UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra organické chemie

Izolace, charakterizace a interakce lipidovych rafti

s farmakologicky aktivnimi ligandy

DIPLOMOVA PRACE

Autor: Bc. Anastasie Mateckaja
Studijni obor: Bioorganicka chemie a chemicka biologie

Vedouci prace: prof. Ing. Jan Vacek, Ph.D.

Olomouc 2023



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavérenou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny pouzité
informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla predlozena k ziskéani

jiného nebo stejného akademického titulu.

Souhlasim s tim, aby ma prace byla zpfistupnéna v knihovné¢ Katedry organické chemie,

Prirodovédecké fakulty, Univerzity Palackého v Olomouci.

V Olomouci, 17. 01. 2023



Podékovani

Na tomto misté bych chtéla podékovat vedoucimu prace, prof. Ing Janu Vackovi, Ph.D., za
odborné vedeni a rady, které mi byly béhem vypracovavani prace poskytovany. Déle dekuji
Mgr. Martin¢€ Zatloukalové, Ph.D., za pomoc pfi vypracovavani diplomové prace. Dékuji vSem
pracovnikiim na Ustavu 1ékatské chemie a biochemie za piatelské prostiedi a spolupraci. A

V neposledni fadé dé€kuji svym nejbliz§im, kteti mé podporovali béhem celého studia.



Bibliograficka identifikace

Jméno a prijmeni autora: Anastasie Mateckaja

Nazev prace: [zolace, charakterizace a interakce lipidovych raftti s farmakologicky aktivnimi

ligandy.

Typ prace: Diplomova prace

Pracovisté: Katedra organické chemie
Vedouci prace: prof. Ing. Jan Vacek, Ph.D.
Rok obhajoby prace: 2023

Abstrakt: Lipidové rafty jsou detergent rezistentni membranové domény obsahujici vysoky
podil cholesterolu a sfingolipidi. Proteiny ptitomné v téchto strukturach se vyznamné podileji
na regulaci fady bunéénych procest v€. bunécné signalizace. V diplomové praci byly
vypracovany dva izola¢ni postupy K izolaci lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran,
které vyuzivaly ultracentrifugaci v gradientd sacharézy a Optiprepu™. Izolované frakce byly
charakterizovany pomoci elektroforetickych, imunochemickych, spektrofotometrickych a
elektrochemickych metod. Spektrofotometricky byla stanovena koncentrace celkového
proteinu, cholesterolu a volnych thiolovych skupin ve vSech frakcich. Imunochemicky byly
potvrzeny proteiny asociované s lipidovymi rafty/detergent rezistentnimi membranami
(kaveolin-1, flotillin-1). Na zavér byly zkoumany oxida¢né-redukéni premény frakei pomoci
chronopotenciometrické rozpoustéci analyzy konstantnim proudem. Ziskané vysledky budou
pouzity k vyzkumu interakci lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran s

farmakologicky aktivnimi ligandy a pro ucely lipidomickych a proteomickych analyz.
Klic¢ova slova: lipidové rafty, izolace, detergent rezistentni membrany

Pocet stran: 86

Pocet priloh: 14, 7 stran

Jazyk: Cesky



Bibliographical identification

Author’s first name and surname: Anastasie Mateckaja

Title: Isolation, characterisation and interactions of lipid rafts with pharmacologically active

ligands.

Type of thesis: Master’s

Department: Department of Organic Chemistry
Advisor: prof. Ing. Jan Vacek, Ph.D.

The year of presentation: 2023

Abstract: Lipid rafts are detergent resistant membrane domains enriched for cholesterol and
sphingolipids. Proteins asociated with these structures play a role in regulation of cellular
processes, including cell signaling. Lipid rafts can be isolated from cells via gradient
ultracentrifugation. In this diploma thesis two isolation protocols for lipid rafts/detergent
resistant membranes using ultracentrifugation based on sucrose or Optiprep™ gradient were
optimized. Isolated fractions were characterised via electrophoretic, imunochemical,
spectroscopic and electrochemical methods. The spectroscopical concentration of total protein,
cholesterol and free thiols in all fractions were determined. The proteins asociated with lipid
rafts/detergent resistant membranes (caveolin-1, flotillin-1) were confirmed imunochemically.
Using electrochemical methods redox transformations in fractions using constant-current
chronopotentiometric stripping analysis were investigated. The results could be used for further
research of lipid rafts/detergent resistant membranes interactions with pharmacologically

active ligands and for lipidomic and proteomic studies.
Keywords: lipid rafts, isolation, detergent resistant membranes
Number of pages: 86

Number of appendixes: 14, 7 pages

Language: Czech



Seznam zKkratek

AP B-amyloidni peptid
AC N-acetyl-L-cystein
AMK aminokyseliny
APS peroxosiran amonny
BCA kyselina bicinchoninova
BCR B-bunécny receptor
BSA hovézi sérovy albumin
CCR5 bunécny chemokinovy receptor 5
CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propansulfonat
CPSA chronopotenciometricka rozpoustéci analyza konstantnim proudem
Cryo—em kryoelektronova mikroskopie
CXCR4 C-X-C chemokinovy receptor typu 4
DIG z angl. ,,detergent-insoluble glycolipid-enriched domains®
DMSO dimethylsulfoxid
DTNB kyselina 5,5¢-dithio-bis(2-nitro)benzoova
DRM detergent rezistentni membrany
EDTA sodna stl kyseliny ethylen-1,2-diamintetraoctové
eNOS endotelova syntasa oxidu dusnatého
ER endoplazmatické retikulum
FBS fetalni bovinni sérum
FCS fluorescenéni korela¢ni spektroskopie
FRET Forsteriv rezonan¢ni pfenos energie
GPI glykosylfosfatidylinositol
GPMV vezikuly plazmatické membrany (z angl. ,,giant plasma membrane vesicles®)
Guv velké unilamelarni vezikuly (z angl. ,,giant unilamellar vesicles*)
HA hemaglutinin
HMDE visici rtutova kapkova elektroda
HIV virus lidské imunitni nedostatecnosti
HSA lidsky sérovy albumin
ISCAT interferometricka skenovaci mikroskopie
(I fluidni neusporadana faze
Lo fluidni uspotadana faze



LR
MAM

MDCK
MBCD
NEAA
NOX
NSOM
PALM
PBS

PM
RBL-2H3
ROS
rpm
RTK
SARS-CoV
SD

SDS
SNARE
SPT
STED
SV40
TBS
TBST
TEMED
TfR2
TLR1/2
TNF-a
TNFR1
Tris

lipidové rafty

membrany asociované s mitochondriemi (z angl.

membranes*)

z angl. ,,Madin-Darby canine kidney cells*
methyl-B-cyklodextrin

neesencialni aminokyseliny

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oxidasa
opticka skenovaci mikroskopie v optickém poli
fotoaktivovana lokaliza¢ni mikroskopie

z angl. ,,phosphate buffer saline*

plazmatickd membrana

z angl. ,,basophilic leukemia cells*

reaktivni formy kysliku

otacky za minutu

receptory tyrosin kinas

virus syndromu néhlého akutniho respiracniho selhdni
smérodatnd odchylka

laurylsulfat sodny

,,mitochondria

associated

z angl. ,,soluble N-metylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor-

sledovani jednotlivych ¢astic

mikroskopie se stimulovanou emisni depleci
opi¢i vakuola¢ni polyomavirus 40

z angl. ,, Tris buffer saline*

TBS-Tween® 20
N,N,N’,N-tetramethylendiamin

z angl. ,transferrin receptor 2

z angl. ,toll-like* receptory 1 a 2

z angl. ,,tumor necrosis factor a“

z angl. ,,tumor necrosis factor a receptor 1

2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol



Obsah

Cile dIPLOMOVE PIACE ..vvieiiiiiiiie ittt et bb et e e be e e anees 11
L UVOGeiiieiice e 12
2 TeOTEtiCKA CAS ...oviiiiiiiiiiiie e 13
2.1 VIastnosti MEMDIANY .......ccoiiiiiiiiiieie e 13
2.1.1  SloZeni MEMDIANY ......eeviiiiiiieiiiie et 13
2.1.1.1 CROIESErol ... 15
2.1.1.2 Lipidy plazmatické membrany a jejich interakce s cholesterolem ........... 15
2.1.1.3  PIOTBINY .ottt 16

2.1.2  Gelova faze, fluidni neuspotadana faze a fluidni uspotfadana faze................ 16
2.1.3 Membranovy transport a SigNaliZacCe..........coeervrriieeiiiiiiiesiesee e 17

2.2 LAPIAOVE TATLY .eiiiiieieiee e 18
2.2.1  Detergent rezistentni MEmMDIANY .......ccccceeiiiieiiiiiiiieiiese e 19
2.2.2  KAVEOIY ..o e 19
2.2.2.1 Struktura Kaveol ..o 20

2.2.3  Biologicka relevance Kaveol ...........ccccvviiiiiiiiiiiiiic 21
2.2.3.1 ENdOCYLOZA......ccuiiiiiiiiiiiiciiie e 21
2.2.3.2  SCAffOld PrOtEINY ...c.coviiiiiciceeeee e 22
2.2.3.3 Receptory spfazené s G-Proteiny .........cccocereririenieienenesesese e 22
2.2.3.4 Interakce S inZulinOVYm re€CePLOTEIM ....c..eveviruirieerieieie et 23
2.2.3.5 Mediatory APOPLOZY.....veiuverrieiirieeiteeiesiee sttt nnees 23

2.3 Proteom lipidovych raftll.......cccoooiiiiiiiiiiiiice e 23
2.4  lIzolace lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran .............c.cccocvveriiennenn, 24
2.4.1  Materidl pro izoalci lipidovych raftii/detergent rezistentnich membran......... 25
2.4.2  Postup izolace lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran ................ 25
2.4.2.1 NaruSeni membran a PretreatMent ..........ccovevieiie e 25

2.4.2.2 Metody vyuZivajici detergent.........ccooiviiiiiiiiiiiiiiiie e 25



2.4.2.3 Metody nevyuzivajici detergent .........cccceeriieiiiiieniiiieeiiie e 27

2.4.2.4 DalSi teChNIKY ....ccvviiiiiiiiiie i 27
2.4.2.5 SeparaCe V gradientU ...........ceveieeieeiieiieieeriesee e e e se e sre e nneas 28

2.5 Charakterizace lipidovych raftli........ccccociiiiiiiiiiii 29
2.5.1 Metody cilici na komponenty lipidovych raftli.........cccooviiiiiiiiiniiiii, 29
2.5.2  Metody VIZUAIIZACE .....cc.ooeeieieiicie ettt 30
2.6  Biologicka relevance lipidovych raftli.........cccooeiiiiiiiiii 31
2.6.1 Rozpoznavani patogent a sekrece CytoKinl..........ccoovvvvviriiiieiiniienieiiniennes 31
2.6.2  Apoptdza a redox SIZNAliZACE..........ceeiiiiiiiiiiiieieese e 33
2.6.3  Lipidové rafty jako vStupni CENntra pro Viry........ccocceeveerverieerneiesineneesesinennees 33
2.6.4  Farmaceutické ligandy plsobici na lipidoveé rafty ........ccccoeviiiiiiiieiinniennn 34
2.6.5 Neurodegenerativni ONEmMOCNENI.......ccueiveieeriierieseeieeriesee e rresee e e e seesreas 35
2.6.6  Kardiovaskularni onemocn@ni...........ccuevviiiiiiiiiiiieiicee e 37
2.7  Lipidové rafty v jinych organeldch............ccooiiiiiiiiiiii e 37
271 MItOCRONAIIE ... 37
2.7.2  Endoplazmatické retiKUlUML.........coveiiiiiiiiiiiiiiic s 37
EXperimentalng CASt.........ccoiiiiiiiiiiii e 39
3.1 ChemiKalie @ TOZIOKY .......ooviiiiiiiiiiiiicieeee s 39
TN R ) 1 31111 <: 1 L TSRS P PR UR PSPPI 39
312 ROZIOKY ..ot 40
BL2. L PUTTY e 40
3.1.2.2  Kultivacni MEATUM .......eoiiiiiieiiiiiesieeieee e 41

3.2 PIIStrOJOVE VYDAVENT .eouviiiiiiiiiiiiieiei e 41
3.3 Biologicky Material .........ccccveiiiiiiiiiiiiie e 42
S MEEOAY .. 42
341 VYSEV DUNCK ..ot 42
3.4.2  Kultivace bUNCK.........ccciiiiiiiiiiiii 42



3.4.3 PasAZOVANI DUNECK .....coovviiiiiiiii ettt ettt e e e ettt e e e e e e e e et e r e e e e 42

3.4.4  1Z0lace DUNCK.......coiiiiiii i 43
3.4.5 Izolace lipidovych raftli/detergent rezistentnich membran ..............ccccceveenee. 43
3.4.6  Stanoveni celkového mnozstvi proteinu metodou BCA ..........cccoevvveiiinenne 44
3.4.7  Stanoveni mnozstvi celkového choleSterolu ..........ccovvvviiiiiiiiinniencien, 45

3.4.8  Stanoveni koncentrace volnych thiolovych skupin Ellmanovou metodou ....46

3.4.9  Separace proteinli pomoci elektroforézy..........ccovviiiiiiiiiniin, 47
3.4.10 AV =T (=T a1 o] [ RO TTORRRTRRRRR 48
3.4.11 ElektrochemiCKe StANOVENT.....cccuveneeeee et eeeaees 49

3.4.11.1 Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza konstantnim proudem ....49

VYSIEAKY .t 51
4.1.1 Biologicky material..........cccooiiiiiiiiiiiiie e 51
4.1.2 Izolace lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran ..............cccoceenen 51
4.1.3  Stanoveni celkového MNOZStvi Proteinu ..........cceevevriieeiieiiienie e 52
4.1.4  Stanoveni celkového mnoZstvi cholesterolu ...........cccoviiiiiiiiiiiiiiciiin, 55
415 Stanoveni koncentrace thiolovych skupin..........ccccoviiiiiiiiiii, 56
4.1.6  Western blot a detekce proteintll..........ccccvvviiiiiiiiiiiieiiie e 56
4.1.7  Elektrochemickd analyza............cccooiiiiiiiiiii i S7
DISKUZE ... 59
ZLAVET .ot e et nnee s 64
Ao [ (0] [T PU TP UR PSPPI 65
PIILONY .. 87

10



Cile diplomové prace

Cilem této prace je vypracovat literarni reSerSi na téma lipidovych raftli a jim podobnych
struktur. V teoretické casti podat struény piehled jejich zastoupeni v biologickych
membranach, charakterizaci a jejich biologické relevanci. Dale pak doplnit resersi o techniky

izolace, charakterizace a interakce téchto domén s farmakologicky aktivnimi ligandy.

V praktické ¢asti bylo cilem optimalizovat izolaci lipidovych rafti/detergent rezistentnich
membran z HelLa bunécné linie a charakterizovat je pomoci elektroforetickych,

spektrofotometrickych, elektrochemickych a imunochemickych metod.
Cile praktické casti jsou:

e Provést izolaci lipidovych raftti/detergent rezistentnich membran z HeLa bunééné linie

a sestavit optimalizovany protokol izolace.

e Pomoci spektrofotometrickych méfeni stanovit pfitomnost celkového proteinu,

cholesterolu a volnych thiolovych skupin.

e Pomoci imunochemickych metod stanovit pfitomnost proteinli jakozto markeril

lipidovych rafti.

e Pomoci elektrochemickych metod zkoumat oxida¢né-redukéni pfemény.

11



1 Uvod

Zasadnim krokem v poznani struktur biologickych membran byl popis plazmatické membrany
pomoci modelu fluidni mozaiky. Tento model popisoval plazmatickou membranu jako
primarné lipidovou matrix s nahodné distribuovanymi proteiny. ! Dal§im studiem bylo viak
dokazano, ze plazmatickd membrana obsahuje shluky jak lipidi, tak proteinti a je vysoce
heterogennim systémem. Pro tyto ,,shluky* vzniklo mnoho oznaceni, mezi néz patii i termin

lipidové rafty.

Lipidové rafty jsou plazmatické membranové domény obsahujici vysoky podil cholesterolu a
sfingolipidl. Zaroven jsou to vysoce dynamické a heterogenni struktury bez pevné definované
velikosti. Proteiny pfitomné v téchto strukturdch se vyznamné podileji na regulaci fady
bunécnych procest vE. bunééné signalizace. LR jsou strukturni domény existujici v Zivych

buiikach, které Ize izolovat jako detergent rezistentni membrany. 2

Pfedmétem diplomové prace byla izolace a fyzikalné-chemicka charakterizace lipidovych
raftii/detergent rezistentnich membran izolovanych z HelLa bunééné linie. Ziskané frakce
lipidovych raftd byly charakterizovany pomoci elektroforetickych, spektrofotometrickych a

byly prozkoumany jejich oxida¢né-redukéni premeény.
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2 Teoreticka Cast

2.1 Vlastnosti membrany

Plazmatickd membrana (PM) je zékladni obal zivé bunky odd€lujici vnitini prostory buiiky od
okolniho prostiedi. Je to selektivné propustna asymetrickd dvouvrstva membranovych lipidi
s proteiny (obr. 1). Krom¢ piirozené bariéry slouzi PM K transportu a komunikaci bunék se
svym okolim. Je povazovana za dvoudimenzionalni tekutinu (model fluidni mozaiky), ve které

se mohou obsazené lipidy i proteiny omezené pohybovat. ®*

Obriazek 1: Obecné usporadani plazmatické membrany.

