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Abstrakt

Kolorektalni karcinom je zavazné onemocnéni tlustého stfeva. Patii mezi nadory
snejvyssi incidenci a zarovenn je pro né typickd také vysokd mortalita. V procesu
tumorigeneze se uplatiluje celad fada rozlicnych mechanismii, prfedevSim poSkozeni a nasledna
reparace DNA bunék a zanét.

Stfevni mikrobiota hraje diilezitou roli ve vzniku a rozvoji kolorektalniho karcinomu.
Mikroorganismy ovliviiuji mikroprostiedi stieva. Mohou podporovat zanétlivou reakci ¢i
produkovat rizné toxiny. Cyklomodulacni latky, které nékteré bakterie produkuji, ovliviiuji
bunécny cyklus.

V diplomové praci byl zjistovan vztah mezi pfitomnosti genti pro cyklomoduliny
v genomu jednotlivych kment bakterie Escherichia coli a jejich genotoxickymi vlastnostmi.
Vyuzit byl in vitro model pro zjisténi pfimého vlivu bakterii na bunky. Jako modelovy
mikroorganismus byla zvolena E. coli, ktera je béznou soucasti stfevni mikrobioty a zaroven
je fakultativné anaerobni, ¢imz je snadno kultivovatelna. Vybrano bylo Sest kmentl, které maji
ruzny vztah k hostiteli. Nekteré kmeny jsou probiotické, jiné komenzalni a nékteré patogenni.

U probiotickych kmenl E. coli (Nissle 1917 a O83) bylo detekovano méné genil pro
cyklomoduliny nez u ostatnich testovanych kmeni. Vyrazné rozdily v genotoxickych
vlastnostech nebyly pozorovany. Rozdily v ptisobeni jednotlivych kmenti E. coli na zivotnost
a proliferaci bungk ¢i aktivaci jejich repara¢nich mechanismii nebo fosforylaci proteinu p53
nebyly zaznamenany. Mirné rozdily byly detekovany v produkci prozanétlivych cytokinl
imunitnimi bunikami (mys$i makrofagova linie RAW 264.7) a poruSeni vrstvy epitelovych
bunék v zavislosti na stimulaci rozdilnymi kmeny E. coli.

Celkové nebyly prokazany signifikantni rozdily v genotoxickych vlastnostech

jednotlivych kmentl E. coli.

Kli¢ova slova: tumorigeneze, kolorektalni karcinom, sttevni mikrobiota, Escherichia coli,

cyklomoduliny



Abstract

Colorectal carcinoma is a severe disease of colon. It belongs to the cancers with the
highest incidence and also high mortality. In the process of tumorigenesis, there are applied
various mechanisms, mainly DNA damage and subsequent reparation and inflammation.

Gut microbiota plays an important role in development of the colorectal cancer
influencing cancer microenvironment. Microbiota triggers inflammatory response or produces
different toxins.

The diploma thesis was aimed on the relation between the presence of cyclomodulin
genes in the genome of individual strains of bacterium Escherichia coli and their genotoxic
features. To follow direct influence of epithelial cells by microbiota, we used in vitro model.
We chose E. coli as a model microorganism because it is common bacterium of human gut,
moreover, as facultative anaerob it is easily cultivated. We used six strains of E. coli with
different relation to the host organism including probiotic, comensal and pathobiont.

In probiotic strains of E. coli (Nissle 1917 and O83), we detected less genes for
cyclomodulins than in other strains. We did not observed significant differences in genotoxic
features of the strains. Also, we did not detect any changes in viability, proliferation,
activation of repair mechanisms or p53 fosforylation caused by different strains of E. coli. We
observed minor differences in the inflammatory cytokine production by immune cells and in
the epithelial layer damage after cultivation with different strains of E. coli.

In conclusion, we did not observed significant differences in genotoxic features of

individual strains of E. coli.

Key words: tumorigenesis, colorectal carcinoma, gut microbiota, Escherichia coli,

cyclomodulins
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Seznam zkratek

Ab
ATM
ATR
BCA
bp
BSA
cAB
CDT
Chk1/2
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CNF
CRC

d AB
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DC
dH,O
DMEM
DMSO
DNA
DSB
EDTA
ELISA
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FVD
GALT
H2A.X
HEPES
HRP
IL

LB médium

LPS

protilatka

ataxia telangiectasia mutated

ATM and Rad3 related kinase
kyselina bicinchoninova

pary bazi

bovinni sérovy albumin

navazovaci (capture) Ab

cytolethal distending toxins
checkpoint kinaza 1/2
cycle-inhibiting factor

cytotoxic necrotizing factors
kolorektalni karcinom

detek¢ni Ab
4'.6-Diamidino-2-phenylindole
dendritické buiiky

destilovana voda

Dulbecco’s modified eagle’s medium
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina
dvouvlaknové zlomy v DNA
kyselina ethylendiamintetraoctova
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
fetale bovine serum

Fixable viability Dye ®

sttevni imunitni systém

forma histonu H2A
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethanesulfonic acid
kfenova peroxidaza

interleukin

lysogeny broth médium

lipopolysacharid



MBU

MRN komplex
OD

PBS

PCR

PFA

RT

STR

TAE pufr

TE pufr

T™MB
TNF
UMG
uv
YH2A.X

Mikrobiologicky ustav Akademie véd CR

komplex, ktery se sklada z proteinit Mrel 1, Rad50 a Nbs1

optické denzita

fosfatovy pufr

polymerazova fetézova reakce

paraformaldehyd

pokojova teplota

streptavidin

pufr obsahujici tris(hydroxymethyl)aminomethan, kyselinu octovou a
kyselinu ethylendiamintetraoctovou

pufr  obsahujiic  tris(hydroxymethyl)aminomethan a  kyselinu
ethylendiamintetraoctovou

tetrametylbenzidin

tumor necrosis factor

Ustav molekularni genetiky Akademie véd CR

ultrafialové svétlo

fosforylovana forma histonu H2A.X



1. Uvod

Kolorektalni karcinom (rakovina tlustého stfeva a kone¢niku) je velice zdvazné
onemocnéni. V Ceské republice postihuje roéné nékolik tisic a celosvétovné pies milion lidi.
Zarovenn ma pomérn¢ hodn¢ vysokou mortalitu. Proto je hlednani vhodné 1écby ¢i sptisobti
pfispivajicich k potla¢eni onemocnéni velmi aktualnim tématem.

Stievni sliznice pfichazi do kontaktu s velkym mnozstvi rozmanitych slozek z potravy,
travicimi Stdvami, enzymy i mnozstvim mikroorganismti. Pro mikroorganismy je prostredi
stteva dobrou nikou. Bézné se ve streveé vyskytuji rizné viry, houby, prvoci a az tisic riznych
druhii bakterii. Toto slozité spoleCenstvo obsahuje jak pro organismus prospésné, tak
potencidlné patogenni mikroby. Cely systém mikroorganismu ovliviiuje stfevo a mize chranit
pfed nemocemi, ale zarovenl pii poruSeni rovnovahy mezi prospé€Snymi a patogennimi
mikroorganismy muze dochazet k rozvoji fady onemocnéni, jako jsou zanéty, nadory ¢i
alergie.

AC se téma vztahu stievni mikrobioty k rozvoji riiznych nemoci intenzivné zkouma,
stale zUistdva mnoho vztahli a mechanismil neobjasnéno.

V diplomové praci jsem se snazila objasnit roli bakterie E. coli, kterd je béznou soucasti
sttevni mikroflory a zaroven jeji jednotlivé kmeny maji rizny vztah k hostiteli,

v tumorigenezi kolorektalniho karcinomu.



2. Prehled literatury

2.1. Kolorektalni karcinom (CRC)

Kolorektalni karcinom patifi mezi nejCastéjsi nddory a jeho incidence se neustale
zvysuje. V celosvétovém meéfitku se jednd u muzl o treti nejbéznéjsi diagnostikovany nador,
u zen zaujima dokonce druhou pozici. Ro¢né se celosvétove diagnostikuje ptiblizné 1 360 000
novych pfipadi. Zaroven CRC patii i mezi nadory snejvyssi umrtnosti (GLOBOCAN
projekt, 2012). Ceska republika patii mezi zemé s nejvyssi incidenci CRC. Od roku 2000
incidence kolisa v rozmezi od 75 do 80 nové diagnostikovanych piipadi na 100 000 obyvatel
(SVOD — Epidemiologie zhoubnych nador v CR - databaze Narodniho onkologického

registru).

V ptipad¢ kolorektalniho karcinomu se jedna vétSinou o sporadicky vyskyt. Pfiblizné 20
— 30 % nadora kolerekta vykazuje dédicny vyskyt a asi 5 % CRC je spojeno se znamymi
dédicnymi syndromy (Rustgi 2007, Jasperson et al. 2010, Valle 2014). Sporadické nadory
vznikaji na zédklad¢ ndhodnych mutaci v DNA bunék a epigenetickych zmén. Mutace mohou
postihovat rizné geny. V piipadé CRC byvd pocateéni mutace nejcastéji v tumor
supresorovém genu APC, coz vede k tvorbé benignich polypi. Asi v 15 % ptipadd je mutace
v genu APC nasledovana dal§imi mutacemi a rozvojem polypi v maligni karcinomy.
Hereditdrni nadory kolorekta se klasifikuji do dvou skupin, podle toho, jestli tvoii nebo
netvofi polypy. NejbéZzngjsi z onemocnéni tvoficich polypy je familiarni adenomatdzni
polypoza. V piipadé nepolypoznich dédicnych CRC byva mutace v reparacnich
mechanismech, predev§im v mutatorovych genech. Mezi nejcastéjsi patii Lynchiiv syndrom
(Marmol et al. 2017).

Na vznik a rozvoj CRC ma vliv i mnoho vnéjSich faktord. Né&které mohou byt
ovlivnitelné, jiné nikoliv. Jednim z nejvyznamnéjSich je v€k. Riziko vzniku CRC se s v€kem
zvysuje. Sporadicky CRC se nejcastéji objevuje u lidi nad 50 let (Das et al. 2017, Amersi et
al. 2005). Hereditarni nadory se obvykle projevuji uz v niz§im véku (Jasperson et al. 2010).
Rizikovym faktorem je také ptedchozi vyskyt u jedince, pfipadné pozitivni rodinnd anamnéza
na vyskyt CRC nebo zéanétlivych sttevnich onemocnéni (ulcerézni kolitida nebo Crohnova
choroba). DalSim faktorem, ktery ovliviiuje rozvoj nadoru, je zivotni styl. Obezita, koufeni a

nadmérné piti alkoholu zvySuji pravdépodobnost vyskytu, naopak dostatek pohybu a zdrava
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strava riziko onemocnéni snizuji (Das et al. 2017, Beets et al. 2017, Haggar a Boushey 2009).
Na rozvoj CRC ma také vliv slozeni stfevni mikrobioty (Garcia-Castillo et al. 2016, T6ziin et

al. 2016).

2.2. Tumorigeneze CRC

Vznik nadoru je slozity proces, na kterém se podili fada faktord a mechanismu. Je
vysledkem genetickych mutaci a faktorti vnéjsiho prostiedi.

Nadorové transformované bunky ztraci svij tvar a funkci. Dochazi u nich k selhani
bunééného cyklu a apoptoézy. Pro rozvoj nadoru jsou zaroven zasadni dvé podminky a to
geneticka nestabilita buniky a zanét (Hanahan a Weinberg 2011).

Nédory vykazuji celou fadu charakteristickych znakl (obrazek €. 1). Mezi hlavni
charakteristiky patii zvySena odpovéd na ristové signaly a naopak snizend senzitivita
k ristovym supresortim, neomezeny replikacni potencial a resistence k apoptdze, pozdéji také
indukce angiogeneze ¢i invaze okolnich tkédni a tvorba metastaz (Hanahan a Weinberg 2000).
Dal$imi znaky jsou deregulace bunéného metabolismu a zamezeni destrukce nadoru

imunitnim systémem téla (Hanahan a Weinberg 2011).

zesileni uniknuti
proliferénich ristovym
signald supresordm
deregulace vyhnuti se
bunééného imunitni
metabolism destrukci

rezistence k HEK?EEEH}F
bunééné smrti replikacni
potencial
geneticka SEnck
nestabilita vyvolany
nadorem
indukce invaze a
angiogeneze metastazovani

Obrazek ¢. 1: Zakladni znaky nadoru. (pfevzato a upraveno z ¢lanku Hanahan a Weinberg 2011)
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Zakladnim znakem néadorG je genetickd nestabilita. Mechanismy vedouci k této
nestabilité¢ mohou byt rozdéleny do tii zékladnich typi — chromozomova (CIN), mikrosatelitni
(MSI) a epigeneticka (CIMP) nestabilita (Marmol et al. 2017, Pancioni et al. 2012).
Chromozomova nestabilita je nejcastéjSim typem nestability. Je spojena s mutacemi
v onkogenech a tumor supresorovych genech. Tyto zmény vedou k prestavbam chromozomd,
aneuploidiim nebo ke ztraté heterozygozity (Pino a Chung 2010). Nestabilita mikrosatelita je
disledkem defekti v DNA mismatch repair (MMR) systému. Chyby v replikaci repetitivnich
sekvenci (napf. mikrosatelity) vedou ke vzniku bodovych mutaci, posunu ¢teciho rdmce ¢i
nonsense mutacim (Boland a Goel 2010). Dal§im typickym znakem CRC je epigeneticka
nestabilita, kterd vede k metylaci CpG ostravkl (Lao a Grady 2011).

Chromozomové nestabilita miiZze mit mnoho projevl. V buiice se mohou vyskytnout
rizné typy mutaci — postihujici jeden ¢i vice gend, vEétsi chromozomové piestavby, ztraty
somatické mutace patii dvouvldknové zlomy DNA, protoze mohou vést k chromozomovym
pfestavbam, ke ztrat¢ Casti genetick¢é informace béhem bunééného deleni a genomové
nestabilité. Bunika reaguje na toto poSkozeni spusténim specifické odpovédi (DNA damage
response, DDR), ktera zahrnuje upregulaci ¢i aktivaci genti Gcastnicich se v opravach DNA,
toleranci poskozeni, aktivaci kontrolnich bodi bunééného cyklu, apoptdézu ¢i senescenci
(Martin et al. 2016).

Poskozeni v DNA miuiZe byt opraveno nékolika mechanismy, které zahrnuji homologni
rekombinaci, nehomologni ligaci koncti, i nékteré méné bézné mechanismy jako single-strand
annealing nebo alternativni ligaci konct (Mladenov et al. 2016).

