocytom a aktivovanym makrofagom prostrednictvom produkcie
cytokinov a lymfokinov. PredovSetkym produkcia INF-y (interferon gamma, interferon
gama) je povazovana za kl'aicovy faktor v antimykobakterialnej obrane [16, 17].

Vzdusnou cestou sa mykobaktérie dostavaji do pltc, kde prva obrannu liniu
tvoria alveoldrne makrofagy, ktoré dalej prispievaji k rozvoji adaptivnej imunity.

Bunky imunitného systému rozpoznavaju tzv. PAMPs (pathogen associated molecular
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patterns, molekulové vzory patogénov) pomocou PRRs (pattern recognition receptors,
receptory schopné rozpoznat’ molekulové vzory patogénov). Existuje mnozstvo PRRs,
ktoré¢ viazu mykobakteridlne antigény, napr. surfaktantovy protein A a D, MBL
(mannose binding lectin, manézu viazuci lektin), manézovy receptor, TLR (Toll-like
receptor, receptor podobny Toll) a dalSie. NajlepSie charakterizovany je MBL
a manozovy receptor. MBL patri do rodiny rozpustnych C-lektinov, tzv. kolektinov. Po
infekcii MBL rozpozna manozyl-lipoarabinomanany a fosfatidylinositolmanozidy
mykobaktérii a nasleduje fagocytdza a aktivacia signalnych ciest. M. tuberculosis si
vSak vyvinulo mnozstvo stratégii ako ovplyvnit a predchadzat obrannym
mechanizmom a zabezpecit’ svoje prezitie a rozmnozovanie [17, 18].

Na vstup mykobaktérii do makrofagov zohrava déleziti ulohu cholesterol, ktory
sa kumuluje v mieste vstupu mykobaktérii cez cytoplazmaticki membranu. Podla
Gatfield et al. (2000) makrofagy z mySi ochudobnené o cholesterol maji znizenu
fagocytarnu aktivitu. Na rozdiel od mykobaktérii, iné baktérie ako napr. Escherichia
coli, Salmonella typhimurium a Yersinia pseudotuberculosis vstupuji aj do makrofagov
ochudobnenych o cholesterol [19].

Po fagocytdze antigén prezentujuce bunky exprimuju mykobakteridlne antigény
pomocou molekul MHC (major histocompatibility complex, hlavny histokompatibilny
systétmu) triedy II Th lymfocytom (T helper, pomocny T lymfocyt), ktoré nest
molekulu CD (cluster of designation, cluster of differentiation, bunkova povrchova
molekula)4 a v mensej miere prostrednictvom MHC-I T lymfocytom nesticim molekulu
CD8. Aktivované T lymfocyty potom iniciuju makrofagy k produkcii INF-y, TNF-a
(tumor necrosis factor alfa, faktoru nadorovej nekrozy alfa), IL (interleukin,
interleukinu)-1, IL-6, IL-12 adalSich. Tymto sposobom reguluji replikdciu
mykobaktérii. Pomocou cytokinov st privolané d’alSie bunky imunitného systému a to
neutrofily, NK bunky (natural killer, prirodzeny zabijac), CD4+ a CD8+ T lymfocyty.
To vedie k vzniku nekrotickej masy buniek, tzv. tuberkul6zneho granuléomu [20].

Fagocytujuce makrofadgy rozpoznané baktérie internalizuju do membranovych
organel nazvanych fagozomy. Tieto UspeSné patogény sa dokdzu vyhnut fazii
s lyzozomom a preZzivat' intracelularne. Pred splynutim fagozému s lyzozoémom
anaslednou degradaciou sposobenou lyzozomalnymi enzymami chrani mykobaktérie
tzv. TACO (tryptophan-aspartate containing coat protein, plast’ proteinu obsahujiceho
tryptofan a aspartat), ktorym je fagozom obaleny. Jeho vizba je sprostredkovana cez

cholesterol obsiahnuty vo fagozoémalnej membrane [19].
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3.1.3 Tuberkuloza

TBC (tuberculosis, tuberkuldza) je stale zavazné infekéné ochorenie, ktoré
sprevadza l'udstvo uz od nepamdti. Predpoklada sa, ze rod Mycobacterium vznikol pred
viac ako 150 milionmi rokov. Povodcu infekcie — M. tuberculosis ako prvy
identifikoval a opisal v roku 1882 Rdébert Koch a preto sa ¢asto oznacuje ako Kochov
bacil [21, 22].

Podla udajov Svetovej zdravotnickej organizacie v roku 2015 zomrelo na TBC
priblizne 1,4 miliona l'udi a pribudlo asi 10,4 milionov novych pripadov (Obrazok €. 4).
Jedna sa hlavne o ochorenie pltic (pulmonalna TBC) avSak M. tuberculosis moze
napadnut’ aj iné organy (extrapulmondlna TBC). Infekcia sa najCastejSie Siri
od infikovanych l'udi s pulmonélnou TBC a to vzdusnou cestou a v pripade M. bovis

konzumadciou kontaminovanych a nepasterizovanych mlie¢nych produktov [23].
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Obrazok ¢. 4: Incidencia tuberkulozy, 2015. Prevzaté z [23] a upravené

3.1.3.1 Priebeh a diagnostika tuberkulézy

Po infekcii dojde len u priblizne 5 — 10 % nakazenych l'udi k rozvoji primarne;j
aktivnej pulmonélnej TBC, ktord sa prejavi do 1 — 2 rokov od prvotného stretu
s patogénom. U viac ako 90 % osob infikovanych M. tuberculosis prebieha ochorenie
v asymptomatickej latentnej faze. Latentna faza moze trvat’ celé roky, kedy imunitny

systém dokéze kontrolovat’ patogén, ale nie je schopny jeho eliminédcie. Odhaduje sa, Ze
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asi 2 biliony l'udi sa nachadzaju v latentnej faze infekcie. Reaktivdcia moZe nastat’
u priblizne 5 — 10 % infikovanych poklesom obrannych mechanizmov imunitného
systému a nasledne vznikom postprimarnej aktivnej TBC. Rizikové skupiny pre rozvoj
postprimarnej TBC st predovsetkym imunokompromitované osoby, t. j. osoby trpiace
AIDS (acquired immune deficiency syndrome, syndrom ziskanej imunitnej
nedostato¢nosti), pacienti uzivajuci imunosupresiva, stari l'udia, alkoholici, osoby
zo zlych socidlnych pomerov, l'udia z oblasti s vyraznejsim vyskytom tejto choroby
a d’alsi [6, 24, 25].

Aktivna plicna TBC sa prejavuje hlavne chronickym kaslom s produkciou
sputa (moze sa vyskytnit’ az hemoptyza), anorexiou, horuckou, stratou vahy, ¢i no¢nym
potenim. Mimopl'icna TBC moéZe napadnut’ rozne organy tela, najcastejSie lymfatické
uzliny, peritoneum, genitourindlny trakt, zaludok, slezinu, muskuloskeletarny systém,
ileocekalnu oblast’ alebo centralny nervovy systém [24, 26].

Medzi Standardné metody pre diagnostiku aktivnej TBC sa vyuziva
mikroskopické analyza sputa, po ktorom nasleduje kultivacia a testovanie citlivosti voci
antituberkulotikam. Dalej je to amplifikacia nukleovych kyselin, rontgen hrudnika alebo
histopatologické vySetrenie biopsie. Novou moznostou je diagnostika pomocou
Xpert MTB/RIF testu (molekularna diagnostickd metdda), ktory s vysokou citlivostou a
rychlostou (do 2 hodin) detekuje M. tuberculosis a sic¢asne informuje o rezistencii na
rifampicin [23, 24].

Pre diagnostiku latentnej formy sa pouziva tzv. Mantoux test alebo tiez TST
(tuberculin skin test, tuberkulinovy kozny test). Objavitelom tuberkulinu bol v roku
1890 Robert Koch, ale techniku transdermalneho podania popisal v roku 1912 Charles
Mantoux. Tuberkulin sa ziskava ako PPD (purified protein derivative, purifikovany
proteinovy derivat) z M. tuberculosis. Jeho podanim dochadza k vzniku DTH (delayed
type hypersensitivity, precitlivelost’ oneskorené¢ho typu). Senzitizované T lymfocyty
produkuji na miesto infekcie lymfokiny a dochadza k lokalnej vazodilatacii
a hromadeniu d’al$ich buniek zapalového procesu. Velkost’ koznej reakcie sa hodnoti po
48 — 72 hodinach od vpichu PPD. Tento test informuje o miere hypersenzitivity
na tuberkulin. Velkost’ erytrému sa meria podl'a 3 stupniov — 5 mm, 10 mm, 15 mm [22,
24,25, 27].

Problémom TST testu je faloSne negativny vysledok u pacientov trpiacich AIDS,
ak interval od infekcie je kratSi ako 4 — 6 tyzdnov, €o je doba kym dojde k rozvoju

DTH, alebo v pripade nespravnej administracie a d’alSie. FaloSne pozitivny vysledok sa
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mdze vyskytnut ako odpoved’ na BCG vakcinu alebo po expozicii netuberkul6znych
mykobaktérii. PresnejSie stanovenie poskytuje test pre INF-y, ktory sa stanovuje
vo vzorke krvi. Analyza genomu M. tuberculosis viedla k objaveniu useku tzv. RDI
oblasti (region of difference 1, rozdielna oblast’ 1), ktord u M. bovis BCG chyba.
RD1 oblast’ kdduje gény pre antigény ESAT-6 (early secreted antigenic target of 6 kDa,
sekre¢ny antigén s hmotnostou 6 kilodaltonov) a CFP-10 (culture filtrate protein-10,
filtratovy protein s hmotnostou 10 kilodaltonov). Uvedené antigény stimuluju
produkciu INF-y T lymfocytmi. Tato imunodiagnostickd metéda TBC detekuje
uvolniovanie INF-y a eliminuje falo$ne pozitivnu reakciu na BCG vakcinu. Tento test
vSak nie je schopny rozlisit, ¢i ide o latentnti fazu, aktivnu fazu alebo reinfekciu [25,

27, 28].

3.1.3.2 Liecba tuberkulozy

Lietba TBC je zdihavy proces a vyzaduje kombiniciu viacerych
antituberkulotik. Standardna lie¢ba aktivnej TBC trva 6 mesiacov. Zakladom je
Stvorkombindcia lieCiv: izoniazid, rifampicin, pyrazinamid a etambutol. Tuto
kombindciu lieiv uziva pacient dva mesiace a potom pokracuje Styri mesiace
s dvojkombinaciou izoniazid a rifampicin. Ako prevenciu neuropatii pri liecbe
izoniazidom sa odporuca pacientom uzivat pyridoxin. Uvedené latky patria
do tzv. prvej linie antituberkulotik. Problémom v terapii TBC je vSak Castd rezistencia
na zdkladn liecbu izoniazidom a rifampicinom, ktord sa oznaCuje ako
multiliekovo-rezistentnd TBC. Podl’a citlivosti sa podavaju d’alSie antibiotikd z druhe;j
linie ako etionamid, protionamid alebo fluorochinolony. Za extenzivne rezistentni TBC
sa povazuje rezistencia na izoniazid a rifampicin, priCom mykobaktérie st navySe
rezistentné na minimalne jeden fluorochinolén a jedno injekéne podané lie¢ivo z druhe;j
linie antituberkulotik. V terapii latentnej TBC sa uplatituje predovSetkym monoterapia

1 x denne izoniazidom po dobu 6 alebo 9 mesiacov [23, 24].

3.1.4 Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin

Ziva kultira tzv. bacil Calmettov a Guérinov sa pouziva ako lyofilizovany
pripravok na vyrobu vakciny proti TBC. Imunostimula¢né G¢inky BCG vakciny sa tieZ
vyuzivaju aj v terapii karcindmu mocového mechtira a kozného melanomu. BCG
vakcina sa vo svete pouZiva uz skoro 100 rokov, avSak s réznymi vysledkami v ochrane

proti TBC. Najvicsiu tcinnost’ poskytuje intradermalne podand BCG vakcina v detstve
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a v ochrane pred diseminovanou TBC, ale u dospelej populacie je jej obranny ucinok
voci pltcnej TBC casto variabilny. Variabilnd ucinnost BCG vakciny je spdsobena
viacerymi faktormi. Jednak genetickou a fenotypovou odlisSnostou jednotlivych
ockovacich kmenov BCG vakciny, genetickou réznorodostou v populéaciach a tiez
expoziciou rdznych environmentalnych mykobaktérii. DalSou pri¢inou neuspesnosti
vakciny moze byt zvysend aktivacia produkcie IL-10 CD4+ CD25+ regulacnymi
T lymfocytmi, ktoré inhibuji uc¢inok INF-y. Preto jednou z moznych stratégii
vylepSenia BCG vakciny méze byt ovplyvnenie regulacnych T lymfocytov [29, 30,
31, 32].

3.1.4.1 Vyvoj vakciny

Vyvoj vakcina¢ného kmena proti TBC predstavoval vyznamny medznik
v histérii. Na zaciatku 20. storofia ako prvy izoloval Nocard z kravy trpiacej
tuberkuléznou mastitidou kmen M. bovis. Albert Calmette a Camille Guérin, ktori
pracovali na Pasteurovom institite v Lille, sa zaoberali kultivaciou tohto kmena.
Odroku 1908 pasazovali kmenn M. bovis izolovany Nocardom pravidelne
v 3-tyzdiiovych intervaloch na pddach s glycerinom, zemiakmi a hovéddzou ZIcou. Ich
cielom bolo opakovanym pasazovanim znizit’ jeho virulentnost a takto vyvinut’ vakcinu
proti TBC. To sa im nakoniec podarilo v roku 1919 po 230. pasaZzach. Nova vakcina
bola pomenovana podla svojich objavitel'och ,,BCG*. Po prvy krat bola podana ¢loveku
v roku 1921 peroralnou cestou a odvtedy bolo BCG vakcinou imunizovanych viac ako
3 biliony l'udi v nayjmenej 180 krajinach [33, 34, 35].

Dnes je k dispozicii viacero kmenov BCG vakciny, napr. Pasteur, Japan, Glaxo,
Moreau, Danish a d’alSie. Jednotlivé pouZivané subkmene sa liSia imunologicky,
morfologicky a aj biochemicky, v zdvislosti na réznych laboratériach, kde boli
produkované. Pocas atenudcie virulentného kmena M. bovis dochadzalo k r6znym
genetickym zmenam, napr. inzercii, k delécii, tandemovej duplikacii roznych oblasti
genému zodpovednych za virulenciu tuberkuldézneho bacila. Jednou z hlavnych pric¢in
straty virulencie M. bovis je delécia RD1 oblasti genému, ktord je spolo¢na pre vsetky
dcérske subkmene BCG. Dalsou odlisnostou jednotlivych BCG subkmefiov je
rezistencia na antituberkulotikd. Jednym z prikladov je bodova muticia mma3 génu,

ktora je zodpovedna za rezistenciu na izoniazid [35].
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3.1.4.2 Aplikacia vakciny

Aplikacia BCG vakciny vedie k aktivacii antigén prezentujicich buniek, ktoré
rozpoznali PAMPs prostrednictvom PRRs, ako napr. TLR-2, TLR-4. Tie potom
aktivuju signalnu kaskadu a privolaju d’alSie imunokompetentné bunky na miesto
infekcie. Aktivacia tejto signalnej kaskady vedie k expresii adhéznych molekul,
kostimula¢nych molekul a tiez MHC-II. MHC-II molekuly interaguju s receptorom
CD4+ T lymfocytov. Tieto udalosti vedu k produkcii réznych chemokinov a cytokinov
regulujucich rozvoj imunitnej odpovede. Hlavnymi cytokinmi stimulovanymi BCG
vakcinou st INF-y, TNF-a a IL-2 produkovanych CD4+ T lymfocytmi. VacSina INF-y
produkujucich T lymfocytov ma fenotyp centralnych pamitovych buniek [30, 36].

