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Abstrakt

Cysticka fibroza (CF) je autozomalné recesivni onemocnéni zpisobeno mutacemi
v CFTR genu. Disledkem této mutace je Spatna funkce chloridového kanalku tvotfeného
iontl a tim dojde k utvofeni hlenu nazyvaného mukus. Mukus se nejcastéji utvaii
v plicich a je idedlnim prostiedim pro patogenni bakterie, jako napiiklad Pseudomonas
aeruginosa (PA).

Pseudomonas aeruginosa je aerobni, gramnegativni, podminény patogen,
vyskytujici se u pacientil se snizenou imunitou ¢i pravé u pacientti s CF, ktefi jsou Casto
hospitalizovani v nemocnici. Obsahuje jeden polarni bicik, jehoZz vladkno je mimo jiné
bakterie PA. Tato prace je zaméfena na izolaci flagelinu z biciku bakterie PA, ktery
poslouzi jako antigen pro ptipravu profylaktickych protilatek pro pacienty s CF.

Flagelin byl izolovan pomoci ¢ty metod zaloZenych na riznych kombinacich
centrifuganich a precipitacnich krokd. Tyto publikované metody bylo tfeba
optimalizovat tak, aby se podafilo izolovat flagelin.

Finalni preparity a meziprodukty byly analyzovdny SDS-elektroforézou na
polyakrylamidovém gelu a pfitomnost flagelinu byla ovéfovana hmotnostni
spektrometrii. Z vysledku vyplyva, Ze pouze dvéma metodami byl flagelin F1iC typu b

uspésné izolovan.
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Abstract

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive disease caused by CFTR gene
mutation. The consequence of this mutation is an improper function of the chloride
channel consisting of CFTR protein. Due to this abnormality, the transport of chloride
ions is either reduced or inhibited completely, which leads to a mucus secretion. Mucus
is mostly created in the lungs and it is the ideal environment for pathogenic bacteria like
Pseudomonas aeruginosa (PA).

Pseudomonas aeruginosa is an aerobic, gram-negative conditioned pathogen
occurring in patients with weakened immunity such as patients with CF, who are often
hospitalized. PA has one polar flagellum which contains filament composed of a protein
called flagellin. The flagellum is one of the most important virulence factors of PA
bacteria. This thesis focused on the isolation of flagellin from Pseudomonas aeruginosa
flagella. The isolated flagellin will serve as an antigen for the preparation of prophylactic
antibodies for CF patients.

The isolation of flagellin was carried out by four methods using combinations of
precipitation and centrifugation. The published methods were optimized to achieve the
isolation of flagellin.

Final samples and intermediates were analyzed by SDS-electrophoresis on
polyacrylamide gel and the presence of flagellin was verified by mass spectrometry. The
results show that flagellin FliC type b has been successfully obtained only by two

methods.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC ,ATP binding cassette
ASL »Airway Surface Liquid*
ATP Adenosintrifosfat
cDNA komplementarni DNA
CF cysticka fibrosa
CFTR ,» Iransmembrane conductance Regulator
FliC Flagelin C
IgG Imunoglobulin
IRT Imunoreaktivni trypsinogen
Kb Kilobaze
MALDI ,,Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionization*
MS

»Mass spectrometry*
MSD

»Mebrane Spanning Domain*
NBD

»Nucleotid Binding Domain*
ODeoo

optické denzita pii vinové délce 600 nm
PA

Pseudomonas aeruginosa
PKA

cAMP-depedentni proteinkinasy
PMF

,Peptide mass fingerprinting*
QSC

»Quorum-sensing Circuit*
R doména

Regula¢ni doména
TLR

,» Toll-like receptor
™

Transmembranové helixy
TOF

,» Lime of Flight*



T3SS flagelarni sekrecni systém typu III

UDCA kyselina ursodeoxycholova



1 Uvod

1.1 Cysticka fibrosa

Cysticka fibrosa (CF) je autozomalné recesivni onemocnéni zpisobeno mutacemi
v CFTR genu (z angl. ,,cystic fibrosis transmambrane regulator*‘). Diisledkem této mutace
elektrolytd, a tim vytvofeni vhodného prostiedi pro tvorbu patogennich bakterii. Témito
bakteriemi jsou naptiklad bakterie Pseudomonas aeruginosa (PA) ¢ Burkholderia
cepacia, které kolonizuji zejména v organech se zvySenou tvorbou mukusu (napf.
v plicich) a zpiisobuji smrtelné infekce.

Cysticka fibrosa ma dlouhou historii a zminky o ni pochazi jiz ze sttedovéku. Roku
1595 byly jeji symptomy popsany profesorem Pieter Pauwem, i pfestoze lze pouze
spekulovat, zda $lo o CF!. Nazev cysticka fibrosa byl poprvé pouzit v roce 1938
americkou patolozkou Dorothy Andersonovou. V tomto roce byly popsany ptiznaky CF,
mezi které patiilo pfedevsim respiracni onemocnéni a pankreaticka insuficience.

Nézev cysticka fibrosa je sloZen ze slov: ,.cysts®, znamenajici vacky vyplnény
tekutinou a ,fibrosis“ zjizvena tkan. Samotny ndzev popisuje zmény dé&jici se
v pankreatu, u néhoz byla CF poprvé popsana. Pankreas vyrabi a poskytuje enzymy, které
napomahaji traveni potravy. U cystické fibrosy je funkce pankreatu poSkozena a postupné
je tkan nahrazovéna zjizvenou tkani a cystama®. Avsak CF nepostihuje pouze pankreat,
nybrz celou fadu dalSich orgént a tim vyrazné zkracuje dobu a kvalitu Zivota. Mezi
organy postizené timto onemocnénim byvaji nejvice zasazeny plice, na jejichz povrchu
pankreas.

Geneticka podstata CF se fidi Mendelovymi zakony dédi¢nosti (viz obrazek €. 1 na
strané €. 11). Nemoc se projevi pouze pokud jsou obé¢ alely ptislusného genu zmutovany,
tedy jedind zmutovana alela dané onemocnéni nezptsobi. Zmutované alely dédi po obou
rodi¢ich, jednu od matky a druhou od otce. Pokud jsou oba rodi¢e pouze nositeli je zde
25% pravdépodobnost vyskytu CF u ditéte, ti se oznacuji jako recesivni homozygoti (aa).
50% pravdépodobnost narozeni pienasece (Aa) a 25% pro narozeni zdravého jedince

(AA). V ptipadé, Ze recesivni homozygot (aa — tedy clovek s CF) ma potomky se
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zdravym jedincem, pak je zde 50% pravdépodobnost pro narozeni ptenaSece a jedince

s CF.

Otec zdravy Matka zdravda
prenasec pfenasecka
Zdrave dité bez Dité - zdravy Nemocné
mutace pfenasec¢ dité
25% 50 % 25 %

Obrazek ¢. 1 — Genetickd podstata CF podle Mendelovych zakonii dédicnosti. Jsou-li oba rodice prenaseci,
pak je 25% Sance narozeni zdravého ditéte bez mutaci, 50% Sance narozeni zdravého ditéte avsak
prenasece a 25% Sance narozeni nemocného ditéte u kterého se CF zcela projevi. Prevzato’.

1.2 CFTR gen

,,Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator nebo cesky regulator
transmembranové vodivosti iontll je kdédovan genem, ktery se nachdzi na dlouhém
raménku chromozomu 7 v ramci chromozomalniho tiseku 7q31.3 !. Gen obsahuje 27
axont a jeho velikost zabira oblast dlouhou piiblizné 250 kb. Doposud vSak nejsou zndmy
faktory regulujici transkripci CFTR genu. Je ovSem znam jeho genovy produkt kodovany

timto genem, CFTR protein.

1.3 CFTR protein

CFTR protein je chloridovy kandl nachézejici se v apikalni membrané epitelu, kde
zprostiedkovava prenos CI™ iontl a regulaci jejich hladiny*. CFTR ma vsak také funkci
jinych iontovych kanall, jako je naptiklad sodny, ¢i draselny a v neposledni fadé
transportuje bikarbonat. Jeho pfitomnost v organech jako je napt. pankreas a stfeva ma
klicovou roli pii sekreci elektrolytli a tekutin, a u potnich zldz a dychaciho epitelu se
ucastni absorpce tekutin a elektrolytt. Pravé mutace CFTR genu zptlisobuje cystickou

fibrosu.
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1.3.1 Struktura CFTR proteinu

Z pocatku byl CFTR protein popsan jako ABC protein, coz je skupina proteint
vazici ATP (,,ATP Binding Cassette®). Jedna se o transmembranové proteiny, jejichz
ulohou je ptenos latek dovnitt i vné€ bunky za spotieby ATP. Nicmén¢ v piipad¢€ proteinu
CFTR se nejedna o transport latek, nybrz presnéji o prenos chloridovych iontt. Z toho
diivodu je tedy povazovan za chloridovy iontovy kanal®, pfi¢emz zachovava obecnou
strukturu ABCC podrodiny podrobné popsanou na obrazku €. 2. Tato struktura obsahuje
4 domény. Dvé membranové domény MSD1 a MSD?2 a dvé nukleotid vazajici domény,
NBD1 a NBD2°. Domény NBD1 a NBD2 jsou schopny zavirani a otevirani chloridového
kanalu diky zméng své konformace. Doch4zi k tomu posunem regulaéni domény R'.
CFTR se pozna pravé podle piitomnosti této regulacni domény, nachdzejici se mezi
NBD1 a MSD2. Kazda z MSD domén se sklada z 6 transmembranovych helixi (TM1-
TM6 a TM7-TM12). Za kazdou membranovou doménou nasleduje jiz zminéna nukleotid

vazajici doména (NBD1 a NBD2)%.

MSD1 MSD2

 NBD2

~'3<ATP
> ADP

+ Pi

doména

PKA & ATP C

Obrazek ¢. 2 — Popsana struktura CFTR skladajici se z MSD1 a MSD2(z angl. ,,membrane spanning

domain ) prochazejici skrze membranu, regulacni domény R, NBDI a NBD?2 (nukleotid vazajici domény)

a cAMP—depedentni protein kinasa. Obrdzek prevzat a upraven®.

Otevirani a uzavirani CFTR CI” kandlu je pfisné€ regulovano rovnovéhou kinasové
a fosfatasové aktivity v ramci buiiky a koncentraci ATP v buiice*. Aktivace cAMP-
depedentni proteinkinasy (PKA) zpisobuje fosforylaci nékolika serinovych zbytkl

v ramci R domény. Jakmile je R doména fosforylovana, prichod kanalu je regulovan
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cyklem ATP hydrolyz na NBD. Nakonec protein fosfatasa defosforyluje R doménu a tim

se kanal vrati do svého klidového stavu.

1.3.2 Mutace CFTR proteinu

Podstatou cystické fibrosy je mutace CFTR genu, ktery koduje stejnojmenny CFTR

protein’> %% 1011 ' CFTR proteinu jsou viechny domény kodovany jednim genem. Jedna

se o jediny polypeptidovy produkt genu, ktery je defektni pti CF. U pacientti s CF bylo

objeveno vice jak 1 000 mutaci genu CFTR, kdy mutace CFTR genu mohou vést

k riznym zménam na CFTR proteinu. Podle téchto zmén byly mutace rozdéleny do 6ti

skupin (zobrazeno na obrazku €. 3 na stran¢ ¢. 14):

Ttida 1A — mRNA neni syntetizovéna.

Tiida 1B — mRNA je syntetizovéna, avSak poruSena a neni schopna vytvofit
protein.

Ttida 2 — Vytvofeny protein se nedostane na povrch buniky. Pfi¢inou mutace je
nespravné slozeni proteinu, ktery nakonec byvé butikou znicen (do této tfidy patii
nejrozsirenéjsi mutace Phe508del).

Ttida 3 — CFTR protein se dostane na povrch bunky, kde diky mutaci dojde
k nespravnému otevirani kanalu.

Ttida 4 — Protein na povrchu bunky neziska spravnou konformaci, diky ¢emuz
umozni projit skrz jen velmi malému mnozstvi chloridovych aniontt.

Tfida 5 — Mutace zplisobena alternativnim ,,splicingem* mRNA ovliviiuje
mnozstvi CFTR proteinu, které se dostane na povrch buriky.

