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1. Uved

V pritbéhu evoluce si organismy vyvinuly rizné imunitni dohlizeci mechanismy, které
je maji ochratiovat proti potencionalnim patogenum. Na bun&né drovni se signalni déje, které
reguluji obrannou odpovéd’, odehravaji na membranovych raftech — dynamickych
mikrodoménéch, které jsou obohaceny cholesterolem a glykosfigolipidy — které usnadfiuji
mnohé meziproteinové a lipid-proteinové interakce na bunétném povrchu. Patogeny vyvinuly
mnoho strategii pro zajisténi jejich pieZiti a timiku imunitnimu systému hostitele. V n&kterych
ptipadech napadénim pravé lipidovych rafti. Nicméné, pochopeni zptlisobil, kterymi patogeny
vyuZivaji rafty vede ke vzniku novych terapeutickych strategii, které by mély zmirnit nebo
ptedchazet nekterym infek&énim onemocnénim, jako naptiklad téch, které zpisobuji HIV-1
nebo Ebola virus.

Tato diplomovi préce se zabjyva zavedenim metodiky izolace lipidovych rafti pro

studium interakce monocyto-makrofigové linie J774 s vysoce patogennim mikroorganismem

Francisella tularensis LVS.




2.  Teoreticka ast

2.1. Francisella tularensis a tularémie

Prvni zminky o tularémii pochazeji zJaponska 18. stoleti. Bakterii Francisella
tularensis poprvé jako etiologické agens plakovitého onemocnéni pozemnich veverek
izolovali Mc Coy a Chaplin roku 1911 v Tulare Country v Kalifornii. Pojmenovali ji podle
mista prvniho nalezu Bacterium tularense. Roku 1914, Wherry a Lamb prokazali, Ze
plakovité onemocnéni spojované s hlodavei je pfenosné i na ¢lovéka. Onemocnéni ¢lovéka
bylo poprvé diagnostikovano a popsano jako tularémie Edwardem Francisem, jenZ tuio
pakterii izoloval z hnisu bobonil osob trpicich nemoci zvanou deer-fly-fever, a k jehoZ cti byla

také pozd&ji bakterie piejmenovana na Francisella tularensis (Cerny, 2002).

2.1.1. Piéivodce onemocnéni - Francisella tularensis

Francisella tularensis (F. tularensis) je maly, aerobni, polymorfni, nepohyblivy,
fakultativn® intracelularni, gramnegativni kokobacil rozmérd 0,2 az 0,5 pm na 0,7 az 1,0 pm
zpuisobujici tularémii, nemoc znamou také jako zajeci nemoc.

Na zikladé analyz sloZeni mastnych kyselina, 168 rDNA sekvenace, analyz
polymorfismu délky restrikénich fragmentd, mikroarrays, analyz virulence, patogenity a
geografického rozsifeni rozlidujeme &tyfi podtypy F. rularensis:

o F. tularensis subspecies tularensis — varianta dominujici na
severoamerickém kontinentu. Tento kmen je vysoce virulentni pro
Slovéka i vét&inu hospodéfskych zvifat. Ve starfich zdrojich byva
oznaovan také jako typ A. NejniZ3i infekéni ddvkou zpiisobujici
onemocnéni je asi 10 CFU. Vé&tsinou byvé ziskan od kralikti nebo
pienesen kli§t'aty (Ixodes, Dermacentor), ktera na nich cizopasi.

o F. tularensis subspecies holartica — varianta rozSifend po celé
severni polokouli, zpisobujici mim&j$i formu onemocnéni.
V Severni Americe je tento podtyp t&sné spojeny s vodnimi
hlodavei. V Evropé a Asii s my3mi, hrabo8i, zajici, a také ptaky a
klistaty, kde je také hlavnim vyvolavatelem onemocnéni. Tato
varianta je zna¢n& rezistentni na vn&j$i podminky, mréz a sucho
dlouhodob& preiva (i tfi mésice), a i poté je schopna vyvolat
infekei. Ve star$ich zdrojich je tento podtyp oznatovén jako typ B.



e F. tularensis subspecies mediastinica — varianta izolovana pouze
v centralni Asii, ve statech byvalé SSSR. Podobné jako pfedesla
varianta je prokazateln® méng virulentni pro zajice a mysi.

e F. tularensis subspecies novicida — varianta spojovana s pfenosem
nédkazy prostfednictvim kontaminované vody. Byla izolovana
zvody v Utahu, kde bylo v dob& nedavno minulé zaznamenano
n&kolik huméannich nékaz, u nich? byla jako zdroj ndkazy uvadéna
ptirodni vodni plocha. Tato varianta je ze viech uvedenych nejméng
virulentni (Ellis a kol., 2002; Oyston a kol, 2004).

2.1.2. Epidemiologie nemoci

Tularémie se fadi mezi ndkazy s ptirodni ohniskovosti. Jedna se antropozoonézu tj.
nemoc postihujici primarné zvifata, které viak miZe byt sekundarné pfeneseno i na ¢lovéka.
Vzhledem ke snadné $ifitelnosti, vysoké virulenci (jiz 10 bakterii je schopno vyvolat
onemocndni), schopnosti zpiisobovat vaZnd onemocnéni u Elovéka i jinych druhi (celkem
vice neZ 250) a znadné rezistenci vi&i vn&jdim podminkam (ve vod¢ pfeziva i n€kolik tydna,
vobilném & senném prachu i n&kolik mésicd) je tato bakterie fazena do kategorie A
biologickych bojovych agens.

PHirodnim rezervoarem onemocnéni jsou divoce Zijici zvifata, zejména hlodavci,
divoci kralici, zajici, krtci, ondatry, veverky, kiedci, syslové a dalsi. Dal3im rezervoarem a
zéroveii Gastym vektorem jsou klistata, komafi a ovadi. Clenovci jsou moznymi vektory
pfenosu onemocnéni na &lovéka, &astéji ale dochazi k infekci Elovéka poranénim pfi odchytu,
stahovani a porcovani nemocnych zvifat. Vyjimkou neni ani nakaza vdechnutim prachu
z kontaminovaného obili (kontaminace mo&i nemocnych hlodaveii) nebo infek&niho aerosolu.
Vyznamn4 je i nékaza pozitim nedostaten® tepelné upravenych kontaminovanych potravin a

vody. Ptenos z &lovéka na élovéka nebyl popsan (Dennis a kol., 2001).

2.1.3. Klinické piiznaky

Tularémie patii mezi akutni infek&ni onemocnéni sndhlym zalatkem, horetkou,
bolestmi hlavy a svaldi, majici charakter nikazy s pfirodni ohniskovosti. Inkubani doba
onemocnéni je uddvéana v rozmezi 3 aZ 5-ti dni, v z4vislosti na virulenci kmene a velikosti
infekéni davky. K infekci miZe u &lovéka dojit pii inhalaci nebo intradermalni inokulaci jiz
10 a% 50 organismi, naproti tomu, pro vyvolani infekce skrz gastrointestinalnim trakt je tfeba

asi 10° organismii. Nakaza neni pfimo pfenosnd z &loveéka na &lovéka. U nelé¢enych piipadi
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akterémie vyskytuje v prvnich dvou tydnech onemocnéni, v 1ézich pietrvava F. tularensis

asi mésic (i déle) po zatatku onemocnéni. Hematofagni hmyz je infekéni asi 14 dni, klidt'ata

cely zivot (2-3 roky). Kontaminované maso zistdv4 infek&ni i ve zmrazeném stavu (-15 °C)

déle neZ 3 roky (http://www.poliklinikablansko.cz/informace/tularemie.htm).

Klinické projevy infekce zavisi na brang vstupu agens do t€la. Tularémie se muZe

manifestovat ve forme:

ulceroglandulami — (75-85%) vznika proniknutim bakterii do téla odérkami
na rukou pfi manipulaci se zdechlinami nakaZenych zvifat nebo bodnutim
krev-sajiciho hmyzu, projevuje se v dob& vypuknuti prvnich pfiznakd
onemocnéni jako zarudly puchyinaty prohfaty pupinek nekdy pfekryty
strupem, se zdufenim a zv&tSenim jedné nebo vice lokélnich aferentnich
uzlin;

okuloglandularni — (1-2%) vznika pfimou kontaminaci oka, projevuje se
hnisavym zénétem spojivek, doprovazenym svéd&énim, pfekrvenim spojivek
a zdufenim preaurikularnich uzlin;

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

orofaryngeélni/intestindlni — vzdcna forma onemocnéni vétSinou zpisobena
vypitim kontaminované vody nebo poZitim kontaminovaného jidla, mene
Zasto inhalaci kontaminovaného aerosolu; projevuje se jako zanét dutiny
Gstni, hnisavy zan&t hltanu, angina, n¢kdy s viedovaténim, dysfagii,
bolestmi b¥icha, prijmem a zvracenim; miZe byt doprovazeno zietelnym
zdufenim krénich uzlin nebo uzlin okolo hltanu;

tyfoidni — (5-15%) tento vyraz se pouZivid pro oznafeni systémového
onemocnéni s horetkou, vycerpanim, ubytkem vahy bez lymfadenopatie,
bez znamek mista vstupu infekce nebo piesné anatomické lokalizace;
pneumonicka v30-80% se pHdruzuje ktyfoidni, v 10-15%
k ulceroglandulami form&; vznikd pfimou inhalaci kontaminovaného
aerosolu nebo néasledkem hematogenniho rozsevu bakterii z distalnich Casti
t&la. Projevuje se jako systémové onemocnéni doprovizené jednim nebo
vice z nasledujicich projevii — zan&t hltanu, priidudnice €i pridusek, plic a
pohrudnice, zdufenim hylovych uzlin - které miiZe vést aZ k zapalu plic

s dechovym selhanim a néslednou smrti.
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Rekonvalescence i po nepiili§ komplikovanych onemocnénich je zdlouhava a je
doprovézena potizemi neurovegetativniho charakteru (http://www.nbc-
med.org/SiteContent/MedRef/OnlineRef/FieldManuals/medman/Tularemia.htm).

2.14. Lécba

D¥{ve se pro l1é&bu tularémie pouzivaly predeviim aminoglykosidové preparaty.
Lékem volby byl streptomycin. Pro své zdvaZné neZadouci uidinky jako je napf. ototoxicita se
v soutasné dob& streptomycin uZivd pouze v ojedinélych pfipadech napf. u tularemické
meningitidy. U méné zavaZnych piipadi byl nahrazen daliim aminoglykosidickym
antibiotikem - gentamicinem. Nedavné mikrobilologické studie ukazuji, Ze dal$i moZnou
alternativou 1é&by tularemické infekce je chinolonové antibiotikum - ciprofloxacin. Je uréeno
pro 16bu leh&ich forem tularémie a na rozdil od aminoglykosidi je aplikovany peroralné
(Tarnvik a Berglund, 2003). Po prod&lané infekci vznikd dlouhodoba imunita, jsou viak
zpravy i o n&kolikanasobng se opakujicich reinfekcich.

2.1.5. Prevalence onemocnéni

Tularémie je v CR celoroénim onemocn®nim, s maximem v zimnich mésicich.
Nemocnost je obvykle velmi nizkd, v n&kterych letech se vyskyt nékolikandsobng zvysil (napf.
v roce 1978 na 170 p¥ipadi, epidemické obdobi 1998 — 1999 registrovalo 222 a 225 piipadi
roéné&, v roce 2002 — 110 piipadi). Nejvyssi vyskyt byl zaznamendn v roce 1968, pies tisic
piipadii. V Ceské republice je znamo zhruba 120 pfirodnich ohnisek ndkazy, z nichZ aktivni
jsou zejména v okresech Znojmo, Bfeclav, T¥ebit, Brno-venkov, Hodonin, Piibram, Plzef} jih

a sever (http://www.chpr.szu.cz/vedvybor/dokumenty/studie/alim 2005_1_deklas_rev2_pdf).