Ro6zna miera protekcie BCG vakciny sa lisi aj podla spdsobu aplikacie. P6vodna
cesta podania BCG bola peroralna. Neskor sa preslo na kutdnnu formu aplikécie pre
rychlejsi nastup DTH, ktory je podstatou diagnostického TST testu na tuberkulin [32].

Vakcina sa v sucasnosti aplikuje v pozadovanej davke intradermalne do lavej
paze. Normdlnou reakciou v mieste vpichu je tvorba malej ulceracie, alebo abscesu
do 10 mm 6 — 8 tyzdiov po ofkovani. MdzZe sa tiez vyskytnit mierne zvidcSenie
lymfatickych uzlin v okoli podania vakciny (napr. v axile, na krku). Zial’, v niektorych
pripadoch, zvlast u deti s poruchami imunity, méze dojst k vaznym neziaducim
ucinkom (napr. k tvorbe granulémov, keloidnych jaziev, BCG meningitidy a dokonca aj
k diseminovanej infekcii). Preto nesmie byt podand pacientom s AIDS [24, 37].

Dnes sa dostdva do popredia moznost’ intranazalnej cesty podania, ktora
predstavuje perspektivu lepSej protekcie voci TBC. Princip lepSieho uc€inku spociva
vo vysSej tvorbe CD4+ a CD8+ T lymfocytov v plicnom parenchyme. Nevyhodou je
vznik imunopatologického neziaduceho ucinku v plucach. Tento problém by sa vSak
mohol v buducnosti vyrieSit' elimindciou niektorych d’alSich faktorov virulencie
mykobakteridlnej bunkovej steny, ktoré sa podiel'aji na zdpalovom procese [32, 38].

Celodné povinné oc¢kovanie novorodencov proti TBC sa v Ceskoslovensku
zahdjilo v roku 1953. S vynimkou v rokoch 1986 — 1993, kedy bolo povinné ockovanie
v troch krajoch v Ceskej republike dodasne prerusené, sa o¢kovalo az do roku 2010.
Z dévodu znizujucej sa incidencie TBC bolo nakoniec v Ceskej republike povinné
ockovanie novorodencov vyhlaskou ¢. 299/2010 Sb. zruSené¢ od 1.11.2010. Na
Slovensku bolo plosné ockovanie proti TBC zrusené podl'a vyhlasky ¢. 544/2011 Z. z.
od 1.1.2012. Odvtedy sa ockuju len rizikové skupiny novorodencov [37, 39, 40].
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3.2 B lymfocyty

B lymfocyty su bunky imunitného systému, ktoré predstavuju zlozku adaptivne;j
humorélnej imunity. Ich pomenovanie ,B“ je odvodené od Fabriciovej burzy,
lymfatického orgédnu u vtakov, v ktorom boli povodne objavené. LCudské a mysSie
B lymfocyty vznikaju primarne v kostnej dreni a fetalnej peceni, kde zaroven dochadza
aj k preskupovaniu génovych segmentov pre l'ahky a tazky retazec povrchového
imunoglobulinu pre BCR (B cell receptor, B bunkovy receptor) za vzniku pro-
a pre-B lymfocytu. B lymfocyty, ktoré uspesne dokoncili rekombinaciu génovych
segmentov opust'aju kostnu dren a definitivne dozrievaju v sekundarnych lymfatickych
organoch. Nasledne mozu byt aktivované rozpoznanim antigénu pomocou svojho BCR
receptoru. PocCas procesu dozrievania su odstranené tie B lymfocyty, ktorych BCR
receptor je autoreaktivny. Zial’, naru$enie rovnovahy medzi aktivaénymi a inhibi¢nymi
signalmi, ktoré reguluju B lymfocyty, moze viest’ k autoimunitam [41, 42, 43].

Ich funkcia bola odddvna prisudzovand produkcii Specifickych protilatok
plazmatickymi bunkami a tvorbe pamétovych buniek voéi Specifickym antigénom.
Dnes sa ukazuje, Zze schopnostou prezentovat’ antigén a naslednou aktivaciou
T lymfocytov, produkciou cytokinov a kostimulaénych molektl, ovplyviiovanim
mikrobidlnych infekcii a zapalovych reakcii a tiez regula¢nou funkciou cez IL-10 sa
uplatiiujii v humoralnej a aj bunkami sprostredkovanej imunite [41, 44].

B lymfocyty predstavujii rozmanitii skupinu. Subpopulécie sa liSia vo svojom
vyvojovom Stadiu, fenotype, lokalizacii a aj funkcii. Podl'a produkcie cytokinov ich
mozno rozdelit’ na Be (effector B cells, efektorové B lymfocyty) a Breg (regulatory
B cells, regulacné B lymfocyty). Breg sa vyznacuji produkciou IL-10, TGFpB-1
(transforming growth factor beta 1, transformujici rastovy faktor beta 1). Be je mozno
rozli$it na subpopulacie Bel a Be2. Bel po stimulacii Thl lymfocytmi produkujua
INF-y, IL-12 a TNF-a. Naopak Be2 reaguji na stimuldciu Th2 lymfocytmi produkciou
IL-2, IL-4, TNF-a a IL-6. B lymfocyty vSak moZu aj negativne regulovat’ obranné
mechanizmy, vzh'adom k nadmernej produkcii IL-10 alebo IL-35 [41, 45, 46].

U mysi boli charakterizované tri hlavné populacie B2, Bl a B lymfocyty
marginalnej zony. B2 alebo tiez zndme ako konvenéné, ¢i folikularne lymfocyty sa
nachadzaji hlavne v slezine a lymfatickych uzlinach. Pre svoju aktivaciu vyzaduju
kooperaciu s T lymfocytmi a nasledne produkuja vysoko afinitné protilatky, prevazne

Ig (immunoglobulin, imunoglubulin) triedy G. St zodpovedné za tvorbu adaptivnej
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imunity. B2 lymfocyty sa tvoria z prekurzorovych buniek priebezne pocas Zivota [41,
44, 47].

Na rozdiel od konvenénych B2 sa Bl lymfocyty sa vyznacuju
samoobnovovacou funkciou. Nachadzaji sa v pleuralnych a peritonealnych dutinach.
B lymfocyty marginalnej zéony u mysi vznikli z rovnakej prekurzorovej bunky ako
konvencné B2 lymfocyty. Nachédzaji sa hlavne v slezine a spolu s Bl lymfocytmi
tvoria tzv. prirodzené protilatky najcastejSie triedy IgM nezavisle na T lymfocytoch.
Aj vd’aka tymto regulaénym funkciam sa B1 a B lymfocyty margindlnej zony uplatituja
aj vo vrodenej imunitnej odpovedi [41, 43, 47].

Na B lymfocytoch sa nachédzaju r6zne povrchové molekuly. Charakteristicka je
expresia napr. CD19, CD20, CD21, CD22, CD23, CD24, CD40, CD72, ¢i CD79a. a p.
Podl'a fenotypu méZeme B1 lymfocyty rozliSit' na zaklade povrchovej molekuly CD5
ato na Bla (CD5+) alebo B1b (CD5-). B2 lymfocyty mo6zeme odlisit’ od B1 na zaklade
expresie viacerych povrchovych molekal vratane CD5 a CDI11b. Bla lymfocyty su
pozitivne na oba menované znaky (CD19+CD5+CD11b+). Blb lymfocyty zdielaju
fenotyp s Bla az na molekulu CD5 (CD19+CD5-CD11b+) a B2 su negativne ako
na molekulu CD5, tak aj na CD11b (CD19+CD5-CD11b-) [41, 48, 49].

3.2.1 Uloha B lymfocytov po infekcii intracelulirnym patogénom

Hlavna tloha v obrane voci intraceluldrnym baktériam bola pripisovana najmi
makrofdgom, ktoré prostrednictvom IL-12 stimulovali Thl lymfocyty produkujuce
cytokiny INF-y a TNF-a. Pribudajuce vyskumy vSak dokazujt, Ze aj B lymfocyty sa
zuCastiiuji  reguldcie imunitnej odpovede voci intracelularnym patogénom ako
napr. Francisella tularensis, Brucella abortus alebo Salmonella sp. [50, 51, 52, 53].

B lymfocyty sa uplatiujii jednak produkciou protilatok, ktoré su v priamej
interkcii s baktériou. Nasledne prostrednictvom ich vizby cez Fc receptor hostitel'skej
bunky podporia moduladciu imunitnych procesov a tak navodia tvorbu dlhotrvajicej
imunity. Druhy spOsob je protilaitkovo nezavisld cesta zaloZzena bud’ na priamom
kontakte bunka-bunka a to prostrednictvom expresie povrchovych receptorov alebo
na produkcii cytokinov. B lymfocyty su schopné prostrednictvom svojho BCR
receptoru rozpoznat’ a naviazat’ patogén, ktory nasledne mézu prezentovat’ CD4+ ako aj
CD8+ T lymfocytom. Taktiez st schopné ovplyvnit’ rozvoj pamédtovych T lymfocytov.

NavySe Bl a B lymfocyty margindlnej zony sa uplatiiuji tieZ vo vrodenej imunitnej
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odpovedi a tak tvoria akysi mostik medzi adaptivhou a vrodenou imunitou

(Obrazok &. 5) [54].

& Makrofag
p Fcreceptor

' w=f Komplementovy receptor
=/ Protilatka

___________________________ / I‘
- ‘§:—' \7 = A fuberculosis
|

Imunemeduliciavplyv i
o na zipalowi odpoved ; @ Antigén
. ?, J @ Komplement
S e, T o @ © Lymfocyty
Crtokiny

Obrazok ¢. 5: Schéma patogenézy tuberkulézy a ochranny vplyv B lymfocytov.

Prevzaté z [55] a upravené.

Vysvetlivky: A: Plucna alveola — Uloha Ab (antibodies, protilatky) v infekcii
M. tuberculosis  prostrednictvom opsonizacie, aktivicie komplementu a FcR
sprostredkovana fagocyt6za. Ab mdézu ovplyvnit’ obranny proces v pociatocnych fdzach
infekcie, kedy je v dosledku zépalu zvySend permeabilita séra a moZzny presun Ab
a komplementu. B: B lymfocyty sa nachddzaji v germinalnom centre lymfatickych
organov a svoje funkcie uplatituji prostrednictvom prezentacie antigénu T lymfocytom,
produkciou cytokinov, ktoré¢ mézu ovplyvnit’ imunitni odpoved’, produkciou Ab, ktoré
moézu modulovat’ adaptivnhu aj vrodenti imunitu. C: Vplyv B lymfocytov a Ab
na zapalovy proces, FcR sprostredkovana fagocytdza a usmrtenie M. tuberculosis. Ab
mozu ovplyvnit’ formovanie granulomu prostrednictvom pre- a pro-zapalovych efektov.

V pritomnosti Ab mo6Ze byt zniZzena disemindcia a lep$ia lokalna kontrola infekcie.
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3.2.2 Uloha B lymfocytov po infekcii intracelularnou baktériou

Mpycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin

M. bovis BCG je kmen odvodeny od virulentného kmena M. bovis, ktory sa
v sucasnosti pouziva ako jedind dostupna vakcina proti TBC. Na zaklade doterajSich
poznatkov bola imunitna odpoved’ vo¢i mykobakteridlnym antigénom sprostredkovana
predovsetkym prostrednictvom T lymfocytov a aktivovanych makrofagov. O funkcii
B lymfocytov a tvorbe protilatok sa myslelo, Ze zohrdva minoritnu tlohu. Dnes sa
hromadia informacie, Ze BCG imunizacia vyvolava nielen bunkova odpoved’, ale aj
humoralnu imunitnu odpoved’ [16, 34, 56, 57].

V studii Kozakiewicz et al. (2013) sa zaujimali o spdsob akym B lymfocyty
regulujil imunitn odpoved’ po infekcii baktériou M. tuberculosis a po BCG vakcindcii.
U infikovanych mysi, ktoré mali deficit B lymfocytov bola zna¢ne zvySena zapalova
reakcia s vyraznou infiltrdciou neutrofilov, ktoré sa medzi prvymi bunkami uplatiiuju
v tvorbe granulomu. Dospeli k zaveru, ze B lymfocyty st schopné prostrednictvom
IL-17 ovplyviiovat’ neutrofily a obranu voci infekcii M. tuberculosis a tiez po BCG
vakcindcii. ZvySené mnozstvo neutrofilov viedlo k neziaducim uc¢inkom BCG vakciny
spOsobenymi nadmernou stimuldciou Thl cesty imunitnej odpovede. Reguléciou
neutrofilov prostrednictvom IL-17 mo6zu B lymfocyty pozitivne ovplyviiovat vznik
imunity po BCG vakcinacii [58].

Brown et al. (2003) vo svojej Studii prezentovali, Ze mykobakteridlny fragment
lipoarabinoman vyrazne stimuluje protilatkovi odpoved indukovanii BCG vakcinou,
nakol’ko $pecifické protilatky proti lipoarabinomananu boli vyrazne zvysené po BCG
vakcinacii. Tim da Silva et al. (2013) sledovali imunitni odpoved’ po opakovanej
imunizacii my$i s M. bovis BCG. Vo svojej §tudii zaznamenali signifikantny narast
humoralnej odpovede. M. bovis BCG opsonizovana Specifickymi protilatkami sa viaze
na Fc receptor efektorovych buniek, ktoré ho internalizuji. Ukazalo sa, Ze opsonizacia
BCG protilatkami vyrazne ul'ahcuje a urychluje fagocytéozu a naslednt lyzu bunky.
Takisto produkcia oxidu dusnatého, ktory sa uplatiiuje v elimindcii patogénov, bola
zvySend u protilatkami opsonizovanych mykobaktérii. Tieto vysledky dokazuju, Ze
BCG imunizécia vedie nielen k bunkovej imunite, ale aj k tvorbe humoralnej odpovede
prostrednictvom produkcie Sirokého spektra protilatok [57, 59].

Sebina et al. (2012) vo svojej Stadii sledovali vznik a frekvenciu
mykobakteridlne Specifickych pamitovych B lymfocytov vo¢i réznym antigénom
(napr. PPD, Ag85A, Ag85B, ESAT-6 a CFP-10) u zdravych l'udi o¢kovanych BCG
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vakcinou a u neockovanych l'udi. Zistili, Ze frekvencia Specifickych pamétovych
B lymfocytov voc¢i PPD bola signifikantne vysSia u ockovanych ako u neockovanych.
Tieto vysledky naznacuju, Ze B lymfocyty sa uplatitujii v imunitnej odpovedi vo¢i BCG
vakcinacii indukciou dlhotrvajucej odpovede sprostredkovanej tymito Specifickymi
pamétovymi bunkami [60].

Russo et al. (2010) sa zaoberali konkrétnym subtypom lymfocytov BI.
B1 lymfocyty sa odliSujd od konvenénych Ilymfocytov nielen ontogeneticky,
fenotypicky, morfologicky, ale aj funk¢ne. Preukdzalo sa, ze B1 lymfocyty sa uplatiiuju
v obrannej reakcii vo¢i M. bovis BCG viac ako sa myslelo. B1 lymfocyty sa dokézu
presunut’ z oblasti peritonea do pluc, kde tvaruju histopatologické znaky granulému
indukovaného M. bovis BCG u mysi. TaktiezZ st schopné regulovat’ poCet makrofagov
a Th lymfocytov a inhibovat’ produkciu MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1,

monocytarny chemoatraktantny protein 1) v plicach infikovanych BCG [61].

