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Souhrn a klicova slova:

V pribéhu minulého desetileti bylo potvrzeno, ze specializované
membranové domény, znamé téz jako lipidové rafty, organizuji biologické procesy
uvnitt plazmatické membrany. Uspofddanim vybranych proteinli a lipidi dochazi
k tvorbé specifickych signalnich platforem, kde spolu molekuly vzajemné interaguji.
Stale vétsi pocet intracelularnich bakterii vyuziva tyto domény pro sviij vstup a
preziti uvnitt hostitelské bunky. Francisella tularensis LVS je fakultativné
intraceluldrni patogen, ktery zplsobuje onemocnéni tularémie. Jeji virulence zéavisi
na schopnosti pfezit a mnozit se uvnitt fagocytujici buniky. Cilem diplomové prace
bylo charakterizovat role lipidovych raftii monocyto — makrofagové linie J774.2
behem interakce s Francisellou tularensis LVS pomoci fluorescen¢ni mikroskopie a
1ITRAQ kvantitativné proteomické analyzy. Rozdilné proteiny asociované s rafty

byly uréeny po interakci s Francisellou tularensis LVS.

Klicova slova: Francisella tularensis LVS, intracelularni patogen, makrofag,

J774.2 bunécna linie, lipidové rafty, iTRAQ kvantitativni proteomicka analyza



Summary and keywords:

Over the past decade it has become apparent that specialised membrane
microdomains, commonly called lipid rafts, organize biological processes within
plasma membrane by sorting selected proteins and lipids to form a signal platform. A
growing number of various bakteria uses these domains as an infectious strategy to
survive inside host cells. Francisella tularensis LVS is a facultative intracellular
pathogen that causes a tularaemia disease. Its virulence depends on the ability to
survive and replicate in the cytosol of infected phagocytes. The aim of our study was
to examine the role of membrane rafts of macrophage-like cell line J774.2 in the
interaction with Francisella tularensis LVS eraly interaction using microscopy and
1TRAQ quantitative proteomic approach. The different raft-associated proteins upon

Francisella tularensis LVS interaction were determined.

Keywords: Francisella tularensis LVS, intracellular pathogen, macrophage,

J774.2 cell line, lipid rafts, iTRAQ quantitaive proteomic analysis
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CD diferenciacni antigen

(cluster of determination)
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(Coloni forming unit)

DAPI 4'-6-diamidino-2-fenylindol

DMEM Eaglovo kultivacni medium modifikované dle dulbecco
(Dulbecco’s modified Eagle medium)

DMSO dimetylsulfoxid

DRMs detergent rezistentni membrany

(detergent resistant mebranes)

EDTA etylendiamintetraoctova kyselina
eNOS endotelialni syntézy oxidu dusného

(endothelium nitric oxide synthetase)

FCS fetalni teleci sérum
(fetal calf serum)

FTSI fetalni teleci sérum inaktivované

GEM mikrodomény bohaté na glykosfingolipidy
(glycosfingolipid-enriched microdomains)

GPI glykosylfosfatidylinositol
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NO

3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat

interferon gama
imunoglobulin gama
interleukin 1

interleukin 6

lysozomalni membranovy protein
(lysozome-associated membrane protein)
kapalinova chromatografie

(liquid chromatografy)

lipopolysacharid

zivy vakcinacni kmen

(live vaccine strain)

laserova ionizace na matrici
(Matrix-assisted laser desorption/ionization)
metyl beta cyklodextrin

lektin vazici mann6zu

(mannose-binding lecitin)

hlavni histokompatibilni komplex

(major histocompatibitity complex)
multiplicita infekce

hmotnostni spektrometrie

(mass spektrometry)

nuklearni faktor kappa B
piirozeny zabijec
(natural killers)

oxid dusnaty

(nitric oxide)



0.D. optické denzita

PAMP struktury charakteristické pro patogenni mikroorganismy
(pathogen associated molecular patterns)

PBS fostatovy pufr ve fyziologickém roztoku
(phosphate buffered saline)

PRR patogenni protilehlé receptory
(pathogen recognition receptors)
PVDF polyvinylidenfluorid
rDNA ribosomalni deoxyribonukleova kyselina
SDS dodecylsiran sodny

(sodium dodecyl sulfate)

TBS tris-fosfatovy pufr

(tris buffered saline)
TEMED N,N,N,N-tetrametylendiamid
TLR receptory skupiny Toll

(Toll — like receptor)
TRIS Tris(hydroxymetyl)aminometan
TNF o tumor-nekrotizujici faktor alfa

(tumor necrosis factor)
TOF hmotnostni analyzator

(time of flight)
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1. Uvod

Organismus jako celek méa vyvinuté ochranné mechanismy, které ho chrani
pfed napadenim patogent. Tuto obranou linii tvofi imunitni systém svymi antigenné
nespecifickymi a specifickymi slozkami. Ob¢& slozky imunitniho systému spolu
navzajem spolupracuji a snazi se nas chranit pfed napadenim Skodlivymi patogeny.
Soucasné 1 patogenni mikroorganismy vyvinuly mnoho dimyslnych strategii, jak
naopak uniknout pfed ,,dozorem* imunitniho systému. Jde tedy o stfet dvou strategii,
imunity na strané¢ jedné a patogena na strané druhé, které ovliviuji vysledek
vzajemné interakce mikroba a hostitele.

Francisella tularensis se tadi mezi fakultativné intracelularni patogeny.
Intracelularni bakterie maji schopnost pfezivat a mnozit se uvnitt makrofagt, kde
nachdzeji ptiznivé prostiedi. Jakym zptisobem bakterie vstupuje do buiikky neni zatim
zcela objasnéno. V minulém roce vysla publikace zabyvajici se vstupem bakterie do
hostitelské buniky pies specializované membranové utvary tzv. lipidové rafty.
Predpoklada se, ze bakterie vstupem pies lipidové nebo-li membranové rafty do
hostitelské bunky ovliviiuje sviij osud uvnitt buniky. Pochopeni zplsobu vyuziti
lipidovych raft bakteriemi ve svlij prospech je stale pfedmétem vyzkumu.

Cilem této diplomové prace je charakterizovat roli lipidovych raftii hostitele
béhem interakce intracelularniho patogena Francisella tularensis LVS s makrofagy

na modelu mysi monocyto - makrofagové linie J774.2.
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2. Teoreticka Cast

2.1 Francisella tularensis a tularémie
Historie onemocnéni pochazi z 18. stoleti z Japonska, kdy byly nalezeny

prvni zminky o tularémii. Bakterii Francisella tularensis poprvé jako etiologické
agens plakovitého onemocnéni pozemnich veverek izolovali McCoy a Chaplin roku
1911 ve mésté Tulare v Kalifornii. Podle mista prvniho nélezu ziskal
mikroorganismus nazev Bacterium tularense. Roku 1914, Wherry a Lamb prokazali,
ze plakovité onemocnéni spojované s hlodavci je prenosné i na clovéka. Onemocnéni
Clovéka bylo poprvé diagnostikovdno a popsano jako tularémie Edwardem
Francisem, ktery bakterie izoloval z hnisu bobont osob trpicich nemoci zvanou
deer-fly-fever. Na jeho pocest byla také pozd¢ji bakterie piejmenovdna na

) .1
Francisella tularensis.

2.1.1 Pivodce onemocnéni - Francisella tularensis

Francisella tularensis (F. tularensis) je mald, polymorfni, nepohybliva
bakterie zijici v aerobnim prostiedi. Je to fakultativné intracelularni, gramnegativni
kokobacil dosahujici velikosti 0,2 az 0,5 pm na 0,7 az 1,0 um. Bakterie vyvolavaji
onemocnéni zvané tularémie, nékdy oznacované jako zajeci nemoc.

Na zakladé€ analyz slozeni mastnych kyselina, 16S rDNA sekvenace, analyz
polymorfismu délky restrikénich fragmentd, analyz virulence, patogenity a
geografického rozsiteni délime F. tularensis do Ctyt podtypti:

o F. tularensis subspecies tularensis — varianta dominujici na
severoamerickém kontinentu. Jedna se o vysoce virulentni
kmen pro clovéka 1 vétSinu hospodaiskych zvitat.
Ve starSich zdrojich byva oznacovan také jako typ A, ktery
je evoluéné nejstarsi. Nejnizsi infekéni davkou zplisobujici
onemocnéni je asi 10 CFU. VétSinou byva ziskan od
kralik nebo pfenesen klist’aty, kterd na nich cizopasi.

o F. tularensis subspecies holartica — varianta rozsifena po
celé severni polokouli, zplsobujici mirngjsi formu

onemocnéni. V Severni Americe se tento podtyp vyskytuje
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u vodnich hlodavct. V Evropé a Asii je vyskyt spojen
s drobnymi hlodavci, zajici, ptaky a kliStaty, u nichz je
hlavnim vyvolavatelem onemocnéni. Tato varianta se
vyznacuje velkou odolnosti na vnéj$i podminky, mréz a
sucho dlouhodobé¢ pieziva (i tii mésice), a i poté je schopna
vyvolat infekci. Ve starSich zdrojich je tento podtyp
oznacovan jako typ B.

o F. tularensis subspecies mediasiatica — varianta izolovana
pouze v centralni Asii, ve statech byvalé SSSR. Podobné
jako predesla varianta je prokazatelné méné virulentni pro
zajice a mysi.

e F. tularensis subspecies novicida — varianta spojovand
s pfenosem nakazy prostiednictvim kontaminované vody.
Byla izolovédna z vody v Utahu, kde bylo v dobé nedavno
minulé zaznamenano nékolik humannich nakaz, u nichz
byla jako zdroj ndkazy uvadéna ptirodni vodni plocha.

Tato varianta je ze viech uvedenych nejméné virulentni.>*

2.1.2 Epidemiologie nemoci

Tularémie se fadi mezi nakazy s pfirodni ohniskovosti. Jednd se o
antropozoondzu tj. nemoc postihujici primarné¢ zvirata, ktera vSak muze byt
sekundarné prenesena i na Cloveka. Bakterie zplsobujici onemocnéni se vyznacuji
snadnou Sifitelnosti a vysokou virulenci. Inhalace davkou obsahujici 10 CFU nejvice
virulentni F. tularensis subtyp tularensis vede u neléCenych jedinct az k 30%
mortalité.’

Pfirodnim rezervoarem onemocnéni jsou divoce zijici zvifata, zejména
hlodavcei, divoci kralici, zajici, krtci, ondatry, veverky, kiecci, syslové a dalsi.
Onemocnéni je mozné ziskat pres vektor, nejcastéji se jedna o klistata, ovady a
komary. Clenovci nejsou nejéastéj$imi vektory pienosu onemocnéni na &lovéka.
Cast&ji dochazi k infekci &lovéka poranénim pii odchytu, stahovani a porcovani
nemocnych zvifat. Vyjimku netvofi ani ndkaza vdechnutim prachu

z kontaminovaného obili (kontaminace moc¢i nemocnych hlodavcl) nebo infekéniho
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aerosolu. Vyznamna je 1 ndkaza pozitim nedostatecné tepelné¢ upravenych

kontaminovanych potravin a vody. Pienos z ¢lovéka na ¢lovéka nebyl popsan.

2.1.3 Klinické priznaky

Tularémie patii mezi akutni infekéni onemocnéni sndhlym zacatkem,

horeckou, bolestmi hlavy a svalii, majici charakter ndkazy s piirodni ohniskovosti.

Inkubac¢ni doba onemocnéni je udévana v rozmezi 3 az 5-ti dnd, v zavislosti na

virulenci kmene a velikosti infekéni davky. Uvadi se, Ze inhalace jiz 10 CFU mize

. 4 e, . . e ;v
vyvolat smrt organizmu.” Klinické projevy infekce zavisi na bran¢ vstupu agens do

téla. Tularémie se mize manifestovat v t€chto formach:

ulceroglandularni — (75-85%) vznika proniknutim bakterii do téla
odérkami na rukou pifi manipulaci se zdechlinami nakaZenych
zvifat nebo bodnutim krev-sajiciho hmyzu, projevuje se v dobé
vypuknuti prvnich pfiznakti onemocnéni jako zarudly puchyinaty
prohiaty pupinek nékdy piekryty strupem, se zdufenim a
zvétSenim jedné nebo vice lokdlnich aferentnich uzlin;
okuloglandularni — (1-2%) vznika pfimou kontaminaci oka,
projevuje se hnisavym zanétem spojivek, doprovdzenym
svédénim, prekrvenim spojivek a  zdufenim preaurikularnich
uzlin;

glandularni — (5-10%) je charakterizovana zdufenim uzlin bez
tvorby viedu;

orofaryngedlni/intestindlni — vzacna forma onemocnéni vétSinou
zpisobend  vypitim kontaminované vody nebo pozitim
kontaminované¢ho jidla, mén¢ casto inhalaci kontaminovaného
aerosolu; projevuje se jako zanét dutiny uUstni, hnisavy zanét
hltanu, angina, n¢kdy s viedovaténim, dysfagii, bolestmi bficha,
prijmem a zvracenim; muze byt doprovazeno zietelnym zdufenim
krénich uzlin nebo uzlin okolo hltanu;

tyfoidni — (5-15%) tento vyraz se pouziva pro oznaceni
systétmového onemocnéni s horeckou, vycerpanim, ubytkem vahy

bez lymfadenopatie, bez zndmek mista vstupu infekce nebo presné
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anatomické lokalizace;

e pneumonickd — v 30-80% se pridruzuje k tyfoidni, v 10-15%
k ulceroglandularni form¢; vznika piimou inhalaci
kontaminovaného aerosolu nebo nésledkem hematogenniho
rozsevu bakterii z distdlnich casti téla. Projevuje se jako
systtmové onemocnéni doprovdzené jednim nebo vice z
nasledujicich projevii — zanét hltanu, pridusnice ¢i pradusek, plic
a pohrudnice, zdufenim hylovych uzlin — které muize vést az

k zapalu plic s dechovym selhanim a naslednou smrti.®

2.14 Lécba

Diive se pro léCbu tularémie pouzivaly predevSim aminoglykosidové
preparaty. Lékem volby byl streptomycin. Pro své zavazné nezadouci ucinky jako je
napf. ototoxicita se v soucasné dob¢ streptomycin uziva pouze v ojedin€lych
ptipadech napft. u tularemické meningitidy. U mén¢ zavaznych ptipadt byl nahrazen
dalSim aminoglykosidickym antibiotikem — gentamycinem podavanym intraven6zné
po dobu 14 dnti.

