Vnejsi struktury bakterialnich bunek vs.
bunky hostitele — adheze, invaze a
remodelace hostitelskych bunek

Jak jsou indukovany zmeny nekterych struktur
bakterialni bunky, a jak tyto struktury pusobi na
prestavbu bunky eukaryotické



Eukaryoticky cytoskelet a
jeho modifikace vlivem patogenu

Tendence — vzdy vhodna nika pro preziti
Ovlivnén viry i bakterialnimi patogeny

Regulace cytoskeletu vazbou na receptory Ci
vstupem do bunky, a to:

* Bakterialni toxiny
* Aktin-regulujici GTP-vazajici malé proteiny
Cytoskelet hostitele slouzi k:

- prilnuti, vstup do bunék, pohyb uvnitr a meazi
bunkami, formovani vakuol a remodelace,

zabrana fagocytozy...




Patogenita bakterii a eukaryoticky
aktinovy cytoskelet

a) Intracelularni patogeni

hraje roli pfi zménach (pohybu buriky a pohlceni bakterie) euk.CM
pfi fagocytoze

a) interakci bakterialnich produktt s receptory cytoplasmatické
membrany za regulace cytoskeletu

b) pfimym vstupem produktt do bunky

Intracelularni patogeni possess ligandy reaguijici s receptory a
sekrec€ni systém IV typu translokuje molekulyefektorti do cytoplasmy

Takto bakterie svymi produkty manipuluji aktinovy cytoskelet pro
promote jejich proliferaci

Stimulace polymerace aktinu a zvySena fagocytdza bakterii!!
Rychlé nasobeni poltu bakterialnich bunék ve tkanich




b) extracelularni patogeni

* Naopak, produkuji substance vstupujici do
eukaryotické buriky a nicici sit aktinovych
viaken

* Tim zabrani pohlceni a natraveni eukaryotickou

bunkou



Faktory adheze Clostridium difficile pri
prilnuti na lidske enetrocyty ve streve

Studium — monovrstva bnécnych linii strevnich
buneék (strevni epitelialni Caco-2 a sliz
produkujici HT29-MTX), nikoli in vivo!

RUst za zahfivani a v pritomnosti krve
Mikroskopie: SEM

Interakce bakterii s microvilli epitelu, silna
vazba na bunky mukdzni vrstvy

Byly pozorovany hlavné dva povrchove-
vazebné protejny 12 a 27kDa



Prichod salmonel epitelialnimi
bunkami

Intracelularni parazity

Vstup do vakuol, replikace

V pritomnosti povrchu epitelidlnich bunék se
indukuje syntéza nékterych proteinu dulezitych
pro adherenci a invazi

Indukce proteinu stimulovana

trypsinsenzitivnimi a nueraminidazasenzitivnimi
strukturami epitelu



Prestavba cytoskeletu provazejici prostup
salmonel epitelem

« Metodika: konfokalni mikroskop, imunofluorescencni a
elektronovy
* Po vstupu do vakuol bunky salmonel obklopeny 5-10 um
struktur cytoskeletu
- rozsahlymi agregaty polymerizovaného
aktinu, alfa-aktininu a tropomyosinu kratce po pfichyceni
(20-60 min) a tato vlakna zmizela po internalizaci
- tubulin rovnéz agreguije..
- studie: aplikace inhibitoru mikrofilament — cytochalasin D,

ktery blokoval bakterialni internalizaci, ale nebranil
akumulaci polymerizovaného aktinu

Salmonela po vazbé na povrch spousti prestavbu cytoskeletu



Prestavba cytoskeletu vlivem proteinu
Neisseria gonorrhoeae

e Vstup do bunék tkanové kultury po vazbé Opa
(opacity outer membrane proteins) na
proteoglykanové receptory

* Cytochalasin D — latka prerusujici
mikrofilamenta - opét blokoval vstup bunék

* Opeéet akumulace aktinovych filament kolem
bunék pri jejich vstupu do hostitele



Moznosti studii funkce struktur OMP

Znameé sekvence genu pro invaziny
Transformace modelovych MO (pf: E. coli) t€mito geny

Plasmid s genem fuzovanym s genem pro beta-
laktamasu ve vedouci sekvenci = E. coli (opa)

Oproti netransformovanym E. coli adherovaly na bunky
urciteho epitelu

Kinetika a stupen invaze byly porovnatelné s hodnotami
pro Opa+ N. Gonorrhoeae

Metoda studiua invaze: TEM

Invaze inhibovana: cytochalasin D

TEM prokazala: bunky infikovaného epitelu vykazovaly
dramatické snizei filamentu



LPS
Lipid A

LPS = hlavni molekula bunéé.povrchu G- bakterii
Vne VM
3 domény - koncovy O-polysacharid, jadro=oligosacharid a lipid A
Lipid A — je esencialni pro preziti; endotoxin
- chemické modifikace (v zavislosti na vnéjsku!!!)
- tedy ovlivnitelny teplotou, pH...
Jadro — oligosacharid, nékolik glykoforem — 11 typu LPS
« Metody popisu chemicke struktury:
- tenkovrstevna chromatografie TLC, MS, (maldi, esi),
radioizotopové znaceni



Biosyntéza, transport a
modifikace lipidu A= remodelace struktury!

 Lipid A- fosfolipid na bazi glukosaminu

« Konstitutivne syntetizovany

« Hydrofobni Cast LPS

» P¥iCina septického Soku, vliv na patogenitu — aktivuje 1S
* Analyza strukturnich genu pro lipid A

« Ale — chemicka struktura modifikovatelna vnejSimi
faktory!!

* Modifikace lipidu A — strukturalni zmeny — ekologicka
vyhoda pro patogeny — strategie G-

|zolace a charakterizace lipidu A: fyziologie bakterii, mechanismy ATB
rezistence, imunitni odpovéed hostitele, vyvoj ATB



LPS Coxiella burnetii

 Bunky fazelall!lll-SaRformy
* Chemické a imunochemické metody
* Vzacna D-glycero-D-manoheptdza

e Unikatni cukry, které se nenasly v jinych LPS
nebo i jinde v prirodé

e (6-deoxy-3-C-methyl-L-gulosa = L-virenosa
a 3-C-(hydroxymethyl)-L-lyxosa)
Labilita vazeb v kyselém prostredi



LPS Haemophilus influenzae

* Extenzivni intra a interkmenova heterogenita
glykoforem