3.2.3 Receptory B lymfocytov

Na povrchu B lymfocytov sa nachadza velké mnozstvo receptorovych molekul,
ktoré sa odliSuju Struktirne a funkéne, napr. BCR receptor, FcR (receptor pre Fc oblast’

protilatok), CR (complement receptor, komplementovy receptory) a d’alSie [50].
e BCRreceptor

KTlucovua tlohu pri aktivacii B lymfocytu zohrava vézba Specifického antigénu
na jeho BCR receptor, po ktorej nasleduje inicidcia signaliza¢nej kaskady veducej
k spracovavaniu antigénu a jeho naslednej prezentacie T lymfocytom. Zrely B lymfocyt
moze exprimovat’ BCR receptor vigsinou dvoch izotypov — IgM alebo IgD. Struktiira
membranového imunoglobulinu je tvorend z dvoch tazkych a dvoch l'ahkych retazcov.
V pripade IgM je taZzky retazec zloZeny z piatich imunoglobulinovych domén
av pripade IgD obsahuje tazky retazec Styri imunoglobulinové domény. V oboch
pripadoch je tazky retazec zakonceny kratkou intracelularnou doménou zloZenou
ztroch aminokyselin — arginin, lyzin a valin. Membranovy imunoglobulin sa
nevyznacuje signalizatnou funkciou, ale je nekovalentne spojeny s heterodimérom
Igo/IgB. Oba retazce heterodiméru su spojené disulfidickou védzbou a skladaju sa z 3
domén: extracelularnej, transmembranovej a cytoplazmatickej (Obrazok ¢. 6).

Cytoplazmaticka Cast’ obsahuje tzv. ITAMs (immunoreceptor tyrosine-based activation
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motifs, imunoreceptorové aktivaéné motivy zalozené na tyrozine) a je dolezitd pre
rozvoj signalnej kaskady v bunke [62, 63].

Vizbové miesto pre antigén

Variabilna

oblast’

Disulfidovy mostik
Lahky ret’azec

Konstantna

oblast’ s

Tazky ret’azec
Plazmatickd membrana
B lymfocytu

Imunoglobulin Imunoglobulin o

Signilna transdukéna oblast’

Obrazok €. 6: Schéma BCR receptoru. Prevzaté z [64] a upravené.

. FcR receptor

FcR st povrchové molekuly, ktoré sa nachadzaji na réznych bunkach
imunitného systému vratane B lymfocytov a makrofdgov. Ich tlohou je S$pecificka
vézba roznych izotypov protilatok prostrednictvom Fc oblasti daného imunoglobulinu.
Tymto sposobom ul'ah¢uju fagocytdzu a endocytdézu opsonizovanych cCastic, uplatiiuja
sa v protilatkovo zavislej bunkovej cytotoxicite a tiez v aktivacii degranulacie
mastocytov. Protilatky sa vyskytuja v piatich réznych triedach (IgA, IgD, IgE, IgG
a IgM), ktoré¢ sa liSia v Struktire, lokalizécii a funkcii. Najviac charakterizované su FcR
receptory pre protilatky IgG, IgA, a IgE. Kazdy sa skladd z jedinecného a-retazca,
prostrednictvom ktorého viaze ligand. Cez transmembrénovu oblast’ je a-ret'azec Casto
spojeny s dimérom y-retazca, ktory ma signalnu funkciu. Aktiva¢né a inhibi¢né funkcie
FcR receptorov su regulované prostrednictvom ITAMs a ITIMs (immunoreceptor
tyrosine-based inhibition motifs, imunoreceptorové inhibicné motivy zalozené na
tyrozine). Tieto Struktiry sa nachadzaju na cytoplazmatickej oblasti y-ret'azca, pripadne
a-retazca [50, 65, 66].

Pre IgG boli popisané Styri hlavné typy receptorov: FcyRI, FcyRII, FeyRIII
a FcyRIV, ktoré sa liSia v afinite k Styrom izotypom IgG. Pre IgE je charakterizovany
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vysokoafinitny receptor FceRI, pre IgA je to FcaR1, IgM sa viaze na FcuR a nakoniec
je popisany spolo¢ny receptor pre IgM a IgA a to FcapR [66].

e Komplementové receptory

Ulohou komplementovych receptorov je vizba Stiepnych fragmentov
komplementu. V zavislosti od konkrétneho typu receptoru plnia viacero funkcii
(napr. ul'ah¢uji  fagocytdézu  opsonizovanych  Castic, pomdhaji  eliminovat’
imunokomplexy, patogény a dalSie). Podla fragmetu C3 a jeho degradacnych
produktov ich mézeme rozdelit’ na 5 skupin [50, 67].

CR1 (CD35) je receptor s afinitou k C3b, iC3b, C4b a tiez C1q. Nachadza sa na
erytrocytoch, polymorfonuklearnych bunkach, T lymfocytoch a tiez na B lymfocytoch.
Na B lymfocytoch ulahéuje pripojenie opsonizovaného antigénu k CR2 (CD21)
prostrednictvom premeny C3b na iC3b [67].

Komlementovy receptor CR2 (CD21) sa uplatiiuje v aktivacii B lymfocytov
prostrednictvom vézby antigénu opsonizovaného fragmentom C3. Okrem B lymfocytov
sa nachadza na folikularnych dendritickych bunkach [50, 67].

CR3 (CD11b/CD18) a CR4 (CD11c/CD18) receptory patria medzi 2 integriny,
ktoré sa vyznacuji podobnou Struktirou. T4 je tvorend z dvoch retazcov — jedine¢ného
a-retazca a spolo¢ného P-retazca. Viazu degradacny fragment iC3b. Ich funkcia
spoc¢iva najmi vo fagocytdze opsonizovanych castic a podpore adhézie [50, 67].

Piatym typom receptoru pre aktivacné¢ C3 fragmenty je CRIg (complement
receptor of the immunoglobulin superfamily, komplementovy receptor pre
imunoglobulinovli nadrodinu), ktory sa vSak nachddza len na Kupfferovych

bunkach [68].
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3.3 Prietokova cytometria

FC (flow cytometry, prietokova cytometria) je modernd a rychlo sa rozvijajica
metdda pouzivana v klinickej aj vyskumnej oblasti. Sluzi ako na kvalitativnu tak aj
na kvantitativnu analyzu Castic (v naSom pripade buniek) v suspenzii. Meranie prebicha
v prude kvapaliny, ktorym prechadza laserovy lu¢. Zo sledovanej populacie ziskavame
parametre zahriiujuce informdacie o velkosti, granularite a fluorescencii jednotlivych
buniek. Vyhodou FC je analyza vel’kého mnozstva buniek (tisice az milidny)
v heterogénnej populédcii za velmi kratky cas, pricom dokaze detekovat viacero
parametrov na jednotlivych bunkach stcasne. Niektoré typy prietokovych cytometrov
dokazu tiez na zéklade ziskanych parametrov triedit bunky. Jedna sa o FACS
(fluorescence-activated cell sorter, fluorescencne aktivovany bunkovy triedi¢), ktory
oddeTl'uje jednotlivé fluorescencne oznacené bunky [69, 70, 71, 72].

Prietokovy cytometer sa sklada z 3 hlavnych systémov (Obrazok €. 7):

e fluidny systém,

e opticky systém,

e clektronika [72].

FLUIDNY SYSTEM  OPTICKY SYSTEM  fluorescenéné kandly
!

by ELEKIRU\"]I{A

o zrkadlo Q

filter

FS detelktor

Obrazok €. 7: Schéma prietokového cytometra. Prevzaté z [73] a upravené.

Vysvetlivky: FS: forward scatter, priamy rozptyl svetla, SS: side scatter, bocny rozptyl

svetla.
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3.3.1 Fluidny systém

Fluidika zabezpecuje transport buniek zo suspenzie k zdroju svetla.
Po vstrieknuti vzorky do prietokovej kyvety st bunky ndhodne rozptylené v priestore.
Aby sme mohli analyzovat kazda bunku samostatne, je potrebné, aby bunky
prechéadzali laserovym li¢om v jednom rade za sebou. Princip spociva v rozdiele tlakov
posobiacich na vstrieknutii suspenziu a nosnu tekutinu (,,sheath fluid“) v kyvete.
Na skiimanu suspenziu pdsobi iny tlak ako na tekutinu v plasti a tvori tzv. centralne
jadro tohto koaxialneho toku. Laminarny tok nosnej tekutiny zaroven zabezpeci prechod
prave jednej bunky cez svetelny lu¢ a tak minimalizuje zhlukovanie buniek. Tento dej

sa nazyva hydrodynamicka fokusacia [70, 71, 72].

3.3.2 Opticky systém

Opticky systém zahfiia excitacnu a zbernu optiku. Excita¢na optika pozostava
zo zdroja svetla a SoSoviek, ktoré usmerniuju smer lGca. Interakcia svetelného luca
s bunkou vedie k odrazu a k rozptyleniu ziarenia, ktoré zavisi na vlastnostiach bunky.
Vysledkom su dva optické parametre — SS (side scatter, bo¢ny rozptyl svetla) a FS
(forward scatter, priamy rozptyl svetla). FS je rozptyl svetla v smere dopadajiceho luca,
ktory poskytuje informacie o velkosti buniek a SS je rozptyl kolmy, t.j.90°
a sprostredkuje informécie o vnutornej Strukture (granularite). V pripade ak castica
nesie fluorescencnu znacku dochadza stcasne k emisii fluorescenéného Ziarenia
s uréitou vlnovou dizkou, ktoré sa detekuje v rovnakom uhle ako SS [74, 75].

Ako zdroj svetla sa vicSinou pouziva laser, ktory zabezpeci uzky luc
intenzivneho svetla. Vol'ba vhodného laseru zavisi na type pouzitého fluorochrému.
Dnes je najCastejSim zdrojom monochromatického Ziarenia argénovy laser, ktory
zvy&ajne emituje svetlo s vinovou dizkou 488 nm. Dalej sa pouZivaju hélium-nednové
lasery (633 nm), alebo pevné lasery, napr. Cerveny diddovy laser (635 nm) [70, 72, 76].

Vzniknuté fluorescencné a odrazené ziarenia s spracovavané zbernou optikou
zlozenou zo $osoviek, zrkadiel a filtrov. SoSovky zbieraji a usmeriiuju emitované svetlo
vzniknuté interakciou laser-bunka. Systém zrkadiel a filtrov d’alej triedi svetlo podla

prislusnej vinovej dizky na jednotlivé detektory [75].
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3.3.3 Elektronicky systém

Poslednym komponentom prietokového cytometra je elektronika. Svetelné
signdly dopadajice na fotodetektory su prevedené pomocou fotodidd alebo
fotonasobicov z fotébnov najskor na elektrické impulzy a potom na napétie. Fotodiody sa
z dovodu nizsej citlivosti pouzivaji na detekciu silnejSieho signalu FS a fotonéasobice
detekujii menej intenzivne signaly SS a fluorescencie. Nasledne je analdogovy signél
prevedeny pomocou analdégovo-digitadlneho prevodnika na digitalny, ktory umozni

grafické zobrazenie pomocou pocitatového softvéru [75, 77].

3.3.4 Flurescencia

Tento jav predstavuje proces absorpcie svetla uritej vinovej dizky, ktora
sposobi prechod elektronu do excitovaného stavu. Excitovany elektron okamzite
prechadza naspét’ do zakladného stavu za su¢asnej emisie svetla s inou vlnovou dizkou

(obvykle dlhsou) (Obréazok ¢. 8) [78, 79].

EXCitOVRn}” stav

()

Excitacia

(e) j

Emisia (e)

e \/ ............... Zﬁkladn"r stav
Svetlo
Fluorochrom

Obrazok €. 8: Schéma principu fluorescencie. Prevzaté z [80] a upravené.

Len malda cast bunkovych Struktar je schopnd autofluorescencie
(napr. nukleotidy bohaté na pyridin a flavin). Z tohto dovodu sa vyuZiva znacenie
pomocou tzv. fluorochromu, ktory po absorpcii svetelnej energie dokdze emitovat
fluorescencné ziarenie. Fluorochrémy maji v praxi Siroké uplatnenie. Umoziluja
identifikaciu réznych pdévodne ,neviditelnych® buniek, receptorov, antigénov a tiez
meranie membranového potencialu, pH, meranie apoptozy, enzymovej aktivity obsahu

nukleovych kyselin a d’alSie [72, 79].

32



Zakladnymi charakteristikami kazdého fluorochrému je jeho absorpcné a emisné
spektrum. Rozdiel vlnovych dizok maxim absorpéného a emisného spektra sa nazyva
Stokesov posun, ktory uréuje kvalitu fluorochromu. Cim je Skokesov posun vyssi, tym
jednoduchsia je separacia excitovaného a emitovaného ziarenia. Vyhodou prietokove;j
cytometrie je moznost’ sucasne pouzit’ a detekovat’ viacero fluorochrémov. Limitaciou
vSak je, ze pokial’ maju dva fluorochrémy rovnaké emisné spektrum moéze dojst’ k ich
prekryvu a tak k znemoZneniu analyzy. Na odstranenie prekryvu sa pouziva metoda
kompenzacie. Pri tomto zlozitom matematickom procese sa zo signalu fluorochromu
odpocita percento tvoriace presvit iného fluorochromu [71, 78, 79].

Fluorochromy pouzivané vo FC mézeme rozdelit’ do viacerych skupin:

e  Fluorochromy viazané kovalentne

Fluorochrémy sa kovalentnou vdzbou najcastejSie viazu na protilatky, ale mézu
sa viazat’ aj na iné Struktury, napr. hormoény, avidin, ¢i streptavidin. RozliSujeme priame
a nepriame farbenie. Vyhodou priameho farbenia je rychlost’ a jednoduchost’, avSak nie
vSetky primarne protilatky su dostupné uz priamo s naviazanym fluorochrémom.
Pri nepriamom farbeni sa na primarnu neoznaceni protilatku viaze sekundarna
protilaitka oznacend. Do tejto skupiny patri aj oznaenie primarnej biotynylovanej
protilatky streptavidinom [78, 79, 81].

Medzi najpouzivanejSie fluorochrémy patria — FITC (fluorescein isothiocyanate,
fluoresceinizotiokyanat), PE (phycoerythrin, fykoerytrin) a APC (allophycocyanin,
alofykokyanin). FITC je vel'mi vhodny na samostatné znacenie, avSak z dovodu emisie
Ziarenia pri vysSich vlnovych dizkach nie je vhodny na multi-farbenie. Jeho emisné
spektrum sa prekryva s PE. Nevyhodou je tiez jeho citlivost’ na pH a svetlo. APC a PE
patria medzi fotosyntetické farbiva nazvané fykobiliproteiny s dobrou absorpciou svetla
a vysokou intenzitou fluorescencie. Medzi ich hlavné nevyhody patri vysSia molekulova
hmotnost’, ktord spdsobuje stereometrické zmeny po konjugicii s protilatkami.
Pre excitaciu FITC a PE je mozné pouzit' argéonovy laser. APC vyzaduje z dovodu
vysSieho absorpcného maxima hélium-neénovy laser [72, 79, 82].

Vel'mi vyuzivané st tandemové fluorochromy zlozené z dvoch naviazanych
fluorochromov. Aktivacia primarneho fluorochromu vedie k excitdcii sekundarneho.
Tento proces sa oznacuje ako FRET (fluorescence resonance energy transfer, prenos
fluorescen¢nej rezonancnej energie). Pouzitie tandemovych fluorochrémov umoziuje

aplikdciu vacsiecho mnozstva farieb sucasne. NajCastejSie sa ako tandemovy
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fluorochrom pouziva PE a APC s roznymi kyaninovymi farbami, napr. PE-Cy5
(phycoerythrin-cyanine 5, fykoerytrin-kyanin 5) a APC-Cy7 (allophycocyanin-cyanin 7,
alofykokyanin-kyanin 7). Umoznuju zvysit' Stokesov posun a tak poskytnii moznost

pouzitia viacerych fluorochrémov [71, 83, 84].

¢  Fluorochrémy viazané na bunkové Struktary

Medzi fluorochromy, ktoré sa viazu na bunkové Struktary patria napr. PI
(propidium iodide, propidium jodid), EtBr (ethidium bromide, etidium bromid) a DAPI
(4',6-diamidino-2-phenylindole, 4',6-diamidino-2-fenylindol). PouZzivaju sa na farbenie
nukleovych kyselin. Mechanizmus PI a EtBr spoCiva v interkalacii medzi bazy
nukleovych kyselin. DAPI sa viaze na DNA (deoxyribonucleic acid, deoxyribonukleova
kyselina) v oblasti adenin-tymin. PI sa tiez vyuziva ako indikator mftvych buniek pri
merani zivotnosti prietokovou cytometriou. Mftve bunky su permeabilné pre PI, ktory
sa nasledne naviaze na nukleové kyseliny, priCom membrdna Zivych buniek pre PI
permeabilnd nie je. PI emituje Cervené svetlo, EtBr Zlto-oranzové a DAPI modré svetlo

[79, 85, 86, 87].