Nedavné mikrobiologické studie ukazuji, Ze dal$i moznou alternativou 1écby
tularemické infekce je chinolonové antibiotikum - ciprofloxacin. Je ur¢eno pro 1écbu

leh¢ich forem tularémie a na rozdil od aminoglykosidi je aplikovany peroralng.’

2.1.5 Prevalence onemocnéni na tizemi Ceské republiky

Tularémie je v CR celoroénim onemocnénim, s maximem v zimnich
meésicich. Nemocnost je obvykle velmi nizkd, v nékterych letech se vyskyt
n€kolikandsobné zvysil (napt. v roce 1978 na 170 ptipadl, epidemické obdobi 1998
— 1999 registrovalo 222 a 225 ptipadl rocné, v roce 2002 — 110 piipadit). Nejvyssi
vyskyt byl zaznamenan v roce 1968, pies tisic piipadi. V Ceské republice je podle
informaci statni veterinarni spravy znamo zhruba 120 ptirodnich ohnisek nakazy.
Trvaly vyskyt tularémie byl zaznamenan v Jihomoravském kraji, obcasna ohniska

nakazy jsou hlagena z krajii Jiho¢eského, Kralovéhradeckého a Pardubického.®
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2.1.6 Francisella tularensis — biologicka zbran
Francisella tularensis subsp. tularensis a Francisella tularensis subsp.
holarctica jsou tazeny do skupiny A - potencidlné biologickych zbrani, i kdyz
tularémie neni néjak rozsifené onemocnéni. Po roce 2001 se zvysil védecky zajem
o tularémii predevsim z divodu redlné hrozby bioterorismu. Nebezpeci spociva ve
snadném Sifeni bakterii aerosolem, vysoké nakazlivosti, odolnosti bakterii pted

NPT Ny TS 9,10
vnéj§imi vlivy, nizké infekéni ddvce a schopnosti zptsobit az smrt.™

2.2 Role prirozené imunity v obrané proti intracelulirnim
bakteriim

2.2.1 Uloha makrofagh v obrané proti intracelulirnim
bakteriim

Vniknutim patogenniho agens do organismu dochéazi k aktivaci ochranné
zanétlivé reakce zprostiedkované imunitnim systémem. Imunitni systém zahrnuje
dva zakladni spolupracujici mechanismy obrany. Bunécné a humorélni slozky
nespecifickych mechanismii se vyznacuji rychlou reakci na pfitomnost antigenu
v organismu. Zahrnuji pfedevS§im fagocytujici buiiky, cytotoxické NK bunky a
komplementovy systém. Po nespecifickém rozpoznani antigenu a jeho zpracovani
dochazi k aktivaci specifické imunity, kterd je charakterizovana tvorbou protilatek
specifickych k dané antigenni determinanté a rozvoji komplexni obranné reakce.
S tim souvisi tvorba imunologické paméti zprostfedkovana T a B - lymfocyty.

Za klicové bunky v obranné imunitni reakci hostitele proti invadujicimu
patogenu jsou povazovany profesionalni fagocyty, jejichz charakteristickym rysem je
eliminace patogena prostiednictvim fagocytozy.!' Do skupiny profesionalnich
fagocyti se fadi neutrofilni, eozinofilni granulocyty, aktivované monocyty a
makrofagy. Pres urcité rozdily v receptorové a enzymatické vybavé je vétSina
charakteristik pro tyto riizné buiiky shodna.'

Jako prvni infiltruji zénétlivou oblast neutrofily. Neutrofily ziji kratce a
nemaji schopnost prezentovat antigen. Po pohlceni nebezpecného patogena dochazi
k jeho zni¢eni paisobenim kyslikovych radikald s vyraznym baktericidnim uéinkem."
Mezi dal$i neméné dilezit¢ efektorové bunky pfirozené imunity patii

makrofagy. Makrofagy plni ve vztahu k likvidaci patogenu tfi hlavni funkce: maji
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schopnost pohlcovat patogenni mikroorganismy a vSe, co do organizmu nepatii,
nasledn¢ antigen zpracovat na mensi fragmenty, které prezentuji na svém povrchu.
Povrchové antigeny jsou dale rozpozndvany T-lymfocyty, ¢imZz dochézi k indukci
antigenné specifické imunitni odpovedi."

Makrofagy maji schopnost v infikovanych tkanich svymi rozpoznavacimi
mechanismy odhalit struktury na povrchu mikroorganismi. Jednd se o skupinu
ruznych molekul, jejichZ struktura je typickd pro jednotlivé mikroorganizmy jako
napf. endotoxiny gramnegativnich bakterii, peptidoglykany, glukany, fosfolipidy atd.
souhrnn¢ oznacené jako PAMP struktury (pathogen associated molecular patterns —
molekuly asociované s patogenem). Tyto molekuly jsou rozpoznavany
prostfednictvim tzv. PRR (pathogen recognition receptors — receptory rozpozndvajici
patogeny ), které jsou exprimovany pfevazné na antigen — prezentujicich buiikach
(makrofagy a dendritické buiiky)."” Hlavni ulohou receptorii rozpoznavajici patogeny
je opsonizace, aktivace komplementu, fagocytéza, aktivace prozanétlivych
signalnich cest a indukce apoptdzy. VétsSina z téchto receptori zprostiedkovava na
povrchu makrofagl fagocytézu mikroorganismil. Jednd se o manodzovy receptor,
scavenger receptor, komplementovy receptor, Fc — receptor a skupinu TLRs (Toll —
like receptors).'®

Mezi nejlépe prostudované povrchové receptory rozpozndvajici patogeny
pfimo patii skupina TLRs. Jejich ndzev je odvozen od receptoru popsané¢ho u musky
octomilky (Drosophila). V sougasné dobé je znamo 13 TLRs."’

Kromé povrchovych receptorii rozpoznavaci antigen, existuji také receptory
reagujici na antigen uvniti buiiky. Tyto receptory se nazyvaji NOD — like proteins a
rozeznaji mikroba v cytozolu.'®

Po aktivaci receptoru pfislusnym ligandem dochdzi k indukci signalnach cest
a spusténi tvorby prozan&tlivych cytokind (napf. IL-1, TNF,IL-6)."”" ?° Po slozité
signalizaci a aktivaci povrchovych rozpoznavacich receptorii mezi fagocytem a
mikroorganismem tzv. chemotaxi, dochazi k pohlcovani cizorodé ¢astice za ucelem
znic¢eni. Pseudopodie makrofagu obklopi Castici, az se bunééna membrana uzavie, a
vytvoii se za pomoci kontraktilnich proteini fagozém. Tvar Castice ovliviiuje
rozhodnuti zda pohlceni &astice bude zahéjeno ¢&i nikoliv.?'

Pot¢ do fagozoému prostupuji azurofilni granula — lyzozémy obsahujici
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baktericidni latky a hydrolytické enzymy, za vzniku fagolyzozému. V ném pak
dochazi k usmrcovani pohlcenych mikroorganismt a rozkladu bunécnych zbytkd.
Podle zapojeni metabolickych systémli a bunécnych fagocytli lze rozliSit 2
mikrobicidni systémy: a) zavislé na O, (napf. rozklad H,O,, oxida¢ni vzplanuti) nebo
b) nezavislé na O, (v lysozomech obsazené hydrolytické enzymy jako napf.
hydrolazy a proteazy rozkladaji za nizkého pH glykoproteinové slozky bakterialnich
stén). Za idealnich podminek cely proces fagocytozy konéi exocytozou.

V pribéhu vyvoje vSak fada patogennich organismi vyvinula nejriznéjsi
mechanismy, které jim umoznuji obejit nastroje imunitniho systému hostitele. Urcité
bakterie maji napf. schopnost potlatovat fizi fagozomu s lysozomem
(Mycobacterium tuberculosis) nebo se adaptuji na dané prostiedi (Coxiella

23,24
burneti).””

2.2.2 Uloha makrofagi v tularemické infekci

VétSina  intraceluldrnich  bakteridlnich patogenii se snazi uniknout
baktericidnim mechanismim fagocytujicich bunck. Patogeny vymyslely rtzné
ochranné strategie pro zajisténi svého preziti a mnoZeni v buiice:

- extrafagozomalni cesta, ve které patogen unika zfagozomu do
cytoplazmy po degradaci fagozomalni membrany napi. Listeria
monocytogenes, Shigella spp., Trypanozoma cruzi

- patogen se adaptuje na kyselé prostfedi fagolysozomu jako napf.
Coxiella burnetii, Leishmania amazonensis

- patogen zistavd usidlen uvniti fagozomu, ale zabrani jeho fuzi
s lysozomem a tvorbé fagolysozomu, jako napt. Mycobacterium
tuberculosis, Legionella pneumophilia, Chlamydia psittaci.”

F. tularensis patfi mezi fakulativné intracelularni bakterie se schopnosti
infikovat a rozmnozovat se v riznych typech eukaryotnich bunék. Patfi k nim
profesiondlni fagocyty, hepatocyty, fibroblasty a endotelové buiky c¢loveéka, mysi,
kralik a morcat. Jsou to pravé makrofagy, které predstavuji vhodné misto pro preziti
a replikaci bakterii.*

Pti vstupu F. tularensis LVS do makrofagu je bakterie obklopena dlouhymi,

asymetrickymi smyckami pseudopodii a vtazena do bunky. Jednd se o odliSny
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zpusob pohlceni oproti jinym bakteriim, které vstupuji do bunck konvencni
fagocytozou, pii které jsou pseudopodie cytoplazmy mensSi a symetrické. Piesné,
receptorem zprostfedkované mechanismy vstupu do buiiky nejsou znamé, ale byla
potvrzena Uloha komplementovych receptorti, Fc — receptori, mann6zového
receptoru a TLR2 receptoru.26’ 2730

Primarnim baktericidnim mechanismem lidskych a mysSich makrofagl je
splynuti fagozomu s primarnim lysozomem a jeho mikrobicidnimi latkami a enzymy.
Po pohlceni bakterie makrofagem se ve fagozomu vyskytuje i glykoproteinem
LAMP-1, coz je typickym endozomalni znak.*® Bez ohledu na to, jestli je makrofag
lidského ¢i mysiho ptivodu, bakterie po 2-4 hodinach zacina unikat z fagozému a po

4-8 hodinach je velka vétsina bakterii volna v cytoplazmé.** *°

Bakterie je schopna
zménit dozravani fagozomu, o ¢emz svéd¢i vylouceni cathepsinu D, a pak
neznamym mechanismem rozrusi fagozomalni membranu. Predpoklada se, ze tnik je
zprostiedkovan uvoliiovanim rozli¢nych proteini fagocytovanymi bakteriemi. Pro
pocateni multiplikaci patogenu v butikdch je nutné kyselé prostfedi fagozomu, ve
kterém se uvoliiuje Zelezo tvofici jednu ze zivin F. tularensis. Po tiniku bakterie do
cytosolu dochazi k dalsimu mnozeni bakterie, coz vede u infikované bunky ke vstupu
do apoptozy, takzvané programované smrti buiiky.’* !

V piipadé¢ F. tularensis neni doposud dostatek informaci o jejim
intracelularnim osudu v hostitelské bunice. V kazdém ptipadé pH intraceluldrniho
kompartmentu velice zdsadnim zptisobem ovliviiuje vyzivu a nasledné rist bakterie.
Z tohoto divodu je interakce s membranovym transportnim mechanismem hostitele
dilezitou soucasti UspéSné patogenni invaze. Clemens ve své studii uvadi, ze
nejvhodnéjsi pH intraceluldrniho kompartmentu pro spravny rist F. tularensis je pH
neutralni. ** Toto tvrzeni je v rozporu s prezentovanymi vysledky Fortiera, z kterych

vyplyva, Ze acidifikace vezikul je nezbytné nutna pro piisun Zeleza jako Zivotné

dilezité slozky vyzivy Franciselly.™
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Obr.1: Replikace Francisella tularensis uvniti makrofaga (pfevzato z ®

Popis obr.1: Po kontaktu patogena s makrofagem dochazi k pohlceni ¢astic
fagocytozou a nasledné¢ vzniku fagozomu, odkud bakterie unikd. Diky ptiznivym
podminkam v prostiedi se bakterie mnozi az do apoptické smrti hostitelské buiiky,

kdy se bakterie uvolni do prostiedi.