Ttida 6 — Vytvoteni funkéniho CFTR proteinu, jehoz mutace navozuje rychlou

degradaci proteinu.
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CFTR bez defektu | ] m v Vv Vi
Bez Nedostane se na Bez Snizena Méné g
Tyedensian proteinu povrch funkce funkce proteinu Neztablinl
G542X gISS%E; V520F R117H A455E rAF508
Pfiklad mutace R553X AF508 S549R R334W 1680-886A>G Q1412X
W1282X N1303K G551D S1235R 2657+5G>A

Obrazek ¢. 3 — Obrazek popisuje 6 skupin mutaci CFTR proteinu. Na prvnim obrdazku zleva je zndzornéna
bunka s plne funkénim CFTR. Dale jsou zobrazeny bunky s mutaci I, IL, III., IV., V. a VI. tiidy. Pod

Jednotlivymi defekty jsou vypsany nejcastejsi mutace zpiisobené prave timto defektem. Prevzato a

upraveno'?.

Nejéast&jsi mutace v CR byva mutace F508del, delece tii bazi vedouci ke ztratd
fenylalaninu na pozici &. 508 313V piipadé této mutace je vytvoren CFTR protein, ktery
je nespravné sloZen a neni schopen pfemistit se na povrch bunky, kde vytvaii Cl™ kanal.
Obdobné¢ se projevuji mutace N1303K a 1507del, které jsou spole¢né s mutaci F508del

v

ve svéte nejrozsifend;si.

1.4 Diagnéza CF

Véasnou diagnézou a naslednou 1écbou je mozno neékterym negativni nasledkiim
CF predejit nebo je alespon oddalit.

Jednou zmoznosti vC€asného podchyceni nemoci je screening novorozencil
zkrve!*!3. Jedna se o vasnou a presnou metodu, jak diagnostikovat CF ihned po
narozeni. Novorozenci je odebrana kapicka krve z paty, ze které se dale d€laji dva testy.
Prvnim testem se vyhodnocuje hladina imunoreaktivniho trypsinogenu (IRT), jehoZz
zvySené mnozstvi mize poukazat na mozné riziko CF. Problémem tohoto testu je jeho
nespecificnost. ZvySena koncentrace IRT v krvi miize byt totiz indikdtorem i dalSich
onemocnéni. Proto se zaroven provadi jesté druhy test, z téze kapicky krve. Ve druhém
testu se zjist'uje primo genetickd mutace molekularné-genetickym vySetfenim. V piipadé,
ze je nalezena zvySena koncentrace IRT v krvi a zaroven je nalezena alespon jedna

mutace genu, dochazi k dalsi fazi testovani, potnimu testu. Z potu se zjist'uje koncentrace
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chloridovych aniontli a jejich zvySena hladina potvrzuje CF. Diky vysokému obsahu
chloridt v potu se détem s CF také prezdiva ,,slané déti“. Tento stav je zpisoben chybnym

transportem Cl™ skrze CFTR protein.

1.5 Onemocnéni asociovana s CF a jejich 1ééba — symptomaticka
Ié€ba
Cysticka fibrosa sama o sob¢ 1éCitelnd neni, jelikoZ se jednd o recesivné dédiné
onemocnéni. Daji se pouze 1écit jednotlivé symptomy nemoci spojenych s CF nebo jim

predchazet.

1.5.1 Plice

Nejvice zasazenym organem byvaji praveé plice, na které se diky abnormalitam
zpisobenym CF vazou bakterie, napt. P. aeruginosa, B. cepacia. Kvuli $patné funkci
chloridovych kanalkd se v plicich utvaii ASL (z angl. ,,Airway Surface Liquid*)'®.

ASL je tenka vrstva tekutiny pokryvajici apikéalni povrch epitelu dychacich cest.
Hraje vyznamnou roli pii udrzovani stabilniho vnitfniho prostfedi. Dilezitym faktorem
pro zachovani ciliarni funkce, mukociliarniho clearance a antimikrobialnich vlastnosti
dychacich cest je pravé objem a slozeni ASL. Pacienti s CF maji tyto vlastnosti naruseny,
dochdzi u nich k dehydrataci dychacich cest a snizeni pH ASL. SniZeni objemu ASL je
disledkem defektniho aniontového transportu CFTR. Prostfedi s nizkym pH je vytvateno
bikarbonatovym transportem zprostiedkovanym abnormalnim CFTR. Nizké pH ma také
negativni U¢inky, protoze zhorsuje antimikrobialni funkci ASL, méni vlastnosti hlenu a
zhorSuje jeho odstranéni. Tyto abnormality zpisobuji zahusténi hlenu a vytvaii tak

vhodné prostfedi pro chronické bakterialni infekce.

Lécba a pfedchazeni bakteridlnim infekcim spociva zejména v odstranéni hlenu.
Jednou z moZnosti je tzv. inhalacni 1écba, kdy pacient vdechuje mukolytika, kterd hlen
nafedi'. Diky jejich plynné podobé jsou latky dopraveny aZ na sliznici dychacich cest,
s mukolytiky také antibiotika. Dal$i z moznosti 1écby je rehabilitace, do které spada
mnoho pohybovych terapii a dychacich cviceni, kdy je snaha zbavit se hlenu

mechanickymi procesy. Mezi takové terapie se fadi napf. autogenni drendz ¢i vyuka
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v

vdechovan vzduch obohaceny kyslikem. Posledni moznosti zachovani funkce plic je

jejich transplantace.

1.5.2 Pankreas

U nékterych pacienti mize dochdzet k pankreatické insuficienci neboli snizeni
sekrece pankreatickych enzymi. V disledku defektu CFTR proteinu a tim padem
nespravnému pienosu iontd (CI- a HCOs;") dochazi ke zvySeni sekrece vice kyselé
tekutiny. Okyseleni zapficini precipitaci proteini, které nahromadénim mohou zptisobit
obstrukci proximélniho kanalku!’. Problémy se slinivkou biigni ¢asto vedou k malnutrici.
Dlvodem je nedostatecné vstiebavani zivin, ¢emuz lze ptedejit vyvaZenou stravou.
Hlavni 1écbou pro pacienty s témito piiznaky byva podavani pankreatickych enzymt,
napiiklad lipasy ve specialné¢ upravenych tobolkach s resistenci viuci kyselému pH
v zaludku'®, Uzitim tobolek s jidlem je zajisténo dopraveni enzymii bez ztraty aktivity az

do tenkého stfeva.

1.5.3 Jatra a zlucové cesty

Exprese CFTR genu se d&je pouze v epitelidlni ¢asti zlucovych cest a zlucniku,
nenachazi se na hepatocytech a tedy neovliviiuje jatra ptimo. Proces tvorby zluce zlistava
neporuSen. Problém nastdva, kdy je =zapottebi sekrece a absorpce -elektrolyt
v cholangiocytech (vystelka ZluCovodil). Za normélnich okolnosti (u zdravych lidi)
dochdzi kalkalizaci a zfedéni Zlue zvySenim koncentrace cAMP, otevienim
chloridovych kanalkl a tim k ptenosu CI” do lumenu Zluc¢ovodl a HCO3™ do ZIucovod.
U pacient s CF defektem této sekrece dochazi k zahuSténi zluci, kterd se stava
visk6zné€jsi a nadmeérné kyseld. Diky tomu se Zlu€ovody ucpavaji a zIu€ se vraci zpét do
jater ¢imz se poskozuji hepatocyty'.

Mezi tyto komplikace patii naptiklad navySeni tvorby jaternich enzymu a jejich
sekrece do krve, na ¢emz jsou zaloZena jaterni biochemicka vysetteni'> !°. Bohuzel tyto
testy nejsou nijak specifické, navySeni jaternich enzyml neni pfimym indikatorem
onemocnéni jater a zaroven hladiny enzymil v norm¢ nemusi znamenat zdrava jatra.

Poskozeni hepatocytti miZe vést az k cirhoze jater' > 2°. Cirhoza se vétsinou
vyskytuje u pacientl s vice mutacemi CFTR proteinu. Objevuji se dva druhy cirhdzy:

fokalni a multilobularni.
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Na onemocnéni jater zplusobené cystickou fibrosou neni vzhledem k rozsahu
komplikaci 1écba. Lze opét 1é¢it pouze priznaky. Do této 1écby spadé tprava jidelnicku
pro zvysSeni pfijmu potiebnych vitamint; 1€ky obsahujici kyselinu ursodeoxycholovou
(UDCA), ktera napomaha odstranit toxické zlu€ové kyseliny, ¢i 1éky na snizeni krevniho
tlaku. Dal$imi moznostmi byva endoskopicka operace, pii niz se napravi poskozené cévy

a transplantace jater u poskozeni vétsiho rozsahu?.

1.6 Genova terapie — kauzalni lécba

Genova terapie je nejnovejsi zpusob 1é¢by CF vyménou zmutovaného genu za
neposkozeny zdravy CFTR gen. Princip spoc¢iva ve vlozeni zdravého CFTR genu do
postizené buiiky, kde dale probiha exprese celé CFTR komplementarni DNA (cDNA) a
obnovuje se funkce aniontového kanalu?!. Nedostatkem této 1é¢by je jeji specifi¢nost.
»Zdravé® CFTR iontové kandly mohou byt exprimovany pouze v buice, do které byl
zdravy gen vlozen. Tedy pokud byl vlozen do bunék plic, nebude fungovat na bunky napt.
pankreatu. PrekaZzkou této terapie je zaporny naboj DNA, diky némuZ neni mozZné pienést
DNA pfes plasmatickou membranu. V navaznosti na to, byly vyvinuty zplisoby pfenosu
DNA pomoci vektorového pirenosu, tzv. virové a nevirové vektory.

Nevirové prenaSeCe se skladaji ze dvou cCasti: molekula nosice, kterd se vaze na
DNA a z nukleové kyseliny, coZ je terapeutickda cDNA?2. Molekula nosi¢e s nukleovou
kyselinou na sebe vazi negativné nabity plasmid DNA na zékladé¢ interakce nabojl a bud’
zapouzdiuji nebo kondenzuji DNA za vzniku lipoplexi a polyplexti. Ty se vazi na
bunénou membranu, kde dojde k jejich endocytdéze do endosomt, které nasledné
prasknou a lipoplexy a polyplexy se dostanou do hostitelské buriky.

Virové prenasece jsou schopny upraveny gen pienést do bunék a nasledné v bunice

exprimovat danou genetickou informaci** %

. Takto mohou byt pouzity naptiklad
adenoviry a retroviry. Nevyhodou virovych pienaSect je jejich schopnost spustit imunitni
odpovéd’. Po prvni dévce si télo vytvoii specifickou imunitni odpovéd’ na dany virovy

pfenasec a tim je dalsi aplikace znemoZnéna

Dalsi 1é¢bou na genetické urovni je terapie pomoci CFTR modulatort®* 2°. Lécba
pomoci CFTR modulatort je zaloZena na opravé defektu CFTR proteinu, av§ak pouze u
pacientt se specifickymi mutacemi. Terapie CFTR pomoci modulatort se 1isi, jelikoz se

také lisi defekty proteinu vyrobeny genem CFTR. Rozd¢€luji se na 4 skupiny: korektory,
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potencidtory, stabilizdtory a amplifikatory. Korektory jsou malé molekuly, které
stabilizuji Spatné slozeny protein v cytosolu a tim zamezuji degradaci. Potencidtory jsou
malé molekuly vazajici se na NBD doménu CFTR kanalu, kde usnadiuji otevirani CFTR
kanalu. Stabilizatory stabilizuji protein na plasmatické membrané, podporuji dozravani
CFTR proteinu a amplifikatory zvysi produkci vyroby CFTR proteinu Piikladem jiz
vyuzivanych modulatorti je naptiklad 1ék Kaftrio™. Jedna se o trojkombinaci korektort,
které se zaméiuji na protein F508del-CFTR a poméhaji mu vytvaret spravny tvar a tim

spravné prenaset chlorid na povrch bunky.

