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Anotace

Kontaminace pitné vody sinicovym vodnim kvétem, stejné jako jeho vyskyt na vodnich
plochach slouZicich k rekreaénim tcéeliim je vyznamnym problémem nejen v Ceské republice,
ale po celém svété. Expozice osob kontaminované vodé u nich vyvolava rtizné, i velmi zavazné
zdravotni problémy. Jednim z nich je rozvoj stfevnich zanétl. Tato prace se vénuje studiu
mechanismu, ktery za timto efektem stoji. Vzhledem k tomu, Ze sinice obsahuji v bunécné
sténé endotoxin LPS podobné jako patogenni bakterie (napt. E. coli), mame za to, Ze tato
molekula miize byt ligandem Toll-like receptoru 4 (TLR4) a spoustét signalni drahu
souvisejici s timto receptorem. Proto jsme studovali na epitelialnich stfevnich bunkach Caco-2
potencial LPS z vodniho kvétu ziskaného z environmentalniho vzorku aktivovat prozanétlivé
procesy. Ziskané vysledky naznacuji, Ze potencial LPS vodniho kvétu ziskaného z nadrze Nové
Mlyny aktivovat buiiky k produkci zanétlivého markeru IL-8 je srovnatelny nebo vyssi nez
u znamych patogennich bakterii. Zaroven se ukazuje, Ze mechanismus uc¢inku souvisi
s aktivaci TLR4. Dalsi blizs$i studium mechanismu plsobeni sinicového LPS pomize
k presnéjsimu hodnoceni rizik spojenych s expozici.

Klicova slova

Sinice; LPS; stievni zanét; Toll-like receptor; interleukin 8

Annotation

Cyanobacterial water bloom contamination of drinking water as well as its presence
in recreational water bodies is a big problem not only in the Czech Republic but worldwide.
Contaminated water exposure results in different, sometimes severe, health problems
in humans. Intestinal inflammation is one of the frequent but not studied ones. This work
is aimed to study mechanism of this effect. It is known that cyanobacteria have endotoxin LPS
in their cell wall similarly to pathogenic bacteria (e.g. E. coli). Therefore we hypothesise that
this molecule can be ligand of Toll-like receptor 4 (TLR4) similarly to LPS of E. coli and that
activation of the signalling pathway of this receptor is the mechanism we are looking for.
Caco-2 intestinal epithelial cells were used to study potential of Nové Mlyny water bloom LPS
to activate them and make them release pro-inflammatory cytokine IL-8. Our results show
that this environmentally relevant sample of water bloom LPS is able to activate Caco-2 cells
in the same or higher level as LPS from pathogenic bacteria. Simultaneously, the mechanism
seems to be connected with activation of TLR4. Further studies will shed light on health risks
connected with water bloom exposure.
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Uvod

Jednim z rozsitenych problémi Zivotniho prostiedi je kontaminace povrchovych vod vodnim
kvétem. Expozice vodnimu kvétu miiZe vést ke zdravotnim potizim exponovanych osob.
Znamé jsou napt. kozni reakce, ale velmi ¢astym negativnim efektem je rozvoj strevniho
zanétu. Mechanismus, kterym je spoustén, vSak neni dosud popsan.

Hlavni slozkou vodniho kvétu jsou sinice. Tyto autotrofni gramnegativni bakterie produkuji
toxické latky a zdroven je soucasti jejich bunécné stény endotoxin lipopolysacharid (LPS).
Tato latka se vyskytuje u vSech gramnegativnich bakterii véetné patogennich. Je znamo,
ze LPS nékterych patogennich kmenii bakterii je ligandem Toll-like receptoru (TLR) 4 a
spousti zanétlivou reakci, ktera mtize vést az k sepsi.

Na zakladé téchto informaci se domnivame, Ze interakce sinicového LPS s TLR se muZe
podilet na rozvoji zanétu strevnich bunék po expozici vodnimu kvétu.

Cilem této prace je zavést in vitro model stevnich bunék, ktery umozni studovat prozanétlivé
efekty sinicového LPS a na tomto modelu ovérit ucinek LPS vzorku ziskaného ze Zivotniho
prostredi.