2.3 Lipidové rafty a bakterialni infekce

2.3.1 Lipidové rafty — novy pohled na model plazmatické
membrany

Ziva eukaryoticka buiika je obalena plazmatickou membranou, ktera tvoii

vnéjsi obal okolo bunécné protoplazmy, a tim odd€luje jednu builkku od druhé.
Plazmatickda membrana puasobi jako selektivné propustnd bariéra brdnici uniku
obsahu buiiky. Dale zajist'uje regulaci vymény latek a energii mezi bunikou a okolim.
Proto je membrana prostoupena vysoce selektivnimi kandly a pumpami, které
umoziuji spojeni dulezitych signalnich cest. M4 tedy vyznamnou roli v rozvoji
imunitni odpovédi, neurotransmise, signalni transdukce, mezibunééné komunikace a

v “x. s , 34
udrzeni bunécné homeostazy.
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Obr.2: SloZeni plazmatické membrany (pievzato z ® ).

Popis obr.2: Znazornéni polotekuté neuspotfddané struktury plazmatické mozaiky.
Nepravidelné rozmisténi lipidovych, cholesterolovych i proteinovych struktur

v bunécéné fluidni mozaice.

Podle diive pfijimaného ndzoru je struktura membrany chépana jako fluidni
mozaikovy model, vnémz glykosfingolipidy a sfingomyelin tvoii polotekuté
prostiedi, kde plavou membranové proteiny uspofddané do dvojvrstvy. Od tohoto
modelu se ustupuje a v soucasné dob¢ se predpoklada, ze plazmatickd membrana jiz
nevypadd jako proménlivé mote lipidi, ale uvnitt tohoto lipidového mote se
nachazeji lipidové ,,struktury* oznadované lipidové rafty.*

Lipidové rafty jsou malé dynamické shluky proteinti a lipidd, které volné
pluji uvnitt polotekuté, neusporadané dvojvrstvy, kde také mohou tvofit vétsi
seskupeni v podobé ploSin — platforem (viz. obr. 3). Rafty jsou bohaté na
glykosfingolipidy, cholesterol v anglické literatufe oznaCovany jako GEM
(glycosphingolipid — enriched microdomains).*® Rafty jsou obohaceny o proteiny
uplatiiujici se v bunéénych procesech pienosu informaci a mezibunééné signalizaci
napf. glycophosphatidylinositol (GPI) kotvené proteiny, acylované proteiny napft.
tyroxin kinazy z Scr rodiny, Ga subjednotky G proteini a endotelidlni syntetazy
oxidu dusnéhu (eNOS).”” *® K detekci membranovych struktur se pouZivaji bud’
raftové proteinové markery (caveolin-1, flotilltin-1) nebo lipidové raftové markery

(cholesterol, gangliosidy).** *°
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Obr.3: Lipidovy raft v plazmatické membrané (prevzato z ).

Popis obr.3: Na obrazku je znazornéno formovani malych ostravki lipidovych rafti
v plazmatické membrané. Rafty maji usporadanou strukturu obsahujici predevsim

cholesterol a glykosfingolipidy a proteiny.

Tyto shluky jsou vice organizované a pevné€ zhuSténé nez zbytek plazmatické
membrany. Rozdily v pevnosti uspofadani raftti vyplyvaji z nasycenych uhlovodikii
v fetézci sfingolipidi ve srovnani s nenasycenymi ¢astmi mastnych kyselin
fosfolipidi v neusporddané fazi membrany. Cholesterol zde slouzi jako rozpinavy
tmel mezi uhlovodikovymi fetézci sfingolipidl, ktery udrZzuje raft a pfedstavuje
kli¢ovou molekulu ve stabilizaci domén.*' Odstranénim cholesterolu z raftii pomoci
metyl—-p—cyklodextrinu (MBCD) dochézi k rozruseni jejich struktury a tim i ztraty
jejich funkce.*

Lipidové rafty jsou malé, pohyblivé, nestalé domény obsazené v plazmatické
membrang. Z téchto divoda studium lipidovych raftd in vivo zstava problematické.
Velikost plochych rafti neni mozné ptimo urcit, protoze je nelze rozlisit od okolni
membrany. Pro urceni jejich velikosti byly zavedeny relativné nepiimé metody, které
vedly k vysoce variabilnim vysledkiim. Nicméné, na zakladé spojeni vSech dosud
dostupnych dat je predpokldadand primérnd velikost lipidovych raftl v rozmezi od
100 do 200 nm, coZ je hluboko pod rozlisovaci schopnosti svételného mikroskopu.*®

Jednim z moznych pfistupti jak studovat lipidové rafty je nerozpustnost
raftovych proteinti a lipidd pii lyzi bun€k neionogennim detergentem jako napf.

Triton X-100, CHAPS.* Diky tomuto pfistupu je mozné ziskat informaci o
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proteinech obsazenych v raftové oblasti, jejichz slozeni se méni na zakladé pribchu
biologického procesu. Rafty izolované na zaklad¢ jejich nerozpustnosti se oznacuji
jako tzv. DRM — detergent rezistentni membrany.** *°

Caveola je jedinou morfologicky identifikovatelnou lipidovou
mikrodoménou. Snadno se rozpozna od ostatnich lipidovych domén pritomnosti
cholesterol véziciho proteinu caveolinu.*> Caveoly jsou vét§inou pozorovany jako
vchlipeniny pfipominajici tvar baiiky o velikosti 100 nm v priméru pfitomné na
mnoha bunéénych typech. Buniky jako adipocyty, endetelialni buniky, buiikky hladké
svalové hmoty, které na svém povrchu obsahuji velké mnozstvi caveol vzniklych
zhlukovanim rafti na buné¢ném povrchu. Za tvar caveolarni prohlubné a regulaci
intracelularnich hladin cholesterolu odpovidaji tfi druhy caveolinu: caveolin 1,2 a
caveolin 3. Primarni funkce caveol slouzi k regulaci a ukladdani raftovych proteinu,

Vs , , o 4
slouzi jako zasobarna raftd. *°

2.3.2 Lipidové rafty a intracelularni bakterie

Interakce bakterie s imunitnim systémem piedstavuje stfet dvou strategii.
Cilem makroorganismu je odhalit strategii mikroorganismu dfive, nez dojde
k projevu infekce. Naopak cilem patogena je obejit nastroje imunitniho systému
hostitele a uspeésné se replikovat. Klicovym krokem se tak stava vstup patogena do
hostitelské buiiky. Siroky okruh patogent véetnd vird a bakterii si vyvinul
mechanismus napadeni hostitelskych bungk.*’” N&které patogeny jsou znamé vstupem
do bunky pfes tradi¢ni endocytozu s vyuzitim klatrinovych vacki. Studie ukazuji, ze
nckteré¢ viry a bakterie vyuzivaji k napadeni hostitelsk¢ buiiky lipidové rafty v
membrané. Lipidové rafty jako vstupni brdna umoziluji patogennim
mikroorganismiim se navazat na piislusné receptory a aktivovat tak dané signalni
cesty, které zabrani aktivaci hostitelského imunitniho systému a vytvoii tak vhodné
podminky pro replikaci patogena uvnitf buiikky. Ackoliv se bakterie 1i§i rGznou
klinickou manifestaci a patogenezi onemocnéni, jejich intracelularni Zivot v hostiteli
u viech zavisi na brang vstupu a tim typu endocytozy. ***
Lipidové rafty jsou také spojovany se vstupem intracelularniho patogena

Mycobacterium tuberculosis do makrofagi. Vstup bakterie je podminén ptfitomnosti

cholesterolu, ktery tvoii diillezitou soucasti rafti. Bakterie jsou schopny pfezit uvnitf
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bunky diky proteinu obsahujici tryptofan a aspartat, tzv. TACO protein prezentovany
na fagozomalni membrané, ktery zabrani fizi fagozomu s lysozomem. Dulezitou roli
hraje i komplementovy receptor CR3 spojeny s GPI kotvenymi proteiny. *°

Dal§im patogenem, ktery miiZze vstupovat do bunky prostfednictvim
lipidovych raftd je Brucella abortus, u kterého bylo stejné jako u mykobakterii
prokézéano, ze cholesterol-chelatujici ¢inidla inhibuji jejich vstup do epitelidlnich
bunék. Ukazateli vstupu Brucella ptes rafty makrofagu jsou GM1 a cholesterol. Je
znamo, ze bakterie obsahuji IV sekre¢ni systém, dilezity pro invazi do hostitele a
zébrang fuze s lysozome.”'

Interakce bakterie Shigella ssp. s hostitelskou buiikou je zpostiedkovana
proteinem IpaB a hostitelskym transmembranovym proteinem CD44. DalSimi
molekulami zapojenymi do invazivnich procesti jsou povchové glykoproteiny
pusobici  spolecné¢ s ERM  (erzin/radixin/moesin). Pii  adhezi  Shigella
zprostiedkovava pireskupeni a zmény v cytoskeletu Rho proteinem. V procesu se
zapojuji i molekuly cholesterolu a sfingolipidi.”® >

V lipidovych raftech jsou také lokalizovany receptory CD14, coz jsou
receptory pro lipopolysacharidové komponenty bakteridlnich bunéénych stén. Po
navazani bakteridlniho LPS dochazi ke stimulaci produkce prozanétlivych cytokinti

jako jsou TNF, IL-1 nebo I11-6.%

Tab.1: Aktivované ¢asti raftu pri vstupu bakterie do hostitelské buiky

Bakterie Aktivované casti Vstup zavisly na .
uvniti raftu cholesterolu Literatura
Mycobacterium CR3,GPI proteiny ano 47.48,50,55
ssp. (CD55, CD66b,
CD16b,CD14)
Brucella ssp. GM1, GPI protein ano 48,52,53,54
(CD48)
Shigella ssp. CD44, GPI protein, ano 56,57,58
sfingolipid
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3. Experimentalni Cast

3.1 Chemikalie a roztoky

Tab.2: Chemikalie a roztoky metody CFU a kultivace bunék

Chemikalie a roztoky Firma
1 DMEM kultivaéni medium GIBCO
2 10 % Fetalni bovinni sérum inaktivované GIBCO
3 Gentamycin GIBCO
4 0,5% roztok trypanové modfi v PBS Sigma — Aldrich
5 DMSO Sigma — Aldrich
chemikalie McLeod agaru:
bovinni hemoglobin

6 Thayer-Martinav agar

Bacto agar

Iso Vitalex

Tab.3: Roztoky Metody Fluorescencni mikroskopie

Roztoky

Pufrovany fyziologicky roztok — PBS:
0,8 g NaCl
0,2 g KCI
1 3,15 g - Na2HPO4 x 12 H20
0,15 g NaH2PO4 x H20

0,2 g KH2PO4
Aqua pro injectione ad 1 000 ml

2 roztok 3,8% Paraformaldehyd v 1 x PBS, pH 7,2

3 roztok 50 mM NH4Cl v 1 x PBS

4 blokacni roztok — 2% FCS a 1% BSA v 1 x PBS

5 roztok 0,1 % Triton X-100

5 purifikované imunni anti-tularemické krali¢i sérum fedéné

1:3000 v bloka&nim roztoku
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Tab.4: Barviva a chemikélie Metody Fluorescen¢ni mikroskopie

Barviva a chemikalie Firma

Invitrogen, Molecular
AlexaFluor 546 Zenon anti-rabbit IgG ProbesTM, Eugene,
Oregon, USA

Invitrogen, Molecular
AlexaFluor 488 Zenon anti-rabbit IgG ProbesTM, Eugene,
Oregon, USA

Invitrogen, Molecular
Flourofor DAPI ProbesTM, Eugene,
Oregon, USA

metyl-B- cyklodextrin o koncentraci 10 mM Sigma/

filipin o koncentraci 5 pyg/ml Fluka

Tab.5: Roztoky metody Western Blot

Roztoky

Zaostrovaci gel: 1,3ml Akrylamid + PDA
2,5ml 0,5 M Tris HCI pH 6,8
6,1ml vody
100pl 10% SDS
50pl 10% APS
10pl TEMED

Roztok déliciho 10% polyakrylamidového gelu:
6 ml vodného roz. akrylamid a PDA

10 x koncentrovany Tris pufr pH 7,6 — TBS:
24,2 g Tris base
80,0 g NaCl
38,0 ml 1M HCI
voda do 1 000 ml

1 x koncentrovany Tris pufr pH 7,6 s 0,05 % Tweenu

Transfer pufr: 3,03 g Tris-base
14,4 g Glycin
200 ml MeOH
voda do 1 000 ml
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Horni a dolni pufr: 7,75 g Tris-base
36,06 g glycinu
2,59 SDS
vodado 2,51apH

8,36

Blokacni roztok: 5% mléko rozpusténé v TBS s Tween 0.1%

Chemilunimiscenéni roztok: ECL- kit

Tab.6: Chemikalie metody Western Blot

Chemikalie

Firma

Akrylamid

USB (Amersham Pharmacia
Bitech) Svédsko

2 APS (persira amonny) Bio-Rad, USA
3 TEMED (N,N,N,N- USB (Amersham Pharmacia
tetramethylendiamid) Bitech) Svédsko
PDA (bis(akryoyl)piperazin) Bio-Rad, USA
5 SDS (dodecylsiran sodny) Bio-Rad, USA
5 SusSené mléko, Blotting Grade Bio-Rad. USA
Blocker
7 B-merkaptoethanol Fuka, Buchs, Svycarsko
8 Metanol Fluka, Buchs, Némecko
9 Dusi¢nan stfibrny Sigma — Aldrich
10 Glutaraldehyd Fluka, Buchs
11 Bromfenolova modr Serva, Némecko
12 Tween 20 Sigma, USA
13 Trie-baze Sigma, USA
(tris(hydroxymethyl)aminometha))
14 Siran zeleznaty Sigma, USA
Tab.7: Protilatky metody Western blot
Protilatky Firma

Primarni protilatka proti hledanému antigenu:
anti-mouse Flotillin-1, 1:125 Pharmingen

Transduction lab.