V neposledni fadé existuje CRISPR/Cas9 metoda?s. CRISPR (z angl. ,,Clustered
regularly interspaced short palindromic repeats®) asociovany s nukleasou 9
(CRISPR/Cas9) je metodou genetického inZenyrstvi, kterd umoznuje rozSté€pit gen na
pozadovaném misté, pticemz lze ¢ast genu odstranit a zaroven ptidat ¢ast genu nového.
Jedna se o techniku genetického editovani zalozenou na prokaryotickém ,,imunitnim
systému. CRISPR/Cas9 miize byt vyuZzit v1écbé mnoha onemocnéni (napi. CF,

rakovina, alergie, kardiovaskularni onemocnéni).

1.7 Imunitni systém

Imunitni systém je zaloZen na sledu reakci, zajist'ujici obranu organismu proti cizim
strukturam, mikroorganismiim ¢i patogenim. RozliSujeme imunitni systém vrozeny
(nespecificky) a adaptivni (specificky).

Vrozend imunita zajiStuje prvni reakci na patogen, kdy se Ucastni pfirozené
obranné mechanismy. Mezi tyto pfirozené obranné mechanismy patii napt. fyzikalni
bariéra — kiiZe, sliznice; enzymy; télesna teplota; cytokiny (peptidy a glykoproteiny
zprostfedkovavajici zanétlivou odpoveéd’); fagocytujici buniky — neutrofily, monocyty a
makrofigy®’. Souéasti vrozené imunity jsou téZ ,,Toll-like* receptory (TLR), coz je
skupina bilkovinnych receptorti, ktera je schopna rozpoznat specifické bakterialni
antigeny — napfi. flagelin, ktery utvaii bakteriadlni bi¢ik. Po rozpoznani bakterialniho
antigenu TLR vyvolaji imunitni odpovéd’, jez mé& za nasledek stimulaci adaptivni
imunity, kdy vysle signaly pro zahajeni proliferace T a B-lymfocytii®®.

Adaptivni imunita se aktivuje az po setkdni s antigenem, poté vyvold pomalou
imunitni odpovéd’ (na rozdil od vrozené, ktera reaguje ihned). Adaptivni imunitu ziska

organismus postupem c¢asu a uplatiiuje se u ni imunologickd pamét, diky niz po
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opakovaném setkani organismu s antigenem nastava jiz rychlejsi imunitni odpoveéd™?’.
Slozkou adaptivni imunitni odpovédi jsou T a B-lymfocyty, kdy T-lymfocyty pfedstavuji

slozku bunécné imunity a B-lymfocyty patii do slozky humoralni.

1.7.1 Protilatky

Protilatka neboli imunoglobulin (IgG) je skupina glykoproteint, jejichz tkolem je
specificky vazat antigeny v organismu?® %%, IgG jsou syntetizovany B-lymfocyty, které
dozravaji v sekundarnich lymfatickych organech. Po navazani antigenu na receptory
B-lymfocyti je spusténa produkce specifickych protilatek. Imunoglobuliny mohou byt
sekretované nebo vazané v membrané. Skladaji se ze dvou tézkych fetézctl, které jsou
spojeny cystinovymi miustky a zarovenl ke kazdému tézkému fetézci je napojen pies
cystinovy mustek lehky fetézec (viz obrazek €. 4 na strané €. 20). IgG se dé€li na fragmenty
Fab a Fc, jez vzniknou rozstépenim za pomoci enzymu papainu. Dale lze rozd¢lit IgG na
domény. Retézce se skladaji zjedné variabilni domény a jedné & vice konstantnich
domén. Variabilni domény se nachdzejici na N-koncové ¢asti tézkého 1 lehkého fetézce,
kde utvati vazebné misto pro antigen. Konstantni doména se vaze na receptor nachéazejici
se na povrchu bunék napiiklad makrofagti. Podle této vazby na receptor urcité buiky
imunitniho systému se protilatky rozd€luji na skupiny — IgG, IgA, IgD, IgE a IgM, kdy
IgG zastavd az 75 % ze vSech skupin protiladtek v krvi. VSechny tyto skupiny jsou
produkovany B-lymfocyty.
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Obrazek ¢. 4 — Imunoglobulin se sklada ze 2 retézcii (tezky a lehky). Tezké retézce jsou navzdajem propojené
cystinovymi miistky a zdaroven jsou také cystinovymi miistky pripojené k lehkym retézciim. IgG se skladaji
ze dvou druhit domén neboli oblasti — variabilni a konstantni. Variabilni oblast je vzdy pouze jedna a
obsahuje misto, na které se vaze antigen. Konstantnich domeén u tezkého retézce miize byt vice (3-4) avsak
u lehkého Fetézce je pouze jedna. Prevzato™.

1.7.2 Imunizace

Imunizace je proces, pii némz je organismus vystaven latce, kterd mé za ukol

posilit, ¢1 aktivovat imunitu daného jedince. Déli se na aktivni a pasivni imunizaci.

Aktivni imunizace

Aktivni imunizace je druh imunizace, pii které se do téla jedince vpravuji latky

(imunogeny) za cilem vyvolani specifické imunitni odpovédi proti cilovému antigenu?’.

7

Témito latkami byvaji upravené mikroorganismy (zbavené patogenity), na které je

imunizace cilend. Tyto oCkovaci latky neboli vakciny se déli do skupin dle slozeni a

zpusobu pifipravy na:

e Inaktivované vakciny — obsahuji usmrcené mikroorganismy

(inaktivované) u kterych nesmi byt poSkozeny povrchové antigeny.

e Zivé atenuované vakciny — obsahuji Zivé organismy, které jsou zbaveny

patogenity.

e Rekombinantni vakciny — pfipraveny pomoci DNA rekombinantnich

technologii

aj.
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Pasivni imunizace

U pasivni imunizace se do téla vpravuji piimo protilatky. Imunitni systém se
neaktivuje, a tedy tato imunizace je pouze do¢asna?’. K tomu se vyuzivaji globuliny, které
se dale déli dle jejich u¢inku na monospecifické (proti ur€itym infekénim chorobam) a
polyspecifické (1écba protilatkovych imunodeficienci).

Pouzivané globuliny lze ziskat dvéma zpusoby, ziskanim z plazmy zdravych darct

tzv. homologni, ¢i z hyperimunizovanych zvitat tzv. heterologni globuliny.

U pacientl s CF imunitni systém sam o sobé poSkozeny neni, k naruSeni dochazi
az v ramci sekundarniho vlivu priibéhu onemocnéni. Napt. vyskytem bakterii, kterou

muze byt Pseudomonas aeruginosa.

1.8 Pseudomonas aeruginosa

Bakterie Pseudomonas. aeruginosa (rodina Pseudomonadaceae) (PA) zobrazena na
obrazku €. 5 (strana €. 22) je ty¢inkovitd aerobni, pohybliva, gramnegativni bakterie, ktera
je schopna piezit skoro v kazdém prostiedi’!. Jedna se o nozokomialni patogen neboli
patogen vyskytujici se pfevazné v nemocni¢nim prostiedi. PA se objevuje u pacientd,
ktefi maji zhorSeny imunitni systém, jsou hospitalizovani s popéaleninami ¢i s chronickym
plicnim onemocnénim s CF. Jednd se tedy o tzv. oportunni patogen. Jeji nebezpecnost
spociva v dobré adaptivité na antibiotika a jiné léky, kdy PA exprimuje naptiklad beta-

laktamasy, vytvaii nepropustné proteiny vnéj$i membrany, aj.
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’seudomona aeruginosa

Obrdzek ¢. 5 — Pseudomonas aeruginosa. Prevzato.’

1.8.1 Virulentni faktory PA

PA miiZe na hostitelskou buiiku plisobit mnoha virulentnimi faktory (popsany na
obrazku €. 6, strana ¢. 24). U patogenese PA je dulezita skutecnost, Ze neplisobi pouze
jeden virulentni faktor, ale virulentni faktory se navzajem dopliiuji a kooperuji spolu, coz
vede naptiklad k utvoteni biofilmu, kolonii ¢&i tkafiové nekroze®>.

Virulentni faktory se daji klasifikovat mnoha zplisoby napt. dle mechanismu jejich

pusobeni; nebo na zaklad¢ toho, zda jsou sekretované ¢i asociované s buiikou.

Sekretované virulentni faktory (extracelularni)

Jedna se o latky produkované bakterii P. aeruginosa, které zptisobuji hostitelskému
organismu zanéty a poskozuji tkan*. Sekreci téchto latek d&lime do 3 typii: Sekrece typu
I, kdy se vylucuji naptiklad alkalické proteasy. Sekrece typu Il, kterd je bakterii nejvice
vyuzivana a je dvoukrokova, kdy exoproteiny jsou nejdiive syntetizovany jako
prekurzory a po slozeni do konecné konformace jsou piemistény ptes vnej$i membranu.
Radi se sem napf. exotoxin A, elastasy, fosfolipasa C a proteasa IV. Jejich vyhodou je,
ze toxicky pulsobi na dalku, nepotfebuji tedy byt v pfimém kontaktu s hostitelskou
bunikou. Tteti skupinou rozdéleni dle sekrece je typu IlI, kterd vyuziva slozitou sekreci a
translokaci proteinli k tomu, aby pfimo do cytoplasmy hostitelské bunky vlozily

exoproteiny (exoenzym S, T a Y a exotoxin U)*>.
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Existuje skupina extracelularnich virulentnich faktorti PA, kterd nespadéa do zadné

ze 3 skupin — napt. pyocyanin, siderfory, kyanovodik.

Virulentni faktory asociované s bunkou

Mezi virulentni faktory asociované s bunikou patii faktory poskytujici adherenci
k povrchiim, jak k epitelidlnim, tak také naptiklad k mucinu, coz je hlavni komponenta
mukusu, hlenu pokryvajici epitel dychacich cest’® 3. Za normalnich okolnosti PA
infikuje zdravého jedince jen velmi ziidka. Riziko pak byva zvySené u hospitalizovanych
pacientd, ktefi vlivem nemoci, ale také stresu, ztraci obranné mechanismy zabranujici
prilnuti PA na povrch hornich cest dychacich. Uchyceni pfimo na epitelu je zptisobeno
ptitomnosti pili typu IV, fimbriemi pokryvajicimi povrch bakterie. Uméji se zatahovat,
maji schopnost rlistu a umoziuji ur€ity druh trhaného pohybu tzv. ,twitching®.

Dal§imi virulentnimi faktory jsou specifické molekuly nazyvané lektiny*.
Nachazeji se na povrchu bakteridlni bunky a maji schopnost vadzat sacharidové ¢asti
glykostingolipidd, jako je manosa a galaktosa a tim zachytit bakterialni buitku na povrchu
hostitelské buiiky?>.

»Quorum-sensing circuit” (QSC) je pokladan za velmi dulezity virulentni faktor,
jehoz ikolem je regulace produkce ostatnich virulentnich faktor**. QSC také produkuje
malé difuzni molekuly, diky nimz dokéazi bakterie navzdjem komunikovat a utvofit
populaci.

Dals$im virulentnim a zaroven i1 adheren¢nim faktorem je bicik (flagellum), ktery

téZ bakterii slouzi k pohybu.
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sekrece typu I:

sekrece typu III: lipopolysacharidy alkalycka proteasa
exoenzymy S, T, Y HasAp
exotoxin U
& pili typu IV

sekrece typu II:
LasB clastasa
LasA elastasa
fosfolipasa C

proteasa IV
lipasa

alginat/exopolysacharidy K

non-pilus adhesiny
pyocyanin
siderfory

kyanovodik

rhamnolipidy

Obrazek ¢. 6 — Popis virulentnich faktorii u PA. Extracelularni virulentni faktory: sekrece typu I, 11
a III; alginat/exopolysacharidy, pyocyanin; siderfory; kyanovodik a rhamnolipidy. Virulentni faktory
primo asociované s hostitelskou burnkou: bicik, lipopolysacharidy, pili typu IV a non-pilus adhesiny.

., Quorum-sesnsing circuit “ je virulentni faktor, diky némuz spolu bakterie PA komunikuji a reguluji nékteré

virulentni faktory. Prevzato a upraveno™.

1.8.2 Bic¢ik PA

vvvvv

vvvvvv

obsahujici bi¢ik je vice virulentni nez ty, které bicik neobsahuji. Tato studie prokazuje,
ze pohyblivost diky bi¢iku je nezbytna pro Sifeni infekce. Na modelu novorozenych mysi
akutni plicni infekce PA byly bi¢iky nezbytné pro plnou virulenci (pfestoze to se u
dospélct s plicni infekei nepotvrdilo). Pokud jde o ochranu zprostiedkovanou biciky,
imunizace biCiky poskytuje ochranu proti infekci a klesa Sifeni na hlavni organy
v ,,burned-mouse‘ modelu. U potkana podavani lidskych monoklonalnich protilatek proti

bi¢ikiim poskytuje protekci proti infekci PA a sniZzuje poskozeni plic.

