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Seznam zkratek 
A P (3-amyloidní peptid 

A C /V-acetyl-L-cystein 

A M K aminokyseliny 

A P S peroxosíran amonný 

B C A kyselina bicinchoninová 

B C R B-buněčný receptor 

B S A hovězí sérový albumin 

C C R 5 buněčný chemokinový receptor 5 

C H A P S 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-l-propansulfonat 

C P S A chronopotenciometrická rozpouštěcí analýza konstantním proudem 

Cryo-em kryoelektronová mikroskopie 

C X C R 4 C - X - C chemokinový receptor typu 4 

D I G z angl. „detergent-insoluble glycolipid-enriched domains" 

D M S O dimethylsulfoxid 

D T N B kyselina 5,5'-dithio-bis(2-nitro)benzoová 

D R M detergent rezistentní membrány 

E D T A sodná sůl kyseliny ethylen- 1,2-diamintetraoctové 

eNOS endotelová syntasa oxidu dusnatého 

E R endoplazmatické retikulum 

F B S fetální bovinní sérum 

F C S fluorescenční korelační spektroskopie 

F R E T Forsterův rezonanční přenos energie 

GPI glykosylfosfatidylinositol 

G P M V vezikuly plazmatické membrány (z angl. „giant plasma membrane vesicles") 

G U V velké unilamelární vezikuly (z angl. „giant unilamellar vesicles") 

H A hemaglutinin 

H M D E visící rtuťová kapková elektroda 

H I V virus lidské imunitní nedostatečnosti 

H S A lidský sérový albumin 

i S C A T interferometrická skenovací mikroskopie 

L d fluidní neuspořádaná fáze 

Lo fluidní uspořádaná fáze 
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L R lipidové rafty 

M A M membrány asociované s mitochondriemi (z angl. „mitochondria associated 

membranes") 

M D C K z angl. „Madin-Darby canine kidney cells" 

M ß C D methyl-ß-cyklodextrin 

N E A A neesenciální aminokyseliny 

N O X nikotinamid adenin dinukleotid fosfát oxidasa 

N S O M optická skenovací mikroskopie v optickém poli 

P A L M fotoaktivovaná lokalizační mikroskopie 

P B S z angl. „phosphate buffer saline" 

P M plazmatická membrána 

R B L - 2 H 3 z angl. „basophilic leukemia cells" 

R O S reaktivní formy kyslíku 

rpm otáčky za minutu 

R T K receptory tyrosin kinas 

S A R S - C o V virus syndromu náhlého akutního respiračního selhání 

SD směrodatná odchylka 

SDS laurylsulfát sodný 

S N A R E z angl. „soluble Af-metylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor' 

SPT sledování jednotlivých částic 

S T E D mikroskopie se stimulovanou emisní deplecí 

SV40 opičí vakuolační Polyomavirus 40 

T B S z angl. „Tris buffer saline" 

T B S T TBS-Tween® 20 

T E M E D AWiV'.iV'-tetramethylendiamin 

T IR 2 z angl. „transferrin receptor 2" 

T L R 1 / 2 z angl. „toll-like" receptory 1 a 2 

T N F - a z angl. „tumor necrosis factor a" 

T N F R 1 z angl. „tumor necrosis factor a receptor 1" 

Tris 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol 
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Cíle diplomové práce 

Cílem této práce je vypracovat literární rešerši na téma lipidových raftů a j ím podobných 

struktur. V teoretické části podat stručný přehled jejich zastoupení v biologických 

membránách, charakterizaci a jejich biologické relevanci. Dále pak doplnit rešerši o techniky 

izolace, charakterizace a interakce těchto domén s farmakologicky aktivními Ugandy. 

V praktické části bylo cílem optimalizovat izolaci lipidových raftů/detergent rezistentních 

membrán z H e L a buněčné linie a charakterizovat je pomocí elektroforetických, 

spektrofotometrických, elektrochemických a imunochemických metod. 

Cíle praktické části jsou: 

• Provést izolaci lipidových raftů/detergent rezistentních membrán z HeLa buněčné linie 

a sestavit optimalizovaný protokol izolace. 

• Pomocí spektrofotometrických měření stanovit přítomnost celkového proteinu, 

cholesterolu a volných thiolových skupin. 

• Pomocí imunochemických metod stanovit přítomnost proteinů jakožto markerů 

lipidových raftů. 

• Pomocí elektrochemických metod zkoumat oxidačně-redukční přeměny. 
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1 Úvod 

Zásadním krokem v poznání struktur biologických membrán byl popis plazmatické membrány 

pomocí modelu fluidní mozaiky. Tento model popisoval plazmatickou membránu jako 

primárně lipidovou matrix s náhodně distribuovanými proteiny. 1 Dalším studiem bylo však 

dokázáno, že plazmatická membrána obsahuje shluky jak lipidů, tak proteinů a je vysoce 

heterogenním systémem. Pro tyto „shluky" vzniklo mnoho označení, mezi něž patří i termín 

lipidové rafty. 

Lipidové rafty jsou plazmatické membránové domény obsahující vysoký podíl cholesterolu a 

sfingolipidů. Zároveň jsou to vysoce dynamické a heterogenní struktury bez pevně definované 

velikosti. Proteiny přítomné v těchto strukturách se významně podílejí na regulaci řady 

buněčných procesů vč. buněčné signalizace. L R jsou strukturní domény existující v živých 

buňkách, které lze izolovat jako detergent rezistentní membrány. 2 

Předmětem diplomové práce byla izolace a fyzikálně-chemická charakterizace lipidových 

raftů/detergent rezistentních membrán izolovaných z H e L a buněčné linie. Získané frakce 

lipidových raftů byly charakterizovány pomocí elektroforetických, spektrofotometrických a 

byly prozkoumány jejich oxidačně-redukční přeměny. 
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2 Teoretická část 

2.1 Vlastnosti membrány 

Plazmatická membrána (PM) je základní obal živé buňky oddělující vnitřní prostory buňky od 

okolního prostředí. Je to selektivně propustná asymetrická dvouvrstva membránových lipidů 

s proteiny (obr. 1). Kromě přirozené bariéry slouží P M k transportu a komunikaci buněk se 

svým okolím. Je považována za dvoudimenzionální tekutinu (model fluidní mozaiky), ve které 

se mohou obsažené lipidy i proteiny omezeně pohybovat. 3 ' 1 

Obrázek 1: Obecné uspořádání plazmatické m e m b r á n y . 3 

2.1.1 S ložen í m e m b r á n y 

Nejpočetnější složkou P M živočišných buněk jsou lipidy, které představují asi 50 % hmoty. 

Na oblast 1 x 1 um vychází přibližně 5 x 10 6 molekul lipidů. Základem struktury 

membránových lipidů (také označovaných jako amfipatické) je hydrofilní část („hlavička") s 

hydrofobním koncem (obr. 2A). M e z i nejběžnější lipidy P M patří fosfolipidy, sfingolipidy, 

glykolipidy a cholesterol. Membrány živočišných buněk obsahují pravděpodobně více než 

tisícovku různých lipidů díky variabilitě uhlovodíkových řetězců a množství polárních 

hydrofilních hlaviček. Jejich distribuci dvouvrstvou zajišťuje řada enzymů flipas a flopas. 3 

• Hydrofobní konec 

Hydrofobní konec je tvořen uhlovodíkovým řetězcem acylů mastných kyselin. 

V případě fosfolipidů jsou to řetězce dva, které se mohou lišit v délce (14-24 atomů 

uhlíku) a přítomností dvojných vazeb (stupeň nasycení). Přítomnost dvojné vazby na 

acylovém řetězci vytváří malou nepravidelnost, která znesnadňuje přiléhání 

uhlovodíkových řetězců na sebe, a tím zvyšuje fluiditu celé membrány. 3 ' 4 
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• Hydrofílní hlavička 

Hydrofilní hlavička se v případě fosfolipidů s acylovým řetězcem pojí přes glycerol a 

fosfát, na který navazuje cholin (fosfatidylcholin), serin (fosfatidylserin), inositol 

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

A) 

i 
hydrofilní 
hlavičko 

hydrofobni 
konec 

B) 

• O - C O R t 

- O - C O R 2 

O " 

• O - P - O X 
II 
c 

H 2 H 2 Y e 
— C - C - N + M e cholin 

Me 

H 2 H 
— c - c - c o o -

1 senn 
N H 3

+ 

i-'2 M U + ethanolamin 
— C - Lŕ~ IN H3 

H O I 

H 0 Í Í ^ 5 d H i n 

O H 

ositol 

Obrázek 2: A ) Obecná struktura membránového lipidu; 5 B) Struktury fosfolipidů. 

Kromě fosfolipidů existují v P M také sfingolipidy. Základní strukturou všech sfingolipidů je 

tzv. ceramid, který vzniká navázáním mastné kyseliny na aminoskupinu sfingosinu pomocí 

amidové vazby (obr. 3). Ceramid lze dále modifikovat substitucí na hydroxylové skupině 

prvního uhlíku pomocí sacharidové složky (glykosfingolipidy - cerebrosidy, sulfatidy, 

gangliosidy) nebo fosfocholinové složky (sfingomyelin). 3 ' 4 

Subst í tuent (R ) sfingolipid 

H 

fosfrxholin 
sacharid 

ceramid 
sfingomyelin 
glykosfingolipid 

CERAMID 

Obrázek 3: Obecná struktura ceramidu. 
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P M je vysoce heterogenní v lipidovém složení vně i uvnitř buňky. Toto rozložení se u různých 

buněk a živočichů liší. Vnější vrstva savčích buněk obsahuje ve zvýšené míře fosfatidylcholin 

a sfingomyelin. Naopak vnitřní vrstva disponuje zvýšeným podílem fosfatidylserinu, 

fosfatidylcholinu a fosfatidylinositolu. Navzdory tomuto obecnému rozdělení přežvýkavci 

(převážně ovce) nemají ve svých membránách skoro žádný fosfatidylcholin a tento nedostatek 

kompenzují zvýšenou mírou sfingomyelinu. 6 ' 7 

2.1.1.1 Cholesterol 

Cholesterol je steroidní amfipatická molekula přítomná v eukaryotních buňkách 

s hydroxylovou skupinou orientovanou vně dvojvrstvy a uhlovodíkovým řetězcem 

orientovaným dovnitř membrány. K syntéze cholesterolu dochází na endoplazmatickém 

retikulu (ER). Snižuje fluiditu membrány, neboť vyplňuje mezery vzniklé mezi nenasycenými 

uhlovodíkovými řetězci. Zároveň zvyšuje hydrofobní charakter membrány. 8 

Nejméně cholesterolu je přítomno v membránách E R , Golgiho aparátu, mitochondriích a jádře. 

Nejvíce je ho obsaženo v P M . 9 Množství cholesterolu se také liší napříč buňkami a tkáněmi. 

Zvýšený obsah cholesterolu lze najít v P M červených krvinek, myelinových membránách 

Schwannových buněk, buňkách oční čočky. 3 ' 9 

2.1.1.2 Lipidy plazmatické membrány a jejich interakce s cholesterolem 

Lipidy buněčné membrány lze rozdělit podle jejich teploty fázového přechodu (T m ) z gelové 

fáze do fluidní neuspořádané fáze a počtu dvojných vazeb na acylovém řetězci. Rozlišujeme 

lipidy neobsahující dvojné vazby (nasycené), které mívají vyšší T m , a lipidy obsahující dvojné 

vazby (nenasycené), které mívají nižší T m . Typickým příkladem lipidů s vysokou T m hojně 

zastoupených v P M je fosfatidylcholin a sfingomyelin. M e z i lipidy s nízkou T m patří například 

l-palmitoyl-2-oleoylfosfatidylcholin a dioleoylfosfatidylcholin. 1 0 , 1 1 

Cholesterol přítomný v P M vykazuje zvýšenou afinitu k lipidům s vysokou T m , neboť jejich 

flexibilní nasycené acylové řetězce přiléhají na plochou rigidní strukturu cholesterolu více, než 

lipidy s dvojnou vazbou (obr. 4). To vede k silnějším přitažlivým van der Waalsovým 

interakcím a jejich seskupování do méně fluidních domén. Oproti tomu lipidy s nízkou teplotou 

tání cholesterol a lipidy s vysokou T m odpuzují. Repulze se zvyšuje s rostoucím počtem 

dvojných vazeb. Vzhledem k množství polynenasycených lipidů v membráně živočišných 

buněk, je pravděpodobné, že tyto odpudivé síly vůči cholesterolu a lipidům s vysokou T m 

významně podporují tvorbu lipidových mikrodomén v membráně. u ' 1 2 ' 1 3 ' 1 4 ' 1 5 ' 1 6 
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Cholesterol 

přitažlivé síly odpudivé síly 

o 
Nasycené 
lipidy 

odpudivé síly Nenasycené 
lipidy 

Obrázek 4: Vztah cholesterolu k lipidům P M . 

2.1.1.3 Proteiny 

Asymetrické rozložení lipidů a proteinů napříč plazmatickou membránou je zásadní pro 

signalizaci a transport mezi buňkami. Proteiny plazmatické membrány se dělí na 

transmembránové (integrální) a periferní. Pohled na membránu jako na moře lipidů s volně 

plujícími proteiny je však zjednodušený. Buňky mohou seskupovat určité proteiny plazmatické 

membrány a tím vytvářet membránové domény. Proteiny mohou být poutány na struktury vně 

i uvnitř buňky a vytvářet tak spoje nebo se podílet na tvorbě buněčných kompar tmen tů . 3 

2.1.2 G e l o v á fáze , fluidní n e u s p o ř á d a n á fáze a f lu idní u s p o ř á d a n á fáze 

Typická fosfolipidová dvojvrstva při nízkých teplotách tvoří tzv. gelovou fázi („solid-ordered", 

So, obr. 5). V gelové fázi jsou acylové řetězce lipidů uspořádané, což vede ke snížení laterální 

mobility fosfolipidů (rychlost difúze 10"1 0 c m 2 s"1). Po zvýšení teploty nad teplotu fázového 

přechodu T m lipidy „roztají" a vytváří fluidní neuspořádanou fázi („liquid disordered/liquid-

crystalline", ld) s mnohem vyšší rychlostí laterální difúze (rychlost 10"7 až 10"8 c m 2 s"1) a 

možností transverzální difúze mezi vrstvami („flip-flop"). Kromě teploty fázového přechodu 

nelze opomenout vliv tlaku. Rychlost transverzální difúze je nižší (i několik hodin/dnů) než 

rychlost difúze laterální, neboť translokace polární hlavičky přes hydrofobní část dvojvrstvy 

vyžaduje značnou aktivační anergii. Pokud jsou v membráně přítomny molekuly cholesterolu, 

dochází k tvorbě třetí, fluidní uspořádané fáze („liquid ordered", 10). Molekuly cholesterolu se 

orientují ve dvoj vrstvě tak, aby polární hydroxylová skupina byla v blízkosti polární hlavičky 

fosfolipidů, což snižuje mobilitu uhlovodíkových řetězců acylů v jejich okolí. Uspořádaná 10 

fáze je méně fluidní než neuspořádaná ld fáze, ale více fluidní než gelová fáze. Rychlost 

laterální difúze je u ld fáze vyšší oproti 10 fázi. u ' 1 3 ' 1 7 
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Obrázek 5: Obecné schéma fází lipidové dvojvrstvy. 17 

2.1.3 M e m b r á n o v ý transport a signalizace 

Jednou z hlavních funkcí P M je regulace transportu molekul. Jen pro málo z nich P M 

nepředstavuje žádnou překážku. Malé nenabité polární molekuly mohou pomocí volné difúze 

procházet přes membránu poměrně snadno (voda, ethanol). Naopak nabité a rozměrné 

molekuly (signální molekuly, ionty, aminokyseliny, nukleotidy, sacharidy) volně přes 

membránu neprochází (prostá difúze by trvala příliš dlouho). Tyto látky využívají transportních 

proteinů (např. póry, kanály, pumpy, přenašeče). 1 8 

Kromě dělení dle typu transponovaných molekul se transport rozlišuje na pasivní a aktivní 

(obr. 6). Pasivní transport nespotřebovává energii a řadí se do něj prostá difúze a usnadněná 

difúze přes póry, kanály a přenašeče (transportéry). Využívá koncentračního a 

elektrochemického gradientu. Aktivní transport spotřebovává energii a jde proti směru 

koncentračního a elektrochemického gradientu. K přenosu molekul přes membránu využívá 

transportní membránové proteiny. 1 8 

dvojná 
vrstva 
lipidů 

kanálový 
protein 

prostá kanálem 
difúze zprostředkovaný 

transport 
I  

přenašečový 
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transport 
I L 

PASIVNÍ TRANSPORT 
J 

AKTIVNÍ TRANSPORT 

Obrázek 6: Srovnání pasivního a aktivního transportu 18 
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2.2 Lipidové rafty 

Představení modelu fluidní mozaiky v roce 1972 dalo podnět k dalšímu studiu složení P M . 1 K 

distribuci lipidů a membránových proteinů napříč P M nedochází náhodně, nýbrž podléhá 

potřebě koncentrovat a zapojovat tyto složky do cytoskeletu, signalizačních a transportních 

kaskád. 1 9 

Z těchto poznatků vychází předpoklad existence heterogenního systému s doménami. Původně 

se uvažovala existence lipidových klastrů v membráně, které tyto domény tvoří. Hlavní hnací 

silou pro jejich vznik jsou interakce lipid-lipid, které vychází z biofyzikálni ch vlastností lipidů 

v membráně. 2 0 ' 2 1 

Přínosem v tomto bádání byly publikované práce vycházející z poznatků o nerozpustnosti 

komponent P M v neionogenních detergentech. 2 2 ' 2 3 ' 2 4 ' 2 5 ' 2 6 ' 2 7 ' 2 8 

Představa o existenci domén byla následně rozšířena o poznání, že oblasti membrány 

nerozpustné v detergentech obsahují ve zvýšené míře steroly (cholesterol), sfingolipidy, 

glykolipidy a asociované proteiny (převážně GPI-kotvené proteiny), které se podílejí na 

buněčné signalizaci a transportu. 2 9 ' 3 0 ' 3 1 ' 3 2 ' 3 3 

V průběhu let pro tyto struktury vzniklo několik terminologických označení. Ty převážně 

vycházely z jejich nerozpustnosti v neionogenních detergentech při nízkých teplotách. 