2.1.1 SloZeni membrany

Nejpocetngjsi slozkou PM zivocisnych bunék jsou lipidy, které predstavuji asi 50 % hmoty.
Na oblast 1 x 1 pm vychazi piiblizné 5 x 10°molekul lipidd. Zakladem struktury
membranovych lipida (také oznacovanych jako amfipatické) je hydrofilni ¢ast (,,hlavicka®) s
hydrofobnim koncem (obr. 2A). Mezi nejbéznéjsi lipidy PM patii fosfolipidy, sfingolipidy,
glykolipidy a cholesterol. Membrany zivoc¢isnych bun€k obsahuji pravdépodobné vice nez
tisicovku rtznych lipidh diky variabilit€¢ uhlovodikovych fetézci a mnoZstvi polarnich

hydrofilnich hlavigek. Jejich distribuci dvouvrstvou zajistuje fada enzyma flipas a flopas. 3

e Hydrofobni konec

Hydrofobni konec je tvofen uhlovodikovym fetézcem acyli mastnych kyselin.
V piipadé¢ fosfolipidl jsou to fetézce dva, které se mohou lisit v délce (14-24 atomu
uhliku) a piitomnosti dvojnych vazeb (stupen nasyceni). Pfitomnost dvojné vazby na
acylovém fetézci vytvaii malou nepravidelnost, kterd znesnadiiuje pfiléhéani

uhlovodikovych fetézcli na sebe, a tim zvysuje fluiditu celé membrany. 3 4

13



Hydrofilni hlavi¢ka

Hydrofilni hlavicka se v ptipad¢ fosfolipida s acylovym fetézcem poji pies glycerol a

fosfat, na ktery navazuje cholin (fosfatidylcholin), serin (fosfatidylserin), inositol

(fosfatidylinositol) nebo ethanolamin (fosfatidylethanolamin, viz obr. 2B). 3 4

A) - B)
hydrofilni
J hiavicka O-C0O R1
i O-COR:>
- O H:2 H- e
il 0-P-OX  X= —C-C-N*Me cholin
I
\ s) Me
= Ho H
—C-C-C00- )
] serin
MNHs*
gz gz NH.* ethanolamin
—L=L=Nms
HO
HD&FXE%H inositol
OH

Obrizek 2: A) Obecna struktura membranového lipidu; ° B) Struktury fosfolipidd.

Kromé fosfolipidl existuji v PM také sfingolipidy. Zakladni strukturou vSech sfingolipid je

tzv. ceramid, ktery vznik4 navazdnim mastné kyseliny na aminoskupinu sfingosinu pomoci

amidové vazby (obr. 3). Ceramid lze dale modifikovat substituci na hydroxylové skupiné

prvniho uhliku pomoci sacharidové slozky (glykosfingolipidy — cerebrosidy, sulfatidy,

gangliosidy) nebo fosfocholinové slozky (sfingomyelin). * 4

OH

/\;/\/\/\/\/V\)\I/CHEO IR

'\/\/\/\/\/\/\/\/YNH
| MK O ‘

CERAMID
Substituent (R) sfingolipid
H ceramid
fosfocholin sfingomyelin
sacharid glykosfingolipid

Obrazek 3: Obecn4 struktura ceramidu.
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PM je vysoce heterogenni v lipidovém slozeni vné i uvniti buniky. Toto rozloZeni se u riznych
bun¢k a zivocicht lisi. Vnéjsi vrstva savcich bunék obsahuje ve zvySené mite fosfatidylcholin
a sfingomyelin. Naopak wvnitini vrstva disponuje zvySenym podilem fosfatidylserinu,
fosfatidylcholinu a fosfatidylinositolu. Navzdory tomuto obecnému rozdé€leni prezvykavci
(pfevazné ovce) nemaji ve svych membranach skoro zadny fosfatidylcholin a tento nedostatek

kompenzuji zvy$enou mirou sfingomyelinu. & 7

2.1.1.1 Cholesterol

Cholesterol je steroidni amfipatickd molekula pfitomna v eukaryotnich bunkach
s hydroxylovou skupinou orientovanou vn¢ dvojvrstvy a uhlovodikovym fetézcem
orientovanym dovnitf membrany. K syntéze cholesterolu dochdzi na endoplazmatickém
retikulu (ER). Snizuje fluiditu membrany, nebot’ vyplituje mezery vzniklé mezi nenasycenymi

uhlovodikovymi fetézci. Zaroven zvysuje hydrofobni charakter membrany. 8

Nejméné cholesterolu je pfitomno v membranach ER, Golgiho aparatu, mitochondriich a jadre.
Nejvice je ho obsazeno v PM. ® Mnozstvi cholesterolu se také lisi napii¢ buiikami a tkanémi.
ZvySeny obsah cholesterolu lze najit v PM cCervenych krvinek, myelinovych membranach

Schwannovych bungk, butikach oéni ¢ocky. > °

2.1.1.2 Lipidy plazmatické membrdny a jejich interakce s cholesterolem

Lipidy bunééné membrany Ize rozd¢lit podle jejich teploty fazového piechodu (Tm) z gelové
faze do fluidni neuspotfadané faze a poctu dvojnych vazeb na acylovém fetézci. RozliSujeme
lipidy neobsahujici dvojné vazby (nasycené¢), které mivaji vyssi Tm, a lipidy obsahujici dvojné
vazby (nenasycené), které mivaji niz§i Tm. Typickym piikladem lipidd s vysokou Tm hojné
zastoupenych v PM je fosfatidylcholin a sfingomyelin. Mezi lipidy s nizkou Tm patii napifiklad
1-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholin a dioleoylfosfatidylcholin. °, 1!

Cholesterol ptitomny v PM vykazuje zvysenou afinitu k lipidim S vysokou Tm, nebot’ jejich
flexibilni nasycené acylové fetézce piiléhaji na plochou rigidni strukturu cholesterolu vice, nez
lipidy sdvojnou vazbou (obr. 4). To vede ksilngjsim pfitazlivym van der Waalsovym
interakcim a jejich seskupovani do méné fluidnich domén. Oproti tomu lipidy s nizkou teplotou
tani cholesterol a lipidy s vysokou Tm odpuzuji. Repulze se zvySuje s rostoucim poctem
dvojnych vazeb. Vzhledem k mnoZstvi polynenasycenych lipidi v membrané Zivoc¢isnych
bunék, je pravdépodobné, Ze tyto odpudivé sily vici cholesterolu a lipidam s vysokou Tm

vyznamné podporuji tvorbu lipidovych mikrodomén v membrang, 1 12 13, 14, 15, 16
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Cholesterol
2
( 1_‘

\‘7
L
pritazlivé sily / odpudivé sily

@) o)

L
Nasycené _ odpudivé sily Nenasycené
lipidy lipidy

e

Obriazek 4: Vztah cholesterolu K lipidim PM. 1°

2.1.1.3 Proteiny

Asymetrické rozlozeni lipidii a proteinti napii¢ plazmatickou membranou je zasadni pro
signalizaci a transport mezi builkami. Proteiny plazmatické membrany se déli na
transmembranové (integralni) a periferni. Pohled na membranu jako na mote lipidi s volné
plujicimi proteiny je vSak zjednoduseny. Buiiky mohou seskupovat ur¢ité proteiny plazmatické
membrany a tim vytvaiet membranové domény. Proteiny mohou byt poutany na struktury vné

i uvniti buiiky a vytvafet tak spoje nebo se podilet na tvorb& bunéénych kompartmentt.

2.1.2 Gelova faze, fluidni neusporadana faze a fluidni usporadana faze

Typicka fosfolipidova dvojvrstva pii nizkych teplotach tvoti tzv. gelovou fazi (,,solid-ordered*,
So, 0Obr. 5). V gelové fazi jsou acylové fetézce lipidi usporadané, coz vede ke snizeni lateralni
mobility fosfolipidi (rychlost difuze 101° cm? s1). Po zvyseni teploty nad teplotu fazového
piechodu Tm lipidy ,,roztaji* a vytvari fluidni neuspotadanou fazi (,,liquid disordered/liquid-
crystalline®, 1g) S mnohem vys§i rychlosti lateralni difize (rychlost 107 az 108 cm? s?) a
moznosti transverzalni difuze mezi vrstvami (,,flip-flop*). Kromé teploty fazového piechodu
nelze opomenout vliv tlaku. Rychlost transverzalni difize je nizsi (i n€kolik hodin/dni) nez
rychlost difuze lateralni, nebot’ translokace polarni hlavicky ptes hydrofobni ¢ast dvojvrstvy
vyZaduje znacnou aktiva¢ni anergii. Pokud jsou v membrané pfitomny molekuly cholesterolu,
dochazi k tvorbé¢ treti, fluidni usporadané faze (,,liquid ordered*, 1o). Molekuly cholesterolu se
orientuji ve dvojvrstvé tak, aby polarni hydroxylova skupina byla v blizkosti polarni hlavicky
fosfolipidii, coz snizuje mobilitu uhlovodikovych fetézct acylu v jejich okoli. Usporadana lo
faze je mén¢ fluidni neZ neuspotddand lg faze, ale vice fluidni nez gelova faze. Rychlost

laterdlni difuze je u lg faze vyssi oproti I fazi. 1317
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Obrizek 5: Obecné schéma fazi lipidové dvojvrstvy. ¥’

2.1.3 Membranovy transport a signalizace

Jednou z hlavnich funkci PM je regulace transportu molekul. Jen pro malo znich PM
nepiedstavuje zadnou prekazku. Malé nenabité polarni molekuly mohou pomoci volné difuze
prochazet pies membranu pomérné snadno (voda, ethanol). Naopak nabité a rozmérné
molekuly (signalni molekuly, ionty, aminokyseliny, nukleotidy, sacharidy) volné¢ pies
membranu neprochazi (prostéa diftize by trvala pfili§ dlouho). Tyto latky vyuzivaji transportnich

proteint (napf. pory, kanaly, pumpy, pienasece). 18

Kromé déleni dle typu transportovanych molekul se transport rozliSuje na pasivni a aktivni
(obr. 6). Pasivni transport nespotiebovava energii a fadi se do né&j prosta diftize a usnadnéna
difuize ptfes poéry, kandly a prenaseée (transportéry). Vyuzivd koncentraéniho a
elektrochemického gradientu. Aktivni transport spotfebovava energii a jde proti sméru
koncentra¢niho a elektrochemického gradientu. K pfenosu molekul pfes membranu vyuziva

transportni membranové proteiny. 8

prenasena molekula

.. (@]

S— ol

° (¢) kanalovy @ prenagetovy O% 0
‘o g |

protein | protein

dvojnéa
vrsjtva [ | koncentraéni

lipida sid
°
prosté kanélem pfenasetem ..
difuze zprostfedkovany zprostiedkovany O
transport transport
1 11 ]
PASIVNI TRANSPORT AKTIVNI TRANSPORT

Obrazek 6: Srovnani pasivniho a aktivniho transportu. 8
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2.2 Lipidové rafty

Pfedstaveni modelu fluidni mozaiky v roce 1972 dalo podnét k dal§imu studiu sloZeni PM. ! K
distribuci lipidii a membranovych proteini napii¢ PM nedochazi ndhodné, nybrz podléha
potfebé koncentrovat a zapojovat tyto slozky do cytoskeletu, signaliza¢nich a transportnich

kaskad. 1°

Z téchto poznatkl vychazi predpoklad existence heterogenniho systému s doménami. Plivodné
se uvazovala existence lipidovych klastri v membrané, které tyto domény tvoii. Hlavni hnaci
silou pro jejich vznik jsou interakce lipid-lipid, které vychazi z biofyzikalnich vlastnosti lipida

v membrané, 2021

Pfinosem v tomto badani byly publikované prace vychazejici z poznatki o nerozpustnosti

komponent PM v neionogennich detergentech, 22 2% 24 25,26, 27, 28

Predstava o existenci domén byla nasledné rozSifena O poznani, ze oblasti membrany
nerozpustné v detergentech obsahuji ve zvySené mife steroly (cholesterol), sfingolipidy,
glykolipidy a asociované proteiny (pfevazné GPI-kotvené proteiny), které se podileji na

buné&ené signalizaci a transportu, 2% 3031, 32,33

V prubéhu let pro tyto struktury vzniklo nékolik terminologickych oznadeni. Ty ptevazné
vychazely z jejich nerozpustnosti v neionogennich detergentech pii nizkych teplotach.
Z tohoto vychazi nejcastéjs$i pojmenovani detergent rezistentni membrany (DRM) a detergent
rezistentni  glykolipid/glykosfingolipid obohacené komplexy/membrany (DIG, z angl.

,.detergent-insoluble glycolipid-enriched domains*). 3 3% 36. 37,38, 39,

Rezistence k detergentim byla povazovana za zakladni vlastnost téchto mikrodomén, nicméné
pozdéjsim studiem bylo zjisténo, ze pouziti detergentu K jejich izolaci nereprezentuje dokonale
jejich in vivo existenci, nebot se ptredpoklada ovlivnéni jejich struktury béhem interakce

s detergentem. 4% 4

V roce 1997 publikovana prace skupinou Simons a kol. ustanovila termin lipidové rafty (LR),
ktery se ujal k popisu téchto struktur. LR jsou strukturni domény existujici v zivych burikach,
které lze izolovat jako DRM. Tyto mikrodomény mohou vznikat interakci lipid-lipid, lipid-

protein nebo zapojenim téchto domén do membranového cytoskeletu. 443
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2.2.1 Detergent rezistentni membrany

Domény PM obohacené o sfingolipidy a cholesterol vykazuji snizenou rozpustnost
V neionogennich detergentech (napft. Triton X-100, Chaps, Brij a dalsi) pti nizkych teplotach a
Ize je izolovat jako nizko hustotni frakce detergent rezistentnich membran (DRM) v
hustotnim gradientu pomoci ultracentrifugace. Diky vysokému obsahu lipidu DRM komplexy
vystoupaji v nizkohustotnim gradientu pfti ultracentrifugaci. Takto izolované fragmenty PM lze
nazyvat detergent rezistentni membrany (DRM) a reprezentuji lo fazi. DRM lze izolovat
z raznych typti bun¢k a tkani: epitelové bunky, fibroblasty, hematopoetické bunky, bunky

endotelu, adipocyty, svalové buiiky, neurony, buiiky melanomu. 4% 4 45

Domény nerozpustné V detergentech obsahuji specificky asociované proteiny. Témi jsou
nejéastéji GPI-vazané proteiny (prvni identifikované proteiny v DRM) 28 38 46 tyrosin kinasy
rodiny Src, ¥ 4" %8 podjednotka heterotrimerniho G-proteinu “°, endotelova syntasa oxidu
dusnatého a dalsi. Tyto proteiny jsou ukotveny v PM pomoci nasycenych acylovych zbytkd.
Proteiny mohou byt ukotveny na nasycené acyly pies GPI kotvu nebo S-acylaci (palmitoylaci)

a N-myristoylaci. 3% % 42

Mezi obecné piijimané vlastnosti lipidovych rafta patii jejich:

A. Velikost 10-200 nm
B. Heterogenita a vysoka dynamika (struktury existuji nejen v prostoru ale i v ¢ase)

C. Podili se na kompartmentizaci bunéénych procesti a mohou byt stabilizovany pomoci

interakci protein-lipid nebo protein-protein.

Hlavni funkci LR v Zivych bunikach je schopnost koncentrovat signalni molekuly a podporovat

tak jejich interakce. 4% 2

2.2.2 Kaveoly

Kaveoly jsou povaZovany za specifickou podtfidu LR o velikosti pfiblizn¢ 25-100 nm
(obr. 7). ! Diky své specifické struktufe byly identifikovany dfive nez LR. %% % Kaveoly také
vykazuji snizenou rozpustnost v neionogennich detergentech a jejich existence je podminéna
ptitomnosti cholesterolu a sfingolipidii. Jejich charakteristickym proteinem je kaveolin, ktery
Ize izolovat jako soucast DRM. Nicméné ne vSechny DRM obsahuji kaveolin. Navic lze

kaveolin izolovat i z bunék, které kaveoly neobsahuji. 4+ >
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Obrizek 7: Struktura kaveol a planarnich lipidovych rafti. >

Kaveoly jsou vchlipeniny plazmatické membrany nachazejici se v mnoha butikach (adipocyty,
endotelialni bunky, fibroblasty, buiiky hladkého svalstva a dalsi). Velmi vzacné se vyskytuji
ve kmenovych a nervovych buikach. Kaveoly jsou v membrané stabilizovany aktinovymi
filamenty cytoskeletdrniho systému. Podili se na signalizaci a vezikuldrnim transportu
(endocytoze), kdy bez ucasti klathrinu (podrobnéji v kapitole 2.2.3.1) vytvaii vacky (50-60 nm)

a transportuji sfingolipidy, albumin, kyselinu listovou, cholesterol a dalgi. > *°

2.2.2.1 Struktura kaveol

PM je pfevazné planarni struktura a jakykoliv ohyb ¢i vychlipeni vyZaduje jisty druh
mechanického tlaku, respektive energii schopnou membranu deformovat (obr. 8). Vytvarovani
kaveol, které jde ,,proti* principiim linearniho uskupeni membrany, musi mit proto pro buiku
vyznam. Struktura kaveolinu a jeho mnoZstvi v membrané hraje zasadni roli ve vzniku a
velikosti kaveol. Je znamo, Ze v membran¢ tvoii hetero a homooligomery piiblizn¢ 15 molekul
proteinu. Integralni proteiny obsahujici hydrofobni ¢ast nemusi byt vzdy stejné ,,Siroké* jako
hydrofobni ¢ast plazmatické membrany. Ptipadny rozdil v Sifce vyvold napéni, které
membranu deformuje. Nasledkem takovéto deformace mize dochazet k agregaci proteint.
V piipadé caveolinu dochazi pii jejich agregaci k morfologickym zméndm na membrang, které

vedou K vychlipeni. ¢
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Obriazek 8: Interakce kaveol s membranou. °°
Déleni kaveolini

Proteinova rodina (kaveolin-1, kaveolin-2, kaveolin-3) o hmotnosti 21-22 kDa je pfitomna
napiic tkanémi. Ve své vlasenkové asymetrické struktufe obsahuje jednu hydrofobni doménu
(32 AMK) a dva hydrofilni konce (N-konec 101 AMK, C-konec 43 AMK) sméfujici do
cytoplazmy. Kaveoliny vykazuji silnou afinitu k cholesterolu a po jeho depleci dojde
K rozvolnéni samotné struktury kaveol. > Kaveolin-1 (dvé isoformy Cav-la a Cav-1p) a
kaveolin-2 jsou exprimovany v mnoha typech bunék (adipocyty, buiky endotelu, fibroblasty).
Kaveolin-3 je protein specificky exprimovany ve svalovych butikach (kosterni svalstvo, hladké
a srde¢ni). Kaveolin-3 je nejvice podobny kaveolinu-1 (na 65 % identicky a ptiblizné na 85 %

podobny).>": %8 59

Kaveoin-1 byl poprvé izolovan v roce 1989 z RSV (Rous sarcoma virus) fibroblastt slepic jako

na tyrosinu (Tyr14) fosforylovany protein.

