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Abstrakt

Zelezo je nezbytnd zivina pro vSechny Zivé organismy. Ma zasadni tlohu ve virulenci
patogennich bakterii i parazitickych eukaryot. I kdyz je zelezo hojnym prvkem v organismu
hostitele, neni pro parazita snadné ho ziskat. Schopnost parazitli vyvolat onemocnéni zavisi
z velké ¢asti na tom, jak u¢inné mechanismy pro zisk zeleza vyvinuli.

Tato prace se zabyva vlivem zeleza na virulenci Acanthamoeba castellanii. Je to volné
zijici améba, kterd za vyjimecnych situaci miize u clovéka vyvolat smrtelné zanétlivé
onemocnéni mozku nebo ¢loveéku poskodit zrak. Kultivaci se sav¢imi bunikami se nam povedlo
prokazat vliv zeleza na virulenci améby za vyuziti pritokové cytometrie. Na zaklade
fluorescencniho znaceni jsme lokalizovali protein AC_IDIP (Iron-Deprivation Induced Protein)
v cytosolu. Tento protein byl také izolovan a byla proti nému vytvoifena polyklonalni protilatka,
ktera byla pouzita ke sledovani vlivu dostupnosti Zeleza na hladinu AC IDIP.
Pomoci komparativni proteomické analyzy jsme byli schopni sledovat zmény v proteomu
A. castellanii v zavislosti na zdroji zivin. Identifikovali jsme velké mnozstvi proteind, jez mély
zménénou hladinu za podminky, kde zdrojem zivin byly savéi bunky. Jednalo se zejména
o cytoskeletalni proteiny. Oproti tomu zastoupeni proteinti obsahujicich Zelezo, nebo se na jeho
metabolismu podilejicich, bylo mezi ovlivnénymi proteiny velmi nizké, coz pro nas bylo

neocekavané.



Abstract

Iron is an essential nutrient for all living organisms. It plays a crucial role in the virulence of
pathogenic bacteria as well as parasitic eukaryotes. Although iron is an abundant element in the
host organism, it cannot be easily obtained by the parasite. The ability of parasites to induce
disease depends largely on how efficient the mechanisms for iron acquisition have evolved.

This thesis deals with the effect of iron on the virulence of Acanthamoeba castellanii. It
is a free-living amoeba that, in exceptional situations, can cause fatal inflammatory brain
disease or damage a person’s vision. Culturing with mammalian cells allowed us to demonstrate
the effect of iron on amoeba virulence using flow cytometry. Based on fluorescent labeling, we
localized the protein AC_IDIP (Iron-Deprivation Induced Protein) in the cytosol. This protein
was also isolated and a polyclonal antibody was raised against it and used to monitor the effect
of iron availability on the AC IDIP level. Using comparative proteomic analysis, it was
possible to monitor changes in the A. castellanii proteome depending on the nutrient source.
Altered levels of many proteins were detected under conditions where mammalian cells were
the nutrient source. These were mainly cytoskeletal proteins. In contrast, the proportion of
proteins containing iron or those involved in its metabolism was very low among the affected

proteins, which was unexpected.
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1 Uvod

Zelezo je &tvrtym nejéastdji zastoupenym prvkem v zemské kife a je nezbytné pro rist
prakticky vSech Zivych organismil. Uplatituje se v mnoha Zivotn¢ dulezitych funkcich, zejména
ve skladovani a transportu kysliku, ale ma i funkci katalyzatoru pfi transportu elektronti. Zelezo
je dulezité jak pro parazity, tak ijejich hostitele. Jelikoz volné Zelezo miize byt pro bunky
toxické, vyskytuje se u savell vazané ve specialnich molekulach. A to predevs§im v transferinu,
laktoferinu a feritinu. Zaroven je timto zplisobem dosazeno antimikrobialni ochrany. Volné
zelezo se v télnich tekutinach téméf nevyskytuje, coz komplikuje parazitickym organismim
jejich prezivani a vyvolani infekce. Schopnost parazita piezit v hostiteli mé spojitost s tim, jak
ucinné mechanismy pro ziskani Zeleza z hostitelskych molekul vyvinul a od toho se odviji
i nasledny pribéh a zavaznost infekce. Zatimco na vyzkum zisku Zeleza a jeho metabolismu
u patogennich bakterii je zaméteno velké mnozstvi studii, u parazitickych protist je dnes stale
pomeérné malo informaci a je v této oblasti prostor k objevovani.

Acanthamoeba castellanii studovéna v této diplomové praci je toho ndzornym
ptikladem. Ziskdvani Zeleza touto amébou a jeho nasledny metabolismus neni objasnén stejné
jako jeho vliv na virulenci. Akantaméba je vSude pifitomnd améba, se kterou se bézné
dostavame do kontaktu. Tato améba je oznacCovana jako amfizoicka, jelikoz je ve vétSing
ptipadl volné Zijicim organismem a patogenezi u hostitele vyvolava jen zfidka. V ojedin€lych
ptipadech miiZze u imunosuprimovanych osob vyvolat az smrtelné zanétlivé onemocnéni mozku
granulomatézni amébovou encefalitidu (GAE). Cast&j$im onemocnénim je infekce oka
nazyvana amébova keratitida (AK), kterd mize vést az ke ztraté zraku.

Tato prace si klade za cil zjistit, jak Zelezo ovlivituje virulenci akantaméby. Pro
pochopeni patogeneze je také dulezité objasnit, jaké struktury potfebuje améba k preméné
z volné Zijiciho organismu na patogenni, coz se pokusime demonstrovat za vyuziti kultivace se
sav¢imi buiikami. Takové poznatky by mohly pfispét k nalezeni nové terapie proti tomuto

neobvyklému patogenu a ukazat na jaké molekuly by mohla byt terapie cilena.



2 Literarni prehled

2.1 Zelezo jako faktor virulence

Prestoze je zelezo hojné se vyskytujicim prvkem na zemi, neni ho snadné z prostredi ziskat.
Nejcasteji se snim setkavame v oxidované formé, kdy se stdvd nerozpustnym ve vodnych
roztocich (Neilands, 1981). Hladina volného Zeleza v organismu je piili§ nizka na to, aby
pokryla naroky mikroorganismu na rist a invazi hostitelti (Bullen et al., 1978). Mikroorganismy
tak musi vyuzivat specialni mechanismy, pomoci nichz jsou schopni Zelezo od hostitele ziskavat
a jejich virulence je ovlivnéna témito procesy.
se ubranili jeho toxicite, a vétSina iontl Zeleza je proto vazana specifickymi molekulami. Tento
systém vazani zeleza zajistuje také velmi ucinnou antimikrobialni ochranu neboli nutri¢ni
imunitu (Skaar, 2010). Transferin je glykoprotein, ktery vaze zelezo v krevnim obéhu
a transportuje ho do cilovych bun€k v riznych tkanich (Aisen & Leibman, 1972). Dal$im
glykoproteinem vazajicim zelezo ve formé& Fe*" ionti je laktoferin. Vyskytuje se v matefském
mléce, zluci a slzach. Intracelularné je zelezo soucasti molekul feritinu.

Pfi infekci dochézi ke snizeni extracelularniho zeleza makrofagy. Presunem zeleza
z fagozomil na cytoplazmatické feritiny makrofagy také zabrafiuji mnozeni mikroorganismi
(Ganz, 2009). Nachylnost k infekci preduréuje to, v jakém stavu je imunitni systém hostitele.
Nutri¢ni imunita je naruSena u lidi s genetickym onemocnénim, jako je talasémie a primarni
hemochromatdza, jelikoz maji zvySenou hladinu Zeleza. Tito jedinci jsou vice nachylni

k infekcim (Ganz & Nemeth, 2006).

2.1.1 Bakterie

Preziti, rist a vyvolani infekce bakteriemi v hostiteli vyZaduje, jako jednu z hlavnich adaptaci,
aktivovat drahy vedouci k zisku Zeleza. Je to z toho diivodu, ze Zelezo neni voln¢ dostupné, na
rozdil od ostatnich Zivin ziskavanych od hostitele. Patogenni bakterie vyvinuly pro tento ucel
mnoho specifickych mechanismt, kterymi vyvazuji Zelezo z molekul, nebo vyuzivaji celé tyto
molekuly hostitele. Tyto mechanismy umoziiuji bakteriim mnozit se v hostiteli, a zvySuji tak
jejich virulenci (de Lorenzo & Martinez, 1988). Vliv Zeleza na virulenci bakterii se prokazal
u zvitat. V situaci, kdy byla zvifata krmena dietou s nizkym obsahem Zeleza, zvysila se jejich
odolnost viic¢i bakteridlni nakaze. Opacna situace nastala pti dodani Zeleza pro vyrovnani jeho

hladiny v séru (Puschmann & Ganzoni, 1977; Hart et al., 1982).



Bakterie disponuji dvéma az tfemi aktivnimi mechanismy pro ziskdvani zeleza
soucCasné. Jedna z hlavnich cest ziskani Zeleza je vyuziti chelatorti Zeleza siderofort. Tyto
molekuly jsou schopné ziskavat Zelezo z komplexti vazajicich Zelezo a konkurovat timto
zpisobem hostitelskym transportnim molekuldm transferinu a laktoferinu (Neilands, 1981,
1982). Je to umoznéno tim, Ze siderofory produkované bakteriemi jsou nizkomolekularni latky
s vysokou afinitou k Fe** iontim (Bagg & Neilands, 1987). Ptes specifické transportni proteiny
na bunééném obalu se siderofory s navazanym zelezem dostavaji do buiiky (Ratledge & Dover,
2000). Produkce sideroforii bakteriemi je slozity proces, do néhoz se zapojuje velké mnozstvi
gentl. Nejcastéji jsou popisovany geny NRPS (neribozomalni peptidové syntetazy), které jsou
zachovany mezi riznymi druhy bakterii (Crosa & Walsh, 2002; Hider & Kong, 2010). Ukazuje
se, Ze jedna bakterie nemusi syntetizovat pouze jeden siderofor, ale mize jich pro ziskani Zeleza
vyuzivat vice (Balado et al., 2015). VétSina bakterii ma kromé produkce svych vlastnich
sideroforti pro ziskani zeleza i schopnost vyuzivat siderofory produkované jinymi bakteriemi.
Tyto tzv. xenosiderofory jsou pak dulezité v interakcich mezi jednotlivymi mikroorganismy,
jelikoz schopnosti pohltit tyto molekuly si konkuruji v ptijmu zeleza (Kramer et al., 2020).
Repertoar ptisobeni siderofort na hostitelsky organismus a zpétna reakce hostitele je znazornéna

na Obr. 1. Je patrné, Ze soupeteni hostitele s patogeny je komplikovany proces.

Siderofory produkované
bakteriemi

Konkurence mezi Hostitelska bunécna
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Obr. 1. Modulace dostupnosti Zeleza bakterialnimi siderofory.

Cervené §ipky znazorfiuji vliv bakterialnich siderofori na virulenci samotnych bakterii, ale piisobi i na
bakterie pfitomné v hostiteli, se kterymi si konkuruji v pfijmu Zzeleza. Pisobi také na udrzovani
rovnovahy Zeleza v buiikach hostitele, slizni¢ni imunitu a lokélni bakteridlni niku. Cerné Sipky znazoriiuji
naslednou reakci organismu hostitele na ptisobeni sideroforti. NaruSeni homeostdzy ovliviiuje imunitu
sliznic. Ta déle ovliviluje bakteridlni mikrofléru ve stfevé a mize dojit k naruSeni zdravi hostitele

a vyvolani onemocnéni. Obrazek byl pfevzat a upraven z Ellermann a Arthur (2017).



Kromé vylu¢ovani sideroforti mohou bakterie vylucovat také hemofory. Pomoci téchto molekul
ziskavaji zelezo véazané v hostitelském hemu a hemoglobinu (Wandersman & Stojiljkovic,
2000). Studie na zvifecich modelech prokazaly, ze schopnost bakterii vyuzivat zelezo z téchto
molekul ma vliv na virulenci bakterii (Stojijkovic et al., 1995; Thompson et al., 1999).

Nekteré bakterie nepotiebuji vylucovat specifické molekuly pro ziskani zeleza, jelikoz
maji na svém povrchu specifické receptory pfimo pro Zelezo vézajici molekuly hostitele
(Cornelissen, 2003). Tato vlastnost byla pozorovana naptiklad u bakterie Neisseria, ktera je
schopna ziskavat zelezo pfimo z transferinu nebo laktoferinu bez potteby produkce siderofort.
Dalsim prikladem jsou Moraxella catarrhalis a Actinobacillus pleuropneumoniae se
specifickymi receptory pro vazbu zeleza z transferinu.

Organismus hostitele ma mechanismy, jimiz brani bakterialnim procestim vedoucich
k ziskani zeleza. Naptiklad pti produkci sideroforii reaguje hostitel produkci proteinu lipokalin-
2, ktery se vaze na tyto molekuly, a znemozni tak patogenu zelezo ptijmout. Lipokaliny-2 se ale
vazi pouze na vybrané siderofory, a nejsou tak schopny zabranit vS§em témto mechanismim
(Flo et al., 2004). Hostitel a bakterie vedou neustaly boj o tuto mikroZivinu a jeji ziskani je

podminéno mnoha aspekty.

2.1.2 Protista

Mnohem méné informaci o vlivu Zeleza na virulenci, v porovnani s bakteriemi, je dostupnych
u parazitickych protist. Je popsano nékolik mechanismt, jimiz naruSuji homeostizu zeleza
v hostiteli a ohrozuji jeho obranny systém. Existuji tfi zakladni systémy, kterymi mohou
eukaryotické buiiky ziskavat Zelezo, coz shrnuji Mach a Sutak (2020). Buiiky produkuji Fe**
reduktazu, kterou redukuji Fe** z prostiedi na Fe**. Nasledné jsou tyto ionty dopraveny do
buiiky pies specifické transportéry. Druhou cestou je pfitomnost receptorti pro zelezo vazajici
proteiny jako je transferin, prostfednictvim nichz dojde k endocytoéze holo-transferinu z krevni
plazmy. Tteti cestou je ziskani Zeleza z hemu nebo hemoglobinu po rozpadu erytrocytu nebo ze
siderofort (Mach & Sutak, 2020). Na Obr. 2 je znizornén zdroj Zeleza a jeho nasledny

transport u vybranych parazitickych protist.
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Obr. 2. Zdroj Zeleza a jeho transport u vybranych parazitickych protist.

Tfr — transferinovy receptor, IR1 — regulator zeleza 1, Mlp — mukolipin, VIT1 — transportér zeleza ve
vakuole 1, MCP17 — mitochondrialni nosi¢ 17, MMT1/2 — mitochondridlni kovovy transportér Y%,
ZIPCO - protein obsahujici doménu ZIP (zinkovy transportni protein), CRT — transportér rezistence na
chlorochin, DV — travici vakuola, ER — endoplazmatické retikulum, Mfrn — mitoferrin, HLP — homolog
hemoforu. Obrazek byl pievzat a upraven podle Mach a Sut'ak (2020).

Naptiklad Entamoeba histolytica vyuziva nékolik cest vedoucich k ziskani Zzeleza (Hernandez-
Cuevas et al, 2014). Tato améba se vyskytuje v hostiteli vriznych tkanich s odlisnou
dostupnosti zeleza, proto méa vice mechanismt, jak ho ziskat. Améba produkuje homology
bakterialnich hemoforti, pomoci nichz vaZze hemoglobin a hem (Cruz-Castafieda et al., 2011).
Také produkuje transportni proteiny z rodiny p-glykoproteinti 5, ABC (ATP Binding Cassette)
transportérti a rodiny MFT, které maji urcitou homologii s bakterialnimi siderofory, a umoziuji
tak redukovat a ziskavat zelezo (Hernandez-Cuevas et al., 2014). Na povrchu buiiky ma
E. histolytica specifické receptory, pomoci nichz miZze véazat proteiny hostitele, ato holo-
transferin, holo-laktoferin, feritin a hemoglobin, a ziskavat zelezo pfimo z nich (Leon-Sicairos
et al., 2005). Tento prvek mlze ziskat také z erytrocytl, které dokaze celé pohltit a degradovat
je hemolysinem a fosfolipazami (Lopez-Soto et al., 2009b).