Z tohoto vychází nej častější pojmenování detergent rezistentní membrány ( D R M ) a detergent 

rezistentní glykolipid/glykosfingolipid obohacené komplexy/membrány (DIG, z angl. 

„detergent-insoluble glycolipid-enriched d o m a i n s " ) . 3 4 ' 3 5 ' 3 6 ' 3 7 ' 3 8 ' 3 9 ' 

Rezistence k detergentům byla považována za základní vlastnost těchto mikrodomén, nicméně 

pozdějším studiem bylo zjištěno, že použití detergentu k jejich izolaci nereprezentuje dokonale 

jejich in vivo existenci, neboť se předpokládá ovlivnění jejich struktury během interakce 

s detergentem. 4 0 ' 4 1 

V roce 1997 publikovaná práce skupinou Simons a kol . ustanovila termín l ipidové rafty (LR), 

který se ujal k popisu těchto struktur. L R jsou strukturní domény existující v živých buňkách, 

které lze izolovat jako D R M . Tyto mikrodomény mohou vznikat interakcí l ipid-lipid, l ipid-

protein nebo zapojením těchto domén do membránového cytoskeletu. 4 2 ' 4 3 
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2.2.1 Detergent rez i s tentn í m e m b r á n y 

Domény P M obohacené o sfingolipidy a cholesterol vykazují sníženou rozpustnost 

v neionogenních detergentech (např. Triton X-100, Chaps, Brij a další) při nízkých teplotách a 

lze je izolovat jako nízko hustotní frakce detergent rezistentních membrán ( D R M ) v 

hustotním gradientu pomocí ultracentrifugace. Díky vysokému obsahu lipidu D R M komplexy 

vystoupají v nízkohustotním gradientu při ultracentrifugaci. Takto izolované fragmenty P M lze 

nazývat detergent rezistentní membrány ( D R M ) a reprezentují 10 fázi. D R M lze izolovat 

z různých typů buněk a tkání: epitelové buňky, fibroblasty, hematopoetické buňky, buňky 

endotelu, adipocyty, svalové buňky, neurony, buňky melanomu. 4 2 ' 4 4 ' 4 5 

Domény nerozpustné v detergentech obsahují specificky asociované proteiny. Těmi jsou 

nejčastěji GPI-vázané proteiny (první identifikované proteiny v D R M ) 2 8 ' 3 6 ' 4 6 , tyrosin kinasy 

rodiny Src, 3 7 ' 4 7 ' 4 8 , a podjednotka heterotrimerního G-proteinu 4 9 , endotelová syntasa oxidu 

dusnatého a další. Tyto proteiny jsou ukotveny v P M pomocí nasycených acylových zbytků. 

Proteiny mohou být ukotveny na nasycené acyly přes GPI kotvu nebo 5-acylací (palmitoylací) 

a Af-myristoylací. 3 9 ' 5 0 ' 4 2 

Mezi obecně přijímané vlastnosti lipidových raftů patří jejich: 

A . Velikost 10-200 nm 

B . Heterogenita a vysoká dynamika (struktury existují nejen v prostoru ale i v čase) 

C. Podílí se na kompartmentizaci buněčných procesů a mohou být stabilizovány pomocí 

interakcí protein-lipid nebo protein-protein. 

Hlavní funkcí L R v živých buňkách je schopnost koncentrovat signální molekuly a podporovat 

tak jejich interakce. 4 2 ' 2 

2.2.2 Kaveoly 

Kaveoly jsou považovány za specifickou podtřídu L R o velikosti přibližně 25-100 nm 

(obr. 7). 5 1 Díky své specifické struktuře byly identifikovány dříve než L R . 5 2 ' 5 3 Kaveoly také 

vykazují sníženou rozpustnost v neionogenních detergentech a jejich existence je podmíněna 

přítomností cholesterolu a sfingolipidů. Jejich charakteristickým proteinem je kaveolin, který 

lze izolovat jako součást D R M . Nicméně ne všechny D R M obsahují kaveolin. Navíc lze 

kaveolin izolovat i z buněk, které kaveoly neobsahují. u ' 5 4 
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Obrázek 7: Struktura kaveol a planárních lipidových raftů 51 

Kaveoly jsou vchlípeniny plazmatické membrány nacházející se v mnoha buňkách (adipocyty, 

endoteliální buňky, fibroblasty, buňky hladkého svalstva a další). Ve lmi vzácně se vyskytují 

ve kmenových a nervových buňkách. Kaveoly jsou v membráně stabilizovány aktinovými 

filamenty cytoskeletárního systému. Podílí se na signalizaci a vezikulárním transportu 

(endocytóze), kdy bez účasti klathrinu (podrobněji v kapitole 2.2.3.1) vytváří váčky (50-60 nm) 

a transportuj! sfingolipidy, albumin, kyselinu listovou, cholesterol a další. 5 1 ' 5 5 

2.2.2.1 Struktura kaveol 

P M je převážně planární struktura a jakýkoliv ohyb či vychlípení vyžaduje jistý druh 

mechanického tlaku, respektive energii schopnou membránu deformovat (obr. 8). Vytvarování 

kaveol, které jde „proti" principům lineárního uskupení membrány, musí mít proto pro buňku 

význam. Struktura kaveolinu a jeho množství v membráně hraje zásadní roli ve vzniku a 

velikosti kaveol. Je známo, že v membráně tvoří hetero a homooligomery přibližně 15 molekul 

proteinu. Integrální proteiny obsahující hydrofobní část nemusí být vždy stejně „široké" jako 

hydrofobní část plazmatické membrány. Případný rozdíl v šířce vyvolá napění, které 

membránu deformuje. Následkem takovéto deformace může docházet k agregaci proteinů. 

V případě caveolinu dochází při jejich agregaci k morfologickým změnám na membráně, které 

vedou k vychlípení. 5 6 
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Obrázek 8: Interakce kaveol s m e m b r á n o u . 5 6 

Dělení kaveolinů 

Proteinová rodina (kaveolin-1, kaveolin-2, kaveolin-3) o hmotnosti 21-22 kDa je přítomna 

napříč tkáněmi. V e své vlásenkové asymetrické struktuře obsahuje jednu hydrofobní doménu 

(32 A M K ) a dva hydrofilní konce (N-konec 101 A M K , C-konec 43 A M K ) směřující do 

cytoplazmy. Kaveoliny vykazují silnou afinitu k cholesterolu a po jeho depleci dojde 

krozvolnění samotné struktury kaveol. 5 5 Kaveolin-1 (dvě isoformy C a v - l a a Cav-l|3) a 

kaveolin-2 jsou exprimovány v mnoha typech buněk (adipocyty, buňky endotelu, fibroblasty). 

Kaveolin-3 je protein specificky exprimovaný ve svalových buňkách (kosterní svalstvo, hladké 

a srdeční). Kaveolin-3 je nejvíce podobný kaveolinů-1 (na 65 % identický a přibližně na 85 % 

p o d o b n ý ) . 5 7 - 5 8 ' 5 9 

Kaveoin-1 byl poprvé izolován v roce 1989 z R S V (Rous sarcoma virus) fibroblastů slepic jako 

natyrosinu (Tyrl4) fosforylovaný protein. 6 0 

2.2.3 B i o l o g i c k á relevance kaveol 

2.2.3.1 Endocytóza 

Proces endocytózy patří mezi základní transportní mechanismy buňky. Nejběžněji endocytóza 

zahrnuje interakci makromolekuly se specifickým receptorem na povrchu membrány a tvorbu 

váčku pomocí proteinu clathrinu, který se „zaškrtí" pomocí proteinu dynaminu. 6 1 

Nicméně existují další mechanismy, které klathrin k endocytóze nevyužívají. Jedním z nich je 

i kaveolární transport. V e struktuře kaveol se také nachází proteiny dynaminy, které oddělí 

váček (50-60 nm) od plazmatické membrány. 6 2 Tento mechanismus je specifický a pro vstup 

do buňky částečně využívaný například choleratoxinem, tetanotoxinem, 5 3 opičím vakuolačním 

polyomavirem 40. 6 3 Kromě virů lze pomocí kaveol transportovat i buňce vlastní látky jako 

cholesterol, albumin, kyselinu listovou, fosfoglukoizomerasu, alkalickou fosfatasu a další. 5 5 ' 
64, 65 
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2.2.3.2 Scaffold proteiny 

Kaveoliny hrají důležitou roli jako tzv. scaffold proteiny, kdy napomáhají interakcím 

signálních molekul v kaveolách bez vlastní enzymatické aktivity. M e z i signální molekuly, 

které takto kaveoliny využívají, patří například a-podjednotka G proteinu, H-Ras proteiny, Src 

rodina tyrosin kinas, endotelová syntasa oxidu dusnatého. 

• Heterotrimerní G-proteiny (velké G-proteiny, také velké GTPasy) jsou proteiny 

signálních drah, ve zvýšené míře přítomné ve struktuře kaveol, kde cytosolová doména 

kaveolinu-1 přímo interaguje s neaktivní a-podjednotkou G-proteinu a může regulovat 

GTPasovou aktivitu G proteinu. 6 6 ' 6 7 ' 6 8 

• H-Ras proteiny patří mezi malé G-proteiny (také malé GTPasy) a stejně jako 

heterotrimerní G-proteiny přímo interagují s kaveolinem-1. Protože H-Ras proteiny 

jsou molekuly zapojené do signálních drah, může interakce s kaveolinem-1 ovlivňovat 

jejich funkci. H-Ras proteiny ovlivňují molekuly zapojené do mitózy a buněčné 

diferenciace, často ovlivňující vznik lidských a zvířecích nádorů. 6 7 ' 6 9 

• c-Src tyrosin kinasa (Protoonkogen c-Src) je protein nereceptorových tyrosin kinas, 

který ve své kinasové doméně obsahuje tyrosin. Fosforylací tyrosinu je c-Src 

inhibován. Ovlivňuje buněčný růst a signalizaci. Kaveolin-1 interaguje s c-Src a 

potlačuje jeho tyrosin kinasovou aktivitu. 6 7 ' 6 9 

• Endotelová syntasa oxidu dusnatého (eNOS) vykazuje schopnost interagovat 

s kaveoliny. V buňkách endotelu interaguje s kaveolinem-1 7 0 a ve svalových a 

srdečních buňkách interaguje s kaveolinem-3. 7 1 Interakce kaveolinů s eNOS může 

ovlivňovat aktivitu eNOS, což může zasahovat do produkce oxidu dusnatého 

v buněčném endotelu. 7 2 

2.2.3.3 Receptory spřažené s G-proteiny 

V e struktuře kaveol bylo identifikováno několik receptoru spřažených s G-proteinem: 

endothelin 7 3 , bradykinin 7 4 , muskarinový acetylcholinový receptor 7 5 , ß-adrenergni 

receptory 7 6 . Asociace těchto receptoru se strukturami kaveol je v některých případech 

iniciována až po vazbě receptorového agonisty. To může naznačovat zapojení kaveol do 

iniciace signálních drah, j ež j sou s těmito receptory spojovány. 6 8 
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2.2.3.4 Interakce s inzulínovým receptorem 

Inzulínový receptor, patřící do skupiny tyrosinkinasových receptoru, hraje zásadní roli 

v udržování glukózové homeostázy. Zvýšená exprese kaveolinu-3 indukuje fosforylaci 

substrátu inzulínového receptoru 1, což ukazuje na schopnost kaveolinu podílet se na aktivaci 

insulinového receptoru. 7 7 

2.2.3.5 Mediátory apoptózy 

Cholesterol a sfingolipidy jsou hlavními lipidovými komponenty kaveol a přímo interagují 

s kaveolinem-1. Sfingolipidy (např. sfingomyelin) jsou substrátem pro tvorbu ceramidu 

(intracelulární sekundární buněčný posel). Kaveolin-1 asociuje s cytoplazmatickou doménou 

proteinu p75 (nádorový supresor zapojený do regulace buněčného cyklu a apoptózy) a 

podporuje hydrolýzu sfingomyelinu v oblasti kaveol. 7 8 ' 7 9 

2.3 Proteom lipidových raftů 

L R jsou komplexní a dynamické struktury, různorodé ve velikosti a proteinovém složení, které 

se může v čase měnit. Proteiny asociované s lipidovými rafty neslouží pouze jako signální 

molekuly, ale hrají i strukturní roli v jejich stabilizaci. 1 5 

Mezi základní proteiny asociované s lipidovými rafty patří: 

Flotilliny (flotillin-1, flotillin-2, 47 kDa) jsou považovány za všudypří tomné markety 

lipidových raftů a kaveol. Existuje pro ně další méně časté pojmenování: reggie-1 a reggie-2. 8 0 

Flotillin-1 je exprimován převážně v jaterních buňkách, svalových buňkách a fibroblastech. 

Flotillin-2 je zastoupen napříč všemi buňkami. 8 1 Flotilliny interagují se substrátem 

inzulínového receptoru (komplex C A P - C b l ) a ukotvuje jej do lipidových raftů, což napovídá 

o roli flotillinu a lipidových raftů v procesu vstřebávání glukózy, kterého se inzulínový receptor 

účastní. 8 2 Exprese flotillinu je spojována s výskytem Alzheimerovy choroby, což lze využít 

jako marker tohoto onemocnění. 8 3 

Raftlin (63 kDa) 8 4 je protein exprimovaný pouze ve struktuře lipidových raftů. M á roli 

v aktivaci B-lymfocytů, neboť je asociován s B-buněčným receptorem (BCR) na jejich 

povrchu. B-lymfocyty jsou buňky imunitního systému zodpovědné především za specifickou, 

protilátkami zprostředkovanou imunitní odpověď. Deplece raftlinu vede ke narušení struktur 

L R a negativně ovlivňuje fungování B C R receptoru. 8 4 ' 8 5 
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Glykosylfosfatydilinositol (GPI) ukotvené proteiny jsou organizovány do mikrodomén na 

povrchu buněk, kde se nachází v klastrech často jako homodimery. Jejich existence 

v membráně je závislá na přítomnosti cholesterolu, který napomáhá jejich organizaci. 