Primarni protilatka proti hledanému antigenu:
human-anti-mouse Tfr rc, 1:1000
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3 Sekundarni protilatka: goat-anti-mouse HPR Dako
1:1000

4 Standarda : Precision Plus Protein™ Biorad

standarda Kaleidoscope™

Tab.8: Roztoky a chemikalie Metody sacharozového gradientu

Chemikalie a roztoky Firma

lyzacni pufr: 25mM TRIS pH=7.5
150mM NaCl

1 10mM glycerofosfat Sigma, USA

5mM EDTA

0,5% Triton X-100

inhibitory proteaz EDTA free cocktail Roche

v inhibitory fosfataz Callbiochem
Redici roztok na sacharézovy gradient:

25 mM TRIS-HCI, pH 7,5

125 mM NaCl
2 mM EDTA
5 80 % sachardza : 80 g sachardzy rozpustit
v 100 ml dei H20
6 0,1% roztoku rapigestu

3.2 Kultivace bunééné monocytarni - makrofagové linie J774.2

3.2.1 Bunécna linie
Monocyto-makrofagova linie J774.2 odvozena z mySich makrofagh BALB/c.
Bunky jsou semiadherentni. Znamend to, ze builky rostouci v suspenzi pfisedaji
k povrchu kultiva¢ni lahve a nejsou v médiu volné rozptyleny. V bé€zné praxi se

kultivuje 3-9 x 10° bunék/ml média pi teploté 37 °C a 5% CO,,
3.2.2 Zikladni pravidla pri praci s bunéénymi liniemi

Bunééné linie mohou byt potencialné nebezpecné pro lidské zdravi. Pri

manipulaci s bunéénymi kulturami je nutné dodrzovat zakladni laboratorni a
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bezpecnostni zdsady, aby se zamezilo ptipadnému riziku vzniku infekce pracovnika
potencialné infekénim agens. Dale je dilezité zabranit kontaminaci kultivovanych
bunck napt. mikroorganismi nebo buitkkami ciziho pivodu. Timto zpisobem miize
dojit ke znehodnoceni kultur a k ovlivnéni spravnosti provadénych experimentt.
Zakladni pravidla pfi manipulaci s bunénymi liniemi je prace ve sterilnim
laminarnim boxu s pouzitim desinfekénich prostiedkli, plamene a pouzivanim
ochrannych pomticek pracovnika jako jsou latexové rukavice a ochranny od¢v
vhodny do laboratote. Prace by mé¢la probihat co nejrychleji a bezdotykové. Pouzity

material a odpad se likviduje dle internich smérnic dané laboratofe.

3.2.3 Pasaz bunék
Pro udrzeni vhodnych podminek rastu bunék v kultivaéni lahvi je diilezita
obména nového kultivacniho média a vhodné zvolend velikost kultivacni lahve. Po
delsi dob¢ rostouci buiikky vycerpaji ziviny v kultivacnim médiu a plochu kultivacni
lahve, ktera je dilezitd pro adherujici buiky. Velké mnoZstvi ptisedlych bun&k
vytvofi souvislou vrstvu na dné ldhve, ptestanou proliferovat a zacnou odumirat.
Pasdzovanim bunck ziskame opét vhodné podminky pro rust bunck. Pfi
pasazovani se nejprve uvolni adherované bunky od stén kultivaéni lahve. Pro
uvolnéni se pouzije mechanicky zplsob seskrdbani bunék z povrchu scraperem nebo
metoda trypsinizace, kterd vyuziva proteolytického enzymu trypsinu. Do nové
kultivaéni lahve s Cerstvym kultivacnim médiem se odpipetuje ¢ast bunécné
suspenze. Pti kultivaci se méni médium a kontroluje rast bun¢k. Rozd€lenim ptivodni
suspenze bunc¢k na nékolik ¢asti a naslednou kultivaci v jednotlivych lahvich
ziskdme nekolika ndsobny pocet bunck.
Bunky J774.2 monocyto - makrofagové linie se kultivuji ve 25, 75 nebo 150
cm’ kultiva¢nich 1ahvich v Dulbecco’s modified Eagle mediu (DMEM) s piidavkem
10% FTSI v termostatu pfi teploté 37 °C a atmosféte s obsahem 5% CO, Kultivacni

médium se méni kazdé dva dny.
3.2.4 Stanoveni viability a po¢tu bunék

Pro pasazovani a izolaci bunék je dilezité znat Zivotnost a pocet bunék. K

tomu se vyuzivda mikroskopické stanoveni propustnosti funkénich bunéénych
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membran pro trypanovou modf. Metoda je zalozena na principu aktivniho
vylu€ovani barviva nepropustnou cytoplazmatickou membranou zivych bunék
pomoci funkénich transportnich systému. Na zaklad¢ toho je mozné rozlisit buiky
uvniti zbarvené, tedy mrtvé, od bunék prosvicenych, zivych.

Buniky se pocitaji v Biirkerové komirce ve 25 ¢tvercich, buiiky zasahujici do
hrany Ctverce se pocitaji po dvou stranach. Viabilita se urci podle jednoduchého
vzorce: viabilita [%] = pocet Zivych bunék / pocet vSech bunck v 25 Etvercich*100.
Pro pokus jsou vhodné buiiky s Zivotnosti okolo 95 %. Pro nasazeni bunc¢k nové
pasaze je tieba stanovit piiblizny pocet bun¢k v 1 ml suspenze. Pocet se stanovi dle

vzorce: pocet bun€k v 1 ml suspenze = pocet zivych bunék x fedéni x 10 000.

3.2.5 Uchovavani a rozmraZovani bunék

Pro dlouhodobé&;jsi uchovani bun¢k se vyuziva zamrazeni bunék pfi teplotach
v intervalu od -135 °C do -190 °C. K tomu je vhodny hlubokomrazici box nebo
tekuty/plynny dusik. Pti nizkych teplotach se snizi riziko mikrobidlni kontaminace
bun¢k, vzajemnd kontaminace bunécnych linii a genetickych ¢i morfologickych
zmén. Pro uchovavani bunék pii téchto nizkych teplotdich je tieba pouzit
kryoprotektivni latky, které zabrani poskozeni bunck, zejména jejich bunécné
membrany, tvorbou krystalki ledu. Jako kryoprotektivni latka se pouziva
dimethylsulfoxid (DMSO), ktery je vSak pfi teplotach nad 4 °C pro buiiky toxicky, a
proto musi rozmrazeni a vpraveni bunék do zivného média probéhnout co

nejrychleji.
3.3 Kultivace bakterii

3.3.1 Bakterialni kmen
Francisella tularensis LVS — kmen dodany Univerzitou v Umea, Svédsko: ATCC

29684, American Type Culture Collection Rockville, Mariland

3.3.2 Bakteridlni suspenze
Den pted zahdjenim pokusu je nutné masivné naockovat McLeod plotny ze
Stokové plotny kmene Francisella tularensis LVS a inkubovat 24hodin pfi teploté
37°C, v atmosféfe 5% CO,. Z 24 hodinové kultivace bakterii byla pfipravena
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bakterialni suspenze v 1x PBS o O.D.= 1.00. Jako blank slouzi Cisty 1x PBS. 1 ml
takto ptipravené bakterialni suspenze o hodnoté optické denzity jedna (O.D.=1.00) 1
obsahuje 3x10° bakterii.

3.4 Postup infekce

3.4.1 Synchronizovana fagocytoza

V zavislosti na velikosti pouzitého panelu se nechal pfislusny pocet J774.2
bun&k (24 jamkovému panelu odpovida 5 x 10°, 6ti jamkovému panelu odpovida 3 x
106) naadherovat na povrch jamky nebo v piipadé¢ mikroskopickych studii na
podlozni sklicko. Multiplicita byla stanovena na hodnotu 500 (500 bakterii na 1
hostitelskou buniku). Vstup bakterii do makrofagli byl synchronizovan centrifugaci
bakterii na naadherované makrofagy o rychlosti 400g po dobu 2min. Kontakt bakterii
s makrofagy po centrifugaci byl oznacen jako Cas 0. Po synchronizaci byly bakterie
dale inkubovany s makrofagy po dobu 5, 10, 20, 30, 60 minut pii teploté¢ 37 °C a
atmosféte 5% CO;. Po uplynuti doby dané¢ho intervalu infekce byly extracelularni
bakterie odmyty 3 x 1x PBS. V ptipadé metody CFU byly extracelularni bakterie
odstranény v pritomnosti gentamycinu o koncentraci Sug/ml po dobu 30 minut a 3 x
promyty 1 x PBS.

K ovéfeni spravné multiplicity byla zvolena metoda CFU. Bakteridlni
suspenze byla nafedéna 1 x PBS na koncentrace 10, 107 a vyseta v duplicité pro
kazdé tedéni na McLeod kultivaéni plotny. Narostlé kolonie byly spocitany po 72

hodinové kultivaci v termostatu pfi teploté 37 °C a atmosfére 5% CO;,

3.5 Deplece cholesterolu

3.5.1 Deplece cholesterolu - princip metody
Uloha lipidovych raftd pii vstupu Francisella tularensis LVS byla zjiiténa
ovlivnénim bunék latkami vyvazujici (metyl-fB-cyklodextrin) nebo pouze blokujici
(filipin) membranovy cholesterol. Depleci cholesterolu dochdzi k poruseni struktury

lipidovych raftd. Pokud bakterie vyuziva pti svém vstupu do hostitelskych bunck
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oblast lipidovych raftt, dochdzi k snizeni poctu internalizovanych bakterii. Pocet
internalizovanych bakterii byl uren metodou fluorescencni mikroskopie nebo

metodou CFU. Princip metod a vlastni postup jsou popsany v nasledujicim textu.

3.5.2 Deplece cholesterolu — vlastni provedeni

5 x 10° J774.2 bungk naadherovanych na podloznim sklicku v ptipads
mikroskopickych studii nebo na povrchu jamky v piipadé CFU metody bylo
inkubovano s 10mM roztokem MBCD nebo roztokem filipinu o koncentraci Sug/ml
po dobu 30ti minut pfi 37 °C a atmosféte 5% CO,. Po 30 minutach inkubace byly
bunky 2 x promyty kultivaénim médiem. Po promyti bun¢k byl proveden
synchronizovany vstup bakterii do makrofagii. Pocet internalizovanych bakterii byl
zjistén metodou fluorescenc¢ni mikroskopie nebo metodou CFU. Princip metod a

vlastni postup jsou popsany nize.

3.5.3 Fluorescen¢ni mikroskopie - princip metody

Fluorescencni mikroskopie umoznuje detekovat rizné specifické molekuly
bunck s navazanym fluoroforem. Fluorescen¢ni mikroskop obsahuje silny zdroj a tfi
filtry, které jsou schopné detekovat fluorofory. Fluorofor patfi mezi latky schopné
absorbovat svétlo ur€ité vinové délky a nasledné emitovat svétlo o delsi vinové
délce. Filtry mikroskopu rozd¢li svétlo riznych vinovych délek a tim umozni pouziti
vice flourofort pfi barveni bunéénych struktur najednou.

Fluorofor DAPI (4'-6-diamidino-2-fenylindol) vytvafi vazbu s bunécnou
DNA. V mikroskopu se jevi jadra bunék modrou barvou. Pro barveni bakterii se
vyuzivd vazby primarni protilatky se specifickymi ¢astmi bakteridlniho povrchu,
kterd se vyzualizuje pomoci sekundarni protilatky kovalentné modifikované
fluoroforem Alexa 488 (zelend) nebo Alexa 546 (Cervend) pro rozliSeni

intracelularnich a extraceluldrnich bakterii.

