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Cilem ptedkladané diplomové prace bylo otestovani nckolika V literatuie
uvadénych postupt pro ziskani frakce obohacené o periplazmatické proteiny z bakterie
Francisella tularensis. Vybrana metoda pak bude v nasledujicich studiich vyuzita ke
hledani potencidlnich substratd hypotetického lipoproteinu s homologii k DsSbA
proteinu, z nichz nékteré pravdépodobné hraji kli¢ovou roli ve virulenci F. tularensis.
DsbA proteiny se nachazeji v periplazmé gramnegativnich bakterii, kde zavadénim
disulfidickych miistkd zodpovidaji za spravnou konformaci a tim i funkénost celé fady
extracelularnich proteint véetné znamych faktorti virulence.

Mezi testované postupy patfily metoda studeného osmotického Soku, postupy
s pouzitim chloroformu, polymyxin B sulfatu, EDTA s lysozymem a chloridu
hofe¢natého s lysozymem. Proteiny vzorkil pfipravenych jednotlivymi postupy byly
separovany pomoci dvourozmérné elektroforézy a ziskané 2-D proteinové mapy byly
hodnoceny pomoci programu ImageMaster 2D Platinum. Vhodnost metody byla
posuzovana jednak z hlediska obohaceni o proteiny s predikovanou periplazmatickou
lokalizaci a dale byly hodnoceny i rozdily v tvorbé proteinti mezi divokym kmenem
a kmenem s deleci genu pro piislusny protein s homologii k DsbA.

Z ptedbéznych vysledkii se jako nejvhodnéjsi zdd byt metoda studeného
osmotického Soku a postup s chloroformem. Vhodnost a piedevsim reprodukovatelnost

téchto postupt je vSak nezbytné jesté otestovat v dalsich studiich.