V případě odstranění buněčného cholesterolu dochází k rozpadu těchto klastrů i samotných 

mikrodomén. 4 6 ' 8 6 Prekurzory GPI jsou syntetizované na endoplazmatickém retikulu (ER) a po 

spojení s proteiny a následné úpravě na Golgiho komplexu jsou transponovány na povrch 

buňky. 3 4 Shlukování GPI ukotvených proteinů ovlivňuje jejich funkčnost a zapojení do 

signálních drah. Proteiny využívající GPI kotvu se nachází pouze na vnější straně membrány a 

zastávají mnoho funkcí (receptory, hydrolytické enzymy, adhezní molekuly, inhibitory proteáz 

Dalšími zásadními proteiny asociovanými s L R jsou: Src rodina nereceptorových tyrosin 

kinas 4 8 ' 3 7 , receptory tyrosin kinas ( R T K ) 9 1 , transferrin receptor 2 (TfR2) 9 2 , alkalická fosfatasa 

(patří mezi GPI vázané proteiny). 3 6 

2.4 Izolace lipidových raftů/detergent rezistentních membrán 

První pokusy o izolace vycházely z postupů pro detergent rezistentní membrány. Zásadní práce 

publikovaná v roce 1992 (Brown a kol.) 3 4 , vycházející z práce Lisanti a kol. 9 3 popisuje izolaci 

frakce GPI-kotvených proteinů z M D C K (z angl. „Madin-Darby canine kidney cells") 

epitelové buněčné linie pomocí neionogenního detergentu Triton X-100 (obr. 8) při 0 °C. 

Buňky inkubované s 1% detergentem, byly dále separovány pomocí ultracentrifugace v 

hustotním gradientu sacharózy. Při ultracentrifugaci došlo k oddělení nízko hustotní frakce 

obsahující převážně GPI-kotvené proteiny a glykosfingolipidy. 3 4 

Použití detergentu k izolaci L R / D R M poskytuje pouze omezené množství informací o 

lipidových raftech a jejich funkci v nativní membráně živých buněk. Kromě studií modelových 

membrán vznikaly i další izolační techniky, které nevyužívaly detergenty. 4 0 

a další). 87, 88, 89, 90 

I CH3I ( 
CH3 

Obrázek 8: Struktura detergentu Triton X-100. 
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2.4.1 M a t e r i á l pro izolaci l i p i d o v ý c h ra f tů /de tergent rez i s tentn ích m e m b r á n 

Původní práce se zaměřují na izolaci z buněčných linií savčích buněk. Buňky 

epitelu - převážně zmiňovaná M D C K buněčná linie 3 4 ' 9 4 , fibroblasty 9 5 , C H O (z angl. „Chines 

hamster ovary") buněčná linie 3 6 , buněk bazofilní leukémie (RBL-2H3) 9 6 , hematopoetické 

kmenové buňky a další. K izolaci lipidových raftů lze využít i tkáně - nervová tkáň, plieni tkáň 
9 7 , svalová tkáň 9 8 a d a l š í . 3 9 

Kromě prací zabývající se izolací L R / D R M ze savčích buněk, existují i publikace popisující 

přítomnost detergent rezistentních membránových domén v kvasinkách. 9 9 ' 1 0 0 

2.4.2 Postup izolace l ip idových ra f tů /de tergent rez i s tentn ích m e m b r á n 

2.4.2.1 Narušení membrán apretreatment 

Tento krok vždy vychází z materiálu, který byl zvolen pro izolaci L R (kultivované buňky, 

tkáně) a je potřeba optimalizovat. Techniky jsou mechanické či fyzikálně-chemické. Mez i 

mechanické patří homogenizátory (Dounce, Potter-Elvehjem), homogenizace pomocí 

skleněných kuliček. Fyzikálně-chemické jsou například sonikace, enzymatická homogenizace, 

detergentová homogenizace a osmotická homogenizace v hypotonickém prostředí. 1 0 1 

2.4.2.2 Metody využívající detergent 

Rozpustnost v detergentech 

V e struktuře L R jsou acylové řetězce pevně přimknuté k sobě a stabilizovány přítomností 

cholesterolu ( L 0 fáze). Neionogenní detergenty jsou těmito strukturami odpuzovány. Naopak 

preferují neuspořádané acylové řetězce, ochotně se v nich koncentrují a vytváří micely. Se 

zvyšující se koncentrací detergentu se acyly rozpouští, přednostně domény neuspořádané (Ld 

fáze). Pokud koncentrace detergentu dosáhne kritické hodnoty, dojde k rozpuštění i domén L R . 

Data získaná použitím těchto metod vypovídají převážně o proteinovém a lipidovém složení, 

nikoliv však o jejich vzájemných interakcích. Míra rozpustnosti závisí na lipidovém složení, 

typu detergentu a teplotě. Proteiny asociované s lipidovými rafty vykazují rozdílnou 

rozpustnost v závislosti na použité koncentraci a typu detergentu. 4 0 

Vliv teploty 

Původní protokoly popisující izolaci D R M uvádí, že práce by měla probíhat za nízkých teplot 

(0-4 °C), neboť by mohlo dojít k rozpuštění komponent D R M . Tyto poznatky vedly 

k předpokladu, že se L R v živých buňkách formují pouze za nízkých teplot a jejich existence 

in vivo byla zpochybněna. 1 0 2 Pozdější práce však popisují izolaci D R M při 20 °C či dokonce 
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37 °C. ' Proteinové markety L R (např. flotillin) jsou hojně přítomné za nízkých teplot, ale 

částečně rozpuštěné při 37 °C. Tyto výsledky indikují, že při 37 °C jsou tyto proteiny méně 

rezistentní vůči působení detergentů. D R M jsou při nízké teplotě stabilnější díky lipid-lipid 

interakcím a odolávají působení detergentu lépe než při 37 °C. Naopak množství cholesterolu 

izolované při 4 °C i 37 °C zůstává podobné. 1 0 4 ' 1 0 5 ' 1 0 6 

Typ detergentu 

K izolaci D R M lze využít celou řadu detergentů. Nejčastěji jsou to neionogenní detergenty 

řady Triton, Brij a Lubrol W X , dále žlučové kyseliny či zwitteriony. Vzhledem k rozdílným 

strukturám detergentů lze předpokládat i rozdílné interakce s buněčnou membránou. Proteiny 

asociované s D R M či lipidovými rafty vykazují rozdílnou rozpustnost v závislosti na použité 

koncentraci a typu detergentu. 4 0 

Řada Triton (Triton X-100, Triton X - l 14) (obr. 8) 

Historicky nejčastěji používaný detergent k izolaci D R M je Triton X-100. Většina protokolů 

vycházející z použití Tritonu jako detergentu uvádí potřebu pracovat při snížené teplotě 

(0-4 °C). Bylo popsáno, že Triton může zvyšovat velikost domén, neboť může docházet k 

jejich agregaci, což stěžuje jejich další charakterizaci. Triton X-100 vykazuje schopnost 

selektivně rozpouštět fosfolipidy vnitřní části dvojvrstvy. Proteiny nerozpustné v Triton X -

100 jen částečně reprezentují všechny proteiny obsažené v L R . 1 0 7 ' 2 3 

Brij96/Brij98 (obr. 9) 

Oba tyto detergenty lze využít k izolaci lipidových raftů, jejich selektivita je však oproti 

Tritonu nižší. Tato různá selektivita reflektuje slabší interakce mezi detergentem a doménami 

a jejich nižší schopnost je rozpouštět, což se negativně projevuje na přítomnosti plazmatických 

proteinů v D R M frakcích. 1 0 8 

Obrázek 9: Struktura detergentů Brij 96 (A) a Brij 98 (B). 
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Lubrol W X (obr. 10) 

Jedná se o slabší detergent, než jsou Triton X-100 a Brij96/98 a pro izolaci D R M je třeba 

udržovat teplotu na 4 °C. Použitím tohoto detergentu byly izolovány proteiny (promininy), 

které se nepodařilo izolovat za pomocí silnějších detergentů. Vznik la tak hypotéza, že je tento 

detergent schopen izolovat nový typ lipidových raftů (Lubrol rafts), ve kterých je prominin 

exprimován. 1 0 9 Nicméně dalším studiem bylo prokázáno, že tento detergent neefektivně 

rozpouští plazmatické proteiny a množství cholesterolu a sfingolipidů je v porovnání 

s Tritonem X-100 násobně nižší. 4 0 

O 

Obrázek 10: Struktura Lubrolu W X . 

2.4.2.3 Metody nevyužívající detergent 

První metodu publikoval Song a kol . v roce 1996 pro izolaci kaveol z M D C K buněk. Buňky 

byly podrobeny působení hydrogenuhličitanového pufru o p H l i s následnou sonikací. Takto 

připravený lyzát byl separován v diskontinuálním gradientu sacharózy po dobu 16 až 20 hodin 

(při 39000 rpm, bez specifikované teploty). 1 1 0 

Další metodu navrhl Smart a kol . cílící na izolaci kaveol z lidských fibroblastů (za nízkých 

teplot). Buňky byly lyžovány v isotonickém pufru obsahujícím E D T A , sacharózu a tricin. 

Následovala centrifugace a sonikace supernatantu, který byl dále separován pomocí 

centrifugace v diskontinuálním gradientu Optiprep™ po dobu 90 minut při 52000 g. 1 1 1 

Z těchto postupů byly během let vypracovány další protokoly, které se zabývaly izolací jak 

kaveol tak obecně lipidových raftů. Zásadní práce z roku 2005 (Pike a kol.) popisovala izolaci 

lipidových raftů pomocí isotonického pufru obsahující vápenaté a horečnaté ionty 

v jednokrokové separaci v gradientu Optiprep™. 1 1 2 

Tyto izolační postupy produkují L R s podobným složením jako D R M a nedávají vzniknout 

artefaktům spojeným s použitím detergentu. 1 1 3 

2.4.2.4 Další techniky 

Imunoizolační metody využívají magnetické mikroskopické částice, jejichž povrch lze pokrýt 

žádanými protilátkami pro proteiny, které chceme izolovat. Tyto částice jsou inkubovány 
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s buňkami, které jsou v následujících krocích podrobeny dusíkové kavitaci. Dusíková kavitace 

je neinvazivní homogenizační technika, během které je na vzorek pouštěn plynný dusík, který 

zkapalní v pufru a samotných buňkách. Náhlá změna tlaku vede dusík k přechodu zpět do 

plynného skupenství a tím dojde k rozrušení buněk, ve kterých je obsažen. Po kavitaci 

následuje separace částic od zbytku buněčného obsahu a vymytí separovaných „imunoizolátů" 

z částic nosiče. 1 1 4 ' 1 1 5 ' 1 1 6 

2.4.2.5 Separace v gradientu 

Díky vysokému podílu lipidů vůči proteinům mají D R M nižší hustotu vůči zbytku 

rozpuštěného buněčného obsahu. Díky tomu lze D R M separovat pomocí ultracentrifugace na 

gradientu, kdy jsou D R M schopny v gradientu vystoupat. Historicky první gradient, na kterém 

byly izolovány D R M byl 5-40 % gradient sacharózy v diskontinuálním uspořádání (obr. I I ) . 3 4 

Sacharózový gradient patří stále mezi nej používanější (nenáročný na přípravu a inertní 

k dalším stanovení). 

5% 

30 % 

40 % 

Obrázek 11: Uspořádání diskontinuálního gradientu sacharózy. 

Dalším často používaným gradientem je gradient připravený z 60% roztoku iodixanolu, 

komerčně známý jako Optiprep™ (obr. 12). Iodixanol byl vyvinut jako neionogenní izotonické 

hydrofilní kontrastní činidlo pro rentgenovou diagnostiku. Díky své nízké toxicitě, optimální 

viskozite a hustotě 1,32 g/ml začal být využíván pro separaci v hustotním gradientu. A dále 

také pro separaci D R M . 1 1 1 - m > 1 1 1 
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Obrázek 12: Struktura iodixanolu tzv. Optiprep . 

2.5 Charakterizace lipidových raftů 

2.5.1 Metody cíl ící na komponenty l ip idových raftů 

Cholesterol a jeho deplece 

Jak bylo uvedeno výše, přítomnost cholesterolu je zásadní pro vznik L R v plazmatické 

membráně buněk. Izolované frakce L R jsou také obohacené o cholesterol. Proto i stanovení 

celkového cholesterolu ve frakcích patří mezi základní stanovení. Ovlivňování obsahu 

cholesterolu by zároveň mělo vést ke změnám ve vlastnostech těchto domén. Existuje množství 

studií popisující změny v obsahu proteinů asociovaných s L R po depleci cholesterolu z jejich 

struktur. Odstranění cholesterolu z buněčných membrán vede i k rozvolnění struktur kaveol. 

107, 120, 113, 106 

K depleci cholesterolu z biologických membrán lze využít například cyklodextriny. 1 2 1  

Cyklodextriny jsou cyklické oligosacharidy složené ze a-( l-4) -spojených 

D-glycopyranozových jednotek. Tyto ve vodě rozpustné molekuly obvykle existují jako 

hexamery (a-cyklodextriny), heptamery (P-cyklodextriny) a oktamery (y-cyklodextriny). 

(3-Cyklodextriny vykazují nej větší afinitu k cholesterolu a jsou nej efektivnější při jeho extrakci 

z buněčných či modelových membrán. Rozpustnost ve vodě je pro a- a y- větší než pro 

P-cyklodextriny, nicméně lze j i zvýšit hydrofilní modifikací (například methylací). 

Methyl-P-cyklodextriny (MpCD) jsou nejčastěji používané k depleci buněčného 

cholesterolu. 1 2 2 

V l i v deplece cholesterolu pomocí M p C D neovlivňuje pouze rozvolnění struktur L R . Příkladem 

je zvýšená permeabilita membrány pro ionty a narušení membránového potenciálu. 1 2 3 Látky 

cílících na syntézu cholesterolu (stat iny) 1 2 4 či jeho modifikaci (cholesterol exidasa) 1 2 5 mohou 
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nahradit M p C D pro rozrušení L R , nicméně jejich specificita a efektivita zatím nebyla 

dostatečně demonstrována. 1 2 3 

2.5.2 Metody vizualizace 

Biofyzikálni metody 

Paralelně se studiem D R M vznikaly studie zabývající se biomimetickými modely buněčných 

membrán. Tyto modely se zaměřovaly na studium fyzikálních principů fázových přechodů 

lipidů P M . 1 2 6 Jedná se o fázové přechody mezi S 0 , ld a 10 fází. 1 7 K e studiu molekulárních 

principů těchto fázových přechodů sloužily: biomimetické monovrstvy 1 2 7 ' , kotvené lipidové 

dvojvrstvy ( S L B , z angl. „supported lipid bilayers") 1 2 8 , nanoskopické dvouvrstvé vezikuly 1 2 9 

a velké unilamelární vezikuly ( G U V , z angl. „giant unilamelar vesicles"). 1 3 0 Ačkoliv se jedná 

o důležité nástroje pro studium fluidní uspořádané fáze a jejího vzniku, nelze výsledky 

z modelových membrán přímo aplikovat na membrány nativní. Většina těchto experimentů 

probíhá v čistě lipidových systémech s malým zastoupením proteinů. 1 3 1 To je v kontrastu 

s biologickou membránou, kde jsou proteiny zastoupeny až z 25 %. 1 3 2 Některé vlastnosti 

syntetických membrán nemusí realisticky reprezentovat situaci in vivo. Například fluidní 

uspořádané fáze modelových membrán vykazují vyšším míru uspořádanosti, než je tomu u 

membrán nativních. 1 3 3 Pokrokem v tomto studiu jsou systémy vezikul plazmatické membrány 