2.1.6. Francisella tularensis — biologicka zbrain

Vzhledem k tomu, Ze tularémie neni nijak rozifené onemocnéni, ma jeji etiologické
agens vysoky potencial byt pouZito jako biologické zbraii. Svétova zdravotnicka organizace
uvadi, Ze rozptyleni aerosolu s 50 kg virulentnjho kmene F. tularensis v pétimilionovém
méstd by vedlo asi k 250 000 nakaZenym nemocnym. I pfes v&asné podani antibiotika se
predpoklada, Ze asi u 1 % viech pripadd by onemocnéni vedlo ke smrti. Infikovani jedinci by
byli nemocni n&kolik tydnii, relapsy by trvaly tydny aZ mésice. Vakcinovani jedinci by byli
proti respira¢ni cesté nakazy chrdnéni jen asietng, protoZe vyvinuta povakcina¢ni imunita je
pomérné nizka. Na zdklad® studie Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC) je uvadéno,

%¢ ekonomick4 zirdta by na kaZdych 100 000 exponovanych osob &inila 5.4 miliard
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americkych dolart pfi zahrnuti nékladi na 1é€bu a dekontaminaci osidlenych zasaZenych

oblasti (Dennis a kol., 2001).

2.1.7. Francisella tularesis LVS

Tak jako u kaZdého infek&niho onemocnéni, vyvinuti efektivni vakciny je i u
nilarémie velkou prioritou, zvladt, kdyz je F. tularensis zafazovéna do kategorie A
piologickych bojovych agens. Prvni pokusy byly zaméfeny na pouZiti celych usmrcenych
bakterii nebo extraktii z nich, podivané skarifikaci. Tyto vakciny mély viak velmi nizkou
ochranu. Od roku 1931 probihalo v tehdej$im SSSR studium ,suchych Zivych vakein®
odvozenych od kmene 15. Tento kmen byl odvozen od virulentniho kmene typu B F.
tularensis subspecies horaltica, ktery byl oslaben opakovanym pasazovéanim (Conlan, 2004).
Takio vznikla vakcina byla aplikovana epidermalng skarifikaci a vykazovala 100% ochranny
adinek (Cerny, 2002). V padesatych letech dvacétého stoleti byl kmen 15 pievezen ke studiu
do USA a zde Kultivovin na peptone-cysteinovém agaru. Timto zplsobem kultivace se
vydglily dva typy kolonii odli$né zabarvenim viditelnym pii osvétleni kolonii Sikmym
svételnym zdrojem a svou virulenci. Prvni typ kolonii vykazoval modré zbarveni a byl
pojmenovan jako ,modrd varianta® a druhy typ vykazoval 3edé zbarveni, proto jeho
pojmenovani ,,$ed4 varianta. Dal$im studiem bylo dokézéano, ze rozdil ve zbarveni kolonii je
zptisoben zménou v typu O-antigenu, vyskytujicim se ve dvou fenotypech. Sed4 varianta
ziistala nadéle virulentni pro my#i, modra varianta byla schopna zprostfedkovat ochranu mysi
pted virulentni $edou variantou. Tato ,,protekei zprostfedkujici* varianta byla pokiténa jako F.
tularensis LVS (live vaccine strain) a od ni zadal vyzkum pro velkovyrobu vakcinaéni latky
proti tularemii (Conlan, 2004). F. tularensis LVS byla pouzivana zejména k vakcinaci
rizikovych skupin obyvatelstva, zvlast& pak pracovniki v laboratofich, ktefi prichazeli do
kontaktu s virulentnimi kmeny F. tularensis. Vakcina je dobfe G¢innd, ale poskytuje nizkou
ochranu proti plicni formé tularémie, coZ je nevyhodné z hlediska moZnosti pouZiti F.
tularensis jako biologické zbrang. V soudasné dobé neni nikde na sv&i& registrovana vakcina,
kterd by vyhovovala vysokym bezpe&nostnim standardiim, které musi kaZda takova vakcina
spliiovat. Pro ziskani takové vakciny je nejdiive tfeba objasnit mechanismy virulence, které
jsou v soutasné dob& velmi malo znamy. Je preferovén vyvoj vakciny, kterd by se skladala
z definovanych podjednotek bakterie. Hlavnim tkolem je viak zjistit mechanismus zajistujict
protekei pfi vakcinaci kmenem LVS a identifikovat a pfesné charakterizovat protektivni

antigeny napomahajici tiniku bakterie z fagosomu makrofagi (Conlan, 2004).
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2.1.8. Interakce s hostitelskou buiikou

Vysledna interakce hostitele s patogennim mikrobem odraZi vyvaZenost obranného
systému hostitele na strané jedné a schopnosti patogenniho mikroba jej pfekonat na strané
druhé. Vniknutim patogenniho organismu do hostitele dochédzi k indukei ochranné zané&tliveé
reakce, pfi které bundiné a humordlni komponenty pfirozené imunity rozeznaji latky
antigenni povahy. Rozezninim antigenu dochdzi aktivaci specifické imunity. Specificka
imunita je dileZitd pro rozvoj komplexni obranné reakce ve spoluprédci s nespecifickou
imunitou. Cilem (isp&sné ochrany organismu je G&innd eliminace patogennibo organismu a
yytvofeni imunologické paméti. V prab&hu vyvoje viak fada patogennich organismi
vyvinula nejrizn&j$i mechanismy, které jim umoZiluji obejit ndstroje imunitniho systému
hostitele. Ur&ité bakterie maji napt. schopnost potlatovat fizi fagozomu s lysozomem
(Mycobacterium tuberculosis) nebo se adaptuji na dané prostfedi (Coxiella burneti) (Santic,
2006).

Francisella tularensis je fakultativng intracelularni bakterie, ktera slouzi jako vhodny
model pro studium infracelularni infekce. Je schopna infikovat a rozmnoZovat se nejenom ve
fagocytujicich buiikach glovéka, mysi, krys a mordat, ale i v buiikdch nefagocytujicich, jako
jsou hepatocyty, fibroblasty &i endotelidlni buiiky (Tamnvik, 1989). Za kli¢ové builky
v obranné imunitni reakci hostitele jsou povazovany mononuklearni fagocyty. Jsou to ale také
makrofagy, které vytvafeji vhodné podminky pro dali{ rozvoj bakterie — jeji peZiti a replikaci
uvnitf buitky (Clemens a kol., 2004).

Mimotadna schopnost adaptace F. tularensis na podminky vnitiniho prostfedi hostitele
bez vyraznych znamek stresu pfedstavuje kliCovy bod patogeneze.

V potatetni fazi tularémické infekce se rozviji protektivni zanétliva reakce, na které
participuji neutrofilni granulocyty. Prvni tdiotnou vinu granulocyti stiidaji makrofagy
(Fortiere a kol., 1992). V piipad& Franciselly tularensis bylo prokdzéno, Ze peritonealni
makrofagy mohou zabijet pohlcené bakterie jediné tehdy, pokud jsou aktivovany IFN-y
(Sjosted a kol., 1996). Aktivované makrofagy disponuji potencionalnimi antimikrobidlnimi
Winky jako napf. produkce kyslikovych radikdli nebo down-regulace transferinového
receptoru, &imZ dochazi ke sniZeni koncentrace intracelulamniho Zeleza (Fortiere a kol., 1992).
Aktivace je sloZity proces, pfi kterém jsou ovlivnény zékladni morfologické znaky a funkce
makrofagi. Bun&éna aktivace miZe vést ke konforma¢nim zménam povrchovych receptory,
coZ se vysledné projevi v aktivaci transkripénich faktori (Krejsek a Kopecky, 2004), napf.
vazba lipopolysacharidu (LPS) nebo IFN-y m4 za nésledek aktivaci nuklearniho faktoru kappa
B (NFxB) (Cavaillon, 2002). Pro preziti uvnitf builky aktivuje ovSem Francisella i signalni
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cesty, které zabrani hostiteli v i¢inné obrang. Stresovy protein (hypoteticky, 23 kDa protein)
jes nejveétsi pravdépodobnosti zodpovédny za téméf kompletni blokadu nukledrniho faktoru
kappa B (NFxB) MAP-kinazové signélni cesty. Néasledkem této blokace dochazi ke zméné
y produkci cytokind, NO a adhezi infikovanych bungk (Telepnev a kol., 2003).

Intraceluldrni mikroorganismy vyvinuly celkem tii rizné strategie pro své pfeZiti v butice: (i)
extrafagozomalni cesta, ve které patogen unikd z fagozomu do cytoplazmy po degradaci
fagozomalni membrany napi. Listeria monocytogenes, Shigella spp., Trypanozoma cruzi, (ii)
patogen se adaptuje na kyselé prostfedi fagolysozomu jako napt. Coxiella burnetii,
Leishmania amazonensis, (iii) patogen zistava usidlen uvnitf fagozomu, ale zabrani jeho fiizi
s lysozomem a tvorbé fagolysozomu, jako napf. Mycobacterium tuberculosis, Legionella
pneumophilia, Chlamydia psittaci.

V ptipadé F. tularensis neni doposud dostatek informaci o podminkach v
intraceluldrnim kompartmentu, jako napt. pH kompartmentu a jeho interakce s hostitelskou
buiikou. V kaZdém ptipadé pH intraceluldrniho kompartmentu velice zdsadnim zplisobem
ovliviiuje vy%ivu a ndsledné rist bakterie. Z tohoto diivodu je interakce s membranovym
transportnim mechanismem hostitele dileZitou soucdsti usp&iné patogenni invaze. Clemens
ve své studii uvadi, Ze nejvhodngjsi pH intraceluldrniho kompartmentu pro spravny rist F.
tularensis je pH neutralni (Clemens a kol., 2004). Toto tvrzeni je v rozporu s prezentovanymi
vysledky Fortiera, z kterych vyplyva, Ze acidifikace vezikul je nezbytn€ nutna pro piisun
Feleza jako Zivotng dillezité slozky vyZivy Franciselly (Fortier a kol., 1992). Nedavné studie
prokizaly unik F. tularensis cca po 2 hodinach po infekei z fagozému do cytoplazmy, kde
dochazi k replikaci bakterie. Je zajimavé, Ze na rozdil od jinych bakterii, které opousti
fagozém, nedisponuje Francisella sekreénim typem III ani IV, prostfednictvim kterého

sekretované proteiny znemoziuji obrannou reakei hostitele (Telepnev a kol., 2003).

2.1.9. Faktory virulence

V soutasné dobé je malo dostupnych informaci o faktorech virulence potfebnych
kvyvolani infekce. Je ziejmé, Ze tyto faktory maji souvislost s intracelularnim rostem
bakterie.

Lipopolysacharid (LPS) je integrilni sou4sti vn&j$i &isti membrany v3ech
gramnegativnich bakterii. Ma neobvyklé biologické vlastnosti, a proto o ném muZeme
uvazovat jako o slozce vakciny. U F. fularensis viak vykazuje malou toxicitu in viiro i in
vivo. Je schopen vyvolat uvolnéni interleukinu 1 (IL-1) a tumornekrotizujictho faktoru o

(TNF o) z aktivovanych mononuklearnich lymfocytii. Tato sekrece je n€kolikrat niZ3i nez u
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Escherichia coli (Sjosted, 2003).

Kysela fosfataza (Acp) je u n&kterych intraceluldrnich patogent fazena mezi virulentni
faktory, protoZe podporuje pieZiti baterie uvnitf napaden¢ bufiky tim, Ze inhibuje respiracni
yzplanuti hostitelské buiiky jako jeji obranou reakci. U F. tularensisi viak navic Acp vykazuje
unikatni strukturni odliSnosti, a také substritovou specifitu. Tento typ byl prokazan také u
Mycobacterium tuberculosis, Bordetella spp. a Burkholderia pseudomalei (Sjosted, 2003).