¢ Fluorescenéné proteiny

Fluorescencné proteiny st Specialne geneticky zakodované znacky, ktoré
umoziuji vizualizaciu procesov a Struktir v zZivych bunkach a organizmoch. Tato
skupina zahffia Siroké spektrum zastupcov. Hlavnym predstavitelom je GFP (green
fluorescent protein, zeleny fluorescencny protein). Povodne bol GFP objaveny pri
Studiu bioluminiscenénych vlastnosti meduzy Aequorea victoria a emitoval zelené
svetlo. Dnes je k dispozicii mnoZstvo modifikéacii GFP, ktoré si schopné fluoreskovat’
Sirokou paletou farieb od modrej az po cervend. Pomocou metdd genetického
inZinierstva je tiez mozné vlozit' gén pre GFP do genému M. bovis BCG, ktory ho

nasledne exprimuje [88, 89, 90].

e Fluorochromy aktivované chemickou reakciou

Prikladom tohto typu fluorochromu je rodamin 123. Ide o Specificku kationickt
fluorescenénit znacku pre mitochondrie v zivych bunkach. Jeho akumulacia
v mitochondrii je zavisla od vysokého transmebranového potencidlu, ktory je u funkéne;j
mitochondie vo vnutri negativny. Zmeny v transmembranovom potenciale sa odrazaji

v koncentracne zavislej zmene fluorescencie [91, 92].
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3.3.5 Grafické zobrazenie a analyza

Prietokova cytometria je metdda umoznujuca rychlu analyzu velkého poctu
buniek meranim roznych parametrov sucasne. Déta o velkosti, granularite
a fluorescencii ziskané prietokovou cytometriou sa ukladaju ako subor v ,,LIST MODE
FILE®. Tieto udaje je nasledne potrebné spracovat pomocou pocitaca. Existuje viacero
pocitatovych softvérov bezne pouzivanych pre FC (napr. FlowJo, CellQuest/DIVA,
FCS Express, Summit a d’alSie) [76, 93, 94].

Pre relevantnii analyzu je potrebné, aby suspenzia obsahovala minimalne 5 x 103
az 5x10° buniek/ml. Vyhodnotené moézu byt len tie Castice, ktorych signal je
intenzivnejsi ako prahova hodnota (,.treshold*). Pri pouziti viacerych fluorochréomov
moéze dojst k prekryvu ich emisnych spektier a je potrebné tento presvit
kompenzovat’ [71, 74, 76].

Analyza vlastnosti buniek je zaloZend na porovnani parametrov odrazené¢ho
a emitovaného ziarenia. Pri spracovavani su vyuzivané rdzne Statistické metody,
ktorymi zistujeme napr. priemernu intenzitu fluorescencie, percentudlne zastipenie,
geometricky priemer, smerodajné odchylky a d’alSie [95, 96].

Data je moZzné spracovavat v rdznych typoch jedno-, dvoj- alebo
trojparametrovych grafov (Obrazok ¢. 9). Najjednoduch§im zobrazenim je
jednoparametrovy histogram, kde na osi x je sledovany signdl a na osi y je jeho
numerické vyjadrenie. Signaly s rovnakou intenzitou s zobrazené na jednom mieste.
NajcastejSie pouzivané su zdznamy pre dva parametre, priCom kazdd os pripada
jednému sledovanému znaku. Jedna sa o dot-plot zaznam, v ktorom je kazda cCastica je
znazornena bodkou, pripadne sa mnozstvo buniek moéZe vyjadrit pomocou
tzv. contour-plotu alebo density-plotu, ktoré vyjadruji mnoZzstvo buniek ako hustotu
Ciar alebo rozdielnost farebnych linii. Grafy moézu byt v 2-D alebo

3-D zobrazeni [72, 80, 96].
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Obrazok ¢&. 9: Priklady grafického zobrazenia datovych vystupov z prietokového

cytometra. Prevzaté z [97] a upravené.

Vysvetlivky: A: Jednoparametrovy histogram v 2-D. Na ose x je intenzita signalu pre
znak CD3 oznaceného konjugatom Specifickej protilatky s FITC (fluorescein
isothiocyanate, fluoresceinizotiokyanat) a na ose y je pocet buniek. B: Dvojparametrovy
histogram v 2-D. Zavislost FS (forward scatter, priamy rozptyl svetla) a SS (side
scatter, bocny rozptyl svetla). C: Trojparametrovy histogram v 3-D. Zavislost’ FS, SS
a znaku CD3-FITC.

Pre spracovavanie viacerych parametrov suCasne sa pouziva stratégia
tzv. gatovania. ,,Gate* je vybrand ohranicena populacia buniek, ktordt mdézeme dalej
samostatne analyzovat’ (Obrazok €. 10). Tymto sposobom je umoZnené analyzovat

v heterogénnej suspenzii rdzne subpopulacie [76, 96].

1023

0 : " 1023

Obrazok €. 10: Priklad gatovania. Zavislost’ FS (forward scatter, priamy rozptyl svetla)
a SS (side scatter, bocny rozptyl svetla). V ,,gate” A je ohraniené populacia lymfocytov

vo vzorke krvi. Prevzaté z [97] a upravené.

36



Populaciu prenesenu do dvojparametrového dot-plot zdznamu je mozné rozdelit
na kvadranty. Vzhl'adom na zvolené parametry ziskame Styri mozné kombinacie +/-,
+/+, -/+ a -/- (Obrazok ¢. 11). V kazdom kvadrante mo6Zeme urcit’ percentualny podiel

buniek [93, 96].

1EI3—§|

Obrazok ¢. 11: Priklad vyhodnotenia histogramu. Zavislost’ znaku CD4 oznaceného
konjugatom Specifickej protilatky a PE (phycoerythrin, fykoerytrin) a CD8 oznaceného
konjugatom  Specifickej  protilatky s  FITC  (fluorescein  isothiocyanate,
fluoresceinizotiokyandt) vo vzorke lymfocytov. V kvadrante 1 je populacia buniek
nenesuca znak CD4 a zdroven nesuca znak CD8 (CD4-CDS8+). V kvadrante 2 je
populacia buniek nestica znak CD4 a zaroven nenestica znak CD8 (CD4+CD8+).
V kvadrante 3 je populdcia buniek nenestica znak CD4 ani znak CD8 (CD4-DS-).
V kvadrante 4 je populacia buniek nestica znak CD4 a nenestca znak CDS

(CD4+CDS8-). Prevzaté z [97] a upravené.

3.3.6 Vyutzitie prietokovej cytometrie

Prietokova cytometria ma v praxi Siroké vyuzitie. Uplatituje sa uz od polovice
70-tych rokov 20. storo€ia. Vyuziva sa jednak v oblasti biologického a klinického
vyskumu, ale aj ako diagnostickd metdoda v medicine. Bezne sa pouziva ako
diagnostickd metoda v onkologii, imunoldgii, hematologii a imunohematologii a tieZ pri
stanovovani genetickych porach. Pomocou fluorochromov mézeme oznacit’ a sucasne
detekovat’ rozne bunky [69, 74, 98].

FC sa najCastejSie sa zameriava na analyzu expresie povrchovych antigénov,
fyziologie bunky (koncentricia Ca®*, pH, oxida¢né vzplanutie a dalsie), meranie
markerov apoptézy (annexin V, membrdnovy potencial mitochondrii a dalSie),

produkcie cytokinov, stanovenie obsahu nukleovych kyselin [69].
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4. EXPERIMENTALNA CAST

4.1 Pouzity material

4.1.1 Baktérie, zvierata a bunky

V ramci vypracovavania diplomovej prace sme v pokusoch pouzivali zivé

baktérie vakcinaéného kmena M. bovis BCG-GFP (M. bovis BCG exprimujuce GFP).

Baktériami M. bovis BCG-GFP sme in vitro infikovali B lymfocyty izolované

z inbrednych BALB/c mysi. ISlo o samicky vo veku 6 — 8 tyzdiiov pochadzajice od
firmy Velaz (Praha, Cesko).

4.1.2 Pristroje, laboratérne pomocky a softvér

Automatické pipety 2,5 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Bakteridlne hokejky (Biologix Research Company, Lenexa, Kansas, USA)
Bakterialne kl'u¢ky (Biologix Research Company, Lenexa, Kansas, USA)
Biirkrova komorka (Meopta, Prerov, Cesko)

Centrifuga Jouan BR4i (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)
Centrifuga Jouan CR312 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts USA)
COz inkubéator Binder (Binder, Tuttlingen, Germany)

CO; inkubéator SHEL LAB (Sheldon Manufacturing, Cornelius, Oregon, USA)
Davkova¢ krokovy Handy Step (Brand, Wertheim, Nemecko)

Denzitometer WPA CO 8000 Biowave (Biochrom, Cambridge, UK)

Injekéné ihly 18 G (Terumo, Leuven, Belgicko)

Injekéné 1hly 20 G, 21 G Medoject (Chirana T. Injecta, Stard Turd, Slovensko)
Injekéné ihly 22 G, 25 G (Medilab, Ceské Mezifi¢i, Cesko)

Injekéné striekacky BD Discardit II 5 ml (BD, Franklin Lakes , New Jersey, USA)
Kadicky

Kryoskumavky 2 ml Costar (Corning, New York, USA)

Laboratorne vahy EK-200 g (A&D, Tokio, Japonsko)

Laminarny box (Telstar, Terrassa, Spanielsko)

Mikrocentrifuga (Fisher Scientific, Pardubice, Cesko)

Mikrosktimavky s vieckom 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

Panel 12 a 24-jamkovy Costar (Corning, New York, USA)
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e Parafilm M (Bemis, Neenah, Wisconsin, USA)

e Petriho misky @ 6 cm (Orange Scientific, Braine-1'Alleud, Belgicko)

e Pipetovaci nadstavec FastPette (Labnet, Edison, New jersey, USA)

e Pipetovacie Spicky (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e Pipety 5 ml (TPP, Trasadingen, Svajé¢iarsko)

e Pipety 10 ml, 25 ml Costar (Corning, New York, USA)

e Prietokovy cytometer Cyanapp (Dako, Glostrup, Dansko)

e Rukavice nitrilové Nitricare (S.A.B. Impex, Brno, Cesko)

e  Skimavky centrifugané 15 ml a 50 ml (TPP, Trasadingen, Svajéiarsko)

e Skumavky pre prietokovlil cytometriu Falcon 5 ml (BD, Franklin Lakes, New
Jersey, USA)

e  Skimavky sterilné polystyrénové 15 ml (Gama group, Ceské Budgjovice, Cesko)

e Stojan na mikroskimavky a skaimavky

e  Summit Software 4.3 (Dako, Glostrup, Dansko)

e Svetelny mikroskop (Carl Zeiss, Jena, Nemecko)

e Trepacka MS2 Minishaker (IKA, Staufen, Nemecko)

e  Vodny kupel’ TW 8 (Julabo, Seelbach, Nemecko)

4.1.3 Chemikalie

e Azid sodny 10 % (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e Deionizovana voda (KMPB, FVZ UO, Hradec Kralové, Cesko)

e Dimetylsulfoxid (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) HyClone (GE Health Care Life
Sciences, Logan, Utah, USA)

e FBS (fetilne bovinné sérum inaktivované) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e  Glycerin (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e Kanamycin zasadity roztok 50 mg/ml (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e Middlebrook ADC (albumin-dextrdza-katalaza) (BD, New Jersey, USA)

e Middlebrook OADC (kyselina olejova-albumin-dextroza-kataldza) (BD, New
Jersey, USA)

e Middlebrook praskovy bujonovy zaklad 7H10 (BD, Franklin Lakes, New Jersey,
USA)
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e Middlebrook praskovy bujonovy zéklad 7H9 (BD, Franklin Lakes, New Jersey,
USA)

e PBS (Pufrovany fyziologicky roztok) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e PI(propidium jodid) (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e Trypanova modra (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

e Zelatina (Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Nemecko)

4.1.4 Protilatky

Blokovacie protilatky

e PE/Cy7 Rat Anti-Mouse IgM (BioLegend, San Diego, Kalifornia, USA)

e  Purified NA/LE Rat Anti-Mouse CD16/32 (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
e  Purified Rat Anti-Mouse CD 21/35 (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)

e  Purified Rat Anti-Mouse CD11b (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)

e  Purified Rat Anti-Mouse CD11c (BioLegend, San Diego, Kalifornia, USA)

Protilatky pre prietokovi cytometriu

e Alexa Fluor 647 Rat Anti-Mouse (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)
e PE Rat Anti-Mouse CD 11b (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)

e PerCP Rat Anti-Mouse CD5 (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA)

4.1.5 Priprava roztokov a médii

¢ Premyvaci roztok pre bunky

Pre pripravu 5 | premyvacieho roztoku (,,cell wash*), vhodného pre analyzu
buniek na prietokovom cytometri, sme potrebovali 500 ml PBS (phosphate-buffered
saline, pufrovany fyziologicky roztok), ktory sme nariedili 10 x deionizovanou vodou.
Z roztoku sme pomocou pipety odobrali 75 ml do sterilnej sklenenej fl'aSe so zavitom.
Nasledne sme s novou pipetou pridali 50 ml 10 % roztoku azidu sodného a premiesali.
Nakoniec sme opét s Cistou pipetou pridali 25 ml Zelatiny. Zmes sme mieSali do
uplného rozpustenia. Pripraveny roztok sme pouzivali k premyvaniu buniek v pokusoch

a pri merani na prietokovom cytometri.

e Kultivaéné médium pre bunky
Kultivaéné médium pre bunky je zlozené z DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Dulbeccom modifikované Eagleovo médium) s pridavkom 10 % FBS

(fetal bovine serum, fetdlneho bovinného séra). Pripravovali sme ho v lamindrnom
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boxe, kde sme z 500 ml ¢isttho DMEM média odpipetovali 50 ml do sterilnej flase
so zavitom. K zvySnym 450 ml sme pomocou novej pipety pridali 50 ml FBS. Roztok

sme dobre premiesali a pouzivali v pokusoch ako médium pre bunky.

e Kultivaéné médium pre mykobaktérie tekuté (bujon)

Do sterilnej sklenenej flase sme navazili 4,7 g Middlebrook 7H9 praskového
bujonového zékladu a spolu s 2 ml glycerinu sme rozpustili v 750 ml deionizovanej
vody. Roztok sme nésledne nechali sterilizovat' v autoklave 15 minut pri 121 °C. Po
ochladnuti na teplotu 45 °C sme v laminarnom boxe pridali 100 ml Middlebrook ADC
(albumin-dextrose-catalase, albumin-dextroza-katalaza) a doplnili sterilnou
deionizovanou vodou na objem 1 1. V takto pripravenom médiu sme kultivovali baktérie

M. bovis BCG-GFP po rozmrazeni.

e Kultivaéné médium pre mykobaktérie pevné (agar)

Navazili sme 19,0 g Middlebrook 7H10 praskového bujonového zakladu a spolu
s 5 ml glycerinu sme ho rozpustali za dokladného mieSania a zohrievania v 900 ml
deionizovanej vody. Zmes sme priviedli k varu na 1 minltu, kym sa prasok uplne
rozpustil. Nasledne sme roztok sterilizovali v autoklave 15 minat pri 121 °C. Po
ochladnuti na teplotu 50 — 55 °C sme v laminarnom boxe pridali k roztoku 100 ml
Middlebrook OADC  (oleic  acid-albumin-dextrose-catalase, kyselina  olejova-
albumin-dextroza-katalaza). Roztok sme dobre premiesali a hned’ sme za aseptickych
podmienok plnili Petriho misky. Po stuhnuti sme misky obalili do alobalu a ulozili
do chladnicky. Na 11 média sme pouzili 400 pl zéasaditého roztoku kanamycinu
s koncentraciou 50 mg/ml. Vysledna koncentracia antibiotika bola 20 pl/ml. Na takto
pripravenom médium sme naockovali baktérie M. bovis BCG-GFP pre pripravu Stokov

a pre vysev a odpocitanie CFU (colony forming unit, jednotka tvoriaca koloniu).

e  Médium pre kryoprezervaciu

Médium pre kryoprezervaciu mykobaktérii je tvorené kultivanym médiom
DMEM s pridavkom 10 % FBS a 10 % dimetylsulfoxidu. V lamindrnom boxe sme si
pripravili sterilnt sklenenu fl'asu so zavitom, do ktorej sme pomocou pipety preniesli
40 ml DMEM média. K médiu sme pomocou Ccistej pipety pridali 5ml PBS
a premiesali. Dalej sme pomocou novej pipety pridali 5 ml dimetylsulfoxidu a zmes
sme opdt’ premieSali. Tymto postupom pripravené médium na zaklade skusenosti z
Katedry molekularni patologie a biologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci

Kralové sme pouzili na kryoprezervaciu baktérii M. bovis BCG-GFP.
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4.2 Metodika prace

4.2.1 Praca s bakterialnou kultarou
4.2.1.1 Priprava a kryoprezervacia bakterialnych Stokov

Na  Petriho misku s Middlebrook 7H10 agarom obohatenym
o kanamycin (20 pg/ml) sme za aseptickych podmienok masivne naockovali ziva
kultiru M. bovis BCG-GFP. Na jednu platiu sme napipetovali 50 pl bakterialnej
suspenzie a pomocou bakteridlnej hokejky sme suspenziu rovnomerne roztierali po celej
platni. Platne sme obalili pomocou parafilmu, vlozili do termostatu a inkubovali
minimalne 3 — 4 tyzdne, pocas ktorych sme rast baktérii priebezne kontrolovali.
Inkubacia prebiehala pri teplote 37 °C a 5 % COa.