K tomuto ucelu poslouzi bunécna linie Caco-2 odvozena od adenomu tlustého stieva. Jako
marker prozanétlivych procest bude sledovana produkce interleukinu (IL) 8, cytokinu, ktery
je produkovan strevnimi buinikami v odpovédi na patogenni Cinitele. Vhodnou metodou
detekce zmény koncentrace IL-8 je ELISA. Zaroven bude sledovana zména exprese TLR
pomoci western blottingu, jelikoZz po aktivaci receptoru dochazi k navyseni jeho hladiny v
burice.

Tato prace bude slouZzit jako podklad pro dalsi studium vlivu vodniho kvétu na rozvoj
stirevniho zanétu na pracovisti BFU AV CR.
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1. Teoreticka cast

1.1 Vodni kveét

1.1.1. Charakteristika

Vodnim kvétem nazyvame zeleny povlak vodnich ploch. Je zplsoben premnozenim
mikroorganismt, predevsim sinic. V CR se jednd o Casty problém, jsou vSak i problémem
celosvétovym.

Nejvétsi rozvoj vodniho kvétu miiZeme pozorovat v letnim obdobi. Pies zimu se sinice udrzuji
na dné nadrze, na jatfe vystupuji a jsou postupné rozneseny po celé vodni ploSe (Adamek,
2010).

1.1.2. Vyskyt

Sinice se nachazeji ve vSech biotopech na Zemi (Zavodska, 2006). Na dné nékterych
antarktickych jezer tvofi az 90cm povlaky (Kalina, Vana 2005). Byly také nalezeny
v hloubkach ocednu (75 - 125 m), kde tvofi tzv. pikoplankton. Jedna se o kokalni sinice rodu
Synechococcus, Prochlorococcus a nékteré eukaryontni rasy (Kalina, Vana 2005).

1.1.3. Dvody vzniku

Hlavni pric¢inou vzniku vodnich kvéti je eutrofizace vody (nadmérné mnozstvi Zivin ve vodé).
Hlavni roli zde ma fosfor a dusik. Jsou soucasti rybiho krmiva pridavaného do vody. Jsou také
soucasti nedostatecné procisténych splaskovych vod a zemédélskych hnojiv, které se mohou
vlivem desté ¢i povodni splachnout do vodstva. To byva podporeno nedostatecnou retenci
pldy nebo jeji erozi (Adamek, 2010).

1.1.4. Metody odstranéni

vvvvv

zabranit napt. zvySenim retence vody okolni{ krajinou, nastavenim mechanickych zabran nebo
vybérem krmiva.

JestliZe je jiz vodni plocha kontaminovana, 1ze pristoupit k redukci Zivin pro sinice zasadnich,
napiiklad fosforu.

Dal8i metodou je tzn. destratifikace nadrZe. Sinice maji konkuren¢ni vyhodu oproti jinym
organismim tim, Ze mohou ménit svou polohu v razné vysce ve vodnim sloupci pomoci
aerotopl, plynovych méchyrkt. Diky nim se mohou presouvat do pro né vyhodné vrstvy
vodniho sloupce. Diky promichavani vodniho sloupce tuto vyhodu sinice ztraci, a dostavaji tak
prostor zelené rasy (Adamek, 2010). Dale lze vodni plochu oSetrit ultrazvukem, ktery nici
aerotopy sinic.

Lze také vyuZit latek pro sinice toxickych, cyanocidi. Tyto délime na algicidy a cyanostatika.

Cyanostatika udrzuji mnozstvi sinic v nddrzi. Nehodi se pro odstranéni jiz rozvinutého kvétu,
ale slouzi jako prevence vzniku vodniho kvétu.



Algicidy na rozdil od cyanostatik sinice pfimo usmrcuji. Jejich uZiti je ovSem problematické.
Obsah usmrcené bunky spolu s cyanotoxiny se uvolni do okoli a vlivem mikrobidlnich
rozkladd se u dna tvoii anoxické zony (Adamek, 2010). Také je tifeba upravit davku
konkrétniho ptipravku tak, aby nebyl toxicky pro jiné organismy.

Nejefektivnéjsi zasah proti vodnimu kvétu je na jeho pocatku. Sinice vice prijimaji okolni latky
a po zimeé jsou zeslablé.