V ptipad¢ homologni rekombinace je dvouvlaknovy zlom DNA rozpoznan komplexem
MRN, ktery se sklad4 z proteinit Mrell, Rad50 a Nbsl1 (u sav¢ich bunék) (Mladenov et al.
2016). MRN komplex vaze a aktivuje ATM (ataxia telangiectasia mutated) kindzu, ktera
nasledné fosforyluje histon H2A.X na serinu 139. H2A.X je forma histonu z rodiny H2A,
ktery je soucasti oktameru v nukleosomu (Kuo a Yang 2008). Po fosforylaci se oznacuje
YH2A.X a muize slouZzit jako marker poSkozeni DNA a aktivace reparacnich mechanismt
v buiice (Martin et al. 2016). ATM kinaza dale aktivuje Chk2 (checkpoint kinaza 2), ktera
pusobi na efekterové proteiny (napiiklad transkripéni faktor p53 nebo fosfataza CDC25). Tyto
efektorové proteiny zajistuji globalni odpovéd buiky (obrazek 2. a) — opravy DNA, regulaci
genové exprese, zastaveni bunééného cyklu, apoptdzu a dalsi (Gagnaire et al. 2017). Pokud se
bunika nachdzi v S nebo G2 fazi bunééného cyklu, miZze byt spuSténa i alternativni draha

odpovédi na poSkozeni vedouci pfes ATR kinazu a Chkl1 (obréazek 2. b).
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A aktivace onkoganti B

ionizaéni zareni replikacni stres
N ¥
N/N/ NN
SenZory poSKOZERIDNA Wi o
\\ ? 9 poskozeni DNA

)
apikalni kinazy N E e - TR

vykonné kinazy CHK2 CHK1
' E
efektory G5 i
K N/
procesy globalni apoptoza zastaveni bunécného cykiu
odpovédi buriky "4 N

oprava DNA neopraveni DNA

v +
proliferace senescence ‘

poskozeni DNA

Obrazek ¢. 2: Schéma DDR. a) Piehled hlavnich drah v draze DDR. b) Piehled spusténi drah DDR v zavislosti

na fazi bunééného cyklu. (pfevzato a upraveno podle ¢lankd Hein et al. 2014, Sulli et al. 2012)

Riziko vzniku CRC zvySuje také chronicky zanét. PoSkozeni stfevni sliznice muze
vyvolat chronickou imunitni reakci vedouci v buné¢nou proliferaci a regeneraci. DileZitou
roli béhem zanétu hraji makrofagy, které produkuji prozanétlivé cytokiny (TNF-a, IL-12) a
reaktivni formy dusiku ¢i kysliku. Epitelové a endotelové butiky nasledné produkuji zanétlivé
mediatory, které zptsobuji atrakci neutrofili do mista zanétu. Makrofagy a neutrofily mohou
pusobit poskozeni DNA pomoci produkce reaktivnich forem kysliku. Zanétlivé cytokiny
stimuluji proliferaci kmenovych bunék. Dochéazi k defektim apoptézy, a akumulaci
transformovanych bunék (Mariani et al. 2014).

Znaky zanétu asociovaného snadory jsou infiltrace leukocytli, pfitomnost
prozanétlivych cytokinti (napt. TNF, IL-1, IL-6 nebo chemokin IL-8), remodelace tkané a
angiogeneze. Prozanétlivé cytokiny mohou vyrazné ovlivnit mikroprostfedi nadoru. IL-6 ma
rustovy a antiapoptoticky efekt na bunku. TNF-a ma vliv pfedevSim na rust a invazivitu
nadoru, angiogenezi €i ptrilakani leukocytli do mista zanétu (piip. nadoru). Pii dlouhodobém

zanétu dochazi také k aktivaci specifické imunity (Collota et al. 2009).
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2.3. Stfevni bariéra

Hlavnimi funkcemi stfeva jsou traveni a vstfebavani zivin z potravy, vstfebavani vody a
transport ionti. Béhem téchto procesti dochéazi ke kontaktu stfevni sliznice s obrovskym
mnozstvim slozek potravy, s mikroorganismy i s vlastnimi trdvicimi enzymy. Stfevni sliznice
musi byt proti nim odolna, musi zajistit mechanickou, antigenni i enzymatickou rezistenci, a
zaroven musi zajistit integritu vnitiniho prostfedi organismu bez ovlivnéni resorpce (Konig et
al. 2016). Na udrzeni stfevni bariéry se podili cela fada mechanismu. Selektivni propustnost je
zajisténa souhrnem mechanickych a chemickych mechanismi, keré interaguji s mikrobidlni a

imunitni slozkou (Guarner a Malagelade 2003).

Stfevni sliznice je tvofena jednovrstevnym epitelem. Polarizované epitelové buiiky jsou
spolu pevné propojeny, ¢imz utvari celistvou mechanickou bariéru, kterd znemoziuje
nekontrolovany prichod mikroorganismi a transport latek paracelularni cestou (Groschwitz a
Hogan, 2009). Toto propojeni je tvofeno tésnymi, adherentnimi a mezerovymi spoji Ci
desmozomy. Nejzasadné€jsi pro udrzeni stievni bariéry jsou tésné spoje. Na jejich tvorbé se
podili fada proteinti. Membranové proteiny tvotici vlastni spoj (klaudin, okludin, JAM) jsou
napojeny na intracelularni proteiny (zonnulin ZO1 — ZO3), které zajistuji propojeni
s cytoskeletem buiiky (obrazek ¢. 3). Propustnost bariéry miiZze byt regulovana pravé diky

roztazitelnosti cytoskeletu (Choi et al. 2017).
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Stievni epitel je tvofen nékolika bunéénymi typy. VSechny jsou odvozeny z kmenovych
bunck, které se nachéazeji v kryptach stfeva. Nejvétsi podil epitelovych bunck zaujimaji
enterocyty. Ty zajistuji vlastni vstiebavani zivin. Jejich apikalni strana je tvofena mikroklky,
které zvétsuji jejich povrch. DalSimi bunécnymi typy stfevni sliznice jsou poharkové bunky,
jejichz funkci je vylu€ovani mucind, a enteroendokrinni butiky, které produkuji nékteré
hormony. Tyto bunky se podili na tvorbé hlenu (muciny jsou jeho hlavni slozkou), ktery
zajistuje chemickou bariéru. Panethovy bunky hraji roli v ochran¢ kmenovych bunék a
v ptirozené¢ imunité. Produkuji antimikrobidlni peptidy — defenziny, lyzozymy ¢i fosfolypazu
A. Také produkuji prozéanétlivy a prokarcinogenni cytokin TNF-a.. Soucasti stievni sliznice je

1 fada imunitnich bunék (viz nize).

2.4. Slizni¢ni imunita

V obranyschopnosti stieva hraje dilezitou roli sttevni imunitni systém (GALT). Ten se
setkavad s obrovskym mnozstvim antigent. Pro spravnou funkci je dulezité nastoleni
rovnovahy mezi imunitni odpovédi a toleranci. Nerovnovaha mtize vést k translokaci mikrobti
a infekci (pii nedostatecné odpovédi na patogena) nebo na druhé strané€ k alergiim ¢i zanétim
(pfi hypersenzitivni odpovédi). Ve stievé probihd stejné jako v jinych castech téla fada
imunitnich mechanismi, na kterych se podili pfirozend i adaptivni slozka imunity. GALT je

soucasti slozitého komplexu slizni¢niho imunitniho systému (McGhee a Fujithashi 2012).

GALT je funkéné rozdélen do dvou ¢asti — indukéni, ktera je tvofena organizovanymi
strukturami (Peyerovy platy a mezenteridlni lymfatické uzliny) a efektorova, kterou
predstavuji jednotlivé lymfocyty rozptylené v epitelu a v lamina propria (obrazek ¢. 4)
(Mowat 2003).

Imunitni reakce zac¢ind v indukéni Casti. Zde je antigen pfenasen z lumen stieva a
prezentovan naivnim T a B lymfocytim. Transport antigenu z povrchu sliznice zajistuji
transcytozou M bunky, které se nachdzi v epitelové vrstvé kryjici Peyerovy platy Ci izolované
lymfatické uzliny (tzv. epitel asociovany s folikuly). K M buitkdm té€sné nasedaji dendritické
bunky, které zajist'uji zpracovani a prezentaci antigenu (Ohno 2016, Brandtzaeg 2008).

Peyerovy platy se skladaji z folikull (tvofenych ptevazné B lymfocyty a folikularnimi
DC) a T lymfocytid. Prezentace antigenu dendritickymi bufikymi naivnim lymfocytim
zpusobuje vznik efektorovych T lymfocyti, které produkuji cytokiny, a indukuje izotypovy
pfesmyk B lymfocytil, coz vede k produkei sekre¢niho IgA.
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T 1 B lymfocyty se méni na efektorové ¢i pamétové, migruji do lamina propria a nékteré
CDS8" T lymfocyty i do epitelové vrstvy. B lymfocyty se vyviji v plazmocyty a jejich ulohou
je produkce sekre¢niho IgA. Efektorové T Ilymfocyty produkuji cytokiny, pomdhaji
plazmocytim v produkci IgA a reguluji imunitni odpovéd. Jsou odpovédné za lokalni

toleranci nékterych antigenti (Mowat 2003).

rozptylené lymfoidni buriky - efektorova mista

intraepitelialni
Iymfocyt

organizovana tkan - indukéni mista
M burika

Mo

lamina
propria

Obrazek ¢. 4: Anatomie stfevni imunitni odpovédi. (pfevzato a upraveno z ¢lanku Mowat 2003)

16



2.5. Strfevni mikrobiota

Stievni mikrobiota (dfive oznaCovana jako mikroflora) je souhrn vSech mikrobt
obyvajicich stfeva. Mikrobiota je slozena prevazn¢ z bakterii, ale zahrnuje také viry, houby ¢i
prvoky. Mikroorganismy obyvaji mista lidského téla, kterd pro né predstavuji vhodné
podminky. Osidluji povrch téla (kzi) i té€lni sliznice (urogenitalni trakt, dychaci cesty,
gastrointestinalni trakt) a vytvaii komplexni ekosystémy. Pravé v gastrointestindlnim traktu se
vyskytuje nejvetsi mnozstvi mikroorganismu. Ve stievech ¢loveka je obsazeno ptiblizné 3,9 x
10" mikroorganismi, coZ je témé&f stejny pocet jako viech bundk t&la (Sender et al. 2016).
Soucasti stfevni mikrofléry byva u jedince ptiblizné¢ 500 — 1000 druhti bakterii patficich do
asi 10 bakterialnich kmenii (Xu a Gordon 2003, Camp et al. 2009).

Slozeni mikrobioty se 1i8i v jednotlivych ¢astech traviciho traktu a také se vyviji béhem
zivota Clovéka. Je ovlivnéno jak genetickymi (Benson et al. 2010), tak predevsim
enviromentalnimi faktory jako zivotnim stylem clovéka, stravou ¢i 1é€bou (Marmol et al.
2017). Zastoupeni bakterii se také lisi mezi jedinci, pfesné slozeni stfevni mikrobioty je
individudlni, pfesto je u zdravych dospélych zastoupeni hlavnich skupin mikroorganismi
podobné, coz je dano specifiky prostiedi. Nejvice vSech stfevnich bakterii jsou zastupci
kment Firmicutes a Bacteroidetes (Davenport et al. 2014, Arumugam et al. 2011).

V travici soustav€ prevazuje zastoupeni striktné anaerobnich bakterii, pfesto se ve

stieveé vyskytuji i nékteré fakultativné anaerobni (Quigley 2013).

2.5.1. Zakladni vztahy mezi mikroby a hostitelem

Bakterie obyvajici travici trakt ¢lovéka mohou mit ke svému hostiteli rizny vztah.
V¢étSina bakterii ma vzhledem ke svému hostiteli komenzalni vztah, coz znamena, ze bakterie
maji ze souZiti s hostitelem prospéch, ale zaroven svému hostiteli nevadi.

Mikroorganismy ale plni ve stfevné 1 fadu dualezitych funkci. Zasadné se podili na
tvorbé& stfevni bariéry, ti€astni se metabolismu, produkuji mastné kyseliny s kratkym fetézcem
a vitaminy, reaguji s imunitnim systémem a zamezuji ristu patogennich bakterii (Guarner a
Malagelade 2003). Takto prospé$ny vztah je oznacovan jako mutualisticky.

Nekteré bakterie se dokonce pouzivaji jako probiotika. Jednd se o zivé mikroorganismy,
které maji prosp€Sny vliv na hostitelsky organismus (Hill et al. 2014). Mohou pozitivné
pusobit na stfevni bariéru, stimuluji imunitni systém a ovliviiuji imunitni odpovéd’, hraji

dalezitou roli v prevenci zanéta ¢i alergii (Zakostelska et al. 2011, Kich et al. 2016).

17



Dalsimi bakteriemi, které se mohou vyskytnout v lidském té€le, jsou patobionty. Jedna se
o komenzalni bakterie, které se ale vlivem zmény podminek mohou chovat jako patogeny.
Patogeny jsou mikroorganismy, které mohou vyvolat onemocnéni (Casadevall a Pirofski
2014).

Pro hostitelsky organismus je diilezitd rovnovaha mezi jednotlivymi skupinami bakterii.
Pokud dojde k dysbiéze (naruSeni slozeni stfevni mikrobioty) a pfevazi patogenni
mikroorganismy, muze dojit k naruseni integrity hostitele, imunitni reakci, rozvoji zdnétu a k

propuknuti onemocnéni (Shawki a McCole 2017).

Hostitelsky organismus se setkdva s obrovskym mnozstvim mikrobidlnich antigenii, na
které reaguje. Zarovenn muize byt ovlivilovan produty téchto mikroorganismii. Nékteré z nich

mohou byt prokarcinogenni.

2.5.2. Escherichia coli

Escherichia coli je gramnegativni bakterie pattici do Celedi Enterobacteriaceae, kmene
Proteobacteria. Je to fakultativné anaerobni bakterie, kterda je béznou soucésti stievni
mikrobioty teplokrevnych zivoc¢ichi véetné cloveka.

Stejné jako jiné mikroorganismy, i E. coli se taxonomicky rozdéluje na sérotypy podle
antigennich vlastnosti. Hlavnimi antigennimi strukturami jsou somatické O antigeny, coz jsou
povrchové lipopolysacharidy (DebRoy et al. 2011), kapsularni K antigeny a H antigeny
flagelinu. Skupina E. coli se stejnymi antigennimi vlastnostmi se oznacuje jako kmen.

E. coli je vmnoha ohledech pro ¢lovéka prospéSnd — napt. se podili na produkci
vitaminu K. Existuji ale 1 patogenni kmeny, které mohou vyvoldvat onemocnéni, a to jak
intestindlni (prijmy), tak i1 extraintestinalni (choroby vylucovaciho traktu, hnisavé infekce...).
Nekteré typy E. coli jsou ve vztahu k ¢lovéku komenzalni, nebo u nich alespon zatim nebyl
prokézéan ani patogenni ani probioticky ucinek. Proto je pravé E. coli vhodnym modelem pro

zkoumani riizného vlivu bakterii na stfevni mikroprosttedi.
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2.6. Role stievni mikrobioty v tumorigenezi CRC

Vznik a rozvoj kolorektalniho karcinomu je ovlivnén tadou faktorii, genetickych i1
environmentalnich. Jednim z faktort hrajicim roli v patogenezi stievnich nadorti je slozeni
mikrobioty. Zatimco viry mohou vyvolat vznik nddoru pomoci ovlivnéni genetickych
mechanismt bunky, bakterie vétSinou pfispivaji k rozvoji nadoru diky posSkozeni epitelu
stfeva, naruSeni stfevni bariéry a vyvolanim zanétu (Schwabe a Jobin 2013). Nékteré bakterie
také aktivuji prokarcinogeny nebo produkuji genotoxické nebo cyklomodula¢ni latky, které
pusobi na buiiky hostitele. Genotoxiny zptsobuji poskozeni DNA a cyklomoduliny ovliviuji
bunécny cyklus (Gagniére et al. 2016, Oswald et al. 2005).

