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SAZETAK

Legionella pneumophila je gram-negativna aerobna bakterija koja pripada porodici
Legionelaceae. Legionele su rasprostranjene posvuda u prirodi, a 0sobito su rasprostranjene u
vodenom okoliSu. Sposobnost prezivljavanja u protozoama im omogucuje prezivljavanje u
nepovoljnim uvjetima. L. pneumophila uzrokuje blazi febrilni oblik bolesti, pontijacku
groznicu te tezi oblik bolesti, atipi¢énu pneumoniju koja se po americkim legionarima naziva
legionarska bolest. Francisella tularensis je gram-negativna i asporogena bakterija koja
pripada porodici Franciselaceae. U porodicu Franciselaceae pripada samo rod Francisella
koji ukljucuje sljedece vrste: F. tularensis, F. hispaniensis, F. philomiragia, F. noatunensis i
F. novicida.F. tularensis dijeli se na tri podvrste F. tularensis subsp. tularensis (tip A), F.
tularensis subsp. holarctica (tip B) i F. tularensis subsp. mediasiatica. F. tularensis subsp.
tularensis (tip A) i F. tularensis subsp. holarctica (tip B) uzrokuju bolest kod ¢ovjeka, dok se
F. tularensis subsp. mediasiatica pokazalamanje virulentnom. F. tularensis subsp. tularensis
je visoko virulentna bakterija,a zbog lakog prenosenja zrakom i vrlo niske infektivne doze,
smatra se 1 potencijalnim bioloSkim oruzZjem.Donedavno se Cetvrtom podvrstom smatrala 1
novicida, ali ona je ipak svrstana u zasebnu vrstu. F. novicida je avirulentna za ¢ovjeka,a
uzrokuje bolest samo kod imunokompromitiranih.Cilj ovog rada bio je pratiti mehanizam
ulaska unutarstani¢nih bakterija L. pneumophila i F. novicida u D. discoideum. Takoder,
zeljeli smo utvrditi ovisi li uc¢inak citokalasina D o njegovoj koncentraciji. Citokalasin D je
alkaloid gljiva koji depolimerizira aktinski filament na nacin da se veZe za jedan njegov kraj 1
tako blokira njegov daljnji rast pa se zbog toga naziva inhibitor polimerizacije aktinskih
niti.Kinetika rasta i razmnozavanja bakterija L. pneumophila i F. novicida u amebama
D. discoideum tretiranim citokalasinom D pracena je u periodima od 1, 5, 24 i 48 sati nakon
infekcije. Broj unutarstanicnih bakterija odredivan je nasadivanjem desetorostrukih

razrijedenja na BCYE podlogu.Nasi rezultati pokazuju da se bakterije F. novicida i L.



pneumophila uspjesno razmnozavaju i prezivljavaju u amebi D. discoideum. Broj bakterija F.
novicida u amebama doseze maksimum u periodu od 48 sati nakon infekcije. Medutim,
rezultati su pokazali kako dodatak citokalasina D, kao ni njegova koncentracija, nema utjecaj

na rast bakterija F. novicida i L. pneumophilau amebi D. discoideum.

Kljuéne rijeci: F. novicida, L. pneumophila, citokalasin D, D. discoideum



SUMMARY

Legionella pneumophila is a gram-negative aerobic bacteria which belong to the family
Legionelaceae. Legionella is ubiquitous in the nature, and is particularly widespread in the
aquatic environment. The ability to survive in protozoa allows the bacterium to survive in
unfavorable conditions. L. pneumophila causes a milder form of febrile disease, pontiac fever
and severe form of the disease, atypical pneumonia, which is called legionnaires' disease.
Francisella tularensis is a gram-negative bacteria which belongs to the family
Franciselaceae. The family Franciselaceae contains only genus Francisella which includes
the following subspecies: F. tularensis, F. hispaniensis, F. philomiragia, F. noatunensis and
F. novicida.F. tularensis is divided into three subspecies of F. tularensis subsp. tularensis
(type A), F. tularensis subsp. holarctica (type B) and F. tularensis subsp. mediastatica.
F. tularensis subsp. tularensis (type A) and F. tularensis subsp. holarctica (type B) cause
disease in humans, while F. tularensis subsp. mediastatica showed to be less virulent.
F. tularensis subsp. tularensis is avery virulent bacterium, and because of a very low infection
dose and airbone transmission, is considered a potential biological weapon.Until recently, the
fourth subspecies considered novicida, but it is still classified as a separate species.
F. novicida is the avirulent bacteria that causes disease only in immunocompromised. The aim
of this study was to monitor the entry and growth of bacteria F. novicida and
L. pneumophila in Dictyostelium discoideum cells after treatment with cytochalasin D. Also,
we wanted to determine whether the concentration of cytochalasin D has an influence on
number of intracellular bacteria. Cytochalasin D, an alkaloid fungi depolymerize actin
filaments in a way that it binds to one end and thereby blocks its further growth and thus is
referred to as a polymerization inhibitor of actin filaments. The kinetics of growth and
reproduction of bacteria L. pneumophila and F. novicida in amoeba D. discoideum treated

with cytochalasin D is followed by a period of 1, 5, 24 and 48 hours after infection. Number

Vv



of intracellular bacteria was determined by seeding tenfold dilutions on BCYE surface.Our
results show that the bacteria F. novicida and L. pneumophila successfully survive and
replicate in amoeba D. discoideum. The number of bacteria F. novicida within the amoeba
reaches maximum in the period of 48 hours after infection. However, the results showed that
the addition of cytochalasin D, as well as its concentration, has no impact on the growth of

F. novicida and L. pneumophila in amoeba D. discoideum.

Key words: F. novicida, L. pneumophila, cytochalasin D, D. discoideum
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1. UVOD

1.1. Legionella
1.1.1. Rod Legionella

Bakterija je gram-negativni aerobni bacil koji od 1979.godine pripada porodici
Legionellacae. Rod Legionella je jedini u toj porodici. Do danas je otkriveno vise od 50 vrsta
legionela. Oko 90% slucajeva humanih infekcija uzrokuje Legionella pneumophila,a po

ucestalosti slijede Legionella micdadei (6%) i Legionella bozemanii (3%) [35].

