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POUZITE ZKRATKY

2D-PAGE  Dvourozmé&rna polyakrylamidova gelova elektroforéza (Two
Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

CFU Kolonii tvotici jednotka (Colony Forming Unit)

CHAPS 3-[(3-cholamidpropyl)dimethylamonium]-1-propansulfonova
kyselina

COG Skupiny ortholognich proteinii (Clusters of Orthologous Groups)

CSP Proteiny chladového $oku (Cold Shock Proteins)

DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium)

ESI Ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)

FPI Ostrov patogenity bakterie Francisella tularensis (Francisella
Pathogenicity Island)

HSP Proteiny tepelného Soku (Heat Shock Proteins)

IPG Ukotveny pH gradient (Immobilized pH Gradient)

iTRAQ Tzobarické znadky pro relativni a absolutni kvantifikaci (Isobaric
Tags for Relative and Absolute Quantification)

LVS Zivy vakcinatni kmen (Live Vaccine Strain)

MALDI Desorpce a ionizace laserem v prostiedi matrice (Matrix Assisted
Laser Desorption/lonization)

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MSMS Tandemova hmotnostni spektrometrie {Tandem Mass Spectrometry)

miz Pomér molekulové hmotnosti k néboji

PBS Fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)

QTOF Spojeni kvadrupélu a analyzatoru doby letu (Quadrupole-Time of
Flight)

RP Chromatografie na reverzni fazi (Reversed Phase Chromatography)

SCX Silné kation-vymé&nna chromatografie (Strong Cationt Exchange
Chromatography)

SDS Dodecylsulfat sodny (Sodium Dodecyl Sulphate)

SSP Cislo skvrny (Sample Spot Number)

1 Uvob

Studium patogeneze bakterialnich infekci v soudasné dobé& patfi
mezi oblasti biomedicinského vyzkumu, kterym je vénovdna znaCna
pozornost. Tento stav je zap¥i€ingn predeviim stile se rozdifujici rezistenci
na antibiotika a antimikrobi4lni chemoterapeutika, v druhé fadé se tak ddje
v diisledku realné hrozby zneuZiti vysoce patogennich bakteridlnich kmentl
jako teroristickych prostfedkii. Hlubs{ znalosti molekuldrni patogeneze
infekénich chorob mohou vbudoucnu vést k objevu mnovych
farmakologickych cili nebo ke konstrukci néinn&j¥ich a bezpetngjlich
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vakefn pro aktivaf ¢i pasivn{ imunizaci. Vyznamnym zdrojem informaci o
molekularni patogenezi bakteridlnich infekcl je mimo jiné studium reakci
mikroba na prostfedf, se kterym se setkdv4d v priibhu interakce
s hostitelskym  organizmem. Evoluce této interakce se zpohledu
hostitelskych organizmti nesla ve znameni neustdlého zdokonalovéni
strategii, jak se G€inn& brénit vzniku bakteridlni infekce, nebo strategii, které
vedou k eliminaci infekce. Na stran& mikroorganizmi soudasng dochazelo
ke zdokonalovani nastrojii, jak zmitiované mechanizmy prezit & obejit.
Studium reakci patogennich mikroorganizm{ na stresové faktory, jenZ tvori
podstatu zmiffovanych strategii hostitele, v mnoha pfipadech napomaha
identifikovat molekularni néstroje, které jsou pro patogenezi infekce
stéZejni.

Nastup proteomickych technologif poskytl idealnf nastroj pro
sledovdni zm&n v expresi na proteinové frovni v disledku piisobeni
nejrizn&jich faktorfi. Jejich postupné zdokonalovéni a vyvoj v dne¥ni dobg
umoZituje kvalitativni a kvantitativni analyzu aZ nekolika tisici proteinii
v jednom zcela automatizovaném experimentu.

2 CILPRACE

Cilem predloZené dizertatni prace bylo identifikovat zmeény

v proteomu bakterie F. tularensis LVS vzniklé v disledku piisobeni riiznych

faktorh véetnd pobytu v intraceluldrnim prostfedi hostitelské buiky.

Analyza adaptagnich odpov&di miiZe p¥isp&t k odhaleni mechanizm, které

bakterii F. tularensis dovoluj{ pfeZit nehostinné podminky v&etng podminek

panujicich uvnitf hostitelského organizmu. V ramci tohoto cile bylo
vytyteno a postupné feSeno nékolik dil¢ich ukold.

o Nalézt a vyzkouSet kultivadni systém pro ziskani bakteridlnich kultur
s reprodukovatelnym proteomem dosa¥enym jak pii standardnich
podminkéch kultivace tak pfi plisoben{ rozmanitych stresovych faktord.
Kultivadni systém by mé&l dale umoZiiovat snadné monitorovani
bakteridlniho riistu a jeho ovlivnni plisobenim stresového faktoru.

e Pro citlivou detekci zmén v proteomu, ke kterym dochdzi jiz po
kratkém Case od zadatku plisobeni stresového faktoru, bylo nezbytné
nalézt vhodnou proteomickou metodu.

e Pro analyzu zmén proteomu, které se odehrdvaji v diisledku rozdilnych
teplot a ¢asu kultivace, zavést a optimalizovat pokrogilou kvantitativni
»Shotgun® proteomickou metodu iTRAQ.

e Pomoci vy¥e uvedenych metodickych pFistupil postupng charakterizovat
zmény v proteomu bakterie F. tularensis LVS, ke kterym dochazi
be¢hem oxidativafho stresu, b&hem kultivace v prostiedi bez Zeleza,
b&hem ristu p¥i teplotach 25 °C a 42 °C, v disledku prodlouZené



doby kultivace a b&hem intraceluldarnfho pobytu ve fagocytujicich
butikdch. Pozorované nélezy na zavér uvést do kontextu soucasnych
poznatkii 0 molekularnich zikladech patogeneze tularémie.

3 LITERARNi PREHLED

+ 3.1 Bakterie Francisella tularensis

Francisella tularensis je kauzalnf pivodce relativng vzacné, aviak
potencidlng nebezpetné zoondzy tularémie. Tento maly, nepohyblivy, gram-
negativni kokobacilus se vyskytuje na celé severni hemisféfe [1]. Plivodni
klasifikace rozlifovala dva dominantni typy. Typ A pfedstavuje nejvice
virulentni kmen. Onemocnén{ vyvolana timto typem bez vhodné 1é¢by &asto
kon¢i fatdlng. Jako typ B se oznaduji kmeny vyvolévajici onemocnéni
s mirnym pribshem. V soutasné dob& se rozli¥uji &tyfi riizné subtypy:
tularensis (pivodni typ A), holarctica (pivodni typ B), mediaasiatica
a novicida. Jednotlivé subtypy se vzdjemné 1i¥f mistem vyskytu a urditou
genetickou variabilitou, kterd rovn&z uUsti v rozdily ve virulenci [2]. F.
tularensis je vysoce infekéni pro ¢lov&ka a celou fadu jinych obratlovci.
Inokulace nebo inhalace davkou obsahujicf 10 CFU nejvice virulentntho
subtypu A vede u nelédenych jedincil aZ k 30% mortalité [3, 4]. Na zakladé
vysoké virulence a moZnosti aerosolového rozsifent je bakterie F. fularensis
zatazena vedle Bacillus anthracis, Yersinia pestis, botulotoxinu, viru
pravych nestovic a vird hemoragickych horegek Lassa, Ebola, Marburg do
kategorie A seznamu potencidinich biologickych zbranf zvefejiiovaného
pracovi$tém Centers for Disease Control and Prevention v Atlant&, USA.
Také proto je dnes velké usili soustfedéno naptiklad na vyzkum rychlych
diagnostickych a typizadnich metod a vyvoj bezpe&né a Gginné vakciny [5].
V Ceské republice neni vyskyt tularémie prili§ Casty a jejim piivodcem je
méng virulentni subtyp holarctica. Z t&chto diivodi u nas onemocnén{
nepiedstavuje zdvazn&j¥f klinicky problém.

Bakterie stak velkym virulentnim potencidlem jako F. rularensis
musf disponovat sofistikovanymi molekuldrnimi nastroji, které ji umoZni
pieZit nebo obejit obranné mechanizmy hostitele. Je znamo, Je pro virulenci
F. tularensis je stéZejni jejf schopmost nitrobunééné proliferace
v profesiondlnich fagocytech. Z 1804 geni obsaZenych v genomu
F. tularensis bylo doposud identifikovano pouze n&kolik genil nezbytnych
pro intracelularni proliferaci. Mezi geny nejlépe charakterizované ve vziahu
k virulenci pati{ igid, igiC pdpA, pdpD, mgiA. F. tularensis je schopna
infikovat a proliferovat uvnitt §iroké fady fagocytujicich i nefagocytujicich
bun¢k. Pro vstup bakterie do makrofigh se zdd byt kritickd opsonizace
faktorem komplementu C3. Dal¥ moZné cesty vstupu do makrofigd jsou
zaloZzeny na Fecy receptoru, man6zovém receptoru a lektinovém
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surfaktantovém proteinu A bronchoalveolarnfho kompartmentu. Fagozom
obsahujici F. tularensis ziskavé Casny endozomalni antigen EEA1, nasledné&
pozdni endozomilni markery Lampl a Lamp2. Nedochazi viak ke
kolokalizaci s kathepsinem D a k vyznamné acidifikaci kompartmentu. Za 2
aZ 4 hodiny po infekci se membrana fagozomu zatina rozpadat a bakterie
unika do cytoplazmy. Mezi 6. a 12. hodinou po infekci se pak mikrob za¢iné
uvnitt bundk mnoZit. Po 10 a 18 hodinach dochézi u infikovarych bungk k
indukci apoptézy za Télasti vnitfni, mitochondridlni cesty. Nedavné
vyzkumy ukazujf, Ze infekce kmenem F. tularensis sice nejdfive vede
k rychlé zangtlivé odpov&di, ale po internalizaci bakterie dochéazi k jejimu
vymizeni nebo prokazatelnému sniZeni [6, 7].