( G P M V , z ang. „giant plasma membráne vesicles"), které více odpovídají nativním 

membránám. G P M V obsahují lipidovou i proteinovou diverzitu buněčných membrán, nicméně 

postrádají zapojení do cytoskeletárního systému a vysokou asymetrii mezi jednotlivými 

vrstvami. 126< 1 3 4 < 1 3 5 

Analytické metody 

L R přítomné v buňkách jsou považovány za nanoskopické domény (<200 nm), proto k jejich 

vizualizaci není možné použít konvenčních optických mikroskopů. Lokalizace molekul 

asociovaných s markety L R pomocí konfokální mikroskopie poskytuje informace o lipidovém 

a proteinovém složení L R , ale nedokáže vizualizovat struktury L R v buňce. 1 3 6 

Techniky, které cílí na překonání těchto omezení jsou fotoaktivovaná lokalizační mikroskopie 

( P A L M ) 1 3 7 , mikroskopie se stimulovanou emisní deplecí (STED) 1 3 8 , optická skenovací 

mikroskopie v optickém poli ( N S O M ) 1 3 9 , sledování jednotlivých částic (SPT) 1 4 ° , 

interferometrická skenovací mikroskopie ( iSCAT) 1 4 1 a fluorescenční korelační spektroskopie 

(FCS). 1 4 2 Spojení S T E D mikroskopie s F C S poskytuje rozlišení přibližně 20-40 nm, čímž lze 

studovat vlastnosti membrány v nano měřítku. 1 4 3 Tyto techniky mohou vysvětlit laterální 
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difúzi, heterogenní organizaci a oligomerizaci molekul ve strukturách L R . V neposlední řadě 

patří mezi zásadní techniky pro studium L R Forsterův rezonanční přenos energie (FRET) . 1 4 4 

Tuto techniku lze uplatniti na studium modelových membrán i živých buněk s jejíž pomocí lze 

studovat nejen samotnou existenci domén, ale i jejich velikost. 1 4 5 , 1 4 6 

Většina zmíněných analytických metod závisí na fluorescenčním značení molekul, což přináší 

jistá omezení. Chování lipidů v membráně závistí na jejich amfifilních vlastnostech a 

interakcích s okolními molekulami. Fluorescenční značky mohou tuto rovnováhu narušit svou 

velikostí, která je často obdobná samotným molekulám lipidů. 1 3 3 ' 1 3 5 

Hmotnostní spektrometrie je vhodný nástroj pro studium lipidového a proteinového složení 

membrán. 1 4 7 Další technikou je Ramanova spektrometrie, pomocí které lze studovat složení 

membránových domén. 1 4 8 Pomocí elektronové mikroskopie lze získat obrázek uspořádání 

molekul buněčného povrchu a asociovaných proteinů ve strukturách L R . 1 4 9 Nevýhodou těchto 

metod je potřeba fixace buněk a jejich barvení, což je u molekul lipidů problematické. 1 3 5 

Preferovanou technikou pro studium L R zůstává převážně fluorescenční mikroskopie, což vede 

k potřebě stálého zdokonalování používaných fluorescenčních značek. 1 3 5 

Kryoelektronová mikroskopie (Cryo-em) patří mezi nejmodernější techniky pro vizualizace 

struktur L R (obr. 13), která dokáže rozlišit sub-nanometrové rozdíly ve tloušťce biologických 

membrán (až 0,5 Á rozdíly v tloušťce dvouvrstvy) bez použití fluorescenční značky. 1 5 0 ' 1 5 1 

lipidpvý raft 
l ; = n 

tloušťka membrány (nm) 

2.5 3.0 3.5 4.0 

A f • • T N ] 

i 
100 nm 100nm y 60 nm 

Obrázek 13: Vizualizace rozdílné tloušťky membrány pomocí Cryo-em. Převzato z Heberle 

a kol . 1 5 1 

2.6 Biologická relevance lipidových raftů 

2.6.1 R o z p o z n á v á n í p a t o g e n ů a sekrece c y t o k i n ů 

L R hrají důležitou roli ve vrozené a adaptivní imunitní odpovědi vůči patogenům. Kromě toho, 

že ve své struktuře obsahují proteiny důležité pro fagocytózu, navíc akumulují receptory 
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rozpoznávající patogeny. 5 Příkladem jsou lektinové receptory typu C a toll-like receptory 

(TLR), využívané k detekci a iniciaci signální kaskády pro vyplavení cytokinů a 

komplementárních systémů pro boj s patogeny. 1 5 3 ' 1 5 4 

T L R receptory j sou součástí vrozeného imunitního systému a slouží jako primární senzory 

pro rozpoznávání patogenů. Rodina T L R obsahuje 10 receptoru, z toho některé jsou přítomné 

na buněčném povrchu (TLR1 , T L R 2 , T L R 4 , T L R 5 , T L R 6 ) a některé j sou intracelulární (TLR3, 

T L R 7 , T L R 8 , TLR9) . Tyto receptory rozpoznávají různé patogeny a spouští sekreci cytokinů, 

která je závislá na přítomnosti cholesterolu. 1 5 4 

Bakteriální lipopolysacharidy se vážou na proteiny, které jsou obsažené ve struktuře L R . Tyto 

proteiny následně iniciují signální kaskádu po interakci s T L R 4 . Narušení L R pomocí nystatinu 

vede k zastavení signální kaskády cytokinů, což naznačuje důležitou roli lipidových raftů 

v aktivaci T L R 4 . 1 5 5 

Dalším T L R receptorem je T L R 2 , který rozpoznává komponenty kyseliny lipoteichove 

buněčné stěny grampozitivních bakterií a je obohacen v L R . 1 5 6 Po interakci buněk s kyselinou 

lipotei chovou je T L R 2 transportován do Golgiho aparátu. Narušení L R pomocí cyklodextrinů 

inhibuje T L R 2 a jeho transport do Golgiho aparátu a tím naznačuje roli L R v aktivaci a 

transportu T L R 2 . 1 5 7 

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

signální kaskády. Tyto receptory byly také nalezeny v doménách L R . 1 5 8 

Dectin-1 (malý glykoprotein patřící do rodiny lektinů typu C) je primárně exprimován 

v dendritických buňkách, makrofázích a neutrofilech a hraje důležitou roli v antimykotické 

imunitě. Je schopen rozpoznávat P-glukany a zymosany a translokovat se spolu se svými 

signálními molekulami (jaterní tyrosin kinasy, fosfolipasy C) do domén L R . Narušení struktury 

L R cyklodextriny vede k zastavení fosforylace S Y K v dendritických buňkách, což napovídá 

zapojení L R v signalizaci dectinu-1. 1 5 9 

Cytokiny j sou rozpustné faktory uvolňované buňkami v odpovědi na infekci a zánět a zároveň 

patří mezi hlavní modulátory imunitního systému. Mez i cytokiny patří T N F (z angl. „tumor 

necrosis factor"). T N F - a je homotrimerní protein patřící do rodiny cytokinů, který se váže 

převážně na T N F receptory 1 (TNFR1). Cytokinové receptory jsou soustřeďovány do L R 

k zprostředkování cytokinové signalizace. Narušení L R vede k redukci uvolňování cytokinů. 

160 
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Mimoto, uvolňování cytokinů vyžaduje fúzi s plazmatickou membránou pomocí S N A R E 

(soluble N-metylmaleimide sensitive factor attachment protein receptor) proteinů, které j sou 

taktéž asociované s lipidovými rafty. 1 6 1 

Ačkoli uvolnění cytokinů je závislé na lipidových raftech, samotná integrita lipidových raftů 

je zpětně ovlivňována signalizací cytokinů. Například protein viperin, který je indukován 

interferony, interaguje s farnesyl difosfát syntasou a inhibuje syntézu cholesterolu a tvorbu 

lipidových raftů. 1 6 2 

2.6.2 A p o p t ó z a a redox signalizace 

Reaktivní formy kyslíku (ROS) produkované ve fagosomech eliminují patogeny přes oxidační 

poškození pomocí vrozených imunitních buněk. 1 6 3 Tím reprezentují důležitý element 

hostitelovy obrany vůči zánětu a infekcím. Nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfát oxidasa 

( N O X ) je hlavním zdrojem R O S v hostitelské buňce, jehož komponenty j sou asociovány s L R . 

Narušení L R snižuje produkci R O S , neboť nedochází k asociaci cytosolových komponent 

N O X komplexu v plazmatické membráně. 1 6 4 

Lipoproteinový agonista TLR1/2 z Mycobacterium tuberculosis, spouští translokaci T L R 2 a 

protein kinasy C do struktury lipidových raftů a indukuje produkci R O S . Narušení lipidových 

raftů v makrofázích vede ke snížené produkci R O S . Zvýšená koncentrace R O S v důsledku 

infekce napomáhá odstranění patogenů pomocí aktivace apoptózy a nekroptózy. 1 6 5 

2.6.3 L i p i d o v é rafty jako v s t u p n í centra pro viry 

Prvním krokem virové infekce je vstup virové částice do buňky hostitele. K tomu je potřeba 

spojení s receptory buněčné membrány, které jsou obohaceny ve strukturách L R . L R jsou 

zásadní komponenty interakcí mezi patogenem a hostitelem na buněčném povrchu (iniciace 

signalizace pomocí receptoru, zprostředkování buněčného transportu). 1 6 6 

Vstup HIV-1 do buňky probíhá po rozpoznání glykoproteinu pgl20, který se nachází na virové 

obálce. Receptory buněčného povrchu C D 4 + T-lymfocytů, které tento glykoprotein 

rozpoznávají jsou C D 4 koreceptor, buněčný chemokinový C C R 5 receptor a C - X - C 

chemokinový receptor typu 4 ( C X C R 4 ) . Tyto receptory jsou asociované s L R . Navíc 

cholesterol přítomný v L R vyžadují některé glykoproteiny na povrchu HIV-1 pro vazbu viru 

na povrch buňky. 1 6 7 ' 1 6 8 
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Virus vaccinia se shlukuje u lipidových raftů, kde interaguje s CD98 glykoproteiny 2 typu a 

spouští endocytózu. Narušení lipidových raftů a CD98 vede k redukci endocytózy viru 

vaccinia, což ukazuje na roli lipidových raftů ve vstupu viru do buňky. 1 6 9 

Hemaglutinin (HA) glykoprotein viru chřipky je zásadní komponent pro spojení a fúzi viru 

s buňkou. K tomu dochází snáze v doménách lipidových raftů, což naznačuje jejich využití ke 

vstupu do buňky. 1 7 0 

Opičí vakuolační polyomavirus 40 (SV40) je po infikování v buňkách transportován do 

membrán obohacených o kaveoly. Specifické narušení kaveol pomocí nystatinu vede k blokaci 

vstupu SV40 do buněk. 1 7 1 

Lidský herpes virus-6 (HHV-6) vstupuje do buňky pomocí vazby na receptor CD46, který je 

asociován s lipidovými rafty. Deplece cholesterolu inhibuje vstup H H V - 6 do buněk. Následná 

zpětná substituce cholesterolu vstup do buněk zpětně umožňuje. 1 7 2 

Asociace s lipidovými rafty pro vstup do buňky byla popsána i pro některé viry z rodiny 

koronavirů. Například virus myší hepatitídy 1 7 3 , vir infekční bronchitídy 1 7 4 , virus syndromu 

náhlého akutního respiračního selhání ( S A R S - C o V ) . 1 7 5 

Výstup patogenů z buněk je zásadní pro rozšíření infekce do dalších buněk, tkání či hostitelů. 

Patogeny mohou indukovat apoptózu a prasknutí buněk pomocí tvorby „výčnělků" či tzv. 

buddingu, který zahrnuj e interakce s lipidovými rafty. Pro tento krok viry využívají cholesterol 

hojně přítomný ve strukturách L R . M e z i viry, které takovýto systém využívají patří virus lidské 

imunitní nedostatečnosti (HIV) 1 6 8 ' 1 7 6 ' 1 7 7 

2.6.4 F a r m a c e u t i c k é Ugandy působ íc í na l ip idové rafty 

Mnoho receptoru využívaných patogeny pro vstup do buňky asociují s L R . Tudíž cílení na 

domény raftů může být významná strategie boje proti infekci. 1 7 8 

Některé farmaceutické přípravky vykazují schopnost interakce s L R , která vede k blokaci 

vstupu patogenů do buňky. Mez i sloučeniny cílící na L R patří: 

Statiny 

Statiny jsou látky využívané k léčbě kardiovaskulárních onemocnění navíc 

s popsanými protizánětlivými účinky. Jsou schopny inhibovat 3-hydroxy-3-methyl glutaryl 

( H M G - C o A ) reduktasu, která je zodpovědná za produkci kyseliny mevalonové. Kyselina 

mevalonová je prekurzor pro syntézu buněčného cholesterolu a isoprenoidů. Cholesterol je 
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zásadní komponent L R , se kterými asociují receptory rozpoznávající patogeny. Inhibice 

produkce isoprenoidů vede ke snížení prenylace proteinů, a tudíž i snížení zánětlivé reakce. 1 7 9 

Statiny vykazují také protivirové vlastnosti. Jsou schopny inhibovat replikaci HIV-1 viru v 

C D 4 + T buňkách, kdy zvyšují expresi proteinu p21, který tlumí činnosti komplexu cyklin-

dependentních kinas s cyklinem. Tento komplex inhibuje aktivaci a proliferaci imunitních 

buněk. Navíc jsou schopny inhibovat expresi C C R 5 , který je součástí vstupní dráhy viru HIV-1 

do buňky. 1 8 0 Studie popisující tyto účinky využívaly například atorvastatin 1 8 1 a nystatin. 1 8 2 

Statiny inhibují uvolňování virů z hostitelských buněk pomocí snížení přístupnosti 

cholesterolu, který je pro uvolnění zásadní. 1 8 3 

Kromě viru HIV-1 vykazují statiny protivirové vlastnosti například vůči viru chřipky 

(fluvastatin) 1 8 4 , viru hepatitídy C (fluvastatin) 1 8 5 , S A R S - C o V - 2 (fluvastatin) 1 8 6 , lidský 

respirační syncytiální virus (lovastatin). 1 8 7 

Propofol je krátkodobě působící anestetikum s popsanými imunomodulačními vlastnostmi. 

Redukuje sekreci cytokinů TNF-a , které se vyplavují v průběhu imunitní odpovědi na 

patogeny. 1 8 8 

Některá antidepresiva vykazují schopnost interagovat s receptory asociovanými s L R . 1 8 9 Tyto 

interakce mohou mít v l iv na schopnost buněk bojovat s patogeny. 1 8 9 ' 1 9 0 

2.6.5 N e u r o d e g e n e r a t i v n í o n e m o c n ě n í 

V nervovém systému vedou změny metabolismu lipidů asociované se špatnou funkcí 

nervového systému k abnormálním funkcím L R , a tím napomáhají vývoji patogenních změn 

nervového systému. 1 9 1 

Některé změny složení lipidů v mozku jsou spojovány s procesem fyziologického stárnutí. 

Mez i takovéto změny patří snížení celkového množství lipidů, změny v množství a 

profilu polynenasycených mastných kyselin, snížené množství gangliosidů, změny struktur 

sfingolipidů. Je složité prokázat vztah mezi těmito změnami a postupným snižováním 

fyziologického výkonu, který vzniká jako součást stárnutí mozku. Nicméně studie naznačují, 

že tyto změny mají efekt na fyzikálně-chemické vlastnosti L R , tudíž mohou L R samy 

podstupovat přirozené procesy stárnutí. 1 9 1 ' 1 9 2 

Vrozená metabolická onemocnění vycházející z chyb v metabolismu sfingolipidů často vedou 

k fatálním neurodegenerativním onemocněním. Příkladem může být Tay-Sachsova choroba 
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(defekt degradace gangliosidů v lysozomech) 9 3 , některé formy Gaucherovy choroby (defekt 

aktivity glukosylceramidasy) 1 9 4 , Niemann-Pickova choroba typu A (nedostatek kyselé 

sfingolmyelinasy). 1 9 5 Některé vrozené změny v přeměnách a ukládání cholesterolu mají 

spojitost s chronickými neurodegenerativními nemocemi a jsou spojovány s uspořádáním L R . 