VétSina praci prokazujicich vliv mikrobioty na vznik CRC byla délana na zvifecich
modelech. Vyhodou je moznost pouziti bezmikrobnich zvifat, kterd mohou byt kolonizovana
pfesné¢ danymi mikroorganismy. Pak se da zkoumat rozdilnost vzniku a rozvoje nadori in
vivo mezi zvitaty, kterd se 1isi pouze spektrem stievnich mikroorganismi (KlimeSova et al.

2013).

Byly identifikovany nékteré bakterie, které se ve zvySené mife vyskytuji v nadorech
kolorekta. U vétSiny z nich ale zustava otazkou, jestli jejich primarni pfitomnost piimo vede
ke karcinogenezi nebo se na nadorové tkani usidlili aZ sekundarné. Mezi mikroorganismy
asociované¢ s CRC patii anaerobni gram-negativni fusobakterie, které ovliviiuji imunitni
reakci v misté vzniku nadoru. Suprimuji T-bunéénou imunitni odpovéd a zarovenn mohou
vyvolavat zanét stimulaci produkce prozéanétlivych cytokinti (Nosho et al. 2016, Marmol et al.
2017).

V patogenezi CRC stejné jako v pfipadé nékterych chronickych stfevnich zanétd hraje
roli také Escherichia coli. VE&tSina patogennich kment patii do fylogenetickych skupin B2
nebo D (Cuevas-Ramos et al. 2010). Byly publikovany nékteré préace, které poukazuji na
rozdily v zastoupeni nékterych kmenti E. coli mezi pacienty s CRC a zdravymi kontrolami

(Arthur et al. 2012, Dalmasso et al. 2014). Nékteré E. coli produkuji cyklomodulaéni latky.

2.7.  Cyklomoduliny

O bakterii E. coli je znamo, ze muze produkovat 4 skupiny cyklomodulini — CNF
(cytotoxic necrotizing factor), CIF (cycle-inhibiting factor), CDT (cytolethal distending
factor) a kolibaktin (Dubois et al. 2010).
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Toxiny ze skupiny CNF (CNF1 — CNF3) katalyzuji deamidaci glutaminovych zbytkl
regulacnich eukaryotickych GTPaz zrodiny Rho (Rho, Rac, and Cdc42), ¢imz zpusobuji
jejich permanentni aktivaci (Fabbri et al. 2010). To miize vést k ovlivnéni genové exprese,
porucham signaliza¢nich kaskad v bunice, zméndm v bunécném cyklu a v kone¢ném dusledku

k nekontrolované proliferaci a ptezivani bunek (Welch 2016).

CIF je efektorovy protein, ktery blokuje bunécény cyklus (Marches et al. 2003). CIF
nema genotoxicky efekt, tudiz nezpisobuje poSkozeni DNA, ale zastavuje bunéény cyklus
v kontrolnich bodech nezavisle na poskozeni DNA (Hsu et al. 2008). Zabranuje ptfechodu
z G1 do S faze nebo z G2 do M faze v disledku hromadéni inhibitordi bunééného cyklu. MiiZze

také indukovat bunécnou smrt epitelovych bunék (Samba-Louaka et al. 2009).

Faktory CDT jsou heterotrimerni proteiny produkované mnoha patogennimi bakteriemi.
Maji genotoxicky ucinek, to znamend, ze indukuji dvouvlaknové zlomy v DNA, coz mize
vést k poruchdm bunééného cyklu a apoptdze (Jinadasa et al. 2011). Buiky ovlivnéné CDT
vykazuji pozastaveni bunééného cyklu v G1 nebo G2 fazi na zakladé mechanismu reagujicich
na poSkozeni DNA — aktivace ATM kinazy, fosforylace histonu H2A.X, aktivace tumor-
supresoru p53. Zaroven buniky produkuji rizné prozanétlivé cytokiny — napt. IL-6 nebo IL-8
(Blazkova et al. 2010). CDT mohou hrat roli v tumorigenezi CRC prave v disledku
posSkozovani DNA bun¢k (Graillot et al. 2016).

Kolibaktin je peptido-polyketidova struktura, kterda je produkovana enzymy
kédovanymi genotoxickym ostrlivkem gentl, nazyvanym pks. Kolibaktin zpisobuje poskozeni
DNA, proto je zafazen také mezi genotoxiny. Builka, kterd je ovlivnéna kolibaktinem,
neprochazi kvili poSkozeni DNA bunéénym cyklem a zastavuje se na rozhrani G2 a M faze.
Dochazi k aktivaci kindz ATM a Chk2 (Nougayrede et al. 2006).

Producentem kolibaktinu jsou bakterie E. coli patfici do fylogenetické skupiny B2
(Gagnaire et al. 2017). E. coli, které produkuji kolibaktin, jsou ¢astéjsi u pacientii s CRC nebo

sttevnimi zanéty (Sears a Garrett 2014).
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3. Cile prace

Cilem diplomové prace je porovnat genotoxické vlastnosti riznych kmend bakterie
Escherichia coli ve vztahu ke stfevnimu epitelu a slizni¢ni imunité v in vitro podminkéch.

Jednotlivé kmeny E. coli maji rizny vztah ke stievnim onemocnénim. Proto jsem
zkoumala, jestli mohou mit rtizny efekt také na rozvoj sttevnich nadorti. Hlavnim cilem bylo
zavést in vitro model pro zkoumani vlivu bakterii na rozvoj CRC.

Jelikoz genotoxicita bakterii souvisi s jejich genetickou vybavou, zjisStovala jsem
nejprve, jestli vybrané kmeny E. coli obsahuji geny pro cyklomoduliny. Dale jsem
porovnavala vliv jednotlivych bakteridlnich komponent na rozvoj nadoru a jejich
imunogenicitu. Jako ukazatele pronadorovych zmén jsem vyuzila aktivaci reparacnich
mechanism po poskozeni DNA, proliferaci bun¢k a fosforylaci proteinu p53. Imunogenicitu
jsem zkoumala vzhledem k potencidlu vyvolat zanét. Také jsem stanovovala schopnost zivych

bakterii porusit epitelovou vrstvu, coz v organismu mize vést k naruseni stfevni bariéry.
Konkrétni tkoly diplomové prace jsou shrnuty v néasledujicich bodech.

e detekovat pfitomnost genli kddujicich cyklomoduliny v genomu jednotlivych kmenti

bakterie E. coli
e porovnat vliv kultivace buné¢k se sloZkami (supernatant, lyzat, inaktivované bakterie)
raznych kment E. coli a etoposidem na zivotnost, vznik a reparaci dvouvldknovych

zlomii v DNA, proliferaci a na fosforylaci proteinu p53

e porovnat produkci prozanétlivych cytokinti bunkami v zavislosti na kultivaci

s bakteridlnimi sloZkami a etoposidem

e porovnat vliv Zivych bakterii na poruseni vrstvy adherentnich bunék a na jejich

Zivotnost
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4. Material a metodika

4.1. Bunécéné linie

Pro in vitro experimenty bylo v pribéhu prace pouzito nckolik bunécnych linii.
Ptevazna ¢ast experimentd byla provadéna na bunéénych liniich lidskych epitelovych bunék
(Caco-2, HT-29). Caco-2 (ATCC® HTB-37) i HT-29 (ATCC® HTB-38) jsou nadorové
bunécné linie ziskané z kolorektalniho adenokarcinomu.

Pro né¢které experimenty byly pouzity také mysi bunky, konkrétné linie mySich
makrofagh RAW 264.7 (ATCC® TIB-71), ktera byla ziskana z mysi trpici leukemii
zpusobenou Abelsonovym virem mysi leukemie.

Vsechny pouzité bunécné linie jsou adherentni.
4.1.1. Kultivace bunéénych linii

Bunky byly kultivovany v termostatu (Sanyo Electric CO) pfi teploté 37°C, 95%
vlhkosti a pfi 5% koncentraci CO,. Veskera prace s bunéénymi liniemi béhem kultivace
probihala steriln¢, manipulovano s nimi bylo v laminarnim boxu Steril Antares 72 (Foester
Wheeleer division, Steril Factory). Také média a jiné pfisady byly pouzivany sterilni. Ke
kultivaci bunék byly pouzivany kultivaéni lahve o velikosti kultivaéni plochy 75 cm?, do které

bylo davano 10 ml média. Médium bylo podle potieby ménéno po 3-4 dnech.
4.1.1.1. Meédia
Pro kultivaci bunécnych linii byla pouZita nasledujici média.

e Pro Caco-2 a RAW 264.7 buiky:
— DMEM (Dulbecco’s modified eagle’s medium, UMG)
+ 10% FBS (Sigma-Aldrich)
+ 1% sm¢s antibiotik (penicilin + streptomycin, Sigma-Aldrich)*
+ 1% glutamin (Sigma-Aldrich)
+0,15% NaHCO; (UMG)

*pro kultivaci s zivymi bakteriemi bylo pouZito médium bez antibiotik
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e Pro HT-29 bunky:
- DMEM (UMG)
+ 10% FBS (Sigma-Aldrich)
+ 1% sm¢s antibiotik (penicilin + streptomycin, Sigma-Aldrich)
+ 1% glutamin (Sigma-Aldrich)

+ 1% smés neesencidlnich aminokyselin (Sigma-Aldrich)
4.1.1.2.  PasaZovani

Buniky byly udrZzovany béhem kultivace v optimalni koncentraci. U buné¢énych linii
odvozenych z epitelu nedochdzelo k ptertstani bunék do vice vrstev. Kdyz byly bunky
narostlé do vhodné koncentrace, byly pasazovany.

Buniky RAW 264.7 byly pasédzovany kazdé 3 — 4 dny. Z kultiva¢ni lahve bylo odebrano
star¢ médium a buiiky byly oplachnuty fyziologickym roztokem. Poté byly buiky ze dna
kultivaéni lahve seSkrabany pomoci plastové skrabky a resuspendovany v ¢istém médiu. Zpét
do kultivagni lahve bylo nasazeno piiblizn& 5510° bungk.

Epitelové bunécné linie byly pasazovany piiblizn€ po 4-7 dnech v zavislosti na hustoté
bunék. Jako disociaéni roztok byl pouzit 0,25% roztok trypsinu v EDTA (UMG). Nejprve
bylo odstranéno staré médium. Nasledné¢ byla bunétna kultura oplachnuta sterilnim
fyziologickym roztokem (Ardeapharma) a poté byl pfidan roztok trypsinu tak, aby pokryl dno
(7 ml do kultivaéni lahve o plose dna 75 cm?), a bun&éna kultura byla umisténa na 5-10 minut
do 37°C. Po uvolnéni bunék ze dna lahve do roztoku bylo plsobeni trypsinu zastaveno
pfidanim dvojnasobného objemu média. Bunécna suspenze byla centrifugovana (200 g, 5
minut, pokojova teplota). Supernatant byl odstranén a buiky byly dvakrat promyty 10 ml
média, aby doslo k dikladnému odstranéni zbytkl trypsinu. Nakonec byl supernatant odlit a
peleta resuspendovéna v &istém médu. Do nové kultivaéni lahve bylo nasazeno asi 10° bunék.
Pro pouziti v dalSich experimentech byla suspenze bun&€k upravena na pozadovanou

koncentraci.
4.1.1.3. Rozmrazovani a zamrazovani bunék

Bunééné linie byly uchovavany pii teplot¢ —80°C v 5% roztoku kryoprotektiva DMSO
v kryozkumavkach po 1 ml s obsahem asi 5%10° bun&k. Rozmrazovani bunék bylo provadéno

co nejrychleji, zkumavka byla po vyndani z mrazaku ponofena do horké vody a ihned po
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rozpu$téni tekutiny byl obsah pifepipetovan do zkumavky s kultivaénim médiem (10 ml).
Zkumavka byla centrifugovana (200 g, 5 min, pokojova teplota), supernatant odlit a peleta
resuspendovana v 10 ml nového média. Poté byla suspenze bunc¢k nanesena do sterilni
kultivaéni lahve.

Pro zamrazovéani bunck byla hustota suspenze bun€k po pasdzovani upravena na
koncentraci 1x10” bun&k / ml a pomalu a dikladné promichana v poméru 1:1 s 10% roztokem
DMSO (Sigma-Aldrich) v médiu. Vysledna suspenze byla rozpipetovana do zamrazovacich
zkumavek po 1 ml (5510° bunék a 5% roztok DMSO). Zkumavky byly dany na 20 minut do
teploty —20 °C a poté umistény do —80 °C.

4.1.1.4. Pocitani bunék

Pocet zivych bun¢k v suspenzi byl zjistovan metodou pocitani v Biirkerové komdrce.
Pro obarveni bun¢k byla pouzita trypanova modi (0,4% roztok, Sigma-Aldrich), diky niz bylo
mozné rozlisit zivé bunky od mrtvych. Mrtvé builkky nebyly pocitany, tudiz jsou vSechny
polty vztazeny na Zivé buiiky. Poéitala jsem vzdy alespoii 20 &tverci (o velikosti 0,04 mm? a
hloubce 0,1 mm), z nichz byly vysledky primérovany. Vysledny pocet bunék ve ¢tverci jsem
prevedla na pocet bunék na 1 ml.

Koncentrace bunék byla dale upravovéana fedénim suspenze kultivaénim médiem.

4.2. Bakterie

4.2.1. Kmeny E. coli

Pro experimenty bylo pouZzito 6 riznych kment bakterie Escherichia coli (Nissle 1917,
K6, LF82, p19A, 083 a O6K13). E. coli Nissle 1917, LF82 a p19A patii do fylogenetické
skupiny B2.

Kmen E. coli Nissle 1917 (sérotyp O6:K5:H1) byl popsan pied sto lety profesorem A.
Nissle. Jedna se o probioticky kmen pouZzivany v klinické praxi k 1é¢bé stievnich zanétlivych
onemocnéni pod nazvem Mutaflor®. Probiotické bakterie kompetuji s jinymi (patogennimi)
mikroorganismy a zaroven se podili na metabolickych procesech vedoucich ke zlepSeni
bariérové funkce stfeva. U tohoto kmene nejsou zndmy zadné patogenni u€inky (Sonnenborn

2009, Lukas 2003).
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Kmen 083 (konkrétné sérotyp O83:K24:H31) je také probioticky, pouzivany k prevenci
sttevnich patologii u novorozencti pod nadzvem Colinfant New Born®. Testovan je i ve

spojeni s prevenci vzniku alergii u déti (Lodinova-Zadnikova et al. 2010).

Déle byly pouzity patogenni kmeny E. coli LF82, p19A a O6K13.

LF82 je adherentné invazivni kmen (sérotyp O83:HI1) spojeny s rozvojem Crohnovy
choroby. Byl izolovan ze stfevni 1éze pacienta trpiciho Crohnovou chorobou a popsan v
laboratofii prof. Darfeuille-Michaud v roce 1999 (Boudeau et al. 1999).