2.2.3 Biologicka relevance kaveol

2.2.3.1 Endocytoza
Proces endocytdzy patii mezi zakladni transportni mechanismy burky. Nejbéznéji endocytoza
zahrnuje interakci makromolekuly se specifickym receptorem na povrchu membrany a tvorbu

vacku pomoci proteinu clathrinu, ktery se ,,zaskrti pomoci proteinu dynaminu. %

Nicméné existuji dalsi mechanismy, které klathrin k endocytoze nevyuzivaji. Jednim z nich je
I kaveolarni transport. Ve struktufe kaveol se také nachazi proteiny dynaminy, které oddé¢li
vacek (50-60 nm) od plazmatické membrany. %2 Tento mechanismus je specificky a pro vstup
do buiiky ¢asteéné vyuzivany napiiklad choleratoxinem, tetanotoxinem, %3 opi¢im vakuola¢nim
polyomavirem 40. 8 Kromé virti 1ze pomoci kaveol transportovat i buiice vlastni latky jako

cholesterol, albumin, kyselinu listovou, fosfoglukoizomerasu, alkalickou fosfatasu a dalgi. %
64, 65
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2.2.3.2 Scaffold proteiny

Kaveoliny hraji dualezitou roli jako tzv. scaffold proteiny, kdy napomahaji interakcim
signalnich molekul v kaveolach bez vlastni enzymatické aktivity. Mezi signalni molekuly,
které takto kaveoliny vyuzivaji, patii napiiklad a-podjednotka G proteinu, H-Ras proteiny, Src

rodina tyrosin kinas, endotelova syntasa oxidu dusnatého.

e Heterotrimerni G-proteiny (velké G-proteiny, také velké GTPasy) jsou proteiny
signalnich drah, ve zvysené mife pfitomné ve struktuie kaveol, kde cytosolova doména
kaveolinu-1 ptimo interaguje S neaktivni a-podjednotkou G-proteinu a muze regulovat

GTPasovou aktivitu G proteinu, ¢ ¢7. €8

e H-Ras proteiny patfi mezi malé G-proteiny (také malé GTPasy) a stejné jako
heterotrimerni G-proteiny piimo interaguji s kaveolinem-1. Protoze H-Ras proteiny
jsou molekuly zapojené do signalnich drah, mtze interakce s kaveolinem-1 ovliviiovat
jejich funkci. H-Ras proteiny ovliviiuji molekuly zapojené do mitézy a bunétné

diferenciace, asto ovliviiujici vznik lidskych a zvifecich nadoru. 67

e C-Src tyrosin kinasa (protoonkogen c-Src) je protein nereceptorovych tyrosin kinas,
ktery ve své kinasové domén¢ obsahuje tyrosin. Fosforylaci tyrosinu je c-Src
inhibovan. Ovliviiuje bunécny rust a signalizaci. Kaveolin-1 interaguje sc-Src a

potlacuje jeho tyrosin kinasovou aktivitu. 87 ©°

e Endotelova syntasa oxidu dusnatého (eNOS) vykazuje schopnost interagovat
s kaveoliny. V buiikach endotelu interaguje s kaveolinem-1 © a ve svalovych a
srde¢nich butikich interaguje s kaveolinem-3. ! Interakce kaveolinti s eNOS miize
ovliviiovat aktivitu eNOS, coz muze zasahovat do produkce oxidu dusnatého

v bunééném endotelu. "2

2.2.3.3 Receptory sprazené s G-proteiny

Ve struktufe kaveol bylo identifikovano né€kolik receptori sptazenych s G-proteinem:
endothelin ™, bradykinin "4, muskarinovy acetylcholinovy receptor ™, pB-adrenergni
receptory '®. Asociace téchto receptori se strukturami kaveol je v nékterych piipadech
iniciovana az po vazbé receptorového agonisty. To miize naznaCovat zapojeni kaveol do

iniciace signalnich drah, jez jsou s témito receptory spojovany.
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2.2.3.4 Interakce s inzulinovym receptorem

Inzulinovy receptor, patiici do skupiny tyrosinkinasovych receptorti, hraje zéasadni roli
vV udrZzovani glukézové homeostazy. ZvysSena exprese Kkaveolinu-3 indukuje fosforylaci
substratu inzulinového receptoru 1, coz ukazuje na schopnost Kaveolinu podilet se na aktivaci

insulinového receptoru. ’

2.2.3.5 Mediatory apoptozy

Cholesterol a sfingolipidy jsou hlavnimi lipidovymi komponenty kaveol a pfimo interaguji
s kaveolinem-1. Sfingolipidy (napf. sfingomyelin) jsou substratem pro tvorbu ceramidu
(intracelularni sekundarni bunéény posel). Kaveolin-1 asociuje s cytoplazmatickou doménou
proteinu p75 (nadorovy supresor zapojeny do regulace bunécného cyklu a apoptdzy) a

podporuje hydrolyzu sfingomyelinu v oblasti kaveol. & 7

2.3 Proteom lipidovych rafti

LR jsou komplexni a dynamické struktury, riznorodé¢ ve velikosti a proteinovém slozeni, které
se muze v Case ménit. Proteiny asociované s lipidovymi rafty neslouzi pouze jako signalni

molekuly, ale hraji i strukturni roli v jejich stabilizaci. °

Mezi zakladni proteiny asociované s lipidovymi rafty patfi:

Flotilliny (flotillin-1, flotillin-2, 47 kDa) jsou povazovany za vSudypiitomné markery
lipidovych raftd a Kaveol. Existuje pro né dalsi méné Gasté pojmenovani: reggie-1 a reggie-2.5°
Flotillin-1 je exprimovan pfevazné v jaternich bunkach, svalovych bunkach a fibroblastech.
Flotillin-2 je zastoupen napifi¢ vSemi butikami. 8! Flotilliny interaguji se substratem
inzulinového receptoru (komplex CAP-Cb1) a ukotvuje jej do lipidovych rafti, coz napovida
o roli flotillinu a lipidovych rafti v procesu vstiebavani glukozy, kterého se inzulinovy receptor
tcastni. 8 Exprese flotillinu je spojovana s vyskytem Alzheimerovy choroby, coz lze vyuzit

jako marker tohoto onemocnéni. 8

Raftlin (63 kDa) 84 je protein exprimovany pouze ve struktufe lipidovych raft. M4 roli
v aktivaci B-lymfocyti, nebot’ je asociovan s B-bunéénym receptorem (BCR) na jejich
povrchu. B-lymfocyty jsou buiky imunitniho systému zodpovédné piedevsim za specifickou,
protilatkami zprostfedkovanou imunitni odpovéd’. Deplece raftlinu vede ke naruSeni struktur

LR a negativné ovlivituje fungovani BCR receptoru. 84 &
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Glykosylfosfatydilinositol (GPI) ukotvené proteiny jsou organizovany do mikrodomén na
povrchu bunék, kde se nachazi v klastrech Casto jako homodimery. Jejich existence
vV membrané je zavisld na pritomnosti cholesterolu, ktery napomaha jejich organizaci.
V piipad€ odstranéni bunécného cholesterolu dochézi k rozpadu téchto klastrii i samotnych
mikrodomén. %% 8 Prekurzory GPI jsou syntetizované na endoplazmatickém retikulu (ER) a po
spojeni s proteiny a nasledné upravé na Golgiho komplexu jsou transportovany na povrch
buiiky. 3 Shlukovani GPI ukotvenych proteini ovliviiuje jejich funkénost a zapojeni do
signalnich drah. Proteiny vyuzivajici GPI kotvu se nachazi pouze na vnéjsi strané membrany a
zastavaji mnoho funkci (receptory, hydrolytické enzymy, adhezni molekuly, inhibitory proteaz

a daléi) 87, 88, 89, 90

Dals§imi zasadnimi proteiny asociovanymi S LR jsou: Src rodina nereceptorovych tyrosin
kinas %37, receptory tyrosin kinas (RTK) %, transferrin receptor 2 (TfR2) %, alkalicka fosfatasa

(patii mezi GPI vazané proteiny). %

2.4 lzolace lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran

Prvni pokusy o izolace vychazely z postupti pro detergent rezistentni membrany. Zasadni prace
publikovana v roce 1992 (Brown a kol.) 34, vychézejici z prace Lisanti a kol. *® popisuje izolaci
frakce GPl-kotvenych proteint z MDCK (z angl. ,,Madin-Darby canine kidney cells®)
epitelové bunécné linie pomoci neionogenniho detergentu Triton X-100 (obr. 8) pii 0 °C.
Bunky inkubované s 1% detergentem, byly dale separovany pomoci ultracentrifugace v
hustotnim gradientu sachardzy. Pti ultracentrifugaci doslo k oddéleni nizko hustotni frakce

obsahujici pfevazné GPI-kotvené proteiny a glykosfingolipidy. 3

O
n
3

CH;| "CH,4
CH; CH,

Obrazek 8: Struktura detergentu Triton X-100.

Pouziti detergentu kizolaci LR/DRM poskytuje pouze omezené mmnozstvi informaci o
lipidovych raftech a jejich funkci v nativni membrané zivych bun¢k. Kromé studii modelovych

membrén vznikaly i dal§i izolaéni techniky, které nevyuzivaly detergenty. °

24



2.4.1 Material pro izolaci lipidovych raftii/detergent rezistentnich membran
Pivodni prace se zaméiuji na izolaci zbunéénych linii sav¢éich bunék. Buiky
epitelu — prevazné zmiovand MDCK bunééna linie 3 9, fibroblasty %, CHO (z angl. ,,Chines
hamster ovary*) bun&na linie *, bunék bazofilni leukémie (RBL-2H3) %, hematopoetické
kmenové buiiky a dalsi. K izolaci lipidovych raftii 1ze vyuzit i tkdn€ — nervova tkan, plicni tkan
9 svalova tkan % a dalsi. *°

Kromé praci zabyvajici se izolaci LR/DRM ze sav¢ich bunék, existuji i publikace popisujici

piitomnost detergent rezistentnich membranovych domén v kvasinkéach. % 100

2.4.2 Postup izolace lipidovych raftii/detergent rezistentnich membran

2.4.2.1 Naruseni membran a pretreatment

Tento krok vzdy vychazi z materialu, ktery byl zvolen pro izolaci LR (kultivované bunky,
tkané) a je potteba optimalizovat. Techniky jsou mechanické ¢i fyzikalné—chemické. Mezi
mechanické patfi homogenizatory (Dounce, Potter-Elvehjem), homogenizace pomoci
sklenénych kulicek. Fyzikalné—chemické jsou naptiklad sonikace, enzymatickd homogenizace,

detergentova homogenizace a osmoticka homogenizace v hypotonickém prostiedi. 10

2.4.2.2 Metody vyuzivajici detergent
Rozpustnost v detergentech

Ve struktufe LR jsou acylové fetézce pevné piimknuté k sobé a stabilizovany ptfitomnosti
cholesterolu (Lo faze). Neionogenni detergenty jsou témito strukturami odpuzovany. Naopak
preferuji neusporadané acylové fetézce, ochotné se v nich koncentruji a vytvari micely. Se
zvySujici se koncentraci detergentu se acyly rozpousti, pfednostné domény neuspotadané (Lqg
faze). Pokud koncentrace detergentu dosahne kritické hodnoty, dojde k rozpusténi i domén LR.
Data ziskana pouzitim téchto metod vypovidaji pfevazné o proteinovém a lipidovém slozeni,
nikoliv vSak o jejich vzajemnych interakcich. Mira rozpustnosti zavisi na lipidovém slozeni,
typu detergentu a teploté. Proteiny asociované s lipidovymi rafty vykazuji rozdilnou

rozpustnost v zavislosti na pouzité koncentraci a typu detergentu. 4°
Vliv teploty

Piivodni protokoly popisujici izolaci DRM uvadi, Ze prace by méla probihat za nizkych teplot
(04 °C), nebot by mohlo dojit k rozpusténi komponent DRM. Tyto poznatky vedly
k pfedpokladu, ze se LR v zivych buiikach formuji pouze za nizkych teplot a jejich existence

in vivo byla zpochybnéna. 192 Pozdgjsi prace vsak popisuji izolaci DRM pii 20 °C & dokonce
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37 °C. 33103 Proteinové markery LR (napt. flotillin) jsou hojné piitomné za nizkych teplot, ale
castecné rozpusténé pii 37 °C. Tyto vysledky indikuji, Ze pti 37 °C jsou tyto proteiny mén¢
rezistentni vici pusobeni detergenti. DRM jsou pii nizké teploté stabiln€jsi diky lipid-lipid
interakcim a odolavaji pisobeni detergentu 1épe nez pii 37 °C. Naopak mnozstvi cholesterolu

izolované pii 4 °C i 37 °C ziistava podobné. 104 105 106

Typ detergentu

K'izolaci DRM lze vyuzit celou fadu detergentli. Nejc€astéji jsou to neionogenni detergenty
fady Triton, Brij a Lubrol WX, dale zlucové kyseliny ¢i zwitteriony. Vzhledem k rozdilnym
strukturam detergentti 1ze pfedpokladat i rozdilné interakce s bunécnou membranou. Proteiny

asociované s DRM ¢i lipidovymi rafty vykazuji rozdilnou rozpustnost v zavislosti na pouzité

koncentraci a typu detergentu. °

Rada Triton (Triton X-100, Triton X-114) (obr. 8)

Historicky nejcastéji pouzivany detergent k izolaci DRM je Triton X-100. Vétsina protokolt
vychazejici z pouziti Tritonu jako detergentu uvadi potfebu pracovat pii snizené teploté
(0-4 °C). Bylo popsano, ze Triton mize zvySovat velikost domén, nebot’ mize dochazet k
jejich agregaci, coz stézuje jejich dalsi charakterizaci. Triton X-100 vykazuje schopnost
selektivné rozpoustét fosfolipidy vnitini ¢asti dvojvrstvy. Proteiny nerozpustné v Triton X-

100 jen ¢astedné reprezentuji viechny proteiny obsazené v LR, 107 23

Brij96/Brij98 (obr. 9)

Oba tyto detergenty lze vyuzit k izolaci lipidovych raftd, jejich selektivita je vSak oproti
Tritonu nizsi. Tato ruzna selektivita reflektuje slabsi interakce mezi detergentem a doménami
a jejich nizsi schopnost je rozpoustét, coZ se negativné projevuje na pritomnosti plazmatickych

proteinti v DRM frakcich. 1%
H,C @) OH
8 \/6\9/\/6\9/ \é/\o}/
A) 3 4 10
H,C O OH
3 \/MW/ {\/\O>/\/
B) 3 4 19

Obrazek 9: Struktura detergentl Brij96 (A) a Brij98 (B).
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Lubrol WX (obr. 10)

Jedna se o slabsi detergent, nez jsou Triton X-100 a Brij96/98 a pro izolaci DRM je tfeba
udrzovat teplotu na 4 °C. Pouzitim tohoto detergentu byly izolovany proteiny (promininy),
které se nepodatilo izolovat za pomoci siln¢jSich detergentli. Vznikla tak hypotéza, ze je tento
detergent schopen izolovat novy typ lipidovych raftd (Lubrol rafts), ve kterych je prominin
exprimovan. % Nicméné dalsim studiem bylo prokézano, Ze tento detergent neefektivng
rozpousti plazmatické proteiny a mnozstvi cholesterolu a sfingolipidii je v porovnani

s Tritonem X-100 nasobné& niz§i. 4°

N\ S
e

O

HO

Obrazek 10: Struktura Lubrolu WX.

2.4.2.3 Metody nevyuzivajici detergent

Prvni metodu publikoval Song a kol. v roce 1996 pro izolaci kaveol z MDCK bun¢k. Bunky
byly podrobeny ptisobeni hydrogenuhli¢itanového pufru o pH 11 s naslednou sonikaci. Takto
ptipraveny lyzat byl separovan v diskontinudlnim gradientu sacharézy po dobu 16 az 20 hodin

(pti 39000 rpm, bez specifikované teploty). 110

Dalsi metodu navrhl Smart a kol. cilici na izolaci kaveol z lidskych fibroblasti (za nizkych
teplot). Buniky byly lyzovany v isotonickém pufru obsahujicim EDTA, sachar6zu a tricin.
Nasledovala centrifugace a sonikace supernatantu, ktery byl dale separovan pomoci

centrifugace v diskontinudlnim gradientu Optiprep™ po dobu 90 minut pti 52000 g. !