Po uplynuti inkubacnej doby sme si v lamindrnom boxe pripravili dve skimavky
s médiom pre kryoprezervaciu. Prvad skiimavka bola uréend na pripravu bakteridlnej
suspenzie a druha sluzila ako porovnavaci roztok pre meranie OD (optical density,
opticka denzita).

Pomocou  bakteridlnej klucky sme odoberali bakteridlnu  kultaru
M. bovis BCG-GFP zo 4 platni s pevnym agarom Middlebrook 7H10. Kl'u¢kou sme
odobrali ¢o najviac bakteridlnej suspenzie, ktori sme pomaly otierali o stenu skimavky
do 10 ml roztoku média pre kryoprezervaciu. Suspenziu sme sa snaZili zhomogenizovat’
resuspendovanim pomocou injekénych ihiel. Skimavku so suspenziou sme ddokladne
vortexovali anechali 20 minit sedimentovat. Nasledne sme odobrali supernatant
a zmerali hodnotu OD voci porovnavacej skimavke. Tento postup sme opakovali kym
sa hodnota OD nerovnala 1,0. Pripravenu bakteridlnu suspenziu sme rozpipetovali po
1 ml do kryotub, ktoré sme zamrazili na -150 °C. Zaroveii sme odobrali 50 ul suspenzie
pre vysev a odpocitanie CFU (Kapitola 4.2.1.4). Takto pripravené bakterialne suspenzie

sme pouzivali v d’alSich experimentoch.

4.2.1.2 Priprava bakterialnej suspenzie na infekciu

Vopred pripravent bakteridlnu suspenziu v kryotube s OD 1,0 (Kapitola 4.2.1.1)
sme rozmrazili, kvantitativne preniesli do mikroskimavky a nechali centrifugovat
15 minat pri 5000 x g (Jouan BR41i multifunction, AB 1.14 rotor) a teplote 24 °C.
Nasledne sme v laminarnom boxe supernatant odpipetovali do denzinfekcie. Peletu
baktérii sme resuspendovali pridanim 1 ml Middlebrook 7H9 bujonu. Mikroskiimavku

sme vlozili do termostatu a kultivovali 24 hodin pri 37 °C a 5 % COx.
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Na druhy deit sme mikroskiimavku s baktériami opét’ centrifugovali 15 minut pri
5000 x g (Jouan BR4i multifunction, AB 1.14 rotor) a teplote 24 °C. Supernatant sme
odsali do dezinfekcie a peletu baktérii sme dokladne resuspendovali v 1 ml PBS.
Bakterialnu suspenziu sme znovu nechali centrifugovat’ za rovnakych podmienok.
Po odstraneni supernatantu sme peletu resuspendovali v 1 ml DMEM média. Pre
kontrolu koncentracie sme zo suspenzie odobrali 50 pul pre vysev CFU (Kapitola
4.2.1.4). Takto pripravenou bakterialnou suspenziou sme in vitro infikovali peritonealne

bunky z mysi BALB/c (Kapitola 4.2.2.4).

4.2.1.3 Opsonizacia komplementom a protilatkami

Bakteridlnu  suspenziu sme pripravili  vys$Sie uvedenym = postupom
(Kapitola 4.2.1.2). Namiesto premyvania v PBS sme vSak k pelete baktérii pridali bud’
deni vopred pripravené Cerstvé sérum z kontrolnej mysi BALB/c (,,komplement®) alebo
vopred pripravené imunne mysie sérum (,,protilatky”). Suspenziu sme dokladne
zvortexovali a mikroskimavky sme inkubovali 1 hodinu v termostate pri teplote 37 °C
a5% CO,. Po skonceni inkubdcie sme baktérie premyli pomocou 1 ml PBS
a centrifugovali 15 minat pri 5000 x g (Jouan BR4i multifunction, AB 1.14 rotor)
a teplote 24 °C. Supernatant sme odpipetovali do dezinfekcie a znova sme baktérie
premyli rovnakym spdsobom. Po druhom premyti sme k pelete opsonizovanych baktérii
pridali 1 ml kultivaéného média DMEM a ddkladne resuspendovali. Takto pripravené
opsonizované baktérie sme pouZili na invitro infekciu peritonedlnych buniek

1zolovanych z mysi BALB/c.
e Priprava mysieho séra z BALB/c mysi (,,komplement*)

Z laboratorne] mySi BALB/c sme odobrali do mikroskimavky krv z krénej
tepny. Mikroskimavku sme vloZili na 20 minit do chladni¢ky. Po uplynuti intervalu
sme mikroskimavku centrifugovali 25 minit pri 3000 rpm (Jouan BR4i
multifunction, AB 1.14 rotor) ateplote 4 °C. Nasledne sme sérum odpipetovali
do druhej cistej skimavky a nechali cez noc v chladnicke. Takto pripravené Cerstvé

sérum (,,komplement*) sme pouzivali na opsonizaciu baktérii M. bovis BCG-GFP.
e Priprava iminneho mySieho séra z mySi BALB/c po infekcii (,,protilatky*)

Priprava séra s protilatkami vo¢i M. bovis BCG-GFP bola vopred prevedena
na Katedre molekularni patologie a biologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradci

Kralové a v texte je popisand na vSeobecnej tirovni.
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MySiam bolo subkutanne aplikované 200 ul bakteridlnej suspenzie
M. bovis BCG-GFP a za 21 dni sa infekcia zopakovala. Po 14 dioch od druhej
imunizacie bolo mySiam odobrané sérum. Detekcia protilatok bola uskutocnena
pomocou metdody ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay, typ enzymovo
znaenej imunoanalyzy). Najvhodnejsi titer bol 1:80. Tymto sposobom pripravené
sérum s protilatkami voc¢i M. bovis BCG-GFP  (,protilatky*) sme pouzivali
na opsonizaciu baktérii M. bovis BCG-GFP v pokusoch.

4.2.1.4 Vysev a vypocet jednotiek tvoriach kolénie

V laminarnom boxe sme pripravili do stojana 5 mikroskimaviek s objemom
1,5 ml. Oznadili sme ich od -1 (riedenie 10!) az po -5 (riedenie 107). Do kazdej sme
automatickou pipetou napipetovali 450 pul PBS. Z bakteridlnej suspenzie s OD 1,0 sme
odpipetovali 50 ul a preniesli do prvej mikroskimavky (-1). Suspenziu sme
resuspendovali uz s novou $pi¢kou a opat’ sme z nej preniesli 50 pl do d’alsej skumavky
v poradi (-2). Takymto spdsobom sme pokracovali az k skimavke s oznacenim -5.
Z poslednych dvoch riedeni (10* a 10”°) sme odobrali po 50 ul a napipetovali ich na
Petriho misky s Middlebrook 7H10 agarom obohatenym o kanamycin (20 pg/ml).
Suspenziu sme rozotierali pomocou sterilnej bakteridlnej hokejky, kym sa nevsiakla
do agaru. Z oboch riedeni sme vysiali po dve platne (Obrazok ¢. 12). Pripravené
a vopred oznacené platne sme obalili parafilmom, ktory brani vysychaniu a inkubovali

sme ich v termostate pri teplote 37 °C a 5 % COz miniméalne 3 — 4 tyzdne.

2z
v V

-1 = _3 4 _5
1O 10 1O 10 10

el

Obrazok ¢. 12: Schéma desiatkového riedenia bakteridlnej suspenzie a nasledného

450 pl PBS

vysevu za ucelom urCenia poctu jednotiek tvoriacich koldnie. Prevzaté z [99]

a upravené.
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e Vypocet jednotiek tvoriacich kolonie
Po naraste kolonii sme vSetky spocitali a urcCili koncentraciu kolonii v 1 ml
bakterialnej suspenzie podl'a vzorca:

CFU = priemerny pocet kolonii X riedenie 1 X riedenie 2

Riedenie 1: prevratend hodnota koncentracie

1000 ul
Riedenie 2: =20
50 ul
Priklad:
107% =120

107> =18 — 180

180+ 120 s 7
u= — X 10" X 20 =3 X 10°'CFU/ml

4.2.2 Praca s bunkovou kulturou

4.2.2.1 Priprava bunkovej suspenzie

Suspenziu peritonealnych buniek sme ziskali vyplachom peritonea mysi
BALB/c. Pomocou injek¢nej striekacky s ihlou 25 G sme aplikovali 3 ml chladného
PBS do peritonealnej dutiny mysi BALB/c. BruSnu dutinu sme opatrne premasirovali
anasledne odobrali minimalne 2 ml bunkovej suspenzie. Odobrani suspenziu sme
preniesli do 15 ml skumavky. Nasledne sme k bunkovej suspenzii v lamindrnom boxe
pridali 2ml PBS a centrifugovali 7 minat pri 1200rpm (Jouan BR4i
multifunction, S40 rotor) ateplote 24 °C. Po uplynuti intervalu sme supernatant
odstranili do odpadu s dezinfekciou a peletu sme resuspendovali v 2 ml PBS. Suspenzia
bola takto premyta za rovnakych podmienok dvakrat. Nakoniec sme po odstraneni
supernatantu pridali 2 ml kultivaéného média pre bunky a opit’ sme peletu buniek
resuspendovali. Dalej sme spoéitali bunky a nariedili na koncentraciu 1 x 10° buniek/ml

(Kapitola 4.2.2.2). Pripravené bunkové suspenzie sme infikovali M. bovis BCG-GFP.

4.2.2.2 Urcenie koncentracie a zivotnosti buniek

Koncentraciu a zivotnost peritonedlnych buniek sme urcovali pomocou
Biirkerovej komorky a svetelného mikroskopu. Najskér sme v lamindrnom boxe
preniesli na okraj Biirkerovej komorky 10 pl trypanovej modrej. Z bunkovej suspenzie
(Kapitola 4.2.2.1) sme odobrali 10 ul a zmiesali s trypanovou modrou. Z tejto suspenzie

sme napipetovali 10 pl pod krycie sklicko Biirkerovej komdrky, ktord sme nésledne
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vlozili pod svetelny mikroskop. Pri zvicSeni 400 x sme pocitali zivé aj mftve bunky.
Mitve bunky boli na rozdiel od Zivych zafarbené do modro-fialova. Pocitali sme vsetky

bunky vo vnutri 25 Stvorcov a zaroven tie, ktoré sa dotykali vzdy dvoch stran Stvorca.
e Urcenie koncentracie buniek

Koncentraciu buniek v 1 ml sme urcili podla vzorca:

Zivé bunky x riedenie trypanovej modrej x koeficient Biirkrovej komorky

Riedenie trypanovej modrej: 2 (1:1)
Koeficient Biirkrovej komérky: 107
Priklad:

Pocet buniek = 220

Vipoctet = 220 x 2 X 10* = 4,4 x 10° buniek,/ml

e Urdéenie Zivotnosti buniek

Zivotnost’ buniek sme vypoditali ako podiel poétu Zivych buniek k poétu vietkych
buniek (sucet zivych a mrtvych). Pre percentudlne vyjadrenie zivotnosti sme vysledok
vynasobili ¢islom 100.

Priklad:
Poéet zivych buniek = 220

Pocet mrtvych buniek = 3

Vvpocl 220 100 98,66 Ut
gttt = ——— X = A
yP 220 + 3 °

4.2.2.3 Blokovanie receptorov na B lymfocytoch

Zo suspenzie peritonedlnych buniek zmyS$i BALB/c s koncentraciou
1 x 10° buniek/ml (Kapitola 4.2.2.1) sme v lamindrnom boxe odobrali 2 ml
do oznacenej skumavky. Skumavku so suspenziou sme centrifugovali 7 minat pri
1 200 rpm (Jouan BR4i multifunction, S40 rotor) a teplote 4 °C. Supernatant sme po
centrifugédcii zliali do dezinfekcie a pelety buniek sme resuspendovali v 3 ml
premyvacieho roztoku. Suspenziu sme opit’ centrifugovali za rovnakych podmienok.
Po druhej centrifugacii sme odstranili supernatant do dezinfekcie a v skimavke zostalo
priblizne 100 pl premyvacieho roztoku pre bunky.

K resuspendovanej pelete sme pridali 5 pul purifikove] protilatky — Rat
Anti-Mouse CD21/35 pre blokdciu CR1/2, Rat Anti-Mouse CD11b pre CR3, Rat Anti-
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Mouse CDl11c pre CR4, Rat Anti-Mouse CD16/32 pre FcyR a pre BCR receptor bola
pouzita protilatka Rat Anti-Mouse IgM (Tabul’ka ¢. 1). Bunky sme inkubovali 30 minut
pri laboratornej teplote v tme. Po uplynuti intervalu sme do skimavky pridali 2 ml PBS
anechali centrifugovat’ 7 mintt pri 1 200 rpm (Jouan BR4i multifunction, S40 rotor)
ateplote 4 °C. Po centrifugacii sme odstranili supernatant a bunky sme rovnakym
sposobom premyvali eSte dvakrat. Po poslednom premyti sme do skimavky pridali 2 ml
kultivacného média pre bunky, v ktorom sme peletu dokladne resuspendovali. Takto

pripravené bunkové suspenzie sme in vitro infikovali baktériou M. bovis BCG-GFP.

Tabulka €. 1: Protilatky, ktoré sa viazu na vybrané Struktiury na B lymfocytoch.

Povrchova Struktira Protilatka
CR1/2 anti-CD21/35 purified
CR3 anti-CD11b purified
CR4 anti-CD1 1c¢ purified
IgM anti-IgM-PE/Cy7
FcyR anti-FeylIII/II purified
Vysvetlivky: CR: complement receptor, komplemetnovy receptor.

IgM: immunoglobulin M, imunoglobulin M. Fe¢yR: Fc gamma receptor, receptor

viazuci Fc oblast’ imunoglobulinu G.
4.2.2.4 Infekcia buniek

e Stanovenie multiplicity infekcie

Do 24-jamkového panelu sme napipetovali po 0,25 ml nariedenych bunkovych
suspenzii (2 x 10° buniek/jamku). Kazdej vzorke boli uréené 4 jamky. Prvé 4 kontrolné
jamky sme neinfikovali. K d’al§im jamkdm sme postupne pridavali rézne objemy
(Tabul’ka &. 2) bakteridlnej suspenzie M. bovis BCG-GFP s OD 1,0 (1 x 10® BCG/ml),

za u€elom urcenia najvhodnejSej MOI (multiplicity of infection, multiplicita infekcie).