Kmen pl19A hraje roli v rozvoji ulcer6ézni kolitidy. Ve svém genomu obsahuje gen
CNF1 (Mirsepasi-Lauridsen et al. 2016).

E. coli O6K13 je uropatogenni kmen (Hudcovic et al. 2007).

Poslednim testovanym kmenem byl K6, u kterého neni prokdzana ani patogenni ani

probioticka funkce.

4.2.2. Kultivace bakterii

Bakterie byly péstovany vtekutém LB (lysogeny broth) médiu. Médium bylo
pfipraveno rozpusténim 20 g praSku LB média (Sigma-Aldrich) v 1 1 destilované vody. Takto
pfipravené¢ médium bylo autoklavovdno a déale snim bylo pracovano ve sterilnich
podminkach. Uchovéavano bylo v chladu (4 °C).

Bakterie byly uchovavany v kryozkumavkach v glycerolu pii —80 °C. Z bakterialni
konzervy jsem nasazovala 100 ul do 250 ml média. Kultivace probihala 24 hodin na tiepacce

pti 37 °C. Poté byly bakterie dale zpracovavany (viz nize).
4.2.2.1. Zamrazovani bakterii
Z narostlé bakteridlni kultury jsem pfipravila bakteridlni konzervy. Bakterie byly
zamrazovany v roztoku s glycerolem (Sigma-Aldrich), ktery slouzi jako kryoprotektivum. Do

kryozkumavky jsem déavala 150 pl glycerolu a 850 ul suspenze bakterii, smés jsem

promichala a zkumavky byly umistény do —80 °C.
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4.2.3. Zpracovavani bakterii

4.2.3.1. Mg¢feni optické denzity bakterialni kultury

V narostlé bakteridlni kultufe jsem méfila optickou denzitu, ktera koreluje s hustotou a
tedy i poctem bakterii. Pro méfeni byl pouzit spektrofotometr Ultrospec 10 (GE Healthcare
Bio-Sciences AB). Jako blank slouzilo Cist¢ LB-médium. Optickd denzita byla méfena pii
vlnové délce 600 nm.

Pokud jsem déle pouzivala zivé bakterie ke kultivaci s buitkami, natedila jsem kultury
vSech bakterialnich kmeni ¢istym LB médiem na stejnou optickou denzitu (ODggo = 0,5), coz

odpovida poétu asi 610° bunék / ml.

4.2.3.2.  Odebrani bakteridlnich supernatantti

Pro nasledné experimenty byl z kultivace ziskdvan bakterialni supernatant. Bakteridlni
kultura byla piepipetovana do 50ml zkumavek a centrifugovéana (15 min, 3100 g, RT) a poté
byl odebran supernatant. Ten byl déle jeste filtrovan pies filtr o velikosti port 0,22 pm

(Merck Millipore).

4.2.3.3.  Zamrazovani bakterii pro izolaci DNA

Peletu bakterii jsem poté resuspendovala ve 30 ml sterilniho fyziologického roztoku. Od
kazdého kmene E. coli jsem odebrala do mikrozkumavek po 1 ml suspenze. Zkumavky byly
centrifugovany (15 min, 3100 g, RT), supernatant byl odlit a peleta byla zamrazena (—80°C).

Z téchto vzorkll byla nasledné izolovéana bakteridlni DNA.

4.2.3.4. Inaktivace bakterii formaldehydem

Cast bakterii byla pouZivana v inaktivovaném stavu. Inaktivace byla provadéna pomoci
formaldehydu. Pfipravila jsem 1% roztok formaldehydu v PBS ze zasobniho 37% roztoku
(Sigma-Aldrich). 1 ml bakteridlni kultury jsem proplachla fyziologickym roztokem a
centifugovala (15 min, 3100 g, RT). Supernatant jsem odlila a peletu jsem resuspendovala v

10 ml 1% formaldehydu. Suspenze byla ponechdna 3 hodiny pfti pokojové teploté, ¢imz doslo

26



k inaktivaci bakterii. Po inaktivaci byly bakterie 3x promyty sterilnim PBS. Na zavér byly

resuspendovany v 5 ml PBS a umistény do chladu (4 °C) pro pozdé&jsi pouziti.

4.2.3.5.  French press a lyofilizace

Z dal8i casti nakultivovanych bakterii byly vytvofeny lyzaty. K tomu bylo pouzito
metody French Press, kterd spociva v rozbiti bakterii pomoci vysokého tlaku. Bakterialni
suspenze jsem proplachla sterilnim fyziologickym roztokem, nasledné destilovanou vodou a
resuspendovala ve 12 ml destilované vody. Byl pouzit pfistroj French press (SLM-AMINCO
Spectronic Instruments). Principem tohoto pfistroje je, Ze bakteridlni suspenze je uzaviena do
valce, na jeho jednom konci je umistén pist a na druhém kohoutek. Na pist je plisobeno
velkym tlakem (v mém ptipadé 1500 kPa). Povolenim kohoutku dochédzi k pomalému
odkapavani suspenze. Diky velkému rozdilu tlakti uvnitt a vné valce dojde k popraskani
bunek. Pro kazdy vzorek byl postup zopakovan 3x, aby doslo k lyze co nejvétsiho poctu
bakterii. Mezi jednotlivymi vzorky byly soucasti pfistroje oplachnuty etanolem a destilovanou

vodou, aby bylo zajisténo minimalni riziko kontaminace vzorkii.

Nasledné byly rozbité bakterie lyofilizovany (suseny za nizkého tlaku a teploty).
Suspenze rozbitych bakterii byla rozpipetovana po 1 ml do 2ml zkumavek, které byly
oteviené umistény do lyofilizatoru. Lyofilizace probihala ve vakuu pfiblizné¢ 5 - 6 hodin.
Lyzaty byly poté uchovavany v —80°C. Ptfed dalSim pouzitim byly rozpustény v destilované
vode (500 pl) a prefiltrovany pres filtr o velikosti port 0,22 um (Merck Millipore). Filtrované
bakterialni lyzaty byly uchovavany pii —80°C.

4.2.3.6.  Stanoveni obsahu proteinil

V bakterialnich supernatantech 1 v roztocich lyzovanych ¢i inaktivovanych bakterii byl
stanoven celkovy obsah proteinti pomoci kolorimetrické metody, kterd je zalozena na redukci
méd’natého iontu po reakci s peptidovou vazbou na méd’ny a jeho nésledné reakci s kyselinou
bicinchoninovou (BCA), coz je provazeno zmenou barvy (Sapan et al. 1999).

Byl pouZzit komeréni kit Pierce® BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Vzorky i
standard byly fedény destilovanou vodou. Jako standard slouzil roztok BSA, ktery jsem
nafedila na koncentrace od 2000 pg do 31,25 pg. Postupovala jsem podle postupu

doporu¢eného vyrobcem (protokol €. 1). Barevna zména byla méfena spektrofotometricky,

27



pomoci spektrofotometru Multiskan Ascent (Labsystems), pfi vlnové délce 530 nm.
Z vysledki absorbance standardu byla vytvotena kalibra¢ni kiivka a podle ni jsem dopocitala
koncentrace vzorkl. Pro pouziti v naslednych pokusech jsem vzorky natedila tak, aby mély

stejny obsah proteint.

Protokol €. 1
1) do 96 jamkové desticky napipetovat po 10 ul od kazdého vzorku i jednotlivych
standardl (standardy v dubletech)
2) pridat 200 pl detekéniho ¢inidla
3) inkubovat 30 minut pti 37 °C

4) zméfit optickou denzitu pii 530 nm
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4.3. Detekce pritomnosti genii po cyklomoduliny u jednotlivych kmeni E. coli

U jednotlivych kment bakterie E. coli jsem zjiStovala piitomnost genii pro
cyklomoduliny. Konkrétné jsem se zaméftila na geny CNF1, CNF2, CNF3, CDTI1, CDT2, CIF

a ostritvek gent pks.

4.3.1. Izolace DNA

Na izolaci DNA jsem pouzila bakterie, které¢ byly po kultivaci zamrazeny v —80 °C.
Izolaci DNA jsem provadéla pomoci komeréniho kitu MasterPure ™ Complete DNA and
RNA Purification Kit (Epicentre). Postupovala jsem podle doporuc¢eného protokolu (protokol
¢. 2).

Protokol ¢. 2
1. vzorky ptfedem zvazit
vzorky umistit do lyzac¢nich zkumavek se zirkonovymi kulickami
do kazdé lyzacni zkumavky ptidat 300 pl lyza¢niho roztoku a 1 pl proteindzy K
homogenizovat pomoci Fast Prep na maximalni vykon 1 minutu
thned pfemistit na 10 minut do vyhtivaciho blocku (65 °C)
centrifugovat (6 min, 4500 g, RT)

prepipetovat supernatant (asi 300 ul) do €isté mikrozkumavky

© *® N kWD

ke kazdému vzorku piidat 1 ul RNAzy A, promisit

—
=]

. inkubvat 30 min v inkubétoru (37 °C), obcas lehce promisit

—
—

. centrifugovat (6 min, 4500 g, RT)

—_
[\

. pfepipetovat supernatant do Cist¢ mikrozkumavky

—_
(98]

. ptidat dke kazdému vzorku 14 ul TE pufru a 50 pl 2xTé&c Lysis Solution

—
~

. okamzité umistit na led a inkubovat na ledu 5 min

—
N

. ptidat ke kazdému vzorku 100 ul MPC Protein Precipitation Reagent

—_
o)

. vortexovat 15-20 sekund

. centrifugovat (11 min, 20000 g, 4 °C)

—_—
[C RN |

. ptepipetovat supernatant do ¢isté mikrozkumavky

—_
Nel

. ptiat ke kazdému vzorku 200 pl isopropanolu

[\
O

. vzorky promisit (asi 40x ptevratit)
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21. cenrifugovat (11 min, 20000 g, 4 °C)

22. odlit supernatant

23. 2x promyt 1000 pl 70% etanolu

24. odlit a odpipetovat veskery etanol, nechat dosusit

25. resuspendovat v 35 pl TE pufru (jen jemné proklepat)

4.3.2. Méreni koncentrace a Cistoty DNA

Po izolaci DNA jsem zjistovala jeji koncentraci a Cistotu spektrofotometricky pomoci
pristroje NanoDrop 2000/2000¢ (Thermo Scientific). Métfeni jsem provadéla pii vinové délce
260 nm. Cistota DNA byla stanovena jako pomér méfeni pfi 260 nm a 280 nm (ukazatel
zneCisténi proteiny) a pomér méteni pii 260 nm a 203 nm (ukazatel zneciSténi ogranickymi
latkami). VSechny métené vzorky DNA spliovaly pomér absorbanci A260/A280 > 1,7 a
A260/A230 > 1,6.

Podle zmétené koncentrace jsem si upravila od kazdého vzorku 200 pl na pracovni
koncentraci 50 ng/ul.
Izolovana DNA byla uchovavana pfi teploté¢ —80 °C.

4.3.3. PCR

Ve vzorcich DNA izolovanych z jednotlivych kment E: coli jsem zjiStovala pfitomnost
nékterych geni pro cyklomoduliny.
(Dubois et al. 2010). Abych zjistila, pfi jaké optimalni teploté nasedaji na DNA, provedla
jsem nejprve pro kazdou sadu primert gradientovou PCR. Pouzila jsem rozpéti teplot
nasedani primert od 48 do 60 °C. Pouzila jsem DNA z patogennich kment E. coli (LF82,
pl19A a O6K13), které by mély alespon nékteré ze sledovanych genii obsahovat (Mirsepasi-
Lauridsen et al. 2016). Jako negativni kontrolu jsem pouzila pfi nejnizsi teploté vodu misto
DNA. Vyzkousela jsme vSechny sady primerti, avSak pi1 pouziti nékterych z nich jsem
neziskala zadny produkt a nékteré produkovaly jesté dalsi nespecificky produkt. Proto jsme si
nakonec jest¢ sami navrhli dal$i primery pro geny CNFI a CNF2. Seznam vSech pouZitych

primert je uveden v tabulce €. 1.
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Pti ptipravé gradientové PCR jsem postupovala dle protokolu €. 7. Pro samotnou PCR

jsem pouzila cycler Tadvanced (Biometra).

Na zakladé vysledkii z gradientové PCR jsem zvolila pro PCR s ostatnimi vzorky

teploty pro nasedani primerti uvedené v tabulce ¢. 2. Jinak jsem postupovala podle stejného

protokolu (protokol €. 3).

gen primer sekvence (5°-3°) T velikost
produktu (bp)

pks pks—F ATTCGATAGCGTCACCCAAC 58°C | 2119
pks —R TAAGCGTCTGGAATGCAGTG

CNF1 | CNF1 -F | GGGGGAAGTACAGAAGAATTA 49 °C 1112
CNF1-R | TTGCCGTCCACTCTCACCAGT
CNFla—-F | GTTAGGTCAGGGCCCACAGTCA 50°C | 411
CNFla—R | TTAGCGGCTTCAAAATACGGATAG
CNF1b—-F | GTTGAAGTACTGGCTGTGGTTGAC 50°C | 404
CNF1b-R | TAAGTTGAGCCGAGTGAAGATGAG

CNF2 | CNF2-F | TATCATACGGCAGGAGGAAGCACC 49 °C 1241
CNF2-R | GTCACAATAGACAATAATTTTCCG
CNF2a—F | ACGTCGTTCTGCTATCCCTGGTT 50°C | 460
CNF2a—-R | CTGGCGTTGGTTGCGGTAGTT

CNF3 | CNF3-F | TAACGTAATTAGCAAAGA 757
CNF3-R | GTCTTCATTACTTACAGT

CIF | CIF-F AACAGATGGCAACAGACTGG 49 °C 383
CIF-R AGTCAATGCTTTATGCGTCAT

CDTI | CDT1-F | GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 467
CDT1 -R | AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA

CDT2 | CDT2-F | GAAAATAAATGGAACACACATGTCCG 467
CDT2-R | AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA

Tabulka ¢. 1: Seznam primerti pouzitych pro PCR, T = teplota nasedani primert
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Protokol ¢&. 3

1.
2.

N e

vSechny roztoky promichat a kratce centrifugovat, drzet je na ledu
pripravit mix pro kazdou sadu primert (pro x+1 reakci, uvedené mnozstvi je pro jednu
reakci)
voda (nuclease-free) 9,5 ul
master mix Combi PPP (Top-Bio) 12,5 ul
forward primer I ul
reverse primer I ul
do PCR desticky na ledu rozpipetovat DNA templat (nebo vodu jako kontrolu) po 1 pl
do jamky
rozpipetovat mix po 24 ul na jamku
pielepit folii
kratce centrifugovat

vlozit desticku do cycleru a nastavit PCR program

94 °C 3 min

94 °C 30s

gradient od 48 do 60 °C 40 s 35x
72 °C 90 s

72 °c 8 min

4°C

4.3.4. Elektroforéza

K separaci PCR produktli jsem pouzivala gelovou elektroforézu. Ovéfovala jsem, které

geny byly u jednotlivych kmenl E. coli detekovany a jestli produkty PCR maji

predpokladanou velikost. Piipravila jsem si 2% agardzovy gel. 2 g agardzy (Amresco) jsem

rozpustila ve 100 ml TAE pufru (Omega Bio-teek, Inc.) a pfidala jsem 10 pl barviva SYBR®

Safe DNA Gel Stain (Invitrogen). Do kazdé jamky gelu jsem nanasela 5 pl vzorku nebo DNA
ladderu GeneRuler Express DNA Ladder (Thermo Scientific).