Po inkuba¢ni dobg, ktera je v primeru 3 aZ 6 dnii, se onemocnéni
tularémie manifestuje ndhlymi nespecifickymi pfiznaky jako tunava, bolest
hlavy, nauzea, vysoka teplota a zimnice. Vedle t&chto symptomii se objevuje
tzv. primamni komplex. Jednd se o ulceraci v mist® vstupu infekce do
organizmu doprovazenou regiondlni lymfadenitidou. Prib&h onemocnéni
u jednotlivych subtypl velmi zéleZi na interindividualnich rozdilech. Po
zavedeni udinnych antibiotik do klinické praxe klesla primé&rnd mortalita u
tularémie typu A z30 % na 1-2 %. Infekce typem B je pro tloveka
povaZovéna za neletalni, dokonce i kdyZ onemocnéni ziistane nelééeno.
Lékem volby u tularémie &lov&ka nadile zistdvd aminoglykosidové
antibiotikum streptomycin. Fluorochinolony jsou u tularémie zatim
vnimény jako rezervni terapeutika indikovéna pfi selhani standardni terapie,
pti remisfch a u komplikovanych pfipadd [5]. Pro aktivai imunizaci vysoce
rizikovych skupin se dnes vyjime&nd pouZivd Zivd LVS vakcina. Primym
predchiidcem Zivého vakcinatniho kmene je kmen 155, ktery byl odvozen
v padesétych letech minulého stoletf z pIn€ virulentniho subtypu holarctica.
Geneticky zaklad oslabeni kmene LVS nenf doposud pfesn€ znam, u my3i
se chova jako avirulentni pouze pti intradermalnim podéni a jeho aplikace
nevyvola protekci u viech vakcinovanych jedincd. Z t&chto divodi LVS
vakcina nikdy neziskala povoleni potfebnd pro uZzfvani v ¥iroké klinicke
praxi. JelikoZ si kmen LVS zachoval virulenci pro hlodavce, standardné se
pouzivé ve zvifecich modelech tularemické infekce [8, 9].

3.2 Modulace genové exprese prostiedim

Patogenn{ bakterie se b&hem infekéniho cyklu setkdvaji s velmi
odlisnymi Zivotnfmi podminkami. Bakterie proto vyvinuly diimyslné
mechanizmy jak pomoci specifickych signdli své okoli vnimat
a bezprostfedng se na n&j zménou fenotypu adaptovat. Mezi nejjednodussi
néstroje, kterymi bakterie vnimaji aktuélni podminky, patfi transkripéni.
faktory, jenz ptimo disponuji senzorovymi vlastnostmi. SloZit&j3i nastroje
jsou pak zastoupeny dvoukomponentovymi regulatnimi systémy spolu s
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jejich komplexn&jsi variantou fosforelé a dale ,,qourum sensing”
systémem. Snad nejvyrazn&j¥i zménu ve fenotypu* patogenn{ bakterie
prod&laji b&hem interakce s hostitelskym organizmem. Produkce molekul,
jez jsou klicové pro preziti a proliferaci uvnité hostitele je spousténa jako
reakce na plsobeni urditych specifickych podminek. U rodu Salmornella 1ze
velmi pFesné popsat zm&ny genové exprese v zavislosti na priichodu travici
trubici [10]. .

Do dnedni doby byly provedeny desitky analyz genové exprese
patogennich bakterii b&hem infekce in vivo nebo na in virro modelu, které
ptispivaji k objasnéni molekularnich mechanismii virulence. Experiment
u F. tularensis LVS vyuZivajici zablokovani proteosyntézy eukaryotickych
bung¢k  cykloheximidem aselektivni metabolické znaleni nove
syntetizovanych bakteridlnich proteini umoZnil identifikovat velmi
vyznamny faktor virulence, IglC protein 11].

Patogenni bakterie se v pritb&hu interakce s hostitelskou butikou
mohou setkat s G&inky reaktivnich kyslikatych a dusikatymi radikalt. Jejich
produkce je jednim ze st&Zejnich pilffh ptirozené imunity zam&fené na boj
proti patogennim mikroorganizmiim. Bakterialn{ adaptivni odpovéd’ na
oxidativni stres je nejlépe charakterizovana u E. coli. Ulohu kligovych
regulatorfi této odpovédi u E. coli a mnoha dal¥ich bakterii hraji OxyR a
SoxRS systémy [12].

Vyznamnou soudasti interakce hostitel-patogen je také role Zeleza.
Proteiny s vysokou afinitou k Zelezu udrzuji koncentraci jeho volné sloZky
uvnitf a na povrchu makroorganizmu piiblizn na wrovni 10™® M. Tato
hodnota je znain& vzdalend od hranice 107 M, jejiz dosaZeni je pro
zabezpedeni proliferace mikrobti nezbymé [13]. Zelezo se udastni
Fentonovy reakce, kterd je makroorganizmem cilené vyuzivana pro
produkci mikrobicidnich latek fagocytujicich bungk. Tyto antimikrobidlni
néstroje piedstavuji integralni sloZku pfirozené imunity. Na strang
bakteridlnich patogenti doglo k vyvoji molekuldrnich néstrojii pro ziskdvani
Zeleza ptimo z hostitelskych Zelezo-véazajicich proteinfi nebo z hemu [14].
Nizka koncentrace Zeleza v prostiedi je pro mnohé patogenni bakterie
signalem, ktery spouti produkci faktord virulence [15]. U vSech
gramnegativnich bakterii ma v této regulaci zasadn{ vyznam transkrip&ni
faktor Fur. U E. coli kontroluje Fur piimo nebo zprostfedkovand expresi
vice neZ 90 genii. Mezi né patfi pfedeviim geny kédujici nastroje pro pifjem
a skladovani Zeleza, enzymy zdkladnich metabolickych cest a proteiny
chranfci proti oxidativnimu poskozeni. U mnoha patogennich bakterii véetné
patogennich kmenti E. coli patti do Fur operonu n&které znimé faktory
virulence [15, 16].

Jako nejéast&ji plsobici faktor miZe byt oznafen vykyv teploty
prostiedi. Na patogenni bakterie piisobi b&hem pobytu v pfirodnim
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rezervoaru &i ptirozeném vektoru teplota venkovniho prostfedi, v priib&hu
interakce s buiikami savéiho hostitele pak teplota teplokrevného organizmu.
Bakterie maji k dispozici nékolik mechanizmil pro sledovani teploty [17].
U modelové bakterie E. coli hraje ustfedn{ roli v adaptatni odpovédi na
plisobeni vy teploty transkripéni faktor o> a dale o". Vystaveni vy3i
teplotd vyvold zvySeni produkce evolu¢n& velmi konzervativnich proteini
tepelného Joku oznalovanych jako HSP. Jejich syntéza probihd
konstitutivng, ale b8hem vystaveni vysokym teplotdm a jinym stresovym
faktorim je vyrazné vy$§. VéEinu znich predstavuji molekulové
chaperony, které se vaZ{ na nov& vznikajicl proteiny a napomadhaji jim tak
zaujmout spravnou konformaci. B&hem piisobeni stresovych faktorfi pak
zabraiiuji pofkozenf konformace proteinit a je-li poskozena, pfispivaji k jeji
napravé. Dalii pofetnou skupinu p¥edstavuji ATP-dependentni proteédzy,
které degradujf proteiny s po¥kozenym prostorovym uspofadénim, u nichZ
néprava konformace selhala. Na pokles teploty bakterie reaguji produkci
proteinii chladového 3%oku CSP (Cold Shock Proteins). CSP se rozdéluji
podle miry indukce p¥i sniZeni teploty prostiedi do dvou t¥id a maji rozdflné
funkce (zvydenf fluidity membran, udrzovani funkéni konformace mRNA
atd.). Exprese genii regulovanych teplotou u patogennich bakterii mtize
pfedstavovat komplexni adaptaci na kontakt scflovym hostitelskym
organizmem, jak je moZné pozorovat u rodu Shigella, Yersinia, bakterie
Bordetella pertusis a spirochety Borrelia burgdorferi [18].

Bé&hem kultivace v laboratornich podminkdch lze u bakterii
pozorovat ngkolik rozdilnych fazi rlstu, které jsou zptisobeny rozdily
v koncentraci Zivin a odpadnich latek v Sase [19]. Tyto podminky indukujf
zinény v genové expresi, které u mnoha bakterii Gsti ve funk&ni nebo -
morfologické piizplsobeni. Tyto zmé&ny predstavujf cfleny adaptadni
mechanizmus, ktery dovoluje uchovévat energii v prostfedi bez Zivin.
Rozhodujicim reguladnim faktorem genové exprese v podminkach
nedostatku Zivin je alternativni faktor o°, ktery je reguldtorem gent
zapojenych také u jinych stresovych odpovédi a u E. coli kontroluje
priblizné 100 genil v&etn& nekterych faktorti virulence [20].