Tabul’ka €. 2: Schéma infikovania pre zistenie optimalnej hodnoty MOI.

Oznacenie Mnozstvo bakterialnej
vzorky suspenzie (ul)
MOI 10 10
MOI 50 50

MOI 100 100
MOI 500 500

Vysvetlivky: MOI: multiplicity of infection, multiplicita infekcie.
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o Infekcia peritoneilnych B lymfocytov z mysi BALB/c

Do vopred oznacenych 12-jamkovych panelov v lamindrnom boxe sme
napipetovali po 0,5 ml pripravenych bunkovych suspenzii so zablokovanymi a/alebo
neblokovanymi receptormi na B lymfocytoch z peritonea mySi BALB/c nariedenych
na koncentraciu 1 x 10° buniek/ml.

Pre kazdy typ vzorky boli urCené Styri jamky. Prvé Styri jamky sme vzdy
oznacili ako kontrolné a neinfikovali sme ich. K d’al§im bunkovym suspenzidm sme
pridavali po 100 pl opsonizovanej a/alebo neopsonizovanej bakteridlnej suspenzie
M. bovis BCG-GFP (Obrazok ¢. 13).

Panely sme nechali centrifugovat’ 3 minuty pri 1 500 rpm (Jouan CR312, nazov
rotoru sa zial' nedal dohl'adat’ — podobny typ je rotor M20, Heracus Megafuge 162,
Thermo Scientific) a teplote 24 °C. Potom sme ich vlozili do termostatu a inkubovali
3 hodiny pri teplote 37°C a5% CO;. Po uplynuti intervalu sme suspenzie
za aseptickych podmienok preniesli do skimaviek pre prietokovi cytometriu. Do kazdej
skaimavky sme pridali 1 ml premyvacieho roztoku pre bunky a suspenzie sme nechali
centrifugovat’ 7 minut pri 1 200 rpm (Jouan BR4i multifunction, S40 rotor) a teplote
4 °C. Po centrifugacii sme supernatant zliali do dezinfekcie a bunky sme rovnakym
sposobom premyvali eSte dvakrat. Po poslednom premyti sme odstranili supernatant,
pricom v skimavke zostalo priblizne 100 pul suspenzie.

1 2 3 4

GFP GFP aFr || GFP

GFP + C

GFP
GFP +C GFP +C
BCR || | GFP

BCR GFP +C

Obrazok €. 13: Pracovné schéma 24-jamkového panelu pre infekciu buniek.

Vysvetlivky: Bunky: peritonedlne B lymfocyty. BCR: peritonealne B lymfocyty
so zablokovanym BCR receptorom. Kontrola: peritonealne B lymfocyty bez infekcie.
GFP: infekcia M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujiice GFP (green
fluorescent protein, zeleny fluorescencny protein). GFP+C: infekcia baktériou

M. bovis BCG-GFP opsonizovanou komplementom. Autor: Marianna Samajova.
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4.2.3 Priprava vzoriek pre prietokovu cytometriu

4.2.3.1 Znacenie buniek

K infikovanym bunkovym suspenziam v skimavkach urcenych pre prietokovia
cytometriu o objeme priblizne 100 pul (Kapitola 4.2.2.4) sme pridali po 1 pul neriedenych
protilatok konjugovanych s fluorochromami — Rat Anti-Mouse CD19-Alexa 647, Rat
Anti-Mouse CD5-PerCP a Rat Anti-Mouse CD11b-PE. Prva jamka z kazdého typu
vzorky bola vzdy nefarbend kontrola. Kazdu suspenziu sme dokladne zvortexovali
a nechali inkubovat’ 30 minut pri teplote 4 °C v tme. Potom sme do kazdej skimavky
pridali 1 ml roztoku premyvacieho roztoku pre bunky a centrifugovali 7 minut pri
1 200 rpm (Jouan BR4i multifunction, S40 rotor) a teplote 4 °C. Nasledne sme
odstranili supernatant do dezinfekcie a bunky sme premyli rovnakym spdsobom celkom
trikrat. Po poslednom premyti sme pridali do kazdej skimavky 500 pl premyvacieho
roztoku. Mnozstvo infikovanych buniek baktériou M. bovis BCG-GFP v pripravenych

suspenzidch buniek sme zmerali na prietokovom cytometri Cyanapp.

4.2.3.2 Meranie a analyza dat ziskanych pomocou prietokovej cytometrie

Pripravené a oznacené suspenzie peritonealnych buniek z mysi BALB/c v 0,5 ml
premyvacieho roztoku sme merali pomocou prietokového cytometra Cyanapp
a analyzovali v programe Summit Software 4.3. Bunkové suspenzie sme pre kontrolu
zivotnosti merali najskor bez PI a nésledne s pridavkom 2 pl PI. Minimélny pocet
buniek pre analyzu bol 10 000.

Na zaklade fluorescencnych signdlov  fluorochromov  konjugovanych
s protilatkami na povrchovych znakoch CD19, CD5 a CD11b sme identifikovali
B lymfocyty ich subpopulacie Bla, Blb a B2. Sledovali sme mnoZstvo buniek
infikovanych baktériou M. bovis BCG-GFP. Fluorescenciu sme detekovali
prostrednictvom filtrov (FL) pre jednotlivé fluorochrémy. Fluorescencia GFP bola
merand na FL1. Fluorochrom Alexa Fluor 647 naviazany na molekule CD19 bol
detekovany na FL8, znak CDS5 snaviazanym fluorochromom PerCP
(peridinin-chlorophyll protein, peridinin-chlorofyl protein) bol merany na FL4
a nakoniec PE konjugovany s CD11b sme detekovali na FL2.

Ziskané¢ hodnoty sme spracovavali pomocou programu Microsoft Excel do
grafov. Vypocitali sme smerodajni odchylku a pomocou Studentovho T-testu sme
hodnotili signifikancie. Vysledok s P hodnotou < 0,05 bol oznaceny *, P hodnota

< 0,01 bola oznacena ** a pomocou *** bola ozna¢end P hodnota < 0,001.
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4.3 Vysledky

M. bovis BCG-GFP  vstupuje do B lymfocytov. S pouzitim blokovacich
protilatok proti receptorom BCR, FcyR, CR1/2, CR3 a CR4, sme sledovali aku tlohu
v tomto procese zohravaju jednotlivé receptory. Bunkové suspenzie (1 x 10 buniek/ml)
sme in vitro infikovali baktériou M. bovis BCG-GFP (v pokusoch oznacenie: GFP)
s MOI 100. Dalej sme pozorovali vplyv opsonizicie na infekciu. Baktérie sme
inkubovali 1 hodinu bud’ s Cerstvym mysim sérom (v pokusoch oznacenie: GFP+C)
alebo imiinnym mys$im sérom (v pokusoch oznacenie: GFP+Ab). Infikované bunky sme
inkubovali 3 hodiny pri teplote 37 °C a 5 % CO..

Celkové mnozstvo infikovanych B lymfocytov (CD19+) a ich subpopulécii Bla
(CD19+CD5+CD11b+), Blb (CD19+CD5-CD11b+) a B2 (CD19+CD5-CD11b-) sme
merali pomocou prietokovej cytometrie. Kazdy typ vzorky v pokusoch bol pripraveny
ako biologicky triplikat porovnany s neinfikovanou kontrolou, ktord sme vSak pre
prehl'adnost’ neuvadzali do grafov. VSetky signifikancie boli vypocitané pomocou
Studentovho T-testu. Najskor sme hodnotili GFP vzhladom k neinfikovanym
kontrolnym  bunkdm. Ostatné vzorky sme hodnotili vzhladom k GFP,
pripadne k GFP+C. Vysledky su uvedené vzdy na zdklade minimalne 3 nezéavislych

pokusov, z ktorych sme uviedli a popisali vZdy jeden vybrany graf.

4.3.1 Priklad spracovavania dat ziskanych prietokovou cytometriou

Ako priklad ndzorného postupu spracovavania dat nameranych prietokovym
cytometrom Cyanapp a pomocou programu Summit Software 4.3. sme pouzili vzorku
buniek z peritonedlnych buniek mySi BALB/c, ktoré boli in vitro infikované
M. bovis BCG-GFP bez pouzitia opsonizécie.

Z diagramu zavislosti rozdelenia buniek podl'a vel'kosti a granularity sme vybrali
ohranic¢enu populaciu buniek pod oznacenim ,,bunky“, ktora sme dalej analyzovali

(Obrazok ¢. 14).
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Obrazok €. 14: Diagram ,,bunky®. V diagrame zavislosti FS (forward scatter, priamy
rozptyl svetla) a SS (side scatter, bo¢ny rozptyl svetla) sa nachadza ohrani¢ena oblast’

,,bunky*, ktord predstavuje populéciu peritonealnych lymfocytov z mysi BALB/c

Vybranu populéciu ,,bunky* sme preniesli do d’alSicho diagramu pre odstranenie
dubletov, aby sme analyzovali vzdy prave jednu bunku a eliminovali falosne pozitivny
signal. V diagrame je ohrani¢end populacia, v ktorej sa nachadzali uz len singlety

Populécia ,,singlety* predstavovala 92,11 % z populéacie ,,bunky* (Obrazok ¢. 15).

256
192
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£ 22
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@ i
644
singlety
0 T T T
0 64 128 192 2%
55 Lin
Region | Count | 9% Hist| %Al |

Total 9570 10000 7447
singlety 2315 9211  68.60

Obrazok ¢&. 15: Diagram ,singlety”. Zavislost FS (forward scatter, priamy rozptyl
svetla) a SS (side scatter, bocny rozptyl svetla). V ohrani¢enej oblasti sa nachédzaja

singlety buniek zo suspenzia peritonedlnych lymfocytov z mysi BALB/c.
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Nasledne sme populaciu ,singlety” preniesli do diagramu zavislosti
fluorescencie fluorochromu Alexa Fluor 647 a GFP. Sledovali sme percentudlne
zastipenie infikovanych B lymfocytov (CD19+) baktériou M. bovis BCG-GFP.
Na povrchovli molekulu CD19 bola naviazana protilatka konjugovana s fluorochromom
Alexa Fluor 647, ktorého fluorescenciu sme detekovali pomocou FL8 a fluorescencny
signal GFP sme detekovali na FL1. V ohrani¢enej populacii ,,infikované CD19+* sa
nachadzali bunky CD19+GFP+. Mnozstvo B lymfocytov infikovanych baktériou
M. bovis BCG-GFP bolo 7,15 % (Obrazok ¢. 16).
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Region | Count | % Hist |
Total 28815  100.00
infikowvang CD19+ 630 715

Obrazok ¢ 16: Diagram ,infikované CDI19+“. Zavislost fluor6chromu
Alexa Fluor 647 konjugovanom s protilatkou naviazanou na znaku CDI19 a signalu
fluorescencie GFP (green fluorescent protein, zeleny fluorescenény protein)
exprimovanom na M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin). V ohraniCenej oblasti sa
nachaduaju peritonealne B lymfocyty (CD19+) infikované baktériou

M. bovis BCG-GFP.
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Dalej sme rozligili jednotlivé subpopulacie Bla, B1b a B2. Najskor sme preniesli
singlety do diagramu zévislosti FS a signalu fluorescencie fluorochromu Alexa Fluor
647 detekovanom na FLS8. Populécia ,,CD19+*“ predstavovala 80,56 % B lymfocytov
(Obrazok ¢. 17).
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Obrazok ¢. 17: Diagram ,,CD19+“. Zavislost FS (forward scatter, priamy rozptyl
svetla) a fluorochromu Alexa Fluor 647 konjugovanom s protiladtkou naviazanou
na CD19. V ohrani¢enej oblasti sa nachadzaju peritonedlne B lymfocyty (CD19+)
z mySi BALB/c.

Na =zaklade fluorescencie fluorochromu PerCP, ktory bol konjugovany
s monoklonalnou protilatkou naviazanou na molekule CD5 sme CD19+ bunky
z populacie ,,CD19+* rozlisili na CD5+ a CDS5-. Fluorescencny signal PerCP bol
zaznamenany na FL4. Percentudlne zastipenie CDS5+ buniek bolo 7,89 % a CDS5-
93,44 %. CD5+ bunky predstavovali subpopulaciu Bla, ktord je charakterizovana ako
CD19+CD11+CD5+ (Obrazok ¢. 18).
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Total 7101 100.00 55.26
CD5+ 560 7.39 4.36
CD5- 6635 93.44 51.63

Obrazok ¢. 18: Diagram ,,CD5+/CD5%. Zavislost’ FS (forward scatter, priamy rozptyl
svetla) a fluorochromu PerCP (peridinin-chlorophyll protein, peridinin-chlorofyl
protein) konjugovanom s protilditkou naviazanou na CDS5. Populdcia peritonedlnych
B lymfocytov je rozdenena na oblast, ktora nesie znak CDS5 (,,CD5+*) a oblast’, ktora
CDS5 nenesie (,,CD5-%).

V d’alSom kroku sme CD5- bunky z diagramu rozlisili pomocou znaku CD11b,
na ktort bol naviazany fluorochrom PE detekovany na FL2. Populacia
CD19+CDI11b+CDS- predstavovala subpopulaciu Blb apopuldcia, ktord bola
CD19+CD11b-CDS5- tvorila subpopulaciu B2 (Obrazok €. 19).
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Taotal 6635 100,00 51.63
CD11b+ 3464 52.21 26.96
CD11b- 3301 49.75 25.69

Obrazok €. 19: Diagram ,,CD11b+/CD11b-*. Zavislost’ FS (forward scatter, priamy
rozptyl svetla) a fluorescencie fluorochromu PE (phycoerythrin, fykoerytrin). Populacia
peritonedlnych CD19+ CD5- B lymfocytov je rozdenend na oblast’ ktord nesie znak
CD11b (,,CDI11b+) a oblast’, ktora CD11b nenesie (,,CD11b-).
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Nakoniec sme sledovali mieru infekcie baktériou M. bovis BCG-GFP
u subpopulécii Bla, B1b a B2, ktoré sme kazdu zvlast preniesli do diagramov zavislosti
FS a fluorescencie GFP. Mnozstvo infikovanych Bla B lymfocytov prenesenych
z,,CD5+“ je 25,00 % (Obrazok &. 20), mnozstvo infikovanych Blb B lymfocytov
prenesenych z ,,CD11b+* predstavuje 10,33 % (Obrazok ¢. 21) a nakoniec mnozstvo

infikovanych B2 lymfocytov z populécie ,,CD11b-“ tvori 2,21 %. (Obrazok ¢. 22).
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infikované Bla 140 2500 1.09

Obrazok ¢. 20: Diagram ,infikované Bla“. Zavislost FS (forward scatter, priamy
rozptyl svetla) a fluorescencie GFP (green fluorescent protein, zeleny fluorescencny
protein) exprimovanom na M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin). V ohranicene;j
oblasti sa nachddza populacia peritonealnych Bla lymfocytov z mysi BALB/c
infikovanych M. bovis BCG-GFP.
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Obrazok ¢&. 21: Diagram ,,infikované B1lb“. Zavislost FS (forward scatter, priamy
rozptyl svetla) a fluorescencie GFP (green fluorescent protein, zeleny fluorescencny
protein) exprimovanom na M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin). V ohranicene;j
oblasti sa nachddza populacia peritonedlnych B1b lymfocytov z mysi BALB/c
infikovanych M. bovis BCG-GFP.
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Obrazok €. 22: Diagram ,,infikované B2“. Zavislosti Zavislost' FS (forward scatter,
priamy rozptyl svetla) a fluorescencie GFP (green fluorescent protein, zeleny
fluorescenény protein) exprimovanom na M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin).
V ohrani€enej oblasti sa nachddza populacia peritonedlnych B2 lymfocytov z mysi

BALBY/c infikovanych M. bovis BCG-GFP.
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4.3.2 Vyhodnotenie vstupu intracelularnej baktérie

Mpycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guérin do B lymfocytov
e Infikovatel’nost’ peritonealnych B lymfocytov

Najskor sme stanovili optimalnu hodnotu MOI, ktora sme dalej pouzivali
v pokusoch. Pripravené suspenzie peritonealnych CD19+ buniek z mysi BALB/c sme
infikovali postupne réznou multiplicitou a sledovali sme vplyv na infekciu CD19+
buniek baktériou M. bovis BCG-GFP.