1.1.5. Riziko pro ekosystém a Clovéka

Vodni kvéty predstavuji vyznamné zdravotni riziko, at uZ pro rekreanty, ¢i pro cely
ekosystém. Jiz minimalni vystaveni rekreantd kanadskych jezer kontaminované vodé vyvolalo
gastrointestindlni problémy (Levesque et al., 2014). Také v Austrélii studie s 852 ucastniky
ukazala zvySenou frekvenci kozZnich vyrazek, horecek, prijmu, zvraceni a syndromt chripky
béhem 2 - 7 dnti po expozici kontaminovanou vodou (Pilotto et al., 1997). Intenzita a Cetnost
symptomi se pritom vyznamné zvySovala v souvislosti s délkou koupani a vystaveni vodnimu
kvétu. Byly nalezeny sinice rodu Microcystis, Anabaena, Aphanizomenon a Nodularia. Mimo
potizi s rekreaci byl zaznamenan piipad primého kontaktu s vodnim kvétem, kdy mladik
neStastnou ndhodou spadl do jezera kontaminovaného sinicemi rodu Microcystis.
Po 4 hodinach od expozice nastala nevolnost a horecka. Po 3 dnech nastaly respira¢ni potiZze,
dyspnoe a atypickd pneumonie, byly také zjiStény markery poskozeni jater. Kompletni
rekonvalescence mladika trvala 20 dni (Gianuzzi et al., 2011). Toxiny sinic mohou mit také
negativni vliv na rana vyvojova stadia ryb. ZvySuji mortalitu rybich a larvalnich pladk
a mnozstvi malformovanych jedincl. Snizuji také velikost plidkd a svou toxicitou snizuji
biodiverzitu ve vodnim télese (Palikova et al., 2009).

Clovéka jako konzumenta ryb neohroZuji (Palikova et al., 2009), nicméné z{istava rizikovym
piimy kontakt - provozovani vodnich sporta ¢i plavani, kdy miize jedinec omylem polknout
kontaminovanou vodu.

U nékterych jedinci se vyskytne jen vyrazka, mohou vSak nastat vazné zdravotni komplikace
ohroZujici Zivot jedince. (Teixeira et al., 1993)

1.2. Toll-like receptory

1.2.1. Uvedeni
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u octomilky (Drosophila melanogaster) a zaroven zastava funkci v jejim imunitnim systému.
Objev tohoto receptoru vyvolal diskuzi o moZnosti vyskytu podobnych receptort i u savci,
coz se nakonec potvrdilo a ocenilo Nobelovou cenou v roce 2011 (Hotejsi, 2004).

1.2.2. Charakteristika

Toll-like receptory jsou vysoce konzervované struktury majici dilezitou dlohu v imunitni
odpovédi organismu. Rozeznavaji jak patogeny a jejich stavebni prvky (bi¢ik, bunécna
sténa,...), tak i télu vlastni latky spojené s nebezpecim. Jejich aktivaci se spoustéji prozanétlivé
procesy, vSechny aktivuji nuklearni faktor NF-kB, ktery reguluje expresi genli ovladajicich
pribéh zanétu.



Vyskytuji se predevSim na endotelidlnich buiikach, epitelidlnich bunkach a leukocytech.
U clovéka rozeznavame 10 funkc¢nich typt - TLR 1-10. Gen pro TLR 11 u c¢lovéka koéduje
nefunkéni protein.

TLR jsou vramci buiilky umistény bud’ na plazmatické membrané (TLR 1,2,4,5,6,10) nebo
na membrané vnitrobunécnych vezikuli (TLR 3,7,8,9). Aktivované receptory vétSinou
vytvareji homodimery, TLR2 vsak tvof{ heterodimery s TLR1 nebo TLR6.

1.2.3. Signalizace

TLR receptory vyuZivaji 2 signalnich drah. Tou hlavni, kanonickou, s rychlejsi aktivaci je draha
zahrnujici adaptérovy protein MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88).
Tato draha je spousténa aktivaci vSech TLR kromé TLR3. Jeji zapnuti vede k aktivaci NF-kB
a/nebo kinaz z rodiny MAPK (mitogen-activated protein kinase) a nasledné zméné genové
exprese vedouci k produkci prozanétlivych molekul (napft. IL-8, IL-6, TNFa a dalSich).

Nekanonickou drahu nezavislou na proteinu MyD88 vyuZivd TLR3 a TLR4, ktery je jedinym
zrodiny TLR schopnym aktivovat oba typy drah. Soucasti této drahy je aktivace IRF
(interferon regulatory factor) 3 nebo 7 a nasledné ke zméné genové exprese proteint typu
interferon.