3.3 Proteom a proteomicki analyza

Zmény genové exprese lze studovat na drovni mRNA nebo na
urovni proteind. Tak jako v jinych oblastech biologicko-medicinského
vyzkumu také ve studiu interakce hostitel-patogen se do poptedi dostaly
metody, jez umoZitujf analyzu exprese celého genomu nebo jeho rozsahlé
dasti (,,DNA microarrays®, v oblasti analyzy proteintt pak dvojrozmé&mé
gelovd polyakrylamidova elektroforéza (2D-PAGE) nebo modern&jsi
»Shotgun proteomicky ptistup).

Termin proteom oznaluje kompletni soubor proteind v uritém
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tase pfitomnych v buiice, tkéni, orgdnu nebo organizmu. Nejvyznamngjsi
pfednosti proteomiky je analyza molekul p¥imo vytvéakejicich fenotyp
organizmu. Zmény fenotypu organizmu sice lze vyvozovat také z analyzy
mRNA, porovnéni dat z analyzy transkriptomu a proteomu vak ukazalo, Ze
jejich kvantitativn{ korelace je velice slaba. Analyza mRNA navic nemtie
urdit kone¢ny funk&ni stav budouc proteinové molekuly, pfesnou lokalizaci
v butice a molekuly, s kterymi bude dany protein interagovat. Proteomické
technologie dnes umoZituji zkoumat tisice proteimii v jednom experimentu.
Aby toto bylo moZné, musf byt komplexnf smés analytu nejprve rozdglena
na jednotlivd individua, kterda budou v daliim kroku identifikovana. Kaxdy
proteomicky pfistup proto kombinuje metodu separaémi s metodou
identifikaéni.

Kiasicky proteomicky pFistup vyuZiva separaci proteinii pomoci
2D-PAGE. Kvantitativni analyza je provadéna pomoci porovnéani optické
denzity spravn¢ pfifazenych proteinovych skvrn v gelech. Identifikace
vybranych proteint se provadi metodami zaloZenymi na hmotnostni
spektrometrii [21, 22]. U ,shotgun® proteomiky k separaci dochazi a* na
trovni peptidl tzn., Z¢ komplexni proteinovd smés je nejprve t&pena
sekventn& specifickou protedzou. Vzniklé proteolytické peptidy jsou
nasledné separovény pomoci vysokou&inné kapalinové chromatografie a on-
line analyzovédny metodou vyuZivajici tandemovy hmotnostni spektrometr.
Vlastni identifikace proteinil je zaloZena na mé&feni fragmentadnich spekter
peptidi vMSMS médu tandemového hmotnostntho spektrometru.
Vyhodnocovaci software pak na zdklad¥ fragmentatnich spekter
jednotlivych  peptidi urdf sloZen{ plvodni smési proteinG [23].
U kvantitativn{ ,,shotgun® analyzy je potfebné urtit relativaf koncentraci pro
co nejvetdf podet peptidi. K tomuto Gelu se pouiva derivatizace latkami
obsahujfci stabilni izotopy jako napt. "C/®C, “N/®N, 0/%0. Peptidy
malené latkou, kterd ma totoZnou chemickou strukturu, ale rozdilnou
molekulovou hmotnost, se pfi HPLC a ESI ionizaci budou chovat identicky
a hmotnostnf spektrometr je bude schopen od sebe odligit. B&hem
poslednich let se objevilo n&kolik technik urdenych pro komparativni
»shotgun® analyzy. Technika iTRAQ (Isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation), kterd jako jedind provadi kvantifikaci v MSMS
modu, umoZiiuje analyzu aZ Styf vzorkd, jeji nejnov&jdi modifikace pak a¥
osmi vzorki v jednom experimentu [24].

4 METODY

4.1 Kultivace bakterie F. tularensis LVS

Zasobni kultury F. tularensis LVS a mutantntho kmene LVS
AiglC1+2 byly zisk&ny kultivaci na McLeod piid&. Bakteridlni buiiky urdené
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pro proteomické analyzy byly pfipraveny v tekutém Chamberlainovu médiu.
Kultivace probihala pi 37 °C v orbitalni tfepacce a proliferace bakterif byla
sledovana mé&fenim O.D. suspenze. Pro metabolické znafeni byl pouZit
methionin s radioaktivnim izotopem »°S. Za t¥elem navozeni oxidativniho
stresu byl do média pridan peroxid vodfku do findlni koncentrace 5 mM. Pro
analyzu vlivu nedostatku Zeleza bylo pouZito médium bez siranu
¥eleznatého doplnéné o 100 pM deferoxamin mesyldtu. Pro sledovani
proteomu pii riiznych teplotich prostfedi byly bakterie kultivovany pfi 25
°C, 37 °C a 42 °C. Pro navozeni stacionarnf fize byla bakterialni suspenze
kultivovéna 24 h.

4.2 Infikovani bunék monocyto-makrofagevé linie J774.2

Pro analyzu odpovédi bakterie F. tularensis na intracelularni
prostiedi byly pouZity buiiky my¥f monocyto-makrofagove linie J774.2
(European Collection of Cell Cultures, Salisbury, Velkd Briténie).
Exponencialng rostouci bakterie . fularensis LVS (5x10%) v 500 pl DMEM
média bez séra a bez gentamicinu byly pfiddny k adherovanym buitkam
J774.2. Na jednu buitku teoreticky pfipadalo 500 bakterif. Infekce bunek
bakteriemi probihala 60 min. Po uplynut{ této doby byly builky kultivovany
30 min v médiu bez methioninu a cysteinu a poté byl k butikam v médiu
pfidan cykloheximid (200 pg/ml). Za 5 min byly doplnény chybgjici
aminokyseliny ve form& radioaktivnich analogh v dévce 200 pCi/ml. Nove
syntetizované bakterialni proteiny byly takto znateny po dobu 2 h.

4.3  Proteomicka analyza zaloZena na 2D-PAGE

'V analyzach vyuzivajicich 2D-PAGE byly bakteridlni buiiky
rozpustény ve 20 pl lyzagniho pufru slozeném z 28 mM Tris-HCL, 22 mM
Tris-baze, 0,3 % SDS a ptidavkem inhibitori protedz. Po precipitaci
snizujici koncentraci nezadouctho SDS byly proteiny rozpudteny v 50 ul
vzorkového pufru obsahujicim 9 M mo&ovinu, 4 % CHAPS, 40 mM Tris-
baze, 1,2 % v/v DeStreak a 5% v/v amfolyty pH 9-17. Pro stanoveni obsahu
radioaktivntho izotopu siry byl pouZit kapalinovy scintilator LS 6000LL
(Beckman, Fullerton, CA, USA).

Pro pifpravu analytickych gelti byly vzorky s proteiny o obsahu
radioaktivity 5x10° dpm nafed&ny do objemu 350 pl rehydrata¢nim pufrem
obsahujicim 6 M mogovinu, 2 M thiomo&ovinu, 4 % CHAPS, 40 mM Tris-
baze, 1,2 % v/v DeStreak, 0,003 % w/v bromofenolové modfi a 1 % v/v
nebo 2 % v/v IPG pufru. Pro druhy sm&r byly ptipraveny gradientni 9-16%
SDS-PAGE gely, které byly po eclektroforéze intenzifikovany
2,5-difenyloxazolem, vysuSeny na filtraénim papife a nasledn€ exponovany
po dobu 5 dnii pii —80 °C na RayMax Beta filmy (MP Biomedicals, Irvine,
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CA, USA). Filmy byly digitalizovany pomoci CCD kamery Image Station
2000R (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) a ziskané obrazy podrobeny
analyze v programu PDQuest (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pro odhalenf
zmén v syniéze proteinit v diisledku pisobeni stresu bylo nastaveno
kvantitativni (dvojnasobnd zména intenzity) a statistické kritérium
(Studentiiv #testem, p<0.01). Za t&elem identifikace proteini se zmé&nénou
produkci hmotnostn{ spektrometrif byl pfipraven preparativn{ gel s nan4Skou
500 pg obarveny Coomassie modfi G-250 (Inv1trogen San Diego, CA,
USA).

Skvrny spliiujfci kritéria pro detekci kvantitativnich a kvalitativnich
zmén zadan4 v softwaru PDQuest byly identifikovany p¥istupem ,,peptide
mass fingerprinting” pomoci hmotnostntho spektrometru MALDI-TOF
Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) nebo
piistupemn zahrnujicim uréeni sekvence peptidh ?ﬁmoci tandemového
hmotnostniho  spektrometru  ESI-QTOF  Ultima™ API  (Micromass,
Manchester, Velk4 Britanie). Pro vlastni porovndvani naméfenych spekter
byla pouZita proteinovd databaze, kterd vznikla preloienim genomu
F. tularensis kmenu SCHU S4.

44  ,Shotgun“ proteomika

Pro tento metodicky piistup byly bakteridlni. butiky lyzovany v
0,3% roztoku SDS. Po centrifugaci a odstrandni nezaddouctho SDS
ultrafiltraci byla ve vzorku stanovena koncentrace bilkoviny pomoci BCA
kitu (Sigma, St. Louis, MO, USA). Ke vzorkim odpovidajicim 100 pg
proteinti bylo pfidano redukéni a cystein-modifikaéni &inidlo. Posléze byly
proteiny pfes noc inkubovény s trypsinem a dale zpracovany podle instrukef
vyrobce iTRAQ kitu (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA).
Vzorky F. tularensis p¥ipravené za riiznych teplot nebo délky kultivace byly
znadeny dle nasledujictho schématu.

