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Abstrakt:

VétSina studii zabyvajici se host-patogen interakce byla v pribéhu minulych let
prevdzné zamétena pouze na funkci jedné molekuly nebo jeden biologicky process. Neddvny
rozvoj genomiky, transkriptomiky a proteomiky ovSem umoZziiuje novy typ experimetd a tim
ziskat nové informace jak o jednotlivych komponentech biologického systému tak jejich
vzdjemnych interakci. Jsou to pfedevsim proteiny, které jsou jako nosi¢i biologické aktivity
sttedem zdjmu. Studium proteinového sloZeni biologickych systému jako je napt. host-
patogen interakce umozinuje objasnit molekuldrni mechanismy infekce v daném prostoru a
casu.

V soucasné dobé¢ je zde potieba vyvinout nové 1éky zasahujici proti bakteriim a virtim.
Aby to bylo mozZzné, je nutné dobfe znit molekuldrni mechanismy infekce. Patogenni
organismy ovSem vyvinuly nejriiznéjsi strategie jak obejit obranné mechanismy imunitniho
systému hostitele. SkuteCnost, Ze patogeni vyuZivaji signdlni cesty hostitele k nalezeni
bezpecného ttocisté pro vlastni replikaci, vedla k hypotéze moZného terapeutického zdsahu
proti patogennim organismiim ze strany hostitele.

Predkladana disertacni prace aplikuje kvantitativni protetickou analyzu ke studiu
interakce Francisella tularensis s makrofdgy z pohledu hostitele. V této praci byly feSeny
celkem dva védecké ukoly.

Prvni ¢ast disertacni prace je vénovana charakterizaci signdlnich cest makrofagi, které
hraji kliCovou roli pii interakci s intracelularnim patogenem Francisella tularensis. Nejdiive
jsme prokdzali, Ze membranové rafty hraji diilleZitou roli ve vstupu Franciselly tularensis do
makrofagii. Narusenim struktury membréanovych rafti pomoci cholesterol-depletujici ¢inidla,
metyl-B-cyklodextrinu, and cholesterol-vdzajictho ¢inidla, filipinu, doSlo k poklesu
bakteridlntho vstupu do makrofidgh. Dadale jsme pomoci kvantitativni proteomiky
charakterizovali dynamické zmény v proteinovém sloZzeni membranovych raftd po
internalizaci F. tularensis. Kvantifikace obohacenych proteinti v DRMs frakci po internalizaci
bakterie v porovndni s kontrolnimi buiikkami byla provedena metodou SILAC, nebo-li
metabolického znaceni bun€k izotopovymi aminokyselinami béhem kultivace. Po interakci s
Francisella tularensis byla v DRMs frakci makrofigli detekovdna zvySend piitomnost
adaptorového proteinu, Sequestosomu-1 (p62). Pomoci imunofluorescencni mikroskopie jsme
demonstrovali asociaci adaptorového proteinu s ubiquitinovanymi proteiny v blizkosti
bakterie. Dale jsme zjistili, Ze Francisella tularensis béhem jiz Casné faze po své internalizaci
do makrofagii interaguje prostfednictvim molekuly p62 s drahou autofagie.

Cilem druhého projektu bylo identifikovat a kvantifikovat zménu v proteinovém
sloZzeni bunécného povrchu makrofagii po aktivaci IFN-y pomoci neddvno vyvinuté Cell
Surface Capturing (CSC) metody. Celkem bylo identifikovdno 152 povrchovych proteint
makrofagi. Z tohoto celkového poctu, pouze sedm povrchovych molekul vykazovalo zménu
exprese po ovlivnéni IFN-y. Déle jsme urcili zménu fenotypu aktivovanych makrofagii po
interakci s bakteridlni infekci. Bylo zjiSténo, Ze beéhem stimulace bakteridlni infekce s IFN-y
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dochdzi k poklesu abundance proteinu BST-2 z bunéného povrchu.
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