Aktivace TLR tedy vede k rozvoji zanétu. Agonisty neboli ligandy receptort jsou rtizné latky,
vycet téch nejznaméjsich je v Tab. 1.

TLR ligandy

TLR1/TLR2 |triacylované lipopeptidy

HMGB1
TLR2

LPS
TLR3 dsRNA
TLR4 LPS
TLR5 flagelin

TLR6/TLR2 |diacylované lipopeptidy

TLR7 ssRNA
TLR8 ssRNA
TLR9 CpG-DNA
TLR10 neznamy

Tab. 1 : Toll-like receptory a jejich hlavni agonisté. Upraveno podle: (Aken 2013)



1.2.4.TLR4 a TLR 2

TLR4 s navazanym MD2 (TLR4/MD2 komplex) je receptor schopny spustit imunitni reakci
vuci LPS. Monomer LPS se vaZe na molekulu LBP (LPS-binding protein), je donesen k CD14
a nasledné transporotvan ke komplexu MD2-TLR4. Vaze se k MD-2, ¢imz dochazi k aktivaci
receptoru a jeho nasledné homodimerizaci s dalsim komplexem LPS-MD2-TLR4 a spusténi
signalni drahy.

TLR2 ve formé homodimeru je taktéZ schopen rozeznat LPS a spustit vii¢i nému imunitni

reakci. Narozdil od TLR4 je ovSem schopen spustit pouze kanonickou drahu zahrnujici
MyD88.
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2. Metody

2.1. Western blotting

2.1.1. Priprava vzorki

Burniky kultivujeme ve 24 jamkovych deskach. Pred lyzou buiky oplachneme roztokem PBS
(1ml na jamku), roztok PBS peclivé odsajeme a builky zamrazime ,na sucho“ na -80°C na
nékolik hodin. Thned po vytazeni desky z mrazaku k buinikkdm piidame SDS lyzac¢ni roztok.
Zlyzované buiiky setfeme z kazdé jamky Skrabkou a preneseme automatickou pipetou do
eppendorfovych zkumavek. Vzorky varime 15 min. pii 100°C. Po povateni vzorky kratce
spinujeme a priddme Leammliho roztok (na 100ul vzorku 25ul Leammli pufru).

2.1.2. Priprava geli

Pripravime si poti‘eby na nalévani geld. 2 gely pripravime podle nasledujici tabulky:

Latka Rozdélovaci gel Hrebinkovy gel

Destilovana voda (ml) 6 5
TRIS 1.5 M pH 8.8 (ml) 3,8 X
TRIS 0.5 M pH 6.8 (ml) X 2,1
Akrylamid-bis 30% (ml) 5 1,5

SDS 10% (ml) 0,9 0,7

TEMED (u) 45 45

APS (ul) 100 100

Tab. 2 : Priprava geld.

2.1.3. SDS-PAGE Elektroforéza

Gely umistime do aparatury a zalejeme je runnig buffrem po rysku vyznacenou na nadobé.
Prostor mezi gely taktéZ zalejeme. Do jednotlivych jamek v hiebinkovém gelu aplikujeme
vzorky vcetné standardu. Nasadime vrchni kryt se zapojenymi elektrodami a zapneme
pristroj na 180V na 1 hodinu. Poté ¢ekame, az se proteiny rozdéli.

2.1.4. Blotting

Nyni je tieba prenést proteiny z gelu na membranu. Zarizeni otevieme. Funguje na principu
dvou velkych elektrod. Nejprve umistime spodni filtra¢ni papiry namocené v transfer pufru.
Na né polozime membrany, které jsme piredtim aktivovali v methanolu. Valeckem odstranime
veSkeré vzniklé bubliny. Na membrany dame opatrné gely, opét odstranime bubliny. Nakonec
zakryjeme hornimi filtra¢nimi papiry a pripevnime horni dil zarizeni. Cely dil zasuneme
do stojanu a zvolime standardni hodinovy program.
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2.1.5. Blokovani

Po ukonceni blotovani vysuneme dil a zkontrolujeme, zda se vzorky uspésné preblotovaly
na membranu (podle pritomnosti standardu na membrané). Membrany vloZime
do 5% odtu¢néného mléka (mléko je pouzito jako blokovaci roztok nespecifickych vazebnych
mist membrany) a nechame za stalého michani 1 hodinu blokovat.