Vzorek iTRAQ znacka
F. tularensis 1NVS, 25 °C, kultivace 5Sh  |iTRAQ 114
F. tularensis LVS, 37 °C, kultivace 5h |iTRAQ 115
F. tularensis LVS, 42 °C, kultivace 5h | iTRAQ 116
< VF. tularensis LVS, 37 °C, kultivace 24 h | iTRAQ 117

- Ziskand smés kovalentn¥ znalenych peptidi byla kviili obrovské
komplexnosti nejprve rozdslena pomoci SCX-HPLC na 28 frakei
Jednotlivé frakce byly zakoncentrovédny, nésledné separoviany pomoci RP-
HPLC a peptidy anTzllvllyzovény na tandemovém hmotnostnim spektrometru
ESI-QTOF Ultima ¥ AP1 (Micromass, Manchester, Velkd Briténie).
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K vlastnfmu vyhodnoceni spekter byl pouZit program Phenyx 2.1.
(GeneBio, Zeneva, Svycarsko) a proteinové databdze uloZend v ramci
NCBInr, ktera vznikla pteloZenim genomu F. tularensis subtypu holarctica.
Kone&né vysledky byly exportovény do souboru, ktery obsahoval ddaje o
identifikovanych proteinech, jejich peptidech véetn& intenzit iTRAQ

reportérovych iontt. : :
Vzhledem k velkému mno¥stvi dat, které bylo vyprodukovéano
pomoci ,shotgun“ pkistupu, bylo nejprve ptistoupeno k provedenf

explorativnich statistickych amalyz (hierarchické shlukovéani, shlukovani
pomoci k-priiméra). Nésledn& byly také provedeny konfirmatorni analyzy
(Studentiiv #-test na hlading vyznamnosti<0.05). Viechny statistické analyzy
byly provedeny v programu STATISTICA cz verze 7.0 (StatSoft, Inc. Tulsa,
OK, USA a StatSoft CR, Praha, Ceské republika).

5 SOUHRN VYSLEDKU A DISKUZE

5.1 Proteomicks analyza odpov&di bakterie F. fularensis LVS na
prostiedi hostitele

Pro proteomovou analyzu intraceluldré lokalizovanych bakterif
F. tularensis byl pouZit in vitro model simulujicf interakci mikroorganizmu
s hostitelskymi fagocytujfcimi buifkami. Byl vyuZit pkistup zaloZeny na
selektivnim zablokovani eukaryotni proteosyntézy cykloheximidem. Tento
protokol byl jiz dtive pouZit ve studii, kterd u F. tularensis vedla k objevu
prvniho faktoru virulence [11]. T pies opakovanou snahu se nepodatilo
ziskat  dostatetné  kvalitni 2D-PAGE  proteinovou mapu. Na
autoradiografickém filmu bylo moné pozorovat pouze nekolik skvrn.
Porovnénim se standardni 2D-PAGE mapou lze usoudit, Ze mezi proteiny
nejvice produkované bakterii v intracelularnim prostfedi makrofigh
kuptikladu pat¥i proteiny tepelného Soku GroES, GroEL, DnaK, protein
rodiny AhpC/TSA a IglC protein.

52 Proteomické analyza odpov&di bakterie F. tularensis LVS a
F. tularensis 1.VS AiglC1+2 na oxidativni stres

Podatilo se nalézt celkem 21 proteinovych skvrn a z nich isp&&ng
identifikovat 10 riznych proteindi, jejichZ produkce je b&hem odpovédi na
oxidativni stres vyznamn& zvy¥ena (protein rodiny AhpC/TSA,
ATP-vézajici podjednotka a peptiddzova podjednotka ATP-Zavislé protedzy,
CIpB protein, HSP, HSP 90, hypoteticky protein FTT1441, DnaK, GrpE,
GroEL a GroES). Na rozdfl od prace Golovliova [11] nebyla pti naf studii
prokézana vyraznd produkce IglC proteinu béhem oxidativniho stresu. Nami
identifikované proteiny se obecnd ulastni stabilizace proteinové
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konformace, ndpravy pozménéné konformace (molekulové chaperony) nebo
degradace proteini (ATP dependentni proteazy). Proteiny AhpC/TSA
rodiny zahrnuji alkylhydroperoxidreduktizy redukuji peroxidy lipidd, které
vznikaj{ b&hem plsobeni oxidatnich &inidel. Potvrdila se predpokladana
zvySena produkce proteinfi chaperonu DnaK, a chaperonind GroEL a
GroES. Jejich zvySené syntéza b&hem odpov&di na oxidativni stres u
F. tularensis LVS byla pozorovina jiz Ericssonem [25]. Vysledky
komparativn{ analyzy naznadujf, Ze syntéza n&kterych proteinti byla bdhem
oxidativniho stresu sniZena. Pifkladem je protein sdruZeny s wvngjsi
membranou. SniZenf jeho produkce bylo vice jak dvoundsobné a statisticky
vyznamne.

Cilem proteomické analyzy odpovédi F. tularenszs na oxidativni
stres bylo takeé ov&fit, zda-1i delece gend pro IglC protein ovlivai expresi F.
tularensis LVS béhem oxidativntho stresu. Mezi kmeny se signifikantng
lisila pouze syntéza proteinu AhpC/TSA. U obou kmentt byly tedy
pozorovany velmi podobné proteinové profily vzniklé v diisledku ptisobeni
peroxidu vodiku, a tak jeho potencidln{ regulaéni funkce v této reakci mohla
byt vyloudena.

5.3  Proteomickd analyza odpovédi bakferie F. tularensis na
- - nedostatek Zeleza

Celkem bylo nalezeno 141 proteinovych skvrn, které vykazovaly
odli¥nou intenzitu mezi vzorky. Ztohoto po&tu se podafilo Gspding
identifikovat pfibliZn& 65% proteind. Viibec nejv&tsi narlst v syntéze
vykazovaly varianty proteinu IgIC. IglC protein je nejdéle zndmy a
studovany faktor virulence u F. tularensis. Jiz n&olik praci potvrdilo
nezbytnost iglC genu pro schopnost F. tularensis pYezit v makrofazich [26],
schopnost tUniku zfagozomu [27] a schopnost indukovat apoptézu
v hostitelskych butikach [28]. Neddvno byla objevena také jeho tiloha
v atlumu prozanétlivé odpov&di hostitele nasledujici po fagocytéze bakterie
[29]. Gen #glC je lokalizovan v pFedpokladaném ig/ operonu, ktery sestavé
celkem ze &tyf' genli. Operon se nachézi ve zdvojeném ostrovu patogenity
FPI [30]. V na3f studii jsme rovnéZ pozorovali zvyienou produkci IglA a
IgIB proteinii. Kromé& proteinti z igl/ operonu byla zvy¥en4 produkce vlivem
straddni Zelezem rovndZ pozorovana u hypotetického proteinu 1707
kédovaného v FPIL. Z mnoZiny doposud zndmych faktordl virulence byl
pozitivni vliv nedostatku Zeleza na produkci pozorovan dale u ClpB
proteinu. Mezi skvrnami se zvy¥enou intenzitou byly identifikovany dva
proteiny, které jsou potencialng zapojeny v procesech ziskavan{ a ukladani
Zeleza (hypoteticky protein 1441, ktery vykazuje homologii s
bakterioferitinem (E-value 1x10™), a izochorizmatiza hydroldza, jehoZ
uloha je lokalizovdna na zaGatku -biosyntetické cesty vedouci k produkci
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siderofor(t). Déle byla pozorovéna nadprodukce proteini zapojenych do
detoxifikace reaktivnich kyslikatych radikaldi (né&kolik variant AhpC/TSA
proteinu, peroxiddza/kataldza). Nedostatkem Zeleza v prostiedi byla
pozitivn€ ovliviiovana produkce nékolika proteinii s funkci molekularnich
chaperoni a proteinti zapojenych do jejich obratu (jiz zmitiovany ClpB, déle
GroES, GroEL, Hsp90).

Jelikoz je Zelezo esencidlnim faktorem enzym@ riznych
metabolickych cest, buitky trpici jeho nedostatkem nejsou schopny
produkovat dostatené mmnoZstvi energie a substrath dblezitych pro
proteosyntézu. Tato situace Gsti v ni%¥ rychlost proliferace a* nakonec
dojde kjejimu uplnému zastaveni. Nenf proto prekvapujici, Ze nejvice
proteinti, které vykazovaly sniZenou Grovei syntézy, patfi do COG kategorie
J: translace, struktura ribozomi a jejich biogeneze. V prezentované praci
byla pozorovdna niz¥{ Uroveit produkce tRNA syntetdz pro cystein,
asparagin, lysin a threonin. Déale byla pozorovna sniZend produkce dvou
proteinGi zapojenych do transkripce, COG kategoric Ka t# proteint
patiicich do skupiny COG C: produkce energie a jeji pfeména.

Studie vlivu nedostatku Zeleza prokdzala vliv jeho koncentrace
v prostiedi na produkei IglA, IgIB a IglC proteini. Dva geny z operonu ig/
byly dfive shledany jako nezbytné pro virulenci F. tularensis. Tyto nalezy
podporuji hypotézu, Ze nedostatek Zeleza, tedy faktor, s kterym se patogenni
bakterie v priib&hu patogeneze setkdvaji velmi &asto, funguje jako signél pro
" spudténi produkce faktord virulence, které maji umoZnit prezit nehostinné
prostfed hostitele [31]. .