Struktura biciku
PA obsahuje jediny polarni bi¢ik (viz obrazek ¢. 7 na strané ¢&. 26)°¢. Jak jiz bylo

zminéno je virulentnim faktorem bakterie a slouzi ji téZ k pohybu. Bicik PA je
tvofen helikalnim filamentem a stejné jako u dalSich gramnegativnich bakterii se sklada
ze tif hlavnich ¢asti: membranového komplexu, hacku a flagelarniho filamentu. Ukolem

membranového komplexu je ukotvovat bi¢ik na povrchu bunky. Membranovy komplex
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se sklada z bazalniho téla, které¢ se dale rozklada na 4 kruhové desticky, flagelarniho
sekrecniho systému typu III, statoru a duté tyCinky, skrze kterou jsou exportovany
flagelinové monomery, které utvaii filament. Bazalni télo se sklada zC, MS, P a L
kruhovych desti¢ek. Ty se nachédzi v rtiznych vrstvach builkky. MS-krouzek (z angl.
,membrane-supra-membrane ring*) je sestaven z FIliF proteinovych podjednotek a je
ptipojen ke vnitini membran€. P-krouzek se sklada z Fligl proteinu a je ptipojen k vrstveé
peptidoglykanu. L-krouzek obsahuje FlgH podjednotky a kotvi tuto makromolekularni
strukturu do vnéj$i membrany. Tyto tfi struktury (MS, P, L kruhové desticky) jsou
propojeny ty¢inkou.

C-krouzek se nachazi v cytoplasmé a sklada se ze 3 proteind: FliG, FliM a FIliN.
FliM interaguje s chemo-senzorovym systémem a tim méni rotaci bi¢iku. Protein FIiN
poskytuje vazebné misto pro navazani chaperonu/substratového komplexu pted jejich
sekreci. N-terminalni doména F1iG je dulezita pro interakci s MS-krouzkem a s dal§imi 2
doménami jsou zapojeny do zmény rotace biciku. C-krouzek je povazovan za rotor
flagelarniho motoru a je spojeny se statorovym komplexem slozenym z proteinti MotA a
MotB. Stator je zodpovédny za produkovéni iontové hnaci sily?®.

Na bazalni télo je napojen flagelarni sekrecni systém typu III (T3SS). Tento
sekre¢ni systém slouzi bakteriim k transportu proteinu flagelinu k vystavbé flagelinového
vlakna, tedy bic¢iku*® 37,

Ty¢inka je dutd struktura napojena na bazalni t&lo a na T3SS*%37. Hagek je slozen
z kruhove slozenych protofilamentti utvofenych z FIgE proteinu. Diky jeho struktufe je
hacek ohebny a pruzny.

Flagelinové vlakno je napojeno na hacek a dale bazalni télo skrze proteiny FIgK a
FlgL, které zde plni funkci spojovacich proteinti*® 3. Flagelinové vlakno méize dosahovat
ruznych velikosti, udava se cca 10 um dlouhé a mlze byt slozené az z cca 20 000

podjednotek FliC monomerti.
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Obrazek ¢. 7 — Struktura bakteridalniho biciku sestavajici se ze 3 hlavnich casti: membranového komplexu,
hacku a flagelinového vidkna. Membranovy komplex obsahuje basalni télo (skladajici se z kruhovych
desticek — C, MS, P a L), stator, proximalni a distalni tycinku. Cely komplex je ukotven ve tiech vrstvach
bakterialni bunky: ve vnitini membrané (IM), peptidoglykanové vrstve (PG) a vnéjsi membrané (OM). Na

distalni tycinku je napojen hacek, ktery dale pres spojovaci proteiny (FIgK a FlgL) prechazi ve flagelinové

vidkno(FliC) zakoncené éepickou (FliD). Prevzato a upraveno’.

Flagellum se vaze na sacharidové skupiny Lewis x derivati nachazejicich se
v periferii lidského mucinu®! 33, F1iD, proteinova &epicka, na konci bi¢iku pfichycuje PA
bakterie k mucinu v hornich cestadch dychacich. Jak bicik, tak pili PA jsou schopny vazat
se na glykosfingolipidy (ganglio-N-tetrosylceramidy) nachazejici se na apikalni vrstvé
povrchovych bunék epitelu dychacich cest. Na basolateralnim povrchu se bicik a pilli
vazi na heparansulfat proteoglykany a N-glykany. Signal vyvolany v buiice diky interakci
glykosfingolipid-bi¢ik spusti transkripci a mobilizaci ,,Toll-like* receptoru. Nezralé ¢i
poskozené epitelidlni buniky maji vys$i expresi glykosfingolipidli a heparansulfat

proteoglykanti, coz ziejme vysvétluje predispozici PA pro tyto buriky.
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Flagelin

Polymerizaci jediného proteinu, flagelinu (F1iC), je sloZeno flagelarni filamentum.
Flagelin kéduje gen FIiC, pro PA pfesngji oznacen jako paFliC*’. paFlic protein je
esencialni virulentni faktor pro kolonizaci PA. Aktivuje vrozenou imunitni odpovédi pres
jeho poznévaci ,,Toll-like* receptor 5 (TLRS5) a adaptivni imunitu hostitele. Z toho
diavodu je paFliC navrzen pro vakcinaci jako prevence proti PA infekcim u CF pacient.

W.S. Song a S. Yoon® uréili krystalovou strukturu paFliC, ktera obsahuje
zabudovanou D1 doménu a variabilni D2 doménu, jak je vidét na obrazku ¢. 8. DI
doména je slozena do struktury tyc¢inkovitého tvaru a poskytuje hlavni misto pro vazbu
TLRS. Struktura D2 domény je ze dvou B-listd a jednoho a-helixu, ktery nebyl nalezen
v jinych flagelinech.

Na zaklad¢ exprese proteinu flagelinu mizeme bakterii PA rozdélit do dvou skupin
— typ a a typ b*" # 42 Rozdéleni téchto dvou typii flagelinu je na zakladé jejich
molekulové hmotnosti, kdy flagelin typu a ma molekulovou hmostnost 45-52 kDa a

flagelin typu b 53 kDa. Flagelin typu a je na rozdil od typu b glykosylovan.

Obrazek €. 8 — Struktura proteinu flagelinu zobrazena ze dvou thli ve stuhové ,ribbon prezentaci.
Struktura se sklada ze dvou domén D1 a D2. Kdy D1 doména dale obsahuje diskontinualni N a C-terminalni
segmenty. N-termindlni ¢ast obsahuje dva a-helixy (a-Dla a a-D1b) a dvé B-struktury (BD1a and fD1Db).
C-terminalni konec obsahuje pouze a-helix (a-D1c). Doména D2 obsahuje dva B-listy (D2g-a-e-d a fD2f-
b-¢) a jeden a-helix (a-D2). Pievzato a upraveno®.
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2 Cil prace
Cilem prace byla izolace bi¢ika bakterie Pseudomonas aeruginosa, které by dale
mohly byt vyuzity k ptipravé protilatek.
Ke splnéni tohoto cile bylo tfeba realizovat nasledujici dil¢i tkoly:
1) Porovnat popsané postupy piipravy bakterialniho flagelinu
2) Zjistit vliv podminek kultivace na produkci flagelinu

3) Vybranou technikou purifikovat vétsi mnozstvi flagelinu
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3 Material a metody

3.1 Pouzité chemikalie
Agar

Kvasinkovy extrakt

MgCl,

Na;HPO4 - 12H20
(NH4)2SO4

NaCl

NaN3

TEMED

Trypton

Tween® 20

4x Laemmli Sample BufferPrecision

Plus Protein™ Dual Color Standards

3.2 Pouzité pristroje a material
Analytické vahy

Autoklav

Centrifuga HERMLE Z383 K
dialyzacni stfevo

dialyza¢ni tuby D-tube™ Dialyzer Midi
(6-8 kDa), Mega (3,5 kDa)

Inkubator s funkci tfepani ES-60
Inkubator Mini Dry Bath

Laminarni box

Magneticka michacka

Mikrozkumavka 0,5-1,5 ml
Minicentrifuga

Nechlazeny inkubator (IB-01E)
Orbitalni tfepacka

pH metr pHenomenal®, pH 1100L
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Oxoid, UK

Bio Basic Canada Inc, Kanada
Lach-Ner, CR

Lach-Ner, CR

Penta, CR

Lach-Ner, CR

Merck, Némecko

Sigma, USA

Bio Basic Canada Inc, Kanada
Serva, Némecko

Bio-rad, USA

Bio-rad, USA

Adam®, UK

Panasonic, USA

Hermle Labortechnik GmbH, Némecko
Serva, Némecko

Merck Millipore, Némecko

MIUlab, Cina

Benchmark Scientific, USA
Labox, CR

VELP Scientifica, Italie
Eppendorf, USA

Labnet International, USA
Jeio Tech, Korea

Witeg Labortechnik GmbH, Némecko
VWR® Avantor®, USA



Pipeta

Plastové zkumavky 15 ml, 50 ml
Prosvétlovaci pult Kaiser Slimlite plano
Predvazky

Rotor 70 Ti

Ruéni mixér

Spektrofotometr Spekol 11

Spicky

Ttepacka — Vortex

Ultracentrifuga Optima™ LE-80K
Ultracentrifuga OPTIMA™ XPN-90

Ultracentrifugac¢ni kyvety
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Biohit, Finsko

TPP, Svycarsko
Kaiser, Némecko

Kern, Némecko
Beckman Coulter, USA
Rohnson, CR
Carl-Zeiss, Némecko
Capp, Dansko

IKA®, Némecko
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA
Beckman Coulter, USA



3.3 Kultivace bakterie PA
Pouzité kultiva¢ni médium:
e PS médium: 1,6% (w/v) pepton; 1% (w/v) enzymaticky kaseinovy hydrolyzat;
0,5% (v/v) glycerol; 57 mM K2SOq4; 15 mM MgCl (sterilizovano v autoklavu).

e LB agar (na 1 litr): trypton 10 g; kvasinkovy extrakt 5 g; NaCl 10 g; agar 15 g;
doplnit HO do 11

3.3.1 Kultivace bakterii v tekutém PS médiu

Ke kultivaci byl k dispozici kontrolni kmen bakterie Pseudomonas aeruginosa,
oznacen PAK (ST 1763) zamrazen v hlubokomrazicim boxu (—80 °C).

Zkumavka se 100 pl suspenze Pseudomonas aeruginosa byla vyjmuta
z hlubokomraziciho boxu a v lamindrnim boxu za aseptickych podminek a laboratorni
teploty byla rozmrazena. Ke kultivaci PA bylo pouzito PS médium uchované v lednici
pii 4 °C. Do 50ml plastové zkumavky bylo pro kultivaci davkovano injekéni stiikackou
5 ml PS média a do néj bylo inokulovdno 10 pl rozmrazené bakteridlni suspenze. PA byly

kultivovany 14 hodin pii 37 °C za konstantniho tfepani (150 RPM) v inkubatoru ES-60.

Optimalizace kultivace PA v tekutém PS médiu

Zpocatku bylo optimalizovano mnoZstvi PA inokula do 5 ml LB média v 50ml
plastové zkumavce. Bylo pouzito 10 pl, 20 pl nebo 30 pl rozmraZzené bakterialni suspenze
PAK. Kultivace probihala v inkubatoru pti 37 °C za konstantniho tfepani (150 RPM)

s pootevienym vi¢kem plastové zkumavky.

3.3.2 Kultivace PA na agarové plotné

Byly pouZity sklenéné Petriho misky o priméru 19 cm, ke kterym byla ptilepena
paratka umoziujici vstup vzduchu k agaru a nasledné byly sterilizovany v autoklavu. LB
agar byl pfipraven v autoklavu a asepticky v laminarnim boxu ptelit do Petriho misek. Po
vychladnuti a zatuhnuti agaru byly Petriho misky ponechany 24 h v lednici pii 4 °C.