Bakterialni pouzdro — viechny pln& virulentni kmeny F. tularensis jsou opouzdieny,
ale toto pouzdro ztraci v hypertonickém prostiedi. Kapsula je tvofena z 50 aZ 70 % lipidy,
zbytek nebyl presné identifikovan. Kapsula je pro bakterii diileZita pro sérovou rezistenci a
rezistenci na vn&j§ podminky, ne vSak pro pfeZiti v polymorfonukledrnich leukocytech po
fagocytoze. Je popsén kmen, ktery je avirulentni pro my$i, aviak velice citlivy klyze
komplementem. Tento kmen neindukuje antimikrobidlni odpovéd’ a bez problému pfeziva
v buiice. Naproti tomu, rodi¢ovsky kmen za stejnych podminek indukoval respiratni vzplanuti
a byl zabit uvnitt buiiky. Kapsula se jevi jako nezbytnd komponenta pro vyjadieni plné
virulence (Sjdsted a kol., 2003).

mglAB operon (macrophage growth locus) - kéduje dva proteiny - MglA a MglB,
které jsou jak sekvenéné tak funkn& homologni s SspA a SspB Escherichie coli. Pfedpoklada
se, ¢ MglA i MglB mohou pusobit jako reguldtor genové exprese pii postupné se
zhor3ujicich Zivotnich podminkéch uvnitt hostitelské butiky (Laurino a kol., 2004).

igl ABCD operon - ovladé do jisté miry intraceluldrni proliferaci bakterii F. tularensis
subspecies novicida v hostitelskych makrofazich. Tento operon kéduje &tyfi proteiny, jejichZ
hmotnost dle predikce &ini 21, 59, 22 a 47 kDa v pofadi IglA, B, C, D. Samotny ig/C gen a
jemu odpovidajici protein IglC odpovida podle sekvenace jiZ diive identifikovanému proteinu
o hmotnosti 23 kDa. Geny igi4 a iglB kéduji dle sekvenéni podobnosti konzervativni proteiny
s neznamou funkci. Sekvence igiD neodpovida Zadnému z produkti gent iglABCD operonu.
Je pouze prokazano, Ze transponovana inserce v igi4 nebo igIC pfina3i neschopnost mutantu
se intracelularnd mnoZit v makrofazich. Inserce v igld navic pfind3i neschopnost exprese
IglC, coz naznaluje jistou funkéni zavislost exprese genl celého operonu (Santic a kol.,
2005).
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2.2. Lipidové rafty

2.2.1. Obecné vlastnosti

Plazmatické membrany tvofi uzaviené kompartmenty okolo bun&iné protoplazmy,
separuji jednu buiiku od druhé a tim umoZiuji jejich individualitu. Plazmatickd membrana
pisobi jako selektivné propustna bariéra, ktera reguluje vymeénu latek a energii mezi butikou a
okolim, a soutasné se podili na pfijmu pro buiiku duleZitych signali. M tedy vyznamnou roli
v rozvoji imunitni odpovédi, neurotransmise, signalni transdukce, mezibun&éné komunikace a
udrZeni bunétné homeostizy.

Vroce 1972 byl Singerem a Nicolsonem navrZen fluidni mozaikovy model
membrany, ktery se stal zakladem pro naSe chépéni struktury bunééné membrany. V tomto
modelu jsou membrinové proteiny zobrazovany jako ledovce plujici vmofi lipidi.
S rozvojem bundiné biologie se viak zménil diiv&jsi pohled na strukturu biomembran
(Draber, P., Draberova L., 2001). V soucasné dob& se pfedpoklada, Ze plazmatickd membrana
jiz nevypada jako proménlivé neuspofadané mofe lipidd, ale spiSe Ze uvnitf tohoto lipidového
mofe se nachdzeji organizované struktury, které zprostfedkovavaji distribuci proteind
v dvojvrstvé. Tyto lipidové ,struktury* se nazyvaji lipidové rafty. Lipidové rafty jsou
membrénové mikrodomény specifického lipidového a proteinového sloZeni. Jsou bohaté na
cholesterol, glykosfingolipidy, v anglické literatufe oznatovany jako GEM (glycosphingolipid
— enriched microdomains) (Pike, 2004). Diky svému specifickému lipidovému sloZeni se
fazové odliSuji od zbytku plazmatické membrany, ktery pfevdiné obsahuje fosfolipidy
v kapaln& neuspoi4daném stavu. Sfingolipidy obsahuji deli a vice nasycené mastné kyseliny,
¢m¥ se mezi nimi zvySuje pevnost vazby (Gulbins a kol., 2004). Cholesterol vypliujici
prostor mezi sfingolipidy pfedstavuje kliovou molekulu ve stabilizaci domén (Simons a
Ehehalt, 2002).

Diky jejich ojedinglému lipidovému sloZeni jsou membranové mikrodomény za nizké
teploty relativn® nerozpustné v neionogennich detergentech, napf. Triton X~100, NP—40, Brij
nebo Chaps. Tato vlastnost umoZiiuje jejich jednoduchou izolaci na hustotnim sacharézovem
gradientu (Hofej3i, 2005). Pitvodné byly lipidové rafty definovany pouze jako mikrodomény o
nizké hustoté, nerozpustné v chladném 1 % Tritonu X-100, znameé v anglické literatufe jako
TIM (Triton—insoluble membranes) nebo TIFF (Triton—insoluble floating fraction). Postupné
se zataly pouZivat i dal$i neionogenni detergenty. Tyto postupy vedly k izolaci lipidovych
rafti o rizném lipidovém a proteinovém sloZeni (Pike, 2004; Gulbins a kol., 2004).

Heterogenitu membranovych mikrodomén v zavislosti na pouZiti rizn& silnych detergent
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potvrdili experimentaln& i Man a kolektiv (2005) ve své proteomické analyze lipidovych raftt
NK bungk. Ztoho je zfejmé, Ze jednotlivé detergenty samy o sob& ovliviuji sloZeni
membrainovflch domén a vyvstava tedy otdzka, zda izolované mikrodomény opravdu existuji
nebo se jednd o pouhé artefakty izolatnich postupd. Nicmén& bylo provedeno né&kolik
experimentfl, které dévaji jasny dikaz o tom, Ze lipidové rafty opravdu existuji. Jedna se
pfedevéim o mikroskopické studie (elektronova, fluorescenéni, konfokalni mikroskopie), ale i
napf. izolace lipidovych raftii neionogennim detergentem Brij—98 pfi 37 °C nebo izolace bez
pﬁtomnosti neionogenniho detergentu (Hoftej3i, 2005).

Jedinou morfologicky identifikovatelnou lipidovou mikrodoménou je caveola.
Caveola je vchlipenina plazmatické membrany, kterd je snadno rozpoznatelné od ostatnich
lipidovych domén, a to piitomnosti cholesterol véZiciho proteinu caveolinu (Lai, 2003).
Velikost této podtiidy lipidovych raftd miZe byt dobfe urtena elektronovou mikroskopii.
Caveoly jsou vétsinou pozorovéany jako vchlipeniny pfipominajici tvar baiiky o velikosti 100
nm v priméru. Velikost plochych raftii neni moZné piimo uréit, protoze je nelze rozlidit od
okolni membrény. Pro uréeni jejich velikosti byly zavedeny relativné nepfimé metody, které
vedly k vysoce variabilnim vysledkiim. Nicméng, na zakladé spojeni viech dosud dostupnych
dat je predpokladana primé&ma velikost lipidovych raftii v rozmezi od 100 do 200 nm, coZ je
hluboko pod rozliSovaci schopnosti svételného mikroskopu. Dalsi dileZity poznatek o
lipidovych raftech je velikost plochy plazmatické membrany, ktera pravé pfedstavuje lipidové
rafty. Pii podmince, Ze lipidové rafty piedstavuji vie, co zbude z bun&né membrany po
extrakei 1 % Tritonem X-100, jednd se asi o 50 % plochy plazmatické membrany. Plocha
pokryvajici lipidové rafty se vyrazn& li§i v zavislosti na druhu bun&k pouzZitych v daném
experimentu, coZ miiZe byt jednim z faktort velké variability vysedki.

Jako markery t&chto membranovych domén se bud pouZivaji raftové proteinové

markery, caveolin-1 nebo flotillin-1, nebo lipidové raftové markery, gangliosidy (Pike, 2004).

2.2.2. Funk&ni charakteristika rafti

Lipidové rafty jsou malé, dynamické a nestdlé utvary plazmatické membrany.
Jednotlivé mikrodomény se lisi velikosti a sloZenim. Rafty jsou obohaceny o specifické
proteiny, které jsou zahrnuty v dileZitych bun&nych procesech jako je endocytéza, ptenos
informaci mezi buitkou a okolim, uvnitf buiiky a signdini interakce mezi buiikami.

Mezi proteiny, které jsou soutdsti lipidovych rafth patfi proteiny ukotvené
v membréné pomoci glykofosfatidyl — inositolu (GPI — proteiny), tyrosinové kinazy rodiny

Stc (napf. Lck, Fyn a Lyn), protein kindza C, nizkomolekuldrni G protein, cholesterol vazajici
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proteiny — caveolin-1, acylované proteiny — flotillin-1.

Z4sadnim krokem v iniciaci signalniho pfenosu po aktivaci glykolipidovych receptort
na povrchu membrény je redistribuce signdlnich molekul na cytoplazmatické strang rafti.
Diky této asociaci rafth vznikd zvla$tni uskupeni molekul bohaté na enzymy jako napf.
kinazy, fosfatazy, které fosforyluji &i defosforyluji dalsi substraty signalni kaskady (Simons a
Toomre, 2000).

Ke shlukovani rafti dochézi na obou stranich plazmatické membrany. Na vn&jii
strané membrany se na klastrovani rafti podileji protilatky, antigeny nebo rafty vazajici
proteiny jako je napf. choleratoxin-B, zatimco na cytoplazmatické strané membrany proteiny

shlukujici rafty, a to napf. flotilliny, annexiny (Rajendran a Simons, 2005).

2.2.3. Lipidové rafty jako vstupni brana bakterii

Interakce bakterie s imunitnim systémem pfedstavuje stiet dvou strategii. Cilem
makroorganismu je odhalit strategii mikroorganismu dfive, nez dojde k projevu infekce.
Naopak cilem patogena je obejit nastroje imunitniho systému hostitele a Uspéiné se
replikovat.. Kliovym krokem se tak stavd mechanismus vstupu patogena do hostitelske
buiiky. Nekteré viry, bakterie a parazité vstupuji do hostitelské buiiky prostiednictvim
lipidovych rafti. Lipidové rafty jako vstupni brana umoZiuje patogennim mikroorganismim
se navdzat na piisluiné receptory a aktivovat tak pfisludné signalni cesty, které zabrani
aktivaci hostitelského imunitniho systému a vytvoii tak vhodné podminky pro replikaci
patogena uvnitf butiky (Norkin a kol., 2001).

Bakterie E. coli exprimuje adhesin FimH, diky kterému vstupuje do Zimmych bunék
zplisoben uZivajicim lipidové rafty. Tento protein se vaZe na cukry povrchovych molekul
hostitelskych bungk, aby bakterii umoznil kolonizaci mukéznich povrchd, coZ je prvnim
krokem infekce. Na druhou stranu, FimH také zprostfedkovava adhezi na fagocyty, jako
makrofagy, které normaln& poZiraji a zabijeji bakterie. Shin a kol. ve své studii prokézali, Ze
molekula CD48, coZ je GPI-spojeny receptor pro FimH povrchu hostitelské buiiky, je
piitomny v lipidovych raftech Zimych bungk a je vstupnim mistem bakterie. Lipidové rafty
jsou také spojovény se vstupem do makrofégd u intraceluldrniho patogena Mycobacterium
tubeculosis BCG. Dal$im patogenem, ktery miiZe vstupovat do buiiky prostfednictvim
lipidovych raftt je Camphylobacter jejuni, u kterého bylo stejn& jako u mykobakterii
prokazano, Ze cholesterol-chelatujici &inidla inhibuji jejich vstup do epitelidlnich bungk.

Na lipidové rafty se také véZi nékteré bakteridlni produkty. Bakterialni toxiny jsou

rozpustné proteiny, které se vaZi na specifické membranové receptory, kter¢ jsou soudasti
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raftil, napt. choleratoxin podtyp B se vaZe na GM1 receptor téchto mikrodomén. Kromée toho,
se lipidové rafty slouZi jako vazebné misto toxint jsou vyuZivany i toxiny tvofici pory jako
napt. Aerolysin bakierie deromonas hydrophyla.

V lipidovych raftech jsou také lokalizovany receptory CD14, coZ jsou receptory pro
lipopolysacharidové komponenty bakteridlnich bun&nych stén. Po navézani bakterialniho
LPS dochézi ke stimulaci produkce prozanétlivych cytokinii jako jsou TNF, IL-1 nebo II-6.
Tyto cytokiny spoust&ji uvolfiovani bioakiivnich lipida a kaskadd dalSich cytokini a
kyslikovych radikali zfady bunk. Nizké davky LPS jsou pro hostitelsky organismus
vyhodné, ale naopak vysoké divky mohou plynule vést aZ k septickému soku s letalnim
koncem (Santos a kol., 2003).