Elektroforéza probihala pfiblizn€ 30 min pii napéti 90 V. Gel byl vizualizovan pomoci

UV transluminatoru (Renner GMBH).
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4.4. Detekce Zivotnosti, reparace poSkozeni DNA, proliferace a fosforylace p53

Zkoumala jsem, jaky maji vliv jednotlivé kmeny E. coli pii kultivaci s bunéénymi
liniemi na zivotnost bunck, poskozeni DNA a aktivaci reparacnich mechanismi, na
proliferaci a na fosforylaci proteinu p53. Porovndvala jsem vliv riznych slozek z kultivace
bakterii — supernatant z kultivace, bakteridlni lyzaty a inaktivované bakterie. Také jsem
porovnavala razné koncentrace téchto slozek. Vliv bakterii jsem kombinovala s u¢inkem

etoposidu, ktery jako cytostatikum vede k tvorbé DSB a tim poSkozuje DNA.

4.4.1. Kultivace Caco-2 bunék s bakterialnimi sloZkami a etoposidem

PoSkozeni bunck a naslednd aktivace reparanich mechanismii byla vizualizovana

pomoci fluorescen¢né znacenych protilatek a pozorovana konfokalnim mikroskopem.

Bunécnad kultura (epitelové bunétné linie) byla nejprve nasazena do komirek
nalepenych na podloznich sklickach (Thermo Scientific) a 2-3 dny ponechdna rist
v termostatu (37 °C, pti 95% vlhkosti a 5% koncentraci CO,). Jamky na sklicku maji stejnou
velikost jako v 96 jamkové desti¢ce. Bylo do nich davano 200 pl média a nasazovano 10 000
bunék.

Poté bylo odebrano médium a vyménéno za roztok lyzati ¢i supernatantli jednotlivych
kmeni E: coli o koncentraci proteini 50 ng/ml. Jako kontrola slouzilo €isté bunécné médium.
Vzorky byly pfipraveny v dubletech. Sklicka s bunkami byla opét umisténa do termostatu na
24 hodin. Na posledni hodinu kultivace byl vzdy k jednomu ze vzorkli z dubletu piidan

etoposid (Sigma-Aldrich, o vysledné koncentraci 100 uM).

4.4.2. Konfokalni mikroskopie

Po ukonceni kultivace jsem odpipetovala médium a buiiky byly barveny pro konfokalni
mikroskopii dle protokolu ¢. 4. Pouzila jsem barveni zonnulinu (kombinace primarni kralici
Ab anti-ZO-1 a sekundarni protikrali¢i protilatky znacené AlexaFluor® 488), diky némuz
jsem vyzualizovala bunécné spoje, barveni histonu YH2A.X (anti-yH2A.X AlexaFluor® 647),
které vizualizovalo aktivaci repara¢nich mechanismi v zavislosti na poskozeni DNA, a
interkala¢ni barvivo DAPI, které vizualizovalo bunétna jadra. Informace o protilatkach

pouzitych k barveni jsou uvedeny v kapitole 4.7. Barveni probihalo za pokojové teploty,
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mnozstvi vSech roztokti kromé protilatek bylo pfidavano ptiblizné do poloviny jamky. Po
kazdém kroku barveni jsem odstranila supernatant.

Pozorovani bylo provadéno ve Stiedisku cytometrie a mikroskopie MBU, pomoci
konfokalniho mikroskopu Olympus FV-1000. Fotografie jsem zpracovavala pomoci

programu Olympus Fluoview (FV10-ASW Viewer 2 0).

Protokol €. 4

1) oplachnout PBS, 2 min

2) fixovat ve 4% PFA, 10 min
rozpustit 4 g PFA ve 100 ml fosfatového pufru, vycerit NaOH, pH upravit na 7,4

3) 2x oplachnout PBS, po 2 min

4) permeabilizovat v 0,5% TRITON X-100 (fedéno v PBS), 5 min

5) 2x oplachnout PBS, po 2 min

6) blokovat 1% normélnim krali¢im sérem (fedéno v PBS), 20 min

7) inkubovat s primérni krali¢i protilatkou anti-ZO-1 (40 pl/j., fedéno 1:20 v PBS), 30
min

8) 2x oplachnout PBS, po 2 min

9) inkubovat s protikrali¢i sekundarni protilatkou znacenou AlexaFluor® 488 (40 ul/j.,
fedéno 1:100 v PBS), 30 min

10) 2x oplachnout PBS, po 5 min

11) inkubovat s protilatkou anti-yH2A.X AlexaFluor® 647 (40 ul/j., fedéno 1:100 v PBS),
30 min

12) 2x oplachnout PBS, po 5 min

13) oplachnout destilovanou vodou

14) inkubovat s DAPI (1 pg/ml), 5 min

15) oplachnout destilovanou vodou

16) sundat ze sklicka jamky a zamontovat do glycerolového média
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4.4.3. Kultivace bunéénych linii s bakteridlnimi sloZkami a etoposidem

Kultivace probihala ve 48 jamkové desticce v termostatu (pii 37 °C, 95% vlhkosti a pfi
5% koncentraci CO;). Do kazdé jamky jsem dévala 50 000 bun¢k v 500 pl média. Buiky byly
ponechény rust 2 dny (v ptipadé Caco-2 bunék) nebo jeden den v piipadé RAW 264.7 bunék,
které rychleji adheruji i se rychleji déli. Po této dobé bylo buitkdm odebrano médium a
vymeénéno za roztok bakteridlnich slozek, piipadné Cistého média (u kontrolnich vzorki).

Pro kultivaci s buitkami byly pouzity 3 rtzné koncentrace bakteridlnich komponent.
Koncentrace byla vztazena na obsah proteinii (50 ng/ml, 5 ng/ml a 0,5 ng/ml). Bakteridlni
komponenty byly fedény v kompletnim médiu s antibiotiky. Jako kontroly slouzily cisté
kultivaéni médium a roztok LPS (Sigma, o koncentraci 5 pg/ml v ptipadé¢ kultivace s Caco-2
buitkami a o koncentraci 1 pg/ml v pfipad€ kultivace s RAW 264.7 buitkami). Do kazdé
jamky desti¢ky bylo opét ptidano 500 pl. Kultivace probihala ptiblizné 24 hodin v termostatu.

Na posledni hodinu kultivace byl k nékterym vzorkliim piidan etoposid tak, aby
vysledna koncentrace byla 100 uM. Do kazdé jamky (500 pl média) jsem tedy ptidala 1,2 pl
zasobniho etoposidu o koncentraci 25 mg/ml.

Vzorky byly rozdé€leny tak, aby kazdy bakteridlni vzorek byl v kombinaci s etoposidem
i bez n¢ho. Kontrolni vzorky s LPS i ¢istym médiem byly také vzdy ve dvou variantach —

s etoposidem a bez n¢ho. Tim bylo dosaZeno vSech kombinaci pro ndsledné porovnavani.

Po kultivaci byl ze vzorki odebran supernatant, ktery byl skladovan
v mikrozkumavkach v —20 °C. Nasledn¢ byl pouzit pro stanoveni obsahu vybranych cytokinti

metodou ELISA. Bunky byly dale zpracovavany na analyzu priitokovou cytometrii.

4.4.4. Pritokova cytometrie

Po ukonceni kultivace s bakteridlnimi slozkami (po odebrani média) byly buiky
disociovany ode dna a ptfevedeny do suspenze. K RAW 264.7 jsem ptidala 200 pl média do
kazdé jamky, desticku jsme umistila na led a buniky jsem ode dna seSkrabala pomoci pipety.
V ptipadé Caco-2 bunék bylo nutné pouzit disociacni enzym. Pouzivala jsem stejné jako pfi
pasazovani roztok trypsinu v EDTA. Nejprve jsem do kazdé jamky napipetovala 500 pl
0,5mM roztoku EDTA a nechala jsme ho plsobit 10 minut pii pokojové teploté. Tim doslo

k vyvazéani iontl a naslednd disociace byla rychlejsi. Roztok EDTA jsem odstranila (tak,
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abych neposkodila vrstvu bunck) a do kazdé jamky jsem pfidala 100 pl roztoku trypsinu.
Nechala jsme ho 5 min ptisobit. Poté jsme reakci zastavila pfidanim 200 pl média.

Bunécné suspenze jsem prepipetovala do desticky pro pritokovou cytometrii (96
jamkova, s kulatym dnem). Od této chvile jsem pracovala nesterilné€ a desticku jsem drzela na
ledu. Krom¢ vzorkid jsem pridala do desticky jesté do nékolika jamek buiky a specidlni
kulicky UltraComp eBeads (eBioscience), které slouzily jako kontroly pro nastaveni
pratokového cytometru. Pocet téchto kontrolnich vzorkli odpovidal poctu barev, kterymi byly
vzorky barveny, + 2 vzorky (nebarveny a kontrolni barveny vSemi barvami).

Vzorky jsem pro prutokovou cytometrii barvila pomoci fluorescencné znacenych
protilatek. Zjistovala jsem zivotnost bunék pomoci barvy FVD eFluor® 780, ktera pronika do
bungk. Zivé buiiky ji aktivné vypuzuji, proto ziistanou na rozdil od mrtvych bunék
nenabarvené. Ddle jsem pouzila barveni nékterych intracelularnich znakl. Zjistovala jsem
proliferaci a fazi bunécného cyklu, ve které se buniky nachazi (pomoci barveni protilatkami
anti-Ki67 Brilliant Violet® 421 a anti-PCNA AlexaFluor® 488, podle Landberg a Roos
1992), aktivaci reparacnich mechanisml (barveni anti-yH2A.X AlexaFluor® 647) a
fosforylaci proteinu p53 (barveni anti-fosfo p53 PE®). Postupovala jsem dle protokolu €. 5.
Informace o protilatkach pouzitych k barveni jsou uvedeny v kapitole 4.7.

Méteni bylo provadéno ve Stiedisku cytometric a mikroskopie MBU pomoci
pritokového cytometru LSRII (BD). Data jsem zpracovavala v programu FlowJo 7.25. Na
obrazku €. 5 je ukazana gateovaci strategie pro vybér Zivych bunék a z nich nasledné vybér
bun€k s aktivovanymi reparaCnimi mechanismy, fosforylovanym p53 a na zaklad¢

pfitomnosti faktori Ki67 a PCNA rozdéleni bunék dle fazi bunééného cyklu.
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Obrazek ¢. 5: Ukazka gateovaci strategie. a) vybér singletl ze vSech udalosti, b) vybér bunck ze singletd,
c) vybér zivych bunék (eFluor® 780 negativni), d) vybér zivych bunck s aktivovanymi repara¢nimi
mechanismy, zde rozdéleni do tfi populaci — negativni, slabé pozitivni a silné pozitivni (dle pozitivity na
AlexaFluor® 647), e) vybér zivych bunék s fosforylovanym proteinem p53 (PE® pozitivni), f) rozdéleni zivych
bunék dle toho, v jaké fazi bunééného cyklu se nachazi — GO (AlexaFluor® 488 negativni, Brilliant Violet® 421
negativni), G1 (AlexaFluor® 488 negativni, Brilliant Violet® 421 slab&é pozitivni), G2 (AlexaFluor® 488
negativni, Brilliant Violet® 421 pozitivni), S (AlexaFluor® 488 pozitivni, Brilliant Violet® 421 negativni), M
(AlexaFluor® 488 pozitivni, Brilliant Violet® 421 pozitivni)

Protokol €. 5

1) desticku centrifugovat (300 g, 4 °C, 5 min), odstranit supernatant

2) ptidat 150 pl PBS, centrifugovat (300 g, 4 °C, 5 min), odstranit supernatant, lehce
vortexovat

3) blokovat ve 20 ul NMS nebo human FcR binding inhibitoru, 20 min, pii 4 °C
pro vyvazani nespecifickych Fc receptorii
pro RAW 264.7 buitky — NMS (viastni priprava, redéno 1:10 v PBS)
pro Caco-2 bunky — human FcR binding inhibitor (eBioscience, redéno 1:200 v PBS)
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4) pridat 130 pul PBS, centrifugovat (300 g, 4 °C, 5 min), odstranit supernatant, lehce
vortexovat

5) barvit na zivotnost, v 10 ul FVD eFluor® 780 (fedéno 1:200 v PBS), 30 min, pti 4 °C

6) ptidat 140 ul PBS, centrifugovat (300 g, 4 °C, 5 min), odstranit supernatant

7) pridat 150 ul PBS, centrifugovat (300 g, 4 °C, 5 min), odstranit supernatant, lehce
vortexovat

8) fixovat ve 140 pl 70% etanolu, 20 min, v —20 °C
absolutni etanol (VWR Chemicals) nareden vd H2O a vychlazen na —20 °C

9) centrifugovat (350 g, 4 °C, 5 min), odstranit supernatant

10) pridat 150 pl Foxp3 Staining pufru, centrifugovat (350 g, 4 °C, 5 min), odstranit
supernatant
Foxp3 Staining pufr (eBioscience) redit 1:10 v dH,0)

11)pridat 150 pl Foxp3 Staining pufru, centrifugovat (350 g, 4 °C, 5 min), odstranit
supernatant, lehce vortexovat

12) barvit na intracelularni znaky, v 10 pl, 30 min, pii 4 °C
anti-Ki67 Brilliant Violet® 421 (fedéno 1:100 ve Foxp3 Staining pufiu)
anti-PCNA AlexaFluor® 488 (redeno 1:100 ve Foxp3 Staining pufiu)
anti-yH2A.X AlexaFluor® 647 (Fedeno 1:200 ve Foxp3 Staining pufru)
anti-fosfo p53 PE® (Fedéno 1:100 ve Foxp3 Staining pufru)

13) pfidat 140 pl Foxp3 Staining pufru, centrifugovat (350 g, 4 °C, 5 min), odstranit
supernatant

14) ptidat 150 pl Foxp3 Staining pufru, centrifugovat (350 g, 4 °C, 5 min), odstranit
supernatant, lehce vortexovat

15) resuspendovat ve 100 pul PBS

16) zméfit na pritokovém cytometru

4.5. Porovnani produkce prozanétlivych cytokini buiikami v zavislosti na

kultivaci

Také jsem zjiStovala vliv stimulace bunck jednotlivymi bakteridlnimi slozkami a
etoposidem na produkci prozanétlivych cytokinl. Pouzivala jsem epitelové (Caco-2 linie) i
imunitni (RAW 264.7 linie) bunky. Pro detekci koncentrace urc€itych cytokinti jsem pouzila

metodu ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay).
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4.5.1. ELISA

Po kultivaci bun€k s bakteridlnimi stimuly byly odebrany supernatanty, které byly
zamrazeny v —20 °C. Ty jsem dale pouzila na stanoveni produkce jednotlivych cytokini.
Pouzila jsem metodu nepifimé sendvicova ELISA, detekéni Ab byla biotinylovana a bylo

vyuzito vazby ke streptavidinu.