Ani u parazitl, jako je Trypanosoma brucei, Leishmania nebo Plasmodium pusobici
onemocnéni u velké ¢asti populace, neni zcela objasnén zdroj a systém, jakym zelezo pfijimaji.
Transferin je vyuzivan jako zdroj Zeleza v hostiteli 7. brucei, jelikoZ ta ma na svém povrchu,

piesnéji v periflagelarni kapse, specifické receptory pro tento protein. Procyklicka stadia



T. brucei musi mit jiné mechanismy pro ziskani zeleza, jelikoz v hmyzim vektoru neni dostupny
transferin. Ziskavaji zde zelezo zriiznych zelezitych komplexti ve dvou krocich. Nejprve
dochazi k redukci iontll Zeleza z Fe** na Fe*" a nasledné je transportovano do buiky (Mach et
al., 2013). Jelikoz Leishmania je intracelularni parazit, je schopna ziskdvat zelezo piimo
z transferinu, ktery ho dodava hostitelské buiice. Produkuje reduktazy (LIT1), které reduku;i
Fe** ionty uvolnéné z transferinu na Fe?* a transportéry (ZIP LIT1) je pienesou do cytosolu
(Huynh et al., 2006; Flannery et al., 2011). Tento parazit v extracelularni formé& promastigoti je
schopny ziskavat Zelezo z laktoferinu, hemu a hemoglobinu (Chang & Chang, 1985; Wilson et
al., 1994; Sengupta et al., 1999). Puvodci malarie Plasmodium se v hostiteli vyskytuji také
intracelularné. Z erytrocytd, které napadaji, ziskavaji hemoglobin, ale vyuzivaji ho k zisku
aminokyselin. Hem je ulozen do potravni vakuoly ve formé pro bunku netoxického
krystalického hemozoinu (Sullivan et al., 1996). Zelezo z hemu neni pravdépodobné vyuzivano,
nebo se dosud nepopsaly zplsoby, jak by z této nerozpustné molekuly Plasmodium Zelezo
ziskavalo. Jaky zdroj zeleza Plasmodium vyuziva zustava stale zahadou (Clark et al., 2013).
U jaterniho stadia Plasmodium se ukazuje, ze parazité potiebuji pro ziskani zeleza protein
ZIPCO. Pti jeho deficienci byl zhorSen rast a zivotaschopnost merozoiti v jatrech a tento

protein by tak mohl byt cilem terapie proti t€émto stadiim (Sahu et al., 2014).

2.2 Acanthamoeba

Akantaméba je jednobunécny organismus fazeny do skupiny Amoebozoa. Je to vSudypfitomna
améba s vyskytem ve vzduchu, ptde, sladké islané vodé. Byla nelezena ive chlorovanych
bazénech, odpadnich vodach a klimatizacich, a to bez rozdili mezi rozvojovymi a vyspélymi
staty (de Jonckheere, 1991; Martinez, 1991). Jelikoz tato améba je ve vétsiné pfipadi volné
zijicim organismem a k nakaze Clovéka dochazi jen ojedinéle, je zafazena mezi amfizoické
améby spolu s Balamuthia mandrillaris a Naegleria fowleri (Page, 1988). Akantaméba ma dveé
morfologické formy, vegetativni stadium trofozoita a odolné stadium cysty. Améby tvoii cysty
za nepriznivych podminek vlivem nedostatku zivin, nepfiznivych teplot nebo pH. Stadia
dvousténnych cyst jsou vysoce odolna vici pusobeni dezinfekénich prostifedki a jsou schopna
piezit a zachovat si svou patogenitu az po dobu nékolika let (Mazur et al., 1995; Khan, 2006).
Za priznivych podminek se améby excystuji na stadia trofozoitli ajejich populace nartsta
asexualné¢ binarnim d€lenim (Band & Mohrlok, 1973). Jsou to ménavkové organismy
pohybujici se za pomoci typickych panozek tzv. akantopodii, coz jsou Siroké lobopodie
s trnovymi vybézky (Sawyer & Griffin, 1975). Akantopodie jsou vyuzivany nejen k pohybu, ale
i k pfichyceni se k povrchliim a zejména k zisku potravy. Akantaméba se Zzivi bakteriemi,

kvasinkami, ale ijinymi eukaryoty (Rodriguez-Zaragoza, 1994). K jejich pohlceni dochazi



dvéma mechanismy: specificky fagocytézou na zakladé receptori nebo nespecificky
pinocytdzou pii pohlcovani bun¢k (Bowers & Olszewski, 1972; Allen & Dawidowicz, 1990).
Zijeme v prostiedi, kde se dostavame do styku s akantamébou velmi Gasto. Bylo
prokazéano, ze az 80 % imunokompetentnich osob ma v krvi sérové protilatky proti této amébe
(Chappell et al., 2001). Pocty zaznamenanych onemocnéni, které akantaméby zptsobuji, jsou
vSak ojedinélé, jelikoz imunitni systém se proti t€inkiim tohoto patogenu umi ucinné branit.
Jsou popsany tii cesty pruniku trofozoiti a cyst akantaméby do sav€ich hostiteld, prinik
poskozenou pokozkou, vdechnuti do dolnich dychacich cest s naslednym rozsevem do CNS
a posledni moznosti je infekce oka (Obr. 3). Akantaméba je pivodcem vzacného, ve vétSing
pfipadd smrtelného, onemocnéni GAE vyskytujiciho se jen uimunodeficientnich osob. Pfi
tomto onemocnéni dochdzi k loziskovému zanétu mozku, na ktery neni dostupna zadna ucinna
kauzalni lécba (Martinez, 1991; Marciano-Cabral & Cabral, 2003). Chronické kozni léze
vyvolané po priniku akantaméby mohou piedchazet vzniku GAE uimunodeficientnich
pacientl, zejména u lidi s diagnostikovanym AIDS (Gonzalez et al., 1986; Torno et al., 2000).
AK je posledni a nejcastéjsi onemocnéni vyvolavané touto amébou. Jako jediné neni spojené
s imunitnim stavem hostitele, ale nejcasteji se vyskytuje u nositeltl kontaktnich cocek. K této
infekci mtze dojit poranénim oka nebo Castéji nespravnou hygienou kontaktnich ¢ocek. V oku
dochazi k bolestivému zanétu rohovky a tvorbé typického kruhového infiltratu, coz mtze vést
az ke ztraté¢ zraku (Khan, 2003). Jak k témto nemocem dochézi a jaké mechanismy k tomu

améba potiebuje, je v procesu objasnovani. Tyto studie mohou napomoci k cilengjsi 1€cbé.



Obr. 3. Zivotni cyklus Acanthamoeba a cesty infekce ¢lovéka.

1. odolné cysty, 2. trofozoiti, 3. mitéza trofozoitd, 4. Acanthamoeba (cysty i trofozoiti) vstupuje do
hostitele nékolika cestami: 5. infekce oka, 6. nosni dutinou do dychacich cest a 7. pies poskozenou kizi.
Obrazek byl pievzat a upraven podle (https://www.cdc.gov/parasites/acanthamoeba/pathogen.html)

2.2.1 Faktory virulence

Virulence nejen u akantaméby, ale u vSech parazitickych protist, je plisobena souborem procest,
pomoci nichz jsou schopny se v hostiteli udrzet, prekonat jeho obranu, ziskat Ziviny a vyvolat
onemocnéni. Faktory virulence mizeme rozdélit na pfimé a nepfimé a jsou shrnuty na Obr. 4.
Pro akantamébu je velmi dilezité vyvinout takové mechanismy, kterymi dokaze invadovat do
tkani a degradovat bunky hostitele. Tyto mechanismy se fadi mezi pfimé a zahrnuji na kontaktu
zavislou adhezi a fagocytézu a na kontaktu nezavislou produkci proteaz a fosfolipaz. Naopak
faktory neptfimé virulence umoziuji amébam prezit mimo hostitele. Jsou jimi naptiklad
morfologie améb, schopnost termo a osmo tolerance a tvorba biofilmd (Khan, 2006).

k hostitelskym bunkam, kterd je nasledovana fagocytézou a produkci protedz (Khan, 2003).

Tyto procesy jsou blize popsany v nasledujicich kapitolach.
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Obr. 4. Shrnuti pfimych a nepfimych faktoru virulence akantaméby.
Obrazek byl pfevzat a upraven podle (Khan, 2006).



2.2.1.1 Adheze

Kli¢ovym krokem pro to, aby mohla améba ptisobit patologie u svého hostitele, je vazba na
povrch jeho bunék (Yang et al.,, 1997). U akantaméby je tato vazba mezi adhezinem améby
areceptorem na hostitelskych buiikdch. Na zakladé studii je prokdzano, ze vazba na buiiky
epitelu rohovky je umoznéna proteinem vazajicim manézu (MBP) (Morton et al., 1991). Tento
protein miize byt u akantaméby vyuzivan jako marker patogenity (Garate et al., 2004). Ukazuje
se, ze schopnost trofozoitli produkovat MBP souvisi s jejich schopnosti vyvolat patogenezi
u hostitele (Garate et al., 2006). MBP mtizeme tedy povazovat za hlavni protein pro virulenci
akantaméby, jelikoZ umoznuje interakci mezi parazitem a hostitelskou buikou a vede
k nasledné destrukci buné¢k hostitele (Kim et al., 2012). Protein MBP zprostiedkovava adhezi
iu kvasinky Candida albicans, ktera mize také zplsobovat oc¢ni keratitidy (Sandin et al., 1982;
Naglik et al., 2011).

Pro navazani kontaktu s hostitelskou buiikou jsou dale dilezité vzajemné interakce mezi
amébou a extracelularni matrix (ECM) hostitele. ECM zprostiedkovava u bunék tvoficich
rohovku mezibunécnou komunikaci, a ma také funkci v uchyceni bun¢k. Vysoké zastoupeni
v ECM rohovky lidi ma kolagen I a lamin-1, které oddéluji rohovkovy epitel od dalSich ¢asti
oka (Michelacci, 2003; Yurchenco et al., 2004). Lamin-1 také zajiStuje hematogenni bariéru
vmozku a jeho napadeni amébou muze byt pfi¢inou jejiho hematogenniho Siteni
(Rocha-Azevedo et al., 2009). Vazba na struktury ECM je zavisla na manoze, jelikoz pfi
kultivaci améb s mandzou byla jejich schopnost adheze jak ke kolagennim, tak i laminarnim
strukturdm inhibovana (Gordon et al., 1993). Schopnost améby vézat se na kolagen I a lamin-1
se jevi jako nezbytna pfipatogenezi akantaméby. Tato vlastnost vyplyva z porovnani
patogenniho druhu A. culbertsoni, ktery se ucinné vazal jak na kolagenni, tak i na laminové
struktury s voln€ Zijici 4. astronyxis, ktera se vazala na laminy jen minimalné a na kolagen se
vazat nedokazala (Rocha-Azevedo et al., 2009). Proteiny vazajici laminy byly prokazany
u mnoha patogennich bakterii ale i protist, coz podporuje tvrzeni, Ze vazba na n¢ je nezbytnym
krokem k nakaze hostitele (Giordano et al., 1994; Ljungh et al., 1996; Ghosh et al., 1996;
de O Ferreira et al., 2006). Tyto proteiny se podafilo identifikovat i u akantaméby (Kong et al.,
2001; Hong et al., 2004). Do vztahu mezi amébou a ECM hostitele vstupuje jesté dalsi atribut,
kterym je vapnik. V prostifedi s nizkym obsahem vapniku se A. polyphaga dokazala G¢innéji
vazat na struktury ECM (Wang et al., 1994).

Schopnost adheze na hostitelské burnky je narusena pfi pridani trypsinu. Pfi jeho G¢inku
se améby témét nedokazaly vazat na laminin a vazba na kolagen byla mirné snizena (Rocha-
Azevedo et al., 2010). Rozdil ve vazbé mezi témito strukturami by mohl byt v tom, Ze parazit
navazany na kolagen se stava rezistentnim pied G¢inkem trypsinu, stejn€ jako v ptipad¢ bakterii

(Beyers et al., 1994). I G¢inek latrunkulinem A na akantamébu, proveden na A. culbertsoni,
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snizoval jejich adhezi. Vysledkem bylo zjiSténi, ze améba potiebuje piestavét svilj cytoskelet,
aby se byla schopna vazat na struktury ECM, jelikoz latrunkulin zabraiuje polymeraci aktinu

(Coué et al., 1987; Rocha-Azevedo et al., 2010).

2.2.1.2 Fagocytdza

Pfilnavost améb k hostitelskym buitkdm vede k fagocytéze. Je to proces, kterym améby
primdrné pohlcuji bakterie, ale pii kultivaci s hostitelskymi buitkami se ukazuje, ze se ucastni
i v procesech vedoucich k patogenezi (Diaz et al., 1991). Fagocytéza je proces zavisly na
polymeraci aktinu zmonomerniho G-aktinu na dvousroubovici F-aktinu. Pfi ucinku
cytochalasinu D byla schopnost améb usmrcovat hostitelské buiiky snizena. Je to zptsobeno
tim, ze cytochalasin D zamezuje polymeraci aktinu (Taylor et al., 1995; Niederkorn et al.,
1999). Pomoci této latky byla také dokdzana piima tucast polymerace aktinu v procesu
fagocytozy, jelikoz améby nebyly schopné bakterie pohlcovat (Alsam et al., 2005a).

Aby mohlo dojit k fagocytoze, je potfeba signal, jenzZ povede k polymeraci aktinu.
Kultivace améb s genisteinem, coz je inhibitor tyrosinkindzy, vyvolala sniZzeni schopnosti
pohlcovat bakterie. Opac¢na situace nastala pii kultivaci s ortovanadatem sodnym, ktery inhibuje
tyrosin fosfatazy. V tomto ptipadé dochazelo ke stimulaci fagocytdzy. Z této studie (Alsam et
al., 2005a) vyplyva, Ze tyrosinkindza je dulezitym signalem vedoucim k polymeraci aktinu
a vychytavani bakterii. U améb kultivovanych s epitelovymi buitkami byly pozorované
tzv. amébostomy. To jsou specifické struktury souvisejici s fagocytdozou, odvozené od
pseudopodii, pomoci nichZ je pohlcovana potrava a maji funkci pfisavky. Identifikace téchto
struktur je dalSim ditkazem, Ze fagocytéza zaujima dilezitou roli ve virulenci (Khan, 2001).
Objasnit dal$i molekularni mechanismy vedouci k fagocytdze u akantaméby muize byt dilezité

pro vyvoj specifickych 1€Civ.

2.2.1.3 Extracelularni proteazy

Dutlezitym faktorem virulence popisovanym nejen u protist, ale i u vira a bakterii jsou proteazy.
Jedna se o enzymy, které rozkladaji vazby mezi jednotlivymi aminokyselinami v bilkovinach
a tim je Stépi. Protedzy jsou popisovany jako hlavni aspekt patogenity, jelikoz umoziuji pfimé
poskozeni bunck a tkani. Jejich aktivita zaujima dulezitou ulohu béhem AK pii napadani
rohovky a pii GAE, kde umoznuji améb¢ invazi tkani (Clarke & Niederkorn, 2006; Khan,
2007). U patogennich druhti akantaméby byla popsana zvysena sekrece extracelularnich proteaz

oproti volné Zijicim druhtim (Mattana et al., 2002). Jedna se zejména o serinové, cysteinoveé
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a metalo-protedzy. Jelikoz protedzy byly nalezeny jak u volné€ Zijicich, tak i patogennich druht,
bude jejich hlavnim G¢elem rozklad potravy pro ziskéani zivin (Khan, 2006).

Prote4dzy vylu¢ované akantamébou dokdzi ucinné rozkladat komponenty ECM, jako je
kolagen I, III, IV, elastin, fibronektin a laminin (He et al., 1990; Na et al., 2001; Sissons et al.,
2006). Nejcastéji zastoupenymi proteazami jsou serinové proteazy, které byly izolovany ve
vSech dosud testovanych izolatech akantaméby (Khan, 2006). Zasadni zastoupeni ve virulenci
pfi patogenezi vedouci k AK ma serinova proteaza MIP-133. Produkce této proteazy je
indukovana manézou (Alizadeh et al., 2008). MIP-133 vyvold naslednou produkci metalo-
proteaz v rohovce atim se amébé usnadni invaze (Hurt et al., 2003). MIP-133 dokaze
degradovat bunky epitelu rohovky, keratocytd, ciliarnich bunék duhovky a pigmentovych
epitelovych bunék sitnice (Na et al., 2001; Na et al., 2002).

Serinové proteazy maji kromé funkce v invazi hostitelskych bunék a rozkladu potravy
1 dalsi vyuziti. Améby je potiebuji na to, aby byly schopny se z trofozoiti diferencovat na cysty.
Tato funkce byla nalezena pfi pouziti fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF), coz je inhibitor
serinovych proteaz, kdy se améby nebyly schopné pii jeho plsobeni encystovat. Tato vlastnost,
jak navrhuje Dudley, Alsam a Khan (2008), by mohla usnadnit 1écbu AK, jelikoz by se
zabranilo tvorbé vysoce rezistentnich cyst v rohovce.