3.5.4 Fluorescen¢ni mikroskopie — vlastni provedeni
Bakterie byli centrifugovany na naadherované buiky J774.2, které byly
pfedem ovlivnéné filipinem ¢i MBCD nebo ponechany bez ovlivnéni (kontrolni
skupina). Po internalizaci bakterii byli buiikky 5 x promyty 1 x PBS a fixovany
roztokem 3,8% paraformaldehydu v PBS pii pokojové teploté po dobu 20 minut. Pro
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blokaci paraformaldehydu byl ptidan 50 mM NH4Cl po dobu 10 minut. Poté byly
bunky promyty 1x PBS. Pii barveni extraceluldrnich bakterii bylo pouzito
purifikované imunni anti-tularemické krali¢i sérum jako primarni protilatka fedéné
1:3000 v blokaénim roztoku. Po promyti 1x PBS byla navadzana anti-krali¢i
sekundarni protilatka AlexaFluor 546 Zenon anti-rabbit IgG fedéna 1:500. Bunky
byli 3x promyty 1x PBS a poté fixovany a permebilizovany 0,1 % Triton X-100 po
dobu 5 minut spfidanim roztoku 3,8 % paraformaldehydu v1 x PBS. Na
intraceluldrni bakterie byla navazéna primarni protilatka z purifikovaného imunniho
anti-tularemického krali¢iho séra fedéna 1:3000 v blokacnim roztoku po dobu 30
minut. Po tfech promytich 1x PBS byla aplikovéana anti-krali¢i sekundarni protilatka
AlexaFluor 488 Zenon anti-rabbit IgG fedéna 1:500. Pied i po barveni bunécnych
jader roztokem DAPI fedénym 1:3000 po dobu 3minut byly buiikky promyty 1x PBS.
Podlozni sklicka byla pied aplikaci do montovaciho média promyta v destilované
vodé. Pro analyzu fluorescencnich preparatu byl pouzivan mikroskop Nikon Eclipse
E 400. Vyhodnoceni poctu internalizovanych bakterii bylo provedeno spocitanim
bakterii u 200 bun&k J774.2. Za extracelularné lokalizované bakterie byly
povazovany bakterie obarvené cervené (AlexaFluor 546) a za intracelularné

lokalizované bakterie byly povazovany bakterie obarvené zelen¢ (AlexaFluor 488).

3.6 Metoda CFU

3.6.1 CFU metoda- princip metody
CFU (Colony Forming Units) znac¢i "pocet jednotek tvoricich kolonie".
Metoda CFU se pouziva ke stanoveni poctu zZivych bakterii ve vzorku. Mnozstvi
zivych bakteridlnich bun¢k je mozno stanovit vysevem znamych objemti vhodné
fedénych suspenzi na plotny s McLeod agarem. Pfi této metod¢ se predpoklada, ze
pii inkubaci vyroste z kazdé buiiky jedna kolonie. Touto metodou bylo ovéfen pocet
zivych bakterii pfi interakci s makrofagy J774.2. Narostlé kolonie bakterii jsou

dilkazem, Ze bakterie pronikly do buné¢k a infekce prob¢hla.
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3.6.2 Postup CFU

Po synchronizovaném vstupu bakterii do bun¢k ovlivnénych (cyklodextrin,
filipin) nebo neovlivnénych bun¢k monocyto-makrofagové linie J744.2 byly bunky 3
x promyty kultivaénim médiem a inkubovany 30 minut s gentamycinem o
koncentraci 5 ug/ml. Po inkubaci bun¢k s gentamycinem byly buniky J774.2 3 x
promyty 1 x PBS. Po promyti bun¢k byly buiiky lyzovany ve 100 ul roztoku 0,1 %
Tritonu X-100 v 1 x PBS po dobu 20ti minut na ledu. Uvolnéné bakterie byly vysety
na McLeod plotny v fedéni 10 a 10”. Narostlé CFU kolonie byly spogitany po 72

hodinové inkubaci ploten pii 37 °C a atmosfétre 5% CO,

3.7 Izolace detergent rezistentnich membran na
sacharozovém gradientu

3.7.1 Lyzovani bunék
Prvnim krokem pro izolaci lipidovych raftl je rozruseni bunéénych membran
infikovanych bunék. Lyzovani bunék probiha chemickou cestou pomoci lyza¢niho
pufru, jehoz soucasti je neionogeni detergent Triton X-100, ktery vytvari lipidové
micely ve vodnych roztocich. Déle obsahuje inhibitory proteaz a fosfatdz. Bunky
byly lyzovany na ledu pii 4 °C. Poté byly bunky mechanicky lyzovany pomoci
pistového homogenizatoru. Lyzu bunck byla zkontrolovana pod mikroskopem

barvenim roztokem trypanové modfi.

3.7.2 Izolace lipidovych rafti
Bunéény lyzat byl smichan s roztokem 80 % sachar6dzy. Vznikl tak 40 %
roztok sachardzy obsahujici vzorek. Sacharézovy gradient byl navrstven pomoci
tuberkulinové stiikacky do specidlnich 12 ml zkumavek (Ultra Clar Beckman
TUBES 12 ml, Biotech) dle nasledujiciho predpisu:

1. faze........... 5 ml 40 % sachar6zy obsahujici vzorek
2. faze........... 5 ml 30 % sachardzy/ roztok fedici sachar6zu
3. faze........... 2 ml 5 % sacharézy/ roztok fedici sacharozu

Po navrstveni sachar6zového gradientu byly zkumavky pied ultracentrifugaci

vyvazeny roztokem 5 % sachardzy. Dikladné vyvazené zkumavky byly
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ultracentrifugovany s pouzitim rotoru SW41 po dobu 17 hodin rychlosti 200 000g pii
teploté¢ 4 °C Po ukoncCeni ultracentrifugace byly zkumavky se vzorky vyjmuty z
kovovych kapsli a op€t umistény na led. Vytvoteny hustotni precipitat byl separovan

pouzitim 1 ml pipety. Celkové bylo ziskano 12 frakci o objemu 1 ml.

3.8 Urcéeni raftové oblasti western blotem

3.8.1 Western blot — princip metody

Western blot je biochemicka analytickd metoda. Pouziva se k identifikaci
specifického proteinu v komplexni smési. Interakce protildtka-antigen umoznuje
identifikaci jediného proteinu v heterogenni smési bilkovin. Metoda se sklada
zn€kolika krokdi. Vprvni ¢asti se proteiny elektroforeticky déli na
polyakrylamidovém gelu, kdy vzniknou jednotlivé proteinovych frakce rozdélené
podle molekulové hmotnosti. Ve druhém kroku se frakce proteinii blotovanim
pfenesou z polyakrylamidového gelu na PVDF membranu. Ve tieti ¢asti dochazi
k detekci hledanych proteinli pomoci navdzani specifickych protildtek a nasledné

vizualizaci reakce na fotografickém filmu.

3.8.2 Waestern blot — vlastni stanoveni

Proteiny jednotlivych frakci ziskanych ze sachardézového gradientu byly
rozdéleny SDS elektroforézou na 10% polyakrylamidovém gelu. 40 pl kazdé frakce
bylo smichano s20 upl SDS vzorkového pufru za denaturujicich podminek.
Denaturaci proteinii dochéazi k poruSeni sekundérni a terciarni struktury proteind.
Tim je umoznéna vazba molekuly SDS, a to v poméru 1 mg bilkoviny vaze 1,4 mg
SDS. Molekula SDS ud¢luje proteinim uniformni zdporny naboj a ty se pak vSechny
pohybuji k anodé, pticemz pohyblivost je dana velikosti molekuly. Separace proteina
trvala 50 minut pfi 240 mA a konstantnim napéti 200 V. Rozdélené proteiny byly
pfeneseny na PVDF membranu pii 0,17 A a 17 V za 25 minut. Pfenesené proteiny na
PVDF membrané byly blokovany po dobu 1 hodiny v 5 % mléku v TBS s 0,1 %
Tweenem. Po blokaci byly membrany inkubovany ptes noc pii 4 °C se specifickou
protilatkou proti proteinovému raftovému markeru flotillinu-1 (1:250) a neraftovému

markeru transferinovém receptoru (1:1000). Druhy den byly membrany 5 x promyty
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v TBS s 0,1 % tweenem a poté inkubovany 1 hodinu se sekundarni protiladtkou
konjugovanou s peroxidadzou pii pokojové teploté. Po inkubaci se sekundarni latkou
byly membrany 6 x promyty v TBS s 0,1 % tweenem a 1x promyty v samotném
TBS. Aktivita peroxidazy byla vizualizovand pomoci chemiluminiscenéniho
substratu, ktery reakci s enzymem jako vedlejsi produkt reakce emituje svétlo.
Svételny vytézek byl zachycen pouzitim fotografického filmu sjeho naslednym

vyvolanim v pfistroji CURIX 60 od firmy Kodak.

3.9 Stanoveni bilkoviny

3.9.1 Stanoveni koncentrace bilkoviny — princip metody

Koncentrace bilkoviny ve vzorku se stanovuje pomoci microBCA kitu, ktery
je chemicky zaloZeny na biuretové reakci. V alkalickém prostfedi v pritomnosti
médnatych soli davaji bilkoviny purpurové zbarveni, vhodné k fotometrickému
stanoveni. V pribshu reakce se vytvareji komplexni slouceniny Cu*" s ionty
peptidovych vazeb. Vznikly komplex siln€¢ absorbuje svétlo v oblasti 562 nm.
Intenzita purpurové zbarveného komplexu se méfi spektrofotometricky a je ptimo
imé&rn4 koncentraci bilkovin. Sou¢asti &inidel je siran mad’naty, ktery poskytuje Cu*"
pro tvorbu komplext s peptidovymi vazbami bilkovin. Citlivost metody se pohybuje

kolem 0,5 — 20 pg bilkoviny/ml.

3.9.2 Stanoveni koncentrace bilkoviny — vlastni provedeni

Nejprve byla piipravena kalibraéni fadu roztokti obsahujicich znamé
koncentrace standardu BSA. Koncentra¢ni rozmezi proteinu BSA je uvedeno
v tabulce 9. Dale byly pfipraveny roztoky vzorkii o neznamé koncentraci. Ke
vzorkim bylo pfidano stejné mnozstvi pracovniho roztoku, ktery vznikne smichanim
3 roztokl z kitu v poméru MA : MB : MC = 25 : 24 : 1 dila. Kazdy vzorek byl
pfipraven v triplikatu. Piipraveny vzorek jak o zndmé koncentraci tak o neznamé byl
inkubovan s pracovnim roztokem po dobu lhod. pii teplot¢ 60 °C. Po uplynuti
inkubacéni doby byly zkumavky ochlazeny na pokojovou teplotu. Intenzita zbarveni
byla zméfena pii absorbanci 562 nm do deseti minut, kterd je pifimo Umérna
koncentraci proteinu. Vyslednd hodnota koncentrace proteinu byla urcena

z prumérnych hodnot namétfenych koncentraci proteinu.
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Tab.9: Priprava standardi (BSA)

Roztok Objem vody (ml) Objem BSA (ml) Konc. BSA (ug/ml)

A 2,25 0,25 zas. roz. BSA 200

B 4 1A 40

C 2 2B 20

D 2 2C 10

E 2 2D 5

F 2 2E 2,5

G 2,4 1,6F 1

H 2 2G 0.5

I 4 0 blank

3.10 Proteomicka analyza detergent — rezistentnich membran

3.10.1 Hmotnostni spektrometrie — princip metody

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemicka metoda, kterd urcuje
hmotnosti atomt, molekul a molekulovych fragmentt po jejich pfevedeni na ionty.

Tato analyticka metoda je vSestrannd, rychlé a citlivd. UmoZiiuje predevsim
identifikaci neznamych sloucenin, kvantifikaci latek pfi chemické analyze a ziskani
informaci o vzorku a jeho struktufe. Vyhodou je jednoducha interpretace dat. Detekci
slou¢enin miizeme dosahnout jiz ve velmi nizkych koncentracich (10" g, 10™"° mola
latky o hmotnosti 1000 Da).
Zakladem je méfeni hmotnosti molekul a jejich ¢asti. Z toho diivodu se musi tyto
molekuly nejprve ionizovat. Ionizované molekuly — molekulové ionty se béhem
ionizace nebo po ni mohou postupné rozpadat na fragmenty. Molekulové i
fragmentované ionty jsou pak od sebe separovany podle hmotnosti ptipadajici na
naboj odpovidajici jednomu elektronu, tj. podle efektivnich hmotnosti m/z. Po
separaci se nabité Castice detekuji a zaznamendva se hmotnostni spektrum jako
zavislost ¢etnosti vzniklych iont na hodnotach m/z.

Existuje fada spektrometrii pracujicich na raznych principech ionizace a
separace. Zakladnimi soucastmi téchto pfistrojii jsou iontovy zdroj, kde dochézi

k ionizaci molekul a k urychleni molekul pfed vstupem do analyzatoru, analyzator
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umoziujici separaci smeési iont v plynném skupenstvi podle jejich efektivnich
hmotnosti, a zafizeni pro detekci a registraci separovanych iontid. VSechny
spektrometry maji systémem pro zavadéni vzorku do iontového zdroje, ktery je
spojen s pocitacem. Pomoci pocitace se nastavuji pracovni podminky spektrometru,
fidi se prubéh celého méfeni, je mozné zpracovani ziskanych spekter a jejich
porovnavani s databazemi. Soucasti vSech piistrojli je vakuova aparatura, ktera zajisti
nizky pracovni tlak v analyzatoru. Nizky tlak brani nezddoucim srazkam mezi ionty a

neutralnimi molekulami v dobé mezi ionizaci a detekci iontu.