Po kultivaci bakterii v tekutém PS médiu bylo 400 pl suspenze PA pieneseno na
agarovou plotnu a po celé plose rozetfeno hokejkou. Bakterie byly kultivovany po dobu

24 h v inkubatoru (37 °C).
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Optimalizace kultivace PA na agarové plotné:

Cilem této optimalizace bylo ziskat co nejvétsi mnozstvi bakteridlni hmoty po 24h
kultivaci v inkubatoru (37 °C).

Ctyfi Petriho misky o praméru 19 cm byly z poloviny naplnény LB agarem (podle
ptedchoziho popisu v odstavci 3.3.2). Na dvé z nich bylo aplikovano 400 pl bakteridlni
suspenze PAK piimo na agar. Po vsdknuti bakteridlni suspenze byly bakterie kultivovany
v inkubatoru pii 37 °C po dobu 24 h.

Na zbylé dvé Petriho misky po naliti a zatuhnuti agaru byl poloZen kruh z celofanu
(ten byl pfedem sterilizovan UV svétlem v laminarnim boxu) o stejném praméru. Na
celofan bylo rovnéz naneseno 400 pl bakterialni suspenze PAK a plotny byly kultivovany

za stejnych podminek.

3.3.3 Vybér vhodné kultivace bakterie PA

Pfi této optimalizaci bylo cilem zjistit, zda bakterie Pseudomonas aeruginosa
obsahuje vice flagelinu pfi kultivaci v tekutém PS médiu, ¢i pfi kultivaci na tuhém LB
agaru v Petriho misce.

Nejprve byla bakterie PA kultivovéana v tekutém PS médiu viz odstavec 3.3.1 vyse.
Poté bylo z bakterialni suspenze po kultivaci odebrano 10 ul na tuhy agar a dalSich 10 ul
bylo opét pouzito pro kultivaci v tekutém médiu. Tento krok zajistil pfidani stejného
mnozstvi bakteridlni suspenze k obou kultivacim. Dale byly bakterie kultivovany opét
podle jiz popsanych metod 3.3.1 a 3.3.2. Vysledky byly porovnany podle hmotnosti
biomasy a absorbance bakteridlni suspenze pii 600 nm, z ¢ehoZ byla urcena kultivace

vhodnéjsi pro tento experiment.

3.4 Uvolnéni biciku

K uvolnéni bic¢ikti byla vyuzita homogenizace bakterii pomoci mixéru. Byly
pouzity dva typy mixéri: ruéni mixér Rohnson, dale ozna¢eny jako mixér &. 1 a IKA®
Ultra Turrax® Tube Drive dispergator dale pouze mixér ¢&. 2. Rozdil mezi témito mixéry
spocival v mechanismu mixovani, kdy mixér ¢. 2 zaroven michd, drti, disperguje a
homogenizuje bakteridlni suspenzi v uzaviratelné tubé az pti 8 000 ot./min, kdezto mixér

¢. 1 obsahuje pouze jednu tyCovou ¢ast zakoncenou vrtulkou. Mixéry jsou zobrazeny na

obrazku ¢. 9 a €. 10 (strana €. 33).
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Pomoci mixéru €. 1 byly bakterie homogenizovany 15ti stlacenimi v 50ml plastové

zkumavce. U mixéru €. 2 byla tuba s vrtulkou naplnéna bakterialni suspenzi a takto byla

mixovana po dobu 35 s nastavena na uroveil mixovani ¢. 9.

Obrazek ¢. 10 — Mixér ¢. 2. IKA® Ultra Turrax® Tube Drive dispergdtor s jednordzovou ndadobou.

3.5 Urc€eni mnozstvi bakterialnich bunék
Jedna se o metodu fotometrického urceni pomoci optické denzity, kdy bylo

stanovovdno mnozstvi bakteridlnich bun€k v suspenzi. M¢éti se tedy absorbance pii

600 nm. Koncentrace 6-10% bakterii/ml odpovida ODgoo = 1 *°.
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3.6 Postupy izolace biciku

3.6.1 Metodal l
Pouzité roztoky:
e Solny roztok: 67 mM NaCl; 10* M EDTA; 0,002% (w/w) Tween 20
e 1 MHCI
e 1 MNaOH
e 101 destilované H>O s 0,1% azidem sodnym

Tato metoda byla prejata**+-4°

a nasledné¢ byla upravena. Je zalozena na
depolymerizaci flagelinu biciki pfi snizeni pH ze 7 na 2 pomoci 1 M HCI. Pfi nasledné
centrifugaci se vytvoifi sediment z bunék a samotny flagelin zstdva v supernatantu.

Tento flagelin je zpét polymerizovan pti zvySeni pH opét na 7.

Postup:

ZamraZena bakteridlni suspenze PAK byla nejprve rozmraZena za laboratorni
teploty a nasledné jak jiz bylo popsdno v odstavci 3.3.1 byla pfes noc kultivovana. Po
kultivaci byla bakterialni suspenze dale nanesena na agarovou plotnu a opét kultivovana
(viz odstavec 3.3.2). Po kultivaci byly bakterie soustfedény do 50ml plastovych
zkumavek, zvazeny a resuspendovany v 20 ml solného roztoku. Nasledné bylo promé&feno
ODeoo. Bakterialni suspenze v solném roztoku byla pielita do vysoké uzké kadinky. Za
stdlého michani na magnetické michacce bylo méfeno pH roztoku a upravovano
piidavkem 1 M HCl na pH 2. Takto byla suspenze ponechana dalSich 30 min za stalého
michani pii laboratorni teploté. Po 30 minutich byla bakteridlni suspenze pielita
z kadinky do 50ml plastové zkumavky a centrifugovana na centrifuze Hermle Z 383K
(vykyvny rotor HERMLE 220.86) pfi 4 640 x g po dobu 30 min a pti 4 °C. Supernatant
se dale centrifuguje v ultracentrifuze OPTIMA™ XPN-90 (typ rotoru 70 Ti) po dobu
70 min pii 184 000 x ga 4 °C, kdy se v peleté usadi ¢astice, které se pti pH 2 nerozpustily.
Poté je upraveno pH supernatantu na 7,2 pomoci 1 M NaOH, opét v tzké vysoké kadince
za konstantniho michani na magnetické michacce. Roztok byl ihned po upraveni pH ptelit
do 50ml plastové zkumavky a byl ptfidan siran amonny do 2/3 saturace. Vznikly roztok
byl ponechan ptes noc v lednici pti 4 °C. Druhy den byl vysraZzeny material centrifugacné

oddélen na ultracentrifuze OPTIMA™ XPN-90 (rotor 70 Ti) po dobu 20 min pfi
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20 000 x g a 4 °C. Sediment byl resuspendovan ve 400 pl destilované H,O a suspenze
byla pienesena do dialyza¢ni tuby D-tube™ Dialyzer Midi (6-8 kDa). Dialyzaéni tuba
byla na noc vloZena do 10 1 destilované vody s 0,1% azidem za konstantniho michani na
magnetické michacce pii 4 °C. Druhy den byl roztok pieveden z dialyzac¢ni tuby do 0,5 ml

mikrozkumavky a uchovan pii —20 °C.

Schéma provedeni:

| bakterie na tuheém LB agaru

Preneseni bakterii z Petriho misky do
plastové zkumavky a pridéni solného roztoku

Suspenze

Snizovani pH na hodnotu pH=2 pridavkem
1M HCI

Suspenze o pH=2 [penechinc 30
min za lab. teploty)

Centrifugace
(4 540 x g, 30 min, 4 *C)

| Peleta | + | Supernatant

Centrifugace
{184 000 x g, 70 min, 4 °C)

Peleta |t | Supernatant

Uprava pH zpét na pH=7,2
pridavkem 1M NaOH

Srazeni roztoku pridavkem (MHg)250.
[pFes noc v ultracent. kyvetach)

Vysrazeny vzorek
Resuspendovat v dHz0 Centrifugace (20 000 x g, 20 min, 4 T}
a dialyzovat proti dH;0
5 MaNz pres noc
¥
vysledny vzorek - | Peleta | + | Supernatant
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3.6.2 Metodal ll
Pouzité roztoky:

e PBS (pH 7,2): 0,01 M Na;HPO4-12H20; 0,1 M NaCl; 0,1% NaN3

Metoda je zalozena na agregaci bakterii pomoci chloridu hofecnatého, kdy je
nejdiive bakterialni suspenze homogenizovana a naslednou centrifugaci a dialyzou
zbavena bakteridlnich bunék a negistot *’.

Postup:

Po sejmuti bakterii z agaru do 50ml plastové zkumavky bylo pfidano 20 ml PBS
s 0,1% NaNj3. Bakterie byly v PBS resuspendovany a homogenizovany mixérem ¢.1
(odstavec 3.4 ). Homogenat byl pielit do 26,3ml ultracentrifugacich kyvet a centrifugovan
na ultracenrifuze OPTIMA™ XPN-90 15 min pti 20 000 x g a 4 °C (rotor 70 Ti). Poté
byl supernatant dialyzovan v dialyzacnim stfevé pies noc proti 10 1 PBS a za stalého
michani na magnetické michaéce pti 4 °C. Druhy den byl roztok ptelit z dialyza¢niho
stteva do 26,3ml ultracentrifugacni kyvety a centrifugovan opét na ultracentrifuze pii
20000 x g, 4 °C a po dobu 20 min. Supernatant byl po centrifugaci ptelit do 50ml
plastové zkumavky, ve které byl ponechan ptes noc ve 100 mM MgCl. pii 4 °C. Dalsi
den byl vzorek pielit do 26,3 ml ultracentrifugacni kyvety a centrifugovan na
ultracentrifuze pii 20 000 x g, 4 °C po dobu 20 min. Peleta byla resuspendovana v 5
ml PBS a dialyzovana pies noc proti 10 1 PBS v D-tube™ Dialyzer Mega (3,5 kDa).
Druhy den byl supernatant opét srazen ve 100 mM MgCl, pfes noc, dale opét dialyzovan
za stejnych podminek jako ptfedchozi dialyza a centrifugovan na ultracentrifuze pfi
184 000 x g, 4 °C po dobu 25 min. Vysledna peleta byla resuspendovéna v 500 pl

destilované H>0 a uchovana v 0,5 ml mikrozkumavce pii —20 °C.
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Schéma provedeni:

bakterie na Petriho misce

Preneseni bakterii z Petrino misky do
plastové zkumavky a pridani PBS

Homogenizace (rutni mixer)

Centrifugace (20 000 x g, 15 min, 4 T)

|Pelem | + |Supemamr|t

Dialyza proti PBS s NaN; pres noc

Suspenze

Centrifugace (20 000 x g, 20 min, 4 1C)

| Peleta | + | Supernatant

Srazeni pomoci MgClz v plastove zkumavce (pres noc)

Centrifugace (20 000 x g, 20 min, 4 °C)

| Peleta | + | Supernatant

Resuspendovat v PBS a
dialyzovat pfes noc proti
PBS s NalN3

Suspenze

Centrifugace (184 000 x g, 25 min, 4 )

| Peleta | + | Supernatant

Resuspendovat v dH0

Vysledny vzorek
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3.6.3 Metoda lll
U metody III se postupovalo obdobné jako u metody II (viz 3.6.2), s tim rozdilem,
ze metoda I1II je podstatné kratSi a bakteridlni suspenze se nesrazi chloridem hofe¢natym.

Postup je znazornén nize.

Schéma provedeni:

bakterie na Petriho misce

Preneseni bakterii z Petriho misky do
plastové zkumavky a pridani PBS

Suspenze

Homogenizace (rucni mixer)

¥

Homogenat

Centrifugace (20 000 x g, 15 min, 4 1C)

L 3

Peleta + | Supernatant

Dialyza proti PBS s NaNz pres noc

Suspenze

Centrifugace (20 000 x g, 20 min, 4 T)

Peleta + | Supernatant

Resuspendovat v dH:0 l

Vysledny vzorek
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3.6.4 Metoda IV
Pouzité roztoky:

e PBS (pH 7,2): 0,01 M Na;HPO4-12H>0; 0,1 M NaCl; 0,1% NaN3

Tato metoda je zalozena na izolaci flagelinu diferen¢ni centrifugaci. Metoda byla

piejata®* *® a upravena.
Postup:

Bakterie byly zagaru pieneseny do 50ml plastové zkumavky, zvazeny a
homogenizovany mixérem ¢.1 ve 20 ml PBS. Homogenat byl pfelit do 26,3ml
ultracentrifugaéni kyvety a byl poprvé centrifugovan pii 20 000 x g, 4 °C po dobu 20 min
na ultracentrifuze OPTIMA™ XPN-90 (rotor 70 Ti). Supernatant byl dale centrifugovan

na téZe ultracentrifuze se stejnym rotorem pii 184 000 x g, 4 °C po dobu 3 h. Vysledna

peleta byla uschovana pti —20 °C.