U akantaméby je popsano i n¢kolik cysteinovych proteaz ve velikosti 43, 75 a 130 kDa
(Hada$ & Mazur, 1993; Alfieri et al., 2000). Je prokazéano, Ze tyto protedzy se kromé piimé
patogeneze Ucastni i procest encystace. Ob¢€ tyto vlastnosti byly pozorovany u cysteinovych
proteaz AcCP3 a AcCP6 (Wang et al., 2020).

Poslednimi popsanymi protedzami jsou metalo-protedzy majici v buikdch améby
nejmensi zastoupeni z extracelularnich proteaz. Jedna z nich (150 kDa) je schopna degradovat
ECM, jeji aktivita je sméfovana proti kolagenu I a Ill, elastinu a plasminogenu (Alsam et al.,
2005b). Jejich funkci, kromé& invaze bunck, je ischopnost odkryvat vazebna mista na
hostitelskych butikach. Mohou tak zaujimat roli v adhezi na hostitelské bunky (Rocha-Azevedo
et al., 2010). Pfedpoklada se tcast téchto metalo-proteaz v infekcei, jak pii GAE, tak ipfi AK
(Sissons et al., 2005).

2.2.2 Zelezo jako faktor virulence

Zdroj Zeleza, ani mechanismy pro jeho ziskani, nejsou u akantaméby zcela objasnény. Rist
améb je ovlivnén dostupnosti zeleza, coz prokazali Hryniewiecka, Jenek, a Michejda (1980),
kdyz kultivovali bunky v podminkach s nedostatkem zeleza. Akantaméba preferuje pfijimat
zelezo ve formé Fe?* pred Fe*" (Grechnikova et al., 2022). V této studii se také podafilo popsat

protein AcFeRed (ACA1 155690), ktery ma pravdépodobné funkci reduktazy a redukuje Fe**
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na Fe?* v endozomu. Tyto ionty jsou pfeneseny transportérem Zeleznatych iontii do cytosolu
buriky. Transportér piijimajici Fe’" ionty od AcFeRed je podle vSeho protein AcNramp
(ACA1_225890). Homology tohoto transportéru jsou znamé i u bakterii a dalsich eukaryot, kde
plni také tlohu transportéri kovii (Nevo & Nelson, 2006). Pfi snizené dostupnosti zeleza
dochazi ke zvySeni produkce téchto dvou proteini potiebnych k jeho ziskani (AcFeRed
a AcNramp) a zvySena je i produkce proteaz. Naopak schopnost provadét pinocytdzu se pfi
nedostatku zeleza u améby snizila, jelikoZ je to mechanismus siln€¢ zavisly na energii a ta je
v podminkach s nedostatkem Zeleza omezena (Bowers, 1977). Pokud se vSak améba dostane do
prosttedi, kde je Zeleza nadbytek, potfebuje z cytosolu prebytecné Zelezo odstranit. K tomu
dochazi pomoci jiného transportéru, a to proteinu AcVit (ACA1 261050) (Grechnikova et al.,
2022). Homolognim proteinem je u kvasinek protein Cccl, ktery transportuje nadbytecné zelezo
z cytosolu do vakuoly (Li et al., 2001).

Experimenty s cysteinovymi protedzami naznacuji, Ze prave tyto proteiny by mohly mit
dilezitou funkci v ziskavani Zeleza ze savcich hostiteld a mohly by byt dilezitym faktorem
virulence v infekcich plsobenych akantamébou (Ramirez-Rico et al., 2015). Cysteinové
protedzy popsané u E. histolytica dokdzi S§tépit holo-laktoferin a feritin z koniské sleziny
a predpokladéd se, ze by tuto funkci mohly mit i u akantaméby (Leon-Sicairos et al., 2005;
Lopez-Soto et al., 2009a).

13



3 Cile prace

1. Priprava polyklonalni protilatky proti nové popsanému proteinu AC IDIP (Iron-
Deprivation Induced Protein) a urceni lokalizace tohoto proteinu v burice.

2. Zjisténi, jaky vliv ma Zelezo na virulenci A. castellanii pti kokultivacich se sav¢imi
bunikami.

3. Provedeni komparativni proteomické analyzy A. castellanii pti rizném zdroji Zivin.
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4 Material a metody
4.1 Priprava polyklonalni protilatky proti proteinu AC_IDIP

4.1.1 Pouzité plazmidy

Plazmid pGEM-T Easy Vector (Promega) byl pouzit k zaklonovani PCR produktu genu
AC 099250. Tento gen byl pojmenovan jako AC IDIP (Iron-Deprivation Induced Protein),
jelikoz jeho hladina byla zvySena pii kultivaci améby za nedostatku zeleza (Grechnikova et al.,
2022). Plazmid pGEM-T Easy Vector ma rezistenci k ampicilinu, ¢imz byla zajisténa jeho
selekce. Pro naslednou expresi v bakteriich E. coli byly vyuzity tfi plazmidy. Prvnim byl
pET42b (Novagen) s rezistenci na antibiotikum kanamycin. Tento plazmid se pouziva pro
expresi proteinti s C-terminalni histidinovou kotvou. Dal$i dva plazmidy poskytnuté Morganem
Colpem (laboratof Johna Archibalda na Dalhousieové univerzité¢ v Kanad¢), pTPBF-EGFP
a pGAPDH-EGFP, jsme pouzili pro transfekci A. castellanii. Tyto plazmidy maji rezistenci na
ampicilin.

Primery pouzivané pro amplifikaci genti byly vytvofeny pomoci programu Geneious.

Restrik¢éni mista jsou uvedena v tabulce 1 a tabulce 2.

Tabulka 1. Primery vyuzivané pii amplifikaci genu do plazmidu pET42b

Smér Sekvence Restrikéni misto
Forward 5'-TATCATATGAGTTTCTTCTTCAGCAGTTC-3' Ndel
Reverse 5'-CACCTCGAGTCTGGGGGCCTTGCGTAG-3' Xhol

Tabulka 2. Primery vyuZivané pri amplifikaci genu do plazmidi pTPBF-EGFP a pGAPDH-EGFP

Smér Sekvence Restrikéni misto
Forward 5'-CTCGCTAGCATGAGTTTCTTCTTCAGCAGTTC-3' Nhel
Reverse 5-TATCATATGTCTGGGGGCCTTGCGTAG-3' Ndel

4.1.2 Amplifikace genu

Amplifikace genu byla provedena pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR). Jako matrice
pro amplifikaci genu pro AC_IDIP byla vyuzita cDNA A. castellanii, ktera byla poskytnuta
Mgr. Marii Grechnikovou. SloZeni reak¢éni smési a prubéh PCR reakce je uveden v tabulce 3

a tabulce 4. Pro amplifikaci byl pouzit SapphireAmp Fast PCR Master Mix (Takara).
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Tabulka 3. SloZeni reakcéni smési pro PCR

Slozka MnoZstvi

SapphireAmp Fast PCR Master Mix 12,5 ul
Forward primer (10 uM) 1,0 ul
Reverse primer (10 pM) 1,0 pl
Templatova DNA 0,5 ul
Deionizovana voda 5,0 ul

Tabulka 4. Pribéh PCR reakce v cycleru

Polet cykli | Teplota | Cas
1x 98 °C| 1 min
94 °C| 10 sec
30x 55°C| 10 sec
72 °C| 30 sec
1% 72 °C 1 min
1x 4°C oo

4.1.3 lzolace a klonovani DNA fragmentu

Vysledné fragmenty DNA byly naneseny na 1% agardzovy gel s 0,1% interkalacnim barvivem
SYBR safe (Invitrogen) a rozdéleny horizontdlni elektroforézou po dobu 30 min. Fragmenty na
gelu byly zobrazeny pomoci UV zéfeni. Band o piislusné velikosti byl z gelu vyfiznut. Pro
extrakci DNA z gelu byla pouzita komercné€ dostupné sada Gel/PCR DNA fragments extraction
kit (Geneaid).

Po extrakci DNA nésledovalo jeji zaklonovani do plazmidu pGEM-T Easy Vector
pomoci sady CloneJET PCR Cloning kit (Thermo Scientific). Tato sada obsahuje T4 DNA
ligazu, ktera zajistila inkorporaci DNA pro protein AC_IDIP do plazmidu.

4.1.4 Transformace do bakterii

Po zaklonovani DNA do plazmidu nasledovala transformace plazmidu do kompetentnich
bakterii E. coli kmene XLI-Blue, ktera byla provedena teplotnim Sokem. Bakterie byly nejdfive
rozmrazeny na ledu a pak k nim byla pfidana ligacni smés, se kterou byly inkubovany 30 min
na ledu. Nésledoval teplotni Sok po dobu 30 sec pii 42 °C ve vodni lazni a poté inkubace po
dobu 2 min na ledu. K bakteriim bylo pfidano 250 ul SOC (Super Optimal Broth) média, které
bylo ptedehiato na 37 °C. Jeho sloZeni je uvedeno v tabulce 5. Bakterie byly v tomto médiu

ttepany po dobu 1 hod pii 37 °C a 225 RPM. Na agarové plotny se selekénim antibiotikem 40 ul
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ampicilinu a 20 pl X-Gal (Thermo Scientific) bylo naneseno 50 pl bakterii. Plotny byly do

druhého dne inkubovany pti 37 °C v termostatu.

Tabulka 5. SloZeni SOC média (100 ml)

Slozka MnoZstvi
Trypton (Oxoid) 2,000 g
Yeast extract (Oxoid) 0,500 g
NaCl (Sigma) 0,058 g
KCI (250 mM) (Sigma) 0,019 g
Upravit na pH 7, doplnit dH,O do 100 ml a autoklavovat

Glukéza (20%) (Sigma) 0,360 g
MgCl, (2 M) (Sigma) 0,095 g

Nasledujici den bylo na zakladé¢ barevné selekce vybrano osm kolonii pro provedeni
kontrolniho PCR, které mélo oveérit, zda probéhla transformace spravné. Kolonie byly
pfeneseny a rozpustény v 50 ul deionizované vody. PCR bylo provedeno na zakladé protokolu
v komer¢né dostupné sadé EmeraldAmp GT PCR Master Mix (Takara) a zanalyzovano pomoci
horizontélni elektroforézy na 1% agarézovém gelu.

Kolonie, u kterych byl pfi elektroforéze zaznamendn band v pozadované velikosti, byly
preneseny do 5 ml LB média (tabulka 6) s pfidanym selekénim antibiotikem 5 pl ampicilinu.
Bakterie byly inkubovény pfi 37 °C do druhého dne. Plazmidovd DNA byla pomoci komer¢né
dostupné sady High-Speed Plasmid Mini Kit (Geneaid) izolovana. Koncentrace plazmidové
DNA byla méfena pomoci pfistroje NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). Izolovana plazmidova
DNA byla odesldna na sekvenaci (laboratof sekvenace Biocev, RNDr. Stépanka Hrd4, Ph.D.)

pro ovéteni spravné sekvence.

Tabulka 6. SloZeni LB média (500 ml)

Slozka Mnozstvi
LB (Sigma) 20g
dH,O 500 ml

Po izolaci plazmidové DNA byla provedena restrikce, pii které byla DNA zanesena do
expresnich plazmidd (pET42b, pTPBF-EGFP a pGAPDH-EGFP) s vyuzitim komercné
dostupné sady FastDigest restriction enzymes (Thermo Scientific). Restrikéni enzymy uvedené
v tabulce 1 atabulce 2 byly pouzity ke Stépeni genu pro AC IDIP z plazmidové DNA.
Restrikce probihala 1 hod pti 37 °C. V ptipadé plazmidu pET42b, ktery byl Stépen restrikénimi

endonukleazami Ndel a Xhol, byla provedena horizontalni elektroforéza na 1% agarézovém
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gelu. Pfislusny band byl vyfiznut z gelu a plazmid byl extrahovan. Nasledovala ligace vSech
plazmidt pomoci T4 DNA ligazy, se kterou byly vzorky inkubovany do druhého dne pfi 16 °C.

Plazmidy s vlozenymi inzerty pro protein AC IDIP byly transformovany do
kompetentnich bunék E. coli kmene TOP10. Transformace prob¢hla teplotnim Sokem pii 42 °C
a naslednym ochlazenim na ledu. Bakterie byly naneseny na plotny oSetfené antibiotiky. Pro
plazmid pET42b bylo na plotnu pfiddno antibiotikum kanamycin a pro plazmidy pTPBF-EGFP
a pGAPDH-EGFP antibiotikum ampicilin. Plotny byly do druhého dne inkubovany v termostatu
pti 37 °C. Vybrané kolonie od kazdého plazmidu byly ovéfeny kontrolnim PCR, zda obsahu;i
inzert a poslany na sekvenaci pro ovéfeni spravné sekvence. Kolonie, u kterych se prokazala
spravna sekvence byly pfeneseny do LB média, kde pti 37 °C narostly do nasledujiciho rana
a byly zamrazeny v glycerolu a skladovany pii —80 °C. Postup v dalSich krocich byl proveden
pouze s plazmidem pET42b. Plazmidy pTPBF-EGFP a pPGAPDH-EGFP byly jiz pfipraveny pro
provedeni transfekce (kapitola 4.2).

Plazmid pET42b s inzertem byl transformovan do bunék E. coli kmene BL21, které
umoznuji uc¢innou expresi proteinu. Transfekce byla provedena teplotnim Sokem za stejnych
podminek jako u E. coli kmene XLI-Blue. Bakterie byly naneseny na plotny oSetfené selekénim
antibiotikem kanamycinem. Nasledné bylo provedeno kontrolni PCR a bakterie byly zamrazeny

v glycerolu pii —80 °C s findlni koncentraci 15 %.

4.1.5 Indukce proteinové exprese

Indukce exprese byla provedena nejprve v malém objemu, aby se urcila mira exprese proteinu
AC _IDIP v bakteriich. Do 20 ml LB média bylo ptidano 400 ul bakterii, dfive narostlych v LB
médiu. Zjistili jsme, jaka je opticka denzita (OD) (méfena ve vSech experimentech pii 600 nm)
bakterii v médiu. Méfeni bylo provedeno pomoci piistroje WPA CO 8000 Biowave Cell
Density Meter (Biochrom). Médium s bakteriemi bylo tfepano pii 37 °C do doby, nez bylo
dosazeno hodnoty 0,6—0,8 OD, hodnota OD byla pribézn¢ kontrolovana. Po dosazeni této
hodnoty byl odebran prvni vzorek v objemu 1 ml pfed pfidanim IPTG (Sigma) v konecné
koncentraci 0,5 mM. Bakterie byly nasledné tfepany po dobu 3 hod pii 37 °C. V ¢ase 1 hod byl
odebran dalsi vzorek, tentokrat v objemu 900 pl. Posledni vzorek byl odebran v Case 3 hod
v objemu 800 pl. VSechny vzorky byly centrifugovany pii 3000 g po dobu 10 min a nasledné
byl pelet bun¢k zavaten pii 100 °C, 10 min v 50 pl vzorkového pufru (tabulka 7).

Mira proteinové exprese byla oveéfena pomoci SDS-PAGE elektroforézy. Vzorky
zavaiené ve vzorkovém pufru byly naneseny vobjemu 15ul na jamku na 12%
polyakrylamidovy gel. Na gel bylo také naneseno 8 pl PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder (Thermo Scientific), podle kterého jsme odecitali velikosti proteinu na gelu v rozmezi

18



10-250 kDa. Rozdéleni proteind na gelu podle velikosti probihalo pti 160 V po dobu 1,5 hod
v pritomnosti dodecylsiranu sodného (SDS), ktery dodal proteinim zaporny naboj. Gel byl po
rozdéleni proteinti barven Coomassie Brilliant Blue (Sigma) po dobu 1 hod a nasledné odbarven
odbarvovacim roztokem (250 ml denaturovaného ethanolu (Lach-ner), 100 ml kyseliny octové
(Sigma), 650 ml dH,O). Tento roztok byl u gelu ptiblizn€ po 10 min vyménovan za Cisty az do
doby, kdy byly na gelu viditelné jednotlivé rozdé€lené proteiny.

Abychom ovéfili, zda jsme schopni protein AC_IDIP detekovat, byla provedena metoda
western blot (viz kapitola 4.1.8). Pfi této metodé byla pouzita primarni protilatka proti
histidinové znacce v koncentraci 1:1 000.