Po blokovani vloZime membrany do roztoku primarni protilatky - je shodny s blokovacim,
ale ma pridavek azidu. Ten zajistuje delSi Zivotnost protilatky svymi pro mikroorganismy
toxickymi vlastnostmi.

Mléko zablokovalo veSkera prazdna vazebna mista membrany, tudiz se protilatka miize
navazat pouze na specificky protein. Nechdme membrany inkubovat ptes noc pti 4°C.

Po no¢ni inkubaci membrany 3krat na 15 minut oplachneme v TBS-T.

Po premyti vloZime membrany do sekundarni protilatky a inkubujeme je 1 hodinu. Posléze
znovu membrany 3krat na 15 minut opldchneme v TBS-T. Timto zajistime, Ze na membrané
je pritomna pouze takova sekundarni protilatka, kterd je vdzana na primdarni protilatku.
V opacném pripadé by pti chemiluminiscen¢nim vyvolani svitila celd membrana.

2.1.6. Vyhodnoceni

Vyhodnoceni probiha v temné komote. Membranu inkubujeme se substratem, ktery v reakci
s kfenovou peroxiddzou navazanou na sekundarni protildtku produkuje chemiluminiscenci.
Tu zachytime na fotograficky film, ktery nasledné vyvolame standardnim postupem vloZenim
do vyvojky a nasledné do ustalovacde. Intenzita signalu je nasledné hodnocena pomoci
programu Image] jako optickd denzita a nasledné vynesena do grafu a hodnocena
statistickymi metodami.

2.2. ELISA

ELISA (anglicky enzyme-linked immuno sorbent assay) je metoda umoziujici kvantitativné
zmérit pritomnost specifické latky. V praci byla vyuzita sendvicova ELISA.

Sendvicova se nazyva proto, Ze latka je navazdna mezi 2 protilatky jako sendvic.
Pro promyvani desky byla pouZita promyvacka.

2.2.1. Postup

Na 96ti jamkovou desku aplikujeme primarni protilatku a nechdme pies noc inkubovat pri
4°C. Po inkubaci desku nechame 3krat promyt Wash Bufferem. Blokujeme nespecificka
vazebna mista po 1 hodinu. Pripravime si roztok standardu. Do 1. jamky pipetujeme
100 pl standardu. Do 2. az 7. jamky vyiredime standard ve dvojkové koncentracni radé tak, ze
objem vjamkach je 100 pl. Posledni jamka slouZi jako kontrola pozadi, tzv. Blank,
a je vni diluéni roztok, kterym je standard naredény. Do ostatnich jamek v desce
napipetujeme vzorek ve stejném objemu jako standard. Nechame 2 hodiny inkubovat, veskery
pritomny antigen se navaze na primdarni protilatku. Jamky 3krat promyjeme a aplikujeme
sekundarni protilatku, ktera se navaze na antigen. Nechdme 3krat promyt. Pfidame protilatku
s kirenovou peroxidazou, ktera se navaze na sekundarni protilatku. Nechame 3krat promyt.
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2.2.2. Vyhodnoceni

Pridame reagent a pozorujeme, jak se vyviji modré zabarveni. Nechdme desku cca. 15 minut
inkubovat. Poté reakci zastavime pridanim 50 ul 2N H,SO.. Tim vznikne Zluté zabarveni.
Desku vlozime do spektrofotometru a mérime pri vinové délce 570 nm.

2.3.ATP

Molekula ATP (zkr. adenosintrifosfat) slouzi jako zdroj energie pro bunécné procesy. Metoda
ATP umoznuje zjistit zivotaschopnost bunék pomoci stanoveni mnozstvi ATP piidanim
enzymu luciferazy k buiitkam, ktery diky energii z ATP zacne produkovat svétlo. Produkované
svétlo se dale méri pomoci luminometru.

2.4.LDH

LDH je enzym, ktery se uvolnuje do okoli v piipadé bunécné smrti. Test je zalozen na detekci
enzymatické reakce, kdy uvolnénd LDH katalyzuje konverzi substratu laktatu na pyruvat.
Béhem této reakce dochazi k redukci NAD+ na NADH+/H+. Ten se nasledné podili na reakci,
kdy se tetrazoliova siil INT méni na barevny formazan. Jeho koncentrace v médiu je pak
métena pomoci spektrofotometru pti vinové délce 490 nm.