1.1.2. Legionella pneumophila

L. pneumophila ima aeroban,kemoorganotrofan metabolizmom,iako neke vrste rastu
bolje u atmosferi uz prisutnost 1-5% CO,. Genom bakterije sadrzi 39% gvanina i citozina.
Zbog specifi¢nih zahtijeva rasta, Legionella ne raste na uobicajenim hranjivim podlogama kao
Sto je krvni agar. Porodicu Legionelaceae karakterizira potreba za L-cisteinom i Zeljeznim

solima.

Legionele su ubikvitarne u prirodi, a osobito su rasprostranjene u vodenom okolisu.
Takoder,imaju sposobnost preZivljavanja u protozoama Sto im omogucava prezivljavanju u

nepovoljnim uvjetima [35]

1.1.3. Epidemiologija

Zbog sposobnosti prezivljavanja u kloriranoj vodi, L. pneumophila prezivljava u
vodenim ekosustavima i putem inficiranog aerosola uzrokuje bolest. Bolest se ne prenosi s
Covjeka na covjeka. L. pneumophila prezivljava Siroki raspon temperatura (0-63°C), a

optimalna temperatura za njezino razmnozavanje je oko 37°C [35].
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Legionella se na covjeka prenosi putem inficiranog aerosola pa se u pocetku bolest
uzrokovana tom bakterijom povezivala samo s epidemijama putnika,odnosno gostiju razli¢itih
hotela. Medutim, danas je opée poznato da su puno ¢eséi i opasniji sporadi¢ni slucajevi koji

nastaju u vlastitom domu s obzirom na slabu kontrolu temperature vode[1].

Od legionarske bolesti mogu oboljeti ljudi oba spola i svih dobnih skupina. Medutim,
u riziéne skupine ubrajamo osobe starije zivotne dobi,imunokompromitirani i osobe koje puse

ili ¢esto konzumiraju alkohol.

U Hrvatskoj se legionarska bolest uglavnom javlja sporadi¢no u ljetnim mjesecima (od
srpnja do rujna),cemu pridonose povoljni uvjeti za razmnozavanje bakterija (klima —uredaji,

bazeni, tusevi, itd.)[2].

L. pneumophila je jedan od najce$¢ih uzroénika pneumonija u opcoj populaciji.
Izuzetak je L. longobeache koja se u epidemijskom obliku pojavljuje endemski, samo u

Australiji [35].
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Slika 1. Ucestalost legionarske bolesti u Europi od 1987. do 2010. godine
Na slici se moZe uociti nagli porast broja oboljelih ulaskom u 21.stoljeée te to moZemo povezati s
Cestim putovanjima ljudi i boljom prometnom povezanosti gradova. Do 2007.godine se uglavhom
radi o porastu broja oboljelih,dok nakon 2007.godine broj oboljelih se smanjuje te u 2010.godini on
iznosi 864. Medutim, to se moZe povezati s prevencijom i kontrolom temperature vodenih sustava u
hotelima. izvor: I.Kuzman-Legionarska bolest

1.1.4. Pontijacka groznica i legionarska bolest

L.pneumophila kod covjeka uzrokuje dva oblika bolesti. Laksi oblik je pontijacka
groznica,bolest nalik gripi bez upale pluc¢a. Javljaju se op¢i simptomi (poviSena tjelesna
temperatura, glavobolja te bolovi u misi¢ima i zglobovima) i vrlo blagi simptomi diSnog
sustava. Bolest traje oko tjedan dana, a lijeCenje je simptomatsko. Tezi oblik je legionarska
bolest s pneumonijom, odnosno atipi¢na pneumonija. Nakon inkubacije koja traje do 10
dana,javlja se jaki suhi kasalj,bolovi u grudnom kosu te vrlo visoka tjelesna temperatura s
tresavicom. Uz atipicnu upalu pluca, javljaju se i probavne smetnje (dijareja,
mucnina,povracanje i gréevi u trbuhu). Za razliku od pontijacke groznice, legionarska bolest

zahtijeva lijeCenje antibioticima [35].
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1.1.5. Prevencija

Buduc¢i da ne postoji profilaksa bolesti, vaznost se pridaje prevenciji. Kod prevencije
je nuzno konstantno nadzirati izvore aerosola. Kontrola epidemije u hotelima postize se
najéesS¢e grijanjem vodenih sustava na temperaturu od 55 do 75°C i hiperkloriranjem[3].
Temperatura hladne vode ne smije biti iznad 20°C,a temperatura tople mora biti visa od

46°C. Hiperkloriranje i obrada ozonom se takoder koristeu prevenciji legioneloze [35].

Takoder, preporuca se koristenje cjevovoda sa $to manje rac¢vi kako bi se sprijecilo
razmnozavanje legionele. Vaznost se pridaje i odabiru materijala od kojeg su izradene cijevi.
Prednost treba dati cijevima od polimernih materijala jer su tada stjenke cijevi glatke. Vrlo je
vazno u cijevima odrzavati stalni protok vode, kako ne bi bilo mrtvih kutova u kojima bi se
mogla zadrZzavati voda. U prevenciji bolesti, nuzna je redovita provjera i ¢iS¢enje spremnika

tople vode te kontrola ispravnosti vode.

U slucaju epidemije, potrebno je provesti epidemioloski nadzor. Provodi se detaljna
analiza izvora infekcije kao i puteva Sirenja zaraze. S obzirom da se bolest ne prenosi

direktnim kontaktom s ¢ovjeka na ¢ovjeka,bolesnika nije potrebno izolirati [2].

1.2.Francisella

Francisella tularensis je mala, gram-negativna, nepokretna i asporogena bakterija.
Posjeduje sposobnost razmnozavanja u razliCitim fagocitnim 1 nefagocitnim stanicama.
F.tularensis je vrlo virulentna bakterija. Infektivna doza ovisi o putu ulaska mikroorganizma
u organizam,a najniza infektivna doza je prilikom respiratornog puta infekcije (oko 10
bakterija). Bakterija ostaje virulentna na razli¢itim staniStima (blato,voda,leSevi zivotinja) i na

niskim temperaturama, a liofilizirana na -70°C moze zadrzati virulenciju godinama [35].
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1.2.1. Rod Francisella

Tablica 1. Taksonomija unutar roda Francisella

Rod Vrsta Podvrsta
Francisella tularensis tularensis
holarctica
mediasiatica
novicida
hispaniensis
philomiragia
noatunensis noatunensis
orientalis

Porodica Franciselaceae sadrzi samo jedan rod, rod Francisella koji ukljucuje
sljedece vrste: F.tularensis, F. hispaniensis, F.philomiragia, F. noatunensis i
F. novicida.Vrsta F. tularensis je najznacajnija za humanu medicinu i dijeli se u tri podvrste:
F. tularensis subsp. tularensis (tip A), F. tularensis subsp. holarctica (tip B ) i F. tularensis
subsp. mediasiatica. F. noatunensis je povezana s vodenim organizmima,a dijeli se na dvije

podvrste: F. noatunensis subsp. noatunensis i F. noatunensis subsp. orientalis (Tablica 1.) [4].