Schéma provedeni:

Bakterie na tuhém LB agaru

Preneseni bakterii z Petriho misky do
plastové zkumavky a pfidani PBS

k

Homogenizace (mixeér)

L

Homogenat

Centrifugace (20 000 x g, 15 min, 4 °C)

| Peleta |+| Supernatant |

Centrifugace (184000 xg, 3 h, 4°C)

¥
Peleta | + | Supermatant

Resuspendovat v dHzO

L}

Vysledmy vzorek
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3.7 Analytické metody

3.7.1 SDS-elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Jedna se o elektromigracni separa¢ni metodu, jejiz cilem je separovat molekuly na
zaklad¢ jejich rozdilné molekularni hmotnosti a velikosti naboje. Metoda vyuziva
elektrické pole, které je vytvotfeno vloZzenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi
dvé elektrody. Nosi¢em je zde polyakrylamidovy gel, ktery se sklada ze dvou na sebe
navrstvenych geltt o riizné porovitosti. Spodni gel se nazyva separacni a svrchni

zaostiovaci®.

Sestaveni aparatury:

Pro sestaveni aparatury je potieba 2 skli¢ek o velikosti 10x8 cm (sila 1 mm)
odmasténych ethanolem a pfipevnénych ve svorkach a stojanu, ve kterém jsou pfi
nalévani uchyceny. Ddle je potfeba hieben, ktery vytvéii jamky v gelu pro aplikaci
vzorki. Sklicka s gelem se upevni do elektroforetické vany (Mini-PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis Cell; Bio-rad), ktera je naplnéna elektroforetickym pufrem. Cela

aparatura je zapojena do zdroje (PowerPac™ Basic Power Supply; Bio-rad).

Priprava gelu:

Tabulka & 1 — Roztoky a jejich objemy pro pFipravu polyakrylamidového gelu”.

separacni gel — 8% | zaostfovaci gel — 4%

H>O 4,60 ml 5,86 ml

30% akrylamid v H.O 2,70 ml 1,34 ml
1,5M Tris-HCI (pH 8,8) 2,50 ml —

0,5M Tris-HCI (pH 6,8) — 2,60 ml

10% SDS v H,O 100 pl 100 pl

10% APS v HO 100 pl 100 pl

TEMED 6,00 pl 10,0 pl

SDS — dodecylsiran sodny,; APS — persulfat amonny

Nejprve byl piipraven separacni gel (viz tabulka €. 1). Do 15ml plastové zkumavky
byly odméteny vSechny roztoky. TEMED byl pfidéan jako posledni. Obsah ve zkumavce
se promichd na tfepace Vortex a je prenesen mezi sklicka cca 1 cm pod okraj.
Polymeracni roztok byl pfevrstven vodou a ponechén za laboratorni teploty po dobu
20 min. Mezi tim byl pfipraven roztok pro zaostfovaci gel (viz tabulka €. 1), opét TEMED

piidan posledni. Pfed aplikaci polymeracniho roztoku pro zaostiovaci gel byla vysusena
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voda prevrstvujici separani gel. Po promichani na Vortexu byl nanesen na jiz
polymerovany separa¢ni gel a vlozen hieben. Polymerace probihala 20 minut pii

laboratorni teploté.

Priprava vzork:
Vzorkovy pufr: 900 pl 4x Laemmli Sample Buffer (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 10%
glycerol; 1% LDS; 0,005% bromfenolova modt), 100 pl 2-mercaptoethanol

Do 0,5ml mikrozkumavek byly pfipraveny vzorky: 30 pl izolovaného vzorku
natedény 10 pl vzorkovy pufrem. Takto pfipravené mikrozkumavky byly inkubovany po
dobu 5 minut pfi 100 °C v inkubatoru MINI Dry Bath a odstfedény na stolni centrifuze
cca 1 min pfi 6 000 RPM.

Prubéh elektroforézy:

Do jamek v zaostfovacim gelu ponofenych v elektrodovém pufru byly aplikovany
jednotlivé vzorky po 25 pl, 2 pl standardu (Precision Plus Protein™ Dual Color — viz
obrazek €. 11 na strang €. 42) a do volnych jamek 25 pl natfedéné¢ho vzorkového pufru.

Elektroforéza probihala pti 200 V do té doby, nez ¢elo vyznacené bromfenolovou
modii doputovalo ke spodnimu okraji skel (cca 80 min). Po ukonceni elektroforézy byl
gel vyjmut ze skel a ponofen do barvici lazné€ (0,3% Coomasie Brilliant Blue R-250, 40%
methanol, 40% kyselina octova, H>O), kde byl ponechan ptes noc na orbitalni tfepacce
pii 50 RPM. Poté¢ byl piendan do odbarvovaci 1azné€ (25% ethanol, 10% kyselina octova,
H>0), kde byl ponechan opét na orbitalni tiepacce pii S0 RPM po dobu 10 h. Odbarveny

gel byl zdokumentovan fotoaparatem na prosvétlovacim zatizeni (Kaiser Slimlite plano).
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Obrazek ¢. 11 — Standard Precision Plus Protein™ Dual Color od firmy Bio-rad.

3.7.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickou metodou, ktera se vyuziva ke
stanoveni hmotnosti molekul na zaklad¢ méfeni poméru hmotnosti a naboje (m/z).
Samotny stroj se sklada ze ti ¢asti — iontovy zdroj, analyzator a detektor.

V iontovém zdroji jsou nenabité molekuly pfevedeny na nabité ionty, aby se
pohybovaly v elektrickém a magnetickém poli. Pro ionizaci biomolekul se vyuZiva napf.
metoda MALDI.

MALDI (z angl. ,Matrix Assisted Laser Desorption/lonization®), je dulezitym
nastrojem pro ionizaci a naslednou charakterizaci biomolekul pomoci MS tzv. mékkou
technikou s nizkou mirou fragmentace. Smés vzorku a matrice je nanesena na ter¢, kde
se po naneseni vytvoii krystal. Matrice absorbuje energii laseru a uvoliiuje se do vakua
v plynném stavu. Pfi uvoliiovani s sebou strhava vzorek (analyt), na ktery je nasledné
pfenesen proton.

V analyzatoru pak dochazi k rozdéleni iontl podle jejich hmotnosti a nédboje.
Nejjednodussim analyzéatorem casto pouzivanym ve spojeni s MALDI, je TOF (z angl.
,»T1me of Flight). TOF je prilletovym analyzatorem, ve kterém se méfi m/z z doby letu,
za kterou jednotlivé ionty doputuji od iontového zdroje k detektoru.

Detektor zaznamenava signal po dopadu iontu. Vysledkem je hmotnostni spektrum.

Identifikace proteind se provadi napi. pomoci PMF (zangl. ,Peptide Mass
Fingerprinting®), coz je mapovani peptid. Podle mapy se z databaze urci o jaky peptid

se jedné5 1 ,52,53,54.
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Pro tuto préaci vzorky na hmotnostnim spektrometru zpracoval pan doc. RNDr.
Miroslav Sulc, Ph.D. na Piirodovédecké fakulté Karlovy Univerzity.

Vzorky byly nejprve zpracovany metodou SDS-elektroforézy, kdy zony obsahujici
protein v oblasti 50 kDa byly vyfiznuty a pfipraveny k analyze na hmotnostnim
spektrometru. Analyzovany byly vysledné vzorky Metody I, IIl a IV.

K analyze vzorkl pro tuto praci byla vyuzita metoda MALDI-TOF a identifikace

proteinti byla provedena pomoci PMF.
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4 Vysledky

Pro experimentdlni praci byl pouzit kontrolni kmen bakterie Pseudomonas
aeruginosa (PAK ST 1763). Bakterie byly pifed pokusy uschovany v PS médiu
v hlubokomrazicim boxu (=80 °C).

Nejprve byla optimalizovdna metodika kultivace bakteridlni suspenze.

4.1 Optimalizace kultivace PA v kapalném médiu

Bylo tfeba ovéfit, jaké mnozstvi bakteridlni suspenze PAK je potieba inokulovat
do PS média pro zajisténi maximalniho narustu bakteridlnich bunék dle bakterialni
rustové kiivky. Z ptedchozich experimentii bylo zndmo, ze doba kultivace bakterie P.
aeruginosa v tekutém PS médiu za konstantniho tfepani je 14 h. Vysledek je zobrazen
v tabulce €. 2. Jelikoz hodnoty absorbanci se lisily velmi mélo, pro dalsi experimenty byl

vybran nejmensi objem ptidavku bakterialni suspenze, 10 pl.

Tabulka ¢. 2 — Meéreni absorbance bakterialni suspenze PA pri 600 nm

Absorbance pii 600 nm
Ptidany objem PAK 8x fedéno
10 pl 0,809
20 ul 0,756
30 pl 0,791

4.2 Vybér vhodné kultivace bakterie PA

Kultivace bakterie PA byla provadéna dvéma zplsoby. Prvni zplisob kultivace PA
byl na agarové plotn¢ v inkubatoru pti 37 °C po dobu 24 h (viz odstavec 3.3.2). Druhy
zpisob je kultivace PA v tekutém PS médiu v inkubatoru pti 37 °C za konstantniho
ttepani (150 RPM) po dobu 14 h (viz odstavec 3.3.1).

Po pfevedeni bakterii z agarové plotny do 50ml plastovych zkumavek byla
bakterialni biomasa resuspendovana v PBS médiu a byla méfena absorbance pii 600 nm.
Absorbance pfi 600 nm u PA bakterie kultivované v tekutém PS médiu byla métena ihned
po inkubaci. Hodnoty absorbance se shodovaly pfi takovém fedéni, kdy byla bakterialni

suspenze po kultivaci na agarové plotné 5x koncentrovang;jsi.
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Vysledek je zobrazen metodou SDS-elektroforézy na polyakrylamidovém gelu,
kdy k izolaci flagelinu byla vyuzita Metoda IV. Gel je zobrazen na obrazku ¢. 12, kdy
fada €. 1 obsahuje ostrou zonu odpovidajici molekularni hmotnosti flagelinu — vzorek byl
kultivovan na tuhém LB agaru. Rada ¢. 2 neobsahuje vyraznou zénu, avak taktéz by zde
mohl byt obsazen protein odpovidajici flagelinu —u tohoto vzorku byla bakterie PA

kultivovana v tekutém PS médiu.

Standard

kDa

75

37

Obrazek ¢. 12 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovéem gelu (8% separacni). Na
polyakrylamidovem gelu jsou dva zpiisoby kultivace bakterii: draha 1 — kultivace bakterie PA na tuhém LB
agaru; draha 2 — kultivace bakterie PA v tekutém PS médiu. Vzorky byly zpracovany Metodou 1V.

4.3 Optimalizace kultivace na tuhém agaru
Byly pouzity 4 Petriho misky o priméru 19 cm. Na Petriho misku oznacenou A a
C byla bakteridlni suspenze PA pipetovana piimo na povrch LB agaru. U Petriho misky

oznacené B a D byl na zatuhly LB agar polozen celofan o stejném primeéru, na ktery byla
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naneSena dand bakterialni suspenze PA. Po 24h kultivaci byly bakterie z Petriho misek

asepticky prevedeny do 50ml plastovych zkumavek a zvazeny (viz tabulka €. 3).

Tabulka ¢. 3 — Hmotnosti biomasy bakterie PA po preneseni z agarové plotny

vzorek hmotnost biomasy
A 0,74 g
B 0,67 g
C 0,40 g
D 0,67 ¢

Vzorky A a C — bakterie PA byly kultivovany na tuhém LB agaru. Vzorky B a D — kultivace bakterii PA na
celofanu.

Dale po navazeni sklizenych bakterii byla biomasa resuspendovéana v 10 ml roztoku
(A, B — solny roztok; C, D — PBS).