191 

Huntingtonova choroba je neurodegenerativní dědičné onemocnění. Je způsobováno mutací 

genu kódující protein huntingtin a je spojena se změnami v metabolismu cholesterolu. Tyto 

změny jsou zprostředkovány účinky mutovaného proteinu na proteiny regulující steroly. 1 9 6 

Vedou ke změně hladiny cholesterolu v neuronálních P M a snížení životnosti neuronů. 

V mozkové tkáni pacientů trpících Huntingtnovou chorobou bylo pozorováno výrazné snížení 

koncentrace gangliosidů a abnormální exprese genů kódujících různé glykosyltranferasy 

zapojené do biosyntézy gangliosidů. Takovéto změny v koncentraci gangliosidů a jejich v l iv 

na organizaci L R mohou vysvětlit přítomnost huntingtoninu v L R a jeho vliv na apoptózy 

° 197 198 
neuronu. ' 

Parkinsonova choroba je neurodegenerativní onemocnění centrální nervové soustavy, které 

přímo souvisí s úbytkem nervových buněk v části mozku známé jako Substantia nigra. Tyto 

buňky za normálního stavu produkují dopamin. U pacientů trpících Parkinsonovou chorobou 

je pozorována snížená hladina cholesterolu v séru a neregulovaná hladina cholesterolu 

v mozkové tkáni. 1 9 9 Několik proteinů spojovaných s tímto onemocněním (např. parkin, 

a-synuklein) byly pozorovány ve strukturách neuronálních L R . 2 0 0 ' 2 0 1 V mozkové tkání 

pacientů trpících Parkinsonem bylo pozorováno množství změn v lipidovém složení L R 

(zvýšení množství polynenasycených řetězců mastných kyselin, snížení množství cerebrosidů 

a sulfatidů). 2 0 2 

Alzheimerova choroba je běžně se vyskytující onemocnění převážně u starších osob 

charakterizované progresivní degenerací neuronů v částech mozku zodpovědných za paměť a 

učení. Alzheimerova choroba zahrnuje postupné usazování P-amyloidní peptidu (A|3) a 

degeneraci neuronů. Dva hlavní faktory přispívají k progresi tohoto onemocnění. Jsou to 

oxidační stres a zvýšená produkce neurotoxického A p . Hlavním zdrojem A p je štěpení 

prekurzorového proteinu enzymem sekretasou. A p poškozuje neurony indukcí oxidačního 

stresu spojeného s buněčnou membránou. Tím poškozuje membránové transportéry a narušuje 

homeostázu iontů. 2 0 3 

36 



Vazba A p na membránu hraje zásadní roli v agregaci A p a následném propuknutí onemocnění. 

Lidská mozková tkáň obsahuje ve zvýšené míře gangliosidy (převážně G M 1 ) , které asociují 

do struktur L R . A p je schopen interagovat s G M 1 , což je zásadní pro jeho agregaci na 

membránu. Studie ukazují, že A p může indukovat oxidační stres ve struktuře L R a narušovat 

signální dráhy spojené s rafty. 1 9 1 

2.6.6 K a r d i o v a s k u l á r n í o n e m o c n ě n í 

Ateroskleróza je jednou z hlavních příčin kardiovaskulárních onemocnění lidské populace. 

Vzniká jako výsledek nadměrné akumulace lipidů (převážně oxidovaných lipoproteinů - L D L 

z angl. „low density lipoproteins") a dalších komponent krve makrofágy na stěnu arterií. 

Následně dochází k přeměně makrofágů na pěnové buňky, které se akumulují na stěnách cév. 

Může docházet k ucpání cév a tím dojde k přerušení krevního zásobování, což může vést 

k infarktu myokardu, cévní mozkové příhodě či perifernímu cévnímu onemocnění. 2 0 4 Přeměna 

makrofágů na pěnové buňky vykazuje jistou závislost na L R , neboť se receptory pro oxidovaný 

L D L lipoprotein akumulují ve strukturách L R . 2 0 5 

2.7 Lipidové rafty v jiných organelách 

2.7.1 Mitochondrie 

Interakce mezi E R a mitochondrií vzniká na subdoméně E R pojmenované membrány 

asociované s mitochondriemi ( M A M ) . 2 0 6 Tyto subdomény jsou obohaceny o enzymy 

zodpovědné za syntézu lipidů. M A M tedy může fungovat jako místo nevezikulárního 

transportu lipidů mezi E R a mitochondrií. Vznik la hypotéza, že existence M A M domén a jejich 

funkce závisí na proteinovém a lipidovém složení převážně cholesterolu a glykosfingolipidů. 

Cholesterol, který je hojně obsažen v buněčné membráně a má v l iv na řadu buněčných procesů, 

je obohacen také v M A M doménách. Spolu s glykosfingolipidy vytváří klastry podobné L R 

objevených v P M . Tyto klastry se účastní signalizace a mají v l iv na apoptózu jak v P M , tak i 

v mitochondriích a E R . 2 0 6 ' 2 0 1 > 2 0 8 ' 2 0 9 

2.7.2 E n d o p l a z m a t i c k é retikulum 

Domény podobné L R lze najít i ve struktuře E R . Jsou charakterizovány přítomností proteinů 

erlin-1 a erlin-2, které se nevyskytují v j iných buněčných kompartmentech. 2 1 0 Erl iny lze 

izolovat jako D R M pomocí ultracentrifugace na sacharózovém gradientu. Tyto proteiny patří 

do stejné proteinové rodiny jako flotillin a stomatin a lze j e najít v mnoha buněčných kulturách. 

V E R se vyskytují jako heterooligomerní komplexy erlinu-1 s erlinem-2. Jejich funkce je 
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degradace proteinů asociovaná s E R , ovlivňování receptoru inositol 1,4,5-trisfosfátu a regulace 

metabolismu lipidů. Z a patofyziologických podmínek je lze najít také ve struktuře M A M , kde 

hrají roli v apoptóze a signalizaci. Existence domén podobných L R v E R je překvapivá, neboť 

E R není významně obohaceno o cholesterol a sfingolipidy. 2 1 1 
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3 Experimentální část 

3.1 Chemikálie a roztoky 

3.1.1 C h e m i k á l i e 

Kultivační médium Minimum essential medium eagle (firma Sigma Aldrich), fetální bovinní 

sérum (FBS, Serana), neesenciální aminokyseliny ( N E A A , Sigma Aldrich), penicilin-

streptomycin (Sigma Aldrich), dimethylsulfoxid ( D M S O , Sigma Aldrich), trypanová modř 

(0,4% roztok, Sigma Aldrich), Triton X-100 (Merck), 40% akrylamid &N.N'-

methylenbisakrylamid (29:1, Merck), glycerol (Sigma Aldrich), laurylsulfát sodný (10% SDS, 

Sigma Aldrich), jV,jV,jV',jV'-tetramethylendiamin ( T E M E D , Sigma Aldrich), kyselina octová 

(CH3COOH zásobní 99,8%, V W R Chemicals B D H ) , Optiprep™ Density gradient (60% 

zásobní, Sigma Aldrich), transferový pufr Trans-Blot 5x (Bio-Rad U S A ) , 

polyoxyethylenesorbitan monolaurate (Tween® 20, Sigma Aldrich), t rypsin-EDTA (0,25%, 

Gibco), western blotting luminol reagent (Immuno Cruz), B C A (kyselina bicinchoninová) 

pracovní roztok (Pierce™ B C A protein assay reagent A / reagent B , Thermo Scientific), 

primární polyklonální protilátka proti kaveolinu-1 (kat. číslo: 3238, Cel l Signalin Technology), 

primární monoklonální protilátka proti flotillinu-1 (kat. číslo: ab233438, Santa Cruz 

Biotechnology), sekundární protilátky: anti-rabbit IgG HPR-linked proti kaveolinu (kat. číslo: 

7074S, Ce l l Signaling Technology) a anti-mouse IgG HPR-linked proti flotillinu (kat. číslo: 

7076S, Cel l Signaling Technology), deionizovaná voda (ddFhO), migrační pufr 10x (kat. číslo: 

sc-24949, Santa Cruz Biotechnology), marker molekulových hmotností proteinů (PageRuler 

Prestained Protein Ladder, Thermo Scientific) ethanol (96 % zásobní, Penta Chemicals), 

diagnostická sada pro enzymatické stanovení cholesterolu (kat. č.: BLT00034, Erba Lachema) 

Peroxosíran amonný (APS, Sigma Aldrich), trihydrát octanu sodného ( C H s C O O N a . 3 H 2 O , 

Sigma Aldrich), heptahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Na2HP04 . 7 H 2 O , Sigma 

Aldrich), dekahydrát hydrogenfosforečnanu sodného (Na2HP04 . I 2 H 2 O , Sigma Aldrich) 

monohydrát dihydrogenfosforečnanu sodného (NaFLPCU . H 2 O , Sigma Aldrich), sacharóza 

(Sigma Aldrich), 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-l,3-diol (Tris, Sigma Aldrich), chlorid 

sodný (NaCl, Sigma Aldrich), sodná sůl kyseliny ethylendiamintetraoctové ( E D T A , Sigma 

Aldrich), hovězí sérový albumin (BSA, Sigma Aldrich), N-acetyl-L-cystein (Sigma Aldrich), 

chlorid draselný (KC1, Sigma Aldrich), dihydrogenfosforečnan draselný (KH2PO4, Sigma 
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Aldrich), sušené odtučněné mléko (Nutri House), dithiotreitol (Sigma Aldrich), bromfenolová 

modř (Spolana Neratovice) 

3.1.2 Roztoky 

3.1.2.1 Pufry 

Fosfátový pufr 0,1 M pH 7,4: N a 2 H P 0 4 . 7 H 2 0 + N a H 2 P 0 4 . H 2 0 

Acetátový pufr 0,1 M pH 6,5: C H 3 C O O N a + C H 3 C O O H 

10x PBS (z angl. „phosphate buffer saline") pH 7,4: 1,4 M N a C l + 0,03 M KC1, 0,09 M + 

N a 2 H P 0 4 . 1 2 H 2 0 + 0,015 M K H 2 P 0 4 

1 x PBS pH 7,4: lOx P B S + d d H 2 0 v poměru 1:9 

10x migrační pufr pH 8,3: 25 m M Tris + 192 m M glycin, 0,1% SDS 

1 x migrační pufr pH 8,3: migrační pufr 10* + d d H 2 0 v poměru 1:9 

1 x TBS (z angl. „ Tris buffer saline ") pufr pH 8: 20 m M Tris, 150 m M N a C l 

TBST (TBS-Tween® 20) pufr: 50 ml 1 x T B S (pH 8) + 450 ml d d H 2 0 + 0,5 ml Tween® 20 

Lyzačnípufr: l x T B S + 1% Triton X-100, p H 8 

Gradientovy pufr: 1 x T B S p H 8 

Transferový pufr: 200 ml 5 X Trans-Blot pufr + 600 ml d d H 2 0 + 200 ml ethanol 

1 M Tris pH 8: 6 g Tris + 50 ml d d H 2 0 + p H upraveno kone. HC1 

4x Pufr migračního gelu pH 8,8: 36,3 g Tris + 200 ml d d H 2 0 + p H upraveno HC1 

4x Pufr zaostřovacího gelu pH 6,8: 3,0 g Tris + 50 ml d d H 2 0 + p H upraveno HC1 

Činidlo pro stanovení cholesterolu: Goodův pufr p H 6,7 (složení neuvedeno) + fenol 5 m M + 

4-aminoantipyrin 0,3 m M + cholesterolesterasa > 3,33 ukat/1 + cholesteroloxidasa > 0,83 ukat/1 

+ peroxidasa > 50 ukat/1 

Vzorkovací pufr: 2,5 ml 4x pufr zaostřovacího gelu + 4 ml 10% SDS + 2 ml glycerol + 2 mg 

bromfenolové modři + 0,31 g dithiotreitolu + 10 ml d d H 2 0 
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3.1.2.2 Kultivační médium 

Minimum essential medium eagle médium slouží ke kultivaci HeLa buněk. Médium obsahuje 

Earles salts, L-glutamin, hydrogenuhličitan sodný. Dále je přidáno 50 ml F B S , 5 ml 

penicilin-streptomycin a 5 ml N E A A . 

3.2 Přístrojové vybavení 

Analytické váhy A X 105 Delta-Range (Mettler, Španělsko) 

Centrifuga Eppendorf miniSpin (Eppendorf, Německo) 

Centrifuga Rotina 380R (Schoeller Instruments, Česká republika) 

Ultracentrifuga Optima X P N - 9 0 (Beckman Coulter, U S A ) 

Termomixér Thermomixer Comfort (Eppendorf, Německo) 

Magnetická míchačka I K A R H basic K T / C (Slabo) 

p H metr H I 2211 p H / O R P ( H A N N A instruments, Itálie) 

Systém pro elektroforézu M i n i P R O T E A N Tetra Ce l l System (Bio-Rad, U S A ) 

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

Inverzní mikroskop CK40-F200 (Olympus Optical, Japonsko) 

Systém pro elektrochemickou analýzu uAutolab III analyzátor (Metrohm, Švýcarsko) 

U V - V I S spektrofotometr Specord 250 Plus (Analytik Jena, Německo) 

Inkubátor M C O - 1 7 A / C (Sanyo Electric Biomedical, Japonsko) 

Spektrofotometr Tecan infinete M 2 0 0 P R O (Schoeller Instruments, Česká republika) 

Laminární box BIO 130 A 2 (Alpina, Polsko) 

Mrazicí box skříňový Forma 89000 Series -80 °C (Thermo Scientific, U S A ) 

Snímací systém G : B O X Chemi X X 6 (Syngene, Bangalore) 
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3.3 Biologický materiál 

Pro experimenty sloužila buněčná linie HeLa (zakoupena od E C A C C , katalogové číslo 

93021013). Jedná se o adherentní buněčnou l ini i lidských epitelových buněk, které byly poprvé 

odebrány z karcinomu děložního hrdla v roce 1951. Tato buněčná linie je běžně dostupná na 

pracovišti a roste rychle. 2 1 2 

3.4 Metody 

3.4.1 V ý s e v b u n ě k 

Buňky se uchovávají zamražené v -80 °C v roztoku F B S / D M S O (1:9). Po rozmražení se 

vysévají do kultivačních lahví s kultivační plochou 25 cm 2 . N a láhev se vyseje přibližně 1.106 

buněk. Při práci s buňkami je důležité dodržovat pravidla sterilní manipulace. 

3.4.2 Kultivace b u n ě k 

Buňky se kultivují v inkubátoru při teplotě 37 °C, v atmosféře 5% C O 2 a prostoru nasyceném 

vodní parou. HeLa buňky se pěstují adherentně, kdy rostou v jedné vrstvě. Růst buněk se 

pravidelně kontroluje pod inverzním mikroskopem. Buňky rostou do doby, kdy dosáhnou 

vysokého procenta konfluence, tj. stavu, kdy buňky zaplní povrch dna nádoby a dostanou se 

do vzájemného kontaktu. Vzájemný kontakt vede k tzv . kontaktní inhibici, a proto je třeba 

buňky přenést (pasážovat) do nové kultivační nádoby. 2 1 3 

3.4.3 P a s á ž o v á n í b u n ě k 

Pasážování adherentních buněk se provádí, pokud je dno nádoby pokryto z 80 %. K pasážování 

se používá trypsin, díky kterému dojde k uvolnění buněk z kultivační nádoby. 

Postup: 

Z kultivační nádoby s buňkami se vyleje kultivační médium. Pomocí 1 x PBS se buňky dvakrát 

opláchnou od zbytku média. Následně se přidá 1 ml trypsinu. Buňky se na 2 minuty vloží do 

inkubátoru, kde dojde k oddělení ze dna nádoby. Po vytažení z inkubátoru se k buňkám přidá 

9 ml kultivačního média. Suspenze se přenese do zkumavky a nechá centrifugovat 3 minuty 

při 1000 g. Oddělí se supernatant a k peletu buněk se přidá 10 ml média. Následně se buňky 

spočítají v Biirkerově komůrce (100 ul tropanové modři + 10 ul suspenze buněk). Poté lze 

buňky rozdělit do nových kultivačních nádob s větší kultivační plochou nebo do Petriho misek 

(tab. 1). 
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Láhev 25 c m 2 10 ml média l x l O 6 b u n ě k 

Láhev 75 c m 2 30 ml média 2 x l 0 6 b u n ě k 

Láhev 150 c m 2 50 ml média 4 x l 0 6 b u n ě k 

Petriho miska 10 mm 10 ml média l x l O 6 b u n ě k 

Tabulka 1: Poměr plochy kultivační plochy ku množství kultivačního média a buněk. 