1.2.2. Francisella novicida

F. novicida je u povijesti pripadala podvrsti F. tularensis zbog 97%-tne genske
sli¢nosti. Medutim, istraZivanja su kasnije pokazala da postoje bitne razlike izmedu

F.tularensis i F.novicida te se sada F.novicida smatra zasebnom vrstom[4, 5]. F. novicida nije
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patogena za covjeka, no moze uzrokovati simptome bolesti kod imnokompromitiranih osoba.
lako avirulentna za covjeka, F. novicida ima sposobnost razmnozavanja u humanim
makrofazima [6]. Zanimljivo je kako kod glodavaca F. novicida izaziva tularemiju, sli¢no kao
F.tularensis subsp. tularensis kod ¢ovjeka. Buduc¢i da F. novicida nije patogena za Covjeka,

Cesto se koristi u eksperimentalnom istrazivanju tularemije [7].

1.2.3. Epidemiologija

F.tularensis se na ¢ovjeka prenosi uglavnom ubodom insekata, prilikom kontakta s

bolesnim ili mrtvim Zivotinjama, bakterijama u tlu ili preko zaraZene hrane ili vode [8, 9].

Glavni rezervoar Francisella su zecevi i glodavci, a vektori prijenosa tularemije su
¢lankonosci, kao Sto su muhe, komarci i krpelji. F.tularensis subsp. tularensis se uglavnom
povezuje s ovcama i kuni¢ima, dok je F.tularensis subsp. holarctica najcesce prisutna u

vodenim ekosustavima[10].

1.2.4. Tularemija

Razlikujemo vanjske i unutarnje oblike tularemije u ljudi. U vanjske oblike ubrajaju
se: ulceroglandularni,glandularni, okuloglandularni i orofaringealni oblik,dok su unutarnji
oblici bolesti: plu¢ni, abdominalni i tifoidni. Klini¢na slika tularemije ovisi 0 putu

infekcije[11].

Jedan od najces¢ih vanjskih oblika tularemije je ulceroglandularni koji se prenosi
kontaktom sa zarazenom zivotinjom ili ugrizom zarazene Zivotinje. NajceS¢e je uzrokovan
podvrstom holarctica. Uz opce simptome, javlja se povecanje limfnih ¢vorova. Na mjestu
ugriza se nakon nekoliko dana stvara cir koji kasnije prelazi u papulu. Takva rana uglavnom
zarasta u obliku oziljka[11].Okuloglandularni oblik se prenosi umivanjem zagadenom vodom

ili inficiranim rukama,a ocituje se promjenama na konjuktivi oka[12,13]. Glandularni oblik
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tularemije javlja se u 5-10% nelijecenih bolesnika, a ocituje se povecanjem limfnih ¢vorova
[11]. Konzumacija kontaminirane hrane ili vode moze dovesti do razvoja orofaringealnog
oblika tularemije. Najcesce se javlja na podrucju Turske i Finske (oko 77 % slucajeva).Taj
oblik bolesti karakteriziran je pojavom crvenila na sluznicama usta i zdrijela. Zanimljiva
C¢injenica je da do povecanja limfnih ¢vorova dolazi jednostrano[14, 15]. Abdominalni oblik
bolesti javlja se nakon konzumacije zarazene vode ili zaraZzenog mesa. Plu¢ni oblik
tularemijejavlja se nakonudisanja kontaminiranog zraka. Poznati su slucajevi infekcije
bakterijama prilikom rada s kontaminiranim sijenomili prilikom koSenja trave [16]. Nakon

infekcije javlja se pneumonija, bolovi u podrucju prsnog kosa te jaki suhi kasalj [17].

Tifoidni oblik tularemije je najtezi oblik 1 u 30% nelijeenih bolesnika uzrokuje smrt.
Takav oblik tularemije nastaje neovisno o mjestu ulaska uzro¢nika u organizam. Bolest
pocinje naglo s opéim simptomima, visokom temperaturom i tresavicom, javljaju se

poremecaji svijesti i septi¢ki Sok[11].

1.2.5. Prevencija

U suzbijanju tularemije,vrlo je bitno izbjegavati kontakt s bolesnim i uginulim
zivotinjama. Potrebno je smanjiti mogucnost uboda insekata: noSenjem zaStitne odjece,
koriStenjem zaStitnih mreza na prozorima, koriStenje repelentnih sredstava te uklanjanje

krpelja[3].

1.3.Normalan put razgradnje mikroorganizama u fagocitnim stanicama

Fagocitoza je oblik endocitoze u kojem stanica koristi fagosome kako bi imala
mogucénost razgradnje mikroorganizama. Fagocitozu provode posebne vrste stanica koje se
nazivaju profesionalni fagociti. Neutrofili i makrofazi su dvije vrste bijelih krvnih stanica koje

imaju moguénost fagocitoze.
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Nakon ulaska bakterije u stanicu makrofaga, uobicajeno dolazi do degradacije
endosomalno — lizosomalnim putem. Fagosom iz prvobitnog stanja sazrijeva u rani endosom
koji je reguliran proteinom Rab5. Nakon toga rani endosom sazrijeva u kasni endosom koji je
reguliran proteinom Rab7. Protonska VATP- azna pumpa u fagosom unosi vodikove ione te
na taj nacin dolazi do zakiseljavanja kasnog endosoma. Zakiseljeni endosom se spaja s
lizosomima u oblik fagosoma unutar kojega pocinje razdradnja bakterija pomocu hidrolaza

[18].