Z dalsich patogenii vyZivajicich lipidové rafty pro sviij vstup do buiky jsou viry.
Internalizace v&t§iny neobalenych vird probiha bud’ clatrin—dependentni cestou jako napf. u
adenovir nebo clatrin-independentni cestou prostiednictvim caveoly jako napf. Simian virus
(SV40). Neoplastény virus se vaZe na molekulu MHC 1. tiidy hostitelské buiiky, ktera je
soud4sti caveoly a poté prostupuje do endoplazmatického retikula. Dalsi viry vstupujici do
buiiky prostfednictvim membranovych mikrodomén jsou virus spalniCek, virus chfipky,
polyomavirus, respiraéni sincitiélni virus (RSV) a filoviry Ebola a Marburg (MBGV). S rafty
jsou také spojeny receptory T bun&k pro virus HIV. Lipidové rafty jsou dilezite v prub&hu
celého Zivotniho cyklu viru HIV — od jeho vstupu do T bun&k aZ po tnik viru z busiky po jeho
replikaci.

V souasné dob¥ existuji dikazy o tom, e lipidové rafty hraji vyznamnou roli
v infekei vyvolané priony. Prionovy protein se specificky vaZe na kaveolu a tim dochézi k
jeho konformatni zméné na patogenni formu. Struktury podobné kaveoldm byly také
prokazany na membrandch, které obklopuji parazitarni patogeny jako napiiklad Plasmodium
falciparum (Rosenberger a kol., 2000; Duncan a kol., 2002).
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace bylo zavedeni a optimalizace metody izolace lipidovych raft.

Diplomova prace je soudasti Sirstho projektu studia interakce host-patogen na Ustavu

molekulérni patologie Fakulty vojenského zdravotnictvi v Hradei Kralové. Vysledky
diplomové prace budou tedy vyuZity vtomto projektu, jehoZ cilem je objasnéni interakce
patogenni bakterie Francisella tularensis s hostitelskou buiikou. Diléi cile zahrnuji:
o Izolace lipidovych rafth zbunék monocytarni-makrofagové linie
J774
e Izolace lipidovych rafti z bun&k monocytamni-makrofagové linie
J774 infikované bakterii Francisella tularensis LVS
o Identifikace proteinti asociovanych s lipidovymi rafty a uréeni jejich
potenciondlniho vztahu k interakci s infekci bakterii Francisella

tularensis LVS
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4. Experimentalni ¢ast

4.1. Material

4.1.1. Zivy material

Bunénd linie J774 je monocytarni - makrofdgova linie odvozenid z BALB/c mySich
| makrofagl, coZ jsou buiiky astetné adherentni. Jedna se tedy o buiiky rostouci v suspenzi,

nékdy lehce pfisedlé k povrchu kultivani lahve.

Francisella tularensis LVS — kmen dodany Univerzitou v Umed, Svédsko: ATCC 29684,

American Type Culture Collection Rockville, Mariland

| 4.1.2. Pfistroje a laboratorni pomiicky
Mrazici box:
- VX38E, Jouan

Hlubokomrazici box:
- SANYO MDF 1155
Lamindrni box:

- Safeflow 1.2, Bioair instruments

‘l Centrifugy:
- BR4i, Jouan
, - Ultracentrifuga, Optima™ MAX skapslemi, Beckman Coulter +
Ultracentrifuga&ni zkumavky Beckman 344057 UC TUBES 5 ml BOX 50,
Biotech
I Inkubator:
- SL Shel lab CO; Incubator
Mikroskop:
- Carl Weiss, Jena
Denzitometr:
- CO8000 Cell Density Meter, WPA biowave
Termoblok:

- Digitalni blokova lazeii UBD, Grant
Jima¢ gradientovych frakci:

- Piston Gradient Fractionator, Biocomp

Pomiicky pro SDS-PAGE:
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- Protein IEF Cell, Bio-Rad, Richmont — Kalifornie, USA

- Skla pro liti gelii Outer Glass Plate 3/1 mm, Bio-Rad, Richmont — Kalifornie,
USA

- Mini Protein II (III) Elektrophoresis Cell, Bio-Rad, Richmont — Kalifornie,
USA

- Zdroj napéti a proudu Power Pac 200 (300), Bio-Rad, Richmont — Kalifornie,
USA

- HB-1D, Techne

- analytické vahy

- vortexy

- chladni¢ky

- orbitalni tfepacky

- bé&zné mikrobiologické pomicky (kultivatni lahve, mikrobiologické kli¢ky,
Petriho misky atd.)

- b&zné biochemické pomiicky (sklenéné a plastové nadobi, mikropipety,
pipetovaci $pi¢ky bez filtru, mikrozkumavky, chirurgické rukavice, atd.)

- PVDF Western Blot membrany, Roche

- Blotovaci papir, Original Extra thick blot paper — Mini blot size, Biorad

- Parafilm ,,M* laboratory film, Pechiney plastic packing, Chicago, USA

- Papirové kapesniky, Tisue-box, Cari Roth GmbH+Co

- Nitrocelul6zov4 membrana, PALL Gelman Sciences, BioTrace™ NT, 0,45 pm
1/pkg

4.1.3. Standardy
- Silver stain SDS-PAGE standarda Low Range, Biorad

- Precision Plus Protein™ standarda Kaleidoscope™, Biorad

4.14. Protilatky
- Cholera-toxin sub. B konjugovany s HRP, Molecular Probes, C34780
- Caveolin-1 monoklonalni protilatka, Sigma, C3237
- Flotillin-1 monokionalni protilatka, BD Transduction laboratoriem
Pharmingen, Cat.No.:610821
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- Kozi-anti-my3i protilatka konjugovana s HRP, Dako, Code No.:P0447
- Prasedi-anti-krali¢i protil4tka konjugovana s HRP, Dako, Code No.:P0399

4,1.5. ECL-Chemiluminiscenni substrit
- Roche’s Chemiluminiscence Western Blotting Kit, Cat. No.: 11 500 694 001

4.1.6. Roztoky a chemikalie
Roztoky na Mcleod agar
- bovinni hemoglobin
- Thayer-Martintiv agar
- Bacto agar
- Iso Vitalex
Kultivaén{ médium
- Dulbeccos” MEM + 4 500 mg/1 glukézy + Glutamax™ — Pyruvat
- 10 % Fetalni teleci sérum inaktivované GIBCO, Skotsko
- Gentamycin, GIBCO, Skotsko, vysledna koncentrace 30pg/ml kultivatniho média
| Promyvaci médium
- Dulbeccos” MEM + 4 500 mg/l gluk6zy + Glutamax™ — Pyruvat
Pufrovany fyziologicky roztok — PBS

- NaCl 08¢g

-KCl 02¢g

- Na,HPO, x 12 H;O 3,15¢

- NaH,PO, x H,0 0,15¢g

- KH,;PO4 02¢g

- Aqua pro injectione ad 1 000 ml
0,5 % roztok trypanové modii v PBS

- 0,5 g trypanové modfi

- 100 ml PBS
Lyza¢ni NET pufr

- 150 mM NaCl

- 1 % NP-40 (nonylphenyl-polyethylen glykol), Fluka #74385-1L

- 50 mM Tris-HCI (pH 8)

- 50 mM NaF

-5mM EDTA (pH 8)
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I' - inhibitory proteaz (Complete, EDTA-free) — 1 tableta/10 ml (Rochem #1 873 580}
pridat t&sné pted pouZitim
Redici roztok na sacharézovy gradient

-25 mM TRIS-HC], pH 7,5

- 125 mM NaCl

-2mM EDTA
80 % sachar6za

- 80 g sacharézy rozpustit v 100 ml dei H20
SDS-vzorkovy pufr

- 3 x koncentrovany SDS

- B-merkaptoetanol
. v poméru 1:2
| Roztok na 10 % separaéni gel

- 5,01 ml vodného roztoku akrylamidu a PDA

-3,75 ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8

- 6 ml vody

odvzdusnit

- 150 pl 10% vodného roztoku SDS

- 37,5 ul 10% vodného rozioku APS

- 3,75 ul TEMED

Vodny roztok akrylamidu a PDA se vZdy pfipravuje v &ase poteby rozpusténim 4,5g
akrylamidu a 0,12g PDA ve vod& dop!néné na 15 ml. Také roztoky SDS a APS se pfipravuji
Cerstve,
Roztok na 12 % separaéni gel

- 6,00 ml vodného roztoku akrylamidu a PDA

- 3,8 ml 1,5M Tris-HCI pH 8,8

- 5 ml vody

odvzdusnit

- 150 ul 10% vodného roztoku SDS

- 50,0 pl 10% vodného roztoku APS

- 6,0 nl TEMED
Vodny roztok akrylamidu a PDA se vzdy piipravuje v &ase potfeby rozpusténim 4,5g
akrylamidu a 0,12g PDA ve vod¢ doplnéné na 15 ml. Také roztoky SDS a APS se pfipravuji

Cerstvé.
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Roztok na zaostfovaci gel
- 1,3 ml akrylamidu s PDA

- 2,5 ml Tris-HCI1 pH 6,8
- 6,1 ml vody
odvzdusnit
- 100 pl 10 % vodného roztoku SDS
- 50 pl 10 % vodného roztoku APS
- 10 pl TEMED
Pro piipravu zaostfovaciho gelu se pouZije zbyly vodny roztok akrylamidu po pfiprave
separaéniho gelu. Pfi ptipravé zaostfovaciho gelu se postupuje die stejného postupu, jako pfi
ptipravé separa¢niho gelu
1.5 M Tris-HCIl pH 8.8
0.5 M Tris-HCI pH 6.8
10 x koncentrovany Tris pufr pH 7.6 — TBS
-24.2 g Tris base
- 80,0 g NaCl
T - 38,0 mi IM HCl
| -voda ad 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
Horni a dolni pufr

- 7,75 g Tris-base

- 36,06 g glycinu
-2,5gSDS
-vodado 2,51apH 8,36

Fixaéni roztok I

- 40 ml metanolu

- 10 ml k. octové

- 50 ml vody
Fixa&ni roztok II
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- 5 ml metanolu
- 5 ml k. octové
- 90 ml vody
2 % roztok gltaraldehydu v 0.5 M octanu sodném
- 8 ml glutaraldehydu
- 4,1 g octanu sodného
- ad 100 ml deionizované vody 4° C chladné
0,05 % roztok NDS
-0,1 gNDS
- ad 200 ml deionizované vody 4° C chladné
Vidy &erstvé pfipraveny.
Amoniakélni roztok st¥ibra
- 21,33 ml vody
- 0,2 ml 10M NaOH
- 1,33 ml NH4OH konc.
Titrovat roztokem 0,8 g AgNO; ve 4 ml vody
- doplnit do 100 ml H,O
Vyvojka
- 5 g kyseliny citronové
- 0,1 ml formaldehydu
- ad 100 ml pfevatené destilované vody 4° C chladné

Stop lazen — 5 % kyselina octova
- 50 ml kyseliny octové

-ad 11 destilované vody

Uchovavaci roztok pro gely — 5 % Tris + 2 % kyselina octova
-25 g Tris
- 10 ml kyseliny octové

- ad 1| destilované vody
Fixaéni roztok

- 2 250 ml metanolu

- 375 ml kyseliny octové

- 150 ml glycerolu

- 2 250 ml destilované vody
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Akrylamid, USB (Amersham Pharmacia Bitech), Uppsala, Svédsko
APS (persira amonny), Bio-Rad, Richmont — Kalifornie, USA
TEMED (N,N,N,N-tetramethylendiamid) USB (Amersham Pharmacia Bitech), Uppsala,
Svédsko

PDA (bis(akryoyl)piperazin), Bio-Rad, Richmont, Kalifornie — USA
SDS (dodecylsiran sodny), Bio-Rad, Richmont - Kalifornie, USA
Sugené mléko, Blotting Grade Blocker, Bio-Rad

Tween 20, Sigma

Bromfenolova modf, Serva, Heidelberg, Némecko
B-merkaptoethanol, Fuka, Buchs, Svycarsko

Metanol, Fluka, Buchs, Némecko

Tris-baze (tris(hydroxymethyl)aminomethan), Sigma, St. Louis, Montana — USA
Deinizovana voda, T&chonin

Glutaraldehyd, Fluka, Buchs

Citrat sodny, Sigma

Siran Zeleznaty, Sigma

Dusi¢nan stfibrny, Sigma

Kyselina octova konc. Fluka, Buchs, Svjfcarsko

Pradkova RTG vyvojka, FOMA DP, Cesko

Rychloustalovag, koncentrat, FOMAFIX, Cesko

Octan sodny, Merk

NDS (2,7-naftalen-disulfonan disodny) 95 %, Aeros

4.2 Metodika

4.2.1. Piiprava bun&k monocytirni-makrofigové linie J774
4.2.1.1. Zisady prace s bunéénymi liniemi

Prace s bundtnymi liniemi predstavuje potencionalni zdravotni riziko, proto je tfeba
dodr¥ovat urditd opatfeni a zasady prace, které minimalizuji riziko expozice pracovnika
potenciondlné infekénim agens. Také je tfeba zamezit kontaminaci bunééné kultury
mikroorganismy, piipadné butikami ciziho pivodu, které by mohly zplsobit nespravnost
vysledk( daného experimentu.