3.10.2 iTRAQ kvantitativni proteomicka analyza

Pro proteomickou analyzu lipidovych rafti respe. DRMs byly zvoleny
intervaly interakce bakterii s makrofagy: 2, 5 a 10 minut. Pozitivni frakce na raftovy
marker Flotillin-1 jak u kontrolnich tak bunék J774.2 po interakci s Francisellou
tularensis LVS byly spojeny a ultracentrifugovany po dobu 12 hodin o rychlosti
200000g, teploté¢ 4°C. Po ultracentrifugaci byla peleta charakterizujici rafty
rozpus$téna v 0,2% roztoku rapigestu. Celkem byly pfipraveny 4 vzorky — kontrolni
J774.2 bunky, bunky po ¢asné interakci s Francisellou tularensis LVS 2, 5, 10
minut. V jednotlivych vzorcich byla urCena koncentrace proteinu. Nasledné byly
vzorky zpracovany dle obecného protokolu pro iTRAQ metodu firmy Applied
Biosystems (Pfiloha 1, obr.10) Proteiny v jednotlivych vzorcich byly redukovany,
nasledovala blokace cysteinii a S$tépeni proteini na peptidy trypsinem. Peptidy
kazdého vzorku byly oznaeny izobarickou znackou po dobu 1 hod. Oznaclené
peptidy jednotlivych experimentélnich skupin (celkem 4) byly na zékladé zjisténé
koncentrace proteinu smichany. Vzorek obsahujici stejné mnozstvi proteinu resp.
peptidi z kazdé experimentalni skupiny byl chromatograficky rozd€len a analyzovan
na prtistroji MALDI TOF TOF (obr.4). Rozd¢€leni proteinu na LC provedl Ing. Marek
Link, PhD. Hmotnostni analyza byla provedena Ing. Markem Linkem, PhD a Mgr.
Anettou Hirtlovou. Pfedmétem diplomové prace byla az analyza identifikovanych

proteinti. Vyhodnoceni proteinu bylo proti mysi databazi ipi. MOUSE v. 3.40.
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Obr. 4: Schéma pracovniho postupu pri pripravé vzorku iTRAQ metodou

3.11 Pouzité pomiicky a pristroje

Tab.10: Kultivace Bunék a bakterii, metoda CFU

Pomiicky a pFistroje Firma
] Laminarni box Biostar- Biologicky Telstar industrial s.1.
bezpecnostni box tfidy IT A
) CO; Inkubator SANYO
Model: MCO - 18AIC
3 Minishaker MS2 IKA
4 Denzitometr CO8000 Cell Density Meter WPA biowave
5 Termoblok - digitalni blokova lazen UBD Grant
7 Biirkerova komurka Neopta
8 Vodni lazen TW 12 ULABO
9 Mrazici box VX 38 E Jouan
bézné mikrobiologické pomucky:
10 mikrobiologické klicky, Petriho misky
bézné biochemické pomticky: sklenéné a
11 plastové nadobi, mikropipety, pipetovaci
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Spicky bez filtru, mikrozkumavky,

chirurgické rukavice, atd.

Tab.11: Vybaveni pro Fluorescen¢ni mikroskopii

Pomiicky a pristroje Firma
1 Inverzni mikroskop XDS - 1C Optika Microscopes
Tab.12: Vybaveni pro stanoveni bilkoviny
Piistroje a pomicky Firma

1 Spektrofotometr Helios UV-VIS Thermo spectronic
) Minishaker MS2 KA
Tab.13: Vybaveni pro Metodu Western blot
Piistroje a pomucky Firma
1 Rotator/inkubator hybridizér HB-1D Techne
2 Analytické vahy AX105 Mehler Toledo
3 PVDF Western Blot membrany Roche
Blotovaci papir, Original Extra thick blot
4 paper — Mini blot size Biorad
5 Parafilm ,,M* laboratory film Pechiney.plastic
packing
6 Papirové kapesniky — Tisue-box Carl Roth GmbH+Co
7 Skla na liti gelt Outer Glass Plate 3/1 mm Bio-Rad
8 Zdroj napéti Power Pac 200 (300) Bio-Rad
9 Mini Protein II (IIT) Elektrophoresis Cell Bio-Rad
10 Protein IEF Cell Bio-Rad
11 Vyvolavaci ptistrojCURIX 60 Kodak
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Tab.14: Vybaveni pro metodu Sacharo6zového gradientu

Pristroje a pomucky Firma

Ultracentrifuga Optima™ MAX

s kapslemi Beckman Coulter

Ultracentrifugacni zkumavky Beckman

2 344057 UC TUBES 5 ml BOX 50 Bitech
Multifunkéni chlazena centrifuga IEC Multispeed

3 CL31IR Thermoscientific

4 Ultrazvukovy sonikator Hielscher

Jimac gradientovych frakci Piston
S Gradient Fractionator, Biocomp
Tab.15: Vybaveni pro proteomickou analyzu
Pristroje a pomiicky Firma

Kapalinovy chromatograf Ultimate

1 3000 Dionex

2 4800 MALDI-TOF/TOF Applied Biosystems
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Model interakce Francisella tularensis LVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2

4.1.1 Prima interakce Francisella tularensis LVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2 — fluorescen¢ni mikroskopie

Pro charakterizaci piimé interakce Franciselly tularensis LVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2 (MOI=500) v casnych intervalech byl vstup bakterii do
makrofagli synchronizovan dle postupu uvedeného v oddilu materidl a metodika.
Piima interakce bakterii s makrofagy byla sledovana v ¢asech 2, 5, 10, 20, 30 a 60
minut po synchronizovaném kontaktu bakterii s naadherovanymi bunkami J774.2.
Pro urceni internalizovanych bakterii uvnitt hostitelskych bun¢k byla zvolena metoda
fluorescenéni mikroskopie. Intraceluldrné lokalizované bakterie byly odliSeny od
extracelularnich pomoci navdzaného fluoroforu Alexa 488 (zelend barva) viz
materidl a metodika. Intracelularné lokalizované bakterie byly kvantifikovany.
Celkem bylo spocitano 200 bun¢k J774.2 v kazdém ¢asovém intervalu. Experiment
byl proveden celkem tfikrat. Primérné hodnoty poctu internalizovanych bakterii byly
graficky zndzornény (graf 1). Synchronizovanym vstupem Franciselly tularensis
LVS do bunék J774.2 pii MOI=500 bylo docileno, ze 80% hostitelskych bun¢k bylo
v pfimé interakci s bakteriemi po 2, 5, 10ti minutach vzajemné interakce a po 20, 30,
60ti minutach vzijemné interakce bylo kolonizovano bakteriemi dokonce 90%

hostitelskych bunck.
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Obr.5: Prima interakce Francisella tularensis LLVS s monocyto — makrofagovou
linii J774.2

Popis obr. 5: Intraceluldrni bakterie Francisella tularensis LVS po interakci s J774.2
buitkami v ¢asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po prvnim vzijemném
kontaktu. Zelen¢ jsou zobrazeny intraceluldrni bakterie (zZluta Sipka), modie jsou

zobrazeny jadra J774.2 bunck (bila Sipka).

Piima interakce Francisella tularensis LLVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2
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Cas vzajemné interakce Francisella tularensis LVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2

Graf 1: Pfima interakce Francisella tularensis LVS s monocyto — makrofagovou

linii J774.2

Popis graf 1: Intracelularni bakterie Francisella tularensis LVS po interakci s J774.2
bunikami v asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po prvnim vzijemném
kontaktu. Z grafu vyplyva, ze 80% hostitelskych buné€k internalizovalo bakterie po 2,
5, 10ti minutach vzajemné interakce a 90% hostitelskych buné€k internalizovalo

bakterie po 20, 30, 60ti minutach vzajemné interakce.
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4.1.2 Prima interakce Francisella tularensis LVS s monocyto
— makrofagovou linii J774.2 — metoda CFU

Pro charakterizaci ptimé interakce Franciselly tularensis LVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2 (MOI = 500) v ¢asnych intervalech byl vstup bakterii do
makrofagli synchronizovan dle postupu uvedeného v oddilu materidl a metodika.
Ptima interakce bakterii s makrofagy byla sledovana v Casech 2, 5, 10, 20, 30 a 60
minut po synchronizovaném kontaktu bakterii s naadherovanymi bunikami J774.2.
Zivé internalizované bakterie byly uréeny prostfednictvim metody CFU. Experiment
byl proveden dvakrat vzdy v triplikdtu. Vysledny pocet internalizovanych bakterii
v kazdém Casovém intervalu byl vztazen na pocet hostitelskych bunék. Bylo zjisténo,
ze na 1 hostitelskou buinku bunétné linie J774.2 odpovidaji 2 zivé bakterie

Francisella tularensis LVS.

4.2 Vstup Franciselly tularensis LVS pres lipidové rafty

4.2.1 Vstup Franciselly tularensis LVS pres lipidové rafty —
metoda fluorescencni mikroskopie

Vstup Franciselly tularensis LVS pies lipidové rafty byl testovan pomoci

latek selektivné ovliviiujici membranovy cholesterol metyl-B-cyclodextrin a filipin.
MBCD selektivné vyvazuje membranovy cholesterol a filipin se pouze na cholesterol
vaze. Ovlivnénim membranového cholesterolu dochazi k rozpadu lipidovych rafti,
jehoz dusledkem je pokles pohlceni bakterii makrofagy, pokud bakterie pii svém
vstupu do hostitele vyuzivaji alternativni endocytickou cestu ptes lipidové rafty. Ke
kvantifikaci poctu internalizovanych bakterii byla provedena fluorescenéni
mikroskopickd studie. Celkem bylo spocitano 200 bun¢k J774.2 v kazdém casovém
intervalu u kontrolni skupiny a skupin ovlivnénych MBCD a filipinem (Obr. 6).
Experiment byl proveden celkem tiikrat. Primérné hodnoty poctu internalizovanych
bakterii byly graficky znazornény (Graf 2). Mikroskopickymi studiemi bylo
prokdzano, ze ovlivnénim J774.2 bun€k jak filipinem tak MBCD doslo
k signifikantnimu poklesu poctu intraceluldrné lokalizovanych bakterii (Graf 2).

Statisticka vyznamnost byla urcena studentskym t — testem (p < 0.05).
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Obr.6: Vstup Franciselly tularensis LLVS pres lipidové rafty

Popis obr. 6: A/Intracelularni bakterie Francisella tularensis LVS po interakci
s J774.2 buiikkami v ¢asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po prvnim
vzajemném kontaktu. B/ Vliv filipinu na internalizaci Francisella tularensis LVS po
interakci s J774.2 buitkami v ¢asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po prvnim
vzajemném kontaktu.

C/ Vliv metyl — B — cyclodextrinu na internalizaci Francisella tularensis LVS po
interakci s J774.2 buitkami v ¢asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po prvnim
vzdjemném kontaktu. Zelen¢ jsou zobrazeny intracelularni bakterie (zlutd Sipka),

modre jsou zobrazeny jadra J774.2 bunék (bila Sipka).
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Vstup Franciselly tularensis LVS pfres lipidové rafty -
fluorescenéni mikroskopie
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Graf 2: Vstup Franciselly tularensis LVS pres lipidové rafty — metoda
fluorescen¢ni mikroskopie

Popis graf 2: Intraceluldrné lokalizované bakterie Francisella tularensis LVS po
interakci s J774.2 buitkami v ¢asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po ovlivnéni
hostitelskych bunck filipinem, MBCD nebo bez ovlivnéni. Z grafu je patrny pokles
internalizace bakterii: po ovlivnéni filipinem (modry sloupec) i MBCD (zeleny
sloupec). Po ovlivnéni filipinem pouze 60% makrofagl v kazdém casovém intervalu
bylo schopno pohltit bakterie. Po ovlivnéni J774.2 bunék MBCD dokonce pouze
50% hostitelskych bun¢k internalizovalo bakterie po 2, 5, 10, 20, 30, 60ti minutach

vzajemné interakce.

4.2.2 Vstup Franciselly tularensis LLVS pres lipidové rafty —
metoda CFU

Vstup Franciselly tularensis LVS pies lipidové rafty byl testovan pomoci

latek selektivné ovliviiujici membranovy cholesterol MBCD a filipin. Zivé
internalizované bakterie po ovlivnéni membrdnového cholesterolu hostitelskych
bun¢k byly uréeny prostfednictvim metody CFU. Bylo zjisténo, ze na 1 hostitelskou
buiku bunécné linie J774.2 odpovidaji 2 zivé bakterie Francisella tularensis LVS (v
grafu 3 znazornéno jako 100% J774.2 bun€k v pifimé interakci s bakterii) Po
ovlivnéni hostitelskych makrofagl filipinem, MBCD doslo k signifikantnimu
poklesu zivych internalizovanych bakterii. Experiment byl proveden dvakrat vzdy

v triplikatu. Primérné hodnoty poctu internalizovanych bakterii byly graficky
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znazornény (Graf 3). Statistickd vyznamnost byla urcena studentskym t — testem (p <

0.05).

Vstup Franciselly tularensis LVS pres lipidové rafty — metoda CFU
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Graf 3: Vstup Franciselly tularensis LVS pres lipidové rafty — metoda CFU

Popis graf 3: Zivé intracelularné lokalizované bakterie Francisella tularensis LVS
po interakci s J774.2 buitkkami v ¢asové dynamice 2, 5, 10, 20, 30, 60 minut po
ovlivnéni hostitelskych bung¢k filipinem, metyl-B-cyclodextrinem nebo bez ovlivnéni.
Z grafu je patrny pokles internalizace bakterii: po ovlivnéni filipinem i MBCD. Po
ovlivnéni bungk filipinem klesl vstup bun€k na 60% z ptivodnich 100%. Po ovlivnéni
J774.2 bunék MBCD byl bakterialni vstup snizen na 50% po 2, 30, 60ti minutach a

po 5, 10, 20ti minutach vzajemné interakce dokonce az na 40%.