1.4. Unutarstani¢ni Zivot L. pneumophila

L. pneumophila posjeduje sposobnost ulaska i razmnozavanja unutar razli¢itih
fagocitnih 1 nefagocitnih stanica. Medutim, jo§ uvijek nije potpuno razjasnjen mehanizam
kojim
L. pneumophila ulazi u stanice domacina. Nakon ulaska u stanicu, bakterije se nalaze unutar
membranom omedene vakuole (engl. Legionella containing vacuole,LCV). Unutar vakuole
dolazi do razmnozavanja bakterija. Nakon ulaska u stanicu domacina fagocitozom, bakterija
zaustavlja normalno dozrijevanje fagosoma te ne dolazi do razgradnje unutar lizosoma.
Nasuprot tome, L. pneumophila boravi i razmnozava se unutar vakuole [19, 20].

L. pneumophila ima sposobnost razmnozavanja i prezivljavanja osim u makrofazima i
u stanicama ameba kao Sto su Acanthamoeba, Hartmanella, Naegleria, Valkampfia i
Dictyostelium. Zanimljivo je $to L. pneumophila pokazuje slican Zivotni ciklus unutar stanica
makrofaga i protozoa. Nakon S§to stanica fagocitozom proguta bakteriju, bakterija
L. pneumophila razmnozava se unutar vakuole. Ubrzo nakon infekcije L. pneumophila na
povrsinu svoje vakuole regrutira stani¢ne organele, kao $to su mitohondriji, ribosomi, golgijev
aparat 1 endoplazmatski retikulum. LCV na svojoj povrSini izrazava 1 poliubikvitinirane
proteine. Strategija koju L. pneumophila koristi kako bi promjenila stani¢ne procese

izaustavila normalno sazrijevanje fagosoma te izbjegla lizosomalnu razgranju, regulirano je
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sustavom sekrecije Dot/lcm. Ovaj sekrecijski sustav ubacuje oko 300 efektornih proteina u
citosol stanice domacina. Oko 10% genoma bakterije
L. pneumophila sudjeluje u kodiranju sekrecijskih efektornih proteina. Mnogi efektorni
proteini bakterije L. pneumophila na svojoj povrsini eksprimiraju proteinske domene kao $to
su Sel-1,U-box, F-box, C-terminalni CaaX motiv te domene bogate leucinom. Izrazaj velikog
broja efektornih proteina potaknut je tijekom eksponencijalne faze i unutarstani¢nog rasta u
amebama 1 makrofazima. Medutim, uloga svih proteina jo§ uvijek nije dovoljno
istrazena.Tijekom kasne faze unutarstani¢ne proliferacije dolazi do lize amebe, a bakterije

izlaze u okoli$ u potrazi za novim domacinom[21].

1.5. Unutarstani¢ni Zivot F. tularensis
Kljuéni mehanizam patogeneze tularemije je sposobnost ulaska, prezivljavanja i
razmnozavanja bakterije F. tularensis u stanicama domacina [22]. Za razliku od
L. pneumophila koja pokazuje slican zivotni ciklus unutar stanica makrofaga i protozoa,
F. tularensis unutar stanica makrofaga i ameba pokazuje potpuno drugaciji nacin

razmnozavanja.Unutarstani¢ni zivot F. tularensis razlikuje se s obzirom na vrstu domacina.

1.5.1. Ulazak F. tularensis u stanicu domacina

Kako bi usla u stanicu domacina, F. tularensiskoristi IV sustav pila [23]. Faktor
elongacije (EF), koji se nalazi na povrSini bakterije te FsaP protein smjesten u vanjskoj
membrani, imaju vrlo vaznu ulogu u adherenciji bakterije za stanicu domacina [24].

Bakterija ulazi u stanicu domacina procesom fagocitoze te vezanjem na povrSinske
receptore. Razliciti receptori sudjeluju u ulasku bakterije u stanicu domacina. Ukoliko se radi
0 neopsoniziranoj F. tularensis, pri ulasku bakterije sudjeluje manozni receptor (MR), dok pri

ulasku opsonizirane F. tularensis, vaznu ulogu imaju receptori koji se nalaze na povrSini
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stanice. Ukoliko je F. tularensis oblozena protutijelima, za ulazak u stanicu domacina Koristi

FC receptore [25].

1.5.2. Unutarstani¢ni Zivot F. tularensi su stanicama makrofaga

Francisella u makrofage ulazi fagocitozom vezujuéi se za povrsinske receptore. Vrsta
povrsinskih receptora ovisi o tome nalazi li se F. tularensis u opsoniziranom ili
neopsoniziranom stanju. Nakon ulaska u makrofage, F. tularensis se veze na podruéje bogato
kolesterolom- lipidnu splav (engl. Lipid Raft). Lipidne splavi u kombinaciji s proteinom
kaveolinom-1 kljucni su za ulazak bakterije u stanicu makrofaga te postaju dio fagosoma
(engl. Francisella Containing Phagosome, FCP). Fagosom sazrijeva u rani endosom u kojem
sudjeluju protein Rab5 i rani endosomalni marker (engl. Early Endosomal Antigen 1, EEA1).
Nakon toga slijedi sazrijevanje u kasni endosom gdje se oslobadaju kasni endosomalni makeri
(engl. Lysosomal Associated Membrane Proteins, LAMP-1 i LAMP-2), protein Rab7 te
manoza-6-fosfat.U razdoblju od 15-30 minuta nakon infekcije dolazi do aktivacije vVATP-azne
protonske pumpe koja zakiseljava fagosom.Nakon toga F. tularensis izlazi u citosol humanih

makrofaga gdje se bakterije repliciraju, a inficirana stanica makrofaga podlijeze apoptozi[26].

1.5.3. Unutarstaniéni zivot F. tularensis u stanicama ameba

Studije su pokazale da Francisella ulazi i razmnozava se unutar ameba Acanthamoeba
castellanii, Hartmannella vermiformis te unutar Dictyostelium discoideum. Pretpostavlja se
kako spomenute protozoe imaju vrlo vaznu ulogu u prijenosu tularemije putem povrsinskih i

izvorskih voda[27].

Mehanizmi i receptori potrebni za ulazak bakterije F. tularensis u amebe nisu poznati.
Zanimljivo je da se zivotni ciklus bakterije F. novicida razlikuje unutar stanica ameba u

usporedbi sa stanicama makrofaga. Dok unutar stanica makrofaga bakterije bjeze iz
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fagosoma, kako bi se razmnozavale u citosolu, unutar ameba H. vermiformis i A. castellanii

bakterije se razmnozavaju unutar vakuole koja nije zakiseljena.