3.4.4 Izolace b u n ě k 

Buňky sloužící k experimentům se j iž nepasážují, ale dojde k jejich manuálnímu seškrábání 

z povrchu kultivační nádoby. Práce nemusí probíhat za sterilních podmínek, ale je důležité 

udržovat nízkou teplotu 4 °C. Nejdříve se odsaje médium a buňky se dvakrát opláchnou 

ledovým l x P B S . Poté se přidá 5 ml l x P B S a buňky se pomocí škrabky oddělí od povrchu 

Petriho misky. Suspenze buněk v l x P B S se stočí 3 minuty 1000 g při 4 °C. Oddělí se 

supernatant a pelet buněk se rozsuspenduje v 1 ml l x P B S . Takto zpracované buňky lze 

zamrazit či ihned použít k dalším experimentům. 

3.4.5 Izolace l ip idových ra f tů /de tergent rez i s tentn ích m e m b r á n 

Buňky používané k izolaci L R / D R M (obr. 14) byly uchovávány v -80 °C v mikrozkumavkách 

s 1 ml P B S . Všechny kroky je důležité provádět za nízké teploty 4 °C. 

(1) Buňky se nechaly rozmrazit na ledu a následně byl odebrán P B S . K rozmraženým buňkám 

bylo přidáno 500 ul lyzačního pufru obsahující 1% Triton X-100. Následovala inkubace na 

ledu po dobu 30 minut. Po inkubaci se buňky stočily na centrifuze po dobu 10 minut při lOOOg 

při 4 °C. Následně byl odebrán supernatant a k peletu bylo přidáno znovu 500 ul lyzačního 

pufru. Po 30ti minutové inkubaci byla provedena centrifugace (podmínky: 10 min, 1000 g, 4 

°C) a odebrání druhého supernatantu. Oba supernatanty o byly spojeny do celkového objemu 

1 ml . 

(2) V dalších krocích byla provedena separace D R M obsažených v supernatantu od zbytku 

nerozpuštěného buněčného obsahu. Separace probíhala pomocí dvou gradientů: sacharóza a 

Optiprep™. K 1000 ul supernatantu bylo přidáno 1000 ul 85% sacharózy či 1000 ul 50% 

Optiprepu™, tedy konečná koncentrace 42,5% sacharózy a 25% Optiprep™. Tato směs byla 

dávkována na dno ultracentrifugační zkumavky. Následovalo převrstvení 1000 ul 35% 

sacharózy či 20% Optiprepem™ A poslední vrstvu tvořilo 1000 ul 5% sacharózy či 10% 

Optiprepu™. Tímto vznikl diskontinuální hustotní gradient sacharózy a Optiprepu™. Kromě 

zkumavek s buněčným supernatantem byly provedeny experimenty čistě jen s lyzačním 

pufrem bez buněk, tyto zkumavky sloužily jako slepé vzorky. 
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(3) Následovala ultracentrifugace ve dvou časových intervalech: 4 hodiny (200 000 g, 4 °C) 

a 18 hodin (200 000 g, 4 °C). 

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

připravené frakce byly používány k dalším experimentům (obr. 14). 

Sacharóza 4 hodiny Sacharóza 18 hodin Optiprep 4 hodiny Optiprep 18 hodin 

Frakce 1-13 1-13 1-13 1-13 

Zkr. S4(l-13) S18(l-13) 04(1-13) 018(1-13) 

Slepý vzorek Slepý vzorek Slepý vzorek Slepý vzorek 

Sacharóza 4 hodiny Sacharóza 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(l-13) OB18(l-13) 

Tabulka 2: Odebrané frakce 

SACHARÓZA FRAKCE OPTIPREP ™ K i : E 

Obrázek 14: Schéma izolace D R M . 

3.4.6 S t a n o v e n í c e l k o v é h o m n o ž s t v í proteinu metodou B C A 

Princip: 

Tato metoda se využívá ke stanovení celkového proteinu ve vzorku. K měření se využívá 

kyselina bicinchoninová. Metoda je založena na tvorbě komplexu C u 2 + iontů s proteiny a jejich 

následná redukce na C u + ionty. Kyselina bicinchoninová tvoří se vzniklými C u + ionty v 

zásaditém prostředí modro-fialový komplex, který lze spektrofotmetricky změřit při 562 n m . 2 1 4 

Postup: 

B C A pracovní roztok (Pierce™ B C A protein assay reagent) se připraví smícháním činidel A a 

B v poměru 50:1. Připravené činidlo se v objemech 200 ul přidá k 10 ul vzorku do jamky 
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mikrotitrační desky. Směs se nechá 30 minut inkubovat při 37 °C a následně se změří 

absorbance při 562 nm. Koncentrace proteinu se vypočítá z kalibrační řady založené na 

známých koncentracích B S A ve vodě (zásobní roztok 0,5 mg/ml, v iz tab. 3). Všechny grafy 

byly vypracovány v programu Microsoft Excel spolu s výpočty a směrodatnými odchylkami 

(SD). 

Koncentrace 

(mg/ml) 

0 0,025 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,5 

B S A (ul) 0 25 50 100 150 200 250 500 

Voda (ul) 500 475 450 400 350 300 250 0 

Tabulka 3: Kalibrační řada B S A ve vodě. 

3.4.7 S t a n o v e n í m n o ž s t v í c e l k o v é h o cholesterolu 

Princip: 

Ke spektrofotometrickému stanovení celkového cholesterolu ve frakcích byla využita 

komerční diagnostická sada od firmy Erba Lachema. Sada obsahuje reagenční činidlo a 

standard o koncentraci 5,18 mmol/1. Principem metody je enzymatická hydrolýza esterů 

cholesterolu pomocí cholesterolesterasy na cholesterol a mastné kyseliny. Volný cholesterol je 

následně oxidován chol e sterol oxidasou na 4-cholesten-3on a peroxid vodíku. V přítomnosti 

enzymu peroxidasy pak reaguje peroxid vodíku s 4-aminoantipyrinem a fenolem za vzniku 

chinoniminového barviva, jehož absorbance se měří při 500 mn. 2 1 5 

Pro měření absorbance v U V - V I S oblasti byly použity křemenné kyvety o velikosti 1 cm. 

Koncentrace celkového cholesterolu byla následně stanovena pomocí standardu. 

Výpočet koncentrace: 

A Avz 
cholesterol (mmol/l) = x Cst Standard: Cst = 5,18 mmol/1 

v 1 J AAst 

Postup měření: 

Všechny reagenty byly smíchány dle tabulky níže (tab. 4). Vzorek: 10 ul odebrané izolované 

frakce (tab. 2). Směs se promíchá a nechá inkubovat 10 minut při 37 °C. Následně se změří 

absorbance vzorku A v z a standardu A s t proti blanku při 500 nm. 
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Blank Standard Vzorek 

Činidlo l m l 1 ml l m l 

Vzorek - - 0,01 m l 

Standard - 0,01 ml -

Destilovaná voda 0,01 m l - -

Tabulka 4: Poměr reagentů pro stanovení celkového cholesterolu. 

3.4.8 S t a n o v e n í koncentrace v o l n ý c h th io lových skupin Ellmanovou metodou 

Princip: 

K e spektrofotometrickému stanovení obsahu volných thiolových skupin proteinů lze využít 

tzv. Ellmanovo činidlo (5,5'-dithio-bis(2-nitro)benzoová kyselina, D T N B ) . Tato látka se po 

reakci s volnou thiolovou skupinou proteinu rozkádá za vzniku kyseliny thio-2-nitrobenzoové. 

Pro kyselinu trio-2-nitrobenzoovou lze změřit absorbanci při 412 nm na mikrotitrační desce. 

Absorbance je přímo úměrná množství volných thiolových skupin zkoumané látky. 2 1 6 

Postup měření: 

Roztok D T N B o koncentraci 2 m M byl přípraven rozpuštěním 7,9 mg D T N B v 10 ml 50 m M 

octanu sodného. K 50 ul vzorku frakce (tab. 5) bylo následně přidáváno 100 ul 1 M Tris p H 8 

a 50 ul roztoku D T N B . Připravená směs byla pipetována do mikrotitrační desky a byla změřena 

absorbance při 412 nm. 

Koncentrace volných thiolových skupin ve vzorcích byla stanovena pomocí metody 

standardního přídavku N-acetyl-L-cysteinu (40 u M , A C ) ke vzorku. K 50 ul vzorku frakce 

bylo přidán 40 u M A C , přidáváno 100 ul 1 M Tris p H 8 a 50 ul roztoku D T N B . Připravená 

směs byla pipetována do mikrotitrační desky a byla změřena absorbance při 412 nm. 
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Vzorky 

50 ul S4(l-13) 

50 ulS18( l -13) 

50 ul SB4(1-13) 

50 ul SB18(1-13) 

50 ul 04(1-13) 

50 ul 018(1-13) 

50 ul OB4(l-13) 

50 ul OB18(l-13) 

Tabulka 5: Vzorky měřených frakcí. 

Vypočet koncentrace volných thiolovych skupin 

Napr. As4(i) absorbance vzorku frakce S4(l) 

A S4(i) - A SB4(i) = A S4(i) reálná A S B4(1) absorbance vzorku frakce SB4( 1) 

AS4(1)+AC - A SB4(i) = A S T A s 4 ( 1 ) r e á l n á r e á i n á absorbance vzorku frakce S4(l) 

Cvz = (As4(i) reálná * 40) / AST AS4(1)+AC absorbance vzorku frakce S4( 1) s přídavkem A C 

AST absorbance standardu 40 u M A C 

Cvz koncentrace vzorku (mol/l) 

3.4.9 Separace pro te inů p o m o c í e l ektro forézy 

Na 10% separační polyakrylamidový gel (složení níže) o tloušťce 1,5 mm byl dávkován vzorek 

frakce. Před dávkováním vzorků na gel byla provedena inkubace se vzorkovacím pufrem 

v poměru 1:4 (pufr: vzorek) po dobu 2 minut při 95 °C a následně ochlazeny na ledu a stočeny 

na centrifuze miniSpin. Objem vzorků dávkovaných do jamek byl 20 ul. Se vzorky byl na gel 

dávkován marker molekulových hmotností (M) v objemu 2 ul. Pořadí dávkování vzorků na gel 

je zobrazeno níže v tabulce 6. 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M 

frakce 

2 Lil 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 20 2 Lil 

Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil Lil 

Tabulka 6: Pořadí dávkování vzorků na gel. 
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Elektroforéza probíhala v 1 x migračním pufru po dobu přibližně 2,5 hodin při konstantním 

napětí 100 V . 

• Příprava migračního gelu (10% polyakrylamidový gel) 

složení migračního gelu: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (2,5 ml), deionizovaná 

voda (4,8 ml), 4x pufr migračního gelu (2,5 ml), 10% peroxodisíran amonný (100 ul), 

0,1% tetramethylendiamin (10 ul), 10% SDS (100 ul) 

• Příprava zaostřovacího gelu (10% polyakrylamidový gel) 

složení zaostřovacího gelu: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 29:1 (400 ul), deionizovaná 

voda (2,56 ml), 4x pufr zaostřovacího gelu (1 ml), 10% peroxodisíran amonný (30 ul), 

0,1% tetramethylendiamin (4 ul), 10% SDS (40 ul) 

3.4.10 Western blot 

Princip: 

Western blot je technika používaná k detekci specifických proteinů ve směsi po provedení 

gelové elektroforézy. Proteiny j sou z gelu přeneseny („přeblotovány") na polyvinylfluoridovou 

membránu (PVDF) pomocí semi-dry (polosuchého) elektroblotingu. Následuje 

chemiluminiscenční detekce specifických protilátek. 2 1 7 

Protilátky: 

Primární protilátky 

- Kaveolin-1: 21, 24 kDa - ředěno 1:1000 v 5% sušeného mléka/TBST 

- Floti l l in-1: 47 kDa - ř e d ě n o 1:1000 v 5% sušeného mléka/TBST 

Sekundární protilátky 

anti-rabbit protilátka proti kaveolinu - ředěno 1:5000 v 5% sušeného mléka/TBST 

anti-mouse protilátka prot flotillinu - ředěno 1:5000 v 5% sušeného mléka/TBST 

Postup: 

Gely byly po elektroforéze omyty transferovým pufrem. P V D F membrána byla mezi tím 

hydrátována pomocí methanolu po dobu 10 s a následně byl methanol vyměněn za 

destilovanou vodu. Do blotovací kazety byly postupně vloženy blotovací papír a na něj filtrační 

papír, které byly předem navlhčeny v transferovém pufru. N a filtrační papír byla položena 
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hydrátovaná membrána a na membránu gel. Gel byl přikryt navlhčeným filtračním papírem a 

blotovacím papírem. Takto připravená kazeta se uzavřela a vložila do blotovacího přístroje, 

kde dochází k přenosu proteinů na membránu vlivem působení elektrického pole (podmínky: 

25 V , 1 A , 30 minut). Po přenosu byla membrána 3 x promyta v T B S T po dobu 5 minut. 

Následovala blokace v roztoku sušeného mléku (5% roztok sušeného mléka v T B S T ) po dobu 

1 hodiny, kdy došlo k blokaci zbývajících vazebných míst na membráně. Blokovaná membrána 

byla inkubována s primární protilátkou po dobu 24 hodin při 4 °C. Poté byla membrána 

promyta v 5 x T B S T a následovalo přidání sekundární protilátky, která byla inkubována 1 

hodinu při laboratorní teplotě. Po inkubaci se sekundární protilátkou následovala detekce. 

K detekci sledovaných proteinů byl použit kit pro detekci proteinů W B L u m i G L O pro detekci 

avidin-peroxidasou značených protilátek pomocí luminolu. Vzniklá chemiluminiscence byla 

vizualizována softwarem Genesis (parametry: Chemiblot, lumiglo, viditelný marker, expozice 

30 s). Intenzita signálu byla kvantifikována denzitometricky pomocí programu ImageJ. 

Princip detekce 

Luminol je chemiluminiscenční substrát avidin-peroxidasy. V přítomnosti peroxidu 

avidin-peroxidasa oxiduje luminol na excitovaný produkt 3-aminoftalát, který emituje světlo 

při 425 nm. Emitované světlo lze zachytit pomocí kamery. 2 1 8 ' 2 1 9 

3.4.11 E l e k t r o c h e m i c k é s t a n o v e n í 

3.4.11.1 Chronopotenciometrická rozpouštěcí analýza konstantním proudem 

Princip: 

Chronopotenciometrická rozpouštěcí analýza konstantním proudem (CPSA) patří mezi 

galvanostatické techniky. Galvanostatické techniky spočívají v měření změny potenciálu 

v čase po vložení konstantního proudu na pracovní elektrodu. Pracovní elektrodou je v tomto 

případě rtuťová visící kapková elektroda ( H M D E ) . Vložený konstantní proud určuje tok náboje 

přes rozhraní elektroda-roztok. Změna potenciálu nastává při elektrochemické proměně. 

Zaznamenává se závislost (dE/dt)'1 na potenciálu pracovní elektrody E. Bioaktivní peptidy a 

bílkoviny poskytují při C P S A za vhodných podmínek u negativních potenciálů dobře 

definovaný pík. Tento pík (nazývaný pík H) je způsoben vylučováním vodíku katalyzovaný 

zbytky aminokyselin jako cystein, histidin, lysin a arginin. 2 2 0 ' 2 2 1 
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Postup: 

Pro elektrochemické měření byly izolované frakce spojeny dle tabulky 8. 

Frakce Sacharóza 

4 hodiny 

Sacharóza 

18 hodin 

1 až 4 frakce S4(l-4) S18(l-4) 

5 až 8 frakce S4(5-8) S18(5-8) 

9 až 13 frakce S4(9-13) S 18(9-13) 

Tabulka 8: Izolované spojené frakce. 