54 ,,Shetgun® proteomick4 analyza odpovedi bakterie F, tularensis
LVS na zmény teploty a prodlouZencu dobu kultivace

Po enzymatickém St&peni proteindi celobun&nych lyzati bakterif
F. tularensis LVS pfipravenych za &tyt riiznych podminek kultivace byly
peptidy derivatizovany iTRAQ znakami. Modifikované peptidy byly
smiseny a tento vzorek byl frakcionovan na SCX kolong. Toto usporadéni
vedlo ke sb&ru celkem 28 frakci. Nastaveni HPLC systému pro RP
chromatografii vedlo k Gginné separaci znalenych peptidi kazdé frakce
ptiblizné¢ v rozmez{ 18. az 75. min. Kombinace takto nastavené separace s
parametry hmotnostniho spektrometru QTOF zvolené v nastaveni metody
vedly k fragmentaci piiblizn€ 9000 prekurzorovych iontl. Z t&chto spekter
byla k 3712 z nich pfifazena sekvence peptidu, ktera pochazi z proteinové
databéze F. tularensis subtyp holarctica. To vedlo k identifikaci celkem 518
proteinil tohoto kmene s primé&mym z-skére 7,96 Pro kvantitativni analyzy -
byly vzaty pouze proteiny identifikované na nejméné 3 peptidy. Toto
kritérium splitovalo 292 proteint.

‘Data ziTRAQ analyzy byla nerrve podrobena exploratlvnim
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analyzam, které je umozZnily porovnavat z globalniho pohledu. Hierarchické
shlukovani proteind na zadklad® jejich kvantitativnich profild vedlo
k vytvofeni dendrogramu, vkterém byly proteiny s podobnymi profily
slouteny do své blizkosti. V dendrogramu byly pak dobfe patrné oblasti
sdruZujici proteiny o podobné zndmé funkci. V pfipad® znamych faktord
virulence z FPI doSlo k pfifazenf Igl proteinit A, B a C do spole¢ného
klastru. K tomuto klastru byly pfifazeny 4 hypotetické proteiny, které lezi
v blizkosti ig/ lokusu na ostrovu patogenity FPI (Obr. 1). Na zaklad&
porovnani podobnosti sekvenci v programu BLASTp byly k proteintim
pfifazeny nézvy urlené pro subtyp fularensis: hypoteticky protein
FTL 0125 jako PdpB protein, hypoteticky protein FTL_0126 jako PdpA
protein, hypoteticky protein FTL 0116 jako protein PdpC a hypoteticky

Obrézek 1. Vyfez dendrogramu pro 292 proteini ukazujici ptifazeni skupiny
proteini z FPL
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protein FTL_0120 jako hypoteticky protein FTT1350.

K podobnému pfifazeni proteinil bylo dosaZeno pouZitim metody
shlukovani pomoci k-priméri. Jednotlivé shluky Ilze velmi dobie
charakterizovat podle prim&ri svych &lentt (Obr. 2). Shluk 1 obsahoval
proteiny, jejich? produkce se vyrazn& neménila v zavislosti na teplot& nebo
dob& kultivace. Shluk 2 sdruZuje proteiny, u kterych doslo k poklesu
produkce ve stacionarni fazi rstu. Proteiny vyrazn¢ produkované pii vy3sf
teplot®, ale ne na stacionarni f4zi, jsou obsaZeny ve shluku 3. Produkce
proteind sdruZenych ve shluku 4 negativné koreluje s teplotou kultivace.
Proteiny sdruZené¢ ve shluku 5 jsou vyrazn¢ nadprodukovény b&hem
staciondrn{ faze ristu.

Obrazek 2. Graf priumé&ri vech shlukii
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5.4,1  Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na teplotu
kultivace 25 °C

Proteiny, jejichZ syntéza byla b&hem kultivace pii 25 °C sniZena
patii dle explorativnich statistickych analyz do shluku3, ktery je
charakterizovin zejména ptitomnosti HSP proteinti. Toto pozorovéni plng
odpovida vyznamu tdchto proteind v ndpravé po3kozené konformace, kterd
je na teplotu velmi citlivd. Nésledné konfirmatorni analyza dile odhalila
statistické sniZeni produkce u n&kolika dal§ich proteinG. Protein pro
rozd&leni buiiky (gi|89256974) je homolog FtsK proteinu E. coli, ktery se
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adastni déleni bakteridlnich bungk [32]. Jeho nizka syntéza nejspiSe souvisi
s pomalou proliferaci bakterii F. fularensis p¥i 25 °C. Pfi¢ina sniZené
produkce omega podjednotky DNA-fizené RNA polymerdzy je
(gi|89256817) pravdépodobnd shodna. Tento protein byl spolu s ostatnimi
identifikovanymi podjednotkami DNA-fizené-RNA polymerdzy zaiazen do
shluku 2, ktery je charakteristicky pfedev§im snfZenim produkce ve
stacionarn{ fazi. U podjednotek této polymerézy dochédzi ke sniZeni rovn&Z
béhem kultivace pfi 25 °C. Podjednotka D preproteinové translokdzy
(g1/89256208) je homolog proteinu zajidtujici export nov¥ syntetizovanych
proteini SecD u E. coli (E-value 2,0x10""). Je zajimavé, ¥e kmen
s mutovanym secD genem je velmi citlivy na riist pfi teplot® 23 °C [33, 34].
Ke statisticky vyznamnému sniZeni dolo u 4 hypotetickych proteinti. Gen
pro hypoteticky protein FTL 0120 (gi|89255557) je lokalizovan v FPI (lokus
FTT1350 u kmene SCHU S4) a shlukovéni pomoci k-primé&ri jej zafadilo
do shluku 5 mezi znamé faktory virulence. N&které identifikované proteiny
"~ zFPI rovnéZ vykézaly pokles v produkei pti 25 °C oproti 37 °C. Tento
pokles potencidlné miZe souviset se znamou regulaci faktorti virulence
teplotou. Hypoteticky protein FTL 0617 (gi|89256014) je homologem
bakterioferitinu/feritinu. Kvantitativni profil jeho produkce vykazuje
vyraznou indukci syntézy ve stacionarni fazi riistu, ¢imZ se zafadil mezi
proteiny shluku S. Toto potvrzuje naSe dfiv&j3i pozorovéani o jeho indukci
v prostiedf bez Zeleza, které miZe byt p¥i dlouhotrvajici kultivaci v médiu
vyterpano [35]. U hypotetického proteinu FTL 0822 (gi|89256185) nebyl
doposud nalezen Z4dny sekven&n& podobny protein. Explorativnf analyza jej
zafadila do shluku S5 mezi zndmé faktory virulence. Membranovy
hypoteticky protein (gi/89256931) byl u subtypu novicida oznaten jako
protein sestavujici piliny typu IV (zdroj NCBI). Shlukovacf analyza jej
pfifadila k ostatnim identifikovanym proteinim spojenym s piliny do
shluku 1.

Statisticky zvy¥enou produkci vykazaly 4 proteiny, z nichz 3 byly
zatazeny do shluku 4, kde produkce proteini negativng koreluje se
vzristajicf teplotou. Chitinaza (gi|89256806) je zapojena do transportu a
metabolizmu sacharidd. Ned4vno bylo u subtypu novicida prokdzano, Ze
tento protein je sekretovan pies sekredni systém zaloZeny na pilinu IV [36]
do okolniho prostfedi. Negativni korelace produkce s teplotou je rovnéz
dobfe patrnd u vngjitho membranového proteinu (gi|89255458), slabé&ji pak
u enzymu inosin-5-monofosfat dehydrogendzy (gi|89256767). Hypoteticky
protein FTL 1494 (gi|89256783) neni homologni s Zadnym doposud
zndmym proteinem, Byl zatazen do shluku S mezi zndmé faktory virulence.
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54.2  Proteomickd analyza odpovédi bakterie F. tularensis na teplotu
kultivace 42 °C :

Statisticky sniZenou produkci vykazalo 13 proteinil. Nejéastsji se
jednalo o proteiny ze shluku 4. U proteinid tohoto shluku lze obecn&
vypozorovat negativni korelaci produkce se zvy3ujici se teplotou prostredi.
K této skupin® pat¥i 2 podjednotky proteinu P glycin t&picitho systému
(gi|89255889, gi|89255890). Ulohou tohoto systému je produkce
jednouhlikatych stavebnich jednofek , které¢ mohou byt vyuZity v biosyntéze
purind, thymidinu, histidinu, koenzymu A a methioninu. K poklesu
produkce pfi 42 °C dochéazi také u daldich 2 identifikovanych proteind
spojenych stimto systémem. Signifikantni sniZeni produkce bylo
pozorovéano u 3 proteintt shluku 5, z &ehoZ dva proteiny jsou kédovany na
FPL: IglC protein (gi/89255550) a hypoteticky protein FTL 0116
(21]89255553), ktery byl pojmenovan PdpC (lokus FTT1354 u kmene SCHU
S4). SniZeni produkce lze vypozorovat u viech identifikovanych proteini
kédovanych na fg/ lokusu. S &im souvisi sniZeni produkce faktorti virulence
F. tularensis v prostiedi o teplot® 42 °C v¥ak neni jasné. U hypotetického
proteinu FTL 0317 (gil89255747) neni doposud znam Zadny jeho homolog
mimo rod Francisella (lokus FTT0825¢c u kmene SCHU S4). Také tento
hypoteticky protein by zatazen do shluku 5 k znAmym faktorim virulence
zFPL

Kultivace bakterie F. tularensis LVS vedla ke zvySeni produkce
celkem 8 proteind. V3echny patii do rodiny HSP a kromé& jednoho byly
viechny pfifazeny ke shluku 3. Zvygena produkce n&kterych HSP byla u F.
tularensis LVS pti 42 °C doloZena jiz diive [25].