1.6. Dictyostelium discoideum kao model za ulazak bakterija u stanicu

D. discoideum je eukariotska, haploidna, jednostani¢na ameba koja zivi u tlu i hrani se
bakterijama. Cesto se naziva ,sluzava plijesan ili socijalna ameba“[36].Ameba
D.discoideum pogodna je za znanstvena istrazivanja s obzirom da se vrlo brzo razmnozava i
da ne zahtijeva posebne uvijete uzgoja. Najpogodnija temperatura rasta za
D.discoideum je sobna temperatura, od 22 do 25 °C[28]. Dok god su amebi dostupne
bakterije, ona ih fagocitira, hrani se, raste i dijeli binarnom diobom svakih 8 do 10 sati
tijekom vegetativnog perioda zivota[29]. Zanimljivo je da D. discoideum ima sposobnost
agregiranja u viSestani¢nu strukturu. Kada stanice nemaju dovoljno hrane, one se udruzuju u
strukture nalik obliku puza (engl.slug). Svaki ,,slug® sadrzi preko 100 000 stanica, a
funkcioniraju kao jedinka. Medutim, kada je prisutno dovoljno hrane D. discoideum zivi kao

jednostani¢na ameba, a hrani se kvascima i bakterijama [36].

1.6.1. Zivotni ciklus D. discoideum

Zivotni ciklus amebe zapocinje kada spore germiniraju iz plodnih tijela pod toplim i
vlaznim uvjetima. Zivotni ciklus amebe D. discoideum sastoji se od dva ciklusa: spolnog i
nespolnog. Njezin nespolni zivotni ciklus sastoji se od socijalne i vegetativne faze rasta. U
vegetativnoj fazi rasta ameba se hrani procesom pinocitoze te fagocitozom. Ameba se hrani
bakterijama i raste, udvostrucuje svoj genom te se dijeli mitozom. Nakon diobe, ameba
ponovo moze uéi u vegetativnu fazu ili moze zapoceti socijalnu fazu, ovisno o uvjetima u

kojima se nalazi.

11
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Bakterije kojima se D. discoideum hrani luce folnu kiselinu i na taj nacin privlace
amebe. Kada se potrosi opskrba bakterijama, amebe ulaze u agregacijsku fazu. Tijekom
agregacije, izgladnjivanje potiCe stvaranje biokemijskih molekula koje ukljucuju
glikoproteine i adenil ciklazu. Glikoproteini omoguéuju medusobno prijanjanje stanica, a
adenil ciklaza stvara ciklicki AMP. Amebe stvaraju ciklicki AMP kako bi privukle susjedne
stanice. Dok se stanice kre¢u prema signalu, one se sudaraju jedna s drugom te se drze
zajedno pomocu glikoproteina. Migracijska faza zapocinje nakon formiraranja cvrste
agregacijske strukture. Tijekom agregacijske faze amebe formiraju nakupine u obliku
strukture ,,slug®, a funkcioniraju kao jedna. Ciklicki AMP i faktor diferencijacije induciraju
tvar koja pomaze u oblikovanju razli¢itih oblika stanica (brezuljak, prst, cjevcica)
(Slika 2.). Nakon $to se ,,cjevcica™ smjestila na jednom mjestu, poéinje se stvarati oblik

,,meksicki Sesir, odnosno formiranje plodnog tijela[30].

12
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Slika 2. Zivotni ciklus amebe D.discoideum
Bakterije kojima se hrani D. discoideum lu€e folnu kiselinu i na taj nacin privlate amebe nakon faze
gladovanja. Kada se potrosi opskrba bakterija, amebe ulaze u agregacijsku fazu tijekom koje formiraju

razlicite oblike struktura. Stvaranje oblika ,, meksickog SeSira“ znaci pocetak formiranja plodnog tijela

amebe. lzvor: P.Schaap: Evolutionary crossroads in developmental biology — Dictyostelium discoiceum,prilagodeno na
hrvatski jezik

1.6.2. Genom D.discoideum

Genom amebe D. discoideum je puno veci i slozeniji od genoma Escherichie coli, ali i
jednostavniji od genoma viSestani¢nih eukariota. Ameba D.discoideum jos uvijek nije

dovoljno istrazena. Medutim, u posljednjih 50 godina, sve se vise istrazuje zivotni ciklus te

amebe [36].

13
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Genom amebe sastoji se od haploidnih gena koji ¢ine 6 kromosoma. Ukupna veli¢ina
genoma iznosi 34Mb, a kodira oko 12 500 proteina. Istrazivanja su pokazala kako DNA

amebe D.discoideumsadrzi vrlo visoki postotak adenina i timina (oko 77%).

Genom amebe D.discoideum sekvencioniranje 2005.godine, a ujedno je i prvi genom
protozoe Kkoji je u potpunosti sekvencioniran. Sekvenca je postavljena pomocu klasi¢nih i
fizikalnih mapa, a metoda je poboljsana tzv. HAPPY mapingom koji se temelji na analizi

haploidnih DNA uzoraka koriste¢i enzim polimerazu.

Genom amebe D.discoideum pokazao je slicnost s ljudskim genima §to pridonosi
vaznosti amebe u znanstvenim istrazivanjima[31].Zbog toga se ameba D. discoideum koristi
kao modelni organizam za istrazivanje raznih bakterija kao §to su L. pneumophila,

F. novicida, Mycobacteria i Salmonella typhimurium[32].

14
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2. CILJ RADA

Cilj ovog rada bio je pratiti u¢inak citokalasina D na ulazak i razmnozavanje bakterija
F.novicida i L.pneumophila u amebu D. discoideum. Takoder, zeljeli smo utvrditi je li u¢inak

citokalasina D ovisan o njegovoj koncentraciji.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1.Bakterijski sojevi
U eksperimentalnom radu koristila sam bakterijske sojeve F. novicida U112 te
L. pneumophila AA100. Obje bakterije sam nasadila na agar s kva$fevim ekstraktom i
aktivnim ugljenom (eng. Buffered Charcoal Yeast Extract, BCYE). Francisella novicida
inkubirana je od 24-48 sati, dok je L. pneumophila  inkubirana

48-72 sata. Obje bakterije su inkubirane pri 37°C.

3.2.Hranjive podloge
Za uzgoj bakterija koristila sam BCYE agar koji sadrzi aminokiseline L-cistein,serin i
treonin kao izvore energije i ugljika te a-ketoglutarat koji pospjesuje rast bakterije. U agaru se
takoder nalazi kvaséev ekstrakt te aktivni ugljen koji je bitan za apsorpciju i detoksikaciju

produkata razgradnje masnih kiselina ¢ime se sprjecava oksidacija L-cisteina.