Graf ¢. 1 znazoriwuje in vitro infikovatelnost’ peritonedlnych CD19+ buniek
infikovanych baktériou M. bovis BCG-GFP v zévislosti na pouzitej MOIL Najvyssia
infikovatelnost bola po infekcii s MOI 100, ktora predstavovala 9,2+ 0,5 %
infikovanych B lymfocytov (Graf €. 1). Ztohto dovodu bola v dalSich pokusoch
pouzivand MOI 100.
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Graf ¢. 1: Infikovatelnost’ peritonedlnych B lymfocytov z mys$i BALB/c. B lymfocyty
infikované baktériou M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujucou GFP
(green fluorescent protein, zeleny fluorescenény protein) s réznou MOI (multiplicity of

infection, multiplicita infekcie). *** P < 0,001, * P <0,05.
e Vplyv opsonizicie komplementom a protilatkami

Dalej sme hodnotili vplyv opsonizicie na infekciu  baktériou
M. bovis BCG-GFP. neopsonizovanou a/alebo opsonizovanou cCerstvym sérom
(., komplement*) alebo iminnym sérom (,,protilatky*). Oznacenie CD19+ predstavuje

mnozstvo infikovanych peritonealnych B lymfocytov, ktoré sa vztahuje na celkovy

57



pocet peritonealych buniek. Percentudlny podiel jednotlivych subpopulécii Bla, Blb
a B2 je prepocitany z celkového poctu infikovanych CD19+.

Po infekcii baktériou opsonizovanou komplementom sme zaznamenali vyssi
pocet infikovanych CD19+ buniek, ktory predstavoval 10,37 + 0,89 % oproti infekcii
baktériou neopsonizovanou komplementom, ktord infikovala 9,33 + 1,34 % CD19+
buniek. Naopak, po infikovani baktériou opsonizovanou protildtkami bol pocet
infikovanych CD19+ buniek zniZeny a tvoril 6,15 + 0,35 %.

V ramci jednotlivych subpopulacii CD19+ buniek neopsonizovana baktéria
M. bovis BCG infikuje najviac Bla lymfocyty, menej Blb a najmenej B2 lymfocyty.
Vyrazny vplyv opsonizacie komplementom na infekciu sme zaznamenali len
u subpopulécie B2, kedy pocet infikovanych buniek vzrastol takmer trojndsobne
22,94+ 1,25 % na 8,93 = 1,17 %. Opsonizacia komplementom a podobne opsonizacia

protilatkami viedla u subpopulacii Bla a B1b k znizeniu infekcie (Graf €. 2).
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Graf ¢&. 2: Vplyv opsonizacie. Infekcia peritonedlnych B lymfocytov z mysi BALB/c
baktériou M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujucou GFP (green
fluorescent protein, zeleny fluorescencny protein). B lymfocyty infikované
neopsonizovanou baktériou (GFP). B lymfocyty infikované baktériou opsonizovanou
komplementom (GFP+C). B lymfocyty infikované baktériou opsonizovanou

protilatkami (GFP+Ab). *** P <(,001, ** P <0,01, * P <0,05.
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e Vplyv blokacie BCR a Fcy receptoru

Graf ¢. 3 znazoriiuje vplyv BCR aFcy receptou na vstup baktérie
M. bovis BCG-GFP do B lymfocytov. Po zablokovani BCR doslo k signifikantnému
poklesu infikovanych CD19+ buniek. Infekcia sa znizila takmer o polovicu. Podobne
tomu tak bolo aj u subpopuléacii Bla a B1b. Na subpopulaciu B2 nemala blokacia BCR
vyrazny efekt.

Blokécia Fcy receptoru viedla k nepatrnému ndrastu infikovanych CD19+
buniek baktériou M. bovis BCG-GFP. U vsetkych troch subpopulécii Bla, B1b a B2

doslo k miernemu zvySeniu infekcie po blokécii Fcy receptoru (Graf €. 3).
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Graf ¢&. 3: Vplyv blokacie BCR a Fcy receptoru. Infekcia peritonedlnych B lymfocytov
z mySi BALB/c baktériou M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujicou GFP
(green fluorescent protein, zeleny fluorescencny protein). B lymfocyty infikované
neopsonizovanou baktériou (GFP). B lymfocyty so zablokovanym BCR receptorom
infikované neopsonizovanou baktériou (BCR). B lymfocyty so zablokovanym Fcy
receptorom infikované neopsonizovanou baktériou (FcR).

kP <0,001, ** P <0,01, * P <0,05.
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Dalej sme sledovali efekt blokacie BCR receptoru po infikovani baktériou
M. bovis BCG-GFP opsonizovanou komplementom. Po infekcii CD19+ buniek
opsonizovanou baktériou dosSlo k signifikantnému poklesu infekcie o takmer 50 %
apodobne aj u ich subpopuldcie Bla. Na subpopulaciu Blb mala opsonizacia
komplementom mierny efekt a u podobne aj u subpopulacie B2 doslo k miernemu

znizZeniu infekcie (Graf €. 4).
A: Vplyv blokacie BCR
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Graf ¢. 4: Vplyv blokacie BCR receptoru a vplyv opsonizacie. Infekcia peritonealnych
B lymfocytov zmysi BALB/c (A) neopsonizovanou a/alebo (B) komplementom
opsonizovanou baktériou M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujicou GFP
(green fluorescent protein, zeleny fluorescencny protein). B lymfocyty infikované
neopsonizovanou baktériou (GFP). B lymfocyty infikované opsonizovanou baktériou
(GFP+C). Blymfocyty so zablokovanym BCR receptorom infikované
neopsonizovanou baktériou (BCR). B lymfocyty so zablokovanym BCR receptorom
infikované opsonizovanou baktériou (BCR+C). *** P < 0,001, ** P <0,01, * P <0,05.
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Takisto sme porovnali ulohu Fcy receptoru na vstup komplementom
opsonizovanej baktérie M. bovis BCG-GFP do B lymfocytov. Zaznamenali sme mierne
znizeny pocet infikovanych CD19+ buniek a podobne aj u subpopulécii Bla, Blb a B2
doslo k miernemu poklesu poctu infikovanych buniek u vSetkych sledovanych populacii
po blokacii Fcy receptoru a naslednej infekcii baktériou M. bovis BCG-GFP

opsonizovanou komplementom (Graf €. 5).
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Graf ¢. 5: Vplyv blokécie Fcy receptoru a vplyv opsonizécie. Infekcia peritonedlnych
B lymfocytov zmys$i BALB/c (A) neopsonizovanou a/alebo (B) komplementom
opsonizovanou baktériou M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujicou GFP
(green fluorescent protein, zeleny fluorescenény protein). B lymfocyty infikované
neopsonizovanou baktériou (GFP). B lymfocyty infikované opsonizovanou baktériou
(GFP+C). B lymfocyty so zablokovanym FcR receptorom infikované neopsonizovanou
baktériou (FcR). B lymfocyty so =zablokovanym FcR receptorom infikované
opsonizovanou baktériou (FcR+C). *** P <(,001,** P <0,01, * P <0,05.
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e Vplyv blokacie komplementovych receptorov CR1/2, CR3 a CR4

Po zablokovani komplementovych receptorov a naslednej infekcii
neopsonizovanou baktériou M. bovis BCG-GFP sme zaznamenali mierny ndrast poc¢tu
infikovanych buniek — u subpopulacie Bla po zablokovani CR1/2 atiez po blokacii
CR4. Infekcia mierne stipla aj u subpopulacie Blb po blokacii CR3. Celkovo vSak
blokéacia komplementovych receptorov nemala vyrazny vplyv na vstup neopsonizovane;j

baktérie M. bovis BCG-GFP do B lymfocytov (Graf €. 6).
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Graf ¢ 6: Vplyv blokacie komplementovych receptorov. Infekcia peritonealnych
B lymfocytov zmySi BALB/c neopsonizovanou baktériou M. bovis BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) exprimujucou GFP (green fluorescent protein, zeleny fluorescencny
protein). B lymfocyty infikované neopsonizovanou baktériou (GFP). B lymfocyty
so zablokovanymi jednotlivymi komplementovymi receptormi (CR1/2, CR3, CR4)

infikované neopsonizovanou baktériou. *** P < 0,001, * P <0,05.
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Nakoniec sme sledovali akt tlohu zohravaji komplementové receptory po
infekcii baktériou M. bovis BCG-GFP opsonizovanou komplementom (Graf ¢. 7).
Signifikantny vplyv na vstup M. bovis BCG-GFP do CD19+ lymfocytov zohrala
blokacia receptoru CR1/2, kedy infekcia poklesla z 10,85 £2,23 % na 5,99 + 0,42 %.
Podobne aj u subpopulacie Bla doslo k znizeniu infekcie po zablokovani CR1/2 a eSte
vyraznejSie poklesol pocet infikovanych buniek po blokacii CR3 a néslednej infekcii
M. bovis BCG-GFP opsonizovanou komplementom. Blokécia CR4 mala menej vyrazny
vplyv. U subpopuléacie B1b sa uplatnil predovsetkym CR1/2 receptor a v mensej miere
aj CR3. Na vstup baktérie M. bovis BCG-GFP opsonizovanej komplementom
u subpopulécie B2 zohral signifikantnu tlohu receptor CR1/2.
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Graf ¢. 7: Vplyv blokacie komplementovych receptorov a vplyv opsonizacie. Infekcia
peritonealnych B lymfocytov z mysi BALB/c komplementom opsonizovanou baktériou
M. bovis BCG (Bacillus Calmette-Guérin) exprimujicou GFP (green fluorescent
protein, zeleny fluorescenény protein). B lymfocyty infikované opsonizovanou
baktériou (GFP+C). B lymfocyty so zablokovanymi jednotlivymi komplementovymi
receptormi infikované opsonizovanou baktériou (CR1/2+C, CR3+C, CR4+C).

*P <0,05.
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5. DISKUSIA

B lymfocytom, predstavitelom humoralnej zlozky imunitného systému, bola
oddavna pripisovana obrannd funkcia hlavne voci extracelularnym patogénom. Obrana
pred intracelularnymi baktériami bola spédjand predovsetkym s rozvojom bunkovej
imunity zalozenej na Thl lymfocytoch. S narastajucim poctom dokazov o ulohe
B lymfocytov aj v modulacii bunkovej imunitnej odpovede sa zdd byt povodna
predstava mylna. Schopnostou fagocytézy a naslednej prezentacie antigénu CD4+ ako
aj CD8+ T lymfocytom, produkciou protilatok a Sirokého spektra zadpalovych cytokinov
atiez regulacnou funkciou prostrednictvom Breg, maju potencidl byt adekvatnym
partnerom T lymfocytov, dendritickych buniek a makrofagov v obrannej reakcii proti
intracelularnym patogénom [44, 50, 54].

Vysledky roznych experimentdlnych modelov dokazujii, Ze intracelularne
baktérie ako napr. Salmonella [53], Brucella [52], Francisella [51]
a Mycobacterium [100] dokazu aktivne vstupovat do B lymfocytov. Presny
mechanizmus internalizacie intercelularnych baktérii do B lymfocytov momentéalne
znamy nie je. Vstup baktérie Salmonella typhimurium do B lymfocytov bol spojeny
s rozpoznanim prostrednictvom BCR receptoru. Vo wvnutri B lymfocytu preziva
v tzv. salmonelu-obsahujucej vakuole a aktivuje B lymfocyty k tvorbe Specifickych
protilatok [53]. Brucella abortus opsonizovana komplementom a IgM aktivne infikuje
B lymfocyty a jej vstup je sprostredkovany prostrednictvom funkénych
mikrofilamentov. Nasledne preziva v neskorom endozomalnom/lyzozomalnom
kompartmente a iniciuje hostitel'ski  bunku k produkcii regulaéného cytokinu
TGF-B1 [52]. Intracelularna baktéria Francisella tularensis (F. tularensis) taktiez
aktivne vstupuje do B lymfocytov a navySe je schopna vyvolat’ ich apoptozu [51]. Jej
vstup je tiez asociovany s rozpoznanim cez Specificky BCR receptor a v zavislosti
na subpopulécii B lymfocytu vyzaduje spolupracu s komplementovym receptorom
CR1/2 [101]. Ciel'om tejto prace bolo sledovat’ in vitro vstup d’alSej intracelularnej
baktérie M. bovis BCG-GFP do peritonealnych B lymfocytov izolovanych z mysi
BALB/c. V naSich experimentoch sme potvrdili, ze mykobaktérium, intraceluldrny
patogén, aktivne vstupuje do B lymfocytov a to rdéznou mierou v zavislosti
od subpopulacie a podmienok.

Podl’a naSich vysledkov infikuje M. bovis BCG in vitro po 3 hodinach inkubacie
9,33 + 1,34 % peritonealnych CD19+ lymfocytov. V ramci jednotlivych subpopulécii
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Bla (CD19+CD5+CDI11b+), Blb (CD19+CD5-CD11b+) a B2 (CD19+CD5-CD11b-)
sa pocty infikovanych B lymfocytov znac¢ne liSili. Najviac boli infikované
Bla lymfocyty (20,23 + 2,02 %), menej Blb lymfocyty (14,15 +2,51 %) a najmene;j
bolo infikovanych B2 lymfocytov (2,94 + 1,25 %). K podobnému vysledku viedla praca
od Plzakova et al. (2014), kde vedci pozorovali zmeny v zastipeni imunitnych buniek
v peritoneu a v slezine po in vivo intraperitoneédlnej infekcii mysi BALB/c baktériou
F. tularensis LVS (live vaccine strain, zivy vakcina¢ny kmen). Vedci prezentovali, ze
F. tularensis LVS infikuje peritonealne B lymfocyty, priCom v prevaznej vacsine islo
v tomto pripade o subpopuladciu Bla. Nasledne F. tularensis LVS inciciuje peritonéalne
atiez CD19+ bunky sleziny k expresii aktivaénych znakov (MHC-II, CD25, CD54,
CD69) a kostimulaénych molekal (CD80, CD86), ako aj k produkecii cytokinov (INF-y,
TNF-a, IL-4, IL-6 a d’alSie) [102]. Charakter B1 lymfocytov ako medznika vrodene;j
a adaptivnej imunitnej odpovede schopného produkovat’ prirodzené protilatky nezavisle
na T lymfocytoch [44, 54] moze byt spojeny doévodom preco hlavnym aktérom
v interakecii s intraceluldrnou baktériou je subpopulacia Bla.

Ulohe B lymfocytov vo vrodenej imunite voéi intracelularnym baktériam sa
venovali aj v stadii vedenej Garcia-Perez et al. (2012). Prezentovali, ze zivé
mykobaktérie a salmonely vstupuju do B lymfocytov (linia Raji) prostrednictvom
aktivneho procesu makropinocytézy. Vstup intracelularnych baktérii M. tuberculosis,
M. spegmatis a Salmonella typhimurium bol spojeny so zmenami v Struktire bunkovej
membrany, ktora viedla k tvorbe filopodii a lamelipddii [103]. Zhu ef al. (2016) d’alej
sledovali, ¢i mftve M. tuberculosis dokaze vyvolat’ makropinocytézu. Dospeli k zaveru,
ze naopak bunkova linia Raji dokaze fagocytovat M. tuberculosis nezéavisle
na zivotnosti baktérii. Fagocytované mykobaktérie d’alej stimujuli produkciu IgM
a expresiu kostimulacnych molektl CD80 a CD86 [100].