543  Proteomicka analyza bakterie F. tularensis ve staciondrni fazi

riistu.

Proteiny se statisticky sniZzenou produkci aZ na vyjimky spadaly do
shluku 2. Mezi nimi bylo 11 ribozomalnich proteini a n&kolik daldich
proteinfi, které se Gdastni transkripce nebo translace. Tento ndlez souvisi se
zpomalenim proliferace ve stacionarni fazi. Protein A DEAD-boxu
chladového 3oku (gi|89256685) patfi do nadrodiny Il DNA a RNA helikaz.
Pokles produkce ve stacionarni fazi je snejvy3§i pravdEpodobnosti
zapFi&ingn zastavenim transkripce a translace v disledku nedostatku Zivin
v médiu. Pfi nizké hladin® mRNA neni potfeba syntetizovat protein, ktery
stabilizuje jeji strukturu. Nejvst3i produkee tohoto proteinu byla pozorovana
b&hem kultivace pii 25 °C, coZ milZe souviset s obecnou reakci na chladovy
%ok. Protein tepleného $oku hsp 40 (gi|89255713) vykazoval vyrazné sniZeni
produkce ve stacionarn{ fazi. Pravd&podobné proto byl shlukovanim pomoci
k-primart zafazen do shluku 2 a nikoli mezi ostatni HSP do shluku 3.
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Hypoteticky protein FTL 0755 (gil89256141), u kterého doposud nebyl
nalezen Zidny homolog, profilem produkce spad4 do shluku 2.

Svym vyznamem se jako nejzajimavéjsi jevily proteiny, jejichZ
produkce vyrazn& rostla ve stacionarni fazi ristu. Patff mezi nkolik
proteinti kategorizovanych do shluku 5. Je mezi nimi IglB (gi|89255549) a
IglC (gi[89255550), hypoteticky protein FTL 0116 (gil89255553), tedy
homolog proteinu PdpC (lokus FTT1354 u kmene SCHU $4) a hypoteticky
protein FTL 0125 (gi|89255562), coZ je homolog PdpB (lokus FTT1345 u
kmene SCHU S$4). Geny viech jmenovanych jsou lokalizovany na
zdvojeném FPI a nékteré znich patif mezi zndmé faktory virulence.
Nedavné publikace potvrdila, Ze viechny geny v FPI jsou regulovany MglA
transkripénim faktorem [37]. Proto maji identifikované proteiny kodované
v této oblasti genomu podobné kvantifikani profily. V souladu s tim byly
shlukovanim pomoci k-primérii viechny slouceny do shiuku 5. Statistick4
vyznamnost byla potvrzena jen v n&kolika piipadech. Hypoteticky protein
FTL 1225 (gil89256546) nema homolog krom& FTT 0975 u kmene SCHU
S4 subtypu tularensis. Jeho kvantifikatni profil naznatuje spojitost
sregulaci FPI, coZ bylo potvrzeno na trovni mRNA [37]. Statisticky
vyznamné zm&ny v produkci byly zaznamensny u dvou proteind, které se
Uc¢astni odpovédi na oxidativni stres: protein rodiny AhpC/TSA gi|89256354
a bifunkeni enzym peroxiddza/katalaza (gi|89256792). Toto pozorovéni je
v souladu se zndmymi fakty o regulaci genové exprese b&hem staciondrni
faze ristu jako odpov&di na pfitomnost oxidainiho pogkozeni. Vng&jif
membranové proteiny OmpA a OmpH byly zafazeny také do shiuku 5. Tyto
proteiny mohou byt zodpov&dné za morfologické zmény, které se odehravaji
pfi vstupu bakterifi do staciondrni fédze ristu. Proteinem vyraznd
indukovanym ve staciondrni fizi, ale pfifazenym k jinému shluku, je &len
rodiny proteinG pro vstup mykobakterii do bun&k (gi|89256084). Tento
protein je potencidlng spojeny se vstupem a preZivanim mykobakteri
v hostitelskych burikach.

6 SOUHRN

Francisella tularensis patff mezi nejvice virulentn{ bakteriglni
agens viibec. Experimentalng bylo prokazéno, Ze k plnému rozvinuti infekce
postatuje pouze - 10 CFU. Kvilli vzniku redlného nebezpedi zneuiti
F. tularensis k teroristickym G&elim se v posledni dob& dostal tento mikrob
do poptedi intenzivntho védeckého zajmu.

Atkoliv je publikovano stile vice praci zabyvajicich se
molekulérnimi mechanismy patogeneze tularémie, vé&t§ina dileZitych
poznatkd ziistiva stdle neobjevena. Dizertatni prace si kladla za cil
identifikovat proteiny, které mohou v patogenezi tularémie zastavat
vyznamnou roli. V ramci zadanf bylo provedeno n&kolik proteomickych

21



analyz odpovédi F. tularensis na faktory, se kterymi se miiZze setkat béhem
infekéniho cyklu. Analyza odpovédi na oxidativni po¥kozeni kromé indukce
syntézy HSP proteint odhalila zvySeni produkce alkylhydroperoxid-
reduktazy. Zvy¥ena produkce tohoto enzymu byla dale pozorovana
v prostiedi s nedostatkem Zeleza a b&hem stationarni fize ristu. Analyza
také prokézala, 7e na regulaci odpov&di na oxidativni stres se nepodili
nejdéle znamy faktor virulence, IglC protein. Pozd&ji navic nebyla
potvrzena i difive publikovand indukce syntézy IglC proteinu v prostiedi
5 mM peroxidu vodiku. Na zaklad$ vysledkli analyzy proteomu bakterie
kultivované v neptitomnosti zdroje Zeleza lze geny igl operonu zafadit do
pocetné skupiny bakteridlnich faktord virulence, jejichZ exprese je
indukovéna v prostfedi s nedostatkem tohoto esencidintho faktoru. Tyto
nilezy byly potvrzeny podobnou studii provedenou na tGrovai mRNA.
Shotgun“ kvantitativni proteomovd studie spolu s explorativnimi
statistickymi analyzami. odhalila velmi podobnou regulaci exprese genfi
iglABC a pdpABC u ¢&yf kultur  kultivovanych za réiznych
podminek. U genti, které jsou za rliznych okolnosti exprimovany ve stejné
mife, existuje realny predpoklad, Ze se podili na wurditém obecném
biologickém d&ji. Geny operonil igl/ a pdp se UCastni patogeneze, proto
existuje statistickd pravd€podobnost, Ze také ostatni gemy zafazeny na
zéklad® analyzy iTRAQ kvantitativnich proteomickych dat do stejného
shluku se mohou podilet na tomto dé&ji.

Bakterie stak vysokym patogennim potencidlem jaky je
charakteristicky pro F. tularensis musi disponovat velmi uéinnymi
molekuldrnimi  ndstroji  virulence. Khleddni konkrétnich molekul
s potencidlnim vztahem k virulenci jsme vramci dizertadni prace pouZzili
proteomické metody. DosaZené a doposud publikované vysledky
presvéd&ivé dokazuji idinnost zvoleného piistupu.

7 SUMMARY

Francisella tularensis belongs to the most virulent bacteria. The
infectious dose even in humans is very low, at most 10 CFU. Because of
real threat of terrorist misuse, the scientific interest has been focused on the
bacterium recently.

Despite of great improvements made in the understanding of its
virulence mechanism in recent years, a substantial part of this key process
remains to be revealed yet. The main goal of the presented thesis was to
identify proteins that may play a significant role in the pathogenesis of
tularemia. Based on that goal, we performed proteomics analyses of
responses to several environmental factors that may be meet by the
bacterium during the infectious cycle. Analysis of oxidative stress response
revealed among other the induction of synthesis of HSP species and
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AhpC/TSA family protein. Increased production of the same enzyme was
also observed during iron-starvation and during the stationary phase of
growth as well. Furthermore, analysis of oxidative stress response excluded
the regulatory role of IglC protein in the adaptation. Moreover, the detailed
analysis performed later on, -has clearly ruled out the involvement of IglC
protein in a response to the oxidative stress induced by 5 mM hydrogen
peroxide. Results obtained from proteome of bacterium grown in medium
without any source of iron indicate that genes encoded in ig/ operon belong
to a large group of bacterial virulence factors characterized by
responsiveness to iron concentration. The findings were further strengthened
by the previous study on mRNA level. Shotgun quantitative proteomics
study in combination with exploratory data analysis revealed close
regulation of expression igiABC and pdpABC genes under four different
growth condition. There is a hope that the similarly regulated genes may be
involved in similar biological process. Members of ig/ and pdp operons play
a crucial role in pathogenesis of tularemia. Thus a hypothesis has arisen that
proteins arranged with A~means clustering of iTRAQ data in the same cluster
as Igl and Pdp proteins may also participate on the virulence.