Ameba D.discoideum je uzgajana u HL5 mediju. HL5 medij sadrZi proteazu pepton,
enzim tioton E pepton, natrijev hidrogen fosfat-7-hidrat (Na2HPOs x 7H.0) kalijev
dihidrogen fosfat (KH2POa), glukozu,ekstrakt kvasca te antibiotik dihidrostreptomicin sulfat.
HL5 medij je ¢uvan pri temperaturi od 4°C. Neposrednoprije pokusa, medij smo ugrijali na

25 °C.

3.3. Citokalasin D

Citokalasin D je izomer metabolita jedne vrste gljiva - Metarrhizium anisopliae. Posjeduje
antibiotska i antitumorska svojstva. Njegova molekulska formula je C3oHz7NQOs. Ima visoku
temperaturu taljenja koja varira od 268 do 271 °C, dok je molekulska masa ove kemikalije

507,62. Topiv je u Kloroformu i dimetilsulfoksidu, a skladisti se na temperaturi od -20 °C.

16
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Slika 3. Struktura citokalasina D.

Citokalasin D ima dosta sloZzenu molekulsku strukturu. Sastoji se od 30 ugljikovih atoma, 37 vodikovih
atoma, 6 kisikovih atoma te jednog dusikovog atoma (Slika 3.). Molarna masa citokalasina D iznosi
507.61788 g/mol. Izvor: Pubchem,open chemistry database

Citokalasin D depolimerizira aktinski filament na nacin da se veze na kukasti kraj
aktinskih niti na kojem se 5-6 puta brze vezu monomeri nego na suprotni - to¢kasti kraj te na
taj na¢in sprijeCava daljnji rast aktinskih niti. Citokalasin D se zbog takvog djelovanja naziva

inhibitor polimerizacije aktinskih niti [37].

3.4. Infekcija D.discoideum s F. novicida i L. pneumophila

Prilikom infekcije stanice su inkubirane u HL5 mediju u koji je dodan fosfatni pufer u
omjeru 1:1. Takav medij koriSten je kako bi sprijecili izvanstani¢no razmnoZzavanje bakterija.
Za pokus je koristeno 10° ameba/mL, a njihov broj odreden je u Neubauerovoj komorici pod
svjetlosnim mikroskopom. Nakon brojanja, Stanice su smjeStene u mikrotitarske plocCice s 24
jazice. Amebe D. discoideum tretirane su sa citokalasinom D u koncentraciji 1 pg/mL ili
2ug/mL u periodu od 1 sat prije infekcije bakterijama. Suspenzije bakterija L. pneumophila i
F. novicida pripremljene su u koncentracijama od 10° CFU/mL. Amebe su inficirane

bakterijama u omjeru 1:10, §to znaci da je na jednu amebu dodano 10 bakterija (MOI iznosi
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10, engl. multiplicity of infection).Nakon dodavanja bakterijske suspenzije, stanice su
centrifugirane i inkubirane 1 h pri 27°C kako bi bakterije usle u amebe. Nakon toga, stanice
su tretirane gentamicinom u koncentraciji od 5 pg/ml, 1 h pri 27 °C, kako bi se ubile
izvanstani¢ne bakterije. Nakon sat vremena, medij sa gentamicinom je ispran pomocéu
fosfatnog pufera, a stanicama je dodan svjezi medij bez antibiotika u koji je ponovno dodan
citokalasin D. Praéena je Kinetika rasta i razmnoZzavanja bakterija u amebama u periodima od
1, 5, 24 i 48 sati nakon infekcije. Nakon svakog spomenutog razdoblja, dodan je detergent
Triton X-100 kako bi se razorila membrana ameba i omogucilo odredivanje broja
unutarstani¢nih bakterija. Broj bakterija odreden je nasadivanjem desetorostukih razrijedenja

na BCYE agar. Stanice koje nisu tretirane sa citokalasinom D su bile kontrola.

18
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4, REZULTATI

4.1.Kinetika rasta F. novicida u D. discoideum nakon tretmana sa citokalasinom D u

koncentracijama 1pg/mL i 2 pg/mL

Amebe su tretirane sa citokalasinom D u razliitim koncentracijama
(1 pg/mL i 2 pg/mL) te zatim inficirane bakterijom F. novicida. Kao kontrolu koristila sam
stanice koje nisu bile tretirane sa citokalasinom D. Broj unutarstani¢nih bakterija pracen je

1, 5, 24, i 48 sati nakon infekcije (Slika 4.).

U periodu od jedan sat nakon infekcije, F. novicida nije porasla u niti jednom
promatranom uzorku. Smatramo da je broj unutarstani¢nih bakterija u tom vremenskom

razdoblju bio prenizak da bi se odredio.

Pet sati nakon infekcije broj bakterija F. novicida u stanicama bez dodatka citokalasina
D bio je 1,10 x 10> CFU/mL. U stanicama tretiranim sa citokalasinom D u koncentraciji 1
pg/mL, broj unutarstani¢nih bakterija bio je 1,05 x 10> CFU/mL, dok je u stanicama kojima
je dodana duplo veéa koncentracija citokalasina D poraslo 1,00 x 10 2 CFU/mL bakterija

(Slika 4.).

U razdoblju od 24 sata nakon infekcije broj unutarstani¢nih bakterija bio je 2,5 x 10°
CFU/mL u stanicama koje nisu tretirane citokalasinom D. U istom periodu, u stanicama koje
su tretirane sa citokalasinom D u koncentraciji 1 pg/mLodredeno je 1,5 x 10° CFU/mL
bakterije F.novicida. U stanicama kojima je citokalasin D dodan u koncentraciji od 2 pg/mL

broj bakterija u stanicama iznosio je 3,50 x 10° CFU/mL.

U periodu od 48 sati nakon infekcije,u netretiranim stanicama poraslo je 1,25 x 10%

CFU/mL bakterije F. novicida. Unutar ameba kojima je dodan citokalasin D u koncentraciji
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od 1 pg/mL poraslo je 6,00 x 10° CFU/ml,dok je unutar stanica kojima je dodana duplo veéa

koncentracija citokalasina D, poraslo 3,75 x 10 ® CFU/mL bakterije F. novicida.