Z t&chto postupl byly béhem let vypracovany dalsi protokoly, které se zabyvaly izolaci jak
kaveol tak obecné lipidovych raftii. Zasadni prace z roku 2005 (Pike a kol.) popisovala izolaci
lipidovych rafth pomoci isotonického pufru obsahujici vapenaté a hofecnaté ionty

v jednokrokové separaci v gradientu Optiprep™, 112

Tyto izola¢ni postupy produkuji LR S podobnym sloZenim jako DRM a nedavaji vzniknout

artefaktim spojenym s pouzitim detergentu. 1

2.4.2.4 Dalsi techniky
Imunoizola¢ni metody vyuzivaji magnetické mikroskopické Castice, jejichZ povrch 1ze pokryt

zaddanymi protilatkami pro proteiny, které chceme izolovat. Tyto Castice jsou inkubovany
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s bunikami, které jsou v nasledujicich krocich podrobeny dusikové kavitaci. Dusikova kavitace
je neinvazivni homogenizacéni technika, béhem které je na vzorek poustén plynny dusik, ktery
zkapalni v pufru a samotnych buiikdch. Nahla zména tlaku vede dusik k ptechodu zpét do
plynného skupenstvi a tim dojde Kk rozruseni bunék, ve kterych je obsazen. Po kavitaci
nasleduje separace castic od zbytku bunécného obsahu a vymyti separovanych ,,imunoizolati‘

Z &astic nosice, 14 115 116

2.4.2.5 Separace v gradientu

Diky vysokému podilu lipidi vici proteinim maji DRM niz8§i hustotu vac¢i zbytku
rozpusténého bunééného obsahu. Diky tomu lze DRM separovat pomoci ultracentrifugace na
gradientu, kdy jsou DRM schopny v gradientu vystoupat. Historicky prvni gradient, na kterém
byly izolovany DRM byl 5-40 % gradient sacharézy Vv diskontinualnim uspotadani (obr. 11).3*
Sacharozovy gradient patfi stdle mezi nejpouZzivanéj$i (nenarocny na piipravu a inertni

k dal$im stanoveni).

Obrazek 11: Uspotadani diskontinualniho gradientu sachardzy.

Dalsim ¢asto pouzivanym gradientem je gradient piipraveny z 60% roztoku iodixanolu,
komeréné znadmy jako Optiprep™ (obr. 12). lodixanol byl vyvinut jako neionogenni izotonické
hydrofilni kontrastni ¢inidlo pro rentgenovou diagnostiku. Diky své nizké toxicité, optimalni
viskozité a hustoté 1,32 g/ml zacal byt vyuZzivan pro separaci v hustotnim gradientu. A dale

také pro separaci DRM. 117 118 111
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Obrazek 12: Struktura iodixanolu tzv. Optiprep™. 119

2.5 Charakterizace lipidovych rafti

2.5.1 Metody cilici na komponenty lipidovych rafti

Cholesterol a jeho deplece

Jak bylo uvedeno vySe, pfitomnost cholesterolu je zasadni pro vznik LR v plazmatické
membrané bunék. lzolované frakce LR jsou také obohacené o cholesterol. Proto i stanoveni
celkového cholesterolu ve frakcich patfi mezi zakladni stanoveni. Ovliviiovani obsahu
cholesterolu by zarovent mélo vést ke zménam ve vlastnostech téchto domén. Existuje mnozstvi
studii popisujici zmény v obsahu proteinti asociovanych s LR po depleci cholesterolu z jejich

struktur. Odstranéni cholesterolu z bunéénych membran vede i K rozvolnéni struktur kaveol.
107, 120, 113, 106

K depleci cholesterolu z biologickych membran lze vyuzit naptiklad cyklodextriny. 2
Cyklodextriny  jsou cyklické oligosacharidy slozené ze o-(1-4) -spojenych
D-glycopyranozovych jednotek. Tyto ve vodé rozpustné molekuly obvykle existuji jako
hexamery (o-cyklodextriny), heptamery (B-cyklodextriny) a oktamery (y-cyklodextriny).
B-Cyklodextriny vykazuji nejvétsi afinitu k cholesterolu a jsou nejefektivnéjsi pti jeho extrakci
Z bunécnych ¢i modelovych membran. Rozpustnost ve vodé je pro a- a y- vétsi nez pro
B-cyklodextriny, nicméné lze ji zvysit hydrofilni modifikaci (napfiklad methylaci).
Methyl-B-cyklodextriny (MBCD) jsou nejcastéji pouzivané k depleci bunécného

cholesterolu. 12

Vliv deplece cholesterolu pomoci MBCD neovliviiuje pouze rozvolnéni struktur LR. Pfikladem
je zvysend permeabilita membrany pro ionty a naruseni membranového potencialu. 123 Latky

cilicich na syntézu cholesterolu (statiny) *2* &i jeho modifikaci (cholesterol exidasa) 12> mohou
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nahradit MBCD pro rozruseni LR, nicméné jejich specificita a efektivita zatim nebyla

dostate¢né demonstrovéana. 12

2.5.2 Metody vizualizace
Biofyzikalni metody

Paralelné se studiem DRM vznikaly studie zabyvajici se biomimetickymi modely bunécnych
membran. Tyto modely se zamétovaly na studium fyzikalnich principt fazovych ptechodt
lipidis PM. *?° Jedna se o fazové prechody mezi So, lg a lo fazi. 1 Ke studiu molekularnich
principti téchto fazovych piechodi slouzily: biomimetické monovrstvy 27, kotvené lipidové
dvojvrstvy (SLB, z angl. ,,supported lipid bilayers*) 12, nanoskopické dvouvrstvé vezikuly 2
a velké unilamelarni vezikuly (GUV, z angl. ,,giant unilamelar vesicles*). 1* A&koliv se jedna
o dulezité nastroje pro studium fluidni uspoiadané faze a jejiho vzniku, nelze vysledky
Zz modelovych membréan piimo aplikovat na membrany nativni. VétSina téchto experimentd
probiha v &isté lipidovych systémech s malym zastoupenim proteinti. 3! To je v kontrastu
s biologickou membranou, kde jsou proteiny zastoupeny az z 25 %. 32 Nékteré vlastnosti
syntetickych membran nemusi realisticky reprezentovat situaci in vivo. Napiiklad fluidni
uspofadané faze modelovych membran vykazuji vys$S$im miru uspotfadanosti, nez je tomu u
membran nativnich. 1** Pokrokem v tomto studiu jsou systémy vezikul plazmatické membrany
(GPMV, z ang. ,giant plasma membrane vesicles*), které vice odpovidaji nativnim
membrandm. GPMV obsahuji lipidovou i proteinovou diverzitu bunéénych membran, nicméné
postradaji zapojeni do cytoskeletarniho systému a vysokou asymetrii mezi jednotlivymi

vrstvami, 126 134, 135
Analytické metody

LR pfitomné v bunkach jsou povazovany za nanoskopické domény (<200 nm), proto k jejich
vizualizaci neni mozné pouzit konvenénich optickych mikroskopt. Lokalizace molekul
asociovanych s markery LR pomoci konfokalni mikroskopie poskytuje informace o lipidovém

a proteinovém slozeni LR, ale nedokaze vizualizovat struktury LR v buiice. 1%

Techniky, které cili na pfekonani téchto omezeni jsou fotoaktivovana lokaliza¢ni mikroskopie
(PALM) 7 mikroskopie se stimulovanou emisni depleci (STED) 1%, opticka skenovaci
mikroskopie v optickém poli (NSOM) ¥, sledovani jednotlivych ¢&astic (SPT) 149,

interferometrické skenovaci mikroskopie (iSCAT) 14

a fluorescencni korela¢ni spektroskopie
(FCS). 12 Spojeni STED mikroskopie s FCS poskytuje rozliseni piiblizng 20-40 nm, ¢imz lze
studovat vlastnosti membrany v nano méfitku. 1*® Tyto techniky mohou vysvétlit lateralni
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difuzi, heterogenni organizaci a oligomerizaci molekul ve strukturach LR. V neposledni fadé
patii mezi zasadni techniky pro studium LR Forsterv rezonanéni pienos energie (FRET). 144
Tuto techniku lze uplatniti na studium modelovych membran i zivych bunék s jejiz pomoci 1ze

studovat nejen samotnou existenci domén, ale i jejich velikost. 14°, 146

Vétsina zminénych analytickych metod zavisi na fluorescen¢nim znac¢eni molekul, coz prinasi
jistd omezeni. Chovani lipidi v membran¢ zavisti na jejich amfifilnich vlastnostech a
interakcich s okolnimi molekulami. Fluorescen¢ni znacky mohou tuto rovnovahu narusit svou

velikosti, ktera je ¢asto obdobna samotnym molekuldm lipidd. 133 13

Hmotnostni spektrometrie je vhodny nastroj pro studium lipidového a proteinového slozeni
membrén. 7 Dalsi technikou je Ramanova spektrometrie, pomoci které 1ze studovat slozeni
membranovych domén. 28 Pomoci elektronové mikroskopie Ize ziskat obrazek uspotadani
molekul bunééného povrchu a asociovanych proteini ve strukturach LR. ¥*° Nevyhodou téchto

metod je potieba fixace bunék a jejich barveni, coz je u molekul lipidd problematické. 1

Preferovanou technikou pro studium LR zlstava pievazné fluorescen¢ni mikroskopie, coz vede

K potiebé stalého zdokonalovani pouzivanych fluorescenénich znadek. 1*°

Kryoelektronovd mikroskopie (Cryo-em) patii mezi nejmoderngj$i techniky pro vizualizace

struktur LR (obr. 13), ktera dokaze rozlisit sub-nanometrové rozdily ve tloust’ce biologickych

150, 151

membran (az 0,5 A rozdily v tloustce dvouvrstvy) bez pouziti fluorescenéni znacky.

lipidovy raft

tloustka membrany (nm)

. |
25 30 35 40

Obrazek 13: Vizualizace rozdilné tloustky membrany pomoci Cryo-em. Pievzato z Heberle
a kol. 1!

2.6 Biologicka relevance lipidovych rafta

2.6.1 Rozpoznavani patogenii a sekrece cytokini
LR hraji dileZitou roli ve vrozené a adaptivni imunitni odpovédi vii¢i patogeniim. Kromé toho,

ze ve své struktufe obsahuji proteiny dileZité pro fagocytdzu, navic akumuluji receptory
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rozpoznavajici patogeny. *°? Pfikladem jsou lektinové receptory typu C a toll-like receptory
(TLR), vyuzivané kdetekci a iniciaci signalni kaskady pro vyplaveni cytokini a

komplementarnich systémi pro boj s patogeny. 153 154

TLR receptory jsou soucasti vrozené¢ho imunitniho systému a slouzi jako primarni senzory
pro rozpoznavani patogentl. Rodina TLR obsahuje 10 receptorti, z toho nékteré jsou piitomné
na bunécném povrchu (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6) a nékteré jsou intracelularni (TLR3,
TLR7, TLRS, TLRY). Tyto receptory rozpoznavaji rizné patogeny a spousti sekreci cytokint,

ktera je zavisla na pfitomnosti cholesterolu. >

Bakteridlni lipopolysacharidy se vazou na proteiny, které jsou obsazené ve struktuie LR. Tyto
proteiny nasledné€ iniciuji signalni kaskadu po interakci s TLR4. NarusSeni LR pomoci nystatinu
vede k zastaveni signalni kaskady cytokint, coZ naznaéuje dulezitou roli lipidovych raftd

v aktivaci TLR4. 1%

Dalsim TLR receptorem je TLR2, ktery rozpoznava komponenty Kyseliny lipoteichové
buné&éné stény grampozitivnich bakterii a je obohacen v LR. ¢ Po interakci bunék s kyselinou
lipoteichovou je TLR2 transportovan do Golgiho aparatu. NaruSeni LR pomoci cyklodextrinti
inhibuje TLR2 a jeho transport do Golgiho aparatu a tim naznacuje roli LR v aktivaci a
transportu TLR2. 7

Lektinové receptory typu C jsou schopny rozpoznat sacharidové domény hub a aktivovat

signalni kaskady. Tyto receptory byly také nalezeny v doménach LR. 18

Dectin-1 (maly glykoprotein patfici do rodiny lektini typu C) je primarné exprimovan
Vv dendritickych bunkach, makrofazich a neutrofilech a hraje dulezitou roli v antimykotické
imunité. Je schopen rozpoznavat B-glukany a zymosany a translokovat se spolu se svymi
signalnimi molekulami (jaterni tyrosin kinasy, fosfolipasy C) do domén LR. Naruseni struktury
LR cyklodextriny vede k zastaveni fosforylace SYK v dendritickych bunikach, coz napovida

zapojeni LR v signalizaci dectinu-1. *°

Cytokiny jsou rozpustné faktory uvolnované bunkami v odpovédi na infekci a zanét a zaroven
patii mezi hlavni modulatory imunitniho systému. Mezi cytokiny patii TNF (z angl. ,,tumor
necrosis factor”). TNF-a je homotrimerni protein patfici do rodiny cytokinti, ktery se vaze
prevazné na TNF receptory 1 (TNFR1). Cytokinové receptory jsou soustied'ovany do LR

k zprostfedkovani cytokinové signalizace. Naruseni LR vede k redukci uvolnovani cytokind.
160
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Mimoto, uvoliovani cytokini vyzaduje fuzi s plazmatickou membranou pomoci SNARE
(soluble N-metylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) proteind, které jsou

taktéZ asociované s lipidovymi rafty. 16!

Ackoli uvolnéni cytokint je zavislé na lipidovych raftech, samotna integrita lipidovych rafti
je zpétné ovlivitovana signalizaci cytokinl. Naptiklad protein viperin, ktery je indukovan
interferony, interaguje s farnesyl difosfat syntasou a inhibuje syntézu cholesterolu a tvorbu

lipidovych raft. 162

2.6.2 Apoptoza a redox signalizace

Reaktivni formy kysliku (ROS) produkované ve fagosomech eliminuji patogeny pies oxidacni
poskozeni pomoci vrozenych imunitnich bunék. 1 Tim reprezentuji dileZity element
hostitelovy obrany vici zanétu a infekcim. Nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat oxidasa
(NOX) je hlavnim zdrojem ROS v hostitelské buiice, jehoz komponenty jsou asociovany s LR.
NaruSeni LR sniZzuje produkci ROS, nebot’ nedochazi k asociaci cytosolovych komponent

NOX komplexu v plazmatické membrang. 64

Lipoproteinovy agonista TLR1/2 z Mycobacterium tuberculosis, spousti translokaci TLR2 a
protein kinasy C do struktury lipidovych raft a indukuje produkci ROS. NaruSeni lipidovych
rafth v makrofazich vede ke sniZzené produkci ROS. ZvySena koncentrace ROS v dasledku

infekce napomaha odstranéni patogenti pomoci aktivace apoptdzy a nekroptozy. 1

2.6.3 Lipidové rafty jako vstupni centra pro viry

Prvnim krokem virové infekce je vstup virové Castice do buniky hostitele. K tomu je potteba
spojeni s receptory bunécné membrany, které jsou obohaceny ve strukturach LR. LR jsou
zasadni komponenty interakci mezi patogenem a hostitelem na bunécném povrchu (iniciace

signalizace pomoci receptortl, zprostiedkovani bunééného transportu). 166

Vstup HIV-1 do buniky probihd po rozpoznani glykoproteinu pgl20, ktery se nachézi na virové
obalce. Receptory bunétného povrchu CD4" T-lymfocytl, které tento glykoprotein
rozpoznavaji jsou CD4 Kkoreceptor, bunéény chemokinovy CCR5 receptor a C-X-C
chemokinovy receptor typu 4 (CXCR4). Tyto receptory jsou asociované s LR. Navic
cholesterol ptitomny v LR vyzaduji n€které glykoproteiny na povrchu HIV-1 pro vazbu viru

na povrch buiiky. 167 168
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Virus vaccinia se shlukuje u lipidovych rafti, kde interaguje s CD98 glykoproteiny 2 typu a
spousti endocytozu. NaruSeni lipidovych rafti a CD98 vede k redukci endocytdzy viru

vaccinia, coz ukazuje na roli lipidovych raftd ve vstupu viru do buriky. 6

Hemaglutinin (HA) glykoprotein viru chfipky je zasadni komponent pro spojeni a fizi viru
s bunikou. K tomu dochdzi sndze v doménéch lipidovych raftl, coz naznacuje jejich vyuziti ke

vstupu do buiiky. 170

Opi¢i vakuola¢ni polyomavirus 40 (SV40) je po infikovani v bunkach transportovan do

membran obohacenych o Kaveoly. Specifické naruseni kaveol pomoci nystatinu vede k blokaci

vstupu SV40 do bungk. 1t

Lidsky herpes virus-6 (HHV-6) vstupuje do buriky pomoci vazby na receptor CD46, ktery je

asociovan s lipidovymi rafty. Deplece cholesterolu inhibuje vstup HHV-6 do bunék. Nasledna
zpétna substituce cholesterolu vstup do bunék zpétné umoznuje. 12
Asociace s lipidovymi rafty pro vstup do buiiky byla popsana i pro né€které viry z rodiny

Koronaviri. Naptiklad virus mysi hepatitidy 173, vir infekéni bronchitidy 174

nahlého akutniho respira¢niho selhani (SARS-CoV). 17

, virus syndromu

Vystup patogenti z bunék je zasadni pro rozsifeni infekce do dalSich bunék, tkani ¢i hostiteld.
Patogeny mohou indukovat apoptézu a prasknuti bunék pomoci tvorby ,,vy¢nélka* ¢i tzv.
buddingu, ktery zahrnuje interakce s lipidovymi rafty. Pro tento krok viry vyuzivaji cholesterol
hojné pfitomny ve strukturach LR. Mezi viry, které takovyto systém vyuZivaji patii virus lidské

imunitni nedostatecnosti (HIV) 168 176, 177

2.6.4 Farmaceutické ligandy pusobici na lipidové rafty
Mnoho receptori vyuZzivanych patogeny pro vstup do buniky asociuji s LR. Tudiz cileni na

domény raftii miize byt vyznamna strategie boje proti infekci. 1’