Elektrochemické měření bylo prováděno adsorpčním přenosem v tří elektrodovém zapojení. 10 

ul vzorku bylo 30 s adsorbováno na rtuťové kapce. Jako pomocná elektroda sloužil platinový 

drátek. Jako referenční elektrodu byla použita argentochloridová A g / A g C l / 3 M KC1. 

Základním elektrolytem byl fosfátový pufr (pH 6,5). Před každým měřením byl povrch 

elektrody obnovován odkapáním rtuti. K elektrochemickému měření byl použit potenciostat 

uAutolab III analyzer (Metrohm). Měření proběhlo při parametrech: limitní potenciál (-2 V ) , 

rozpouštěcí proud (-95 uA), maximální čas měření (120 s). 
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4 Výsledky 

4.1.1 B i o l o g i c k ý mater iá l 

V této práci byly použity kultivované buňky H e L a buněčné linie. N a provedení jednoho 

experimentu bylo použito přibližně 30x 10 6 buněk. 

4.1.2 Izolace l ip idových ra f tů /de tergent rez i s tentn ích m e m b r á n 

Po přípravě supernatantu H e L a buněk (postup v iz 3.4.5) obsahující nerozpuštěné L R / D R M 

frakce, byla provedena separace pomocí ultracentrifugace na dvou gradientech (sacharóza, 

Optiprep™) při dvou různých časových intervalech separace (4 hodiny, 18 hodin). 

• Sacharóza (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 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 

Obrázek 15: (A) Zkumavka sacharózového gradientu po (A) 4 hodinové a (B) 18 hodinové 

ultracentrifugaci. 
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• Opt iprep™ (obr. 16) 

(A) Ultracentrifugace 4 hodiny, 200 OOOg, 4 °C 

(B) Ultracentrifugace 18 hodin, 200 OOOg, 4 °C 

Odebrané frakce 1-13 (tab. 2) 

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

ultracentrifugaci s červeně zaznačenými „prstenci" L R / D R M . 

U gradientu sacharózy nedošlo k vizuálně patrnému zakoncentrování L R / D R M v gradientu, 

neboť nebylo možné pozorovat „prstenec" v žádné části ultracentrifugační zkumavky. U 

gradientu Optiprep™ bylo možné pozorovat vznik dvou „prstenců" L R / D R M , jejichž pozice 

se však lišila u časových intervalů separace (4 hodiny a 18 hodin). 

4.1.3 S t a n o v e n í c e l k o v é h o m n o ž s t v í proteinu 

K e stanovení množství celkového proteinu ve frakcích byla použita B C A metoda (viz 3.4.6). 

Pomocí standardu B S A byla sestavena kalibrační řada (viz tab. 9) a vynesena kalibrační křivka 

(graf 1). Z kalibrační křivky bylo u jednotlivých frakcí vypočteno množství proteinu a 

vyjádřeno v mg/ml (graf 2 a 3). Jako pozadí pro všechny měřené frakce sloužily slepé vzorky 

SB4(1-13), SB 18(1-13), OB4(l-13) a O B 18(1-13), které při měření neukázaly interferenci 

s detergentem pří tomným v gradientu. Všechna měření byla provedena ve třech opakováních. 
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Koncentrace B S A mg/ml Absorbance 

(průměr 3 měření) 

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: Kalibrační řada B S A/voda. 

0,35 

0,3 

0,25 
OJ 
u 
£ 0,2 
L_ 8 0,15 

.Q ro 

0,1 

0,05 

0 

y = 0,6457x- 0,0023 
R2 = 0,999 

0,1 0,2 0,3 0,4 

koncentrace (mg/ml) 

0,5 0,6 

Graf 1: Kalibrační křivka BSA/voda pro stanovení celkového proteinu. Měření bylo 

provedeno ve třech opakováních (±SD). 

Pro 4 hodinové separace v sacharózovém gradientu bylo stanoveno nejméně proteinu ve frakci 

S4(l) s hodnotou 0,11 mg/ml (graf 2). Podobné hodnoty byly stanoveny i ve frakcích S4(2) a 

S4(3) s hodnotami 0,10 mg/ml a 0,11 mg/ml. Dále docházelo k nárůstu koncentrace proteinu 

až do frakce S4(5) s hodnotu 0,53 mg/ml, po které následoval pokles až do frakce S4(8) na 

hodnotu 0,21 mg/ml. V e zbylých frakcích se množství proteinu pohybovalo v hodnotách okolo 

0,50 mg/ml. 

Pro 18 hodinové separace v sacharózovém gradientu bylo stanoveno nejméně proteinu ve 

frakci S18(l) s hodnotou 0,075 mg/ml (graf 2). Dále docházelo ke kontinuálnímu nárůstu 
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množství proteinu ve frakcích. Nejvíce proteinu bylo stanoveno ve frakci S18(13) s hodnotou 

0,91 mg/ml. 

Gradient lze rozdělit, podle koncentrace hustotního gradientu, na lehkou (5%), střední (35%) a 

těžkou (42,5%) část. Pro oba časové intervaly separace je nejvíce proteinu obsaženo v těžké 

části gradientu. 

Pro 4 hodinové separace v gradientu Optiprepu™ bylo nejméně proteinu stanoveno ve frakci 

04(1) s hodnotou 0,11 mg/ml (graf 3). Do frakce 04(3) se hodnoty pohybovaly do 0,20 mg/ml. 

Poté docházelo k nárůstu až do frakce 04(9) s hodnotou 1,07 mg/ml proteinu. V e zbytku frakcí 

docházelo k poklesu množství proteinu až na hodnotu 0,28 mg/ml ve frakci 04(13). 

Pro 18 hodinové separace v gradientu Optiprepu™ bylo nejméně proteinu stanoveno ve frakci 

018(1) s hodnotou 0,039 mg/ml (graf 3). Podobné hodnoty byly stanoveny i ve frakcích 

018(2) a 018(3) s hodnotami 0,043 mg/ml a 0,058 mg/ml. Poté docházelo k nárůstu až do 

frakce 018(10), kde bylo stanoveno nejvíce proteinu a to 1,30 mg/ml. Pro oba časové intervaly 

separace bylo nejvíce proteinu obsaženo v těžké části gradientu. 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
frakce 

Graf 2: Množství celkového proteinu ve frakcích gradientu sacharózy ve dvou časových 

intervalech separace (4 hodiny - světle modrá křivka; 18 hodin - tmavě modrá křivka). 

Zobrazeno jako průměrné hodnoty (±SD) ze tří samostatných izolací pro 4 hodinovou separaci 

a pěti izolací pro 18 hodinovou separaci (±SD). 
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1,8 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
frakce 

Graf 3: Množství celkového proteinu ve frakcích gradientu Optiprep ve dvou časových 

intervalech separace (4 hodiny - světle oranžová křivka; 18 hodin - tmavě oranžová křivka). 

Zobrazeno jako průměrné hodnoty ze tří izolací (±SD). 

4.1.4 S t a n o v e n í c e l k o v é h o m n o ž s t v í cholesterolu 

K e spektrofotometrickému stanovení celkového cholesterolu pří tomného v L R / D R M ve 

frakcích byla využita komerční diagnostická sada od firmy Erba Lachema (viz 3.4.7). Množství 

celkového cholesterolu ve frakcích bylo spočítáno pomocí standardu a vyjádřeno v ug 

cholesterolu na mg proteinu a porovnáno s distribucí proteinu (grafy 4-7, v iz přílohy). 

Pro 4 i 18 hodinové separace v Optiprep™ gradientu bylo nejvíce cholesterolu na mg proteinu 

stanoveno ve frakcích 04(1) a 018(1) s hodnotami 271,30 ug a 963,16 ug cholesterolu na mg 

proteinu (grafy 4 a 5). Pro oba časové intervaly gradientu Optiprep™ bylo zjištěno, že nejvíce 

cholesterolu na mg proteinu obsahovala lehká část gradientu. 

Pro 4 hodinové separace v sacharózovém gradientu bylo nejvíce cholesterolu na mg proteinu 

stanoveno ve frakci S4(7) s hodnotou 56,73 ug cholesterolu na mg proteinu (graf 6). Množství 

cholesterolu po 4 hodinové separaci se v ostatních frakcích pohybovalo v rozmezí 20-50 ug 

cholesterolu na mg proteinu. Nejvíce cholesterolu na mg proteinu po 4 hodinové separaci 

obsahovala střední část gradientu. 

Pro 18 hodinové separace v sacharózovém gradientu bylo nejvíce cholesterolu na mg proteinu 

stanoveno ve frakci S 18(1) s hodnotou 456,51 ug na mg proteinu (graf 7). Poté docházelo ke 
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kontinuálnímu poklesu množství cholesterolu. Nejvíce cholesterolu na mg proteinu po 18 

hodinové separaci obsahovala lehká část gradientu. 

4.1.5 S t a n o v e n í koncentrace th io lových skupin 

K e spektrofotometrickému stanovení obsahu volných thiolových skupin proteinů přítomných 

v L R / D R M ve frakcích byla využita Ellmanova metoda (viz 3.4.8). Koncentrace volných 

thiolových skupin ve frakcích byla stanovena pro každý gradient pomocí standardního 

přídavku Af-acetyl-L-cysteinu a vyjádřena v \xM (grafy 8-9 v iz přílohy). 

Nejvyšší koncentrace volných thiolových skupin v sacharózovém gradientu po 4 hodinové 

separaci byla stanovena ve frakci S4(13) s hodnotou 2,66 \xM (graf 8). Nejvyšší koncentrace 

volných thiolových skupin po 18 hodinové separaci byla stanovena ve frakci S 18(12) 

s hodnotou 5,25 \xM (graf 8). 

Nejvyšší koncentrace volných thiolových skupin v gradientu Optiprep™ po 4 hodinové 

separaci byla stanovena ve frakci 04(11) s hodnotou 2,93 \xM (graf 9). Nejvyšší koncentrace 

thiolových skupin po 18 hodinové separaci byla stanovena ve frakci 018(9) s hodnotou 

7,80 | i M . 

4.1.6 Western blot a detekce p r o t e i n ů 

Detekci proteinů přítomných v L R / D R M předcházela SDS elektroforéza a přenos na 

membránu (viz 3.4.9 a 3.9.10). N a membráně byly následně detegovány proteiny asociované 

s D R M / L R (kaveolin-1 a flotillin-1, obrázky 17-24 v iz přílohy) pomocí protilátek. 

Pro sacharózový gradient po 4 hodinové separaci bylo nejvíce kaveolinu-1 detegováno ve 

střední a těžké části gradientu (obr. 17). Po 18 hodinové separaci byla distribuce kaveolinu-1 

posunuta do střední části gradientu, nejvíce bylo proteinu detegováno ve frakci S 18(4), což 

odpovídá rozmezí lehké a střední části gradientu (obr. 18). Pro sacharózový gradient po 4 

hodinové separaci bylo nejvíce flotillinu-1 detegováno ve střední části gradientu (obr. 19). Po 

18 hodinové separaci bylo nejvíce flotillinu-1 detegováno na rozmezí lehké a střední části 

gradientu (obr. 20). 

Pro gradient Optiprep™ bylo po 4 hodinové separaci nejvíce kaveolinu-1 detegováno v lehké 

a střední části gradientu (obr. 21). Po 18 hodinové separaci došlo ke zakoncentrování 

kaveolinu-1 do střední části gradientu (obr. 22). Pro gradient Optiprep™ bylo po 4 hodinové 

separaci nejvíce flotillinu-1 v lehké části gradientu (obr. 23). Po 18 hodinové separaci došlo 

k posunu do střední části gradientu (obr. 24). 
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4.1.7 E l e k t r o c h e m i c k á a n a l ý z a 

Elektrochemická měření byla provedena metodou chronopotenciometrické rozpouštěcí 

analýzy konstantním proudem (CPSA) . Měření bylo prováděno pouze pro gradient sacharózy 

pro oba časové intervaly separace - 4 hodiny (graf 10) a 18 hodin (graf 11). Pro 

elektrochemická měření byly izolované frakce spojeny dle tabulky 8. Individuální podmínky 

pro elektrochemická měření jsou uvedeny v popisku příslušných grafů. Měření probíhala 

přenosem (ex situ). B y l y zaznamenávány změny výšky píku H v příslušných spojených 

frakcích. 

I 

i 

S4(l-4) S4(5-8) S4(9-13) 

Graf 10: Změny výšky píku H sacharózového gradientu pro 4 hodinovou separaci. Vzorek 

frakce L R / D R M (10 ul) adsorbován 30 sna rtuťovou kapku H D M E elektrody, měřeno 

přenosem ve fosfátovém pufru p H 6,5 ve třech opakováních (±SD). Limitní potenciál -2 V , 

rozpouštěcí proud -95 uA, maximální čas měření 120 s. Zaznamenáno jako výška píku H na 

frakci (změřeno při -1,95 V ) . 
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Graf 11: Změny výšky píku H sacharózového gradientu pro 18 hodinovou separaci. Vzorek 

frakce L R / D R M (10 ul) adsorbován 30 sna rtuťovou kapku H D M E elektrodu, měřeno 

přenosem ve fosfátovém pufru p H 6,5 ve třech opakováních (±SD). Limitní potenciál -2 V , 

rozpouštěcí proud -95 uA, maximální čas měření 120 s. Zaznamenáno jako výška píku H na 

frakci (změřeno při -1,95 V ) . 

Pík H souvisí s přítomností proteinů/peptidů resp. lysinu, cysteinu, argininu a histidinu 

(případně dalších komponent schopných katalyzovat vylučování vodíku) ve vzorku. 2 2 1 
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5 Diskuze 

Mezi základní vlastnosti přisuzované L R / D R M je jejich schopnost odolávat působení 

neionogenních detergentů za nízkých teplot. 4 5 K izolaci L R / D R M lze proto využít techniky 

vycházející z této vlastnosti. V existujících protokolech je nejvíce používán detergent 

Triton X-100 4 1 , a proto byl zvolen do této diplomové práce. K izolaci L R / D R M byla použita 

buněčná linie HeLa. Tato buněčná linie je běžně dostupná na pracovišti a roste s dostatečnou 

rychlostí. B y l vypracován izolační protokol pro izolaci L R / D R M z H e L a buněčné linie 

vycházející z protokolů Pike a kol . 1 1 2 , Persaud-Sawin a kol . 2 2 2 a Graham a kol . 2 2 3 

Izolační postup lze shrnout do několika základních bodů: (A) inkubace s detergentem; (B) 

centrifugace a odebrání supernatantu; (C) separace L R / D R M obsažených v supernatantu 

pomocí ultracentrifugace v hustotním gradientu; (D) odebrání frakcí; (D) stanovení celkového 

proteinu, cholesterolu, volných thiolových skupin, proteinů asociovaných s L R / D R M , 

oxidačně-redukčních přeměn ve frakcích. 

V mé práci byla porovnávána účinnost gradientů pro separaci na základě ultracentrifugace ve 

dvou hustotních gradientech, a to gradient sacharózy (42,5%; 35%; 5%) a gradient Optiprepu™ 

(25%; 20%; 10%). 1 1 7 

Kromě složení gradientu byla srovnávána i doba ultracentrifugace - 4 hodiny a 18 hodin pro 

oba gradienty. Snížení časového intervalu separace by vedlo ke snížení časové náročnosti 

celého izolačního postupu. Sledovala jsem schopnost gradientu separovat domény L R / D R M a 

jejich zakoncentrování v určité části gradientu. 