H F. novicida B F. novicida + citokalasin D (1 ug/mL) M F. novicida + citokalasin D (2 ug/mL)
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Slika 4.Utjecaj citokalasina D na rast bakterije F.novicida unutar ameba D. discoideum.
Stanice amebe D. discoideum tretirane su sa citokalasinom D u koncentracijama od 1ug/mL i 2pug/mL
te inficirane bakterijom F. novicida u omjeru 1:10. Rast i razmnoZavanje bakterija u stanicama
praéeno je u periodima od 1, 5, 24 i 48 h nakon infekcije. Dobiveni podatci su statisticki obradeni i
izraCunata je standardna devijacija (STDEV).

Iz ovih rezultata mozemo zakljuciti kako citokalasin D, kao ni njegova doza nemaju

utjecaj na razmnozavanje F. novicida unutar amebe D. discoideum.

4.2. Kinetika rasta L. pneumophilau D.discoideumnakon tretmana s

citokalasinom D u koncentracijama 1 pg/mL i 2 pg/mL

Kao §to je prethodno opisano, amebe su tretirane sa citokalasinom D u razli¢itim
koncentracijama (1 pg/mL i 2 pg/mL) te zatim inficirane bakterijom L. pneumophila. Kao
kontrolu koristila sam stanice koje nisu bile tretirane sa citokalasinom D. Broj unutarstani¢nih

bakterija pracen je 1, 5, 24, i 48 sati nakon infekcije(Slika 5.).
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U razdoblju od jedan sat nakon infekcije u stanicama kojima nije dodan
citokalasin D poraslo je 8,80 x 10° CFU/mL bakterije L. pneumohila. Unutar ameba
tretiranihsa citokalasinom D u koncentraciji od 1 pg/mL, odredeno je 4,14 x 10® CFU/mL
bakterija, dok je u stanicama tretiranim duplo ve¢om dozom citokalasina D poraslo 4,20 x 103

CFU/mL L. pneumohila.

Pet sati nakon infekcije, broj unutarstani¢nih bakterija U amebama bez tretmana
kemikalijom citokalasin D bio je 1,42 x 10* CFU/mL.Unutar stanica tretiranih sa
citokalasinom D u koncentraciji 1 pg/mL poraslo je 7,85 x 10 * CFU/mL bakterije
L. pneumophila. U stanicama kojima je dodan citokalasin D u koncentraciji od 2 pg/mL

odredeno je 7,12 x 10 3 CFU/mL bakterije.

U razdoblju od 24 sata nakon infekcije broj unutarstani¢nih bakterija L. pneumophila
bio je 9,00 x 10° CFU/mL u amebama kojima nije dodan citokalasin D. Unutar ameba
D. discoideum kojima je dodan citokalasin D u koncentraciji od lug/mL poraslo je
1,20 x 10 CFU/mL bakterija. U stanicama tretiranim duplo ve¢om dozom citokalasina D,

poraslo je 4,60 x 10° CFU/mL bakterije L. pneumophila.

U periodu od 48 sati nakon infekcije,u netretiranim stanicama detektirano je
5,50 x 10° CFU/mL bakterije L. pneumophila. U amebama kojima je dodan citokalasin D u
koncentraciji od 1 pg/mL citokalasina D izbrojano je 1,40 x 10° CFU/ml bakterija. U
stanicama koje su tretirane duplo ve¢om dozom citokalasina D, izbrojano je 1,20 x 10 °

CFU/mL bakterija.

21



Zavrsni rad 2016.

M L. pneumophila W L. pneumophila + citokalasin D (1ug/mL) m L. pneumophila + citokalasin D (2 ug/mL)
12
9,95 99 gcg

9,72
10 -~ 9,15 9,08
8
6
, 394 367 362 415 389 385
0
1 5

24 48

Log ;o CFU/mL

Vrijeme (sati)

Slika 5.Utjecaj citokalasina D na rast bakterije L. pneumophila unutar ameba D. discoideum.
Stanice amebe D. discoideum tretirane su sa citokalasinom D u koncentracijama od 1ug/mL i 2pug/mL
te inficirane bakterijom L. pneumophila u omjeru 1:10. Rast i razmnozavanje bakterija u stanicama
praéeno je u periodima od 1, 5, 24 i 48 h nakon infekcije. Dobiveni podatci su statisticki obradeni i
izraCunata je standardna devijacija (STDEV).

Iz ovih rezultata mozemo zakljuciti kako citokalasin D ni njegova doza nemaju utjecaj

na razmnozavanje L. pneumophila unutar amebe D. discoideum.
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5. RASPRAVA

Francisella tularensis je gram-negativna unutarstani¢na bakterija koja uzrokuje
tularemiju kod ljudi i zivotinja. Postoje tri podvrste F. tularensis: F. tularensis subsp.
tularensis (tip A), holarctica (tip B) i mediasiatica. F. novicida se smatrala Cetvrtom
podvrstom, medutim nedavno je svrstana kao zasebna vrsta. F. novicida nije patogena za
Covjeka, ve¢ kod glodavaca uzrokuje bolest tularemiju, slicno kao F. tularensis kod ljudi. S
obzirom da je F. novicida avirulentna za ljude, Cesto se koristi u eksperimentalnom
proucavanju tularemije. Budu¢i da je infektivna doza bakterije prilikom respiratornog puta
infekcije vrlo niska (oko 10 bakterija), F. tularensis se smatra potencijalnim bioloS§kim
oruzjem. Prema centru za prevenciju i kontrolu bolesti (engl. European Centre for Disease
Prevention and Control, ECDC) F. tularensis je klasificirana kao bioloski obrambeni agens

kategorije A.