Po stimulaci lidskych Caco-2 bun¢k bakteridlnimi slozkami jsem stanovovala
koncentraci prozanétlivych cytokinti IL-8, IL-18 a IL-33. Pouzila jsem komercni ELISA kity
(vSe od R&D systems):

Human CXCLS8/IL-8 DuoSet
Human total IL-18 DuoSet
Human IL-33 DuoSet

Po stimulaci mySich RAW 264.7 bunék bakteridlnimi slozkami jsem stanovovala
koncentraci prozanétlivych cytokint IL-1B, IL-6, IL-12 a TNF-a. Pouzila jsem komer¢ni
ELISA kity (vSe od R&D systems):

Mouse IL-1 beta/IL-1F2 DuoSet
Mouse IL-6 DuoSet

Mouse IL-12 p70 DuoSet
Mouse TNF-alpha DuoSet

Postupovala jsem podle doporucenych postupt, jen s tim rozdilem, Ze jsem pouzivala
poloviéni mnoZstvi vzorkd a protilatek (protokol €. 6). PouZila jsem 96 jamkové desticky
Maxisorp Nunc (Thermo Scientific), celou dobu jsem pracovala pii pokojové teploté. Redéni
jednotlivych protilatek, standardii a vzorki je uvedeno v tabulce €. 2. Vzorky i standardy jsem
pripravila v dubletech. Pouzila jsem 7 fedéni standardt a blank (1% BSA v PBS, v némz byly
vzorky 1 standardy fedény). K promyvani jsem pouzivala automatickou promyvacku
MultiWash II (TriContinent). Optickd denzita vzorkii byla méfena pomoci spektrofotometru
Multiskan Ascent (Labsystems) pii vinové délce 450 nm, jako referencni byla méfena opticka

denzita pii 650 nm.
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cytokin fedéni
cAB standard vzorky d Ab STR-HRP

IL-8 (lidsky) | 180x 50x nefedény 180x 200x
IL-18 (lidsky) | 120x 200x nefedény 60x 40x

IL-33 (lidsky) | 1000x 100x nefedény 60x 40x

IL-1p (mysSi) 120x 130x nefedény 60x 40x

IL-6 (mysSi) 120x 100x fedény 10x 60x 40x

IL-12 (mysi) 120x 92x nefedény 60x 40x
TNF-a (mys$i) | 125x 100x fedény 10x 60x 40x

Tab. ¢. 2. Hodnoty koncentraci (fedéni) jednotlivych slozek ELISA kitii pro stanoveni cytokind.

Protokol €. 6

1) pokryt desticku navazovaci protilatkou (¢ Ab) fedénou v PBS (50 pl / jamku),
inkubovat pies noc

2) 3x promyt desti€¢ku promyvacim pufrem (400 pl / jamku), vyklepnout a osusit

3) blokovat 1% BSA v PBS (300 pl / jamku), alesponi 1 hod

4) 3x promyt desti¢ku promyvacim pufrem (400 pl / jamku), vyklepnout a osusit

5) ptidat do desticky standard a vzorky fedéné v 1% BSA* v PBS (50 pl / jamku),
inkubovat 2 hod

6) 3x promyt desticku promyvacim pufrem (400 pl / jamku), vyklepnout a osusit

7) pridat detekéni Ab fedénou v 1% BSA* v PBS (50 ul / jamku), inkubovat 2 hod

8) 3x promyt desticku promyvacim pufrem (400 ul / jamku), vyklepnout a osusit

9) pridat STR-HRP tfedény v 1% BSA* v PBS (50 pl/ jamku), inkubovat 20 min, ve tmé

10) 3x promyt desticku promyvacim pufrem (400 pl / jamku), vyklepnout a osusit

11) ptidat substratovy roztok (50 pl / jamku), inkubovat 20 min (nebo déle, dle potieby),
ve tmé

12) ptidat zastavovaci roztok (25 pl / jamku)

13) zméfit optickou denzitu

* v pripadeé stanoveni lidského IL-8 byl misto 1% BSA v PBS pouZzit roztok 0,1% BSA a 0,05%
Tweenu v PBS
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4.5.1.1.  Pouzité roztoky

e PBS
— 90 g NaCl (Lachema) + 2 g NaH,P0O4.2H,O (Lachema) + 12 g Na,HPO4.12H,0
(Lachema)
— doplnit destilovanou vodou do celkového objemu 1 1
— upravit pH na hodnotu 7,2 — 7,4 (pomoci 10M NaOH)

— pied pouzitim fedit 10x destilovanou vodou

e promyvaci pufr

- 0,05% roztok Tween20 (Sigma) v PBS

e 1% roztok BSA
— 1 gBSA (Sigma)
— rozpustit v 1 1 PBS

e citratovy pufr
— 2,94 g citronanu sodného (Lachema)
— doplnit destilovanou vodou do celkového objemu 100 ml

— upravit pH na hodnotu 4,2 (pomoci kyseliny citronové: 21,014 g + 100 ml H,O)

e TMB (tetrametylbenzidin)
— 40 mg TMB (Sigma) do 27 ml dimetylformamidu (Lachema)

— roztok vnést sklenénou pipetou do 73 ml destilované vody
e substratovy roztok
— 1 ml citratového pufru + 1 ml TMB + 0,45 ul 37% H,0, (Chemapol)

— pftipravit tésné pred pouzitim

e zastavovaci roztok (2M H,SOy4)

— 1 ml koncentrované H,SO4 do 9 ml destilované vody
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4.6. Detekce vlivu Zivych bakterii na porusSeni vrstvy adherentnich bunék

Soucasti prace bylo porovnat vliv jednotlivych kment E. coli na poruseni vrstvy epitelu.
Nekteré bakterie jsou schopny v hostitelském organismu poskozovat stievni epitel a narusovat
tim bariérovou funkci stteva. Jako in vitro model slouzila vrstva Caco-2 bunck pokryvajici

dno jamek v desticce.

4.6.1. Kultivace Caco-2 bunék s zivymi bakteriemi

Caco-2 bunky byly pasazovany a nasazeny na 48 jamkovou desticku o koncentraci
50 000 bunék na jamku. Objem média byl v kazdé jamce 500 pl. Desti¢ka byla umisténa do
termostatu na 3 dny, aby buiiky v jamkach vytvoftily souvislou vrstvu (monolayer).

Poté jsem z bunék odstranila staré médium a oplachla je kultivaénim médiem, které
bylo pfipraveno bez antibiotik (DMEM + 10% FBS + 1% glutamin + 0,15% NaHCO;).
Nakonec bylo pfidano 500 pl suspenze bakterii nebo kontrolnich vzorkli. Béhem oplachovani
jsem dbala na to, aby nedoslo k poSkozeni vrstvy bunék.

Zivé bakterie byly fedény v bunééném médiu bez antibiotik. Byly pouzity 3 rtizné
koncentrace (fedéni 10x, 100x a 1000x). Jako kontrolni vzorky bylo pouzito ¢ist¢é médium a
roztoky peroxidu vodiku (o koncentracich 100 mM, 50 mM a 25 mM), které byly pfipraveny
ze zasobniho 37% roztoku H,O, fedénim v bunééném médiu.

Bunky byly s bakteriemi kultivovany po dobu 4 hodin. Po kultivaci jsem odebrala
médium (s odloupnutymi bunikami) do mikrozkumavek. Pfisedlé bunky byly disociovany

pomoci trypsinu.

4.6.2. Pritokova cytometrie

Vzorky byly analyzovany pomoci pritokové cytometrie. Zkoumana byla zivotnost
bunck (barveni FVD eFluor® 780) a apoptoza (barveno anti-Annexin V FITC®). Informace o
protilatkach pouzitych k barveni jsou uvedeny v kapitole 4.7. Zpracovani vzorkl a barveni
probihalo dle protokolu ¢. 7 v 96 jamkové desti¢ce s kulatym dnem pro prutokovou cytometrii
(TPP).

Méfeni bylo provadéno ve Stiedisku cytometric a mikroskopie MBU pomoci

prutokového cytometru LSRII (BD). Data jsem zpracovavala v programu FlowJo.
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Protokol &. 7

1)
2)

3)
4)
5)

6)
7)

5)

6)

7)
8)
9)

zkumavky s odebranym kultivaénim médiem s odd¢lenymi bunikami drzet na ledu
prisedlé bunky opatrné omyt 500 ul sterilniho fyziologického roztoku a ptidat 100 pl
roztoku trypsinu v EDTA a umistit na 5 minut do 37 °C, poté rekci zastavit 200 pl
média

vSechny vzorky centrifugovat (300 g, 5 min, 4 °C), odlit supernatant

peletu resuspendovat v 200 ul média (kompletni DMEM, s antibiotiky)

vzorky ptepipetovat do 96 jamkové desticky na pratokovou cytometrii (s kulatym
dnem), pfidat do 4 jamek bunky na kontrolni barveni

centrifugovat (300 g, 5 min, 4 °C), odlit supernatant

ptidat 150 pl PBS, centrifugovat (300 g, 5 min, 4 °C), odlit supernatant, lehce
vortexovat

blokovat ve 20 ul human FcR binding inhibitoru (eBioscience, fedéno 1:200 v PBS),
20 min, pti 4 °C

pro vyvdzani nespecifickych Fc receptoru

pfidat 130 pl PBS, centrifugovat (300 g, 5 min, 4 °C), odlit supernatant, lehce
vortexovat

barvit v 10 pl FVD eFluor® 780 (fedéno 1:200 v PBS), 30 min, pti 4 °C

ptidat 140 pl PBS, centrifugovat (300 g, 5 min, 4 °C), odlit supernatant

promyt 2x ve 150 ul HEPES pufru a centrifugovat (300 g, 5 min, 4 °C), odlit
supernatant, lehce vortexovat

0,1 M HEPES (Sigma-Aldrich), pH = 7,4

10)barvit v 10 pl Annexin V FITC® (fedéno 1:100 v HEPES pufru), 10 min, pfi

pokojové teploté

11) resuspendovat ve 100 ul PBS

12) zméfit na priutokovém cytometru

43



4.7.

Seznam pouzitych protilatek

Tabulka ¢. 3 shrnuje informace o protilatkach pouzitych k barveni vzork pro

konfokalni mikroskopii a prutokovou cytometrii.

cilovy antigen | fluorochrom | izotyp | klon hostitelsky | cilovy vyrobce
organismus | organismus
mrtvé bunky eFluor® 780 vsechny eBioscience
Annexin V FITC® vSechny eBioscience
Ki67 Brilliant IgG2a | 16A8 krysa Clovék/ my$ | BioLegend
Violet® 421
PCNA AlexaFluor® PC10 Clovék/ mys/ | BioLegend
488 krysa
YH2A.X AlexaFluor® 2F3 mys$ Clovék/ mys | BioLegend
647
fosforylovany | PE® 261352 Clovek Invitrogen
p53
zonnulin neznacena pab kralik Clovék/ mys/ | Invitrogen
(ZO-1) krysa
kralici Ab AlexaFluor® osel kralik Jackson
488 ImmunoResearch
Tabulka ¢. 3: seznam protilatek pouzitych pro barveni vzorkli pro konfokalni mikroskopii a pritokovou
cytometrii
4.8. Statistické vyhodnoceni

Data byla statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism 5 (GraphPad Software,
Inc.) pomoci analyzy rozptylu jednoduchého tfidéni (One-way ANOVA). Byly pouzity testy

Tukey a Dunnett a hodnota p byla stanovena na 0,05.
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5. Vysledky

5.1.

U jednotlivych kment E. coli jsem zjistovala piitomnost gent

cyklomoduliny. V tabulce €. 4 jsou shrnuty vysledky.

Detekce genii pro cyklomoduliny u jednotlivych kmenii E. coli

pro jednotlivé

Nissle 1917 | K6 LF82 pl9A 083 0O6K13
pks + + + + - +
CNF1 - + ? + + +
CNF2 - + ? + + +
CNF3 - - - - - -
CIF - - - - - —
CDTI - - - - - -
CDT2 - - - - - -

Tabulka ¢. 4: Shrnuti vysledkl pfitomnosti genti pro cyklomoduliny v genomech jednotlivych E. coli. +

piitomnost genu, — nepfitomnost genu, ? pravdépodobna piitomnost genu

Genotoxicky ostrivek gent pks, jehoz pfitomnost v genomu bakterie vede k produkci

kolibaktinu, jsem detekovala u péti kment — Nissle 1917, K6, LF82, p19A a O6K13. Pouze

probioticky kmen O83 ho neobsahuje (obrazek €. 6).
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Obrazek ¢. 6: Detekce ptfitomnosti genotoxického ostriivku pks v genomech jednotlivych kmenti E. coli. Obrazek

ukazuje vysledek elektroforézy po predchozi PCR s pouzitim primerti PKS. Pfedpokladany PCR produkt by mel

mit velikost pfiblizn€ 2119 bp. Kontrolni vzorek obsahoval vodu misto DNA.
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Gen pro CNF1 byl jednozna¢né detekovan u kment E. coli p19A, O83 a O6K13. U E.
coli K6 byl detekovan slabsi produkt. U kmenti Nissle 1917 a LF82 se pravdépodobné
primery vazaly jest¢ na jind misto genomu. Ziskala jsem totiz vice produkta (obrazky ¢. 7 a

8).
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Obrazek ¢. 7: Detekce pritomnosti genu pro CNF1 v genomech jednotlivych kmenti E. coli. Obrazek ukazuje
vysledek elektroforézy po piedchozi PCR s pouzitim primerd CNF1. Pfedpokladany PCR produkt by mél mit

velikost priblizn€ 1112 bp. Kontrolni vzorek obsahoval vodu misto DNA.
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Obrazek ¢. 8: Detekce pritomnosti genu pro CNF1 v genomech jednotlivych kmenti E. coli. Obrazek ukazuje
vysledek elektroforézy po predchozi PCR s pouzitim primertt CNF1a a CNF1b. Pfedpokladané PCR produkty by

mély mit velikost pfiblizné 411 a 404 bp. Kontrolni vzorek obsahoval vodu misto DNA.
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Primery ohranicujici gen pro CNF2 navrzené podle ¢lanku Dubois et al. 2010 se vazaly
nespecificky na n¢kolik mist v genomu a dévaly vzniknout vice produktim. Vlastni gen pro
CNF2 byl pravdépodobné detekovan pouze u E. coli K6 (obrazek €. 9). Nami navrzené
primery se vazali o néco specifiCtéji, pfesto davaly u kmenti Nissle 1917, K6 a LF82

vzniknout vice produktiim (obrazek ¢. 10).

Obrazek ¢. 9: Detekce pritomnosti genu pro CNF2 v genomech jednotlivych kmenti E. coli. Obrazek ukazuje
vysledek elektroforézy po predchozi PCR s pouzitim primeri CNF2. Piedpokladany PCR produkt by mél mit
velikost pfiblizn¢ 1241 bp. Kontrolni vzorek obsahoval vodu misto DNA.