Nekteré farmaceutické piipravky vykazuji schopnost interakce s LR, ktera vede k blokaci

vstupu patogenti do buiiky. Mezi slouceniny cilici na LR patfi:
Statiny

Statiny jsou latky vyuzivané Kk 1é¢bé kardiovaskularnich onemocnéni navic

~~~~~

(HMG-CoA) reduktasu, ktera je zodpovédna za produkci kyseliny mevalonové. Kyselina

mevalonova je prekurzor pro syntézu bunécného cholesterolu a isoprenoidi. Cholesterol je
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zasadni komponent LR, se kterymi asociuji receptory rozpoznavajici patogeny. Inhibice

produkce isoprenoidii vede ke snizeni prenylace proteint, a tudiZ i snizeni zanétlivé reakce. 1"

Statiny vykazuji také protivirové vlastnosti. Jsou schopny inhibovat replikaci HIV-1 viru v
CD4" T bunkach, kdy zvySuji expresi proteinu p21, ktery tlumi ¢innosti komplexu cyklin-
dependentnich kinas s cyklinem. Tento komplex inhibuje aktivaci a proliferaci imunitnich

bunék. Navic jsou schopny inhibovat expresi CCRS, ktery je soucasti vstupni drahy viru HIV-1

181 182

do butiky. & Studie popisujici tyto u¢inky vyuzivaly napiiklad atorvastatin 8! a nystatin.

Statiny inhibuji uvolfovdni vird z hostitelskych bunék pomoci snizeni pfistupnosti

cholesterolu, ktery je pro uvolnéni zasadni. 82

Krom¢ viru HIV-1 vykazuji statiny protivirové vlastnosti napiiklad viici viru chfipky
(fluvastatin) ®, viru hepatitidy C (fluvastatin) 8 SARS-CoV-2 (fluvastatin) ', lidsky

respira¢ni syncytialni virus (lovastatin). 187

Propofol je kratkodobé plisobici anestetikum S popsanymi imunomodulaénimi vlastnostmi.
Redukuje sekreci cytokind TNF-a, které se vyplavuji v pribéhu imunitni odpovédi na

patogeny. 18

Nektera antidepresiva vykazuji schopnost interagovat s receptory asociovanymi s LR. 18 Tyto

interakce mohou mit vliv na schopnost bunék bojovat s patogeny. 18% 1%

2.6.5 Neurodegenerativni onemocnéni
V nervovém systému vedou zmény metabolismu lipidii asociované se Spatnou funkci
nervového systému k abnormalnim funkeim LR, a tim napomahaji vyvoji patogennich zmén

nervového systému. 1%

Nékteré zmény slozeni lipidi v mozku jsou spojovany s procesem fyziologického starnuti.
Mezi takovéto zmény patii sniZzeni celkového mnozstvi lipidi, zmény v mnoZstvi a
profilu polynenasycenych mastnych kyselin, snizené mnozstvi gangliosidl, zmény struktur
sfingolipidt. Je sloZité prokdzat vztah mezi t€émito zménami a postupnym sniZovanim
fyziologického vykonu, ktery vznika jako soucast starnuti mozku. Nicmén¢ studie naznacuji,
ze tyto zmény maji efekt na fyzikdlné-chemické vlastnosti LR, tudiz mohou LR samy

podstupovat pfirozené procesy starnuti. 191192

Vrozena metabolickd onemocnéni vychazejici z chyb v metabolismu sfingolipidi ¢asto vedou

k fatalnim neurodegenerativnim onemocnénim. Piikladem muze byt Tay-Sachsova choroba
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(defekt degradace gangliosidii v lysozomech) %% nékteré formy Gaucherovy choroby (defekt
aktivity glukosylceramidasy) %, Niemann-Pickova choroba typu A (nedostatek kyselé
sfingolmyelinasy). 1% Neékteré vrozené zmény v pfeméniach a ukladini cholesterolu maji

spojitost s chronickymi neurodegenerativnimi nemocemi a jsou spojovany s uspotadanim LR.
101

Huntingtonova choroba je neurodegenerativni dédi¢né onemocnéni. Je zptisobovano mutaci
genu kodujici protein huntingtin a je spojena se zménami v metabolismu cholesterolu. Tyto
zmény jsou zprostfedkovany u¢inky mutovaného proteinu na proteiny regulujici steroly. 1%
Vedou ke zméné hladiny cholesterolu v neuronalnich PM a snizeni zivotnosti neuront.
V mozkové tkani pacientt trpicich Huntingtnovou chorobou bylo pozorovano vyrazné snizeni
koncentrace gangliosidi a abnormdlni exprese genii kodujicich rtizné glykosyltranferasy
zapojené do biosyntézy gangliosidii. Takovéto zmény v koncentraci gangliosidil a jejich vliv
na organizaci LR mohou vysvétlit pfitomnost huntingtoninu v LR a jeho vliv na apoptozy

neuronu, 17 198

Parkinsonova choroba je neurodegenerativni onemocnéni centralni nervové soustavy, které
pfimo souvisi s ubytkem nervovych bunék v ¢asti mozku zndmé jako Substantia nigra. Tyto
bunky za normalniho stavu produkuji dopamin. U pacientd trpicich Parkinsonovou chorobou
je pozorovédna snizend hladina cholesterolu v séru a neregulovand hladina cholesterolu
v mozkové tkani. 1% Ne&kolik proteinii spojovanych s timto onemocnénim (napf. parkin,
a-synuklein) byly pozorovany ve strukturach neuronalnich LR. 20 201 \/ mozkové tkéani
pacientll trpicich Parkinsonem bylo pozorovdno mnozstvi zmén v lipidovém sloZzeni LR
(zvySeni mnozstvi polynenasycenych fetézcli mastnych kyselin, snizeni mnoZstvi cerebrosidii

a sulfatidi). 202

Alzheimerova choroba je bézné se vyskytujici onemocnéni pifevazné u starSich osob
charakterizované progresivni degeneraci neuronti v ¢astech mozku zodpovédnych za pamét’ a
uceni. Alzheimerova choroba zahrnuje postupné usazovani P-amyloidni peptidu (AB) a
degeneraci neuronti. Dva hlavni faktory pfispivaji k progresi tohoto onemocnéni. Jsou to
oxidacni stres a zvySena produkce neurotoxického AP. Hlavnim zdrojem AP je Stépeni
prekurzorového proteinu enzymem sekretasou. AP poskozuje neurony indukci oxida¢niho
stresu spojeného s bunéénou membranou. Tim poskozuje membranové transportéry a narusuje

homeostazu ionti. 2%
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Vazba AP na membranu hraje zasadni roli v agregaci AP a nasledném propuknuti onemocnéni.
Lidska mozkova tkan obsahuje ve zvySené mife gangliosidy (pfevazné¢ GM1), které asociuji
do struktur LR. AP je schopen interagovat s GM1, coz je zasadni pro jeho agregaci na
membranu. Studie ukazuji, ze AP muze indukovat oxida¢ni stres ve struktufe LR a narusovat

signalni drahy spojené s rafty. 1%

2.6.6 Kardiovaskularni onemocnéni

Ateroskler6za je jednou z hlavnich pfic¢in kardiovaskularnich onemocnéni lidské populace.
Vznika jako vysledek nadmérné akumulace lipidi (pfevazné oxidovanych lipoproteinti — LDL
zangl. ,Jlow density lipoproteins®) a dalSich komponent krve makrofagy na sténu arterii.
Nasledn¢ dochézi k preméné makrofagii na pénové bunky, které se akumuluji na sténach cév.
Muze dochéazet k ucpéani cév a tim dojde k preruSeni krevniho zdsobovani, coz mlze vést
k infarktu myokardu, cévni mozkové pithodé ¢&i perifernimu cévnimu onemocnéni. 24 Pfeména
makrofagi na pénové bunky vykazuje jistou zavislost na LR, nebot’ se receptory pro oxidovany

LDL lipoprotein akumuluji ve strukturach LR. 2%
2.7 Lipidové rafty v jinych organelach

2.7.1 Mitochondrie

Interakce mezi ER a mitochondrii vznikd na subdoméné¢ ER pojmenované membrany
asociované s mitochondriemi (MAM). 2% Tyto subdomény jsou obohaceny o enzymy
zodpov&€dné za syntézu lipidi. MAM tedy miize fungovat jako misto nevezikuldrniho
transportu lipidit mezi ER a mitochondrii. Vznikla hypotéza, ze existence MAM domén a jejich
funkce zavisi na proteinovém a lipidovém slozeni pievazné cholesterolu a glykosfingolipidu.
Cholesterol, ktery je hojné€ obsaZen v bunééné membrané a ma vliv na fadu bunéénych procest,
je obohacen také v MAM doménach. Spolu s glykosfingolipidy vytvaii klastry podobné LR
objevenych v PM. Tyto klastry se Gi¢astni signalizace a maji vliv na apoptdzu jak v PM, tak i

V mitochondriich a ER. 206. 207, 208, 209

2.7.2 Endoplazmatické retikulum

Domény podobné LR Ize najit i ve struktuife ER. Jsou charakterizovany pfitomnosti proteinti
erlin-1 a erlin-2, které se nevyskytuji v jinych bunéénych kompartmentech. 21° Erliny lze
izolovat jako DRM pomoci ultracentrifugace na sachar6zovém gradientu. Tyto proteiny patii
do stejné proteinove rodiny jako flotillin a stomatin a lze je najit v mnoha bunécnych kulturach.

V ER se vyskytuji jako heterooligomerni komplexy erlinu-1 s erlinem-2. Jejich funkce je
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degradace proteinti asociovana s ER, ovliviiovani receptort inositol 1,4,5-trisfosfatu a regulace
metabolismu lipidii. Za patofyziologickych podminek je 1ze najit také ve struktufre MAM, kde
hraji roli v apoptoze a signalizaci. Existence domén podobnych LR v ER je ptekvapiva, nebot’

ER neni vyznamné obohaceno o cholesterol a sfingolipidy. !
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie a roztoky

3.1.1 Chemikalie

Kultiva¢ni médium Minimum essential medium eagle (firma Sigma Aldrich), fetalni bovinni
sérum (FBS, Serana), neesencialni aminokyseliny (NEAA, Sigma Aldrich), penicilin-
streptomycin (Sigma Aldrich), dimethylsulfoxid (DMSO, Sigma Aldrich), trypanova modi
(0,4% roztok, Sigma Aldrich), Triton X-100 (Merck), 40% akrylamid s N,N'-
methylenbisakrylamid (29:1, Merck), glycerol (Sigma Aldrich), laurylsulfat sodny (10% SDS,
Sigma Aldrich), N,N,N',N -tetramethylendiamin (TEMED, Sigma Aldrich), kyselina octova
(CH3COOH zisobni 99,8%, VWR Chemicals BDH), Optiprep™ Density gradient (60%
zasobni, Sigma  Aldrich), transferovy pufr Trans-Blot 5x (Bio-Rad USA),
polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween® 20, Sigma Aldrich), trypsin-EDTA (0,25%,
Gibco), western blotting luminol reagent (Immuno Cruz), BCA (kyselina bicinchoninova)
pracovni roztok (Pierce™ BCA protein assay reagent A / reagent B, Thermo Scientific),
primarni polyklonalni protilatka proti kaveolinu-1 (kat. ¢islo: 3238, Cell Signalin Technology),
primarni monoklonalni protilatka proti flotillinu-1 (kat. cislo: ab233438, Santa Cruz
Biotechnology), sekundarni protilatky: anti-rabbit IgG HPR-linked proti kaveolinu (kat. ¢islo:
7074S, Cell Signaling Technology) a anti-mouse 1gG HPR-linked proti flotillinu (kat. ¢islo:
70768, Cell Signaling Technology), deionizovana voda (ddH20), migra¢ni pufr 10x (kat. ¢islo:
sC-24949, Santa Cruz Biotechnology), marker molekulovych hmotnosti proteini (PageRuler
Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) ethanol (96 % zasobni, Penta Chemicals),

diagnostickd sada pro enzymatické stanoveni cholesterolu (kat. ¢.: BLT00034, Erba Lachema)

Peroxosiran amonny (APS, Sigma Aldrich), trihydrat octanu sodného (CH3COONa . 3H-0,
Sigma Aldrich), heptahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (NapHPO4 . 7H.0, Sigma
Aldrich), dekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO4 . 12H.O, Sigma Aldrich)
monohydrat dihydrogenfosforecnanu sodného (NaH2PO4 . H20, Sigma Aldrich), sachar6za
(Sigma Aldrich), 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (Tris, Sigma Aldrich), chlorid
sodny (NaCl, Sigma Aldrich), sodna sil kyseliny ethylendiamintetraoctové (EDTA, Sigma
Aldrich), hovézi sérovy albumin (BSA, Sigma Aldrich), N-acetyl-L-cystein (Sigma Aldrich),
chlorid draselny (KCl, Sigma Aldrich), dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH2PO4, Sigma
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Aldrich), susené odtu¢néné mléko (Nutri House), dithiotreitol (Sigma Aldrich), bromfenolova

modf (Spolana Neratovice)

3.1.2 Roztoky

3.1.2.1 Pufry
Fosfatovy pufir 0,1 M pH 7,4: NaHPO4 . 7TH20 + NaH2PO4 . H20

Acetdatovy pufr 0,1 M pH 6,5: CH:COONa + CH:COOH

10x PBS (z angl. ,,phosphate buffer saline”) pH 7,4: 1,4 M NaCl + 0,03 M KCI, 0,09 M +
NazHPO, . 12H,0 + 0,015 M KH2PO4

1x PBS pH 7,4: 10x PBS + ddH20 v poméru 1:9

10x migracni pufr pH 8,3: 25 mM Tris + 192 mM glycin, 0,1% SDS

1x migracni pufi pH 8,3: migraéni pufr 10x + ddH20 v poméru 1:9

1x TBS (z angl. ,, Tris buffer saline ) pufr pH 8: 20 mM Tris, 150 mM NacCl
TBST (TBS-Tween® 20) pufr: 50 ml 1x TBS (pH 8) + 450 ml ddH20 + 0,5 ml Tween® 20
Lyzacni pufr: 1x TBS + 1% Triton X-100, pH 8

Gradientovy pufr: 1x TBS pH 8

Transferovy pufi: 200 ml 5x Trans-Blot pufr + 600 ml ddH20 + 200 ml ethanol

1 M Tris pH 8: 6 g Tris + 50 ml ddH20 + pH upraveno konc. HCI

4x Pufi migracniho gelu pH 8,8: 36,3 g Tris + 200 ml ddH.O + pH upraveno HCI
4 x Pufr zaostrovaciho gelu pH 6,8: 3,0 g Tris + 50 ml ddH->O + pH upraveno HCI

Cinidlo pro stanoveni cholesterolu: Goodiiv pufr pH 6,7 (slozeni neuvedeno) + fenol 5 mM +
4-aminoantipyrin 0,3 mM + cholesterolesterasa > 3,33 ukat/l + cholesteroloxidasa> 0,83 ukat/I
+ peroxidasa > 50 pkat/I

Vzorkovaci pufr: 2,5 ml 4x pufr zaostiovaciho gelu + 4 ml 10% SDS + 2 ml glycerol + 2 mg
bromfenolové modii + 0,31 g dithiotreitolu + 10 ml ddH>O
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3.1.2.2 Kultivacni médium

Minimum essential medium eagle médium slouzi ke kultivaci HeLa bunék. Médium obsahuje

Earles salts, L-glutamin, hydrogenuhli¢itan sodny. Dale je ptidano 50 ml FBS, 5 ml

penicilin-streptomycin a 5 ml NEAA.

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy AX 105 Delta-Range (Mettler, Spanélsko)

Centrifuga Eppendorf miniSpin (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga Rotina 380R (Schoeller Instruments, Ceska republika)

Ultracentrifuga Optima XPN-90 (Beckman Coulter, USA)

Termomixér Thermomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Magneticka michacka IKA RH basic KT/C (Slabo)

pH metr HI 2211 pH/ORP (HANNA instruments, Italie)

Systém pro elektroforézu Mini PROTEAN Tetra Cell System (Bio-Rad, USA)

Systém pro western blotting Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (Bio-Rad, USA)

Inverzni mikroskop CK40-F200 (Olympus Optical, Japonsko)

Systém pro elektrochemickou analyzu pAutolab IIT analyzator (Metrohm, Svycarsko)

UV-VIS spektrofotometr Specord 250 Plus (Analytik Jena, Némecko)

Inkubator MCO-17A/C (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko)

Spektrofotometr Tecan infinete M200PRO (Schoeller Instruments, Ceska republika)

Laminarni box BIO130 A2 (Alpina, Polsko)

Mrazici box sktinovy Forma 89000 Series -80 °C (Thermo Scientific, USA)

Snimaci systém G:BOX Chemi XX6 (Syngene, Bangalore)
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3.3 Biologicky material

Pro experimenty slouzila bunétna linie HeLa (zakoupena od ECACC, katalogové ¢islo
93021013). Jedna se o adherentni bunéénou linii lidskych epitelovych bunék, které byly poprvé
odebrany z karcinomu délozniho hrdla v roce 1951. Tato bunécna linie je bézné¢ dostupna na

pracovisti a roste rychle. 22

3.4 Metody

3.4.1 Vysev bunék
Buiky se uchovavaji zamrazené v -80 °C v roztoku FBS/DMSO (1:9). Po rozmrazeni se
vysévaji do kultiva¢nich lahvi s kultivaéni plochou 25 cm?. Na lahev se vyseje pfiblizné 1.10°

bunék. Pti praci s bunkkami je dulezité dodrzovat pravidla sterilni manipulace.