13



3. Vysledky

Nejprve byl zaveden model epitelidlnich stfevnich bunék Caco-2. Bunky byly vysety v hustoté
20 tis. bunék/cm2 a ponechany 24 hod. v inkubatoru. Poté bylo Casti bunék vyménéno
médium a ¢asti ponechano ptvodni. Dale byly buiiky exponovany modelovym LPS piivodem
z Escherichia coli (EC) a Pseudomonas aeruginosa (PA). Tato LPS aktivuji TLR4 a vysledkem
je produkce cytokinu IL-8 do média. Po 24 hod. expozice bylo médium odebrano a byla v ném
pomoci ELISA zjisténa koncentrace IL-8. Jak je vidét na Obr. 1, v pripadé vymény média byla
celkova koncentrace IL-8 v médiu vyrazné nizsi a pti prepoctu na % kontroly byla metoda
citlivéjSi. Pro dalsi experimenty bylo tedy médium pred treatmentem vyménéno.
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Obr. 1 Koncentrace IL-8 v médiu po expozici LPS E. coli a P. aeruginosa s vyménou (oranzové
sloupecky) a bez vymény(zelené sloupecky) média.

A/ Celkova koncentrace IL-8 v médiu.

B/ Prepocet na kontrolu - v % kontroly.
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Pomoci LDH testu byla zhodnocena toxicita pouZivanych koncentraci modelovych LPS. Jak
je vidét z Obr. 2, pouzité koncentrace LPS nebyly toxické ani v jednom z pouzitych designt

experimentu.
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Obr. 2 LDH test toxicity po expozici bunék LPS E. coli a P. aeruginosa s vyménou (oranZové
sloupecky) a bez vymény (zelené sloupecky) média. Pozitivni kontrola (pos. K) jsou buriky
zlyzované pomoci lyzacniho roztoku dodavaného s kitem a demonstrujici maximalni mnoZzstvi

laktatu uvolnéného do média pri pouzitém mnozstvi bunék.

Dale byly u bunék detekovany proteiny TLR2 a TLR4 pomoci western blottingu. Bunky
v nasem systému exprimuji receptory, které nas zajimaji, a model je tedy vhodny pro studium,

pro které byl vybran (Obr. 3).
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Obr. 3 Exprese proteinu TLR2 a TLR4 pod vlivem expozice LPS E. coli (EC) a P. aeruginosa (PA)
pomoci western blottingu. Mira exprese je vyjadrena jako pomér optické density pro
jednotlivé proteiny a housekeepingovy protein (-actin.
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Zavedeny model byl pouZit pro dalsi studium. Studovano bylo LPS ziskané z vodniho kvétu
(WB) z nadrze Nové Mlyny. Tento vodni kvét je bohaty na druh sinice Microcystis aeruginosa.
Déale bylo pouzito LPS zlaboratorni kultury této sinice. Jako modelové ligandy TLR byla
pouzita LPS E.coli a P. aeruginosa jako pri zavadéni modelu. Pro zpracovani vysledkii byla
pouzita statisticka metoda ANOVA.

Nejprve byla vyhodnocena toxicita koncentraci jednotlivych LPS pomoci LDH a ATP testu.
Jak je vidét na Obr. 4, Zadna z pouzitych koncentraci ani latek nebyla pro buiiky toxicka.
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Obr. 4 Cytotoxicita pouzitych LPS E. coli (E), P. aeruginosa (P), vodniho kvétu (B) a laboratorni
kultury (M). A/ ATP test, B/ LDH test. Pocet opakovani - 3. * oznacuje statisticky vyznamny
rozdil oproti kontrole.