Preparaty z optimalizace kultivace na tuhém agaru byly vyhodnoceny pomoci SDS-
elektroforézy na polyakrylamidovém gelu. Gely jsou znazornény na obrazku €. 13 a ¢. 14
(strana 47). Oba obrazky obsahuji jednu drahu, kdy byla kultivace provadéna na celofanu
a dréhu, kde je zndzornén vysledek kultivace pouze na LB agaru (bez celofanu).

Na obrazku ¢. 13 drdha 1 zobrazuje vysledek po kultivaci na samotném LB agaru,
vySe taktéZ oznacen jako vzorek A. Draha 2 odpovida vySe popsanému vzorku B, ktery
byl kultivovan na celofanu. Zde je patrnéjs$i zona v oblasti okolo 50 kDa u vzorku, u
kterého byla bakterie PA kultivovana pouze na LB agaru.

Na obrazku ¢. 14 dréha 3 odpovida vyse popsanému vzorku D kultivovanému na
celofanu a drdha 4 vzorku C kultivovanému pouze na agaru. Zde je patrnéj$i zona
(v oblasti okolo 50 kDa) u vzorku kultivovaném na celofanu.

Tyto dva obrazky se od sebe 1i§i pouze postupem, kterym byly vzorky izolovany

pted elektroforézou. Jedna se o metodu I a III.
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Standard
Standard

kDa

75

50

37

Obrazek ¢. 13 — SDS-elektroforéza na polyakrylamidovem gelu (8% separacni) izolovanych vzorkit po
optimalizaci kultivace bakterie PA na agaru. Drdha 1 odpovida vyse popsanému vzorku A, tedy kultivaci

na samotném LB agaru. Drdha 2 odpovida vzorku B, ktery byl kultivovan na celofinu. Vzorky byly
izolovany Metodou I.
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Obrazek ¢. 14 — SDS-elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (8% separacni) izolovanych vzorkii po
optimalizaci kultivace bakterie PA na agaru. Draha 3 odpovida vzorku D, kultivovanému na celofinu.

Draha 4 odpovida vzorku C, ktery byl kultivovan na samotném LB agaru. Vzorky byly izolovany Metodou
II1.
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4.4 Uvolnéni bi¢iklil — homogenizace

Na homogenizaci byly pouzity 2 druhy mixérii: ty¢ovy mixér Rohnson (mixér €. 1)
a IKA® Ultra Turrax® Tube Drive dispergator (mixér ¢. 2).

Flagelin byl izolovan metodou IV (viz odstavec 3.6.4) a vysledek byl porovnan na

obrazku ¢. 15. Zde je vidét, ze se prisluSné zony od sebe zasadné nelisi, tedy na druhu

mixéru pii izolaci nezalezi.

Standard

kDa

75

50

37

Obrazek ¢. 15 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (8% separacni). Na
polyakrylamidovém gelu jsou zobrazeny dva zpuisoby homogenizace bakterialni suspenze: draha 1 —
pouzity mixér €. 2 a drdha 2 mixér €. 1. Vzorky byly zpracovany Metodou I'V.

4.5 Metodal

Tato metoda izolace bakteridlniho flagelinu z bakterie Pseudomonas aeruginosa je

zaloZzena na depolymeraci flagelinu snizenim pH a zpétné polymeraci opétovném

zvySenim pH.
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Vysledek (viz obrazek ¢. 16) je patrny na polyakrylamidovém gelu po SDS-
elektroforéze finalnich preparati. Draha €. 1 obsahuje vzorek, u n¢hoz bakterie PA byla

kultivovana na samotném LB agaru a je zde ostie zobrazend zona odpovidajici

molekulové hmotnosti flagelinu.
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Obrazek ¢. 16 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (8% separacni). Na
polyakrylamidovém gelu je ve draze 1 zobrazen vysledek izolace flagelinu pomoci Metody I.

4.6 Metodalll

Cilem Metody II je izolace flagelinu sraZzenim chloridem hote¢natym. Vysledny
preparat byl analyzovan metodou SDS-elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (viz
obrazek ¢. 17 na stran¢ €. 50).

Na obrazku jsou opét zndzornény dvé drahy, kdy drdha 1 zobrazuje separaci
vysledného vzorku a drdha 2 obsahuje vzorek, z pribéhu metody II. Jedna se o peletu
(resuspendovanou ve vod¢) ziskanou po druhé centrifugaci (viz schéma provedeni
v odstavci 3.6.2). Tento vzorek obsahuje protein s molekulovou hmotnosti odpovidajici

flagelinu, coz také bylo dale potvrzeno hmotnostnim spektrometrem.
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Obrazek ¢. 17 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (8% separacni). Na
polyakrylamidovém gelu jsou zobrazeny dva vysledky izolace flagelinu pomoci Metody Il. Draha 1
vysledek metody II. Draha 2 je peleta uschovana v pritbehu Metody Il po druhé centrifugaci.

Metodou II protein s molekulovou hmotnosti odpovidajici flagelinu nebyl ve
findlnim preparatu ziskan. Proto byla déle testovana jeji zkrdcend varianta, oznacena jako

Metoda I11.

4.7 Metodalll

Tato metoda byla odvozena zmetody II, pfi niz byl protein s molekulovou
zde tfeba precipitace pomoci chloridu hofe¢natého. Provadi se pouze centrifugace,
dialyza a nasledné¢ opét centrifugace (viz schéma provedeni v odstavci 3.6.3).

Vysledek je zobrazen na polyakrylamidovém gelu SDS-elektroforézy na obrazku
¢. 18 na strané ¢. 51. Kdy je ve drdze 1 viditelnd zéna (v oblasti okolo 50 kDa)

odpovidajici molekulové hmotnosti flagelinu.
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Standard

kDa

75

50

37

Obrazek ¢. 18 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovem gelu (8% separacni). Na
polyakrylamidovém gelu je zobrazen vysledek izolace flagelinu pomoci Metody I1l. Zéna v oblasti okolo 50
kDa odpovida molekulové hmotnosti flagelinu.

4.8 Metoda lV

Posledni metodou je Metoda IV zalozena na diferencni centrifugaci. Vysledny
preparat byl opét analyzovan SDS-elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Na
obrazku ¢. 19 (strana ¢. 52) ve drdze ¢. 1 lze pozorovat zony proteini rdznych

molekulovych hmotnosti, ale v oblasti okolo 50 kDa nejsou patrné.
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Obrazek ¢. 19 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovem gelu (8% separacni). Na
polyakrylamidovém gelu je zobrazen vysledek izolace flagelinu pomoci metody 1V.

4.9 Hmotnostni spektrometrie

Pomoci hmotnostni spektrometrie bylo prokézano, Ze ve vzorcich izolovanych
Metodou I a Metodou I1I se nachazi flagelin, FliC typu b. Ve vzorku izolovaném Metodou
IV v oblasti okolo 50 kDa byla nalezena pouze bakterialni aminopeptidasa.

Na obrazku ¢. 20 (strana €. 53) je zobrazen polyakrylamidovy gel SDS-
elektroforézy s vysledky izolaci Metod I, I a IV. Sipkou jsou zvyraznény zény v okoli
50 kDa, které byly vytiznuty a pouzity k analyze na MS. Vzorek A — zéna z Metody 1V;
vzorek B — zéna z Metody I; vzorky C, D a E — z6na z metody III.

Graf €. 1 (strana ¢. 54) zobrazuje vybrané MS spektrum vzorku izolovaného
Metodou III. Na polyakrylamidovém gelu (obrazek €. 20, strana ¢. 53) popsaném nize se
jednd o zoénu D. Pomoci PMF mapovani MALDI-TOF byl prokazan flagelin F1iC typu b,
kdy skore bylo signifikantni. Signaly ve spektru odpovidaji m/z tryptickych peptidi
flagelinu.

Identifikace proteinii byla provedena softwarovym vyhleddvacem Mascot, ktery
vyuziva data hmotnostni spektrometrie k identifikaci proteinti z databazi peptidovych

sekvenci®. Pokryti sekvence bylo 38 %.
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Cely vysledek hmotnostni spektrometrie je pfilozen v ptiloze.

B
o
=
=
&

kDa

Obrazek ¢. 20 — Vysledek SDS-elektroforézy na polyakrylamidovém gelu (8% separacni) s vyznacenymi
zonami, které byly pouzity k analyze na hmotnostnim spektrometru. Drdaha 1 obsahuje finalni preparat
izolovany Metodou 1V, z néhoz byla analyzovana zona A. Draha 2 obsahuje findlni preparat izolovany
Metodou I — analyza zony B. Drdaha 3 — izolovany preparat Metodou 111, zde byly analyzovany dveé zony (C,
D). Draha 4 taktéz obsahuje izolovany preparat Metodou IlI, analyzovana byla zona E. Zony vybrané
k analyze obsahuji protein s molekulovou hmotnosti odpovidajici flagelinu (v oblasti okolo 50 kDa). Praci
provedl pan doc. RNDr. Miroslav Sulc, Ph.D.
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Graf ¢. 1 — Vysledné MS spektrum analyzované z findlniho preparatu izolovaného Metodou III — vyse na
polyakrylamidovém gelu popsano jako zona D. Analyza byla provedena PMF mapovanim MALDI-TOF.
Osa x — hodnota m/z iontut. Osa y — intenzita iontu. Praci proved! pan doc. RNDr. Miroslav Sulc, Ph.D.
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5 Diskuse

Jak jiz bylo popsano vyse, cystickd fibrosa je onemocnéni dédi¢ného ptuvodu
postihujici cely organismus, diky mutaci CFTR kanalku. Tato mutace omezi vyménu
elektrolytii, ktera vede k utvareni hustého hlenu, mukusu, obzvlasté v plicich. Tento
mukus se stava idedlnim prostfedim pro patogenni bakterie, kterou je naptiklad bakterie
Pseudomonas aeruginosa. Jedna se o patogenni, gram negativni bakterii, predevsim
nozokomialniho pivodu. PA obsahuje Sirokou Skalu virulentnich faktori, mezi které
rovnéz patii bicik (flagellum)’ 33, Pravé na tento virulentni faktor, slozeny z flagelinu C
(FIiC), je tato prace zaméfena.

Cilem préce bylo izolovat flagelin z bicikti bakterie PA v co nejCistsi podobé. Byly
vybrany CEtyfi publikované metody (Metoda I, II, IIT a IV), které se pouzivaji k izolaci
flagelinu at’ uz pfimo z bakterie PA, ¢&i z jinych gram negativnich bakterii 34 44 4% 46.47. 48
Tyto metody byly reprodukovany a dale upravovany podle vysledkd a dostupného

laboratorniho vybaveni. K experimentim byl pouzit kontrolni kmen bakterie PA (PAK

ST 1763).

Nejprve byla optimalizovadna kultivace bakterie PA, kdy bylo testovdno, zda vétsi
pridavek rozmrazené bakterialni suspenze PAK k PS médiu (pfi kultivaci v inkubatoru)
zvysi koncentraci bakterii po kultivaci. AvSak tato domnénka nebyla prokazana, protoze
mnozstvi bakterii byla velmi podobnd bez ohledu na objem inokula. Tedy déle bylo pro
kultivaci pouZivano nejnizs$i mnoZzstvi bakterialni suspenze PAK a to 10 pl.

Dalsi optimalizace kultivace spocinala v porovnani kultivace v tekutém PS médiu
a na LB agarové plotné. ZjiStovalo se mnozstvi bakterie, které narostlo pti kultivaci a
zarovenn 1 mnozstvi bi¢ikli. Podle vyhodnoceni mnozstvi bakterii byla vyssi produkce
pozorovana v piipadé bakterii kultivovanych na tuhém LB agaru. Z toho vyplynulo, Ze
bude vyhodnéjsi pouzivat kultivaci pravé na LB agaru, 1 ptesto, ze rozdil nebyl viditelné
dokazan SDS-elektroforézou.

Kultivace bakterie PA na agarové plotné byla taktéz optimalizovédna. A to tak, Ze
byl navrzen novy postup pro usnadnéni prenosu bakterii z agaru do plastové zkumavky.
Jelikoz Skrabkou se zdala prace neefektivni, byl na LB agar polozen celofan, ktery mél
seSkrabavani ulehcit. Zvazeni biomasy po seskrabani a nasledném meéieni absorbance

resuspendované bakteridlni hmoty dokazuje, Ze kultivace za vyuziti celofanu nevedla ke
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zvySeni vytézku. Rozdil neni patrny ani na polyakrylamidovém gelu po SDS-
elektroforéze.