Po ovéfeni proteinové exprese a priblizném urceni jeji miry v ¢ase byla provedena
indukce exprese ve velkém objemu. Bakterie byly nafedény do 2 1 LB média tak, aby pocatecni
hodnota OD byla pod 0,1 a tfepany pii 37 °C do doby, nez OD dosahla hodnoty v rozmezi 0,6—
0,8. Po dosazeni této hodnoty byl odebran 1 ml v case nula a ptidano IPTG. Stejné jako
u indukce exprese v malém objemu byla provedena inkubace na tfepacce po dobu 3 hod
pti 37 °C. Béhem této doby byly odebrany dva vzorky v ¢ase 1 hod a 3 hod. Vzorky byly
zpracovany stejnym zpusobem jako u indukce exprese v malém objemu. Po inkubaci byly
narostlé bakterie centrifugovany pii 3000 g, 4°C po dobu 15min. Pelet byl nasledné
resuspendovan v 15 ml fosfatového pufru a stocen za stejnych podminek jako v ptedchozim

kroku.

Tabulka 7. SloZeni vzorkového pufru (5x koncentrovany, skladovani pii —20 °C)

Slozka MnoZstvi

Roztok A: 3 g Trisma base (Sigma) v 50 ml dH,O, pH 6,8 2,4 ml
SDS 10% (Sigma) 2,0 ml
Glycerol 2,5 ml
H,O 1,6 ml
Roztok 10 mg bromfenolové modii v 1 ml roztoku A 1,0 ml
2-merkaptoetanol 0,5 ml

4.1.6 lzolace proteinu za denatura¢nich podminek

Pro izolaci proteinu AC_IDIP byl pouzit pelet ziskany v pfedchozim kroku. Izolace proteinu
byla provedena z diivodu vytvoreni protilatky v potkanovi. K této izolaci bylo potieba 5 pufru,
jejichz slozeni je uvedeno v tabulce 8. Prvnim pouzitym pufrem byl pufr B, v jehoz 10 ml byl
resuspendovan pelet ziskany pii indukci proteinové exprese. Pelet byl s timto pufrem michan
15 min. Dale byla provedena sonikace (QSonica QI125) 3x1 min samplitudou 60 %
a intervalem 10 sec/5 sec. Bunécny lyzat byl centrifugovan na ultracentrifuze Optima XPN-90

Ultracentrifuge (Beckman coulter) pii 200 000 g, 4 °C po dobu 20 min. Ze ziskaného
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supernatantu byl odebran vzorek v mnozstvi 30 pl. Pro odebrani vzorku ve stejném objemu
z peletu bylo potieba nejprve pelet resuspendovat v 20 ml pufru B. Oba vzorky byly zavateny
v 6 ul vzorkového pufru. Ke vzniklému supernatantu byl pfiddn 1 ml HIS-Select Nickel Affinity
Gel (Sigma), ktery zajistil izolaci proteint obsahujiciho histidinovou kotvu, jelikoZ se navaze na
agarozoveé kulicky s niklem. Tento roztok byl inkubovén 1 hod pii pokojové teploté za stalého
mirného michéni a ndsledné nanesen na kolonu Poly-Prep Chromatography Column (Bio-Rad).
Kolonou protekla prvni frakce oznacena jako flow through (FT). Protein navazany na agarézové
matrici byl dale uvolnovan pufry s postupné se snizujicim pH. Jednotlivé frakce byly po
naneseni pufru odebirdny a z nich odebrané vzorky zavateny v 6 pl vzorkového pufru. Kolona

byla promyvana pufry v tomto potadi:

1. Pufr C (promyvaci) 2x4 ml
2. Pufr D 4x1 ml
3. Pufr E 4x1 ml
4. Pufr F 2x1 ml

Na zavér byl odebran vzorek pifimo zagardézovych kulicek, ataké byl zavaien v 6 pl
vzorkového pufru. VSechny vzorky byly naneseny na 12% polyakrylamidovy gel pro rozdéleni
proteini pomoci SDS-PAGE elektroforézy (popsano v kapitole 4.1.5). Vizualizace proteinti na
gelu byla provedena pomoci Coomassie Brilliant Blue. Na zaklad¢ tohoto barveni bylo
stanoveno, ve které z eluci je zachyceno nejvice proteinu. V naSem ptipade to byla eluce E1l
a E2. Tyto dvé frakce byly fedény dvojkovou fadou, naneseny na gel a barveny. Band byl
porovnan sbandem o znamém mnozstvi proteinu, a takto byla determinovana piiblizna
koncentrace proteinu.

Vybrané frakce byly spojeny a separovany na velké SDS-PAGE elektroforéze pti 200 V
po dobu 5 hod. Gel byl barven 1 hod pomoci Coomassie Brilliant Blue a nasledné odbarven pfes
noc. Pozadovany band byl vyfiznut sterilnim skalpelem a omyvan 30 min sterilnim fosfatovym
pufrem. Band byl za vyuziti Douncova homogenizatoru (Kimble-chase) homogenizovan na co
nejjemnéjsi drt’. Tento produkt byl rozdélen po 1 ml do 4 Eppendorf zkumavek, ty byly predany
RNDr. Janu Machovi, Ph.D., ktery tento proteinovy roztok injikoval do potkana pro vytvoteni
polyklonalni protilatky.

Tabulka 8. SloZeni pufri pro purifikaci proteinu za denaturacnich podminek

Pufr B —slozky |Koncentrace

NaH,PO, (Lachner) 100 mM

Tris (Sigma) 10 mM

Mocovina (Sigma) 8 M
pH 8
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Pufr C —slozky |Koncentrace

NaH,PO, (Lachner) 100 mM

Tris (Sigma) 10 mM

Mocovina (Sigma) 8 M
pH 6,3

Pufr D —sloZky |Koncentrace

NaH,PO, (Lachner) 100 mM

Tris (Sigma) 10 mM

Mocovina (Sigma) 8M
pH 5,9

Pufr E — slozky Koncentrace

NaH,PO, (Lachner) 100 mM
Tris (Sigma) 10 mM
Mocovina (Sigma) 8 M
pH 4,5
Pufr F — slozky Koncentrace
NaH,PO, (Lachner) 50 mM
NaCl (Sigma) 300 mM
Imidazol (Sigma) 400 mM
pH 8

4.1.7 Imunizace potkana

Pied injikaci homogenat do potkana bylo potfeba zjistit, zda nema vytvoiené protilatky proti
proteinim z A. castellanii. Potkan, u kterého se neukazal band vyvolany navdzanim lyzatu

A. castellanii, byl vybran pro tvorbu polyklonalni protilatky.

4.1.8 Testovani protilatky metodou western blot

Ziskana polyklonalni protilatka z potkana byla testovana metodou western blot na bunéénych
lyzatech A. castellanii. Améby byly kultivovany za pfitomnosti Zeleza nebo chelatoru zeleza
(ptiprava lyzata v kapitole 4.1.8.1). Bunééné lyzaty zavaiené ve vzorkovém pufru byly
naneseny na 12% polyakrylamidovy gel v objemu 10 ul spole¢né s markerem PageRuler™ Plus
Prestained Protein Ladder. Proteiny byly rozdéleny SDS-PAGE elektroforézou pii 160 V po
dobu 1,5 hod.

Gel byl pomoci polosuchého blotovani pienesen na nitrocelulézovou membranu pfi
pusobeni 70 mA po dobu 1 hod a 15 min. Membrana byla obarvena roztokem Ponceaus S,

abychom ov¢tili, Ze pfenos proteinti z gelu na membranu probéhl rovnomémeé. Barevny roztok
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byl nasledné vymyvan destilovanou vodou. Membrana byla inkubovana s roztokem suSeného
mléka (slozeni v tabulce 9) po dobu minimalné¢ 1 hod za stalého pozvolného michéani pfi
pokojové teploté nebo do druhého dne pfi 4 °C, za ucelem blokovani nespecifickych interakci
s proteiny na membran¢.

Primarni protilatka proti proteinu AC_IDIP byla pfiddna na membranu do blokovaciho
roztoku v koncentraci 1:100, zalaminovana do félie a inkubovana 1 hod na rotatoru. Membrana
byla od primarni protilatky promyta 3x15 min roztokem susené¢ho mléka. Sekundarni anti-
potkani konjugovand protilatka skfenovou peroxiddzou byla v blokovaciho roztoku
v koncentraci 1:5000 s membranou inkubovana 1 hod. Sekundarni protilatka byla z membrany
omyta 2x15 min blokovacim roztokem a nasledn¢ 1x fosfatovym pufrem omyta od blokovaciho
roztoku. Proteiny na membran¢ byly vyvolany chemiluminiscencné pomoci Chemiluminescent

Peroxidase Substrate 1 (Sigma) v piistroji Amersham Imager 600 (GE Life Sciences, USA).

Tabulka 9. SloZeni blokovaciho roztoku (500 ml)

Slozka MnoZstvi

Susené odtuénéné mléko 25¢
Fosfatovy pufr 500 ml
Tween 20 (Sigma) 250 ul

4.1.8.1 Priprava lyzath A. castellanii

Prvnim krokem pro pfipravu celkovych bunécnych lyzatd bylo nachystat kultury A4. castellanii
(viz kapitola 4.3.1.1) v objemu 5ml PYG C¢istého média a média s piidavkem Zeleza 25 uM
nitrilotriacetatu zelezitého (Fe-NTA) nebo chelatoru zeleza 25 pM bathofenanthrolindisulfonatu
(BPS) v kultivaénich nadobach o povrchu 25 cm? Buiiky byly po tfech dnech mechanicky
uvolnény ode dna kultivaéni nadoby a cely obsah kultivacnich nadob byl slit do 15 ml
centrifugacnich zkumavek. Kultury byly nasledné centrifugovany pfi rychlosti 1500 g po dobu
10 min. Supernatant byl slit a vyménén za 500 pl sterilniho fosfatového pufru. Obsah zkumavek
byl po resuspendovani peletu pfenesen do 1,5 ml Eppendorf zkumavek a stoen pii stejnych
podminkach.

U takto ptipravenych vzorkl bylo stanoveno mnozstvi proteind pomoci BCA sady
(Thermo Scientific). Po zjisténi koncentrace proteini byly lyzaty nafedény na stejnou

koncentraci pomoci fosfatového pufru a zavareny (100 °C, 10 min) ve vzorkovém pufru.
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4.1.9 Purifikace protilatky v nativnich podminkach

Protilatka byla purifikovéna s vyuzitim soupravy SulfoLink® Immobilization Kit for Proteins
(Thermo Scientific). Pfed zahdjenim prace s touto soupravou byl protein ziskany z izolace za
denaturujicich podminek zahustén a odsolen pomoci kolony Amicon Ultra-4, Merck Millipore.
Kolona byla promyta a centrifugovana 6x1 ml fosfatového pufru pii 4000 g, 18 °C po dobu
10 min. Nasledné byl na kolonu pfidan rozpoustéci pufr (sloZzeni: 100 mM NaH,PO4, 10 mM
Tris, 4 M Guadanine-HCl; pH 7), abychom ziskali homogenni roztok bez proteinovych
srazenin.

Slozeni pufiti, pouzivanych v tomto experimentu, je uvedeno v tabulce 10. Veskeré
centrifugace béhem purifikace protilatky probihaly pfi t€chto podminkach: 1000 g, 18 °C po
dobu 1 min. K odsolenému a zahusténému proteinu v objemu 1 ml byl ptidan 1 ml piipravného
pufru (Sample preparation buffer). Tento roztok byl nasledné pridan k 6 mg 2-MEA (2-
MercaptoethylaminesHCI) do zkumavky nepropoustéjici svétlo a inkubovan 1,5 hod pfi 37 °C
na tfepacce. Mezitim byla pfipravena 1. kolona Desalt spin column, byla upevnéna do stojanu
anechal se z ni vykapat roztok, ktery obsahovala. Nasledn¢ byly do kolony ptidany 2 ml tzv.
propojovaciho pufru (Coupling buffer). Cela kolona byla umisténa do 15 ml zkumavky
a centrifugovana. Pfidani propojovaciho pufru a centrifugace bylo zopakovano.

Po ukonceni inkubace proteinového roztoku byl roztok vychlazen na pokojovou teplotu
a nanesen na pfipravenou promytou kolonu. Po vstiebani roztoku matrici v kolon€ bylo pridano
100 pl propojovaciho pufru a cela kolona umisténa ve zkumavce byla centrifugovana. Ziskany
substrat zachyceny ve zkumavce po centrifugaci obsahuje dany protein. Proteinovy substrat byl
smichan s 2 ml propojovaciho pufru.

Dalsi kolona pouzivana v purifikaci protilatky byla SulfoLink Resin, jejiz obsah byl
mechanicky promichan. Kolona byla centrifugovana, aby doslo k odstranéni roztoku, ktery
obsahovala. Nasledn¢ byla kolona promyta 2x2 ml propojovaciho pufru a centrifugovana. Na
kolonu byl nanesen ziskany proteinovy substrat a s nim byla kolona inkubovéana za stalého
michani 15 min. Kolona byla umisténa do stojanu, kde se po dobu 30 min usazoval jeji obsah.
Dale byla centrifugovana a substrat zachyceny ve zkumavce po centrifugaci obsahoval proteiny,
které se na matrici nenavazaly. Kolona byla promyta 4x2 ml promyvaciho roztoku (Wash
Solution), nasledné¢ 2x2 ml propojovaciho pufru. Po kazdém naneseni roztoku byla kolona
centrifugovana. V propojovacim pufru o objemu 2 ml bylo rozpusténo 15,8 mg L-cysteinu*HCI,
tento roztok byl pfidan na kolonu, se kterym byla inkubovana za stalého mirn¢ho michani pfi
pokojové teploté¢ 15 min. Kolona byla umisténa do stojanu a po dobu 30 min se usazoval jeji
obsah. Po usazeni se z ni nechal obsah samovoln¢ vykapat.

Na takto pfipravenou kolonu byly naneseny 2 ml protilatky proti proteinu AC IDIP

a200 pul promyvaciho roztoku. Kolona byla michana pfi pokojové teploté 30 min a poté
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centrifugovana. Eluce ziskana po centrifugaci byla oznacena pismenem A. Nasledovalo dalsi

promyvani kolony a centrifugace:

1. Eluce B ziskana po naneseni 1 ml promyvaciho roztoku.
2. Eluce C1-C4 ziskané po naneseni 4%2 ml promyvaciho roztoku.
3. Eluce E1-E4 ziskané po naneseni 4x2ml elucniho pufru (obsahuje 100 pl

neutralizacniho pufru (Thermo Scientific IgG Elution Buffer)).

Vzorky po promyti elu¢nim pufrem obsahuji procisténou protilatku. VSechny ziskané eluce byly
skladovany pti —80 °C. Aby bylo mozné uchovat i pouzivanou kolonu, byla promyta 4 ml

promyvaciho pufru a naplnéna 4 ml tohoto pufru s pfidavkem 0,05% azidu.

Tabulka 10. SloZeni pufri pro purifikaci protilatky v nativnich podminkach

Pripravny pufr — slozky Koncentrace

Fosfore¢nan sodny 0,1 M
EDTA-Na 5 mM
pH6

Propojovaci pufr — sloZky |Koncentrace
Tris 50 mM
EDTA-Na 5mM

pH 8,5

Promyvaci roztok — sloZky |Koncentrace
NaCl 1M

NaNj 0,05%

4.2 Transfekce proteinu AC_IDIP

Cilem transfekce bylo zanést DNA proteinu AC_IDIP do buné€k A. castellanii pomoci plazmida
pGAPDH-EGFP a pTPBF-EGFP. Na zaklad¢ fluorescencnich proteinti, kter¢ mél na sobé
AC_IDIP navézané, jsme nasledné urcovali jeho lokalizaci v butice. Transfekce byla provedena
podle protokolu Morgana Colpa (Colp, 2018). Buniky A. castellanii byly kultivovany po dobu
3dnli v 75 cm? kultivaénich nddobach v médiu PYG s piidavkem 10 mM Zeleza ve formé
citratu. Améby byly centrifugovany pii 1000 g, 4 °C po dobu 10 min a resuspendovany v 500 pl
encysta¢niho média (slozeni v tabulce 11). Do jednotlivych jamek 6 jamkové desticky bylo
naneseno 50 000 bun¢k améb v 500 ul encystaéniho média.