Prekonanim dlhotrvajiicej domnienky, ze B Ilymfocyty nie st schopné
fagocytozy, sa zacala sledovat ich fagocytrna a baktericidna aktivita. Stidiom
fagocytarnej funkcie B lymfocytov sa zaoberal aj tim Parra et al. (2012), ktory
preukazal schopnost’ mySich peritonealnych Bla a B1b lymfocytov fagocytovat’ inertné
Castice a baktérie. Mnozstvo fagocytujucich B lymfocytov izolovanymi z kostnej drene,
sleziny, ¢i krvi predstavovalo minimalny podiel oproti B lymfocytom izolovanych
z peritonea. V rdmci detailnejSieho stidia B1 lymfocytov, ktoré predstavuju 30 — 40 %
z celkového mnoZstva peritonealnych leukocytov u mysi, bolo percento fagocytujicich

Bla lymfocytov zna¢ne vysSie v porovnani sBlb lymfocytmi. MnoZstvo
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fagocytujucich peritonedlnych B2 lymfocytov bolo miniméalne [104]. V naSich
pokusoch s M. bovis BCG-GFP sme takisto zaznamenali z celkového poctu
B lymfocytov najviac infikovanych Bla lymfocytov a minimum infikovanych B2.
Zaujimavym vysledkom nasej prace bola vsak prave necakana reakcia subpopulacie B2
na mykobaktérium opsonizované komplementom, kedy doslo k vyraznému nérastu ich
aktivity veducej k mnohonasobne zvySenému poctu infikovanych B2 lymfocytov
22,94 £1,25 % az na 8,93 £ 1,17 %. Na subpopulacie Bla a B1b nemala opsonizacia
komplementom takyto efekt a dokonca doslo k znizeniu infekcie. V porovnani
s reakciou B2 lymfocytov infikovanych baktériou Fransicella tularensis LVS, kde
opsonizacia komplementom viedla sice k miernemu zvySeniu infekcie, ale nie tak
razantnému ako po infekcii M. bovis BCG-GFP [101]. B2 lymfocytom, tieZ znamym
ako konvencnym lymfocytom, je prikladana hlavna uloha v adaptivnej humordlnej
imunite [44]. V doterajSich Studiach nebola popisovana ich vyznamnej$ia funkcia
vo fagocytoze intracelularnych baktérii. Z tohto doévodu je vysledok naSich
experimentov o reakcii B2 lymfocytov na komplentom opsonizované mykobaktérium
neoCakavany a jedinecny, priom komplement vyznamne ovplyvnil vstup
M. bovis BCG-GFP do B2 lymfocytov.

Komplement predstavuje jednu z hlavnych zloziek neSpecifickej humoralnej
imunity, ktora moéZe byt aktivovand troma cestami: alternativnou, lektinovou
a klasickou. Jednou zjeho Uloh je opsonizicia Castic, pomocou ktorej moze byt
ulah¢ena ich fagocytéza [50]. M. tuberculosis, ktoré zdiela s baktériami kompexu
M. tuberculosis az 99,9 % genomu, aktivuje komplement a tym ulah¢uje svoj vstup do
makrofagov [6, 105]. Podl'a Zhu et al. (2016) opsonizicia M. tuberculosis Cerstvym
Tudskym sérom vedie tieZ k zvySenej fagocytdze mykobaktérii do B lymfocytov (linia
Raji) a to cez komplementovy receptor CR1 [100]. Carrol et al. (2009) dospeli k zaveru,
ze M. bovis BCG prostrednictvom fragmentu Clq aktivuje klasickii cestu a to
protilatkovo zavisle aj nezavisle, d’alej alternativnu cestu, ktora je protilatkovo nezavisla
a tiez lektinovu cestu prostrednictvom MBL a L-fikolinu [106]. Po vyhodnoteni naSich
pokusov o vplyve komplementu na infekciu peritonedlnych B lymfocytov baktériou
M. bovis BCG-GFP sme vSak zaznamenali len mierne zvySeny pocet infikovanych
CD19+ buniek, pri¢om vynimo¢ne reagovala uz spominana subpopuldcia B2. Naopak
u Bla a B1b subpopulacie doslo k poklesu infekcie a teda u tychto subpopulacii nie je
rozhodujtci pre vstup M. bovis BCG-GFP. Podla Plzakova et al. (2015) vsak po

opsonizacii komplementom intracelularnj baktérie F. tularensis LVS dochadza ako
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u CD19+ buniek, tak aj u vSetkych troch vybranych subpopulécii Bla, Blb a B2
k zvyseniu infekcie. Efekt opsonizacie sa v zavislosti na subpolulacii prejavil najviac
u Bla a najmenej u B2 lymfocytov [101]. Z uvedeného vyplyva, Ze vplyv komplementu
na vstup baktérii do B lymfocytov je pravdepodobne zavisly aj od subpopulacie
B lymfocytu a aj od typu baktérie. Podobne d’alej v stadii Plzdkova et al. (2015)
sledovali vplyv opsonizacie baktérii F. tularensis LVS imunnymi sérom (,,protilatky*)
na in vitro infekciu peritonedlnych buniek izolovanych z mysi BALB/c. V tomto
pripade nemala opsonizacia protilatkami vyraznejsi efekt. [101] V nasom pripade sme,
ale po infekcii baktériami M. bovis BCG-GFP opsonizovanymi protilatkami detekovali
znizené mnozstvo infikovanych CD19+ buniek a tiez v ramci subpopulécii Bla Blb.
Na subpopulaciu B2 mala opsonizacia mykobaktérii protilatkami nepatrny vplyv.

Vstup M. tuberculosis do hostitel'skej bunky moéze byt sprostredkovany
pomocou rdoznych receptorov v zavislosti na podmienkach tohto procesu.
Za neopsonizovanych podmienok prevldda internalizdcia mykobaktérii do zrelych
makrofagov sprostredkovana mandézovym receptorom. Pri opsonizacii mykobaktérii
immunnym sérom s protilatkami vo¢i mykobaktériam sa uplatiiuje Fcy receptor.
V pripade, ze su baktérie opsonizované sérom so zlozkami komplementu C3b, C4b
a C3bi prebicha fagocytéza pomocou komplementovych receptorov CR1, CR3
a CR4 [105]. Podla naSich experimentov sa na vstupe M. bovis BCG-GFP do CD19+
buniek uplatiiuje BCR receptor a za pritomnosti komplementu tiez CR1/2. V ramci
d’alSich subpopulacii Bla a B1b sa uplatituje okrem CR1/2 aj CR3, ale v menSej miere.
V porovnani s M. tuberculosis sa podla Zhu et al. (2016) na vstupe do B lymfocytov
(linia Raji) za opsonizovanych podmienok uplatiiuje komplementovy receptor
CR1 [100]. V pripade Franciselly tularensis LVS prebieha ich vstup do B lymfocytov
prostrednictvom BCR receptoru a to v zavislosti na subpopulacii. Samotny BCR sa
uplatnuje len u subpopulécie Bla. U d’alSich dvoch subpopulacii vyzaduje kooperéaciu
s komplementovym receptorom CR1/2 [101].

Ulohu vybranych receptorov na povrchu B lymfocytov sme skumali po ich
zablokovani. Tym sme eliminovali ich Gcast’ na vstupe baktérie M. bovis BCG-GFP.
Prvym sledovanym receptorom bol antigénne Specificky BCR receptor, ktory sa
uplatiuje na vstupe francisel aj salmonel [53, 101]. Taktiez aj v naSich pokusoch jeho
blokacia viedla k signifikantému zniZeniu infikovanych peritonedlnych CD19+ buniek.
Za neopsonizovanych podmienok v radmci subpopulacie Bla a B1b doSlo k znizeniu

infekcie takmer o polovicu ateda sa domnievame, ze samotny BCR postacuje

67



na rozpoznanie a internalizdciu M. bovis BCG-GFP do uvedenych subpopulécii.
U subpopulacie B2 po blokédcii BCR receptoru nedoSlo k vyznamnym zmenam.
Po opsonizécii komplementom u subpopuldcie B2 sme rovnako ako v predchadzajiacich
pokusoch zaznamenali jej zvySenu aktivitu, ale zaroven pri sucasnej blokacii BCR doslo
k miernemu poklesu infekcie. Preto sa domnievame, ze M. bovis BCG-GFP pre vstup
vyzaduje spolupracu BCR receptoru a CR1/2, ktorého blokéicia mala signifikantny
vplyv na infekciu. Podl'a Plzdkova et al. (2015) pri Stadiu vstupu F. tularensis LVS
do B lymfocytov mal samotny BCR receptor v ramci sledovanych subpopulécii vyrazny
vplyv len na vstup do Bla lymfocytov. U subpopulacii Blb a B2 blokidcia BCR
receptoru nemala na vplyv na vstup F. tularensis LVS do B lymfocytov a to ani
za opsonizovanych podmienok [101].

Po =zablokovani Fcy receptoru na B lymfocytoch a naslednej infekcii
M. bovis BCG sme nezaznamenali vyrazné zmeny v pocte infikovanych buniek.
Opsonizacia komplementom spdsobila mierne znizenie vstupu M. bovis BCG-GFP do
vSetkych troch sledovanych subpopuldcii a teda podl'a nasich doterajsich vysledkov Fcy
receptor zohral nepatrnu tlohu na vstupe M. bovis BCG-GFP do B lymfocytov. Dolezité
je podotknit, ze 1ivtomto experimente sme po opsonizacii mykobaktérii
komplementom zaznamenali vyraznu reakciu subpopuldcie B2. Podl'a Plzékova et al.
(2015) sa uloha Fcy receptoru vyznacila az pri infekcii F. tularensis LVS sucasne
opsonizovanych ako aj komplementom, tak aj protilatkami, kedy doSlo k zniZeniu
celkového poctu CDI19+ buniek. V ramci subpopulacii mala blokacia Fcy receptoru
vplyv len na Bla lymfocyty za uvedenych podmienok [101].

Nakoniec sme sa zaoberali komplementovymi receptormi CR1/2, CR3 a CR4.
Ich samotn4 blokécia neviedla k vyraznej zmene v pocte infikovanych celkového poctu
CD19+ buniek baktériou M. bovis BCG, ani jednotlivych subpopulacii Bla, Blb a B2.
Dalej pri pouziti baktérii opsonizovanych komplementom sme pozorovali signifikantny
vplyv na infekciu v rdmci celej populacie CD19+ len po blokécii komplementového
receptoru CR1/2. V studii Plzdkova et al. (2015) pri infekcii CD19+ peritonealnych
B lymfocytov baktériou F. tularensis LVS opsonizovanou komplementom vedci taktiez
zaznamenali vyznamnu ulohu len CR1/2 receptoru, kde zhodnotili, ze pre vstup
F. tularensis do Blb a B2 subpopuldcie vyzaduje kooperaciu BCR s CR1/2 [101].
O funkcii CR1 receptoru vo vstupe mykobaktérii do B lymfocytov linie Raji piSe aj
v §tadii vedenej Zhu et al. (2016), kde pouzili protilatku proti CR1 (CD35). Vedci

podporili tvrdenie, Ze pri pouZziti opsonizacie pomocou normalneho I'udského séra sa

68



komplementovy receptor CRI1 wuplatiuje na fagocytéze baktérie M. tuberculosis
B lymfocytmi [100].

V ramci subpopulacii sme zaznamenali r6znu mieru vplyvu komplementovych
receptorov na infekciu. U subpopulacie Bla ma vyrazny vplyv na vstup baktérie
M. bovis BCG-GFP opsonizovanéj komplementom do B lymfocytov receptor CR3,
menej vyrazne u CR1/2. U subpopulacie B1b sa uplatnil tiez CR1/2 a v mensSej miere aj
CR3. Na vstup M. bovis BCG-GFP do B2 lymfocytov zohral vyznamnu ulohu CR1/2
receptor. Podla naSich vysledkov komplement vyrazne podporuje internalizaciu
M. bovis BCG-GFP do subpopulécie B2, pri¢om tento proces je spojeny pravdepodobne
s rozpoznanim cez komplementovy recetor CR1/2.

Skuto¢nost’, Ze peritonealne B1 lymfocyty dokézu fagocytovat’ Castice a baktérie
posiliuje domnienku o ich dolezitej funkcii aj vtvorbe vrodenej imunitnej
odpovede [104]. Navyse, ur¢ité malé percento peritonedlnych B2 lymfocytov dokaze
tiez internalizovat  intracelularnu  baktériu  F.  tularensis LVS  [101]
a M. bovis BCG-GFP. Podla naSich vysledkov sa mnozstvo infikovanych
B2 lymfocytov intracelularnou baktériou M. bovis BCG-GFP jednoznacne zvySuje po
opsonizacii komplementom, kedy pocet infikovanych B2 lymfocytov vzrastol
niekol’kondsobne v kazdom experimente. Tento zaujimavy vysledok prikladdme
doposial’ nepoznanym vlastnostiam mykobaktérii a tieZ B2 lymfocytom. Podobne ako
u F. tularensis LVS je vstup do peritonedlnych CD19+ buniek asociovany
s rozpoznanim cez BCR receptor atiez cez CR1/2, ¢o podporuje model dualneho
ropoznania antigénu B lymfocytom. [101, 107]

Z naSich experimentov vyplynulo, ze M. bovis BCG-GFP v podmienkach
in vitro aktivne vstupuje do B lymfocytov izolovanych z peritonea mysi BALB/c. Miera
infekcie sa lisi od subpopulécie a pritomnosti komplementu. Bez pouZitia opsonizacie
bolo najviac infikovanych buniek zo subpopulacie Bla anajmenej z B2. Vstup
M. bovis BCG-GFP do subpopulacii Bla a B1b bol sprostredkovany cez BCR receptor.
Po opsonizécii komplementom sa u Bla a Blb lymfocytov pravdepodobne uplatiiuje
réznou mierou aj CR3 a CR1/2. Na vstupe M. bovis BCG-GFP do B2 lymfocytov sa
vyznamnym spOsobom podiela prostrednictvom viazby baktérie opsonizovanej

komplementom CR1/2, ktory pravdepodobne spolupracuje s BCR receptorom.
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6. ZAVER

e Pomocou prietokovej cytometrie sme hodnotili vstup zivej intracelularnej baktérie
M. bovis BCG-GFP do peritonealnych B lymfocytov izolovanych z mysi BALB/c.

e M. bovis BCG-GFP aktivne vstupuje do B lymfocytov, pricom v ramci celkového
poctu CD19+ buniek sme za neopsonizovanych podmienok zaznamenali najviac
infikovanych Bla, menej B1b a najmenej B2 lymfocytov.

e Opsonizacia komplementom ani protilaitkami nemala vyraznejsi vplyv na infekciu
CD19+ buniek, naopak, u subpopulacii Bla a B1b doslo k poklesu infekcie.

e Prekvapivo, na opsonizaciu komplementom vel'mi vyrazne reagovala subpopulacia
B2, kedy sa infekcia zvysila takmer trojndsobne.

e  Ulohu vybranych receptorov sme sledovali po ich zablokovani.

e Za neopsonizovanych podmienok sa na vstupe do CD19+ buniek uplatnil samotny
BCR receptor a za opsonizécie sa uplatnil aj komplementovy receptor CR1/2.

e Pre subpopulaciu Bla je pre vstup M. bovis BCG-GFP délezity BCR receptor a za
ucasti komplementu sa uplatiiuje aj komplementovy receptor CR3 a CR1/2.

e Pre subpopuldciu Blb na vstup M. bovis BCG-GFP taktieZ postacuje rozpoznanie
cez BCR receptor a za opsonizovanych podmienok sa uplatni aj CR1/2 a ¢iasto¢ne
aj CR3.

e Za ucasti komplementu velmi aktivne vstupuje M. bovis BCG-GFP do
subpopulacie B2 lymfocytov a to pravdepodobne hlavne vdaka kooperacii

komplementového receptoru CR1/2 s BCR receptorom.
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