Z distribuce proteinů asociovaných s L R / D R M napříč gradientem, lze říci, že celý gradient 

obsahuje L R / D R M domény, které se liší ve své velikosti/hustotě, proto byly oba gradienty 

rozděleny na 3 části odpovídající rozdělení gradientu podle hustotních frakcí. 2 2 4 

Sacharózový gradient byl rozdělen na lehkou část pro frakce S4/18(l-4) odpovídající 5% 

sacharóze, střední část pro frakce S4/18(5-8) odpovídající 35% sacharóze a těžkou pro frakce 

S4/18(9-13) odpovídající 42,5% sacharóze. Gradient Optiprepu™ byl rozdělen na lehkou část 

pro frakce 04/18(1-4) odpovídající 10% Optiprepu™, střední pro frakce 04/18(5-8) 

odpovídající 20% Optiprepu™ a těžkou pro frakce 04/18(9-13) odpovídající 25% 

Optiprepu™. 
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Stanovení množství celkového proteinu (viz 4.1.3) 

K e stanovení celkového množství proteinu ve frakcích byla využita metoda B C A stejně jako 

v publikaci Persaud-Sawin. 2 2 2 Tato metoda je ve srovnání s metodou Bradfordové méně 

náchylná na interferenci s detergenty. 2 2 5 

Gradient sacharózy se v distribuci celkového proteinu napříč frakcemi lišil při porovnání délky 

separace. Distribuce celkového proteinu 4 hodinové separace se více podobala protokolu 

Persaud-Sawin, který popisoval 18 hodinovou separaci při 200 OOOg a 4 °C, kdy docházelo 

k nárůstu celkového proteinu v 5 frakci. Množství proteinu se však čtyřnásobně lišilo, což 

může být zapříčiněno použitím většího množství biologického materiálu k izolaci, neboť 

protokol Persaud-Sawin popisuje izolaci z mozkové tkáně. 2 2 2 Distribuce celkového proteinu 

po 18 hodinové separaci kontinuálně narůstala, což se neshoduje s protokolem Persaud-Sawin, 

nicméně jej lze porovnat s j inými pracemi. 2 2 6 Po rozdělení gradientu na 3 části dle hustoty 

frakcí, lze pro 4 i 18 hodinovou separaci říci, že nejméně proteinu se nachází v lehké části 

gradientu. To odpovídá předpokladu, že frakce nejvíce obohacené o L R / D R M vykazují 

nejmenší množství proteinu a jsou obohaceny o cholesterol. 1 1 2 

Gradient Optiprepu™ se v obou časových intervalech separace významně nelišil v distribuci 

celkového proteinu. Pro 4 i 18 hodinovou separaci se nejméně proteinu nacházelo v lehké části 

gradientu, což je srovnatelné i s gradientem sacharózy. Tyto výsledky odpovídají předpokladu, 

že frakce nejvíce obohaceny o L R / D R M mají málo proteinu a jsou obohaceny o cholesterol. 

V porovnání s protokolem Persaud-Sawin jsou však výsledky separace rozdílné. Protokol 

popisuje zvýšené množství proteinu v lehké části gradientu, což neodpovídá předpokladu, že 

frakce nejvíce obohacené o L R / D R M mají relativně málo proteinu. Protein v gradientu 

kontinuálně nenarůstal, neboť se množství proteinu pohybovalo v rozmezí 400-1000 ug téměř 

ve všech frakcích. 2 2 2 

Stanovení množství celkového cholesterolu (viz 4.1.4) 

K e spektrofotometrickému stanovení celkového cholesterolu ve frakcích byla využita 

komerční diagnostická sada od firmy Erba Lachema. Množství celkového cholesterolu bylo 

spočítáno pomocí standardu a vyjádřeno v ug cholesterolu na mg proteinu. To bylo následně 

porovnáno s distribucí celkového proteinu ve frakcích v kombinovaném grafu. 
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U obou gradientů je patrné, že kromě 4 hodinové separace v gradientu sacharózy, obsahuje 

nejvíce cholesterolu vůči proteinům převážně lehká část gradientu, což se shoduje s distribucí 

celkového cholesterolu vztaženého na celkový protein popsanou v protokole Pike a k o l . 1 1 2 

Stanovení množství volných thiolových skupin (viz 4.4.5) 

K e spektrofotometrickému stanovení obsahu volných thiolových skupin proteinů ve frakcích 

byla využita Ellmanova metoda. Podle vypracovaných grafů 8 a 9 distribuce volných 

thiolových skupin napříč oběma gradienty přibližně kopíruje křivky distribuce celkového 

proteinu ve frakcích. Nejvíce volných thiolových skupin bylo přítomno v těžké části gradientu 

Optiprep™. Pro 4 hodinovou separaci gradientu Optiprep™ se hodnoty pohybovaly v rozmezí 

0,2-2,9 \xM. Pro 18 hodinovou separaci gradientu Optiprep™ se hodnoty pohybovaly 

v rozmezí 0,2-7,8 \\M. Nejvíce volných thiolových skupin gradientu sacharózy bylo pří tomno 

taktéž v těžké části gradientu. Pro 4 hodinovou separaci se hodnoty pohybovaly v rozmezí 

0,25 n M až 2,66 \xM. Pro 18 hodinovou separaci se hodnoty pohybovaly v rozmezí 

0,32-5,25 u M . 

V biologických systémech jsou thiolové skupiny přítomny v proteinech obsahující Cys zbytky 

a v molekulách jako je glutathion. Thioly jsou významná redukční činidla a nukleofily. Podílí 

se na buněčné signalizaci, strukturní stabilizaci a udržení homeostázy. V e většině proteinů je 

cystein zastoupen méně než 3 %. Proteiny buněčného povrchu obsahující thiolové skupiny jsou 

například proteindisulfidisomerasa, thioredoxin, N a / K ATPasa, 5-nukleotidasa, akvaporin a 

d a l š í . 2 2 7 ' 2 2 8 

V buňkách jsou thiolové skupiny přítomny v milimolárních koncentracích a existují převážně 

ve své redukované formě. Celková koncentrace glutathionu se pohybuje v rozmezí 2-17 m M . 

Thiolové skupiny proteinů jsou zastoupeny v koncentracích 10-50 m M . V extracelulárním 

prostoru je koncentrace thiolových zbytků snížená a pohybuje s v rozmezí 0,4-0,6 m M . 2 2 8 

Distribuce proteinů asociovaných s L R / D R M (kaveolin-1 a flotillin-1, viz 4.1.6) 

V této diplomové práci byly použity proteiny kaveolin-1 a flotillin-1, které patří mezi základní 

proteinové markety L R / D R M . Kaveolin-1 (21, 24 kDa) je jedním ze základních proteinových 

markerů kaveol v P M buněk. 4 4 ' 1 1 2 Flotillin-1 (47 kDa) se používá jako základní proteinový 

marker L R / D R M v P M buněk. 8 1 , 2 2 2 

Distribuce kaveolinu-1 se ve dvou časových intervalech separace pro gradient sacharózy lišila. 

Pro 4 hodinovou separaci je protein přítomen napříč celým gradientem. Nejvíce proteinu bylo 
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detegováno ve frakci S4(13), což odpovídá těžké části gradientu. Jeho přítomnost v těžké části 

gradientu a nízké zastoupení v lehké části naznačuje, že 4 hodinová separace koncentruje 

L R / D R M domény v těžších částech gradientu. V případě 18 hodinové separace v gradientu 

sacharózy je distribuce kaveolinu-1 posunuta více do střední části, nicméně je patrné, že 

nedošlo k výraznému zakoncentrování proteinu žádné části gradientu. Vyvstává otázka, zda by 

při prodloužení doby separace nad 18 hodin docházelo k dalšímu zakoncentrování či naopak 

„rozmytí" proteinu ve frakcích gradientu. 

Pro protein flotillin-1 byla distribuce napříč gradientem sacharózy po 4 hodinové separaci 

patrná nejvíce na rozmezí lehké a střední části (frakce 4-6). Nejvíce flotillinu-1 bylo 

detegováno ve frakci S4(4). Po 18 hodinové separaci došlo k posunu a zakoncentrování 

proteinu v rozmezí lehké a střední části gradientu, nejvíce ve frakcích S 18(3) - S 18(5). To 

naznačuje, že prodloužení separace ze 4 na 18 hodin vede ke zakoncentrování L R / D R M domén 

ve střední části gradientu. 

Výsledky 4 hodinové separace sacharózového gradientu se více shodují s protokolem 

Persaud-Sawin, 2 2 2 kde je flotillin-1 přítomen napříč celým gradientem sacharózy a není 

detegován v prvních dvou frakcích. Porovnání 18 hodinové separace se neshodují, neboť 

v mých experimentech je flotillin-1 více zakoncentrován do lehké části gradientu (frakce 3-5), 

která je zároveň obohacena o cholesterol a vyznačuje se sníženým množstvím proteinu. 2 2 2 

Distribuce kaveolinu-1 v gradientu Optiprepu™ se pro oba časové intervaly lišila. Pro 4 

hodinovou separaci j e protein přítomen napříč gradientem nejvíce v lehké a střední části (frakce 

1-10) s malým zastoupením v nejtěžších frakcích (11-13). V porovnání s gradientem sacharózy 

stejného časového intervalu dochází k posunu proteinu z těžké části gradientu, což naznačuje, 

že gradient Optiprepu™ více koncentruje L R / D R M v gradientu. V případě 18 hodinové 

separace v gradientu Optiprepu™ dochází k zakoncentrování kaveolinu-1 do střední části 

gradientu (frakce 6-9). To naznačuje, že prodloužení doby separace vede ke koncentraci 

L R / D R M do střední části gradientu jak pro Optiprep™, tak i sacharózu. 

Pro protein flotillin-1 v gradientu Optiprep™ byla distribuce rozdílná v obou časových 

intervalech. Pro 4 hodinovou separaci bylo nejvíce proteinu detegováno v lehké části gradientu 

nejvíce ve frakcích 04(2)-04(4). V případě 18 hodinové separace došlo k posunu proteinu do 

střední části gradientu do frakcí 018(6)-018(8), což lze porovnat s protokolem Persaud-Sawin, 

kde je flotillin-1 nejvíce přítomen ve frakcích 3 -5 . 2 2 2 V porovnání se sacharózovým 

62 



gradientem lze říci, že gradient Optiprepu je schopný více koncentrovat L R / D R M 

v gradientu. 

Elektrochemická analýza (viz 4.1.7) 

Pro měření oxidačně-redukčních přeměn byla využita C P S A metoda. Měření bylo prováděno 

pouze pro gradient sacharózy pro oba časové intervaly separace (4 hodiny i 18 hodin). Gradient 

Optiprep™ nebyl pomocí této metody analyzován, neboť docházelo k interferencím. B y l y 

odečteny výšky píku H . Pro 4 hodinovou separaci byl pík H nejvyšší v lehké části gradientu 

(graf 10), což může souviset s přítomností aminokyselinových zbytků (histidin, lysin, cystein, 

arginin) odpovídající za elektrokatalytickou reakci. Po 18 hodinové separaci byl pík H nejvyšší 

ve střední části gradientu (graf 11). To, zda za pík H odpovídají pouze proteiny obsažené 

v jednotlivých frakcích nebo i j iné komponenty schopné katalyzovat vylučování vodíku bude 

předmětem dalšího výzkumu. Vzhledem k tomu, že nejvyšší koncentrace proteinu se vyskytuje 

v těžkých frakcích (grafy 2 a 3) lze předpokládat, že by se do elektrokatalytické reakce mohly 

zapojovat i další nízkomolekulární látky. 

63 



6 Závěr 

V této diplomové práci byl sepsán literární přehled na téma lipidové rafty/detergent rezistentní 

membrány, jejich základní vlastnosti a interakce. V experimentální části byl vypracován 

izolační protokol vycházející z nerozpustnosti těchto mikrodomén plazmatické membrány 

v neionogenních detergentech a následné ultracentrifugace. Jako detergent byl zvolen Triton 

X-100. B y l y porovnány dva separační gradienty (sacharóza, Optiprep™) ve dvou různých 

časových intervalech separace (4 hodiny, 18 hodin). By lo stanoveno množství celkového 

proteinu ve frakcích s hodnotami v rozmezí 0,075-0,91 mg/ml pro gradienty sacharózy a 0,039-

1,30 mg/ml pro gradienty Optiprep™. Bylo stanoveno množství celkového cholesterolu ve 

frakcích s hodnotami 271,30-963,16 ug cholesterolu na mg proteinu pro gradienty Optiprep™ 

a 56,73-456,51 ug cholesterolu na mg proteinu pro gradienty sacharózy. Dále byla stanovena 

koncentrace volných thiolových skupin ve frakcích s hodnotami v rozmezí 0,00025-5,25 u M 

pro gradienty sacharózy a 0,25-7,8 u M pro gradienty Optiprep™. By ly stanoveny proteiny 

asociované s lipidovými rafty/detergent rezistentními membránami kaveolin-1 a flotillin-1. 

Z naměřených dat vyplývá, že oba gradienty jsou vhodné pro separaci lipidových 

raftů/detergent rezistentních membrán. Získané výsledky budou použity k dalšímu výzkumu 

interakcí lipidových raftů/detergent rezistentních membrán a farmakologicky aktivními 

Ugandy a pro účely lipidomických a proteomických analýz. 
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8 Přílohy 

Graf 4: Množství cholesterolu ve frakcích gradientu Opt iprep™ po 4 hodinovém intervalu 

separace vyneseno jako závislost u.g cholesterolu na mg proteinu (oranžová křivka). Porovnáno 

s distribucí celkového proteinu (modrá křivka). Měření byla provedena ve třech opakováních 

(±SD). 
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Graf 5: Množství cholesterolu ve frakcích gradientu Opt iprep™ po 18 hodinovém intervalu 

separace vyneseno jako závislost u.g cholesterolu na mg proteinu (oranžová křivka). Porovnáno 

s distribucí celkového proteinu (modrá křivka). Měření byla provedena ve třech opakováních 

(±SD). 
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Graf 6: Množství cholesterolu ve frakcích gradientu sacharózy po 4 hodinovém intervalu 

separace vyneseno jako závislost ug cholesterolu na mg proteinu (oranžová křivka). Porovnáno 

s distribucí celkového proteinu (modrá křivka). Měření byla provedena ve třech opakováních 

(±SD). 
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Graf 7: Množství cholesterolu ve frakcích gradientu sacharózy po 18 hodinovém intervalu 

separace vyneseno jako závislost ug cholesterolu na mg proteinu (oranžová křivka). Porovnáno 

s distribucí celkového proteinu (modrá křivka). Měření byla provedena ve třech opakováních 

(±SD). 
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frakce 

Graf 8: Koncentrace volných thiolových skupin gradientu sacharózy ve dvou časových 

intervalech separace (4 hodinová - tmavě modrá křivka; 18 hodinové - světle modrá křivka). 

Měřeno při 412 nm. Měření byla provedena ve třech opakováních (±SD). 
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Graf 9: Koncentrace volných thiolových skupin ve frakcích gradientu OptiprepTM ve dvou 

časových intervalech separace (4 hodinová - tmavě oranžová křivka; 18 hodinová - světle 

oranžová křivka). Měřeno při 412 nm. Měření byla provedena ve třech opakováních (±SD). 
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Obrázek 17: Zastoupení kaveolinu-1 (molekulová hmotnost 21, 21 kDa) v gradientu 

sacharózy po 4 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST 

byla inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 18: Zastoupení kaveolinu-1 (molekulová hmotnost 21, 24 kDa) v gradientu 

sacharózy po 18 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST 

byla inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 19: Zastoupení flotillinu-1 (molekulová hmotnost 47 kDa) v gradientu sacharózy po 

4 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 20: Zastoupení flotillinu-1 (molekulová hmotnost 47 kDa) v gradientu sacharózy po 

18 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 21: Zastoupení kaveolinu-1 (molekulová hmotnost 21, 24 kDa) v gradientu 

Optiprep™po 4 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST 

byla inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 22: Zastoupení kaveolinu-1 (molekulová hmotnost 21, 24 kDa) v gradientu 

Optiprep™ po 18 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% 

mléce/TBST byla inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% 

mléce/TBST byla inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 23: Zastoupení flotillinu-1 (molekulová hmotnost 47 kDa) v gradientu Opt iprep™ 

po 4 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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Obrázek 24: Zastoupení flotillinu-1 (molekulová hmotnost 47 kDa) v gradientu Opt iprep™ 

po 18 hodinové separaci. Podmínky: primární protilátka 1:1000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 24 hodin při 4 °C; sekundární protilátka 1:5000 v 5% mléce/TBST byla 

inkubována 1 hodinu při laboratorní teplotě. 
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