Plazmidova DNA (pGAPDH nebo pTPBF s vlozenou DNA pro AC IDIP) v mnozstvi
4 ug byla nafedéna ve 100 pl encystacniho média. K takto pfipravené plazmidové DNA bylo
pfidano 20 ul transfekéniho ¢inidla SuperFect (Qiagen) a inkubovano po dobu 10 min pfi
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pokojové teploté. Po uplynuti dané doby bylo doplnéno 600 pl encystaéniho média a cely tento
roztok byl pfiddn k amébam na desticku. Bunky A. castellanii byly inkubovany s timto
roztokem obsahujicim ¢inidlo SuperFect po dobu 3 hod pfi pokojové teploté. Stejny roztok bez
obsahu plazmidové DNA byl pouzit jako negativni kontrola. Po inkubaci byl tento roztok
odebran a vyménén za médium PYG s pfidanym Zelezem (10 mM FeCitrat), ve kterém byly
buiiky kultivovany po dobu 24 hod pti 27 °C. Po této dobé bylo na desticku pfidano 10 pg/ml
geneticinu (G418 disulfatova sil, Sigma), ktery ma zajistit, aby se zanesena DNA v bunkach
udrzela. Vyména média PYG s Zelezem a geneticinem byla ubun€k provadéna pfiblizné
jedenkrat za 7 dni. Po 2-3 tydnech, kdy se bunky adaptovaly na piidavané médium a jejich rast
se zrychlil, byly preneseny do 25 cm? kultivaénich nadob s médiem PYG a 50 pg/ml geneticinu.

V tomto médiu byly bunky nadale kultivovany a pfeo¢kovavany jednou tydneé.

Tabulka 11. SloZeni encysta¢niho média

Slozka MnoZstvi

KCI (1 M) 5 ml
Tris-HCL (1 M) 1 ml
MgSO4 (8 mM) 400 wl
NaHCOs; (1 M) 50 ul
CaCl, (1 M) 20 ul

4.3 Komparativni proteomicka analyza
4.3.1 Kultivace bunék

4.3.1.1 Acanthamoeba castellanii

V laboratoti byly A4. castellanii kultivované v nddobdch s filtrem o povrchu 25 cm? pro zajisténi
aerobniho prostfedi. Bunky byly uchovavany pii 27 °C v kultiva¢nich nadobach v horizontalni
poloze. Pouzivali jsme 5 ml média PYG na jednu kultivacni nadobu, slozeni v tabulce 12.
Sterilizace média bylo dosazeno piefiltrovanim. Pfeockovavani améb probihalo nepravidelné,
jelikoz nejsou citlivé na prertstani. Améby byly pii pfeockovani manualné uvolnény tfepanim,
protoze nardstaji prichycené na sténé nadoby. Veskera manipulace s kulturou byla provadéna

steriln€ v laminarnim boxu, abychom ptedesli pfipadnym kontaminacim.
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Tabulka 12. SloZeni 1 1 kultivaéniho média pro A. castellanii

Slozka MnoZstvi

Glukoza (1,5%) 15¢g
Yeast extract (0,75%) 75¢g
Pepton (0,75%) 75¢g
KH>PO4 (0,002 M) 0272 g
MgS04 (0,001 M) 0,247 g
CaCl; (0,05 mM) 0,0055 ¢
Thiamin (1 pg/ml) 1 ml
Biotin (0,2 pg/ml) 800 pl
B12 (1 ng/ml) 10 wl
dH,O doll

4.3.1.2 Fibroblasty BJ a Fibrosarkomy HT-1080

Sav¢i bufiky byly v laboratofi kultivovany v kultivaénich nadobach (25 cm?) pfi teploté 37 °C
v horizontalni poloze. Pro jejich kultivaci bylo pouzivané médium DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium — high glucose, Sigma) s pfidanym tepelné inaktivovanym fetalnim
hovézim sérem (56 °C, 30 min ve vodni lazni). Do média jsme také piidavali antibiotikum
Penicilin-Streptomycin (Sigma) (slozeni kultiva¢niho média pro sav¢i bunky: 500 ml DMEM
(Sigma); 55 ml fetalniho hovéziho séra inaktivovaného (Sigma); 5,55 ml Penicilin-Streptomicin
(Sigma)). Pti pteockovavani bylo nejprve z narostlé kultury slito médium. K oplachnuti bun¢k
od starého média, a k uvolnéni bunék ode dna nadoby, byl vzdy pouzivan 1 ml roztoku
1XTrypsin-EDTA (1 ml Trypsin-EDTA (Sigma), 9 ml sterilniho fosfatového pufru; skladovani
pii =21 °C). S roztokem Trypsinu-EDTA bylo potfeba bunky uchovat piiblizn¢ po dobu 5 min
pti 37 °C, aby doslo k uvolnéni bun¢k ode dna naddoby. Nésledné jsme do nadoby pfidali 3 ml
média. Z této jedné kultury jsme ziskali tfi nové. Do ptipravenych kultiva¢nich nadob s 6 ml
média jsme pfidavali 1 ml z pfipravené kultury. Takto byly sav¢i buiiky pfeockovavany kazdé

3-4 dny.

4.3.2 Inaktivace bakterii

Bakterie Enterobacter aerogenes byly centrifugovany pii 2000 g po dobu 10 min. Néasledné byl
slit supernatant, bakterie jsme promyli sterilni vodou a opét centrifugovali, ale jiz pii 1000 g po
dobu 10 min. Supernatant byl znovu slit a pfidali jsme sterilni vodu. Bakterie jsme nechali v
pfipravené vodni lazni inaktivovat pii 56 °C po dobu 40 min. Béhem této doby bylo tfeba

bakterie pravideln¢ protfepavat.
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4.3.3 Rustova analyza A. castellanii s bakteriemi

Pro vytvofeni rastové kiivky bylo potieba pfipravit kontrolni kulturu A. castellanii bez
E. aerogenes a améby se ttemi hodnotami OD bakterii. Na ristovou analyzu byly pfipraveny tii
narostlé kultury A. castellanii. Améby byly spocitany pomoci pocitadla bun¢k Cell Counter
(Beckman Coulter). Do vSech testovanych vzorki bylo v ¢ase 0 ptfidano 10 000 bunék/ml
A. castellanii. U bakterii jsme zméfili OD a na zékladé namétené hodnoty jsme piidali urcené
mnozstvi bakterii, abychom dosahli pozadované hodnoty OD 0,2; 0,4 a 0,6. Kultivace améb
s bakteriemi byly provadény v médiu PYG, kdy celkovy objem kultivacni nadoby ¢inil 5 ml.
Rist bun¢k byl méten pomoci pritokového cytometru (Guava easyCyte 11HT Flow Cytometer)

ve ¢tyfech ¢asovych bodech, a to po 24, 48, 72 a 96 hod od zacatku kultivace.

4.3.4 Kokultivace A. castellanii s fibrosarkomy

Nez jsme mohli zahgjit kokultivace, potiebovali jsme zvolit médium, které podpoii rist
A. castellanii i fibrosarkomtt HT 1080. V kultute fibrosarkomt jsme vyménili médium DMEM
za médium PYG. Dalsi den byly fibrosarkomy kontrolovany pod svételnym mikroskopem. Na
zaklad¢€ tohoto pozorovani jsme zjistili, ze fibrosarkomy vtomto médiu nejsou schopné
pfezivat. Zacali jsme tedy testovat tfi poméry médii DMEM a PYG. Na 8 jamkové desticce
jsme nechali nartist fibrosarkomy v médiu DMEM. Po 24 hod jsme médium vymeénili, do
2 jamek jsme pfidali média DMEM a PYG v poméru 1:1, do dalSich dvou v poméru 1:2 a do
dalSich v poméru 1:5. V poslednich 2 jamkach jsme nechali ptivodni médium. Na zakladé
sledovani ve svételném mikroskopu se ukéazalo, ze ve vSech pomérech jsou buiiky schopné
prezit. Mohli jsme tak prejit k testovani médii s amébami, kde jsme zkouseli stejné poméry.

Pro ristovou kiivku A. castellanii v riznych médiich jsme si pfipravili tii kultury améb
v médiu PYG v kultivaénich nadobach o povrchu 25 cm?. Populace bunék v téchto kulturdch
byla spocitana pomoci pocitadla bunék. Z téchto tfech kultur byly pfipraveny nové kultury pro
rustovou analyzu. Pro kazdou méfenou podminku jsme méli vzorky v biologickych triplikatech.
Ptipravili jsme kulturu A. castellanii v PYG médiu a v médiich PYG a DMEM v jiz
zminovanych tfech pomérech (1:1, 1:2 a 1:5) Jednotlivé vzorky obsahovaly na za¢atku méfeni
10 000 bunék/ml.

Ristova kiivka byla méfena pomoci pocitadla bun€k po dobu 72 hod. Prvni méfeni
probéhlo po 24 hod, kdy z kazdého vzorku bylo odebrano 200 ul pro méfeni na pocitadle bunék.
Vysledky byly zaznamenavany do programu Excel, kde byl nasledné vytvoren graf rdstové
ktivky se smérodatnymi odchylkami. Toto méteni bylo zopakovano po 48 a 72 hod od pocatku

kultivace.
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Po nalezeni vhodného média pro bunky A. castellanii a zaroven pro fibrosarkomy jsme
mohli zahajit kokultivace téchto dvou populaci bun¢k. V médiu DMEM jsme nechali nartst
buiiky fibrosarkomt po dobu pfiblizné 48 hod pii 37 °C. Bunkky A. castellanii rostly v médiu
PYG pii 27 °C. Po uplynuti dané doby jsme u kultury fibrosarkomti vyménili médium za
kombinaci médii DMEM a PYG. Ptidali jsme buniky 4. castellanii. Podle mnozstvi pfiddvanych
améb jsme museli davat pozor, aby byl stile zachovan pomér médii 1:1. Tuto kokultivaci jsme
poté uchovavali pti 27 °C, jelikoz améby v laboratornich podminkach nejsou schopné prezit

vyssi teplotu.

4.3.5 Priprava vzorkil na proteomickou analyzu

Na komparativni proteomickou analyzu byly pfipraveny vzorky v biologickych triplikatech
kultivovanych v médiich DMEM a PYG v poméru 1:1. Ptipravovali jsme bunky A. castellanii
v médiu bez piidanych zivin, A. castellanii s bakteriemi E. aerogenes s hodnotou OD 0,4
a A. castellanii s fibrosarkomy HT 1080. Tyto kultivace byly kratkodobé po stanovenou dobu
6 hod.

Na proteomickou analyzu byly také pfipraveny bunky A. castellanii dlouhodobé
kultivované s fibrosarkomy. K narostlé kultute fibrosarkomt, kde jsme vyménili médium za jiz
zminovanou kombinaci médii DMEM a PYG v poméru 1:1, byly pfidany améby v koncentraci
50 000 bunek/ml. Ptiblizn€é po dvou dnech, kdy améby pozraly veskeré savci buiiky, byly tyto
améby pridané k dalsi narostlé kultute fibrosarkomti opét v koncentraci 50 000 bun¢k/ml. Tento
postup byl zopakovan jesté potieti. Na proteomickou analyzu jsme tedy pouzili tfeti pasaz
bunek A. castellanii kultivovanych dlouhodobé s fibrosarkomy.

Ze vSech pfipravenych vzorkd bylo nasledné slito médium a vyménéno za fosfatovy
pufr. Bunky byly mechanicky vyklepavany, aby doslo k jejich uvolnéni ze dna kultivacni
nadoby. Obsah kultivacnich naddob byl slit do 50 ml zkumavek a centrifugovan pti 1 200 g, 4 °C
po dobu 10 min. Pelet byl promyt fosfatovym pufrem. Vysledny pelet byl pfedan do servisni
proteomické laboratoie centra Biocev pro provedeni proteomické analyzy.

Pelet bun¢k byl lyzovan (95 °C, 5 min) s pfidanym 1% SDS a $tépen trypsinem.
Nasledné¢ byly vzorky naneseny na kolonu nano-HPLC EASY-Spray Pep Map Cl18
(50 cm x 75 cm, s velikosti ¢astic 2 um a poérit 100 A (Thermo Scientific)) a analyzovany na
hmotnostnim spektrometru Orbitrap Fusion™ Q-OT-qIT (Thermo Scientific). Zpracovani bylo
provedeno pomoci softwaru MaxQuant (verze 1.5.3.8) a kvantifikace algoritmem ,,label free‘

(Cox et al., 2014).
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Data obdrzena od proteomické laboratofe byla porovnana s databazi AmoebaDB. Dalsi
zpracovani bylo provedeno v programu Excel. Pfitfazeni pravdépodobné funkce proteiniim bylo
provedeno RNDr. Janem Machem Ph.D., ktery funkci pfifadil na zakladé databiaze KEGG.
Proteiny obsahujici Zelezo, nebo se na jeho metabolismu podilejici, byly identifikovany

manualné pomoci serveru HHpred s vyuzitim téchto databdzi: PDB, Pfam, KOG, NCBI.

4.4 Testovani vlivu zeleza na kokultivaci A. castellanii
se savéimi bunkami

4.4.1 Rustova analyza fibroblastu

Ristova kiivka fibroblastd (Human BJ fibroblasts) byla méfena pomoci piistroje Lumascope
S720 (Etaluma, Inc.), ktery byl umistén v inkubatoru se 37 °C. Tento pfistroj provedl ¢asosbér,
kdy kazdé 3 hodiny potidil fotografii jamek na vicejamkové desticce. Celkovy cas
zaznamenavani rustové kiivky byl 96 hod. Tato analyza byla provedena na biologickych
triplikatech. Pro kazdou podminku byly naneseny vzorky do tfi jamek na 96 jamkové desticce.
Testovali jsme podminky v médiu DMEM bez aditiv, s pfidanym Zelezem ve formé citratu
v koncentraci 25 uM nebo s pridanym chelatorem Zeleza ve formé BPS s koncentraci 25 pM.
Na desticku byly piidané sav¢i bunky v koncentraci 2 000 bun€k na jamku a inkubovany do
druhého dne pii 37 °C. Druhy den byly k buiitkdm doplnény aditiva (zelezo nebo chelator
zeleza). Do vSech métenych jamek byl ptiddn SYTOX™ Green Nucleic Acid Stain (5 mM
roztok v DMSO) (Invitrogen) ve findlni koncentraci 0,5 pM na jamku, ktery se pouziva
k obarveni nukleovych kyselin v buiikach, ale barvivo je schopno proniknout pouze
plazmatickou membranou poskozenych bunék. Barvivo bylo tedy pouzito pro detekci
poskozenych umirajicich bunék.

Pristroj po 96 hod poskytl fotografie jamek jak v prichozim svétle, tak i ve
fluorescenci. Data ztéchto fotografii byla vyhodnocovana v programu Lumaquant 8.8, ve
kterém jsme oznacili bunky a podle pokryti plochy jamky program vyhodnocoval rist
fibroblastti. Na snimcich z fluorescen¢niho kanalu nebyly patrné témét zadné bunky. Hodnoty

byly zaneseny do grafu v programu Excel a vynesena rustova kiivka.
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4.4.2 Méreni cytotoxicity

Na 96 jamkové desticce byly po dobu 2 dnt kultivovany fibroblasty BJ v médiu DMEM
s pfidanym fetdlnim hovézim sérem a antibiotiky v 36 jamkach. Nasledné bylo médium
odebrano a vyménéno za nové (150 ul DMEM na jamku). Na takto pfipravenou desticku jsme
zacali nanaset améby. Bunky A. castellanii byly kultivovany s pfidavkem zeleza (Fe-NTA
v koncentraci 25 uM) nebo s chelatorem zeleza (BPS v koncentraci 25 uM) po dobu 2 dnd.
Améby byly centrifugovany pii 1500 g po dobu 10 min. Supernatant byl slit a buiikky byly
resuspendovany v médiu DMEM.

Do ttech jamek byly k fibroblastim pfidany améby kultivované s piidavkem Zeleza a do
dalsich tfech améby s ptidavkem chelatoru zeleza, a to v objemu 150 pl. Nasledné byly améby
z téchto prvnich jamek 3x fedény dvojkovou fadou prenasenim 150 pl roztoku. Do novych tii
jamek byly pfidany samostatné améby kultivované s ptidavkem zeleza a do dalSich tfi améby
kultivované s chelatorem zeleza. Do odpovidajicich, takto pfipravenych jamek bylo pfidano
zelezo (Fe-NTA v koncentraci 25 pM) nebo chelator Zzeleza (BPS v koncentraci 25 pM). Takto
ptipravena desticka s fibroblasty a amébami byla umisténa na 24 hod do 27 °C (Obr. 5).