Bacteria associated with, as high pathogenic potential as
Francisella tularensis, must dispose very effective molecular tools for its
virulence. Within the scope of the presented thesis, we applied the
proteomics methods for mapping of molecules potentially associated with
virulence in Francisella tularensis. The obtained and successfully published
results conclusively proved efficiency of selected approach.

8 LITERATURA

[1] Tamvik, A. and Berglund, L. (2003) Tularaemia. Eur Respir J 21, 361-373.

{2] Sjosted, A. (2005) Francisella. In: The Proteobacteria, Part B (Brenner, K. and Staley, G.,
Eds.), Vol. pp. 200-210. Springer, New York.

[31 Saslaw, S., Eigelsbach, H.T. and Wilson, H.E. (1961) Tularemia vaccine study. L
Intracutaneous challenge. Arch Intern Med 107, 689-701.

{4} Saslaw, S., Eigelsbach, H.T. and Wilson, H.E. (1961) Tularemia vaccine study. H.
Respiratory challenge. Arch Intern Med 107, 702-714. '

[5] Dennis, D.T., Inglesby, T.V., Henderson, D.A., Bartlett, J.G., Ascher, M.S., Eitzen, E.,
Fine, A.D., Friedlander, AM., Hauer, J., Layton, M., Lillibridge, S.R., McDade, J.E.,
Ostetholm, M.T., O'Toole, T., Parker, G., Perl, TM., Russell, P.K. and Tonat, K. (2001)
Tularemia as a biological weapon: medical and public health management. Jama 285, 2763-
2773,

[6] Sjostedt, A. (2005) Intracellular survival mechanisms of Francisella tularensis, a stealth
pathogen. Microbes Infect.

[71 Sjostedt, A. (2003) Virulence determinants and protective antigens of Francisella tularensis.
Curr Opin Microbiol 6, 66-71.

[8] Isherwood, K.E., Titball, R.W., Davies, D.H., Felgner, P.L. and Morrow, W.J. (2005}
Vaccination strategies for Francisella tularensis. Adv Drug Deliv Rev 57, 1403-1414.

23



[9] Conlan, J.W. (2004) Vaccines against Francisella tularensis--past, present and future. Expert
Rev Vaccines 3, 307-314.

[10] Rychlik, 1. and Barrow, P.A. (2005) Salmonella stress management and its relevance to
behaviour during intestinal colonisation and infection. FEMS Microbiol Rev 29, 1021-1040.
[1i] Golovliov, L, Ericsson, M., Sandstrom, G., Tarnvik, A. and Sjostedt, A. (1997)
Identification of proteins of Francisella tularensis induced during growth in macrophages and
cloning of the gene encoding a prominently induced 23-kilodalton protein. Infect Immun 65,
2183-2189.

{12] Storz, G. and Imlay, J.A. (1999) Oxidative stress. Curr Opin Microbiol 2, 188-194.

[13] Schaible, U.E. and Kaufmann, S.H. (2004) Iron and microbial infection. Nat Rev
Microbiol 2, 946-953.

[14] Andrews, S.C., Robinson, AK. and Rodriguez-Quinones, F. (2003) Bacterial iron
homeostasis. FEMS Microbiol Rev 27, 215-237.

[15] Litwin, C.M. and Calderwood, S.B. (1993) Role of iron in regulation of virulence genes.
Clin Microbiol Rev 6, 137-149.

[16] Hantke, K. (2001) Iron and metal regulation in bacteria. Curr Opin Microbiol 4, 172-177.
[17] Rowbury, R.J. (2005) Intracellular and extracellular components as bacterial
thermometers, and early warning against thermal stress. Sci Prog 88, 71-99.

[18] Konkel, M.E. and Tilly, K. (2000) Temperature-regulated expression of bacterial virulence
genes. Microbes Infect 2, 157-166.

{19} Finkel, S.E. (2006) Long-term survival during stationary phase: evolution and the GASP
phenotype. Nat Rev Microbiol 4, 113-120.

[20] Lacour, S. and Landini, P. (2004) SigmaS-dependent gene expression at the onset of
stationary phase in Escherichia coli: function of sigmaS-dependent genes and identification of
their promoter sequences. J Bacteriol 186, 7186-7195.

[21} Gorg, A., Weiss, W. and Dunn, M.J. (2004) Current two-dimensional electrophoresis
technology for proteomics. Proteomics 4, 3665-3685.

[22] Henzel, W.J., Watanabe, C. and Stults, J.T. (2003) Protein identification: the origins of
peptide mass fingerprinting, J Am Soc Mass Spectrom 14, 931-942.

[23] Nesvizhskii, A.L (2006) Protein identification by tandem mass spectrometry and sequence
database searching. Methods Mol Biol 367, 87-120.

[24] Ross, P.L., Huang, Y.N., Marchese, J.N., Williamson, B., Parker, K., Hattan, S.,
Khainovski, N, Pillai, S., Dey, S., Daniels, S., Purkayastha, S., Juhasz, P., Martin, S., Bartlet-
Jones, M., He, F., Jacobson, A. and Pappin, D.J. (2004) Multiplexed protein quantitation in
Saccharomyces cerevisiae using amine-reactive isobaric tagging reagents. Mol Cell Proteomics
3, 1154-1169.

[25] Ericsson, M., Tarnvik, A., Kuoppa, K., Sandstrom, G. and Sjostedt, A. (1994) Increased
synthesis of DnaK, GroEL, and GroES homologs by Francisella tularensis LVS in response to
heat and hydrogen peroxide. Infect Immun 62, 178-183.

[26] Golovliov, 1., Baranov, V., Krocova, Z., Kovarova, H. and Sjostedt, A. (2003) An
attenuated strain of the facultative intracellular bacterium Francisella tularensis can escape the
phagosome of monocytic cells. Infect Immun 71, 5940-5950.

[27] Lindgren, H., Golovliov, I, Baranov, V., Ernst, RK., Telepnev, M. and Sjostedt, A.
(2004) Factors affecting the escape of Francisclla tularensis from the phagolysosome. J Med
Microbiol 53, 953-958.

{28] Lai, X.H., Golovliov, I. and Sjostedt, A. (2004) Expression of IglC is necessary for
intracellular growth and induction of apoptosis in murine macrophages by Francisella
tularensis. Microb Pathog 37, 225-230.

[29] Telepnev, M., Golovliov, I. and Sjostedt, A. (2005) Francisella tularensis LVS initially
activates but subsequently down-regulates intracellular signaling and cytokine secretion in
mouse monocytic and human peripheral blood mononuclear cells. Microb Pathog 38, 239-247.
[30] Nano, F.E., Zhang, N., Cowley, S.C,, Klose, K.E., Cheung, K K., Roberts, M.J., Ludu,
J.S., Letendre, G.W., Meierovics, AL, Stephens, G. and Elkins, K.I.. (2004) A Francisella

24



tularensis pathogenicity island required for intramacrophage growth. J Bacteriol 186, 6430-
6436.

[31] Lenco, J., Hubalek, M., Larsson, P., Fucikova, A., Brychta, M., Macela, A. and Stulik, J.
(2007) Proteomics analysis of the Francisella tularensis LVS response to iron restriction:
induction of the F. tularensis pathogenicity island proteins IglABC. FEMS Microbiot Lett 269,
11-21.

[32] Begg, K.J., Dewar, S.J. and Donachie, W.D. (1995) A new Escherichia coli cell division
gene, fisK. J Bacteriol 177, 6211-6222.

[33] Gardel, C., Johnson, K., Jacq, A. and Beckwith, J. (1990) The secD locus of E.coli codes
for two membrane proteins required for protein export. Embo J 9, 3209-3216.

[34] Pogliano, J.A. and Beckwith, J. (1994) SecD and SecF facilitate protein export in
Escherichia coli. Embo J 13, 554-561.

[35] Lenco, J., Hubalek, M., Larsson, P., Fucikova, A., Brychta, M., Macela, A. and Stulik, J.
(2007) Proteomics analysis of the Francisella tularensis LVS response to iron restriction:
induction of the F. tularensis pathogenicity island proteins IglABC. FEMS Microbiol Lett.

[36] Hager, A.J.. Bolton, D.L., Pelletier, M.R., Brittnacher, M.J., Gallagher, L.A., Kaul, R,
Skerrett, S.J., Miller, S.I. and Guina, T. (2006) Type IV pili-mediated secretion modulates
Francisella virulence. Mol Microbiol 62, 227-237.

[37] Brotcke, A., Weiss, D.S., Kim, C.C., Chain, P., Malfatti, S., Garcia, E. and Monack, D.M.
(2006) Identification of MglA-regulated genes reveals novel virulence factors in Francisella
tularensis. Infect mmun 74, 6642-6655.

9 PUBLIKACE UCHAZECE

9.1  Piivodni v&decké prace pFimo se vztahujici k dizertaéni praci

LENCO, J., KLIMTOVA, I, BRYCHTA, M., STULIK, J. Towards protecome
analysis of oxidative stress response in Francisella tularensis LVS. Vojenské
zdravotnické listy - Suplementum, 2004, vol. 73, &. 1, s. 10-13.

LENCO, J., STULIK, J. Identifikace proteing kombinaci peptidového mapovéni a
fragmentace sulfonovych peptidd. Chemické listy, 2004, vol. 0, &. 98, s. 264-267.

LENCO, J., PAVKOVA, L, STULIK, J., HUBALEK, M. Insights into the oxidative
stress response in Francisella tularensis LVS and its mutant DeltaigiC1+2 by
proteomics analysis. FEMS Microbiology Letters, 2005, vol. 1, &. 246(1), s. 47-54.