Prozanétlivé efekty LPS byly sledovany pomoci detekce koncentrace IL-8 v kultivacnim médiu.
Jak je mozné vidét na obr. 5, LPS vodniho kvétu aktivovalo v bunikach prozanétlivé procesy
projevujici se zvySenim koncentrace IL-8 v médiu, a to na drovni pozitivniho modelového
ligandu. Na druhou stranu, LPS zlaboratorni kultury nemélo statisticky vyznamny vliv
na produkci IL-8.
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Obr. 5 Koncentrace IL-8 v médiu po expozici LPS E. coli (E), P aeruginosa (P), vodniho kvétu
(B) a laboratorni kultury (M). Pocet opakovani - 3. * oznaCuje statisticky vyznamny rozdil
proti kontrole.
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Dale byla ovérena zména exprese TLR pomoci western blottingu. Na Obr. 6 je vidét,
ze expozice LPS E. coli, P aeruginosa a vodniho kvétu zvySovala expresi TLR4, ale ne TLR2.
LPS laboratorni kultury M. aeruginosa nemélo zadny vliv na sledované TLR.
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Obr. 6 Exprese proteinu TLR2 a TLR4 pod vlivem expozice LPS E. coli (EC), P aeruginosa (PA),
vodniho kvétu (WB) a laboratorni kultury M. aeruginosa (MA) pomoci western blottingu. Mira
exprese je vyjadrena jako pomér optické density pro jednotlivé proteiny a housekeepingovy

protein (-actin.
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4. Diskuze

Pro schopnost vodniho kvétu vyvolavat sepsi a gastroenteritidy jsme se rozhodli zkoumat
mechanismus pusobeni sinicového LPS. V prvni Casti prace byl zavadén model stfevnich
bunék vhodny pro studium rozvoje zanétu. Vybrany byly builky Caco-2. Nejprve jsme
pripravili design experimentu tak, abychom byli schopni sledovat vybrany marker (IL-8)
s co nejvétsi citlivosti. Ukazalo se, Ze vyména média po 24 hodinach, tedy ptfimo pred
ovlivnénim bunék studovanymi latkami, vyrazné zvysuje citlivost detekce IL-8. Touto
vyménou dochazi k odstranéni IL-8 uvolnéného na zakladé nespecifického stresu
zpusobeného vysevem bunék (jejich uvolnénim z podkladu, pipetovanim atd.). Vyrazné
snizeni pozadové koncentrace hledané latky zvysuje citlivost detekce (Obr. 1). Pro dalsi
experimenty tedy bylo médium vzdy pted treatmentem vyménéno.

Abychom si byli jisti, Ze produkce IL-8 neni zplsobena toxicitou pouzitych koncentraci
modelovych LPS, pouZili jsme zaroven test uvoliiovani laktdt dehydrogendzy do média,
coZ je zndmkou umirdni bunék. Pouzité koncentrace LPS nejsou pro pouZzity bunécny model
toxické a proto je moZno povaZovat pozorované prozanétlivé efekty za specifické (Obr. 2).

Dale jsme pomoci western blottingu sledovali, zda nami zvolené bunky exprimuji TLR,
kterymi se chceme zabyvat, konkrétné TLR4 a TLR2, pro které je LPS ligand.

Jak je vidét na obrazku 3, oba receptory jsou v bunikach pritomny. Na zakladé téchto vysledki
miiZeme povazovat model za zavedeny a pripraveny pro dalsi studium.

Pro studium vlivu vodniho kvétu na rozvoj stievniho zanétu jsme vybrali vzorek LPS ziskany
z vodniho kvétu v nadrzi Nové Mlyny. Tento vzorek byl ziskan z pracovisté RECETOX
na MU v Brné. Vodni kvét byl z Novych Mlynt odebran 14. 8. 2012. Sinice zde tvoii 99,8%
fytoplanktonu. Dominantnim druhem sinice v tomto vzorku je Microcystis aeruginosa
(Blahova et al. 2013). Dal$im vzorkem bylo LPS ziskané z biomasy laboratorni kultury
Microcystis aeruginosa PCC7806 béZné pouzivané ke studiu v laboratotich. Sinicové LPS bylo
z biomasy ziskdno pomoci extrakce horkym fenolem, jejiZ postup je publikovan v c¢lanku
Blahova et al. 2013. Jako modelovy ligand TLR4 bylo pouZito LPS z Escherichia coli a dale LPS
Pseudomonas aeruginosa, patogenni bakterie, ktera miize byt pritomna i ve vodnim kvétu.
Tato LPS jsou komer¢né dostupnd u Sigma-Aldrich.