Pro testovani cytotoxicity byla pouzita sada Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH)
(Roche). Tento kolorimetricky test zaznamenava hladinu laktatdehydrogenazy (LDH), ktera je
uvolnovana z cytoplazmy poskozenych bun€k, v nasem ptipadé ze sav€ich bunék. Pro spravné
vyhodnoceni dat cytotoxického testu bylo potifeba vytvofit kontroly. VSechny kontroly byly
pfipravovany v triplikatu. Prvni kontrolou bylo 100 ul média DMEM s aditivy (Fe-NTA
v koncentraci 25 uM nebo BPS v koncentraci 25 uM), abychom byli schopni zaznamenat jeho
ptipadnou LDH aktivitu. Nizk4a kontrola obsahovala 50 pl fibrosarkomi a 50 pul média DMEM.
Zde bylo potieba zjistit, jaké mnozstvi LDH se z bun¢k uvoliiuje samovolné bez zasahu
patogenu. Posledni byla vysoka kontrola se slozenim 50 pl fibrosarkomu, 50 ul média DMEM a
5 pl lyzaéniho pufru. V této kontrole se dosahlo maximalniho mnozstvi LDH, které se z bun¢k
muze uvolnit. Po pfidani lyza¢niho pufru byla desti¢ka inkubovana pii 37 °C po dobu 10 min.

Obsah vsech jamek odebrany bez bun¢k (bunky zlstaly pfichyceny na dné jamek) byl
pfenesen na novou 96 jamkovou desticku. Reak¢éni mix (katalyzator a barvici roztok v poméru
1:45) v objemu 100 ul byl ptidan do vSech jamek. Desticka s pfidanym reakénim mixem byla
5 min inkubovana ve tme¢. Na desticku byl nanesen ,,stop roztok (50 pl/jamku). Absorbance
roztokl v jednotlivych jamkach byla zjistovana pomoci spektrofotometru SPECORD S 600 —
UV-vis diode array (Analytik Jena) a vysledna data byla zanesena do grafu v programu Excel.
Tento pokus byl opakovan stejnym postupem s médiem DMEM bez piidavku hovéziho

bovinniho séra.
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Obr. 5. Schéma 96 jamkové desticky pri méreni cytotoxicity pomoci Cytotoxicity Detection
KitPLUS (LDH) (Roche).

Modré jamKky: A. castellanii se savCimi buiikami, zelené jamky: sav¢i buiky, oranZové jamky:
A. castellanii a Zluté jamky: médium DMEM. Nizka kontrola obsahovala sav¢i buniky v DMEM médiu,
vysoka kontrola sav¢i bunky v DMEM médiu s pfidanym lyza¢nim pufrem.

4.4.3 Zjistovani virulence pomoci prutokové cytometrie

Prvnim krokem pro zahajeni testovani virulence bylo nechat nardst fibrosarkomy na 24 jamkové
desti¢ce. Z narostlé kultury fibrosarkomi bylo do kazdé jamky ptfidano 80 pl bun¢k a jamky
byly doplnény médiem DMEM do objemu 2 ml. Toto mnozstvi fibrosarkomti vychazelo
z vypoCtu bunék na plochu, které bylo stejné jako pii pfeockovavani kultury. Po 48 hod od
nasazeni bun€k bylo na desti¢ce vyménéno médium za médium pro kokultivace DMEM a PGY
vpomeéru 1:1. JeSté predtim, nez na desticku byly pfidany améby, byl spocitan pocet
fibrosarkomt v ¢ase 0 hod pomoci prutokového cytometru. Nasledné¢ pomoci pocitadla bunék
byly spocitany bunky A. castellanii. Na zéklad¢ tohoto poctu se pfidalo do jamek
k fibrosarkomtim 50 000 bunék/ml 4. castellanii. Do 8 jamek bylo ke kultivaci ptidédno Zelezo
ve form¢ Fe-NTA v koncentraci 25 uM a do dalSich 8 jamek byl pfidan chelator Zeleza ve
formé BPS ve stejné koncentraci. Tato kokultivace probehla pti 27 °C.

Po 10 hod bylo zahajeno prvni méfeni na prutokovém cytometru. Na 96 jamkovou
desticku jsme odebrali vzorky ze 3 jamek od kazdé podminky. Abychom byly schopni odebrat

buniky fibrosarkomd, které jsou pfichyceny na dné jamky, ana uvolnéni nestaCi pouhé
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resuspendovani, museli jsme nejprve odebrat médium a poté ptridat 400 pl roztoku 1xTrypsin-
EDTA. Desticku jsme umistili do 27 °C pftiblizné na 5 min, nez se buiiky uvolnily ze dna.
Pratokovy cytometr rozpozndval 2 populace bunék na zakladé¢ odliSné fluorescence
(A. castellanii — GFP, HT 1080 — dTomato). Priitokovy cytometr excitoval oba fluorescencni
proteiny modrym laserem (488 nm). Protein GFP byl nasledné zachycovan zelenym detektorem
(525/30 nm) a protein dTomato ¢ervenym detektorem (695/50 nm). Na piistroji byl nastaven
i tzv. forward a side scatter, ktery udava velikost a granularitu bunék. Tento parament vSak pro
nas nebyl klicovy, jelikoz bunky 4. castellanii a fibrosarkomt jsou piiblizné stejné velké. Tento
postup méfeni na priitokovém cytometru byl zopakovan jesté 3% po 24, 34 a 48 hod. Namétené

hodnoty byly zaneseny do grafu v programu Excel a sestrojeny rdstové kiivky.
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5 Vysledky
5.1 Charakterizace nové identifikovaného proteinu AC_IDIP

5.1.1 Purifikace proteinu AC_IDIP

Protein AC_IDIP byl identifikovan jako protein potencionalné se podilejici na homeostaze
zeleza A. castellanii v ptedeslych studiich v nasi laboratofi. Proteomicka analyza ukézala, ze
mnozstvi tohoto proteinu v buiice A. castellanii je zavislé na dostupnosti Zeleza (Grechnikova et
al., 2022), a proto bychom ho chtéli vyuzivat jako marker zelezného statusu bunky. Rozhodli
jsme se tento protein purifikovat, nasledné proti nému vytvofit protilatku a ovéfit, zda se
skute¢né jedna o protein, ktery je regulovan zelezem.

Gen pro AC_IDIP se podatilo uspésn¢ zaklonovat do plazmidu pET42b a nasledné byla
provedena transformace do bakterii E. coli BL21. V dal§im kroku byla provedena indukce
exprese pomoci IPTG a izolace proteinu za denaturujicich podminek s pouZzitim niklové kolony
pres HIS-tag.

Vysledky purifikace (Obr. 6) ukazuji, Ze se protein podafilo z velké ¢asti z kolony
promyt, i kdyz ¢ast proteinu zlstala navazana na koloné€. Jako material pro tvorbu protilatky

v laboratornim potkanovi byla vybrana eluce E1.
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Obr. 6. Vysledek purifikace proteinu AC_IDIP na SDS-PAGE gelu.

Sipkou je oznagena velikost sledovaného proteinu. L: proteinovy standart, Po: bunéény lyzat odebrany
v ¢ase 0 hod (vzorek odebrany pied inkubaci bun¢k s IPTG pti 37 °C), P3: bunéény lyzat odebrany v case
3 hod (vzorek odebrany po 3 hod inkubaci bunék s IPTG pti 37 °C), S: supernatant po sonikaci, Ps: pelet
po sonikaci, FT: vzorek nezachyceny na kolon¢, C1 a C2: vzorky promyté pufrem WASH, D1-D4:
vzorky promyté pufrem D, E1-E4: vzorky promyté pufrem E, F1 a F2: vzorky promyté pufrem F,
K: vzorek proteinu, ktery zlstal navazany na niklovych kulickach v koloné po promyvani pufry.
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5.1.2 Testovani protilatky

Protilatka z krevniho séra potkana proti AC IDIP byla testovana metodou western blot.
Protilatku jsme testovali na lyzatu bunc€k A. castellanii, které byly kultivované s piidavkem
chelatoru zeleza (25 um BPS). Na membrané vyvolané peroxidazou bylo velké pozadi, které

prakticky ptehlusilo relevantni signal (Obr. 7).
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Obr. 7. Testovani protilatky proti AC_IDIP nalyzatu bunék A. castellanii Kkultivovanych
s pridanym chelatorem Zeleza (BPS).

L: proteinovy standart, — Fe: lyzat bunék A. castellanii kultivovanych s pfidavkem chelatoru zeleza
(25 uM BPS). Sipka oznaduje velikost sledovaného proteinu.
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5.1.3 Purifikace protilatky

Vzhledem k neuspokojivému vysledku testovani protilatky jsme se ji rozhodli purifikovat.
Tento krok obvykle vede ke zvySeni specificity, jelikoz jsou ze séra odstranény nezadouci
proteiny.

Purifikace protilatky byla provedena pomoci kolony s agarovymi kulickami. Agardza je
aktivovana jodacetylovymi skupinami a vlivem cysteinovych zbytkl se antigen kovalentné vaze
na tuto kolonu. Z testovani metodou western blot mizeme vidét, Ze se protilatku povedlo
¢asteCné prodistit (Obr. 8). Protein AC IDIP se podaftilo uspokojivé detekovat, avsak signal se
v lyzatech. Testovani protilatky pomoci metody western blot bylo provedeno v triplikatu na
ttech riznych lyzatech. S ohledem na tyto vysledky se domnivame, Ze signal v podmince
s chelatorem Zeleza (BPS) je siln¢jsi a hladina proteinu v buiice je tedy nejspiSe zvySena pii

nedostatku Zeleza.

L +Fe -Fe +Fe -Fe +Fe -Fe

Obr. 8. Testovani purifikované protilatky proti AC_IDIP nalyzatech bunék A. castellanii
kultivovanych s pfidavkem Zeleza (Fe) nebo chelitoru Zeleza (BPS).

1-3: vzorky testované protilatky na tfech riznych lyzatech, L: proteinovy standart, + Fe: lyzat bunck
A. castellanii kultivovanych s pfidavkem zeleza (25 uM Fe), —Fe: lyzat bunck A. castellanii
kultivovanych s pfidavkem chelatoru Zeleza (25 uM BPS). Sipka oznaduje velikost sledovaného proteinu.
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5.1.4 Denzitometrie

Vysledny signal z testovani protilatky na western blotu jsme chtéli kvantifikovat, abychom
ov¢tili, zda je hladina proteinu opravdu zvysena v pritomnosti chelatoru Zeleza (BPS). Intenzitu
signalu na membrané (viz Obr. 8) jsme vyhodnocovali v programu Fiji (Imagel). Do analyzy

byl zahrnut nasledujici pocet bandt pro jednotlivé vzorky:

1. 5 bandu pro + Fe, 5 bandi pro — Fe
2. 2 bandy pro + Fe, 2 bandy pro — Fe
3. 3 bandy pro + Fe, 3 bandy pro — Fe

Z vysledného grafu se ukazuje intenzita signalu zvySend pfi nedostatku Zeleza (Obr. 9). AvSak

tento vysledek neni statisticky signifikantni.
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Obr. 9. Intenzita signdlu protilitky proti AC_IDIP na membrané s lyzity bunék A. castellanii
kultivovanymi s pridavkem Zeleza nebo chelitoru Zeleza.

+ Fe: lyzat A. castellanii kultivovanych s pfidavkem zeleza, — Fe: lyzat A. castellanii kultivovanych
s pridavkem chelatoru zeleza (BPS).
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5.2 Lokalizace proteinu AC_IDIP

Protein AC _IDIP nevykazuje homologii k zadné znamé skupiné proteinli, avSak
bioinformaticka analyza naznacila jadernou lokalizaci (Grechnikova et al., 2022). Pro zjisténi
lokalizace proteinu v buiice A. castellanii byla pouzita metoda exprese fluorescenéné znaceného
proteinu. Byly testovany dva plazmidy, pGAPDH a pTPBF, které umoznuji do buiiky zanést
gen pro studovany protein znaCeny pomoci GFP. Tyto dva plazmidy se 1i§i mirou exprese, ktera
je upGAPDH vyssi (Bateman, 2010). Na zaklad¢ fluorescence je pak mozné urcit lokalizaci
proteinu v bunice pomoci konfokalni skenovaci mikroskopie.

U obou pouzitych plazmidd se podafilo zanést gen do builkky a exprimovat ho.

Z vysledkt z konfokalni skenovaci mikroskopie (Obr. 10) bylo zjisténo, Ze lokalizace proteinu

AC_IDIP je cytosolicka.

Obr. 10. Lokalizace proteinu AC_IDIP v buiice A. castellanii.

Fotografie jsou pofizené ze skenovaciho konfokalniho mikroskopu (Leica TCS SP8 WLL SMD-FLIM).
Gen pro protein AC_IDIP byl do buiiky zanesen pomoci plazmidu pTPBF s expresi proteinu GFP.
A: protein AC _IDIP, B: MitoTracker Red CMXRos znacici mitochondrie, C: prinik kanalid A a B,
D: butika v prichozim svétle.
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5.3 Vliv zeleza na virulenci A. castellanii pri kokultivaci
se sav€éimi bunkami

5.3.1 Meéreni cytotoxicity

Jednim z hlavnich cili této prace bylo ovéfit, zda v prostfedi s dostatkem zeleza bude
A. castellanii rychleji pozirat savéi bunky, a vzroste tak jeji virulence v porovnani s kultivaci
s pfidanym chelatorem Zeleza. Za timto ucelem jsme nejdfive testovali, zda budeme schopni
kvantifikovat virulenci A. castellanii pti vyuziti komer¢né dostupné soupravy Cytotoxicity
Detection KitPLUS (LDH). Jednd se o kolorimetricky test zaloZzeny na meéfeni aktivity
laktatdehydrogenazy, ktery je proveden na vicejamkové desti¢ce. Tento enzym se uvoliuje do
média z cytosolu poskozenych bunck a jeho kvantifikace slouzi pro stanoveni virulence. Pro
tento test jsme pouzivali lidské fibroblasty BJ.

Nez jsme mohli zahdjit testovani cytotoxicity, potfebovali jsme ovéfit, zda rast
fibroblastii vyznamné neovliviiuje ptidavek zeleza ve formé citratu nebo chelatoru zeleza BPS.
Ristova kiivka byla zaznamendvana pomoci piistroje Lumascope S720, ktery kazdé 3 hod po
dobu 96 hod potidil fotografii jamky. Na zéklad€ procenta pokryti dna jamky byl vyhodnocen
rust bun¢k v programu Lumaquant 8.8. Ukazalo se, ze v testované koncentraci 25 uM citratu
zelezitého nebo 25 pM chelatoru Zeleza BPS jsou fibroblasty schopné srovnatelné dobfe rist a

muzeme tak tyto koncentrace pouzit pro dalsi experimenty (Obr. 11).
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Obr. 11. Riistové kiivky fibroblasti (Human BJ fibroblasts) pii rizné dostupnosti Zeleza.
A: fibroblasty kultivované bez ptridavku zeleza nebo chelatoru zeleza (kontrola), B: fibroblasty
kultivované s ptidavkem Zeleza (+ Fe), C: fibroblasty kultivované s ptidavkem chelatoru zeleza (— Fe).
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Testovani cytotoxicity pomoci sady vSak nebylo uspé$né. Pii prvnim méfeni byla absorbance
vzorkl prili§ vysokd a neméfitelna. Zkouseli jsme tento test provadét opakované a pouzit
médium DMEM bez fetalniho hovéziho séra. Domnivali jsme se, Ze pravé toto sérum negativné
ovliviiuje prubéh testu. Ale ani timto zpisobem se nam nepodafilo ziskat oéekavané vysledky,
jelikoZ absorbance méla s klesanim koncentrace bunék také klesat, ale v podmince s chelatorem

zeleza tomu bylo praveé naopak. Museli jsme tedy najit jiny zptisob, jakym virulenci stanovovat.

5.3.2 Fluorescenéné znacené fibrosarkomy

Vzhledem k nevhodnosti techniky kvantifikace laktatdehydrogenazy jsme se rozhodli zjistovat
virulenci pomoci pocitani bunék A. castellanii a sav¢ich bunék na prutokovém cytometru. Pro
ovéieni, zda se v naSich experimentalnich podminkach A. castellanii skute¢né zivi sav¢imi
buitkami a jakym zptisobem je pozira, bylo natoceno video na fluorescenénim skenovacim
mikroskopu (Nikon H-TIRF 2). Pro natoceni videa byly pouzity fibrosarkomy HT 1080 znacené
Cervenym fluorescenénim proteinem dTomato a neznacené bunky A. castellanii. Video bylo
nataCeno po dobu 5 hod zaroven ve fluorescenci a prichozim svétle. Z videa je patrné
(Obr. 12), ze A. castellanii utrhuje kousky z fibrosarkomtl, které nasledn¢ pohlcuje (pFiloha 1).