Prace tedy probihd ve sterilnim laminarnim boxu, samozfejmosti by meély byt
ochranné prvky pracovnika, kterymi jsou pla3f’ a chirurgické rukavice, které si pracovnik pred

kazdym vstupem do laminarniho boxu oéisti dezinfekénim prostfedkem. VesSkeré pracovni
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pomucky by mély byt sterilni, nesterilni se pfed umistnim do lamindrniho boxu oSetfi
dezinfek&nim prostiedkem, hrdla lahvi se piipadng oZehnou plamenem. DileZité je také sniZit
moznost vzniku aerosoli, které predstavuji riziko inhalace a/nebo zkiiZené kontaminace mezi
kulturami. Roztoky bun&k by se nemé&ly promichévat pipetovanim, nutné je také zamezit
nasati roztoku do pipety. Prace by méla probihat co nejrychleji a bezdotykove. PouZité

nastroje a materialy se likviduji dle internich sm&rnic (Quiagen News, 1, 2002 ).

4.2.1.2. SloZeni Zivného média a podminky inkubace
Vybér kultivaéniho média vyznamng ovliviiuje pribéh ristové kiivky bun&k pouZitych
pro pokus. Rizné typy bungk vyZaduji pro sviij rist specifické podminky, které jsou
zjisfovany experimentalng. Zakladnimi sloZkami kultiva®niho média jsou:
- anorganické soli, udrZujici osmotickou rovnovéhu, regulujici
membranovy potencial, slouZici jako kofaktory enzym,
- sacharidy, které jsou zdrojem energie nejlastéji ve formé glukozy a
galaktozy,
- vitaminy, které jsou prekurzory kofaktord, jsou ddleZit¢ pro bunéény
rist a proliferaci,
- proteiny a peptidy, nutné jako stavebni materil, zvlasté dileZité pii
kultivaci v médiu bez séra,
- mastné kyseliny, jako zdroj energie v médiu bez séra,
- stopové prvky,
- sérum (fetalni bovinni sérum: komplex albuminu, ristovych faktori a
inhibitort),
- dale je nutné pfidat antibiotika a fungicidni latky, pfipadn& hormony a
ristové faktory (Laboratory Handbook Sigma-Aldrich, 2001).
Pro bun&nou linii J774 je doporudeno pouzit roztok Dulbecco’s modified Eagle medium
(DEMM). Pro nejefektivn&jsi riist a rozmnoZovani této bun&éné linie je doporudovana teplota
37 °C a atmosféra s obsahem 5 % COa.

4.2.1.3. Uchovavani a rozmrazovini bunék
Pro skladovéni pravé nepouzivanych bungk je vhodny teplotni interval od -135 °C do -
190 °C, ktery je schopny zaruit hiubokomrazici box a tekuty nebo plynny dusik. Takto nizké
teploty snizuji riziko mikrobidlni kontaminace bunék, vzajemné kontaminace linii a

genetickych & morfologickych zmén. Pro uchovavani bun&k pfi tak nizkych teplotich je tfeba
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pouZit kryoprotektivni latky, které zabrani po3kozeni bungk, zejména jejich bunééné
membrany, krystalky ledu. Jako kryoprotektivni latka se pouZiva dimethylsulfoxid (DMSO),
ktery je vSak pfi teplotich nad 4 °C pro buitky toxicky, a proto musi rozmrazeni a vpraveni
bunék do zivného média prob&hnout co nejrychleji (Quiagen News, 3, 2002).

4.2.14. PasaZovani bunék

PasaZovéanim je myslen pfenos ¢asti bun&né kultury do nové kultivacni lahve a timto
umoZnéni dalstho riistu bunZk. Tento proces je nutny u mnohych bun&énych kultur, protoZe
rostouci buiiky po urité dob& vy&erpaji zasobu Zivnych latek v kultivaénim médiu a/nebo,
rostou-li pfisedle, pokryji kultivacni lahev v souvislé vrstvé, prestavaji proliferovat a zaénou
odumirat. Prvnim krokem pasdZzovani je uvolnéni adherovanych bungk od stén kultivalni
lahve, ktery se bud provadi jednoduse pomoci seSkrabani bun¢k z povrchu kultiva¢ni lahve
scraperem nebo pomoci trypsinizace, coZ je technika vyuZivajici proteolytického enzymu
trypsinu. Cést takto ziskané bun&né suspenze se umisti do nové lahve s Eerstvym kultivaénim
médiem, ve které pak probiha dal3i kultivace. Kultivaéni médium je tfeba obmetiovat kazdé
dva dny.

Butiky J774 my3i monocyto-makrofigové linie byly kultivoviny ve 150 cm’
kultivaénich lahvich v 50 ml Dulbecco’s modified Eagle media s ptidavkem 10 % FTSI
a gentamycinem v termostatu pii teplotd 37 °C a atmosféfe s obsahem 5 % CO; . 24 hodin
pied vlastnim pokusem byly buiiky inkubovéany za standardnich podminek jiZ bez

gentamycinu.

4.2.1.5. Stanoveni viability a po&tu bunék

PH ka?dém pasaZovani a po ukondeni izolace je nutné zjistit Zivotnost a pocet
ziskanych bungk. Pro tento uel se vyuZivda mikroskopického stanoveni propustnosti
funk&nich bundénych membrin pro trypanovou modi. Metoda je zaloZena na principu
aktivniho vylutovani barviva nepropustnou cytoplazmatickou membranou Zivych bunck
pomoci funké&nich transportnich systémd. Je tedy moZné rozlisit buiiky uvnitt zbarvene, tedy
mrtvé, od bungk prosvicenych, Zivych. Buiiky jsou spoitiny v Biirkerov€ komiirce ve 25
&tvercich, buiiky zasahujici do hrany &tverce se pogitaji ve dvou strandch. Viabilita se pocita
podle jednoduchého vzorce: viabilita[%] = podet Zivych bun&k / poet viech buntk v 25
tvercich*100. Pro pokus se nepouZivaji builky s Zivotnosti niZ$i nez 80 %. Pro nasazeni
bungk nové pasiZe je také tfeba stanovit piiblizny pofet bun¢k v 1 ml suspenze. Tento

stanovime dle vzorce: podet bunék v 1 ml suspenze = podet Zivych bungk x zfedéni x 10 000.
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Tab.1.: Kultivace my3i monocyto - makrofagové linie J774

Potifebny pocet  Skuteény pocet . "
Cislo bunék/50ml  bun&k/50 ml nl:;) Eleltltl::::;nklﬁo Viabilita bunek
experimentu kultivagniho kultivagniho - ©
média média 1a
1. 1x10 1.07 x 10% 2.14 x 10° 96.1
2. 1x 108 1.4x 10% 2.8x10° 90.4
3. 1x10® 1.04 x 10® 2.08 x 10° 90.6
4.2.2. P¥iprava bakteriilni suspenze Francisella tularensis LVS

Pro praci s bakteriemi plati obdobné zasady jako pro préci s buné&nymi liniemi. Pied
zalitkem pokusu se masivné naotkuji 3 plotny McLeod ze Stokové plotny kmene F.
tularensis LVS a inkubuji se 24 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C, v atmosféfe s 5 % CO,.
Z 24 hodinové kultivace mikroorganizmu byla pfipravena ve fyziologickém roztoku o pH 7.4
bakterialni suspenze F. tularensis LVS o 0.D.=1.05. Opticka denzita hodnoty jedna odpovida
pottu 5x10° bakterii/mi PBS.

4.2.3. Infekce bunék J774 bakterii F. tularensis

1 x 10® bun®k mysi monocyto-makrofagové linie J774 byla infikovana kmenem
Francisella tularensis LVS o multiplicit¢ infekce (MOI) 500. Buiiky byly infikovany F.
tularensis LVS 2 hodiny v inkubétoru pfi teploté 37 °C a atmosféfe 5 % CO,. K ovéfeni
spravnosti multiplicity infekce byla zvolena metoda pogitani CFU. Bakteridlni suspenze byla
nafedéna roztokem PBS na koncentrace 10, 107, 10® a vyseta duplicitn& pro kazdé fedéni na
McLeod kultivagni plotny. Narostlé kolonie bakterii byly spo&itany po 72 hodinové kultivaci
v termostatu pfi teploté 37 °C a atmosféfe 5 % CO..

Tab.2.;: Infekce bunék J774 bakterii F. tularensis

Cislo 0.D.LVS Redéné CFU Red&né CFU Redéné CFU  Koncentrace
experimentu - 10 107 10°® LVS/mi
3. 1.05 145.5 20.5 3 43x10°
4.24. Izolace lipidovych rafti
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Lipidové rafty byly ziskany extrakci bun&&éného lyzatu neionogennim detergentem a
byly izolovany ultracentrifugaci na hustotnim sacharézovém gradientu.

1 x 10%J774 bungk bylo dvakrat promyto v 50 ml chiadného PBS a lyzovano v 800 ul
lyza¢niho pufru obsahujiciho neionogenni detergent nonidet P-40. Buiiky byly lyzovany po
dobu 30 minut, ponechany celou dobu na ledu a kazdych deset minut diikladn& vortexovany.
Bun&ény lyzat byl smichan s roztokem 80 % sachardzy a vznikl tak roztok 40 % sacharézy
obsahujici vzorek. Sacharézovy gradient byl navrstven pomoci tuberkulinové stfikatky do
specidlnich 5 ml zkumavek (Beckman 344057 UC TUBES 5ml BOX 50, Biotech) dle

nésledujiciho pfedpisu:

1. faze........... 0.5 ml 80 % sachar6zy

2. faze........... 1.5 ml 40 % sachardzy obsahujici vzorek
3.faze........... 2.0 ml 30 % sacharézy

4. faze........... 1.0 ml 10 % sacharézy.

Po navrstveni sacharézového gradientu byly zkumavky pfed ultracentrifugaci
vyvazeny roztokem 10 % sachar6zy. Dikladng vyvazZené zkumavky byly ultracentrifugovany
17 hodin pii 45 000 rpm v teplot® 4 °C. Po ukonéeni ultracentrifugace jsou zkumavky se
vzorky vyjmuty z kovovych kapsli a op&t umistény na led. Vytvofeny hustotni precipitat byl
separovan gradientovym jimatem Piston Gradient Fractionator dle ndvodu k jeho obsluze.
Celkové bylo ziskano 9 frakei o pfiblizném objemu 400 pl.

4.2.5. Western blot

Western blotting je obecn& pouZivand analytickd metoda k pozitivni identifikaci
specifického proteinu v komplexni smési a ke stanoveni kvantitativnich a semikvantitativnich
dat o proteinu zajmu. Specificka interakce protilétka-antigen umoziiuje identifikaci jediného
proteinu v heterogenni smési bilkovin.

Proteiny jednotlivych frakci byly rozdéleny elektroforézou na 10 nebo 12 %
polyakrylamidovém gelu v piitomnosti SDS nebo-li SDS-PAGE elektroforézou dle
Laemmliho. 40 pl kazdé frakce bylo smichano s 20 pl SDS vzorkového pufru a denaturovano.
Denaturaci proteint dochézi k porudeni sekundérni a terciarni struktury proteini. Tim je
umo#néna vazba molekuly SDS, a to v pomé&ru 1 mg bilkoviny véZe 1,4 mg SDS. Molekula
SDS udgluje proteintim uniformni zipory naboj a ty se pak viechny pohybuji k anodg¢,
pti¢emz pohyblivost je déna velikosti molekuly. Separace proteind trvala 50 minut pii 240
mA a konstantnim napéti 200 V. Rozd&lené proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu a
blokovany po dobu 1 hodiny v 5 % mléku v TBS 50,05 % tweenem. Po blokaci byly
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membrany inkubovany pfes noc pfi 4 °C se specifickou protildtkou proti proteinovému
raftovému markeru caveolinu-1 nebo flotillinu-1. Druhy den byly membrany 5 x promyty
vTBS s 0,05 % tweenem a poté inkubovany 1 hodinu se sekunddmni protildtkou
konjugovanou s peroxidazou pii pokojové teplotd. Po inkubaci se sekunddmi latkou byly
membrany 6 x promyty v TBS s 0,05 % tweenem a 1x promyty v samotném TBS. Aktivita
peroxidazy je vizualizovana pomoci chemiluminiscenéniho substratu, kiery reakci s enzymem
jako vedlejsi produkt reakce emituje sv&tlo. Svételny vytéZek je zachycen pouZitim
fotografického filmu s jeho ndslednym vyvolanim.