Nejprve jsme oveérili, zda nami zvolené koncentrace nejsou toxické. Pro tyto ucely jsme pouZili
testy ATP a LDH. Tyto testy ukazuji na Zivotaschopnost bunék, podle vysledkii Zadna pouzita
koncentrace neovliviiovala viabilitu bunék (Obr. 4).

Prozanétlivé ucinky vzorkG jsme sledovali pomoci detekce koncentrace IL-8 v médiu.
Modelové LPS E. coli podle predpokladd aktivovalo produkci IL-8 v koncentracni zavislosti.
Zaroven se ukazalo, Ze LPS Pseudomonas aeruginosa ma vys$si ucinnost nez LPS E. coli.
Mimoiradné zajimavé je, Ze LPS vodniho kvétu ma v nasem systému ucinek srovnatelny
s patogenni Pseudomonas aeruginosa a vyssi nez modelové LPS E. coli. Tento konkrétni vodni
kvét ma tedy velmi vyrazny potenciadl spoustét zanétlivé procesy. LPS laboratorni kultury
Microcystis nezpuisobuje signifikantni produkci IL-8 (Obr. 5). Tuto skuteCnost potvrzuje
i vysledek detekce hladiny proteinti TLR4 a TLR2, kdy po aktivaci LPS E.coli a P. aeruginosa
dochazi k navyseni exprese TLR4 ve srovnani s kontrolou a LPS vodniho kvétu ma jesté vétsi
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efekt, na druhou stranu laboratorni kultura M. aeruginosa nezptsobuje zménu exprese tohoto
receptoru.

Exprese TLR2 neni ovlivnéna Zddnym pouzitym LPS (Obr. 6). Zda se tedy, Ze LPS vodniho
kvétu, podobné jako LPS E. coli a P. aeruginosa aktivuje TLR4 a ne TLR2.

Nizka aktivita LPS M. aeruginosa z laboratorni kultury nepotvrzuje nas predpoklad. Ve vzorku
z Zivotniho prostiedi sice dominuje stejny druh sinice, nezname vSak konkrétni kmeny, které
se v ném vyskytuji (zaroveri je velmi nepravdépodobné, Ze by se jednalo o uniformni populaci
jednoho sérotypu daného druhu). Je tedy moZné, Ze struktura LPS se mezi jednotlivymi
kmeny druhu Microcystis aeruginosa 1isi natolik, Ze nékteré sérotypy jsou schopny aktivovat
TLR a nékteré ne.
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Zaver

LPS sinic z vodniho kvétu ma schopnost spoustét prozanétlivé reakce v pouzitém bunécném
modelu.

Zda se, Ze mechanismus plsobeni nami zvolenych vzorki LPS a vodniho kvétu spociva
v aktivaci TLR4. Samotné LPS Microcystis aeruginosa nevykazovalo prozanétlivé ucinky,
prestoze ve vzorku prozanétlivého vodniho kvétu ma majoritni zastoupeni. To mizZe byt
vysvétleno rozdilnymi kmeny sinic M. aeruginosa ve vodnim kvétu a sinic laboratorni kultury.
Vysledky naznacuji potencial vodniho kvétu zplisobovat zanéty stfev a ukazuji na dileZitost
dalsiho vyzkumu tohoto jevu. Jeho bliz$i pochopeni ndm muze pomoci ke zmirnéni priznaka
spojenych s expozici vodnimu kvétu.
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Seznam zKkratek

ATP adenosintrifosfat

BFU Biofyzikalni ustav Akademie Véd

CpG DNA nemethylovany tusek DNA tvoreny nukleotidy
cytosinem a guaninem

CR Ceska republika

dsRNA double stranded RNA

E.coli Escherichia coli

ELISA enzyme-linked immuno sorbent assay

HMBG1 High mobility group box 1 protein

IL interleukin

IRF interferon regulatory factor

LBP LPS-binding protein

LDH laktatdehydrogenaza

LPS lipopolysacharid

M. aeruginosa Microcystis aeruginosa

MyD88 Myeloid differentiation primary response gene
88

NF-kB nuklearni faktor kB

P. aeruginosa Pseudomonas aeruginosa

PBS phosphate-buffered saline

SDS sodium dodecylsulfat
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SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis

ssDNA single stranded DNA

TIR Toll/interleukin-1 receptor homology domain

TLR toll-like receptor

TRIF TIR-domain-containing
adapter-inducing interferon-f3

WB water bloom
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