L. pneumophila je gram — negativna, aerobna, unutarstani¢na bakterija koja pripada
porodici Legionellaceae. Ima sposobnost prezivljavanja u protozoama, $to doprinosi njenoj
virulenciji. Legionele su Siroko rasprostranjene u prirodi, a osobito vole vodeni okolis.
Uzrokuju dva oblika bolesti: pontija¢ku groznicu (laksi oblik) i legionarsku bolest (tezi oblik).
Bolest se ne prenosi s ¢ovjeka na Covjeka, veé isklju¢ivo aerosolom. L. pneumophila i
F. tularensis imaju sposobnost ulaska, prezivljavanja i razmnozavanja u stanicama makrofaga
i stanicama ameba. Zanimljivo je da se Zivotni ciklus bakterije F. tularensis razlikuje unutar
stanica sisavaca u usporedbi sa stanicama ameba. Unutar stanica makrofaga, bakterije
zaustavljaju normalno dozrijevanje fagosoma te bjeze iz fagosoma pod utjecajem VATP-azne
protonske pumpe, kako bi se razmnozavale u citosolu. Nasuprot tome, unutar ameba

F. tularensis boravi i razmnozava se unutar membranom omedenih vakuola. Medutim,
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mehanizmi i receptori potrebni za ulazak bakterije F. tularensis u stanicu domacina jo$ uvijek

nisu dovoljno razjasnjeni.

Za razliku od F. tularensis koja unutar makrofaga i ameba pokazuje potpuno drugaciji
naéin razmnozavanja, L. pneumophila pokazuje sli¢an Zivotni ciklus unutar obje vrste stanica.
Nakon ulaska u stanicu, bakterije se nalaze unutar membranom omedene vakuole (LCV) gdje

L. pneumophila boravi i razmnozava se.

Cilj ovog rada bio je pratiti prezivljavanje bakterija F. novicida i L. pneumophila
unutar amebe D. discoideum. Cilj je takoder bio utvrditi postoji li razlika u rastu bakterija
unutar D. discoideum s obzirom na prethodni tretman ameba sa citokalasinom D koji inhibira
polimerizaciju aktina. Nadalje, cilj je bio pratiti ovisi li rast bakterija unutar D. discoideum o
koncentraciji citokalasina D. Nasi rezultati pokazuju da se F. novicida uspjesno razmnozava i
prezivljava u amebi D. discoideum te da broj bakterija u amebama doseZze maksimum u
periodu od 48 sati nakon infekcije, kada je odredeno 1,25 x 10 ° CFU/mL bakterija. Rezultati
su pokazali kako dodatak citokalasina D, kao ni njegova koncentracija, nema utjecaj na rast
bakterije F. novicida u amebi D. discoideum, §to znaci da F. novicida ne koristi aktinske niti
prilikom ulaska u amebu D. discoideum. Rezultati drugog istrazivanja u kojemu je pracen
ulazak bakterije F. tularensis u amebe, takoder su pokazali da F. tularensis ulazi, prezivljava i
razmnoZzava se u amebi D. discoideum, ali i u drugim amebama kao §to su A. castellanii i
H. vermiformis[26]. Medutim, utjecaj citokalasina D na ulazak i razmnozavanje F. novicida u

amebi D. discoideum jos nije dovoljno istrazen pa nije moguce usporediti rezultate.

Nasi rezultati takoder pokazuju da L. pneumophila ulazi, prezivljava i razmnozava se
unutar stanica amebe D. discoideum. Broj bakterija u stanicama amebe doseze maksimum u
periodu od 24 sata nakon infekcije, kada je odredeno 9,00 x 10° CFU/mL bakterija.U

razdoblju od 24 sata nakon infekcije unutar ameba D. discoideum kojima je dodan
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citokalasin D u koncentraciji od 1pg/mL poraslo je 1,20 x 10° CFU/mL bakterija. U
stanicama tretiranim duplo ve¢om dozom citokalasina D, poraslo je 4,60 x 10° CFU/mL
bakterije L. pneumophila te vidimo da porast koncentracije citokalasina D dovodi do
smanjenog broja unutarstani¢nih bakterija, iako to nije statisticki zna¢ajno.S obzirom na to da
citokalasin D nema utjecaja na razmnozavanje L. pneumophila unutar D. discoideum,

pretpostavljamo da se L. pneumophila ne koristi aktinskim nitima prilikom ulaska u amebu.

Ameri¢ki znanstvenici takoder su istrazivali utjecaj citokalasina D na unutarstani¢ni
rast L. pneumophila u stanicama ameba i stanicama makrofaga[33]. Rezultati njihovog
istrazivanja pokazali su da L. pneumophila uspjesno ulazi, raste i razmnozava se u stanicama
makrofaga i stanicama ameba, §to je u skladu s rezultatima naseg istrazivanja. Takoder,
rezultati njihovog istrazivanja su pokazali da citokalasin D inhibira unutarstani¢no
razmnozavanje L. pneumophila u stanicama makrofaga[33].Za razliku od naseg istrazivanja,
americ¢ki znanstvenici su kao model za istrazivanje koristili stanice amebe Hartmanella
vermiformis. Stanice su tretirane citokalasinom D koncentracije 0.5 i 1.0 pg/mL [33].Rezultati
njihovog istrazivanja su pokazali da citokalasin D ne inhibira unutarstani¢no razmnozavanje
L. pneumophila u stanicama amebe H. vermiformis te takoder da njezino razmnozavanje ne

ovisi 0 dozi, $to je u skladu s nasim istrazivanjem [33].

Drugo americko istrazivanje je takoder pokazalo da se L. pneumophila uspjesno
razmnozava u stanicama makrofaga, ali dodatkom citokalasina D koncentracije 0.5 i 1.0
pug/mL inhibira se razmnozavanje L. pneumophila unutar stanica makrofaga [34]. Takoder,
pokazalo se kako povecane doze citokalasina D, dovode do smanjenja broja bakterija
L. pneumophila unutar stanice makrofaga [34]. Mozemo zakljuciti da iako se radi o razli¢itim
vrstama stanica, L. pneumophila ima sposobnost prezivljavanja i u stanicama ameba, kao i u
stanicama makrofaga. Medutim,dodatak citokalasina D nema utjecaja, kao ni njegova doza,

na rast unutarstani¢nih bakterija unutar ameba.
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6. ZAKLJUCAK

Iz rezultata pokusa vidljivo je:

o Dodatak citokalasina D, kao ni njegova doza nemaju utjecaj na razmnoZzavanje

F. novicida u stanicama amebe D. discoideum.

o Dodatak citokalasina D, kao ni njegova koncentracija nemaju utjecaj na

razmnozavanje L. pneumophila u stanicama amebe D. discoideum.

o Obzirom da citokalasin D nema utjecaja na broj bakterija F. novicida i L. pneumophila
unutar amebe D. discoideum, mozemo zakljuditi kako F. novicida i L. pneumophila ne
upotrebljavaju aktinske niti prilikom ulaska u amebu, veé se koriste nekim drugim

mehanizmima.
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