U nékterych améb je ve vakuole vidét svitici ¢ast pohlcené savci buiky (priloha 2).

Obr. 12. Fotografie z konfokalniho skenovaciho mikroskopu zachycujici pohlcovani ¢asti
fibrosarkomu parazitem A. castellanii.

A:na fotografii Sipka oznacuje Cast pohlcené bunky amébou A. castellanii, B:na fotografii Sipka
oznacuje Cast savCi bunky, ktery améba utrhuje a tihne pomoci panozky za sebou.
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5.3.3 Testovani média pro kokultivace

Prvnim krokem pro zahdjeni kokultivaci bylo zjistit, jaké médium bude podporovat rast
A. castellanii a zaroven fibrosarkomtt HT 1080. Nejprve jsme zkouseli fibrosarkomy udrzovat
v Cistém médiu PYG, ve kterém standardné kultivujeme A. castellanii. Stav bunck v médiu byl
u fibrosarkomi vyhodnocovan pozorovanim pod svételnym mikroskopem. Fibrosarkomy vSak
nebyly schopny v tomto médiu prezit, nebot’ jiz po 12 hod nebyly pfisedlé na dné jamky.
Ptistoupili jsme tedy k testovani riznych pomért média PYG a média DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium — high glucose) standardn¢ pouzivaného pro savci buiiky. Testovali
jsme tfi poméry médii PYG a DMEM, ato 1:1, 1:2 a 1:5. Pfezivani fibrosarkomti bylo
vyhodnocovano na zaklad¢ sledovani ve svételném mikroskopu. Ve vsech téchto médiich byly
fibrosarkomy schopny setrvat pfichycené na dné jamky, atak rozhodujici bylo, pfi kterém
poméru médii bude nejlépe rlst 4. castellanii.

Pro riist A. castellanii v danych médiich byla méfena ristova kiivka na pocitadle bun¢k
po dobu 72 hod (Obr. 13). Kultivace v médiu PYG slouzila jako kontrola riistu bunék. Zkouseli
jsme také, zda budou schopné riist v Cistém médiu DMEM, které pouzivame pro sav¢i bunky.
V tomto médiu byl vSak jejich rtst zanedbatelny, stejné jako v médiich o poméru 1:2 a 1:5. Na
zakladé¢ téchto wvysledkd jsme jako vhodné médium pro kokultivace A. castellanii
s fibrosarkomy vybrali médium v poméru 1:1. V tomto médiu se rist A. castellanii nejvice blizil

rastu v médiu PYG.

3 000 000
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T ——1:1
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Obr. 13. Ristova kiivka A. castellanii v riznych médiich méiena po dobu 72 hod.
PYG: médium pouzivané pro kultivaci A. castellanii, DMEM: médium pouzivané pro kultivaci sav¢ich
bunék, 1:1, 1:2, 1:5: médium PYG ku médiu DMEM ve tiech pomérech.
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5.3.4 Stanoveni virulence pomoci prautokové cytometrie

Pro zahdjeni testovani virulence pomoci pritokové cytometrie bylo dilezité zajistit, aby pfistroj
dokazal u¢inné oddélit populace bun€k parazita a fibrosarkomil. Pocatec¢ni problém byl v tom,
ze buiiky A. castellanii a testované sav¢i bunky jsou priblizné stejné velké, a tak se nam je
nedafilo na cytometru od sebe dobie odlisit. Zacali jsme tedy pouzivat fluorescencné znacené
fibrosarkomy HT 1080 a také fluorescencné znacené A. castellanii. Na zékladé rozdilné
fluorescencni barvy (fibrosarkomy znacené Cervenym fluorescencnim proteinem dTomato
aaméby znacené zelenym fluorescenénim proteinem GFP) jsme pak byli schopni tyto dvé
populace bunék od sebe rozlisit a spocitat kolik bun¢k v dané populaci je.

Kokultivace 4. castellanii s fibrosarkomy byla testovana v jiz zminovaném médiu 1:1
(PYG:DMEM) s pfidanym 25 puM zZelezem ve formé Fe-NTA nebo s pfidanym 25 uM
chelatorem Zeleza BPS. Pocet bunék v populacich byl méfen ve ttech ¢asovych bodech. Vstupni
pocet bun€k A. castellanii byl ve vSech podminkéach 50 000 bun¢k/ml. Bunék fibrosarkomt bylo
v ¢ase 0 hod (v Case pridani améb k savéim bunkam) 365 000 bunek/ml.

Z vyslednych ristovych kiivek pro jednotlivé podminky je patrné, Ze zelezo ma vliv na
virulenci 4. castellanii (Obr. 14). U kokultivace s pfidanym zdrojem Zeleza strmé klesd pocet
fibrosarkomti a pocet bun¢k A. castellanii naopak rychle roste. Pii kokultivaci s chelatorem
zeleza (BPS) nastala jina situace. Populace A. castellanii i populace fibrosarkomt vykazovala

pozvolny rast.
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Obr. 14. Riistové kiivky kokultivaci 4. castellanii s fibrosarkomy HT 1080.
A: kokultivace v médiu s ptidavkem Zeleza (+ Fe), B: kokultivace v médiu s ptidavkem chelatoru (— Fe).
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5.4 Komparativni proteomicka analyza A. castellanii pfi rizném
zdroji zivin

5.4.1 Bakterie jako zdroj zivin

Cilem komparativni proteomické analyzy bylo sledovat rozdily v zastoupeni proteint
u A. castellanii pti kultivaci s riznymi zdroji zivin, coz by mohlo vést k identifikaci faktorii
virulence. Zajimali nas zejména zmény proteini obsahujicich Zelezo nebo podilejici se na
pfijmu/metabolismu tohoto kovu. Jednim z testovanych zdrojii zivin pro A. castellanii byly
bakterie Enterobacter aerogenes. Pted piipravou vzorkl na proteomickou analyzu bylo potfeba
zjistit vhodnou koncentraci téchto bakterii, pfi které dochazi k podpote rustu A. castellanii. Pro
stanoveni této koncentrace byla méfena ristova kiivka po dobu 96 hod (Obr. 15). Pocatecni
mnozstvi A. castellanii bylo ve vSech vzorcich 10 000 bun¢k/ml. Jako kontrolu jsme pouzili
kulturu 4. castellanii bez ptidanych bakterii. Testovali jsme rust 4. castellanii se tfemi rznymi
hodnotami OD bakterii: 0,2; 0,4 a 0,6. Na zaklad¢ rustové kiivky jsme jako nejvhodnéjsi zvolili
kulturu A. castellanii s bakteriemi o hodnoté OD 0,4, jelikoz dal$i zvySeni koncentrace bakterii

jiz nevedlo ke zlepSeni riistu améb.
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Obr. 15. Riistova kiivka A. castellanii s bakteriemi Enterobacter aerogenes méiena po dobu 96 hod.
Kontrola: A. castellanii péstovana v médiu bez ptidanych bakterii, E. aerogenes 0,2 OD: A. castellanii
s bakteriemi s hodnotou OD 0,2, E. aerogenes 0,4 OD: A. castellanii s bakteriemi s hodnotou OD 0,4,
E. aerogenes 0,6 OD: A. castellanii s bakteriemi s hodnotou OD 0,6.
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5.4.2 Fibrosarkomy jako zdroj zivin

Zatimco pro proteomickou analyzu vlivu bakterii jako zdroje zivin pro A. castellanii jsme
zvolili dobu kultivace 6 hod, fibrosarkomy jsme kultivovali s 4. castellanii kratkodobé (po dobu
6 hod), ale i dlouhodob¢, kdy jsme na analyzu piipravili vzorky tfeti pasdze améb. Pro
kratkodobou kultivaci jsme potifebovali urcit kolik bunc¢k A. castellanii budeme piidavat
k narostlé kultufe fibrosarkomd. Kvili mozné interferenci s analyzou proteomu améb jsme
chtéli docilit toho, aby po uplynuti 6 hod bylo ve vzorku co nejméné fibrosarkomu. Zaroven
jsme se ale chteli vyhnout jejich Gplné eliminaci, aby nedoslo k potlaceni ocekavanych zmén
zavislych na pfitomnosti savCich bunék. Testovani bylo provadéno na zaklad¢é sledovani
kokultivace pod svételnym mikroskopem. Fibrosarkomy jsme nechali nartist po dobu 48 hod
apoté jsme k nim pridavali améby. Zacinali jsme na koncentraci 12 500 bun¢k/ml, coz bylo
velmi malo. Po 6 hod nebyla pozorovana téméf zadna zména v mnozstvi savéich bunck
(Obr. 16). Nakonec jsme ur€ili vhodnou koncentraci 200 000 bunck/ml, jelikoz pfi tomto
mnozstvi zbyl po uplynuti 6 hod kultivace v kultiva¢ni nadobé minimalni pocet fibrosarkomu.
Pti vy$Sich mnoZzstvich améb by jiz doslo k uplnému poZrani fibrosarkomi.

Dlouhodoba kokultivace byla provadéna tak, ze jsme k narostlym fibrosarkomim
pridali 50 000 bun¢k/ml A. castellanii. Ptiblizn€ po 48 hod, kdy ve vzorku zbyly jen améby,
jsme tyto améby v koncentraci 50 000 bun€ék/ml znovu pridali k dalS$im narostlym
fibrosarkomtm. Tento postup jsme zopakovali jesté jedenkrat. Po uplynuti 6 dnti od zacatku

kokultivace, jsme ziskali tfeti pasaz A. castellanii, kterou jsme pfedali na vyhodnoceni

proteomické analyzy.

Obr. 16. Fotografie ze svételného mikroskopu znazoriujici stav kokultivace A. castellanii
s fibrosarkomy HT 1080 po 6 hod.
A: A. castellanii v koncentraci 12 500 bunék/ml, B: 4. castellanii v koncentraci 200 000 bunék/ml.
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5.4.3 Vyhodnoceni proteomické analyzy

Komparativni proteomickd analyza byla provedena v servisni proteomické laboratofi centra
Biocev. Vzorky byly pfipraveny v biologickych triplikdtech. Pro analyzu byly vybrany bunky
A. castellanii kultivované po dobu 6 hod, a to axenické kultury, bunky A. castellanii
kultivované s E. aerogenes a améby kokultivované s fibrosarkomy HT 1080. Také jsme pro
analyzu ptipravili vzorky tieti pasaze bunck A. castellanii kultivovanych s fibrosarkomy
HT 1080.

Pii interpretaci proteomické analyzy jsme porovnavali proteomy bun€k A. castellanii
kultivovanych s bakteriemi nebo fibrosarkomy vzdy s axenickou kulturou A. castellanii
(priloha 3—6). Pocet proteinii se snizenou nebo zvySenou hladinou, pii studovanych
podminkach, je znazornén pomoci Vennova diagramu (Obr. 17). Pfi vystaveni améb
fibrosarkomtim byla velka Cast proteinl se zvySenou i snizenou hladinou shodna pti kratkodobé
a dlouhodobé kokultivaci. U vzorku améb s bakteriemi jsme neidentifikovali Zddné proteiny se
zvySenou hladinou exkluzivné v této podmince. Pouze jeden protein vykazoval sniZzenou
hladinu vyhradné pti kokultivaci s bakteriemi. Nejvétsi skupina proteind, kterd méla zvysenou
hladinu ve vsech podminkéch, byla skupina proteini s tzv. CBS doménou. Hlubsi analyzu jsme
provedli u vlivu kratkodobé kokultivace s fibrosarkomy. V této podmince bylo zaznamenano
nejvice proteini se zménénou hladinou. Zde bylo identifikovano 179 proteinli se zvySenou
hladinou a 770 proteinli se sniZzenou hladinou. U téchto proteinti byla bioinformatickou
analyzou predikovand funkce, byly rozdéleny do funkcnich skupin a byly vytvofeny vysecové
grafy, ve kterych je znazornéno procentudlni zastoupeni jednotlivych skupin (Obr. 18).
Ptitfazeni funkce jednotlivym proteiniim bylo provedeno za vyuziti databaze KEGG (The Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes). Také bylo uréeno procentualni zastoupeni proteint,
u kterych jsme na zaklad¢ anotace proteini a serveru HHpred predikovali Zelezo jako kofaktor

na 1,58 %.
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Proteiny se zvySenou hladinou Proteiny se snizenou hladinou

150 334

Obr. 17. Vennovy diagramy znazornujici proteiny jejichZ hladina byla ovlivhéna podminkami
kultivace.

A: A. castellanii kultivované s fibrosarkomy kratkodobé, B: A. castellanii kultivované s fibrosarkomy
dlouhodobé, C: A. castellanii kultivované s bakteriemi. VSechny vzorky jsou porovnavané s axenickou
kulturou 4. castellanii.
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= Transdukce signalu
= Signalizaéni a bunééné procesy
m Transport a katabolismus

Neznamy metabolismus

Neznama funkce

Obr. 18. Vyselové grafy znazornujici zastoupeni funkénich skupin proteini, u kterych byla hladina
ovlivnéna kratkodobou kokultivaci A. castellanii s fibrosarkomy.
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6 Diskuze

Zelezo ma nezastupitelnou tlohu ve viech Zivych organismech, jelikoZ se wcastni mnoha
biochemickych procesii. Podili se zejména na oxida¢né-redukénich déjich, prenosu elektroni,
syntéze DNA a je kofaktorem riznych enzymi. Naopak volné atomy Zeleza jsou pro buiky
toxické. Dilezitou tlohu ma také ve vztahu hostitele a parazita. Dostupnost zeleza v hostiteli
ovliviiuje virulenci parazita, jelikoz je pro né nezbytnou mikrozivinou. Parazitické organismy
vyuzivaji rizné mechanismy, kterymi ziskdvaji Zelezo z hostitele, a hostitel se naopak tomuto
ajeho vlivu na virulenci vime u A. castellanii jen velmi malo. Proto jsme se v této praci
zaméfili praveé na to, jak dostupnost Zeleza ovliviiuje virulenci této améby.

Jednim z proteind, ktery by v metabolismu Zeleza A. castellanii mohl hrat dtlezitou roli,
je nové popsany protein AC IDIP. Tento protein byl definovan v predeslych proteomickych
studiich unas v laboratori, kde byla hladina AC IDIP wvyrazné¢ zvySena v podmince
s nedostatkem Zeleza. Od toho je odvozeno jeho pojmenovani Iron-Deprivation Induced Protein
(Grechnikova et al., 2022). Proti tomuto proteinu byla vytvofena protilatka, kterou jsme
testovali na bunéénych lyzatech A. castellanii kultivovanych v nedostatku Zeleza nebo v jeho
nadbytku. Purifikace protilatky zvysila jeji specificitu, nicméné jsme zaznamenali, ze se signal
na membrané rozpadd do nékolika bandlii a tyto signaly jsou viditelné v obou podminkach.
K tomuto doslo nejspiSe z didvodu nestabilnosti proteinti v bunéénych lyzatech a jejich
degradaci. Podle predpokladii a piedeslych analyz, mél byt tento signal siln€jsi na lyzatech
bunek kultivovanych s chelatorem zeleza. Provedeni denzitometrie naznacilo, Ze hladina
proteinu AC _IDIP je skutecné vySsi v podmince bez Zeleza, ale tento vysledek neni statisticky
signifikantni. Tento protein by se tedy mohl vyuzivat jako marker Zelezného statusu buiiky, ale
pfipravena protilatka neni dostatecné U¢inna na to, aby se k tomuto ucelu dala efektivné
pouZivat.

Lokalizace proteinu AC_IDIP byla pomoci transfekce anasledné fluorescencni
mikroskopie urCena jako cytosolicka. Pfed provedenim experimentu jsme na zakladé
bioinformatické analyzy ptedpokladali jadernou lokalizaci, pfi¢emz pro tento protein nebyla
objevena zadnd funkéni homologie. Domnivali jsme se tedy, Ze by se mohlo jednat
o transkripéni faktor. Protein AC _IDIP by mohl byt i navzdory své cytosolické lokalizaci
transkripénim faktorem. Jesté predtim, nez se nékteré transkripéni faktory mohou dostat do
jadra, musi vazat prislusny ligand v cytosolu, ktery jim umozni tento vstup. Dal§i mozZnost je ta,
ze protein potiebuje pro vstup do jadra n&jaké posttranslaéni modifikace napiiklad fosforylaci
pomoci specifickych kinaz a do té doby ziistava v cytoplasmé (Whiteside & Goodbourn, 1993).
Je znamé, Ze vazba piipadného ligandu ovliviiuje lokalizaci transkripénich faktort, jejich

aktivaci a schopnost vazat se na DNA (Latchman, 1997).
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Abychom ovétili ulohu Zeleza ve virulenci A. castellanii, testovali jsme, zda jeho
dostupnost ovlivni kokultivaci 4. castellanii s fibrosarkomy. Stanovovani virulence jsme chtéli
provadét pomoci komeréné dostupné sady Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH). Tento
kolorimetricky test zaznamenavéa hladinu laktatdehydrogendzy, kterd se uvoliluje z cytosolu
poskozenych bunék, v naSem pfipadé savéich bun€k poskozenych amébou. Nedokdzali jsme
vSak ziskat relevantni vysledek, tento test na urovani virulence nefungoval. Pravé chelator
zeleza mohl nejspise negativné reagovat s néjakymi pridavanymi slozkami. Proto jsme ptesli na
stanovovani virulence pomoci pritokové cytometrie.