3.4.2 Kultivace bunék

Bunky se kultivuji v inkubdatoru pfi teploté 37 °C, v atmosféie 5% COz2 a prostoru nasyceném
vodni parou. HeLa buiky se péstuji adherentné, kdy rostou v jedné vrstveé. Rist bunck se
pravidelné kontroluje pod inverznim mikroskopem. Buiky rostou do doby, kdy dosahnou
vysokého procenta konfluence, tj. stavu, kdy buiiky zaplni povrch dna nddoby a dostanou se
do vzajemného kontaktu. Vzajemny kontakt vede k tzv. kontaktni inhibici, a proto je tieba

buiiky pfenést (pasazovat) do nové kultivaéni nadoby. 23

3.4.3 Pasazovani bunék
Pasazovani adherentnich bunék se provadi, pokud je dno nadoby pokryto z 80 %. K pasazovani

se pouziva trypsin, diky kterému dojde k uvolnéni bunék z kultivaéni nadoby.
Postup:

Z kultivacni nadoby s buiikami se vyleje kultivaéni médium. Pomoci 1x PBS se bunky dvakrat
oplachnou od zbytku média. Nasledné se ptida 1 ml trypsinu. Buniky se na 2 minuty vlozi do
inkubatoru, kde dojde k oddéleni ze dna nadoby. Po vytazeni z inkubatoru se k buitkam piida
9 ml kultivacniho média. Suspenze se pienese do zkumavky a necha centrifugovat 3 minuty
pii 1000 g. Oddeli se supernatant a k peletu bunék se pfidd 10 ml média. Nasledné se bunky
spocitaji v Biirkerové komtrce (100 pl tropanové modii + 10 ul suspenze bunék). Poté 1ze

buiky rozdélit do novych kultiva¢nich nadob s vétsi kultivacni plochou nebo do Petriho misek
(tab. 1).
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Léhev 25 cm? 10 ml média 1x108 bunék

Léahev 75 cm? 30 ml média 2x10° bunék
Lahev 150 cm? 50 ml média 4x108 bunék
Petriho miska 10 mm 10 ml média 1x108 bunék

Tabulka 1: Pomér plochy kultiva¢ni plochy ku mnozstvi kultivacniho média a bunék.

3.4.4 lzolace bunék

Buiky slouzici k experimentiim se jiz nepasazuji, ale dojde k jejich manudlnimu seskrabani
Z povrchu kultivaéni nddoby. Prace nemusi probihat za sterilnich podminek, ale je dulezité
udrzovat nizkou teplotu 4 °C. Nejdiive se odsaje médium a bunky se dvakrat oplachnou
ledovym 1x PBS. Poté se pfidda 5 ml 1x PBS a buiiky se pomoci Skrabky oddéli od povrchu
Petriho misky. Suspenze bun¢k v 1x PBS se sto¢i 3 minuty 1000 g pii 4 °C. Oddéli se
supernatant a pelet bun¢k se rozsuspenduje v1 ml 1x PBS. Takto zpracované bunky lze

zamrazit ¢i ihned pouzit k dal$im experimentiim.

3.4.5 lzolace lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran
Bunky pouzivané k izolaci LR/DRM (obr. 14) byly uchovavany v -80 °C v mikrozkumavkach
s 1 ml PBS. Vsechny kroky je dilezité provadét za nizké teploty 4 °C.

(1) Buniky se nechaly rozmrazit na ledu a nasledné byl odebran PBS. K rozmraZzenym bunikam
bylo pfidano 500 pl lyzacniho pufru obsahujici 1% Triton X-100. Nasledovala inkubace na
ledu po dobu 30 minut. Po inkubaci se buriky sto¢ily na centrifuze po dobu 10 minut pii 1000g
pii 4 °C. Nasledné byl odebran supernatant a k peletu bylo pfidano znovu 500 pl lyzaéniho
pufru. Po 30ti minutové inkubaci byla provedena centrifugace (podminky: 10 min, 1000 g, 4
°C) a odebrani druhého supernatantu. Oba supernatanty o byly spojeny do celkového objemu

1ml.

(2) V dalsich krocich byla provedena separace DRM obsazenych v supernatantu od zbytku
nerozpusténého bunééného obsahu. Separace probihala pomoci dvou gradientd: sacharoéza a
Optiprep™. K 1000 pl supernatantu bylo pfidano 1000 pl 85% sachardzy ¢i 1000 pl 50%
Optiprepu™, tedy kone&na koncentrace 42,5% sacharézy a 25% Optiprep ™. Tato smés byla
davkovéna na dno ultracentrifuga¢ni zkumavky. Nésledovalo ptevrstveni 1000 ul 35%
sachardzy ¢i 20% Optiprepem™. A posledni vrstvu tvotilo 1000 ul 5% sacharozy ¢&i 10%
Optiprepu™. Timto vznikl diskontinualni hustotni gradient sacharézy a Optiprepu™. Kromé
zkumavek sbunécnym supernatantem byly provedeny experimenty ¢isté jen s lyza¢nim

pufrem bez bunék, tyto zkumavky slouzily jako slepé vzorky.
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(3) Nasledovala ultracentrifugace ve dvou ¢asovych intervalech: 4 hodiny (200 000 g, 4 °C)
a 18 hodin (200 000 g, 4 °C).

(4) Po ultracentrifugaci byly odebrany frakce 1-13 v objemech po 300 ul (Tab. 2). Takto

piipravené frakce byly pouzivany k dal$im experimentam (obr. 14).

Sachardza 4 hodiny = Sachardza 18 hodin =~ Optiprep 4 hodiny = Optiprep 18 hodin

Frakce 1-13 1-13 1-13 1-13
Zkr. S4(1-13) S18(1-13) 04(1-13) 018(1-13)
Slepy vzorek Slepy vzorek Slepy vzorek Slepy vzorek
Sachardza 4 hodiny = Sachardza 18 hodin = Optiprep 4 hodiny = Optiprep 18 hodin
Frakce 1-13 1-13 1-13 1-13
Zkr. SB4(1-13) SB18(1-13) OB4(1-13) OB18(1-13)

Tabulka 2: Odebrané frakce

|$ACHAR6?.AI OPTIPREP SACHAROZA| rraxce | opTIPREP | FRAKCE

1 1

2

Hela bufiky 7 o 10% - : o :
e [ B [P LN a s % . VVVVUVVVVVVY

| 5 5

\] 6 6

20% 7 20% 7

8 8

9 9

50% 10 10

+ 11 11

supernatant 12 25% 12

\ , 13 " J 13

Obrazek 14: Schéma izolace DRM.

3.4.6 Stanoveni celkového mnozstvi proteinu metodou BCA

Princip:

Tato metoda se vyuziva ke stanoveni celkového proteinu ve vzorku. K méfeni se vyuziva
kyselina bicinchoninova. Metoda je zalozena na tvorbé komplexu Cu?* iontii s proteiny a jejich
nasledna redukce na Cu® ionty. Kyselina bicinchoninova tvofi se vzniklymi Cu® ionty v

zasaditém prostfedi modro-fialovy komplex, ktery lze spektrofotmetricky zméfit pfi 562 nm.?%*

Postup:

BCA pracovni roztok (Pierce™ BCA protein assay reagent) se piipravi smichanim ¢inidel A a

B v poméru 50:1. Ptipravené ¢inidlo se v objemech 200 pl ptida k 10 pl vzorku do jamky

44



mikrotitracni desky. Smés se nechd 30 minut inkubovat pii 37 °C a nasledné se zméfi
absorbance pii 562 nm. Koncentrace proteinu se vypocitd z kalibracni fady zaloZené na
znamych koncentracich BSA ve vodé (zasobni roztok 0,5 mg/ml, viz tab. 3). VSechny grafy
byly vypracovany v programu Microsoft Excel spolu s vypocty a smérodatnymi odchylkami
(SD).

Koncentrace 0 0,025 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5
(mg/ml)
BSA (ul) 0 25 50 100 150 200 250 500

Voda (ul) 500 475 450 400 350 300 250 0
Tabulka 3: Kalibra¢ni fada BSA ve vodé.

3.4.7 Stanoveni mnozstvi celkového cholesterolu

Princip:

Ke spektrofotometrickému stanoveni celkového cholesterolu ve frakcich byla vyuzita
komer¢ni diagnosticka sada od firmy Erba Lachema. Sada obsahuje reagenéni c¢inidlo a
standard o koncentraci 5,18 mmol/l. Principem metody je enzymatickda hydrolyza esteri
cholesterolu pomoci cholesterolesterasy na cholesterol a mastné kyseliny. Volny cholesterol je
nasledné oxidovan cholesteroloxidasou na 4-cholesten-3on a peroxid vodiku. V pfitomnosti

enzymu peroxidasy pak reaguje peroxid vodiku s 4-aminoantipyrinem a fenolem za vzniku
vvvvv 215

Pro méfeni absorbance v UV-VIS oblasti byly pouzity kiemenné kyvety o velikosti 1 cm.

Koncentrace celkového cholesterolu byla nasledné stanovena pomoci standardu.

Vvypocet koncentrace:

A Avz

X Cst Standard: Cst = 5,18 mmol/I
A Ast

cholesterol (mmol/l) =

Postup méreni:

Vsechny reagenty byly smichany dle tabulky nize (tab. 4). Vzorek: 10 pl odebrané izolované
frakce (tab. 2). Smés se promicha a necha inkubovat 10 minut pii 37 °C. Nasledné se zméfi

absorbance vzorku Ay; a standardu Ast proti blanku pti 500 nm.
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Blank Standard Vzorek

Cinidlo 1 ml 1 ml 1 ml
Vzorek - - 0,01 ml
Standard - 0,01 ml -
Destilovana voda 0,01 ml - -

Tabulka 4: Pomér reagentt pro stanoveni celkového cholesterolu.

3.4.8 Stanoveni koncentrace volnych thiolovych skupin Ellmanovou metodou

Princip:

Ke spektrofotometrickému stanoveni obsahu volnych thiolovych skupin proteinil 1ze vyuzit
tzv. Ellmanovo ¢inidlo (5,5°-dithio-bis(2-nitro)benzoova kyselina, DTNB). Tato latka se po
reakci s volnou thiolovou skupinou proteinu rozkada za vzniku kyseliny thio-2-nitrobenzoové.
Pro kyselinu trio-2-nitrobenzoovou Ize zméfit absorbanci pii 412 nm na mikrotitraéni desce.

Absorbance je pfimo umérna mnozstvi volnych thiolovych skupin zkoumané latky. 16
Postup méreni:

Roztok DTNB o koncentraci 2 mM byl pfipraven rozpuSténim 7,9 mg DTNB v 10 ml 50 mM
octanu sodného. K 50 pl vzorku frakce (tab. 5) bylo nasledné piidavano 100 ul 1 M Tris pH 8
a 50 ul roztoku DTNB. Ptipravena smés byla pipetovana do mikrotitra¢ni desky a byla zméfena

absorbance pii 412 nm.

Koncentrace volnych thiolovych skupin ve vzorcich byla stanovena pomoci metody
standardniho pfidavku N-acetyl-L-cysteinu (40 uM, AC) ke vzorku. K 50 ul vzorku frakce
bylo pfidan 40 uM AC, piidavano 100 pl 1 M Tris pH 8 a 50 pl roztoku DTNB. Ptipravena

smés byla pipetovana do mikrotitracni desky a byla zméfena absorbance pii 412 nm.
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Vzorky

50 pl S4(1-13)

50 pl S18(1-13)

50 pl SB4(1-13)
50 ul SB18(1-13)

50 ul O4(1-13)

50 pul O18(1-13)

50 ul OB4(1-13)
50 ul OB18(1-13)

Tabulka 5: Vzorky méfenych frakci.

Vypodet koncentrace volnych thiolovych skupin

Napt. Asa) absorbance vzorku frakce S4(1)

Asa(1) — Asa(1) = As4(1) reaing Assa) absorbance vzorku frakce SB4(1)

Asayrac— Asa) = Ast Asa(1) realna realna absorbance vzorku frakce S4(1)

Cvz = (Asa() reiina * 40) / Ast Asaqiy+ac absorbance vzorku frakce S4(1) s pridavkem AC
Ast absorbance standardu 40 uM AC
Cvz koncentrace vzorku (mol/l)

3.4.9 Separace proteini pomoci elektroforézy

Na 10% separaéni polyakrylamidovy gel (sloZeni nize) o tloust'ce 1,5 mm byl davkovan vzorek
frakce. Pted davkovanim vzorku na gel byla provedena inkubace se vzorkovacim pufrem
v poméru 1:4 (pufr: vzorek) po dobu 2 minut pti 95 ‘C a nasledné ochlazeny na ledu a sto¢eny
na centrifuze miniSpin. Objem vzorkt davkovanych do jamek byl 20 pul. Se vzorky byl na gel
davkovan marker molekulovych hmotnosti (M) v objemu 2 pl. Pofadi davkovani vzorki na gel

je zobrazeno nize v tabulce 6.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M
frakce
2ul | 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 2 ul

ul ul ul ul ul ul ul ul ul ul ul ul ul
Tabulka 6: Potadi davkovani vzorkt na gel.
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Elektroforéza probihala v 1x migraénim pufru po dobu piiblizné 2,5 hodin pii konstantnim

napéti 100 V.

e Piiprava migraéniho gelu (10% polyakrylamidovy gel)

slozeni migraéniho gelu: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (2,5 ml), deionizovana
voda (4,8 ml), 4x pufr migraéniho gelu (2,5 ml), 10% peroxodisiran amonny (100 pl),
0,1% tetramethylendiamin (10 ul), 10% SDS (100 nl)

e Piiprava zaostiovaciho gelu (10% polvakrylamidovy gel)

sloZeni zaostrovaciho gelu: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (400 pl), deionizovana
voda (2,56 ml), 4x pufr zaostfovaciho gelu (1 ml), 10% peroxodisiran amonny (30 pl),
0,1% tetramethylendiamin (4 ul), 10% SDS (40 nl)

3.4.10 Western blot

Princip:

Western blot je technika pouzivana k detekci specifickych proteinii ve smési po provedeni
gelové elektroforézy. Proteiny jsou z gelu preneseny (,,pieblotovany*) na polyvinylfluoridovou
membranu  (PVDF) pomoci semi-dry (polosuchého) elektroblotingu. Nasleduje

chemiluminiscenéni detekce specifickych protilatek. 2%
Protilatky:

Priméarni protilatky

- Kaveolin-1: 21, 24 kDa — fedéno 1:1000 v 5% su$eného mléka/TBST
- Flotillin-1: 47 kDa — fedéno 1:1000 v 5% su$eného mléka/TBST

Sekundarni protilatky

- anti-rabbit protilatka proti kaveolinu — fedéno 1:5000 v 5% suSeného mléka/TBST
- anti-mouse protilatka prot flotillinu — fedéno 1:5000 v 5% suseného mléka/TBST
Postup:

Gely byly po elektroforéze omyty transferovym pufrem. PVDF membrana byla mezi tim
hydratovana pomoci methanolu po dobu 10 sa nasledné¢ byl methanol vyménén za
destilovanou vodu. Do blotovaci kazety byly postupné vloZeny blotovaci papir a na néj filtra¢ni

papir, které byly pfedem navlhéeny v transferovém pufru. Na filtracni papir byla poloZena
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hydratovand membréana a na membranu gel. Gel byl pfikryt navlhéenym filtracnim papirem a
blotovacim papirem. Takto piipravena kazeta se uzaviela a vlozila do blotovaciho pfistroje,
kde dochazi k pfenosu proteinti na membranu vlivem pusobeni elektrického pole (podminky:
25V, 1 A, 30 minut). Po pfenosu byla membrana 3 x promyta v TBST po dobu 5 minut.
Nasledovala blokace v roztoku suseného mléku (5% roztok suseného mléka v TBST) po dobu
1 hodiny, kdy doslo k blokaci zbyvajicich vazebnych mist na membran¢. Blokovana membrana
byla inkubovana s primarni protilaitkou po dobu 24 hodin pii 4 °C. Poté byla membrana
promyta v 5x TBST a nasledovalo ptfidani sekundéarni protilatky, kterd byla inkubovana 1

hodinu pii laboratorni teploté. Po inkubaci se sekundarni protilatkou nasledovala detekce.

K detekci sledovanych proteinti byl pouzit kit pro detekci proteinit WB LumiGLO pro detekci
avidin-peroxidasou znacenych protilatek pomoci luminolu. Vznikla chemiluminiscence byla
vizualizovéana softwarem Genesis (parametry: Chemiblot, lumiglo, viditelny marker, expozice

30 s). Intenzita signalu byla kvantifikovana denzitometricky pomoci programu Imagel.
Princip detekce

Luminol je chemiluminiscen¢ni substrat avidin-peroxidasy. V pfitomnosti peroxidu
avidin-peroxidasa oxiduje luminol na excitovany produkt 3-aminoftalat, ktery emituje svétlo

pii 425 nm. Emitované svétlo Ize zachytit pomoci kamery. 218 219

3.4.11 Elektrochemické stanoveni

3.4.11.1 Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza konstantnim proudem

Princip:

Chronopotenciometricka rozpoustéci analyza konstantnim proudem (CPSA) patii mezi
galvanostatické techniky. Galvanostatické techniky spocivaji v méfeni zmény potencidlu
Vv Case po vlozeni konstantniho proudu na pracovni elektrodu. Pracovni elektrodou je v tomto
ptipadé rtutova visici kapkova elektroda (HMDE). VloZeny konstantni proud urcuje tok naboje
pres rozhrani elektroda-roztok. Zmeéna potencialu nastava pii elektrochemické promeéné.
Zaznamenava se zavislost (dE/dt)? na potencialu pracovni elektrody E. Bioaktivni peptidy a
bilkoviny poskytuji pti CPSA za vhodnych podminek u negativnich potenciali dobie
definovany pik. Tento pik (nazyvany pik H) je zpsoben vylu¢ovanim vodiku katalyzovany

zbytky aminokyselin jako cystein, histidin, lysin a arginin. 22% 22!
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Postup:

Pro elektrochemické méfeni byly izolované frakce spojeny dle tabulky 8.

Frakce Sacharoza Sachar6za
4 hodiny 18 hodin

1 az 4 frakce S4(1-4) S18(1-4)

5 az 8 frakce S4(5-8) S18(5-8)