Posledni optimalizaci byl zplisob homogenizace bakteridlni suspenze, pii které
dochazi k odlomeni bicikl od bakterialnich bunék. U metod II, III a IV byly vyuzity dva
mixéry: ruéni mixér Rohnson (mixér ¢. 1) a IKA® Ultra Turrax® Tube Drive dispergator
(mixér €. 2). Tyto dva mixéry se liSily jak celkovou konstrukci, tak rychlosti ota¢eni noz
(viz obrazek ¢. 9 a €. 10 na strané ¢. 33). Vysledek na elektroforéze (viz obrazek €. 15 na

stran¢ 48) neprokazuje vétsi ucinnost ani jednoho z nich.

Prvni metodou vyuzitou pro izolaci a purifikaci flagelinu byla metoda za sniZovani
pH, Metoda I. Diky nizkému pH by mély byt bi¢iky depolymerovany a tak uvolnény do
rozpustné formy. V dalSim kroku bylo pH opét zvysSeno, coz umoznilo zpétnou
polymeraci bakterialniho flagelinu. Nakonec byl flagelin jesté sraZen siranem amonnym.

Reprodukované publikace** 4> 46

popisuji izolaci flagelinu z vice druhti gram-negativnich
bakterii (ptedev§$im Salmonelly typhimurium). Ve vSech tiech publikacich je ve
vysledcich uvadéna vysoka Cistota purifikovaného proteinu, coz byva zobrazovano na
polyakrylamidovym gelu z SDS-elektroforézy jako jeden prouzek znacicim dany protein
FliC. V ptipad¢ Pseudomonas aeruginosa se tento prouzek na polyakrylamdidovém gelu
zobrazi v rozmezi 45-53 kDa.

V ptredkladané praci se flagelin FliC typu b podatilo Metodou I izolovat, coz bylo
také ovéfeno hmotnostni spektrometrii. Izolovany flagelin neni tak Cisty, jak je uvadéno
v piipad¢ izolace biciku Salmonelly, obsahuje pfimésy jinych proteind, coz je patrné na
polyakrylamidovém gelu (obrdzek ¢. 16 na strané€ ¢. 49). Hlavnimi rozdily mezi naSim
postupem a postupem publikovanym v praci Khani a Bagheri*® byly predev§im podminky
pfi centrifugaci, kdy po sniZeni pH byla bakterialni suspenze centrifugovana pfi nizsich
otaCkach, aby se usadily pouze bakterialni buiiky. Dale byla bakterialni suspenze srdzena

siranem amonnym celou noc na rozdil od publikace*®, kde je uvadéno pouze 45 min.

Metoda 11 vyuzivajici chlorid hofe¢naty ke sraZeni bakteridlnich bi¢ikii nebyla

isp&sna. Provadéna byla dle publikace od autori Bucior, Piclage a Engel*’

, kteti nemaji
ve své praci piimo zobrazeny vysledky z SDS-elektroforézy. Aplikace tohoto postupu
v nasich podminkach vsak nevedla k pozadovanému vysledku. Protein o molekulové
hmotnosti odpovidajici FliC se béhem druhé centrifugace (viz schéma provedeni

v odstavci 3.6.2) dostal do pelety. Nebyl tedy obsazen v supernatantu, z n¢hoz mél byt
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srazen pomoci chloridu hote¢natého, coz byl zasadni purifikacni krok této metody. Na
zakladé téchto vysledkl jsme navrhli modifikaci postupu a jako Metodu III pouzili

v dalSich experimentech.

Metodou III byl uspésné izolovan flagelin FliC typu b. Postup této metody byl
nejjednodussi a spocival pouze v centrifugaci homogenizované smési, pfi¢emz byly
bunky bakterii odd€leny od bic¢ikli, nasledovala dialyza proti PBS a druha centrifugace,
kterd v sedimentu poskytla findlni preparat flagelinu. Pfi této metod€ byl izolovany
vzorek nejCistsi a také podle vysledk na SDS-elektroforéze se zda nejkoncentrované;si.

Ptitomnost FliC typu b v izolovaném vzorku byla prokdzana hmotnostni spektrometrii.

Posledni izolacni postup, Metoda IV, byl zaloZen na diferencni centrifugaci. |
presto, ze ve vysledku jsou na polyakrylamidovém gelu vidét zony a dalo by se tedy
predpokladat, ze se flagelin podatilo izolovat, hmotnostni spektrometrii nebyl flagelin ve
vzorku prokdzan. Jednalo se pouze o bakteridlni aminopeptidasu. Neni znamo, co bylo

pii¢inou negativniho vysledku. Bylo postupovano podle publikaci***

, pouze s rozdilem
votackach pfi centrifugaci. Montie, Craven a Holder* ve vysledcich na
polyakrylamidovém gelu metodou SDS-elektroforézy uvadi izolovany flagelin z bakterie
PA o molekulové hmotnosti 53 kDa, ktery je na gelu vidét jako jednotna ostrd zoéna.
Kdezto vzorek izolovany Metodou IV v této praci na polyakrylamidovém gelu obsahuje
vice zon a neni zde vidét jedind ostrd zona. Ani v pribéhu izolace, kdy byly odebirany

vzorky z pelet a supernatanti, nebyl na gelech flagelin patrny.
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6 Souhrn

e Pti kultivaci bakterii PA v PS médiu nemél na vysledek kultivace vliv objem
pridavku rozmrazené bakterialni suspenze PAK.

e Pri kultivaci bakterie PA na LB agarové plotné¢ nemél celofan vliv na vytézek
bakterialni biomasy.

e Bylo prokazano, zZe kultivace bakterii PA na LB agarové plotn¢ produkuje vétsi
mnozstvi biomasy, nez kultivace v tekutém PS médiu.

e Pfi porovnani mixéru Rohnson a IKA® Ultra Turrax® Tube Drive dispergétor
z hlediska jejich ti¢innosti pti odlamovani bi¢iku nebyly pozorovany vyznamné;si
rozdily.

e Kzolaci bakteridlniho flagelinu bakterie Pseudomonas aeruginosa (PA) byly
pouzity 4 metody: Metoda I, I, IIT a IV.

e Pouze Metodou I a III se podafilo pfipravit findlni preparat obsahujici flagelin

FliC.
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RNDr. Miroslav Sulc, Ph.D.

Vysledek hmotnostni spektrometrie vzorkl z Metody I, Il a IV. Zpracoval pan doc.

Priloha:

Paeruginosa Flagellin/sequences confirmation and postranslationallpurification processing

Name Comp TelNum Email positive M3
PA  PrUK 221951285 hodek 02 1.3 PH_CCAp 03_pH2 PH_CCAp 04 Mg11_PH CCAp 05 Mg1.2 PH_CCAp 06_Mg1.3_PH_CCAp
Address  PH 1C0 Total CZK miz sequence miz sequence miz sequence miz sequence
#32425 same miz signals as Mgi.1 877003 same miz signals as Mgl.1  same miz signals as U1.1
Date M5 pathway sample name W5512 402408 1054.448 105449 126135 1054613 245465 402408
16.03.2021 Uflex data/Mi5/20210318_PH_CaM 1316623 T4-85 1144506 1144557  223-235 1144610
1349813 4860 1159462 1nse538 49 1159681 1340808 4860
02_U1.3_PH_CCAp U1.3T PH ingel 8PAGE20210317 noTCEP+AA - CCA ol pos 1356600 1215.560 1215611 115125 1215688
03_pH2_PH_CCAp pH.2'T PH ingel 8PAGE20210317 noTCEP+IAA - CCA ol. pos 1386623 41422 1372.772 1372743 466 1372755 1366604 411422
04_Mgi.1_PH_CCAp Mg1.1T PH ingel 8PAGE20210317 noTCEP+IAA - CCA ol. pos 1636743 409422 1615.835 1615861 2-16, Nterm 1615.887
05_Mg1.2_PH_CCAp Mgi1.2T PH ingel 8PAGE20210317 noTCEP+IAA - CCA ol pos 1760958 1646.764 677 ATH 1646.824
06_Mg1.3_PH_CCAp Mg1.3T PH ingel 8PAGE20210317 noTCEP+AA - CCA o, pos 1807 A%0 1860805 18608 425444 1860.901
224600  203-225 2599.211 lostof CH3 2246.054 3-225
11_U1.3_LIFT_PH_CCAp 2374185 203-228 2613.326 613305  6T-H 2613314 2378 A28
12_Mgi.1_Lift PH_CCAp 2498163 423446 2858654 low intensity 2B58.604 462488, Clerm 2858640 low intensity 2498.180 423446
-~ - —— 281537 3113561 3113561 385413 3113569
il |_| lasel 423483 l231e 423463
o 3677.857 pink spectrum green spectum yellow specium 3677.861
i il arreee:  124-158 arrega: 124158
SD5-PAGE 2020317 . 4008895 364401 4000.851 364401
Sl e s ae T dmsn 35 ox
e f
L%ubﬁww_m_ mﬁ;h.._ | h_ / "w T awiiamE=l M3 sequence coverage Mq1.1 sequence coverage
- H H SPL 1 UALTVNTHIA OLNTQRNLEA SSNDLNTSLY R |; DDAAGLGT
T LFLEDIARL MO e P Bl SWRLSNQISS LNVATRNAND GISLAGTARS ALOQSTNILY B

GPOSLEA TVPFOFVTYEW EXDFTYLS(T 101 EVANGG AELTRISDTT TTOGR
5 oam :
201 K ¥ EFMDGAIF NLSAR

1

e e ST

i oy

g ug.ﬂ.l. _".vﬂ_..._.._' o] lﬁ 2 251

- - L 301
= .- =] - s E 351 - i OAS( SIVASV DISTADGAQN
LM l_l 401 RLFEATFRLR GOUSEG TR 401 AIAVVONALR AIDAQH g NTI DNLTHISEMA THAR
SR e I ol s = e - a5 HQVLOGAGT AILAGANQLF QAVLSLLR
MASCOT search RESULT = e e e e e e e
[ TTor

Protein Sequance  hedpepiides signais lees | Comment No
zample MALDITOF data Protsin Hame [Organisms] Proteln Humber MW [kDa) pl Mowse 8core Significant hit  coverage (%) then mateh fo:
3T U1.3_PH_CCAp Aminopeptidase 05=Pseudomonas aeruginosa LAP_PSEAB 57436 EI7] 138 2% 1218 30ppm  1358.6050, 17603560, 1807.8530, 2315.3700, 3677.8570
pH2T  pH2_PH_CCAp B-type flagelin O5=Pseudomonas aenuginosa
MgiAM  gi.1_PH_CCAp B-type flagelin 0S=Pseudomonas asruginosa FLICB_PSEAE 43213 (=11 136 W% 113 3ppm  §77.023, 2500.211

Mgl 2T gi2 PH CCAp B-type flagelin 05=Pseudomonas asniginosa
Mgl.AT  gl.3_PH_CCAp Aminopeptidase 05=Pseudomonas aeruginosa

RESULT 5 protein bands P aeruginosa were analysed from 8%PAGE CBB R-250 stained
in all analyzed protein bands were detected peptides and proteins were identified using PMF Mascot search with M5/M3 confirmation of selected miz signals (Bolt)

uia confimmed Aminopeptidase 05=Pseudomonas aeruginosa with sequence coverage 47453

pH.2 confirmed B-type flagellin 05=Pseudomonas asruginosa with sequence coverage 2-461 probably modfication on C-term (higher MW on SDS-PAGE)
Mgi.1 confimmed B-type flagellin 05=Pseudomonas aeruginosa with sequence coverage 2-488

Mgi.2 confimmed B-type flagellin 05=Pseudomonas asruginosa with sequence coverage 2-461 probably modfication on C-term (higher MW on SDS-PAGE)
Mgl.3 Aminopeptidase 03=Pseudomonas aeruginosa

in analyzed protein bands no modification of Cys (TCEP reduction and |AA modification) was employed, but 6 Cys are p ted in aminopeptidase sequence (no detection of the peptides including Cys)
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