4.2.6. Dot blot

Gangliosid GM1 je detekovan pomoci metody dot blot. Jednd se o metodu detekéni,
analyza&ni a identifikagni, ktera je podobna Western blotu. Jedinou odliSnosti je, Ze vzorky
nejsou elektroforeticky rozdéleny, ale naneseny v podobé te€ek pfimo na NC membranu, na
které se pak provadi detekce pomoci priméarni a sekundarni protilatky obdobng jako u Western

blotu.

42.7. St¥ib¥eni gelii po blotu

Stibfeni gelu je alternativni metodou zviditeln&ni rozdélenych proteinii v gelu. Postup
je zaloZen na metod® vyvinuté Gottliecbem a Chavkem. Proteiny v gelu byly fixovany
roztokem metanolu, kyseliny octové a glycerolu. Po promyti byly gely ponofeny do roztoku,
ktery obsahuje aminostiibrny komplex vézany na koloidni wolframo-kfemi€itou kyselinu.
Vyvijeni hnédoterného zbarveni bylo ukon&eno pomoci kyseliny octové. Gely ve kterych
nejsou proteiny fixovany je moZné také pouzit pro Western-blot analyzu. Nésledné byly gely
ulozeny mezi dv& celofanové folie. Folie sgelem byly vypnuty na specidlnim ramu a

vysuseny do dalsiho dne.

4.2.8. Proteomicka analyza

Pozitivni frakce na raftovy marker Flotillin-1 u infikovanych bunék monocyto-
makrofagové linie J774 byla analyzovdna pomoci nanoLC/MS/MS na hmotnostnim
spektrometru Q — TOF Utlima API Waters. Mé&feni provedl Mgr. Juraj Len¢o na UMP FVZ
UO dle standardnich podminek.
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5. Vysledkova Cast

5.1. Experiment 1

Z monocyto-makrofigové bunééné linie J774 jsme izolovali lipidové rafty pomoci
lyzovani bungk v roztoku neionogeniho detergentu NP-40. Bun&ny lyzat byl rozd¢len na
sacharézovém hustotnim gradientu. Celkem bylo ziskano 9 frakei. Tyto frakce byly
analyzovany metodou Western blot. Jednotlivé frakce byly rozdéleny na 12 %nim gelu za
pouziti SDS-PAGE a nisledné podrobeny imunoanalyze na piitomnost proteinového
lipidového markeru caveolinu-1 pomoci monoklondlni protilatky specificky se vazajici na

tento protein. Cely pokus byl proveden duplicitng.

5.1.1. Experiment 1/1. Caveolin-1, J774
Wetern blot
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

Obr. 1.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) monocyto-makrofagové linie J774 byly analyzovany na

ptitomnost proteinového raftového markeru caveolinu-1. Pfitomnost caveolinu-1 v buitkach

J774 nebyla prokazana.




5.1.2. Experiment 1/2 Caveolin-1, J774
Wetern blot
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7I F8 F9

Obr. 2.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) monocyto-makrofagové linie J774 byly analyzovany na
ptitomnost proteinového raftového markeru caveolinu-1. Pitomnost caveolinu-1 v buiikach
J774 nebyla opét prokazéna.

5.2, Experiment 2

Vzhledem k tom, Ze se v experimentu 1 nezdafilo prokazat piitomnost proteinového
raftovébo markeru caveolinu-1, byl pro analyzu v experimentu 2 zvolen jiny proteinovy
raftovy marker, a to Flotillin-1. Experiment byl proveden za obdobnych podminek, pficemz
pro SDS-PAGE byl pouzit 10 % gel, a pro imunoanalyzu byla pouZita protiltka specificky se
vézajici na Flotillin-1. Experiment byl opét proveden duplicitn€. Rozdélené frakce
sachar6zového hustotniho gradientu byly také podrobeny inunoanalyze metodou dot blot na
piitomnost lipidového raftového markeru gangliosidu GM1. Pro imunoanalyzu byla v metodé
dot blot jako primdrni protilétka pouZita B podjednotkou cholera-toxinu, ktera specificky vaze

pravé tento gangliosid.

5.2.1. Experiment 2/1, Flotillin-1, J774
Western blot
F1 F2 F3 F4 Fs F6 F7 F8 K9

&

Obr. 3.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) bun¥éného lyzatu monocyto-makrofigové linie J774

EEE R
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byly analyzovény na pfitomnost proteinového raftového markeru flotillinu-1. Z western blot
analyzy vyplyva, Ze proteinovy raftovy marker flotillin-1 je pfitomen ve frakeich s niZsi

hustotou, a to v F3, F4 a F5 s nejvétiim zastoupenim v F3.

Dot blot

F1 F2 F8 F9

F3 F4 F5 Fé6 F7
-080000 060 ¢ -

Obr. 4.: Jednotlivé frakce (F1 — F9), bunééného lyzatu monocyto-makrofdgové linie J774,

byly analyzovany na pfitomnost lipidového raftového markeru gangliosidu GM1 pomoci
imunoanalyzy s pouZitim primarni protilitky — B podjednotky choleratoxinu. Z dot blot
analyzy je zfejmé, Ze nejvy$ii koncentrace raftového markeru GM1 je v lebgich frakcich
sacharézového gradientu, a to v F3, F4 a F5, co je v souladu s vysledky western blot analyzy.
5.2.2. Experiment 2/2, Flotillin-1, J774
Western blot
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

Obr. 5.; Jednotlivé frakce (F1 — F9) bun&ného lyzatu monocyto-makrofagové linie J774
byly analyzovany na pfitomnost proteinového raftového markeru flotillinu-1. Z western blot
analyzy vyplyvé, Ze proteinovy raftovy marker flotillin-1 je pfitomen ve frakcich s niZ3i

hustotou, a to v F3 a F4 s nejvé&tsim zastoupenim v F3.

Dot blot
F1 F2 F3

— ——

F4 F5 6
e O . ! i ’

Obr. 6.: Jednotlivé frakce (F1 — F9), bun&ného lyzatu monocyto-makrofigové linie J774,

F7 F8 F9

byly analyzovany na p¥itomnost lipidového raftového markeru gangliosidu GM1 pomoci
imunoanalyzy s pou¥itim primami protilitky — B podjednotky choleratoxinu. Z dot blot
analyzy je zfejmé, Ze nejvy3$i koncentrace raftového markeru GM1 je v leh¢ich frakcich
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sachar6zového gradientu, a to v F3, F4 a F5, coZ je v souladu s vysledky western blot analyzy.

5.3. Experiment 3

Po izolaci lipidovych rafth zneinfikovanych bungk linie J774, jsme provedli
porovndvaci analyzu lipidovych raftii u bun&k neinfikovanych a infikovanych bakterialnim
patogenem F. tularensis LVS. Buiiky monocyto-makrofagové linie J774 byly infikovany
bakterialnim patogenem pti MOI rovné 500, coZ odpovidd 500 CFU na jednu buriku J774, 2
hodiny p#i 37 °C v termostatu s 5 % CO,. Ové&feni MOI bylo provedeno vysetim bakterialni
suspenre v fedéni 10, 107 a 10® na McLeodiv agaar a naslednym potitnim CFU po 72
hodinové inkubaci pfi 37 °C v atmosféfe s 5% CO,. Bunétna lyza, hustotni sacharézova
gradentova centrifugace i rozdéleni do frakei s jejich naslednou analyzou byly provedeny u
infikovanych i neinfikovanych bunék stejné jako v experimentu 2 navic s pouZitim
hmotnostni proteinové standarty Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™, pro potvrzeni
piiblizné molekulové hmotnosti proteinu. Flotilin-1 je 48 kDa protein. Analyza byla opét

provedena duplicitng.

5.3.1. Experiment 3/1, Flotillin 1, kontrola (neinfikované buiiky)
Western blot
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 st

50 kDa

ﬁ - -
Obr. 7.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) bun&iného lyzatu neinfikované monocyto-makrofagove

linie J774 byly analyzovany na pfitomnost proteinového raftového markeru flotillinu-1.
Z western blot analyzy vyplyvé, Ze proteinovy raftovy marker flotillin-1 je pfitomen ve tieti
frakei F3. Velikost a prilkaz molekuly flotillin-1 byla potvrzena shodou se standardou.
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Dot blot
FIl. F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9

XYY X X XK

Obr. 8.: Jednotlivé frakce (F1 — F9), buné&ného lyzatu monocyto-makrofagové linie J774,

byly analyzovany na pfitomnost lipidového raftového markeru gangliosidu GM1 pomoci
imunoanalyzy s pouZitim primarni protilitky — B podjednotky choleratoxinu. Z dot blot
analyzy je zfejmé, Ze nejvy3si koncentrace raftového markeru GM1 je v F3 frakei, coZ je
v souladu s vysledky western blot analyzy.

5.3.2. Experiment 3/1, Flotillin 1, infekce (infikované buiiky)
Western blot

F1 F2 F3 F4 F5 ¥6 F7 F8 F9 st.
e am e o L Em . omm g o

50 kDa

il

A

Obr. 9.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) bun&¢ného lyzitu monocyto-makrofagové linie J774

infikované patogenem F. tularensis LVS byly analyzovny na ptitomnost proteinového
raftového markeru flotillinu-1. Z western blot analyzy vyplyva, Ze proteinovy rafiovy marker
flotillin-1 je ptitomen ve tieti frakci F3. Velikost a prikaz molekuly flotillin-1 byla potvrzena
shodou se standardou.

Dot blot
F1 F2 F3 F4 F5 Fé F7 F8 F9

X il
P A

Obr. 10.: Jednotlivé frakee (F1 — F9), bun&&ného lyzétu monocyto-makrofagové linie J774

infikované patogenem F. tularensis LVS, byly analyzovany na piitomnost lipidového
raftového markeru gangliosidu GM1 pomoci imunoanalyzy s pouZitim primérni protilatky — B
podjednotky choleratoxinu. Z dot blot analyzy je ziejmé, Ze nejvyssi koncentrace raftového
markeru GM1 je v F3 frakei, coZ je v souladu s vysledky western blot analyzy.
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5.3.3. Experiment 3/2, Flotillin 1, kontrola (neinfikované buiiky)
Western blot
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 st

50 kDa

Obr. 11.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) bung&ného lyzatu neinfikované monocyto-makrofagove
linie J774 byly analyzovany na pfitomnost proteinového raftového markeru flotillinu-1.
Z western blot analyzy vyplyva, e proteinovy raftovy marker flotillin-1 je pfitomen ve tfeti
frakci F3. Velikost a prilkaz molekuly flotillin-1 byla potvrzena shodou se standardou.

Dot blot
F1 F2 F3 F4 | 33 Fé6 F7 F8 F9

T'Q’...o

Obr. 12.: Jednotlivé frakce (F1 — F9), bunééného lyzatu monocyto-makrofigové linie J774

byly analyzovény na ptitomnost lipidového raftového markeru gangliosidu GM1 pomoci
imunoanalyzy s pouZitim primarni protilitky — B podjednotky choleratoxinu. Z dot blot
analyzy je zfejmé, Ze nejvys$si koncentrace raftového markeru GM1 je v F3 frakei, coZ je
v souladu s vysledky western blot analyzy.

5.34. Experiment 3/2, Flotillin 1, infekce (infikované buiiky)

Western blot
F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 st

50 kDa

Obr. 13.: Jednotlivé frakce (F1 — F9) bun&ného lyzatu monocyto-makrofigové linie J774
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infikované patogenem F. tularensis LVS byly analyzovdny na pfitomnost proteinového
raftového markeru flotillinu-1. Z western blot analyzy vyplyvi, Ze proteinovy raftovy marker
flotillin-1 je pfitomen ve tieti frakci F3. Velikost a priikaz molekuly flotillin-1 byla potvrzena

shodou se standardou.