9 az 13 frakce S4(9-13) S18(9-13)

Tabulka 8: Izolované spojené frakce.

Elektrochemické méteni bylo provadéno adsorpcnim pienosem v tiielektrodovém zapojeni. 10
ul vzorku bylo 30 s adsorbovano na rtut'ové kapce. Jako pomocna elektroda slouzil platinovy
dratek. Jako referenéni elektrodu byla pouzita argentochloridova Ag/AgCl/3M KCI.
Zéakladnim elektrolytem byl fosfatovy pufr (pH 6,5). Pfed kazdym méfenim byl povrch
elektrody obnovovan odkapanim rtuti. K elektrochemickému méteni byl pouzit potenciostat
pAutolab III analyzer (Metrohm). Méteni probehlo pii parametrech: limitni potencial (-2 V),

rozpoustéci proud (-95 pA), maximalni ¢as méfeni (120 ).
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4 Vysledky

4.1.1 Biologicky material
V této préaci byly pouzity kultivované buiiky HelLa buné¢né linie. Na provedeni jednoho

experimentu bylo pouzito p¥iblizng 30x10° bunék.

4.1.2 lzolace lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran
Po ptipravé supernatantu HeLa bun€k (postup viz 3.4.5) obsahujici nerozpusténé LR/DRM
frakce, byla provedena separace pomoci ultracentrifugace na dvou gradientech (sachardza,

Optiprep™) pii dvou riiznych &asovych intervalech separace (4 hodiny, 18 hodin).
e Sacharéza (obr. 15)
(A) Ultracentrifugace 4 hodiny, 200 000 g, 4 °C
(B) Ultracentrifugace 18 hodin, 200 000 g, 4 °C

Odebrané frakce 1-13 (tab. 2)

Frakce

OO NOOTUHEH WNR

Obrazek 15: (A) Zkumavka sachar6zového gradientu po (A) 4 hodinové a (B) 18 hodinové
ultracentrifugaci.
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e Optiprep™ (obr. 16)
(A) Ultracentrifugace 4 hodiny, 200 000g, 4 °C
(B) Ultracentrifugace 18 hodin, 200 000g, 4 °C

Odebrané frakce 1-13 (tab. 2)

Frakce

WO NOOTULALWNLER

Obriazek 16: Zkumavka Optiprep™ gradientu po (A) 4 hodinové a (B) 18 hodinové

ultracentrifugaci s ¢ervené zaznacenymi ,,prstenci LR/DRM.

U gradientu sachardzy nedoslo k vizualné patrnému zakoncentrovani LR/DRM v gradientu,
nebot’” nebylo mozné pozorovat ,,prstenec v zadné Casti ultracentrifugacni zkumavky. U
gradientu Optiprep™ bylo mozné pozorovat vznik dvou ,,prstenci LR/DRM, jejichZ pozice

se vsak lisila u asovych intervall separace (4 hodiny a 18 hodin).

4.1.3 Stanoveni celkového mnoZstvi proteinu

Ke stanoveni mnozstvi celkového proteinu ve frakcich byla pouzita BCA metoda (viz 3.4.6).
Pomoci standardu BSA byla sestavena kalibra¢ni fada (viz tab. 9) a vynesena kalibraé¢ni kiivka
(graf 1). Z kalibra¢ni kiivky bylo u jednotlivych frakci vypofteno mnozstvi proteinu a
vyjadieno v mg/ml (graf 2 a 3). Jako pozadi pro vSechny métené frakce slouzily slepé vzorky
SB4(1-13), SB18(1-13), OB4(1-13) a OB18(1-13), které pii méfeni neukazaly interferenci

s detergentem ptitomnym v gradientu. VSechna méteni byla provedena ve tiech opakovanich.

52



Koncentrace BSA mg/ml Absorbance

(pramér 3 méteni)

0,00 0,0770
0,025 0,0891
0,05 0,1017
0,10 0,1376
0,15 0,1754
0,20 0,2052
0,25 0,2399
0,50 0,3949

Tabulka 9: Kalibra¢ni fada BSA/voda.
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Graf 1: Kalibra¢ni kiivka BSA/voda pro stanoveni celkového proteinu. Méfeni bylo

provedeno ve tfech opakovanich (£SD).

Pro 4 hodinové separace v sachar6zovém gradientu bylo stanoveno nejméné proteinu ve frakci
S4(1) s hodnotou 0,11 mg/ml (graf 2). Podobné hodnoty byly stanoveny i ve frakcich S4(2) a
S4(3) s hodnotami 0,10 mg/ml a 0,11 mg/ml. Dale dochazelo k nartistu koncentrace proteinu
az do frakce S4(5) s hodnotu 0,53 mg/ml, po které néasledoval pokles az do frakce S4(8) na
hodnotu 0,21 mg/ml. Ve zbylych frakcich se mnozstvi proteinu pohybovalo v hodnotach okolo
0,50 mg/ml.

Pro 18 hodinové separace v sachar6zovém gradientu bylo stanoveno nejméné proteinu ve

frakci S18(1) s hodnotou 0,075 mg/ml (graf 2). Dale dochazelo ke kontinualnimu nartstu
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mnozstvi proteinu ve frakcich. Nejvice proteinu bylo stanoveno ve frakci S18(13) s hodnotou

0,91 mg/ml.

Gradient Ize rozdé¢lit, podle koncentrace hustotniho gradientu, na lehkou (5%), stfedni (35%) a
tézkou (42,5%) Cast. Pro oba Casové intervaly separace je nejvice proteinu obsazeno Vv tézké

casti gradientu.

Pro 4 hodinové separace v gradientu Optiprepu™ bylo nejméné proteinu stanoveno ve frakci
04(1) s hodnotou 0,11 mg/ml (graf 3). Do frakce O4(3) se hodnoty pohybovaly do 0,20 mg/ml.
Poté dochazelo k nartistu az do frakce O4(9) s hodnotou 1,07 mg/ml proteinu. Ve zbytku frakcei

dochazelo k poklesu mnozstvi proteinu az na hodnotu 0,28 mg/ml ve frakci O4(13).

Pro 18 hodinové separace v gradientu Optiprepu™ bylo nejméné proteinu stanoveno ve frakci
018(1) s hodnotou 0,039 mg/ml (graf 3). Podobné hodnoty byly stanoveny i ve frakcich
018(2) a 018(3) s hodnotami 0,043 mg/ml a 0,058 mg/ml. Poté dochazelo k nartustu az do
frakce O18(10), kde bylo stanoveno nejvice proteinu a to 1,30 mg/ml. Pro oba ¢asové intervaly

separace bylo nejvice proteinu obsazeno v té¢zké ¢asti gradientu.

0,8 —@— sachardza 18 hodin

0,7 sachardza 4 hodiny

frakce

Graf 2: Mnozstvi celkového proteinu ve frakcich gradientu sacharézy ve dvou ¢asovych
intervalech separace (4 hodiny — svétle modra kiivka; 18 hodin — tmavé modra kiivka).
Zobrazeno jako primérné hodnoty (+SD) ze tfi samostatnych izolaci pro 4 hodinovou separaci

a péti izolaci pro 18 hodinovou separaci (+SD).
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Graf 3: Mnozstvi celkového proteinu ve frakcich gradientu Optiprep™ ve dvou &asovych
intervalech separace (4 hodiny — svétle oranzova kiivka; 18 hodin — tmaveé oranzova kiivka).

Zobrazeno jako primérné hodnoty ze tii izolaci (+SD).

4.1.4 Stanoveni celkového mnozZstvi cholesterolu

Ke spektrofotometrickému stanoveni celkového cholesterolu pfitomného v LR/DRM ve
frakcich byla vyuzita komeréni diagnosticka sada od firmy Erba Lachema (viz 3.4.7). MnozZstvi
celkového cholesterolu ve frakcich bylo spocitdno pomoci standardu a vyjadieno v ug

cholesterolu na mg proteinu a porovnano s distribuci proteinu (grafy 4-7, viz ptilohy).

Pro 4 i 18 hodinové separace v Optiprep™ gradientu bylo nejvice cholesterolu na mg proteinu
stanoveno ve frakcich O4(1) a O18(1) s hodnotami 271,30 pg a 963,16 pg cholesterolu na mg
proteinu (grafy 4 a 5). Pro oba ¢asové intervaly gradientu Optiprep™ bylo zjisténo, Ze nejvice

cholesterolu na mg proteinu obsahovala lehka ¢ast gradientu.

Pro 4 hodinové separace v sachar6zovém gradientu bylo nejvice cholesterolu na mg proteinu
stanoveno ve frakci S4(7) s hodnotou 56,73 pg cholesterolu na mg proteinu (graf 6). Mnozstvi
cholesterolu po 4 hodinové separaci Se Vv ostatnich frakcich pohybovalo v rozmezi 20-50 pg
cholesterolu na mg proteinu. Nejvice cholesterolu na mg proteinu po 4 hodinové separaci

obsahovala stfedni ¢ast gradientu.

Pro 18 hodinové separace v sachar6zovém gradientu bylo nejvice cholesterolu na mg proteinu

stanoveno ve frakci S18(1) s hodnotou 456,51 pg na mg proteinu (graf 7). Poté dochazelo ke
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kontinualnimu poklesu mnozstvi cholesterolu. Nejvice cholesterolu na mg proteinu po 18

hodinové separaci obsahovala lehka ¢ast gradientu.

4.1.5 Stanoveni koncentrace thiolovych skupin

Ke spektrofotometrickému stanoveni obsahu volnych thiolovych skupin proteint pfitomnych
v LR/DRM ve frakcich byla vyuzita Ellmanova metoda (viz 3.4.8). Koncentrace volnych
thiolovych skupin ve frakcich byla stanovena pro kazdy gradient pomoci standardniho

piidavku N-acetyl-L-cysteinu a vyjadiena v uM (grafy 8-9 viz piilohy).

Nejvyssi koncentrace volnych thiolovych skupin v sachar6zovém gradientu po 4 hodinové
separaci byla stanovena ve frakci S4(13) s hodnotou 2,66 uM (graf 8). Nejvyssi koncentrace
volnych thiolovych skupin po 18 hodinové separaci byla stanovena ve frakci S18(12)
s hodnotou 5,25 uM (graf 8).

Nejvyssi koncentrace volnych thiolovych skupin v gradientu Optiprep™ po 4 hodinové
separaci byla stanovena ve frakci O4(11) s hodnotou 2,93 uM (graf 9). Nejvyssi koncentrace
thiolovych skupin po 18 hodinové separaci byla stanovena ve frakci O18(9) s hodnotou
7,80 uM.

4.1.6 Western blot a detekce proteini
Detekci proteinii ptitomnych v LR/DRM ptedchazela SDS elektroforéza a pienos na
membranu (viz 3.4.9 a 3.9.10). Na membran¢ byly nasledn¢ detegovany proteiny asociované

s DRM/LR (kaveolin-1 a flotillin-1, obrazky 17-24 viz pfilohy) pomoci protilatek.

Pro sacharozovy gradient po 4 hodinové separaci bylo nejvice kaveolinu-1 detegovano ve
stiedni a tézké Casti gradientu (obr. 17). Po 18 hodinové separaci byla distribuce kaveolinu-1
posunuta do stfedni ¢asti gradientu, nejvice bylo proteinu detegovano ve frakci S18(4), coz
odpovidéa rozmezi lehké a stfedni Casti gradientu (obr. 18). Pro sacharézovy gradient po 4
hodinové separaci bylo nejvice flotillinu-1 detegovano ve stiedni ¢asti gradientu (obr. 19). Po
18 hodinové separaci bylo nejvice flotillinu-1 detegovano na rozmezi lehké a stiedni Casti

gradientu (obr. 20).

Pro gradient Optiprep™ bylo po 4 hodinové separaci nejvice kaveolinu-1 detegovano v lehké
a stfedni Casti gradientu (obr. 21). Po 18 hodinové separaci doSlo ke zakoncentrovani
kaveolinu-1 do stfedni ¢asti gradientu (obr. 22). Pro gradient Optiprep™ bylo po 4 hodinové
separaci nejvice flotillinu-1 v lehké casti gradientu (obr. 23). Po 18 hodinové separaci doslo

k posunu do stiedni ¢asti gradientu (obr. 24).
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4.1.7 Elektrochemicka analyza

Elektrochemickd méfeni byla provedena metodou chronopotenciometrické rozpoustéci
analyzy konstantnim proudem (CPSA). Méteni bylo provadéno pouze pro gradient sacharozy
pro oba casové intervaly separace — 4 hodiny (graf 10) a 18 hodin (graf 11). Pro
elektrochemicka méfeni byly izolované frakce spojeny dle tabulky 8. Individudlni podminky
pro elektrochemicka méteni jsou uvedeny v popisku piislusnych grafi. Méfeni probihala
pfenosem (ex situ). Byly zaznamenavany zmény vySky piku H v pfislusnych spojenych
frakcich.
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Graf 10: Zmény vysky piku H sacharézového gradientu pro 4 hodinovou separaci. Vzorek
frakce LR/DRM (10 ul) adsorbovan 30 sna rtutovou kapku HDME elektrody, méfeno
ptenosem ve fosfatovém pufru pH 6,5 ve tfech opakovanich (+=SD). Limitni potencial -2 V,
rozpoustéci proud -95 pA, maximalni ¢as méteni 120 s. Zaznamenano jako vyska piku H na

frakci (zméteno pii -1,95 V).
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Graf 11: Zmény vysky piku H sacharézového gradientu pro 18 hodinovou separaci. VVzorek
frakce LR/DRM (10 ul) adsorbovan 30 sna rtutovou kapku HDME elektrodu, méfeno
prenosem ve fosfatovém pufru pH 6,5 ve tfech opakovanich (+=SD). Limitni potencial -2 V,
rozpoustéci proud -95 pA, maximalni ¢as méteni 120 s. Zaznamendno jako vyska piku H na

frakci (zméfeno pii -1,95 V).

Pik H souvisi s pfitomnosti proteint/peptidi resp. lysinu, cysteinu, argininu a histidinu

(ptipadné dalsich komponent schopnych katalyzovat vyluovani vodiku) ve vzorku. 2%
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5 Diskuze

Mezi zékladni vlastnosti pfisuzované LR/DRM je jejich schopnost odolavat plisobeni
neionogennich detergentl za nizkych teplot. *° K izolaci LR/DRM lze proto vyuZit techniky
vychazejici ztéto vlastnosti. V existujicich protokolech je nejvice pouzivan detergent
Triton X-100 #*, a proto byl zvolen do této diplomové prace. K izolaci LR/DRM byla pouzita
bunééna linie HeLa. Tato bunécna linie je bézné dostupna na pracovisti a roste s dostate¢nou
rychlosti. Byl vypracovan izola¢ni protokol pro izolaci LR/DRM z HelLa bunécné linie

vychazejici z protokolt Pike a kol. 12, Persaud-Sawin a kol. 222 a Graham a kol. 22

Izola¢ni postup Ize shrnout do nékolika zakladnich bodi: (A) inkubace s detergentem; (B)
centrifugace a odebrani supernatantu; (C) separace LR/DRM obsazenych v supernatantu
pomoci ultracentrifugace v hustotnim gradientu; (D) odebrani frakci; (D) stanoveni celkového
proteinu, cholesterolu, volnych thiolovych skupin, proteini asociovanych s LR/DRM,

oxida¢né-redukénich ptemén ve frakcich.

V mé praci byla porovnavana ucinnost gradientl pro separaci na zakladé ultracentrifugace ve
dvou hustotnich gradientech, a to gradient sachardzy (42,5%; 35%; 5%) a gradient Optiprepu™
(25%; 20%; 10%). 117

Kromé¢ slozeni gradientu byla srovnavana i doba ultracentrifugace — 4 hodiny a 18 hodin pro
oba gradienty. SniZeni ¢asového intervalu separace by vedlo ke sniZeni ¢asové narocnosti
celého izola¢niho postupu. Sledovala jsem schopnost gradientu separovat domény LR/DRM a

jejich zakoncentrovani v urcité ¢asti gradientu.

Z distribuce proteini asociovanych s LR/DRM napti¢ gradientem, lze fici, ze cely gradient
obsahuje LR/DRM domény, které se lisi ve své velikosti/hustoté, proto byly oba gradienty

rozdéleny na 3 ¢asti odpovidajici rozdéleni gradientu podle hustotnich frakei. 224

Sacharozovy gradient byl rozdélen na lehkou ¢ast pro frakce S4/18(1-4) odpovidajici 5%
sacharodze, sttedni cast pro frakce S4/18(5-8) odpovidajici 35% sacharoze a tézkou pro frakce
S4/18(9-13) odpovidajici 42,5% sacharoze. Gradient Optiprepu™ byl rozdélen na lehkou ¢ast
pro frakce 04/18(1-4) odpovidajici 10% Optiprepu™, stiedni pro frakce 04/18(5-8)
odpovidajici 20% Optiprepu™ a tézkou pro frakce 04/18(9-13) odpovidajici 25%
Optiprepu™,
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Stanoveni mnoZstvi celkového proteinu (viz 4.1.3)

Ke stanoveni celkového mnozstvi proteinu ve frakcich byla vyuzita metoda BCA stejné jako
v publikaci Persaud-Sawin. 2?2 Tato metoda je ve srovnani s metodou Bradfordové méné

nachylna na interferenci s detergenty. 2%°

Gradient sachar6zy se Vv distribuci celkového proteinu napii¢ frakcemi lisil pii porovnani délky
separace. Distribuce celkového proteinu 4 hodinové separace se vice podobala protokolu
Persaud-Sawin, ktery popisoval 18 hodinovou separaci pii 200 000g a 4 °C, kdy dochazelo
k narustu celkového proteinu v 5 frakci. MnozZstvi proteinu se vSak ¢tyinasobné lisilo, coz
protokol Persaud-Sawin popisuje izolaci z mozkové tkang. 222 Distribuce celkového proteinu
po 18 hodinové separaci kontinualné nardstala, coZ se neshoduje s protokolem Persaud-Sawin,
nicméné jej lze porovnat s jinymi pracemi. 22 Po rozdéleni gradientu na 3 ¢asti dle hustoty