4.3 Izolace detergent — rezistentnich membran (DRMs) bunék
J774.2
DRMs byly izolovany neionogennim 0,5% Tritonem-100 pii 4°C a nasledné

separovany pomoci ultracentrifugace na  sachar6zovém  gradientu. Po
ultracentrifugaci byl sachar6zovy gradient rozdé€len na 12 frakci. DRMs byly urceny
na zakladé¢ western blot analyzy znamého raftového markeru flotillin — 1. Spradvné
rozdéleni raftové frakce na sacharézovém gradientu byla potvrzena western blot
analyzou neraftového markeru — transferinovy receptor viz obr. 7. Vysledek western

blot analyzy je v souladu s teorii lipidovych raftt.
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Obr.7: Western blot analyza sacharézového gradientu

Popis obr. 7: Frakce pozitivni na raftovy marker flotillin — 1 (f2-f4) byly

analyzovany jako DRMs pomoci proteomiky.

4.4 iTRAQ kvantitativni proteomicka analyza DRMs
izolovanych z bunék J774.2 po interakci s Francisellou
tularensis LVS

DRMs byly izolovany z bun¢k J774.2 po interakci s Francisellou tularensis
LVS 2, 5, 10minut. Po extrakci raftovych proteinii byly vzorky zpracovany dle
obecného protokolu pro iTRAQ analyzu od firmy Applied Biosystems (viz Ptiloha,
materidl a metodika) a méreny na MALDI TOF TOF. Analytické parametry separace
peptidd a hmotnostné — spektrometrickd analyza nejsou pfedmétem diplomové prace
a byly provedeny personalem Ustavu molekularni patologie.

Celkem bylo identifikovano 150 proteinii v raftové oblasti. VétSina
identifikovanych proteinti patii do skupiny signalnich molekul a cytoskeletarnich
proteind. Proteiny dulezité pro tvorbu tzv. signalni platformy, kde dochézi k ptenosu
signalu jsou uvedeny na obr. 8. Kvantitativni iTRAQ proteomickou analyzou jsme
byli schopni urcit rozdily v pfitomnosti proteini v raftové oblasti po kontaktu s
Francisellou tularensis LVS. Na obr. 9 je zobrazeno jednoduché schéma zachycujici
abundanci raftovych proteini v ¢asové dynamice. Podle raftového modelu
plazmatické membrany dochdzi po stimulaci danym ligandem, v nasem piipad¢ celé

bakterie, k tvorbé signalni platformy, kterd je tvofena znestalych vysoce
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dynamickych a organizovanych membranovych domén. Tyto domény jsou

charakteristické svym specifickym lipidovym a proteinovym sloZzenim. Pomoci

iTRAQ kvantitativni proteomické analyzy se ndm podafilo zanalyzovat raftové

proteiny zDRMs oblasti v casové dynamice. ZnaSi iTRAQ kvantitativni

proteomické analyzy vyplyva, Ze po internalizaci Franciselly tularensis LVS dochazi

ke zméné ptitomnosti nasledujicich raftovych proteinti:

1/proteiny, jejichZ pritomnost v DRMs oblasti stoupa v ¢ase (2-10minut) po

interakci s Francisellou tularensis LVS

l.

Receptor CD64 — vysoce afinitni Fc — receptor, receptor zprostredkujici
fagocytozu opsonizovanych bakterii, antigenni prezentaci, bylo prokazano, ze
receptor je soudasti lipidovych rafta.®

Lyn kinaza — tyrozin —protein kinaza, vazbou ligandu na povrchovy receptor
dochazi kagregaci membranovych mikrodomén a vytvofeni signalni
platformy, dale jsou raftové proteiny fosforylovany aktivovanou tyrozinovou
kinazou, bylo prokdzano, Ze kinaza je soucasti lipidovych rafti. **

Fgr kinaza - tyrozin —protein kinaza, vazbou ligandu na povrchovy receptor
dochazi kagregaci membranovych mikrodomén a vytvofeni signalni
platformy, dale jsou raftové proteiny fosforylovany aktivovanou tyrozinovou
kinazou, bylo prokédzano, Ze kinaza je souasti lipidovych rafti. ©

Adaptivni molekula NTAL (LAT2) — (non — T cell activation punker)
adaptorovy protein, ktery byl objeven v roce 2002 laboratoii Prof. RNDr.
Vaclava Hofejsiho, Csc.,”® stimulace vysokoafinitniho receptoru (FceRI)
vede k tyrosinové fosforylaci adaptorového proteinu NTAL a pienosu signalu
do nitra buiiky, bylo prokazéano, Ze adaptor je soucasti lipidovych rafta. ¢’
Gnai2 — guanin nukleotid vazajici protein (G — protein), protein je
soudasti prenosu signalu do nitra buiiky pii zanétlivé reakei. *®

Gng2 - guanin nukleotid vazajici protein gama 2 (G — protein), protein je
soucasti prenosu signalu do nitra bunky, aktivaci G — proteinu dochazi
k regulaci bun&&ného pohybu prosttednictvim aktivace malych G — protein.
Mylc2b - Myosin II regulujici protein, protein regulujici funkci
motorovych proteinti b&hem bun&ného pohybu &i cytokineze. 7
Cytoskeletarné proteiny — tubulin beta S, tubulin gamma 1, tvofii
mikrotubuly, jako cytoskeletalni struktura napomaha bunkam v transportu

vackd, bylo prokazano, Ze tubulin 1 je souéasti lipidovych rafti.”"

2/proteiny, jejichZz pritomnost v DRMs oblasti stoupa v prvnich dvou
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intervalech (2, Sminut) po interakci s Francisellou tularensis LVS

1.

receptor CD44 — povrchovy receptor, jehoz ligandem je hyaluronova

kyselina, molekula dalezitd v adhezi leukocytil, bylo '

a podili se na
bakterialni internalizaci, je soucasti lipidovych rafti.”

raftovy strukturalni protein Flotillin -1 — integralni protein, ktery je
soucasti lipidovych raftii a caveoly, v raftové oblasti se vyskytuje nezavisle
na caveolinu, tvofi tzv. flotillinovy komplex, hraje dilezitou roli jak
v procesu endocytdzy, tak v membranovém transportu &i signalizaci. ™
raftovy strukturalni protein Flotillin — 2 - integralni protein, ktery je
soucasti lipidovych raftl, hraje dulezitou roli jak v procesu endocytozy, tak
v membranovém transportu &i signalizaci. ™

maly GTP protein Racl - protein modulujici funkci cytoskeletu,
prostiednictvim Rac 1 proteinu dochdzi kutvafeni membranovych
lamelipodii, bylo prokazano, ze Rac 1 je sougasti lipidovych raftd. ’°

maly GTP protein RhoA - protein modulujici funkci cytoskeletu,
prostfednictvim Rho A proteinu dochézi k ovlivnéni organizace aktinu béhem

bunééné adheze.”’

3/proteiny, jejichZ pritomnost v DRMs oblasti stoupa pouze v intervalu 5ti

minut po interakci s Francisellou tularensis LVS

l.

receptor CD14 — receptor pro LPS, soudst pfirozené imunity pii
rozpoznavani nebezpecnych bakteridlnich patogena, je soucasti lipidovych
raftd. 7

fosfataza PtprC — CD45R, protein tyrozin fosfatdza, reguluje aktivitu
tyrozinovych minaz, bylo zjisténo, ze po aktivaci TCR T bun¢k virem HIV je
molekula CD45 lokalizovéana oblast mimo lipidovych raftli, u makrofagt byl

prokazan opak. ”’

4/proteiny, jejichZ pritomnost v DRMs oblasti klesa v pribéhu interakce

s Francisellou tularensis LVS

l.

cytoskeletarni proteiny: Actin — soucast cytoskeletu, jako cytoskeletalni
struktura napomahé bunkam v nejraznéjsich pochodech jako pohyb, transport
vackt a signalizace, CAPZA (F — actin camping protein) - negativné
reguluje rist aktinového vlakna, Myl6é (myosin light chain), Myhc (myosin
heavy chain) - soucast cytoskeletu, jako cytoskeletalni struktura napomaha
buinkdm v pohybu, organizace lipidovych rafti v membrané je spojeno

s pieusporadanim cytoskeletu. *
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maly G - protein — Cdc42 - protein modulujici funkci cytoskeletu,
prostfednictvim  Cdc42 proteinu dochazi k utvafeni membranovych
filopodii.”

maly G — protein — Ras relace Rab7 protein- protein modulujici funkci
cytoskeletu, spojen s pozdnimi endozomy, je nezbytny pro transport proteint
z pozdnich endozomi do lysosomi. *'

maly G — protein — Ras related Rab8 protein- protein modulujici funkci
cytoskeletu, reguluje transport tranferinového receptoru (neraftovy marker). *
maly G — protein — Ras related Ralb protein - protein modulujici funkci

cytoskeletu, u nadorovych bun&k negativné reguluje apoptozu.*

s

Receptor \ / Raft Stﬂ:ll.‘h-ll‘ill‘li protein \
° g - = £
£ g .= E § E E I 2
s £ £ i s & & g —iE
[5] w 2 s
CD44 - === Prohibitin 1 - . % 1 ;
CD14- Flotillin 1 -
CD64- h Flotillin 2 - &
_/} Erfin 1- s
Erlin 2 - — [l
\ Prohibitin 2 - /
Signalni transdukce \ \
Cytoskeletalni protein Malé GTP proteiny

Control

2min
Smin
10min
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Lyn kinase Isoform B -
Lyn kinase Isoform A -

Gnai2 (G protein) -
Gng2 (G protein) -

Cdc42 -
Rab7 -
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Ralb -

NTAL -

Fa r kinase -

Plaur (CD87) - Kras -

Rabib -
Racl -

PtprC - . / \ Rhoa -

Obr. 8: Kvantitativni zména pritomnosti vybranych proteini identifikovanych

v raftové oblasti

Popis obr. 8: Vybrané proteiny se vztahem k bakteridlni patogenezi byly rozd¢leny

podle svych molekularnich funkcich — receptor, raftovy strukturalni protein, proteiny

zahrnuté v signalizaci a cytoskeletarni proteiny. Zména pfitomnosti proteinu béhem

bakteridlni interakce byla zobrazena graficky dle stupnice uvedené na obrazku.
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Obr.9: Kvantitativni zména pritomnosti vybranych proteini identifikovanych

v raftové oblasti

Popis obr.9: Vybrané proteiny se vztahem k bakterialni patogenezi byly rozdéleny
podle svych molekularnich funkci — receptor, raftovy strukturalni protein, proteiny
zahrnuté v signalizaci a cytoskeletarni proteiny. Proteiny, jejichz ptfitomnost se
v raftové oblasti zvysila tvofi tzv. signdlni platformu charakterizujici interakci

Franciselly tularensis LVS s makrofagy J774.2 bunécné linie.
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5. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo charakterizovat roli membranovych raftl
hostitele béhem interakce intracelularniho patogena Francisella tularensis LVS
s makrofagy na modelu mys$i monocyto - makrofagové linie J774.2. Pochopeni
mechanismu interakce je dulezité vzhledem k vysoké patogenité bakterie a nebezpeci
jejiho potencionalniho zneuZiti jako biologické zbrang. O molekuldrnim mechanismu
patogenniho piisobeni bakterie neni zatim mnoho dostupnych informaci.