Dot blot
F1 F2 5 F7 F8 P9

Io o0V e ¢

Obr. 14.: Jednotlivé frakce (F1 — F9), bunééného lyzatu monocyto-makrofagové linie J774

byly analyzovany na pfitomnost lipidového raftového markeru gangliosidu GM1 pomoci
imunoanalyzy s pouZitim primarni protilatky — B podjednotky choleratoxinu. Z dot blot
analyzy je zfejmé, Ze nejvyssi koncentrace raftového markeru GML1 je v F3 frakei, cozZ je
v souladu s vysledky western blot analyzy.

5.4. Proteomicka analyza

Frakce F3 infikovanych bungk z experimentu &3 pozitivni na Flotillin-1 byla
analyzovéna pomoci nanoLC/MS/MS. Vystupni program analyzitoru vydava vysledky
s uvedenim databézového nazvu proteinu, jeho popisu, skére, pravd€podobnosti shody, ktera
udavé pravdépodobnost shody sekvence aminokyselin se zndmou sekvenci aminokyselin
daného proteinu. Funkce jednotlivych proteini byla vyhledina v databazi Swiss-Prot
(http://www.expasy.org/sprot/) a v NCBL Jednotlivé proteiny byly rozd€leny na zakladé
funké&nich charakteristik do skupin.
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Obr. 15.: Ptiklad hmotnostniho spektra proteinu Anexinu II

Tab. 3.: Souhrn proteini detekovanych ve frakei F3 infikovanych bunék J774 z experimentu
3 identifikovanych pomoci nanoLC/MS/MS.

Pravdépo
. -dobnost
Nizev proteinu Skére shody
[%0]
Annexin II Lipocortin II Calpactin I heavy chai -4,159 0
Actin alpha skeletal muscle Alpha actin 1 -2,125 0
Myosin Ic Myosin I beta MMIb 11,555 | 100,01965
Myeloid-associated differentiation marker 11,555 | 100,01965
Cytochrome c oxidase polypeptide VA EC 1.93.1 11,555 | 100,01965
Cytochrome ¢ oxidase polypeptide VA mitochondrial -1,36 0
Brain acid soluble protein 1 BASP1 protein Neur 11,555 | 100,01965
ATP binding cassette subfamily D member 3 70k 11,555 | 100,01965
4F2 cell surface antigen heavy chain 4F2hc 11,555 | 100,01965
10.40S ribosomal protein S23 11,555 | 100,01965
CD44 antigen precursor Phagocytic glacoprotein I 11,555 | 100,01965
Ras related protein RAP 2B 11,555 | 100,01965
Dolichyl diphosphooligosacharide protein glycosy 11,555 | 100,01965
Acid sphingomyelinase like phosphodiesterase 3b pr 11,555 | 100,01965
Guanine nucleotide binding protein G k alpha sub 11,555 | 100,01965
Actin 100 Fragment 11,554 | 99,92203
Dolichyl diphosphooligesacharide protein glycosy 11,554 | 99,92203
Tyrosin protein kinase HCK EC 2.7.1.112 P§9 HC 10,818 | 47,849564
Monocyte differentiation antigen CD14 precursor L 10,888 | 51,33509
Erythrocyte band 7 integral membrane protein Stom 10,873 | 50,53921
L plastin Lymphocyte cytosolic protein 1 LCP1 10,862 | 49,999218
Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase EC 1.2.1 10,862 | 49,999218
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Pravdépo
. -dobnost
NAézev proteinu Skére shody
[%]

Vacuolar ATP synthase subunit G1 EC 3.6.3.14 V 10,862 | 49,999218
Vacuolar proton translocating ATPase 116 kDa subun 10,862 | 49,999218
Vacuolar proton translocating ATPase 116 kDa subun 10,862 | 49,999218
Tyrosine protein kinase LYN EC 2.7.1.112 10,862 | 49,999218
Tyrosine protein kinase LYN EC 2.7.1.112 10,862 | 49,999218
Keratin type I cytoskeletal 10 Cytokeratin 10 10,427 | 32,34503
Keratin type I cytoskeletal 10 Cytokeratin 10 10,345 | 29,79764
Vacuolar ATP synthase subunit E EC 3.6.3.14 VA 10,463 { 33,535122
Vacuolar ATP synthase subunit B brain isoform EC 10,457 33,3392
608 ribosomal protein L7a Surfeit locus protein 3 10,457 33,3392
ATP synthase sloha chain mitochondrial precursor 10,457 33,3392
ADP ATP carrier protein fibroblast isoform ADP A 10,459 | 33,30666
ADP ATP carrier protein liver isoform T2 ADP A -2,486 0
Voltage dependent anion selective channel protein -2,478 0
Calpactin I light chain P10 protein P11 Cellu 10,137 | 24,201664
Gaunine nucleotide binding protein G i alpha2s 10,169 | 24,994305
Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A ubiquit 10,169 | 24,994305
Voltage dependent anion selective channel protein 9,781 | 1696161
60S acidic ribosomal protein P0 110E 9,933 | 19,752823
ATP synthase beta chain mitochondrial precursor 9,406 | 11,657534
Actin cytoplasmasmic 2 Gamma actin -0,718 0
Calmodulin 9,157 | 9,087767
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6. Diskuze

Cilem diplomové prace bylo zavedeni a optimalizace metody izolace lipidovych raftu
a piibliZeni jejich vyznamu pro interakci bung¢k monocyto-makrofdgové linie J774
s intracelularnim patogenem Francisella tularensis LVS zplsobujicim tularémii. Pochopeni
mechanismi interakce je dlleZité vzhledem k vysoké patogenit& bakterie a nebezpeli jejiho
potencionalniho zneuZiti jako biologické zbrané. O molekularnim mechanismu patogenniho
piisobeni bakterie neni zatim dostupnych mnoho informaci. Je v3ak znamo, Ze pohlcena
bakterie po 3-4 hodinich unikd z endosomu do cytoplazmy (Santic a kol., 2005). Studium
host-patogen interakci je soudasti rozsahlej$iho vyzkumu UMP FVZ UO.

S ptibyvajicimi poznatky o struktufe bunéénych membrdn se ukazuje, Ze jeji
uspofadani neodpovida zcela tzv. fluidng-mozaikovému modelu. Ve fosfolipidové dvojvrstve
bunééné membrany se nachazeji Gtvary nazyvané lipidové rafty, které se od zbytku bun€iné
membrany li¥i svym sloZenim a stupném uspofadanosti. Oporou pro tuto teorii je izolace
lipidovych rafti.

Lipidové rafty jsou organizované struktury nachazejici se uvnif plazmatické
membrany vyznadujici se ojedinélym lipidovym a proteinovym sloZenim. Nej¢ast&jsi zpisob
izolace lipidovych raftd je na zaklad® jejich fyzikalné-chemickych vlastnosti za pouZiti
jemné&j§ich neionogennich detergentii. V priib&hu vyvoje metody izolace lipidovych rafti se
zjistilo, e pouZitim riznych druhil neionogennich detergentti na jednom typu bunék jsou
ziskévany lipidové rafty rizného sloZeni. Odlisnosti v molekulirnim sloZeni izolovanych
lipidovych rafti se projevuji jak v lipidové tak v proteinové sloZce. Odlisnosti sloZeni jsou
pozorovany i v zvislosti na koncentraci pouZitého detergentu v extrakénim roztoku. Tyto
diwvody vedly ke sporiim, zda viibec lipidové rafty existuji. (Schuck S., 2003) To, Ze lipidové
rafty nejsou pouze arteficidlnim produktem izolace pouZitim detergentil, dokazuje i jejich
izolace bez pouziti detergentu pomoci uhligitanu sodného (Man a kol., 2005; Matousek a kol.,
2003).

Membrinové mikrodomény bohaté na sfingolipidy a cholesterol koncentruji signlni
molekuly jako napf. G proteiny nebo tyrosin kinazy a zvy$uji jejich funkéni aktivitu. Ukazuje
se, 7e tyto domény maji vyznamnou roli v mnoha komplexnich bunétnych procesech,
zahrnujici mezibunéénou komunikaci, bunéénou indukei ¢i imunitni odpovéd’. Na zakladé
toho je pravdépodobné a dokladaji to i publikované studie, Ze tyto specializované Casti
membrény jsou také diileitym mistem, na které pisobi riizné patogenni organismy pfi snaze
kolonizovat hostitelské buiiky (Duncan, M, 2002).

42

_




V nasem ptipad® byly lipidové rafty izolovany extrakci 1 % neionogennim
detergentem NP-40. Tento detergent je svymi vlastnostmi ekvivalentni Tritonu X-100, ktery
je povaZovan za standardng pouZivany detergent k izolaci lipidovych raft (Man a kol., 2005),
coZ bylo i experimentélné ovéfeno.

Ptitomnost lipidovych rafid jsme se nejdfive pokusili prokazat pfitomnosti klasického
s rafty asociovaného proteinu caveolinu-1. Pomoci metody Western blot se tento marker
nepodafilo prokdzat ani vjedné zdeviti frakci bunéného lyzitu, rozdElencho
ultracentrifugaci na sacharézovém hustotnim gradientu (viz obr. 1 a obr.2). Po opakovaném
provedeni pokusu a negativnim vysledku jsme na$li prici publikovanou Gargalovicem a
Dorym (2001), kteli ve své studii porovnavali pfitomnost caveolinu-1 a caveolinu-2
v peritonealnich makrofizich, mysi bun&&né linii J774 a NIH/3T3 fibroblastd pomoci tfech
nezavislych metod. Z vysledki jejich studie vyplyvé, Ze jedind forma caveolinu pfitomna
v my3$i bunééné lini J774 je caveolin-2. Tento fakt tedy koreloval s vysledky, které jsme
ziskali ve své praci my.

Z diivodu neprokazani proteinového raftového markeru caveolinu-1 v my3i bunééné
linii J774 byl pro dal$i experimenty zvolen jiny proteinovy raftovy marker, a to flotillin-1
(Dermine a kol., 2001). Pfi dodrZeni stejného postupu izolace lipidovych raftii se metodou
Western blot podafilo prokazat flotillin-1 pomoci monoklondlni protildtky proti tomuto
proteinu ve dvou frakcich sachar6zového hustotniho precipitatu s nejv&tsim zastoupenim tfeti
frakce (obr.3 a 5). V tomto pokusu bylo také provedeno potvrzeni izolace membranovych
mikrodomén dot blot analyzou na piitomnost lipidového markeru gangliosidu GM1 (Man a
kol., 2005; Magee a kol., 2002). Nejv&tdi koncentrace lipidového markeru byla prokazana ve
tieti, &tvrté a paté frakci (obr. 4 a 6), coZ je ve shodé s vysledky Western blot analyzy. V obou
provedenych analyzich byly pozitivni na raftové markery pouze leh¢i frakce hustotniho
sacharézového gradientu, coZ je v souladu s teorii lipidovych rafti (Simons, K., 2000, 2001).
Na zaklad® shody naSich vysledkd sjiZ dfive provedenymi experimenty jinych autori je
ziejmé, Ze metoda izolace lipidovych raftl byla zavedena tspésné.

Po tsp&sné izolaci membranovych mikrodomén u neinfikovanych bungk jsme
piistoupili k izolaci lipidovych raftd infikovanych bungk J774 Francisellou tularensis LVS.
Buiiky byly infikovany dle protokolu uvedeného v metodice (4.2.) experimentalni Casti této
prace.

Izolace lipidovych raftii byla provedena za stejnych podminek jako v pfedchazejicich
pokusech. I vtomto pokusu byla prokdzana piitomnost proteinového raftoveého markeru
flotillinu-1 ve tfeti frakei jak u neinfikovanych (obr.7 a 11) tak u infikovanych bungk (obr. 9 a
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13). Z dot blot analyzy neinfikovanych (obr. 8 a 12) a infikovanych bunék (obr. 10 a 14)
vyplyva, Ze nejvétsi intenzita skvrny odpovidajici nejvyssi koncentraci lipidového raftového
markeru gangliosidu GM1 je opét ve teti frakci. Vysledky tfetiho experimentu opét potvrzuji
spravnost naseho postupu izolace lipidovych rafti.