Obrazek ¢. 10: Detekce pritomnosti genu pro CNF2 v genomech jednotlivych kmend E. coli. Obrazek ukazuje
vysledek elektroforézy po piedchozi PCR s pouzitim primeri CNF2a. Piedpokladany PCR produkt by mél mit
velikost pfiblizn€ 460 bp. Kontrolni vzorek obsahoval vodu misto DNA.
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Pritomnost genu pro CIF nebyla detekovana u zadné z bakterii E. coli. Primery se

vazaly nespecificky (obrazek ¢. 11).

Obrazek ¢. 11: Detekce pfitomnosti genu pro CIF v genomech jednotlivych kment E. coli. Obrazek ukazuje
vysledek elektroforézy po predchozi PCR s pouzitim primerti CIF. Predpokladany PCR produkt by mél mit
velikost piiblizn€ 383 bp. Kontrolni vzorek obsahoval vodu misto DNA.

Geny pro cyklomoduliny CNF3, CDT1 a CDT2 nebyly detekovany u zadného ze

zkoumanych kmeni E. coli .
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5.2.  Porovnani vlivu Kkultivace bunék se slozkami E. coli a etoposidem na

Zivotnost, produkci a reparaci DSB, proliferaci a na fosforylaci p53

Ze zaCatku jsem pro in vitro experimenty pouzivala linii lidskych epitelovych bun¢k
HT-29. Tento model se ukazal jako nevhodny, protoze bunky tvofi shluky a produkuji
vyrazny slizovity obal. Diky témto vlastnostem nemohou protilatky pronikat do bunék uvnitt
shluk.

Vyzkousela jsem rtizné typy fixace, ale presto byly vysledky stejné (obrazek ¢. 12).

Dale jsem pouzivala jako model epitelu pouze bunécénou linii Caco-2 bunék.

metanol + aceton PFA + metanol PFA + TRITON X

Obrazek ¢. 12: Zobrazeni bun€k HT-29 bunék barvenych intracelularnim barvenim po pouziti riznych typu
fixace. M¢étitko zobrazuje 100 um.
zelena — bunécné spoje (barveno anti-ZO-1 a sekunddrni protikralici protilatkou AlexaFluor® 488)
modra — bunécna jadra (DAPI)
Cervenda —  aktivované rapracni mechanismy po poskozeni DNA (anti yH2A.X AlexaFluor® 647)

5.2.1. Hodnoceni vlivu na Zivotnost

Stimulace bakteridlnimi slozZkami neméla zésadni vliv na Zivotnost bunck.
Nepozorovala jsem signifikantni rozdily pfi kultivaci s riznymi slozkami a kmeny bakterii.
Ani ptidani etoposidu nemélo na zivotnost bunek vliv (graf €. 1).

Zivotnost Caco-2 bunék se pohybovala v rozmezi 50 — 80 %, u RAW 264.7 bunék byla

obecné€ nizsi, mezi 30 — 60 %.
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Graf ¢ 1: Zivotnost bundk v zavislosti na stimulaci. Statisticky byly porovnany hodnoty po stimulaci
jednotlivymi bakteriemi viici sob€ i viici kontroldm. Byl porovnan vliv koncentrace i pfitomnosti etoposidu.

a) kultivace Caco-2 bunék s bakteridlnimi supernatanty a etoposidem, b) kultivace Caco-2 bunék s bakterialnimi
supernatanty, c) kultivace Caco-2 bunék s bakteridlnimi lyzaty a etoposidem, d) kultivace Caco-2 bunck
s bakterialnimi lyzaty, e) kultivace RAW 264.7 bunék s bakterialnimi supernatanty a etoposidem, f) kultivace
RAW 264.7 bunék s bakterialnimi supernatanty, g) kultivace RAW 264.7 bunck s bakteridlnimi lyzaty a
etoposidem, h) kultivace RAW 264.7 buné€k s bakteridlnimi lyzaty
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5.2.2. Hodnoceni vlivu na aktivaci reparacnich mechanismu

Nebyly prokazany signifikantni rozdily v aktivaci repara¢nich mechanismu v rozdilné
stimulovanych bunikach. Bakteridlni kmen, slozka, koncentrace ani piitomnost etoposidu
nem¢ly na reparaci DNA vliv (grafy €. 2 — 7, obrazky ¢. 13 a 14).

e

Vizualn¢ je mira reparace o néco vysSi pii kultivaci s etoposidem. Ten jako

cytostatikum totiz plisobi vysSi miru poSkozeni DNA v bunkdch. Proto bunky reaguji

zvySenim aktivace reparaCnich mechanisml. AvSak rozdily mezi stimulaci rGznymi

bakteridlnimi slozkami ¢i kmeny nejsou patrné ani pfi stimulaci bez etoposidu ani

v kombinaci s etoposidem.
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Graf ¢. 2: Porovnani reparace DNA v imunitnich buiikdch v zavislosti na stimulaci slozkami riznych kment

E. coli. a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

A s etoposidem B bez etoposidu
£ RAW 264.7 > RAW 264.7 3 50 ngml
E 60+ .Esm 2 5 ng/m
£ 501 £ 50 g e
g 9 kontroly
& E 40 & E 40—+
Sz 307 5= 307
3E 2E
e —
58 58
g. 5 204 g. 5 204
gs 25
W = B =
ST 104 NE 104
S E=
(= o
@© ©
> >
3 e g =
= © & (S ] £ & - =)
b4 9\ + \g% Q\q 9 £ \g‘b Q@ <°Vq
P @ P @

Graf ¢. 3: Detekce reparace DSB v buiikich RAW 264.7 po kultivaci s bakteridlnimi supernatanty. a) stimulace

kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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Graf ¢. 4: Detekce reparace DSB v burikich RAW 264.7 po kultivaci s bakteridlnimi lyzaty. a) stimulace

kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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Graf ¢. 5: Porovnani reparace DNA v epitelovych buiikdch v zavislosti na stimulaci slozkami riznych kment

E. coli. a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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Graf ¢. 6: Detekce reparace DSB v buiitkach Caco-2 po kultivaci s bakteridlnimi supernatanty. a) stimulace

kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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Graf ¢. 7: Detekce reparace DSB v bunikach Caco-2 po kultivaci s bakteridlnimi lyzaty. a) stimulace

kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

Nasledujici obrazky (¢. 13 a 14) z konfokalniho mikroskopu dokumentuji ptitomnost
aktivovanych reparacnich mechanismti v buiikach linie Caco-2. Pro mnozstvi opravovanych
DSB v jednotlivych bunikdch ov§em nebylo moZné stanovit miru reparace kvantitativné. Opét

4

vizualn€ je vyssi mira reparace pii soucasné stimulaci etoposidem. Obecné nejnizsi Uroven

reparace se jevi pii stimulaci kmeny O6K13 a K6.

Nissle 1917 083

s etoposidem

bez etoposidu

Obrazek ¢. 13: Porovnani aktivace repara¢nich mechanismii v Caco-2 bunkach v zavislosti na stimulaci lyzaty

jednotlivych kmend E. coli. Jako kontrolni vzorek slouzilo ¢isté kultivacni médium. M¢étitko zobrazuje 100 pm.

zelend — bunécné spoje (barveno anti-ZO-1 a sekundarni protikralici protilatkou AlexaFluor® 488)
modra — bunécna jadra (DAPI)
Cervena —  aktivované rapracni mechanismy po poskozeni DNA (anti yH2A.X AlexaFluor® 647)
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Nissle 1917 LF82 p19A

Obrazek ¢. 14: Porovnani aktivace reparatnich mechanismi v Caco-2 bunkach v zavislosti na stimulaci
supernatanty z kultivace vybranych kmenti E: coli. Kazdy Cerveny bod reprezentuje jeden DSB. V bunkach
s vyraznym po$kozenim neni mozné jednotlivé zlomy od sebe rozeznat a tudiz ani zaznamenat jejich pocet.
Mg¢titko zobrazuje 100 um.

zelend — bunécné spoje (barveno anti-ZO-1 a sekundarni protikralici protilatkou AlexaFluor® 488)

modra — bunécna jadra (DAPI)

Cervend —  aktivované rapracni mechanismy po poskozeni DNA (anti yH2A.X AlexaFluor® 647)

5.2.3. Hodnoceni vlivu na proliferaci

Po kultivaci bun¢k se slozkami jednotlivych kment E. coli jsem zjistovala, jestli
dochdzi k ovlivnéni proliferace bun¢k v zavislosti na stimulaci. Pomoci stanoveni pfitomnosti
faktorit Ki67 a PCNA bylo mozno urcit, jestli si buiiky zachovavaji schopnost proliferace a
v jaké fazi bunécného cyklu se nachazeji.

Naprostéa vétsina bunek linie Caco-2 si zachovava i1 po stimulaci bakteriemi schopnost
proliferace, v GO fazi se vyskytuje jen velmi malo bun¢k (jednotky procent). Naopak velké
mnozstvi bun¢k se nachazi ve fazi mitdzy (graf ¢. 8). MliZe to byt zplisobeno tim, Ze se jedna
o nadorovou linii bun¢k, tudiz maji zvySenou prolifera¢ni schopnost. Ovlivnéni bakteriemi
nehraje roli, protoze nebyly zaznamenany signifikantni rozdily mezi buikami stimulovanymi

a kontrolami s ¢istym médiem.
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A s etoposidem B bez etoposidu
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Graf ¢. 8: Rozliseni fazi bunééného cyklu, ve kterych se nachazeji Caco-2 burnky po kultivaci. s bakteridlnimi
supernatanty. a) stimulace bakteridlnimi supernatanty kombinovana s etoposidem, b) stimulace bakterialnimi
supernatanty bez etoposidu, c¢) stimulace bakteridlnimi lyzaty kombinovanad s etoposidem, d) stimulace

bakterialnimi lyzaty bez etoposidu

5.2.4. Hodnoceni vlivu na fosforylaci p53

rowr

Jen u malé ¢asti bun¢k byla zachycena fosforylace proteinu p53. Jednalo se o jednotky

procent bun¢k. Rozdily ve vztahu ke stimulaci bunék nebyly patrné.
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5.3.  Porovnani vlivu kultivace bunék se sloZkami E. coli a etoposidem na produkci

prozanétlivych cytokinii

Porovnavala jsem produkci né€kterych prozanétlivych cytokinli imunitnimi i epitelovymi

burikami v zavislosti na stimulaci.

Pfi stimulaci imunitnich bun¢k (makrofagy, linie RAW 264.7) byla stanovovana

produkce cytokinti IL-1p, IL-6, IL-12 a TNF-a.

Zaznamenané hladiny IL-1p a IL-12 byly velmi nizké (0 nebo v fadech jednotek pg/ml
tedy pod limitem detekce). Buitkky RAW 264.7 je po 24 hodinové kultivaci s bakteridlnimi

sloZkami neprodukovaly.

Produkce IL-6 RAW 264.7 buiikami se pohybovala v tisicich pg/ml.

Mezi stimulaci s etoposidem a bez n¢ho nebyly prokazany vyznamné rozdily. Kultivace
s bakterialnimi supernatanty obecné vedla k niz8§i produkci IL-6 neZz kultivace s jinymi
bakteridlnimi stimuly. Jen v ptipadé E. coli O6K13 byl vliv supernatantu podobny jako
v piipad¢ lyzatd ¢i inaktivovanych bakterii. Vzdy vychazel signifikantni rozdil mezi

kontrolnimi vzorky (stimulace LPS a nestimulované buriky) (graf ¢. 9).
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Graf. ¢ 9: Produkce IL-6 bunkami RAW 264.7 v zavislosti na stimulaci slozkami raznych kment E. coli.

a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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Pii stimulaci bakterialnimi supernatanty zavisela produkce IL-6 na stimulu a jeho
koncentraci (graf ¢. 10). Produkce IL-6 byla nejvyssi v ptipadé stimulace pomoci E. coli
kmene O6K13. Pfi pouziti koncentrace 50 1 5 ng/ml byla produkce IL-6 vyssi nez v piipadé
stimulace pomoci LPS (1 ug/ml). Pfi stimulaci supernatanty ze kmentit K6 a p19A o nejvyssi
koncentraci proteini (50 ng/ml) byla produkce IL-6 také mirné zvySena. V ostatnich
ptipadech byla produkce IL-6 nizsi nez pfi stimulaci LPS. Koncentrace stimult korelovala
s produkci IL-6. To poukazuje na to, Zze kmeny O6K13, K6 a pl19A maji nejvyssi schopnost
vyvolat zanétlivou reakci.

V ptipad¢ kultivace bez etoposidu vysly signifikantni rozdily mezi kultivaci s kmenem
06K 13, coz vedlo k vysoké produkci IL-6, a kmeny Nissle 1917, LF82 a O83, které naopak

v

ktery je vyuzivan jako probiotikum.
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Graf. ¢ 10: Produkce IL-6 buitkkami RAW 264.7 po kultivaci s bakteridlnimi supernatanty v zavislosti na
koncentraci stimulu. Hodnoty jsou uvedeny jako procentuelni vyjadfeni hladiny produkce IL-6 buikami
stimulovanymi LPS. a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu, zde zaznamenany
signifikantni rozdily mezi kultivaci s kmenem O6K13, ktery vedl k vysoké produkce IL-6, a kmeny Nissle 1917,
LF82 a 083, které naopak produkci IL-6 nepodporovaly (* p = 0,05)

Pt kultivaci bunék RAW 264.7 s bakteriilnimi lyzaty rGznych kment E. coli nebyly
rozdily v produkei IL-6 pfili§ vyrazné. VSechny bakterie plisobily vyrazné vyssi produkei IL-
6 nez Cisté bunécné médium, ale zaroven byla produkce Casto niz8i nez v piipadé stimulace

LPS (graf €. 11).
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A s etoposidem B bez etoposidu
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Graf. ¢ 11: Produkce IL-6 buitkami RAW 264.7 po kultivaci s bakteridlnimi lyzaty v zavislosti na koncentraci
stimulu. Hodnoty jsou uvedeny jako procentuelni vyjadieni hladiny produkce IL-6 buitkami stimulovanymi LPS.

a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

Dale jsem stanovila mnoZzstvi produkovaného TNF-a. Koncentrace produkovaného
TNF-a se pohybovala fadové v tisicich pg/ml.