Francisella tularensis LVS je intracelularni patogen, ktery je schopen
infikovat jak fagocytujici tak nefagocytujici buiiky.”® Makrofagy patii k buitkdm
prvni obranné linie proti vstupujicim patogentim. Hlavni role makrofagli v obrané
proti patogennim bakteriim je rozpoznani nebezpecného patogena, jeho pohlceni a
zneskodnéni ve fagolysozomu. Déle funguji jako antigen — prezentujici buiiky. **

Velkd c¢ast bakterii vSak v pribéhu casu vymyslela, jak obejit nastroje
imunitniho systému. Jsou znamy celkem tfi hlavni strategie, které bakterie vyuZivaji
ve svém boji s makrofagy: nékteré bakterie jako napt. Listeria monocytogenes nebo
Shigella spp. unikaji zfagozomu do cytoplazmy po degradaci fagozomalni
membrany, dal$i bakterie jako napt. Coxiella burnetii jsou shopny se adaptovat na
kyselé prostiedi fagolysozomu a posledni skupinu tvoii bakterie jako napf.
Mycobacterium tuberculosis, Legionella pneumophilia, Chlamydia psittaci, které
moduluji biogenezi fagozomu, ¢imz zabrani jeho fuzi slysozomem a tvorbé
fagolysozomu. *°

Francisella tularensis LVS vstupuje do makrofagli zvlasStnim zplsobem
fagocytdzy, tzv. looping fagocytézou. Piblizn€ po 2 hodinéch infekce bakterie unika
z fagozomu do cytozolu, kde je schopna se mnozit. * Diivodem, pro¢ bakterie uniké
do cytosolu je pravdépodobné ziskani dostatecného mnozstva zivin. Doposud neni
znamo, jakym mechanismem bakterie opousti fagozém. Na rozdil od Listeria
monocytogenes nebo Shigella spp. nevyuzivd Francisella tularensis LVS
sekretované proteiny pro poruseni fagozomalni membrany. Nicmén¢ bylo zjisténo,
ze vétSina bakterii, které ovliviiuji funkce imunitniho systému, vyuzivaji alternativni
endocytické drdhy a vstupuji do hostitelské buiiky pies specializovanou ¢ést

membrany tzv. lipidové nebo membranové rafty. **
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Specializované membranové domény ¢i lipidové rafty jsou organizované
struktury nachdzejici se uvnif plazmatické membrany vyznacujici se ojedin€lym
lipidovym a proteinovym slozenim. Membranové mikrodomény bohaté na
sfingolipidy a cholesterol koncentruji signalni molekuly jako napt. G proteiny nebo
tyrosin kindzy a zvysuji jejich funkéni aktivitu. Ukazuje se, ze tyto domény maji
vyznamnou roli v mnoha komplexnich bunéénych procesech, zahrnujici
mezibunéénou komunikaci, bunéénou indukei ¢i imunitni odpovéd’. Na zakladé¢ toho
je pravdépodobné a dokladaji to i publikované studie, Ze tyto specializované ¢asti
membrany jsou také dilezitym mistem, na které plsobi rizné patogenni organismy
pii snaze kolonizovat hostitelské buiiky. *°

NejcastéjSim zplsobem dokazujici roli lipidovych rafti v internalizaci
bakteridlniho patogena je ovlivnéni hladiny membranového cholesterolu.
Membranovy cholesterol tvoii dilezitou slozku lipidovych rafti. Vyvéazanim
membranového cholesterolu dochazi k poruSeni stability rafti a pferuseni pfenosu
daného signdlu nutného pro bakteridlni internalizaci. K ovlivnéni membranového
cholesterolu se nejcastéji vyuziva filipin (blokujici cholesterol) nebo MBCD
s nystatinem (latky vyvazujici cholesterol)®’.

Na zéaklad¢ dostupnych informaci o molekuldrni patogenezi F. tularensis
LVS jsme ptedpokladali, Ze bakterie pravdépodobné vstupuje do buiiky ptes lipidové
rafty. Soucasné v roce 2008 vysla publikace tykajici se vstupu F. tularensis LVS pftes
specializované membranové domény bohaté na cholesterol ¢i lipidové rafty. Podobné
jako v nas$i praci byl k evidenci vstupu bakterie ptes lipidové rafty zvolen funkéni
test s vyuzitim latek filipinu a MBCD. Na rozdil od publikované préce je predmétem
naseho zkoumani interakce makrofagl s neopsonizovanym bakteridlnim kmenem. Je
znamo, ze bakterie jsou Spatné internalizovany bunéénymi liniemi makrofagu.
Z t&chto diivodd jsou bakterie opsonizovany. ** My jsme presto zistali u interakce
s neopsonizovanym patogenem.

Jako prvni krok jsme zavedli vlastni model interakce, ktery jsme otestovali
pomoci metod fluorescencni mikroskopie a metody CFU. Z mikroskopickych studii
vyplyva, Ze cca 80% bun€k vkazdém casovém intervalu je v pfimé interakci
s bakterii. Po zavedeni synchronizované fagocytézy jsme se presveédcili, zda i

neopsonizovany patogen vstupuje do makrofagli pres raftovou oblast. Po ovlivnéni
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bungk J774.2 filipinem a MBCD byla uréena Zivotnost bundk J774.2. Zivotnost
bunék se vyznamné neliSila od viability bunék bez ovlivnéni. Po ovlivnéni bunék
J774.2 doslo k signifikantnimu poklesu internalizace bakterii do makrofagi. Pokles
internalizace bakterii odpovida plisobeni pouzitych latek. Zatimco u filipinu, ktery
pouze blokuje cholesterol, doslo k poklesu intracelularné lokalizovanych bakterii
z cca 80% na cca 60%, u MBCD az na cca 50%.

Hlavnim divodem, pro¢ jsou lipidové rafty predmétem zajmu védcu je, ze
obsahuji signalni molekuly, které hraji dtlezitou roli v nejriznéjsich biologickych
procesech.”  Studiem lipovych raftd v interakci Francisella tularensis LVS
s makrofagy na modelu mySi monocyto - makrofagové linie J774.2. jsme se snazili
prispét k odhaleni molekuldrnich mechanismu vzajemné interakce. Jako ndstroj pro
studium interakce hostitele s patogenem byl zvolen proteomicky pfistup. Proteomika
je obor, ktery umoziuje identifikaci a kvantifikaci veSkerych proteint
produkovanych urcitou buiikou, tkani nebo organismem, definici vzijemnych
interakci téchto proteinti nezbytnych pro urcitou biologickou funkci, a stanoveni
pfesné trojrozmérné struktury proteinti kli¢ové pro identifikaci nizkomolekularnich
ligand. *°

Pro studium proteini asociovanych s rafty se vyuzivd metoda na zakladé
jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti — nerozpustnost raftl v neionogennim
detergentu pii 4°C. Touto metodou ziskame ¢ast plazmatické membrany,
oznacovanou jako deterent — rezistentni membrany (DRMs). Je dilezité si uvédomit,
ze takto ziskané membranové fragmenty nejsou totozné s lipidovymi rafty uvniti
buiiky in vivo. PouZitim rizného detergentu, jeho jiné koncentrace nebo jiné¢ho typu
bun¢k ziskavdme DRMs rizného slozeni. OdliSnosti v molekuldrnim slozeni
izolovanych lipidovych raft se projevuji jak v lipidové tak v proteinové slozce. Tyto
diivody vedly ke sporiim, zda vibec lipidové rafty existuji.’’ To, Ze lipidové rafty
nejsou pouze arteficidlnim produktem izolace pouzitim detergentli, dokazuje i jejich
izolace bez pouziti detergentu pomoci uhli¢itanu sodného.

V nasem piipadé byly lipidové rafty izolovany extrakci 0,5 % neionogennim
detergentemTriton X-100. Tento detergent je standardné¢ pouzivany pfi izolaci
DRMs.” Spravnou izolaci DRMs byla prokdzana western blot analyzou zniamého

raftového markeru (flotillin-1) a znamého neraftového markeru (transferinovy
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receptor).”* Vysledek western blot analyzy koreluje s teorii lipidovych raftd.

Vzhledem k uspésné izolaci DRMs jsme se pokusili urcit, jak souvisi funkce
lipidovych raftd u makrofagh pfi Casné interakci F. tularemsis LVS. Interakce
bakterie s hositelem byla sledovana v €asovych intervalech 2, 5 a 10 minut pro
prvnim vzajemném kontaktu. Pro kvantifikaci zmény pfitomnosti proteint v raftové
oblasti po interakci s F. tularensis LVS v Case, byla zvolena iTRAQ (Isobaric Tag
for Relative and Absolute Quantitation) metoda. iTRAQ vyuZziva ke kvantifikaci
chemického znaceni. iTRAQ znacky jsou pfipraveny tak, aby derivatizované peptidy
mély stejnou molekulou hmotnost v MS moddu. Kazd4d znacka je tvofena tzv.
reportérovou casti, do které¢ jsou zabudovany rtizné stabilni isotopy a vyrovnavajici
casti, kterd slouzi k dosazeni stejnych molekulovych hmotnosti derivatizovanych
peptidii. Pfi fragmentaci v MS/MS moddu se od modifikovanych peptidii oddéluje
reportérova Cast, kterd v zavislosti na pouzité znacce nabyva molekulovych
hmotnosti 114.1, 115.1, 116.1 nebo 117.1. Kvantifikace probihd tedy v MS/MS
moédu. Timto pfistupem je moZzné v soucasnosti kvantifikovat az 8 vzorki
najednou.”

Vysledkem iTRAQ kvantitativni proteomické analyzy bylo 150 proteint
asociovanych srafty. VéEtSina identifikovanych proteinli patiila mezi signalni
molekuly, transportni proteiny a cytoskeletdrni proteiny. Podobné jako v jiz
publikovanych proteomickych studii, i vnasi analyze byly identifikované
kontaminanty z ribozémi a nuklearnich proteini. *°

Nicméné, u proteint asociovanych s rafty byla prokazana dynamickd zména
v prib¢hu interakce s bakterii. Proteiny s vyznamem k interakci s bakterii byli
zobrazeny na obr. 8, 9. Proteiny, jejichz pfitomnost se v oblasti rafti po interakci
s bakterii zvysila, tvoii shluklé lipidové rafty tzv. signdlni platformu. Tato platforma
vyjadiuje reakci makrofagli na pritomnost bakterie a soucasn¢ vypovida o tom, jak
bakterie méni signdly imunitniho systému ve svij prospéch. Predmétem dalSiho
zkoumani bude optimalizace proteomické analyzy a ovétfeni vysledkl proteomické

analyzy funk¢nimi testy.
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6. Zavér

V pribéhu mé diplomové priace se podafilo vyvinout metodu
synchronizovany model interakce Franciselly tularensis LVS s monocyto —
makrofagovou linii J774.2. Bylo prokdzano, ze neopsonizovana bakterie Francisella
tularensis LVS vstupuje do J774.2 buné€k pies lipidové rafty. Byla provedena iTRAQ
kvantitativni proteomickd analyza detergent — rezistentnich membran v ¢asové
dynamice 2, 5 a 10minut po prvnim vzdjemném kontaktu. iTRAQ kvantitativni
proteomickou analyzou bylo identifikovano 150 proteinti asociovanych s rafty.
Nejveétsi Cast proteinit tvofily proteiny spojené se signalizaci, membranovym
transportem a cytoskeletem. Proteiny s potencidlnim vztahem k patogenezi
Franciselly tularensis LVS tvofi tzv. signalni platformu. SloZeni této signalni
platformy charakterizuje reakci makrofdgii na pfitomnost bakterie a soucasné
vypovida o tom, jak bakterie méni signaly imunitniho systému ve sviij prospéch.
Pfedmétem dalSiho zkoumani bude optimalizace proteomické analyzy a ovéfeni

vysledkl proteomické analyzy funkénimi testy.
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7. Prilohy

Priloha 1:

A Reduce the Proteins
and Block Cysteine

B Digest the Proteins
with Trypsin

C Label the Protein Digests
with iTRAQ™ Reagents
(continued)

add 20 pL Dissolution Buffer and
1 pL Denaturant.

20 pL Dissolution Buffer,
1 pL Denaturant

( 5to 100 pg
3 protein

Sample 1

b. Vortex to mix.

1a. Toeach of up to four sample tubes.

1a. Reconstitute a vial of trypsin
with 25 pL MilliQ® Water or
equivalent. (For three or four
samples, reconstitute two vials.)

25 uL MilliQ® Water

Trypsin

b. Vortex to mix, then spin.

2a. To each sample tube, add 2 puL
Reducing Reagent.

2 |..IL Reducing Reagent

iR

Sample 1
b.  Vortex to mix, then spin.

¢. Incubate the tubes at 60 °C for
1 hour.

d. Spin to bring the sample to the
battom of the tube.

2a. To each sample tube, add 10 pL of
the trypsin solution.

Sample 1
b. Vortex to mix, then spin.

c. Incubate at 37 °C overnight
(12 to 16 hours).

d. Spinto bring the sample digest to
the bottom of the tube.

3a. Transfer the contents of one
iTRAQ™ Reagent vial to one

sample tube.
17
16 /4
15
/
/ TRAQ™
Reagent 114
4
3
2

Sample 1 digest

b. Vortex to mix, then spin.
¢. Incubate at room temperature

for 1 hour.

D Combining the iTRAQ"™
Reagent-Labeled Digests
for Analysis

3a. Toeach tube, add 1 pL Cysteine
Blocking Reagent.

1 pL Cysteine Blocking Reagent

4 U
8 2 l
Sample 1

b. Vortex to mix, then spin.

¢. Incubate the tubes at room
temperature for 10 minutes.

C Label the Protein Digests
with iTRAQ™ Reagents

ia. Allow iTRAQ™ reagent(s) required
to reach room temperature.

e [ 1111

Reagent 114 115 116 117

h. Spin to bring the solution to the
bottom of the tube.

2a. To each iTRAQ™ reagent
required, add 70 pL of ethanol.
70 pL ethanel

i

Reagent 114 115 116 117

b. Vortex to mix, then spin.

1a. Cumbipme the contents of each
TRAQ ™ Reagent-labeled sample
tube in a fresh tube.+

iTRAQ Reagent-Sample number

UUUU

114-1 1152 1163

.’
{

TRAQ™
Reagents-labeled
sample mixture

b. Vortex to mix, then spin.

IMPORTANT! Before LC/MS/MS
analysis, clean up the sample mixture
using cation exchange. If the sample
mixture is complex, clean up and
fractionate using high-resolution cation
exchange.

+Optional) Before combining the samples,
reduce the organic concentration, then clean
up an aliquot of each labsled sample digest
using a ZipTip®. Analyze each aliguot by MS/
MS to verify that you see peaks at the m/z of
the appropriate iTRAQ™ Reagent reporter
aroup. If not, relabel the protein digest.

Obr. 10: jednoduché schéma iTRAQ protokolu
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