LENCO, J.,, HUBALEK, M., LARSSON, P., FUCIKOVA, A., BRYCHTA, M.,
MACELA, A., STULIK, J. Proteomics analysis of the Francisella tularensis LVS
response to iron restriction: induction of the F. tularensis pathogenicity istand
proteins IglABC. FEMS Microbiology Letters, 2007, vol. 1, & 269(1), s. 11-21.

9.2  Dalsi védecké prace ve védeckych &asopisech

HUBALEK, M., HER’NYCHOVA, L., BRYCHTA, M, LENCO, I,
ZECHOVSKA, I, STULIK, J. Comparative proteome analysis of cellular proteins
extracted from highly virulent Francisella tularensis ssp. tularensis and less virulent

25



F. tularensis ssp. holarctica and F. tularensis ssp. mediaasiatica. Proteomics, 2004,
vol. 4, €. 10, s. 3048-3060.

NEUBAUEROVA, V., MACELA, A, STULIK, I, HERNYCHOVA, L.
HAVLASOVA, 1., KROCOVA, Z., LENCO, J., BRYCHTA, M., KOPECKY, J.,
PECHOVA, J. Identification of selected poteins of Borrelia burgdorferi sensu lato
complex microbes. Vojenské zdravotnické listy - Suplementum, 2004, vol. 73, &. 1, s.
23-26.

SLOSROVA, K., HERNYCHOVA, L., LENCO, J., REICHELOVA, M., STULIK,
I, MACELA, A. Proteome analysis of culture filtrate proteins of Francisella
tularensis. Vojenské zdravomnické listy - Suplementum, 2004, vol. 73, &. Suppl. 1, s.
16-20.

HAVLASOVA, J., HERNYCHOVA, L., HUBALEK, M., LENCO, J., BRYCHTA,
M., LARSSON, P., LUNDQUIST, M., MACELA, A., KROCOVA, Z., STULIK, J.
Proteomic analysis of anti-Francisella tularensis LVS antibody response in murine
model of tularemia. Proteomics, 2005, vol. 5, &. 8, s. 2090-2103.

PAVKOVA, I, HUBALEK, M., ZECHOVSKA, J., LENCO, J., STULIK, J.
Francisella tularensis live vaccine strain: proteomic analysis of membraneproteins
enriched fraction. Proteomics, 2005, vol. 5, &. 9, s. 2460-2467.

SKULTETY, L., HERNYCHOVA, L., TOMAN, R., HUBALEK, M., SLABA, K.,
ZECHOVSKA, J., STOFANIKOVA, V., LENCO, J., STULIK, J. Coxiella burnetii
whole cell lysate protein. Identification by mass spectrometry and tandem mass
spectrometry. Annals of the New York Academy of Sciences, 2005, &. 1063, s, 1-8.

SZKANDEROVA, S., VAVROVA, J., HERNYCHOVA, L., NEUBAUEROVA, V.,
LENCQO, J., STULIK, J. Proteome alterations in gamma-irradiated human
T-lymphocyte leukemia cells. Radiation Research, 2005, &. 163, s. 307-315.

JANOVSKA, S., PAVKOVA, I, HUBALEK, M., LENCO, J., MACELA, A.,
STULIK, J. Identification of immunoreactive antigens in membrane proteins
enriched fraction from Francisella tularensis LVS. Immunology Letters, 2007, vol.
15, & 108(2), s. 151-9.

MUSIL, Z., ZIMCIK, P., MILETIN, M., KOPECKY, K., PETRIKA, P., LENCO, J.
Influence of electron-withdrawing and electron-donating substituents on
photophysical properties of azaphthalocyanines. Journal of Photochemistry and
Photobiology A: Chemistry, 2007, &. 186 (2-3), s 316-322.

\

9.3  Kapitoly v monografiich

KROCOVA, Z, STULIK, J, HARTMANOVA, B. HERNYCHOVA, L.
HUBALEK, M., LENCO, J., BRYCHTA, M., KROCA, M., MACELA, A.

26



Interaction of Francisella tularensis live vaccine strain with eukaryotic cells. In
Immunoloogy. 1. vyd. Englewood: Medimont, 2004, s. 417-421.

STULIK, J., HUBALEK, M., HERNYCHOVA, L., HAVLASOVA, J., LENCO, J.,
MACELA, A., GOLOVLIOV, L, SJOSTEDT, A. Francisella tularensis. In
Biomedical Applications of Proteomics. 1. vyd. Weinheim: WILEY, 2004, s. 285-
313.

HUBALEK, M., HERNYCHOVA, L., BRYCHTA, M., LENCO, J,
ZECHOVSKA, J., STULIK, J. Comparative proteomic analysis of cellular proteins
extracted from highty virulent Francisella tularensis ssp. tularensis and less virulent
F. tularensis ssp. holarctica and F. tularensis ssp. mediaasiatica. In Proteomics of
Microbial Pahtogens. 1. vyd. Weinheim: WILEY, 2006, s. 249-265.

STULIK, J., KROCOVA, Z., KROCA, M., HERNYCHOVA, L., HARTLOVA, A.,
JANOVSKA, S., LENCO, J., HUBALEK, M., PAVKOVA, 1., MACELA, A.
Imunita proti tularemii: Lekce z intracelularniho bakteridintho parasitismu. Alergie,
2006, vol. 8, &, S2, s. 10-11.

9.4 Abstrakta

SZKANDEROVA, S., VAVROVA, I, HERNYCHOVA, L., NEUBAUEROVA, V.,
LENCO, J., STULIK, J. The MOLT-4 cells response to ionizing radiation analyzed
by proteomics. In Understanding Biological Systems through Proteomics. Basel
(Switzerland) 2003, s 175.

HERNYCHOVA, L., SLOSROROVA, K., LENCO, J., HUBALEK, M,
KLIMTOVA, L, BRYCHTA, M., STULIK, J, MACELA, A., MUIER, C.V.,
DELVECCHIO, V.G.. Analysis of culture filtrate proteins of Francisella tularensis.
In Abstract book of the 6th Siena meeting: From Genome to proteome biomarker
discovery & proteome imaging. Siena (Italy) 2004, s. 228.

NEUBAUEROVA, V. HERNYCHOVA, L., LENCO, J, BRYCHTA, M,
MACELA, A., STULIK, J., KOPECKY, J., PECHOVA, J. Identifikace proteinti s
rozdilnou expresi u tfi zéstupci Borrelia burgdorferi sensu lato. In Bulletin
Ceskoslovenské spole¢nosti mikrobiologické. Praha : Ceskoslovenska spoletnost
mikrobiologick4, 2004, vol.45, s. 83. :

SZKANDEROVA, S., KLIMTOVA, L, LENCO, J., STULIK, J. Immunoproteomic
approach for identification of vaccine candidate antigens of Francisella tularensis
LVS. In From genome to proteome: Biomarker discovery and imaging proteomes,
6ths Siena Meeting, Abstract book. Siena (Italy) 2004, s. 372.

SKULTETY, L., HERNYCHOVA, L., TOMAN, R., SLABA, K., ZECHOVSKA, J.,

HUBALEK, M., LENCO, J.,, HULST, AG.., DE JONG, AL., STULIK, I,
MACELA, A. Mapping and identification of major proteins of Coxiclla burnetii by

27



peptide mass fingerprinting. In Abstract book of The Swiss Proteomics Society 2004
Congress. Bern (Switzerland) 2004.

SLOSROVA, K. HERNYCHOVA, L., HUBALEK, M. ZECHOVSKA, I,
LENCO, J., SZKANDEROVA, S., KLIMTOVA, 1, STULIK, J., MACELA, A.,
MUIJER, C.V.., DELVECCHIO, V.G.. Identifikace proteind izolovanych z filtratu po
kultivaci bakterie Francisella tularensis v tekutém médiu. In Bulletin Ceskoslovenské
spolecnosti mikrobiologické. Praha: Ceskoslovenskd spoletnost mikrobiologickd,
2004, vol.45, s. 279.

LENCO, J., HERNYCHOVA, L., HUBALEK, M., SLOSROVA K, STULIK, J,,
MACELA, A. Analysis of alteration in protein patterns in Francisella tularensis
LVS induced by iron-restriction. In Book of Abstracts: 2nd Czech Proteomic
Conference. Lednice, Czech Republic 2005, vol. 2.

LENCO, J., HUBALEK, M., FUCIKOVA A, KROCA, M., STULIK, J. Proteome
analysis of the Francisella tularensis response to iron restriction. In Conference
proceedings: Expanding Proteomics. Zurych, Switzerland 2005.

SKULTETY, L., HERNYCHOVA, L., STOFANIKOVA, V., TOMAN, R., SLABA,
K., ZECHOVSKA, J., HUBALEK, M., LENCO, J., STULIK, J., MACELA, A.
Coxiella burnetii whole cell lysate proteins. identification by MS and MS/MS
techniques. In Book of Abstracts - 4th International Conference on Rickettsiae and
Rickettsial Diseases. Logrono (La Rioja), Spain 2003, s. 0-14.

LENCO, J,, STERBA, M., BRYCHTA, M., MAZUROVA, Y., POPELOVA, 0.,
GERSL, V., STULIK, J. Proteomic analysis in the study of anthracycline-induced
cardiomyopathy. In Molecular and Cellular Proteomics. USA: American Society for
Biochemistry and Molecular Biology, 2006, vol.5, s. S 83.

28