Podobné jako v pfipadé IL-6 byla zaznamenana vys$$i reakce bunék na stimulaci
bakteridlnimi lyzaty ¢i inaktivovanymi bakteriemi nez na stimulaci supernatanty z kultivace
bakterii. Produkce TNF-a dokonce v téchto ptipadech vyrazné pievySovala produkci TNF-a

pfi kultivaci s LPS (graf ¢. 12).
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Graf. ¢ 12: Produkce TNF-a buitkami RAW 264.7 v zavislosti na stimulaci sloZkami riznych kment E. coli.

a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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V ptipad¢ stimulace RAW 264.7 bunék supernatanty z kultivace bakterii byly
pozorovany pomérné vyznamné rozdily mezi stimulaci pouze bakterialnimi supernatanty a
stimulaci kombinovanou s etoposidem. Produkce TNF-a jen castecné korelovala
s koncentraci stimulu. ZvySenou produkci TNF-a buiiky reagovaly na stimulaci kmeny p19A
a O6K13 v pripad¢ kombinace s etoposidem a na samotnou stimulaci kmeny Nisse 1917, K6,
pl9A a O6K13. OvSem zadné z pozorovanych odliSnosti nejsou signifikantni (viici sob¢ ani
vuci stimulaci LPS). Pii kultivaci bunék s Cistym médiem TNF-a nebyl produkovan viibec

(graf €. 13).
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Graf. ¢ 13: Produkce TNF-a buitkami RAW 264.7 po kultivaci s bakteridlnimi supernatanty v zavislosti na
koncentraci stimulu. Hodnoty jsou uvedeny jako procentuelni vyjadfeni hladiny produkce TNF-o buikami

stimulovanymi LPS. a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

V ptipadé stimulace RAW 264.7 bunék bakterialnimi lyzaty nebyly pozorovany rozdily
v produkci TNF-a v zavislosti na koncentraci stimulu, bakteridlnim kmenu ani na kombinaci
s etoposidem. Produkce TNF-a byla ve vSech ptipadech velmi podobné jako pfi stimulaci

LPS (1 pg/ml). Kontrolni nestimulované bunky ale TNF-a neprodukovaly (graf ¢. 14).
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A s etoposidem bez etoposidu
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Graf. ¢ 14: Produkce TNF-o bunkami RAW 264.7 po kultivaci s bakterialnimi lyzaty v zavislosti na koncentraci
stimulu. Hodnoty jsou uvedeny jako procentuelni vyjadieni hladiny produkce TNF-a bunikami stimulovanymi

LPS. a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

Stejny typ experimentu (hodnoceni produkce prozanétlivych cytokinil) jsem provadéla
také s lidskymi epitelovymi buiikami linie Caco-2. U nich byla stanovovana produkce

cytokinti IL-8, IL-18 a IL-33.

Pti zadné stimulaci Caco-2 buiiky neprodukovaly IL-18 ani IL-33.

Caco-2 buiiky produkovaly po stimulaci pouze IL-8 a i jeho koncentrace se pohybovala
v pomérné nizkych hladinach (desitky aZ stovky pg/ml). Stimulace LPS navic neméla na
produkci IL-8 vliv ani pfi zvySené koncentraci (vyzkouSena koncentrace 5 az 100 pg/ml).
Produkce IL-8 buitkami nestimulovanymi a buiikami stimulovanymi LPS vychazela ptiblizné
stejna.

Stimulace inaktivovanymi bakteriemi neméla vliv na produkci IL-8, naopak stimulace
bakteridlnimi lyzaty ¢i supernatanty z kultivace bakterii vyrazné zvySovala produkci IL-8

bunikami. Nejnizsi efekt na produkci IL-8 méla probioticka E. coli Nissle (graf €. 15).
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Graf. ¢ 15: Produkce IL-8 bunikami Caco-2 v zéavislosti na stimulaci slozkami rtznych kmend E. coli.

a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

V ptipadé€ stimulace Caco-2 bunék supernatanty z kultivace bakterii byla koncentrace
produkovaného IL-8 podobna pii stimulaci LPS a nejnizSimi koncentracemi bakteridlnich
supernatantil (koncentrace proteinti 0,5 ng/ml) jako u nestimulovanych bunék. V ostatnich
ptipadech stimulace byla produkce IL-8 zvySena. Koncentrace stimulu korelovala s produkci
IL-8. Soucasna stimulace etoposidem neméla na produkci IL-8 vliv, pouze v piipadé
stimulace E. coli Nissle 1917 byly zaznamenana vyssi produkce IL-8 v ptipad¢ stimulace bez
etoposidu (graf ¢. 16). Statisticky jsem porovnala produkci IL-8 po stimulaci jednotlivymi

bakterialnimi kmeny mezi sebou. V Zadném piipadé€ nebyl rozdil signifikantni.
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Graf. ¢ 16: Produkce IL-8 bunkami Caco-2 po kultivaci s bakterialnimi supernatanty v zavislosti na koncentraci
stimulu. Hodnoty jsou uvedeny jako procentuelni vyjadreni hladiny produkce IL-8 buitkami stimulovanymi LPS.

a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu
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Pti stimulaci Caco-2 buné¢k bakteridlnimi lyzaty produkce IL-8 korelovala s koncentraci
stimulu. Nejvice byl IL-8 produkovan po stimulaci lyzaty E. coli kmeni K6 a pl9A.
V kombinaci s etoposidem byla detekovana nejvyssi koncentrace IL-8 pfi stimulaci kmenem
pl9A, v pfipad¢€ bez etoposidu tomu bylo naopak. Jako tieti nejvyssi produkce IL-8 byla
detekovéana pfi stimulaci kmenem LF82. I ostatni kmeny E. coli zvySovaly produkci IL-8

v porovnani s nestimulovanymi buiikami nebo buitkami stimulovanymi LPS (graf ¢. 17).
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Graf. ¢ 17: Produkce IL-8 bunkami Caco-2 po kultivaci s bakterialnimi lyzaty v zavislosti na koncentraci
stimulu. Hodnoty jsou uvedeny jako procentuelni vyjadieni hladiny produkce IL-8 buitkami stimulovanymi LPS.

a) stimulace kombinovana s etoposidem, b) stimulace bez etoposidu

5.4. PorusSeni epitelové vrstvy Zivymi bakteriemi

Jednotlivé kmeny E. coli porusovaly epitelovou vrstvu s riznou intenzitou. Se snizujici
se koncentraci Zivych bakterii klesal pocet bunck odloupnutych z epitelové vrstvy. Jako
nejvice agresivni byly zaznamenany kmeny pl19A a O6K13 (grafy €. 18 a 19). Tyto dva

kmeny signifikantné zvySovaly pocet odloupnutych bunék v porovnani s ¢istym médiem.
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Graf. ¢ 18: Vliv Zivych bakterii (kultivace s bakteriemi fedénymi 10x ze zasobniho roztoku o ODgyy = 0,5) na
poruseni epitelové vrstvy. Graf vyjadiuje pocet bun€k, které se po kultivaci s zivymi bakteriemi odlouply

z epitelové vrstvy do média. Kmeny p19A a O6K13 signifikantné vice porusuji epitelovou vrstvu (* p = 0,05).
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Graf. ¢ 19: Vliv zivych bakterii na poruSeni epitelové vrstvy. Builky byly kultivovany s jednotlivymi kmeny E:
coli o trech riznych koncentracich. Graf vyjadiuje pocet bunck, které se po kultivaci s zivymi bakteriemi

odlouply z epitelové vrstvy do média.
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6. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo porovnat genotoxické vlastnosti vybranych kment bakterie
Escherichia coli ve vztahu ke stfevnimu epitelu a slizni¢ni imunité. Stfevni mikrobiota hraje
vyznamnou roli v patogenezi nékterych onemocnéni, jako jsou riizné alergie, nespecifické
sttevni zanéty nebo pravé kolorektdlni karcinom. Jako modelovy mikroorganismus byla
zvolena E. coli, diky snadné kultivovatelnosti (jako jedna z mala stfevnich bakterii mize byt
kultivovana v aerobnich podminkéch) a vyskytu kmenl sriznym vztahem k hostiteli
(probiotické Nissle 1917 a O83, komenzalni K6 i potencialné patogenni kmeny LF82, p19A a
06K 13). Jednotlivé kmeny E. coli maji riizny vztah ke stfevnim onemocnénim. Proto jsem se
zaméftila na jejich vliv na bunééné procesy vedouci k rozvoji sttevnich nadora.

Mnoho studii, které se zabyvaji vztahem mezi mikrobiotou a kolorektdlnim
karcinomem, je d€lano na zvifecich (vétSinou mySich) modelech (Arthur et al. 2014,
Klimesova et al. 2013, Veziant et al. 2016 a dalsi). Ja jsem vSak vyuzila in vitro model, jehoz
vyhoda spociva v tom, ze je studovan pouze piimy vliv mikrobidlnich slozek na konkrétni typ
bunék. Oproti in vivo systému ma ale nevyhodu v tom, Ze je vyrazné zjednodusen. Nemohli
jsme proto sledovat interakce mezi riznymi buitkami ¢i tkdnémi. Zaroven byly ke kultivaci
pouzity imortalizované bunéc¢né linie. Tato studie slouzila jako pilotni pro zavedeni metodik.
Pozd¢ji by se mohly dalsi latky mikrobidlniho plivodu testovat na primarnich bunkach

izolovanych z mysi.

Nejprve jsem stanovovala pfitomnost genti pro cyklomoduliny u jednotlivych
bakterialnich kmenti. Cyklomodula¢ni latky jsou typicky produkovany bakteriemi E. coli
fylogenetické skupiny B2 (Mirsepasi-Lauridsen et al. 2016). Pritomnost genotoxického
ostrivku pks byla detekovéna ve vSech kmenech E. coli kromé probiotick¢ého kmene OS83.
Geny pro CNF1 a CNF2 nesou E. coli K6, p19A, 083, O6K13 a pravdépodobné také kmen
LF82. E. coli Nissle 1917 ho neobsahuje. Geny pro CNF3, CDT1 a CDT2 nebyly detekovany
u zadného kmene E. coli. Jednd se o malo frekventované geny (Dubois 2010), které
pravdépodobné vybrané kmeny neobsahuji. Pfipadné mohou mit bakterie mutaci v misté
nasedani primerti. Také gen pro CIF nebyl detekovan u zZadného kmene. Na rozdil od vyse
zminénych geni ale davaly primery pro gen CIF PCR produkt. To miiZze byt zplisobeno ale
také Spatnou specifitou primerti. Nebo se miize gen v genomu bakterii vyskytovat v mutované

formé, tudiz PCR ma produkt pfi pouziti primert pro CIF jinou velikost, nez byla ocekavana.
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Pro stanoveni genotoxickych vlastnosti kmeni E. coli a vyzkumu jejich vlivu
v tumorigenezi CRC byly zvoleny bunécné linie, které byly kultivovany s jednotlivymi
slozkami bakterii. Jednak byla zvolena linie lidskych epitelovych bun¢k (Caco-2) jako model
sttevni sliznice, kterd hraje dulezitou roli v udrzeni stfevni bariéry (Guarner a Malagelade
2003). Z bunék pfirozené imunity byly zvoleny makrofdgy (mySi makrofdgové linie RAW
264.7), které hraji dulezitou roli ve sttevnim zanétu (Mariani et al. 2014, Mowat 2003).

Pozorovala jsem jen velmi malo rozdili v genotoxickych ucincich mezi jednotlivymi
kmeny E. coli. V1iv na zivotnost bun¢k, proliferaci a fosforylaci proteinu p53 nebyl prokazan.
Pti hodnoceni aktivity reparacnich mechanismii byla detekovana obecné vyssi aktivita pfi
soucasné kultivaci s etoposidem. Ten jako cytostatikum puisobi vznik DSB v DNA buné¢k
(Papiez et al. 2016). Nebyl ale prokazan efekt stimulace jednotlivymi bakteriemi. Jednim
z diivodd, pro¢ tomu tak bylo, mize byt velmi nizka koncentrace bakterialniho stimulu. Pro

dalsi experimenty bude tedy nutné ptipravit stimuly i1 o vyssi koncentraci.

Mirné rozdily byly pozorovany pii hodnoceni vlivu kultivace s jednotlivymi kmeny E.
coli na produkci prozanétlivych cytokinti. Pfi stimulaci imunitnich bun¢k (linie mysich
makrofagh RAW 264.7) bakterialnimi lyzaty ¢i inaktivovanymi bakteriemi jednotlivych
kmeni nebyly pozorovany rozdily v produkci IL-6 nebo TNF-a (podobné jako
v experimentech Mirsepasi-Lauridsen et al. 2016). Pfi stimulaci supernatanty z kultivace
bakterii ale dochéazelo k vy$si produkci IL-6 po kultivaci s kmeny O6K13 a pl9A a vyssi
produkci TNF-a po kultivaci s kmeny O6K 13, p19A, K6 a Nissle 1917. Tato rozdilnost mezi
jednotlivymi slozkami bakterii miize byt dana napf. tim, Ze bakterie do supernatantu
produkuji n€které stimuly, které se v lyzatech ani inaktivovanych buiikach nevyskytuji.

V ptipadé epitelovych bunék dochéazelo ke zvyseni produkce IL-8 v reakci na kultivaci
s bakteridlnimi supernatanty ¢i lyzaty. Produkce byla vy$8i neZ po ptidani samotného LPS,
proto se zda, Ze jsou buiiky stimulovany jinymi mikrobidlnimi produkty.

Dalsi experimenty by mohly smétfovat k odhaleni, které stimuly vedou ke zvySeni

zanétlivé odpovedi po stimulaci kmeny E. coli.
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Také byl testovan vliv jednotlivych kment na poruseni vrstvy epitelovych bun¢k (lidska
epitelova linie Caco-2). Nejvyraznéjsi poskozeni pisobily kmeny O6K13 a p19A. Z toho lze
vyvodit, Ze maji nejveétsi vliv na poruseni stievni bariéry ve stievé. Miize to byt zplisobeno
pritomnosti genti pro cyklomoduliny, piipadné¢ i dalSich genti (Dubois et al. 2010, Mirsepasi-

Lauridsen et al. 2016).

Obecné vyssi vliv na produkci prozanétlivych cytokinti 1 na poruSeni epitelové vrstvy
mély bakterie, které obsahovaly vice genii pro cyklomoduliny. D4 se proto ptedpokladat, ze
produkce cyklomodulaénich latek bakteriemi vede k navozeni lokalniho z&nétu a poruseni

bariérové funkce stfeva.

Dalsi experimenty ve vyzkumu vlivu bakterie Escherichia coli na rozvoj kolorektalné¢ho
karcinomu by se mohly zaméfit na kultivaci bakteridlnich slozek s primarnimi buiikami
izolovanymi z mysi. Dale by se mohla zkoumat pfitomnost kmeni E. coli testovanych v této

praci v nadorové tkani pacientti s CRC.
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7. Z.avér

Detekovala jsem pritomnost nékterych genti pro cyklomoduliny, a to pks u kmeni
Nissle 1917, K6, LF82, p19A a O6K13 a dale CNF1 a CNF2 u kment K6, pl19A, O83 a
06K 13 a pravdépodobné také LF82.

Jednotlivé kmeny E. coli nevykazovaly vyrazny rozdil v genotoxickych ucincich. Nebyl
prokazan rozdil pti stimulaci jednotlivymi kmeny na Zivotnost ¢i proliferaci bunék, aktivaci
repara¢nich mechanisma ani na fosforylaci proteinu p53 v bunkéach. Nebyl pozorovan ani

rozdil mezi stimulaci jednotlivymi bakterialnimi slozkami.

Mirny vliv mély jednotlivé bakteridlni stimuly na produkci prozanétlivych cytokint.
Byla prokazana signifikantné vyssi produkce IL-6 makrofagy po stimulaci supernatantem E.

coli O6K13 nez po stimulaci supernatanty kment Nissle 1917, LF82 a O83.
Bakterie E. coli O6K13 a pl9A signifikantné vice poSkozovaly epitel oproti
kontrolnimu c¢istému médiu bez bakterii. Rozdil od ostatnich bakterii ale signifikantné

prokézan nebyl.

Obecné jsem zaznamenala mirné vyssi genotoxické ucinky u bakterii obsahujicich vice

gent pro cyklomoduliny.
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