frakci, 1ze pro 4 1 18 hodinovou separaci fici, ze nejmén¢ proteinu se nachazi v lehké ¢asti
gradientu. To odpovida piedpokladu, ze frakce nejvice obohacené o LR/DRM vykazuji

nejmensi mnoZstvi proteinu a jsou obohaceny o cholesterol. 112

Gradient Optiprepu™ se v obou ¢asovych intervalech separace vyznamné nelisil v distribuci
celkového proteinu. Pro 4 i 18 hodinovou separaci se nejméné proteinu nachazelo v lehké ¢asti
gradientu, coz je srovnatelné i s gradientem sachardzy. Tyto vysledky odpovidaji predpokladu,
ze frakce nejvice obohaceny o LR/DRM maji malo proteinu a jsou obohaceny o cholesterol.
V porovnani s protokolem Persaud-Sawin jsou vsak vysledky separace rozdilné. Protokol
popisuje zvySené mnozstvi proteinu v lehké ¢asti gradientu, coz neodpovida predpokladu, ze
frakce nejvice obohacené o LR/DRM maji relativné malo proteinu. Protein v gradientu
kontinualné nenarustal, nebot’ se mnozstvi proteinu pohybovalo v rozmezi 400-1000 pg téméf

ve v§ech frakcich. 2%
Stanoveni mnoZzstvi celkového cholesterolu (viz 4.1.4)

Ke spektrofotometrickému stanoveni celkového cholesterolu ve frakcich byla vyuzita
komercni diagnosticka sada od firmy Erba Lachema. Mnozstvi celkového cholesterolu bylo
spoCitdn0 pomoci standardu a vyjadieno v ug cholesterolu na mg proteinu. To bylo nésledné

porovnano s distribuci celkového proteinu ve frakcich v kombinovaném grafu.
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U obou gradientt je patrné, Zze kromé 4 hodinové separace v gradientu sacharozy, obsahuje
nejvice cholesterolu vici proteiniim prevazné lehka ¢ast gradientu, coz se shoduje s distribuci

celkového cholesterolu vztazeného na celkovy protein popsanou v protokole Pike a kol.11?
Stanoveni mnoZstvi volnych thiolovych skupin (viz 4.4.5)

Ke spektrofotometrickému stanoveni obsahu volnych thiolovych skupin proteina ve frakcich
byla vyuzita Ellmanova metoda. Podle vypracovanych grafi 8 a 9 distribuce volnych
thiolovych skupin napfi¢ obéma gradienty pfiblizné kopiruje kiivky distribuce celkového
proteinu ve frakcich. Nejvice volnych thiolovych skupin bylo pfitomno v tézké ¢asti gradientu
Optiprep™. Pro 4 hodinovou separaci gradientu Optiprep™ se hodnoty pohybovaly v rozmezi
0,2-2,9 uM. Pro 18 hodinovou separaci gradientu Optiprep™ se hodnoty pohybovaly
v rozmezi 0,2-7,8 uM. Nejvice volnych thiolovych skupin gradientu sacharézy bylo ptitomno
taktéz v tézké Casti gradientu. Pro 4 hodinovou separaci se hodnoty pohybovaly v rozmezi
0,25nM az 2,66 uM. Pro 18 hodinovou separaci se hodnoty pohybovaly v rozmezi
0,32-5,25 puM.

V biologickych systémech jsou thiolové skupiny ptitomny v proteinech obsahujici Cys zbytky
a v molekulach jako je glutathion. Thioly jsou vyznamna redukéni ¢inidla a nukleofily. Podili
se na bunécné signalizaci, strukturni stabilizaci a udrZzeni homeostazy. Ve vétSing€ proteintl je
cystein zastoupen méné nez 3 %. Proteiny bunécného povrchu obsahujici thiolové skupiny jsou
napiiklad proteindisulfidisomerasa, thioredoxin, Na/K ATPasa, 5'-nukleotidasa, akvaporin a

dalsi 227, 228

V buiikach jsou thiolové skupiny pfitomny v milimolarnich koncentracich a existuji pfevazné
ve své redukované formé. Celkova koncentrace glutathionu se pohybuje v rozmezi 2-17 mM.
Thiolové skupiny proteinii jsou zastoupeny v koncentracich 10-50 mM. V extracelularnim

prostoru je koncentrace thiolovych zbytki snizena a pohybuje s v rozmezi 0,4-0,6 mM. 28
Distribuce proteint asociovanych s LR/DRM (kaveolin-1 a flotillin-1, viz 4.1.6)

V této diplomové praci byly pouzity proteiny kaveolin-1 a flotillin-1, které patii mezi zakladni
proteinové markery LR/DRM. Kaveolin-1 (21, 24 kDa) je jednim ze zakladnich proteinovych
markertl kaveol v PM bunégk. 4+ 12 Flotillin-1 (47 kDa) se pouZiva jako zakladni proteinovy

marker LR/DRM v PM bungk. 81222

Distribuce kaveolinu-1 se ve dvou ¢asovych intervalech separace pro gradient sachardzy lisila.

Pro 4 hodinovou separaci je protein piitomen napfi¢ celym gradientem. Nejvice proteinu bylo
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detegovano ve frakci S4(13), coz odpovida tézké Casti gradientu. Jeho piitomnost v tézké Casti
gradientu a nizké zastoupeni v lehké ¢asti naznacuje, Zze 4 hodinova separace koncentruje
LR/DRM domény v téz8ich castech gradientu. V ptipad¢é 18 hodinové separace v gradientu
sacharozy je distribuce kaveolinu-1 posunuta vice do stiedni ¢asti, nicméné je patrné, ze
nedoslo k vyraznému zakoncentrovani proteinu zadné ¢asti gradientu. Vyvstava otazka, zda by
pii prodlouzeni doby separace nad 18 hodin dochézelo k dalsimu zakoncentrovani ¢i naopak

,Fozmyti* proteinu ve frakcich gradientu.

Pro protein flotillin-1 byla distribuce napii¢ gradientem sachar6zy po 4 hodinové separaci
patrna nejvice na rozmezi lehké a stiedni casti (frakce 4-6). Nejvice flotillinu-1 bylo
detegovano ve frakci S4(4). Po 18 hodinové separaci doslo k posunu a zakoncentrovani
proteinu v rozmezi lehké a stiedni Casti gradientu, nejvice ve frakcich S18(3) - S18(5). To
naznacuje, ze prodlouzeni separace ze 4 na 18 hodin vede ke zakoncentrovani LR/DRM domén

ve stfedni ¢asti gradientu.

Vysledky 4 hodinové separace sachardézového gradientu se vice shoduji s protokolem
Persaud-Sawin, 2?2 kde je flotillin-1 piitomen napfi¢ celym gradientem sacharézy a neni
detegovan v prvnich dvou frakcich. Porovnani 18 hodinové separace se neshoduji, nebot
v mych experimentech je flotillin-1 vice zakoncentrovan do lehké ¢asti gradientu (frakce 3-5),

ktera je zaroveii obohacena o cholesterol a vyznacuje se snizenym mnoZzstvim proteinu. 222

Distribuce kaveolinu-1 v gradientu Optiprepu™ se pro oba ¢asové intervaly lisila. Pro 4
hodinovou separaci je protein piitomen napfi¢ gradientem nejvice v lehké a stiedni ¢asti (frakce
1-10) s malym zastoupenim v nejtézsich frakcich (11-13). V porovnani s gradientem sachardzy
stejného ¢asového intervalu dochazi k posunu proteinu z tézké ¢asti gradientu, coz naznacuje,
ze gradient Optiprepu™ vice koncentruje LR/DRM vV gradientu. V ptipadé 18 hodinové
separace v gradientu Optiprepu™ dochazi k zakoncentrovani kaveolinu-1 do stfedni &asti
gradientu (frakce 6-9). To naznacuje, ze prodlouzeni doby separace vede ke koncentraci

LR/DRM do stiedni &4sti gradientu jak pro Optiprep™, tak i sacharozu.

Pro protein flotillin-1 v gradientu Optiprep™ byla distribuce rozdilnd v obou &asovych
intervalech. Pro 4 hodinovou separaci bylo nejvice proteinu detegovano v lehké ¢asti gradientu
nejvice ve frakcich 04(2)-0O4(4). V ptipad¢ 18 hodinové separace doslo k posunu proteinu do
stfedni ¢asti gradientu do frakci O18(6)-018(8), coz 1ze porovnat s protokolem Persaud-Sawin,

kde je flotillin-1 nejvice pfitomen ve frakcich 3-5. 2?2 V porovnani se sachar6zovym
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gradientem lze fici, ze gradient Optiprepu™ je schopny vice koncentrovat LR/DRM

v gradientu.
Elektrochemicka analyza (viz 4.1.7)

Pro méfeni oxidacné—redukénich pfeméen byla vyuzita CPSA metoda. Méfeni bylo provadéno
pouze pro gradient sachar6zy pro oba ¢asové intervaly separace (4 hodiny i 18 hodin). Gradient
Optiprep™ nebyl pomoci této metody analyzovan, nebot’ dochéazelo k interferencim. Byly
odecteny vysky piku H. Pro 4 hodinovou separaci byl pik H nejvyssi v lehké ¢asti gradientu
(graf 10), coz mlze souviset s pritomnosti aminokyselinovych zbytku (histidin, lysin, cystein,
arginin) odpovidajici za elektrokatalytickou reakci. Po 18 hodinové separaci byl pik H nejvyssi
ve stfedni ¢asti gradientu (graf 11). To, zda za pik H odpovidaji pouze proteiny obsazené
Vv jednotlivych frakcich nebo i jiné komponenty schopné katalyzovat vylu€ovani vodiku bude
predmétem dalsiho vyzkumu. Vzhledem k tomu, Ze nejvyssi koncentrace proteinu se vyskytuje
v tézkych frakcich (grafy 2 a 3) Ize ptedpokladat, Ze by se do elektrokatalytické reakce mohly

zapojovat i dalsi nizkomolekularni latky.
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6 Zavér

V této diplomové praci byl sepsan literarni piehled na téma lipidové rafty/detergent rezistentni
membrany, jejich zdkladni vlastnosti a interakce. V experimentalni ¢asti byl vypracovan
izolacni protokol vyChazejici z nerozpustnosti téchto mikrodomén plazmatické membrany
V neionogennich detergentech a nasledné ultracentrifugace. Jako detergent byl zvolen Triton
X-100. Byly porovnany dva separa¢ni gradienty (sacharéza, Optiprep'™) ve dvou rtiznych
Casovych intervalech separace (4 hodiny, 18 hodin). Bylo stanoveno mnozstvi celkového
proteinu ve frakcich s hodnotami v rozmezi 0,075-0,91 mg/ml pro gradienty sachar6zy a 0,039-
1,30 mg/ml pro gradienty Optiprep™. Bylo stanoveno mnozstvi celkového cholesterolu ve
frakcich s hodnotami 271,30-963,16 ug cholesterolu na mg proteinu pro gradienty Optiprep™
a 56,73-456,51 pg cholesterolu na mg proteinu pro gradienty sachar6zy. Dale byla stanovena
koncentrace volnych thiolovych skupin ve frakcich s hodnotami v rozmezi 0,00025-5,25 uM
pro gradienty sacharézy a 0,25-7,8 uM pro gradienty Optiprep™. Byly stanoveny proteiny
asociované s lipidovymi rafty/detergent rezistentnimi membranami kaveolin-1 a flotillin-1.
Z namétenych dat vyplyvd, Ze oba gradienty jsou vhodné pro separaci lipidovych
raftii/detergent rezistentnich membran. Ziskané vysledky budou pouzity k dalsimu vyzkumu
interakci lipidovych rafti/detergent rezistentnich membran a farmakologicky aktivnimi

ligandy a pro ucely lipidomickych a proteomickych analyz.
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Graf 4: Mnozstvi cholesterolu ve frakcich gradientu Optiprep™ po 4 hodinovém intervalu
separace vyneseno jako zavislost pug cholesterolu na mg proteinu (oranzova ktivka). Porovnano

s distribuci celkového proteinu (modra kiivka). Méfeni byla provedena ve tfech opakovanich

(SD).
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Graf 5: Mnozstvi cholesterolu ve frakcich gradientu Optiprep™ po 18 hodinovém intervalu
separace vyneseno jako zavislost pug cholesterolu na mg proteinu (oranzova kiivka). Porovnano

s distribuci celkového proteinu (modré kiivka). Méfeni byla provedena ve tfech opakovanich

(+SD).
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Graf 6: Mnozstvi cholesterolu ve frakcich gradientu sacharézy po 4 hodinovém intervalu

separace vyneseno jako zavislost pug cholesterolu na mg proteinu (oranzova ktivka). Porovnano

s distribuci celkového proteinu (modra kiivka). Méfeni byla provedena ve tfech opakovanich

(=SD).
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Graf 7: Mnozstvi cholesterolu ve frakcich gradientu sacharézy po 18 hodinovém intervalu

separace vyneseno jako zavislost pug cholesterolu na mg proteinu (oranzova ktivka). Porovnano

s distribuci celkového proteinu (modra kiivka). Méfeni byla provedena ve tfech opakovanich

(+SD).
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Graf 8: Koncentrace volnych thiolovych skupin gradientu sacharézy ve dvou casovych

intervalech separace (4 hodinova — tmavé modra kiivka; 18 hodinové — svétle modré kiivka).

Mgéfeno pii 412 nm. Méfeni byla provedena ve tiech opakovanich (+SD).
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Graf 9: Koncentrace volnych thiolovych skupin ve frakcich gradientu OptiprepTM ve dvou

casovych intervalech separace (4 hodinova — tmaveé oranzova kiivka; 18 hodinova — svétle

oranzova kiivka).

Meéfeno pti 412 nm. Méfeni byla provedena ve tiech opakovanich (+SD).
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Obrazek 17: Zastoupeni kaveolinu-1 (molekulova hmotnost 21, 21 kDa) v gradientu
sacharézy po 4 hodinové separaci. Podminky: primérni protilatka 1:1000 v 5% mléce/TBST
byla inkubovéana 24 hodin pii 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teplot¢.
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Obrazek 18: Zastoupeni kaveolinu-1 (molekulova hmotnost 21, 24 kDa) v gradientu
sacharézy po 18 hodinové separaci. Podminky: primérni protilatka 1:1000 v 5% mléce/TBST
byla inkubovana 24 hodin pii 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovéna 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
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Obrazek 19: Zastoupeni flotillinu-1 (molekulova hmotnost 47 kDa) v gradientu sacharoézy po
4 hodinové separaci. Podminky: primarni protilaitka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovana 24 hodin pti 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovana 1 hodinu pii laboratorni teplot¢.
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Obrazek 20: Zastoupeni flotillinu-1 (molekulova hmotnost 47 kDa) v gradientu sacharoézy po
18 hodinové separaci. Podminky: primarni protilatka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla
inkubovdna 24 hodin pii 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teplot¢.
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Obrazek 21: Zastoupeni kaveolinu-1 (molekulova hmotnost 21, 24 kDa) v gradientu
Optiprep™ po 4 hodinové separaci. Podminky: primarni protilatka 1:1000 v 5% mléce/TBST
byla inkubovana 24 hodin pii 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovéna 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
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Obrazek 22: Zastoupeni kaveolinu-1 (molekulova hmotnost 21, 24 kDa) v gradientu
Optiprep™ po 18 hodinové separaci. Podminky: primarni protilatka 1:1000 v 5%
mléce/TBST byla inkubovana 24 hodin pii 4 °C; sekundéarni protilatka 1:5000 v 5%
mléce/TBST byla inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
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Obriazek 23: Zastoupeni flotillinu-1 (molekulova hmotnost 47 kDa) v gradientu Optiprep™
po 4 hodinové separaci. Podminky: primarni protilatka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla
inkubovana 24 hodin pfi 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovana 1 hodinu pii laboratorni teplot¢.
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Obriazek 24: Zastoupeni flotillinu-1 (molekulova hmotnost 47 kDa) v gradientu Optiprep™
po 18 hodinové separaci. Podminky: primarni protilatka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla
inkubovana 24 hodin pfi 4 °C; sekundarni protilatka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla

inkubovana 1 hodinu pfi laboratorni teploté.
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