Vzhledem k tisp&3né izolaci lipidovych rafti u neinfikovanych a infikovanych bunék
pokusili jsme se urdit, jak souvisi funkce lipidovych rafti hostitelské buiiky s infekci F.
tularensis LVS. Z diivodu &asové tisné jsme oviem nebyli zcela schopni najit odpovéd’ na
tuto otazku a zistava tedy podnétem pro budouci praci. Pokusili jsme se analyzovat proteiny
tieti frakce pozitivni na flotillin-1 infikovanych bun€k zexperimentn 3 pomoci
nanoLC/MS/MS analyzy. Vysledkem nanoLC/MS/MS analyzy bylo 44 identifikovanych
protein, ze kterych byly vybriny proteiny, které by mohly mit vztah k bun€éné signalizaci
pfi infekci. Tyto proteiny byly rozd&leny do funkénich skupin.

1. Proteiny patfici do podjednotek vakolarni ATPazové protonové pumpy:

V-ATPaza je zodpovédna za okyselovani riznych intracelularnich kompartmenti u
eukaryotnich bungk. Katalyzuji reakci: ATP + HyO + H'(dovnitt) = ADP + fosfat + H'(ven).
V-ATPaza je heteromultimerni enzym sloZeny z periferniho katalytického komplexu V1
(koponenty A aZ H) pfipojeny k integralnimu membranovému VO proton pérovému komplexu
(komponenty: a, ¢, ¢', ¢" and d).

Vakuolirni ATP syntizova podjednotka G 1 je katalyticka podjednotka periferiniho
V1 koplexu vakuolarni ATPazy.

Vakuoldrni proton tanslokujici ATP4dzova 116 kDa podjednotka a isoforma 1 je
potfebna pro sestaveni a aktivitu vakuolarni ATPazy. M4 moZnou roli v diferencianim
namifeni a regulaci enzymi pro specifické organely.

Vakuoldrni proton tanslokujici ATP4zova 116 kDa podjednotka a isoforma 2 je
&asti protonového kandlu jim2 jsou pfevadény protony z jedné strany membrany na druhou.

Vakuolarni ATP syntiazova podjednotka E je podjednotka periferniho V1 komplexu
vakuolarni ATP syntazy zasadni pro uspfadani a katalytickou funkei V-ATP4zy.

Vakuolirni ATP syntiza podjednotka B, mozkova izoforma, je nekatalyticka
podjednotka periferniho V1 komplexu vakuolarni V-ATPazy.

2. cytoskeletalni proteiny

Aktiny jsou proteiny, které se uZastni riznych typl bun&énych pohybll a jsou
vyjadieny ve viech eukaryotnich buiikéch. Polymerizace globuldmiho aktinu (G-aktinu) vede
k tvorbé strukturilnich filament (F-aktin) ve formé& dvojkroucené helix. KaZdy aktin se muZe
vazat ke &étyfem daldim. Je lokalizovan v cytoplazmé. U obratloved byly identifikovany 3
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hlavni skupiny aktinovych izoferem — alfa, beta, gama. Alfa aktiny se nalézaji ve svalové
tkani a jsou hlavnim konstituentem kontraktilniho aparatu. Beta a gama aktiny koexistuji ve
vé&t§ing bundk jako komponenty cytoskeletu, a jako mediatory vnitiniho buné¢ného pohybu.

3. Kalcium a fosfolipidy vazajici protein

Anexin A2 je kalciem regulovany, v membrang vazany protein, jehoZ afinita pro
kalcium je ovlivnéna anionickymi fosfolipidy. S vysokou afinitou vaZe 2 kalciové ionty. Je
tvofen heterotetramernim proteinem (protein 1) obsahujicim 2 lehké fet€zce S100A10/pl1 a2
t87ké Fetdzce ANXA2/p36. V buiice je lokalizovan ve vrstvé t&sné€ pod plasmatickou
membrianou. Mohl by p#iéné vazat fosfolipidy plazmatické membrany s aktinem a
cytoskeletem a byt tak zapojen do exocytozy. Zprostfedkovdvd mezimembranové interakce.
Dle Burgera a kol. (1996) se kalcium-dependentnim zplisobem vaZe ke kyselym fosfolipidim
a je substratem nékterych protein-tyrozinkindkinaz.

Calmodulin zprostiedkovava kontrolu mnohych enzymt prostfednictvim Ca2*. Mezi
enzymy, které jsou stimulovany komplexem calmodulin-Ca2”, patii mnohé proteinkinizy a
fosfatdzy. Protein obsahuje &tyfi funkdni vapnik-vaZici mista. Obsahuje Ctyfi EF-hand
domény.

4, Antigen prezentujici protein:

Téiky fetézec 4F2 povrchového bunééného antigenu je zapojen do normalniho a
neoplatického bun&éného ristu. Stavebnd je to heterodimer skladajici se 2z 80-90
kDa glykosylovaného t&Zkého a 35-40 kDa neglykosylovaného lehkého fet¥zce, spojeny
disulfidickou vazbou. Je umistén v membrang jako jednoprichodovy membranovy protein
typu II, pattici do rodiny inducibilnich povrchovych molekul uéastnicich se T-lymfocytarniho
ristu a aktivace. Podle Teixeira a kol. (1987) je tento antigen vyjadien na proliferujicich
buitkach, ale pouze vresting butikich ngkterych tkani. Jeho funkce byla navrzena aby
fungovala ve vztahu k Ca2+/Na+ vyméné.

5. Kandlové a transportni proteiny:

ATPsyntazovy alfa Fetézec produkuje ATP z ADP v pfitomnosti protonového
gradientu pfes membranu. Katalyzuje reakci: ATP + H,O + H'(dovnitf) = ADP + fosfat +
H'(ven). Alfa fetézec je regulatorni podjednotka. ATPsyntéza F-typu ma 2 slozky, CF(1)-
katalytické jadro — a CF(0)- membranovy protonovy kandl. CF(1) se sklada z péti
podjednotek: alfa(3), beta(3), gama(l), delta(1), epsilon(1). CF(0) se sklada z tii hlavnich
podjednotek: a, b a . V butice je lokalizovana na vnitfni mitochondridlni membrané..

ADP/ATP translokiza 2 katalyzuje vyménu ADP za ATP pfes vnitini

mitochondridlni membranu. Je to homodimerni protein, lokalizovany ve vnitini
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mitochondridlni membrang, kterou nékolikrat prochadzi. Transmembranové spirdly nejsou
kolmé k ploSe membrany, ale prochdzi skrz membrinu pod wurditym tuhlem. Jednotlivé
transmembranové Sroubovice vykazuji ostré smycky, diky pfitomnosti uzavienych
prolinovych zbytkt.. ADP/ATP piena$ed jsou regulovény v prib&hu ristu. Exprese se zvySuje
jsou-li klidové builky stimulovdny sérem, z destitek-odvozenym ristovym faktorem nebo
epidermalnim rustovym faktorem, ale ne na desti¢ky chudou plazmou nebo insulinem (Battini
a kol. 1987).

Napét'ové Fizeny anion-selektivni kandlovy protein 2 tvofi kanadl skrz vné&jsi
mitochondridlni membranu, ktery umoZiiuje difiizi malych hydrofilnich molekul. Kandl
pfijima otevienou konformaci pZi nizkém nebo nulovém membrinovém potencidlu a
zavienou konformaci pti potencidlech nad 30-40 mV. Otevieny stav ma slabou aniontovou
selektivitu, zatimco zavieny stav je kationtové-selektivni. Interaguje s hexokindzami. Je
lokalizovdn na vné&jsi mitochondridlni membrang. Obsahuje hlavné¢ v membrané do stran
poloZené beta-skladané listy. Patfi do eukaryotni mitochondriali porinové rodiny.

6. Receptory:

Monocytirni diferenciaéni antigen CD14 patfi do skupiny na membrang
lokalizovanych lipolysacharidovych receptord, kotvenych do membrany lipidovou kotvou. Je
to multi-proteinovy komplex, obsahujici CD14, MD-2 a TLR4 se kterymi spolupracuje pfi
zprostfedkovani vrozené imunitni odpovédi na bakteridlni lipopolysacharidy. Vystupuje skrz
MyD88, TIRAP a TRAF6, vedouce k NF-k-B aktivaci, sekreci cytokinii a zangtlivé odpovedi.
Up-reguluje bun&&né povrchové molekuly, zahrnujic molekuly adhezivni.

CD44 je hlavnim bundnym povrchovym receptorem pro hyaluronat,
zprostiedkovavajici adhezi k endotelidlnim buiikim vén a kolagenim typu [ a VL
Pravdépodobn& se ufastni adheze na matrix, lymfocytarni aktivaci a jejich zacileni na
lymfatické uzliny. Je to jednoprichodny membrinovy protein typu I Bylo popsino 13
sesttihovych izoforem. Je N-glykosylovany, O-glykocylovany a fosforylovany. Aktivace PKC
vede k defosforylaci Ser742 (konstitutivni fosforylatni misto) a fosforylaci Ser708. Byly
popsany dvé alelycké formy tohoto glykoproteinu, PGP-1.1 a PGP-1.2. Vyjadfenym
produkteem je PGP-1.1 (Ly-24.1). Obsahuje jednu spojovaci doménu. Je 95 kDa
glykoproteinem, déleZitym T buninym a leukocytirnim diferenciaénim markerem (Zhou a
kol., 1989)

7. Proteinové kinazy:

Tyrosinova proteinkinaza HCK by mohla slouZit jako &4st signdlni cesty spojujic Fe
receptor k aktivaci respiraéniho vzplanuti. Mohla by také piispivat k migraci neutrofild a
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regulovat jejich degranulaci. Katalyzuje reakci: ATP + a(protein)-L-tyrosin = ADP +
a(protein)-L-tyrosinfosfat. Mohly by se vazat k HIV-1 Nef a VIF skrz jejich SH3 doménu.
Tato interakce by mohla stimulovat jejich tyrosin-kindzovou aktivitu. Isoforma p60-HCK a
isoforma p59-HCK jsou asociovany s membranami, isoforma p60-HCK je soufasné také
cytoplazmaticka. Alternativni spudténi, p60-HCK a isoforma p59-HCK jsou produkovény
alternativniim spust&nim. Jsou exprimovany pievazng v butikich myeloidni a B-lymfocytarni
fady.

Tyrozinovi protein Kindza Lyn katalyzuje reakci: ATP + a(protein)-L-tyrosin =
ADP + a(protein)-L-tyrosinfosfét. Interaguje s fosforilovanym LIME1 po BCR aktivaci. Byly
popsany dvé izoformy proteinu, vznikajici na zdkladg slternativniho sestfihu - LYN A a LYN
B. Vyjadfena je hlavng v B-lymfoidnich a myeloidnich buiikach. Patfi do Tyr proteinkindzové
rodiny.
8. G proteiny:

Guanin-nukleotid vaZici proteiny (G proteiny) se ucastni jako modulatory nebo
pienasede riznych transmembrénovych signalnich systémd. G(k) je stimulaéni G protein
receptorové regulovanych K+ kanali sloZeny ze tii podjednotek, alfa, beta, gama. Alfa
fetézec obsahuje misto vaZici guaninnukleotid. Guanin nukleotid-vaZici reguladni proteiny,
zndmé jako G-proteiny jsou s receptory-asociované signil-prenaSejici molekuly, jenz se
ikastni na Kkontrole mnohych metabolickych procesi. Mohly by zprostfedkovavat B-
lymfocytarni odpovéd’ na bakteridlni lipopolysacharidy, a také by mohly ptena3et signaly z T-
bun&nych antigennich receptori. (Beals a kol., 1987).

9. Malé G proteiny:
Ras-piibuzny protein Rap-2b je lokalizovan v bunééné membrang, ma potencionalni

lipidovou kotvu na cytoplazmatické strang. Je to protein o Mr 22 000, specificky vazici GTP
(Ohmstede a kol., 1990).




7. Zavér

V pritbéhu mé diplomové prace se podafilo vyvinout metodu izolace lipidovych raftd
u bun&k monocyto-makrofagové linie J774, a to jak neinfikovanych, tak infikovanych bakterii
Francisella tularensis LVS. Provedeni proteomickd analyza frakce F3 pozitivni na
proteinovy raftovy marker flotillin-1 je pouze prvnim pokusem tohoto druhu na pracovisti
UMP FVZ UO. V prib&hu na3i price jsme se potykali s problémy jako je hydrofobicita
membranovych proteind a pfedevdim nemalou komplikaci je vtomto pfipad€ roztok
sacharbzy, vkterém se proteiny nachdzeji. V budoucnu je tedy tfeba tuto metodu
optimalizovat, aby bylo moZné zidentifikovat vétSi mnoZstvi proteind a najit jejich

potencionalni vztah k infekci patogenni bakterie Francisella tularensis LVS.
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