Pro ur¢ovani virulence pomoci prutokové cytometrie jsme zacali pouzivat fluorescenéné
znacené fibrosarkomy HT 1080 TOMATO a A. castellanii znacené fluorescencnim proteinem
GFP. V obou pripadech byl témito proteiny znacen cytosol bun¢k. Jako virulentni faktor bylo
v tomto piipadé urcujici, jak rychle améby poziraji savéi bunky.

Byl proveden pokus, ve kterém jsme po dobu 48 hod sledovali rlust 4. castellanii
a fibrosarkomi pti kokultivaci v médiu s nadbytkem nebo nedostatkem zeleza. Z pokusu je
patrné, ze Zelezo ma vliv na virulenci A4. castellanii. V pritomnosti zvySeného mnozstvi zeleza
populace A. castellanii rychle rostla, a naopak fibrosarkomt v této kokultivaci rychle ubyvalo.
Kokultivace v pfitomnosti chelatoru zeleza vypadala rozdilng, v tomto ptfipad€¢ byly schopné
rust i fibrosarkomy. Z toho vyplyva, ze améby pravdépodobné potiebuji Zelezo, aby mohly
vyuzivat n€které faktory virulence, respektive pfimo mechanismy pozirdni bunék jsou zavislé
na zeleze. Ze studie (Grechnikova et al., 2022) vime, ze buniky A. castellanii kultivované
pti nedostatku Zeleza, nemély dostatek energie na pohlcovani bakterii pinocytézou a davaly
pfednost zisku Zivin obsazenych v médiu. Jiz v pfedeslych studiich byla dokazana silna
zavislost mechanismil, kterymi je pohlcovana potrava, na energii, at’ uz se jedna o pinocytézu
nebo na receptorech zavislou fagocytozu (Bowers, 1977).

Bunky A. castellanii obsahuji proteazy, které dokazi $tépit molekuly vazici Zelezo jako
je laktoferin, transferin, ale i hemoglobin (Ramirez-Rico et al., 2015). V dalsich méfenich by
bylo proto zajimavé zjistit, zda zalezi na tom, v jaké formé zelezo amébam dodame a otestovat
vliv riznych zdroji zeleza na virulenci A. castellanii, a zda bychom dosahli podobnych
vysledkd jako v tomto experimentu.

Dal$im cilem, na ktery jsme se zaméfili, bylo provést komparativni proteomickou
analyzu a zjistit, zda budeme schopni sledovat rozdily v proteomu A. castellanii pii kultivaci
s rznymi zdroji potravy. Za timto ucelem jsme kultivovali A. castellanii v ¢istém médiu,
v pritomnosti bakterii E. aerogenes, nebo pii kokultivaci se savéimi bunikami (fibrosarkomy
HT 1080). Kultivaci se savéimi buiikami jsme provadéli jak kratkodobé po dobu 6 hod, tak
i dlouhodobg, kdy jsme ptipravili tfeti pasaz 4. castellanii kultivovanou s fibrosarkomy.

Nejmensi zmény oproti amébam kultivovanych v €istém médiu, byly zaznamenany

v podmince, kde jako zdroj potravy byly pridavany bakterie. V tomto pfipad¢ jsme zaznamenali
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pouze 12 proteinli se zvySenou a 7 proteind se snizenou hladinou. Zpracovani bakteridlni
potravy je u A. castellanii soucéasti bazalniho metabolismu/fyziologie. Améba dava prednost
zejména gram negativnim bakteriim, kterymi E. aerogenes jsou (Bottone et al., 1994). Pfidavek
bakterii proto pravdépodobné nezplisobuje markantni zmény v proteomu.

Kokultivace se savfimi builkami zptsobila vyrazné zmény v zastoupeni proteind.
U améb dlouhodobé kultivovanych s fibrosarkomy bylo identifikovano 462 proteinli se
zvySenou hladinou a 412 se snizenou hladinou. Velky pocet ovlivnénych proteinii byl
zaznamenan i u kratkodobé kokultivace se sav¢imi bunkami; 179 proteinti vykazovalo zvySenou
a 770 proteini snizenou hladinou. Vzhledem k velkému mnozstvi zaznamenanych proteini
jsme se dale zamérili na améby kultivované kratkodobé¢ se savéimi buiikami. Cilem bylo mimo
jiné identifikovat proteiny, které se podileji na mechanismu pozirdni savcich bunék.
U dlouhodobé kultivace se savéimi bunikami by jiz tyto proteiny nemusely mit tak vyrazné
zvySenou hladinu, jelikoz bychom vice sledovali adaptaci na jiny zdroj zivin.

Nejvice proteini se zvySenou hladinou pii kratkodobé kokultivaci s fibrosarkomy se
uplatiuje ve strukturach cytoskeletu. Trofozoiti 4. castellanii tyto proteiny vyuzivaji k cytolyze
bunek hostitele. Tato funkce byla identifikovdna pomoci cytoskeletalnich inhibitort
(cytochalasin D), po jejichz aplikaci doslo k inhibici apoptdzy hostitelskych bunék (Taylor et
al., 1995). Aktin byl identifikovan jako protein s nejvyssi zménou hladiny v celé proteomické
analyze. Tento protein se uplatiiuje predevSim ve schopnosti bunék prilnout k povrchim,
pti navazani kontaktu s buiikami hostitele, ucastni se pii pohybu bungk, ale i ve fagocytoze
(Bretscher, 1991; Swanson & Baer, 1995). Aktin umoziluje rychlé zmény morfologie bunky,
a to tvorbou lobopodii a akantopodii, ve kterych byly objeveny aktinova vldkna, v experimentu
byla znacena specifickymi protilitkami a vizualizovana fluorescenni a elektronovou
mikroskopii (Gonzélez-Robles et al., 2008). Vyskyt tohoto proteinu ve filopodiich byl také
popsan u E. histolytica, kde se aktin hojné vyskytoval zejména pti kultivaci s glykoproteinem
fibronektinem (Talamas-Rohana & Rios, 2000). Dalsim cytoskeletalnim proteinem
identifikovanym v analyze byl tubulin, ktery je soucasti mikrotubulti. Identifikovany byly také
cytoskeletalni domény podilejici se na polymeraci aktinu, jako napfiklad doména formin,
domény vazajici se pfimo na aktin, jako je doména kalponinu a také SH; doména (SRC
homology 3 doména), ktera se uplatiiuje v proteinech signalnich drah regulujicich cytoskelet.
Zaznamenan byl i protein ankyrin, jehoz funkce je v organizaci aktinového cytoskeletu.

Mezi proteiny se zvySenou hladinou byly ve vét§im poctu také zaznamenany proteiny
pomahajici buitkdm ubranit se oxidativnimu stresu. Bunky A. castellanii jsou schopné u¢inn¢ se
branit reaktivnim formam kysliku jejich detoxifikaci praveé diky témto proteinim (Hadas, 1991).
Identifikovany byly univerzalni stresové domény, ale také peroxiredoxiny. Ukazalo se, Ze nami

studovany protein AC IDIP ma také zvySenou hladinu a bude zaujimat, zatim blize
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nespecifikovanou, ulohu vyvolanou zménami zivin. Pfi dlouhodobé kultivaci se savcimi
buitkami jiz tato zvySend hladina nebyla zaznamenana.

ZvySenou hladinu jsme ocekéavali také u protedz, které jsou znamymi faktory virulence
nejenom u parazitickych protist, ale i u bakterii a vird. Tyto latky dokdZou narusit hostitelské
buiiky a nasledn¢ umoziuji zpracovat fagocytovanou potravu a mohly by zaujimat dtlezitou
funkeci pfi infekcich ptsobenych A. castellanii (Kim et al., 2006). U A. castellanii bylo popsano
velké mnozstvi téchto proteinil, které umoziuji amébé rozkladat potravu na mensi ¢asti, aby ji
byla schopna pohltit. Nejvice zastoupenymi protedzami u A. castellanii byvaji serinové
proteazy, coz se potvrdilo i v nasi proteomické analyze (Hada§ & Mazur, 1993; Mitro et al.,
1994). Dalsimi byly cysteinové protedzy a byly zaznamenany i metalo-proteazy. Cysteinové
proteazy se pravdépodobné podileji na rozkladu molekul vazajicich zelezo v hostiteli
aumoziuji takto vazané zZelezo ziskat (Ramirez-Rico et al., 2015). AvSak pfevazna vétSina
zaznamenanych protedz méla v kokultivacich sniZzenou hladinu oproti axenické kultufe améb.
Domnivame se, ze to mtze byt zplisobeno tim, Ze se proteazy uplatiiovaly na pocatku invaze pti
naru$eni hostitelskych bunék, aby mohly byt bunky nasledné pohlceny pomoci fagocytézy nebo
pinocytdzy, avSak tato zavislost neni zcela objasnéna (Alizadeh et al., 1994; Clarke &
Niederkorn, 2006). Tyto protedzy mohou byt také extracelularni (Hada§ & Mazur, 1993),
a proto je v proteomické analyze nedokazeme zachytit. Pti budoucich experimentech by v tomto
pfipadé bylo uzitecné provést proteomickou analyzu po velmi kratké kultivaci se savéimi
bunkami, naptiklad 1-2 hod po pridani améb k sav¢im buikam, nebo také zanalyzovat proteiny,
které budou obsazeny v médiu po kokultivaci.

V této komparativni proteomické analyze jsme se dale zaméfili na to, jakou roli budou
zaujimat proteiny, které obsahuji Zelezo nebo se na jeho metabolismu podileji, jelikoz jsme
pomoci kokultivace A. castellanii se savéimi buiikami dokazali, Ze zelezo hraje tilohu pfi jeji
virulenci. U jiné patogenni améby, Naegleria fowleri, pravdépodobné zaujima dilezitou tlohu
ve virulenci protein hemerythrin, ktery je jednim z nejvice ovlivnénych proteind dostupnosti
zeleza (Jung et al., 2009; Arbon et al., 2020). Dokonce se ukazuje, Ze pfi sniZzeni jeho exprese
dochazelo k poklesu virulence u parazita (Jung et al., 2009). Prokazalo se, Ze se hemerythrin
nachazi v pseudopodiich a podili se na fagocytoze a patogenité bun¢k (Kang et al., 2005). Chtéli
jsme tedy zjistit, zda homolog proteinu hemerythrin u 4. castellanii plni podobnou ulohu a bude
se uplatiiovat pfi interakci se savéimi bunkami. Vime, Ze tento protein se u 4. castellanii
nachézi (Alvarez-Carrefio et al., 2016) a podafilo se nam ho i v jejim proteomu detekovat.
Proteomicka analyza vS8ak nezaznamenala vyrazné¢ zménénou hladinu tohoto proteinu vlivem
zivin. Zastoupeni proteinll obsahujicich Zelezo, nebo se na jeho metabolismu podilejicich, bylo
mezi ovlivnénymi proteiny identifikovano pii kokultivaci améb se sav¢imi buitkami velmi malé
mnozstvi (1,58 %). Je ztejmé, Ze virulence u A. castellanii je podminéna riiznorodymi proteiny,
které spolu kooperuji, ale také motilitou buiiky a schopnosti vytvafet lobopodie a akantopodie.
Zatim jsme neidentifikovali konkrétni proteiny metabolismu Zeleza kliCové pro patogenezi

sav¢ich bunék.
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7 Zaveér

Diplomova prace si kladla za cil objasnit problematiku vlivu Zeleza na virulenci 4. castellanii.
Nejprve jsme se zaméfili na protein AC IDIP, u kterého se ndm na zdkladé exprese
fluorescencné znaceného proteinu podafilo urcit lokalizaci jako cytosolickou. Vytvoftili jsme
pomérné specifickou protilatku proti tomuto proteinu. S jejim vyuzitim jsme provedli
imunoblotovou analyzu, ktera naznacila, Ze se dle pfedpokladu jedné o protein indukovany pfi
nedostatku Zeleza.

Zameéfili jsme se také na to, jaky vliv mé Zelezo na kokultivaci 4. castellanii se savéimi
buitkami. V tomto piipadé¢ se nam podafilo zfeteln¢ prokazat vliv zeleza na virulenci, kdy
améby kultivované pfi nedostatku zeleza nebyly schopné bunky efektivné pozirat.

V neposledni fadé se na zakladé komparativni proteomické analyzy ukazalo, ze jsme
schopni sledovat zmény proteomu A. castellanii, které jsou vyvolany dostupnosti rtiznych
zdroju zivin. Detekovali jsme velké mnozstvi proteind, jejichz hladina se méni pfi interakcich se
savCimi bunikami. Zejména cytoskeletalni proteiny vykazovaly zvySenou hladinu, pfekvapenim
byla snizena hladina protedz. Proteind, které obsahuji Zelezo nebo se na jeho metabolismu
podileji, bylo mezi ovlivnénymi proteiny identifikovano velmi malé procento a jejich vliv na

virulenci 4. castellanii bude minimalni.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AC_IDIP
AK

BCA sada
BPS
cDNA
CNS

DMEM

DNA

ECM
EDTA
Fe-NTA
GAE

IPTG

LDH

MBP

MFT

OD

PCR

PYG
SDS-PAGE
SOC médium

X-Gal

Acanthamoeba castellanii Iron-Deprivation Induced Protein
Amébova keratitida

Bicinchoninic acid sada pro urceni koncentrace proteint
Bathofenanthrolindisulfonat

Komplementarni deoxyribonukleova kyselina

Centralni nervova soustava

Médium pro kultivaci sav¢ich bunék (Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium — high glucose)

Deoxyribonukleova kyselina

Extracelularni matrix

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Nitrilotriacetat zelezity

Granulomatézni amébova encefalitida

Izopropyl B-D-1-thiogalactopyranozid

Laktatdehydrogenaza

Protein vazajici man6zu (mannose binding protein)

Major facilitator transporters

Opticka denzita

Polymerazova fetézova reakce

Médium pro kultivaci améb (pepton, extrakt kvasinek a gluko6za)
Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v pfitomnosti dodecylsiranu sodného
Médium pro kultivaci bakterii £. coli (Super Optimal Broth)

Bromchlorindoxyl galaktosid
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10 Seznam priloh

7 wr

Piiloha 1: Video pohlcovani ¢asti fibrosarkomii parazitem A. castellanii.
Na videu je zaznamenano jak A. castellanii utrhava cast fibrosarkomu HT 1080. Video bylo

pofizeno na fluorescencnim skenovacim mikroskopu (Nikon H-TIRF 2).

Piiloha 2: Video pohlcovani ¢asti fibrosarkomii parazitem A. castellanii.
Na videu ve vakuole je vidét svitici ¢ast pohlcené sav¢i buiky. Video bylo pofizeno na

fluorescencnim skenovacim mikroskopu (Nikon H-TIRF 2).

Priloha 3: Tabulka proteinu A. castellanii, u kterych se zménila hladina pii kultivaci
s fibrosarkomy HT 1080 kratkodobé (6 hod) v porovnani s axenickou Kkulturou
A. castellanii.

Oranzové jsou zvyraznény proteiny obsahujici Zelezo nebo se na jeho metabolismu podileji.

Modfe je oznacen protein AC_IDIP (Iron-Deprivation Induced Protein).

Priloha 4: Tabulka proteinu A. castellanii, u kterych se zménila hladina pii kultivaci
s fibrosarkomy HT 1080 dlouhodobé (3. pasaz bunék A. castellanii) v porovnani

s axenickou kulturou A. castellanii.

Priloha 5: Tabulka proteinu A. castellanii, u kterych se zménila hladina pii kultivaci

s bakteriemi (E. aerogenes) v porovnani s axenickou kulturou A. castellanii.

Piiloha 6: Tabulka proteomickych dat z analyzy vlivu Zivin na proteom A. castellanii.
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