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ABSTRAKT
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Nazev: Izolace a proteomova analyza frakce obohacené o periplazmatické proteiny
bakterie Francisella tularensis

Diplomova prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra biologickych a Iékatskych véd

Studijni obor: Odborny pracovnik v laboratornich metodach

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.



ABSTRACT

Candidate: Bc. Jana Kolarova

Supervisor: Mgr. Klara Kone¢na

Supervisor — specialist: PharmDr. Ivona Pavkova, Ph.D

Title: Isolation and proteome analysis of fractions enriched in periplasmic proteins
of bacterium Francisella tularensis

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové,

Department of Biological and Medical Sciences

Study field: Special worker in laboratory methods

The aim of the presented diploma thesis was to test several previously published
methods for preparation of fractions enriched in periplasmic proteins of bacterium
Francisella tularensis. The selected method will be further used in studies aimed
at finding potential substrates of hypothetical protein with homology to DsbA as several
of them are expected to play a crucial role in Francisella tularensis virulence. DsbA
proteins found in periplasm of gramnegative bacteria are in general responsible for
disulfide bond introduction and thus for right folding and function of number
of extracytosolic proteins, known virulence factors included.

Tested methods included the method of cold osmotic shock, the method using
chlorofom, polymyxin B sulphate, EDTA in combination with lysozyme
and magnesium chloride in combination with lysozyme. The obtained protein samples
were separated using two-dimensional gel electrophoresis and the acquired 2-D protein
maps were analyzed using the ImageMaster 2D Platinum software. The suitability
of method was evaluated first by the enrichment in proteins with predicted periplasmic
localization and by the differences in protein synthesis between the wild type strain
and mutant strain with deletion of gene encoding the lipoprotein homological to DsbA
protein.

The method of cold osmotic shock and method using chloroform seem to be
the most suitable methods. However, the suitability and especially the reproducibility

of these methods have to be further tested and confirmed.



POUZITE ZKRATKY

2-DE
APS
BCA
BSA
DTT
EDTA

FPI

CHAPS
IEF
IPG
LPS

LVS

Mw

NDS
O.D.
PBS

PDA
pl

SDS

dvourozmérna gelova elektroforéza (2-Dimensional Gel Electrophoresis)
persiran amonny

bicinchoninova kyselina (Bicinchoninic Acid)

bovinni sérovy albumin

dithiothreitol

ethylendiaminoctova kyselina (disodna stl)

ostrov  patogenicity bakterie Francisella tularensis (Francisella
Pathogenicity Island)

3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylamonio]-1-propansulfonat
izoelektricka fokusace (Isolelectric Focusation)

ukotveny pH gradient (Immobilized pH Gradient)
lipopolysacharid

Zivy vakcinaéni kmen (Live Vaccine Strain) bakterie Francisella

tularensis, odvozeny ze subtypu holarctica

molekulova hmotnost (Molecular weight)

disodna stl kyseliny 2,7-naftalensulfonové

opticka denzita

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok

1,4-bis(akryloyl)piperazin

hodnota pH v izoelektrickém bod¢ (v plI je molekula elektroneutralni)

dodecylsiran sodny



TCA

TEMED

TLR

TRIS-HCI

wit

trichloroctova kyselina
N,N,N*‘,N*-tetramethylethylendiamin

Toll-like receptor

hydrochlorid tris(hydroxymethyl)aminomethanu

puvodni, divoky kmen (wild type)
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1.  UVOD

Francisella tularensis (F. tularensis) je patogenni gramnegativni intracelularni
bakterie, puvodce onemocnéni tularemie, jejiz molekularni mechanismy patogeneze
zUstavaji 1 pfes intenzivni vyzkum zatim neobjasnény. Jejich pochopeni véetné poznani
vSech faktort zodpovédnych za virulenci této bakterie je nezbytné pro vyvoj ucinnych
diagnostickych, profylaktickych i terapeutickych prostfedkii. V nedavné dobé objeveny
novy faktor virulence této bakteric — hypoteticky lipoprotein - vykazuje homologii
k DsbA proteinim. DsbA proteiny obecné plsobi u gramnegativnich bakterii
Vv periplazmatickém prostoru, kde zavadénim disulfidickych mustkii zodpovidaji za
spravnou konformaci a tim 1 funkcénost celé¢ fady extracelularné lokalizovanych
proteinll. Vyfazeni genu pro DsbA protein vedlo u celé fady jinych patogennich bakterii
k oslabeni jejich virulence. Ma se vSak obecné za to, Ze pravé substratové proteiny pro
DsbA jsou vlastnimi faktory virulence.

V piipadé DsbA proteinu u F. tularensis se proteomovou komparativni analyzou
frakci obohacenych o membranové proteiny izolovanych z plivodniho kmene a kmene
s deleci piislusného dsbA genu podafilo odhalit jen nékolik malo potencialnich
substratovych proteinti. Ponévadz vSak tento protein plsobi v periplazmatickém
prostoru, je pravdépodobné, Ze obdobna analyza frakci obohacenych o periplazmatické
proteiny by mohla vést k odhaleni dalSich potencialnich substratii pro DsbA. Mnohé
z nich by pak mohly hrat vyznamnou roli ve virulenci a patogenezi F. tularensis.

Ptredkladana diplomové prace se zabyva testovanim a volbou vhodné metody pro
izolaci frakci obohacenych o periplazmatické proteiny z bakterie Francisella tularensis,
ktera by byla v nasledujicich studiich vyuZita ke hledani dalSich potencialnich substrat
hypotetického lipoproteinu s homologii k DsbA. Zatimto ucelem bylo otestovano
n¢kolik v dostupné literatuie popsanych postupt, které byly posuzovany jednak
z hlediska obohaceni o vybrané proteiny s predikovanou periplazmatickou lokalizaci
adale bylo iposuzovano, zda danym pfistupem Ize na dvourozmérnych
elektroforetickych mapach pozorovat rozdily v tvorbé proteinti mezi divokym kmenem

a kmenem s deleci genu pro sledovany protein.
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2.  CIL PRACE

Hypoteticky lipoprotein bakterie Francisella tularensis, ktery vykazuje
homologii s DsbA proteiny gramnegativnich bakterii, byl v nedavné dobé popsan jako
faktor vyznamné pfispivajici k virulenci této bakterie. DsbA proteiny maji obecné
schopnost ovliviiovat spravnou konformaci a tedy i funkci mnoha extracelularnich
proteinti vCetné celé fady faktord virulence. V pfipad¢ F. tularensis se proteomovou
analyzou frakci obohacenych o membranové proteiny doposud podafilo nalézt jen
nckolik malo potencidlnich substrat pro tento protein. K odhaleni dalSich substrati by
mohla vyznamné pfispét obdobnd analyza frakci obohacenych o periplazmatické
proteiny, protoze periplazma je mistem pisobeni vySe zminéného DsbA proteinu. Cilem
predklddané prace bylo otestovani a vybrani vhodné metody pro izolaci frakci
obohacenych o periplazmatické proteiny z bakterie Francisella tularensis, ktera bude
V nésledujicich studiich vyuzita ke hledani dalSich potencidlnich substrat
hypotetického lipoproteinu s homologii k DsbA. Za timto ucelem bylo vyzkouSeno
nékolik postupit popsanych v dostupnych literdrnich zdrojich. Jednd se o metodu
studeného osmotického Soku, metody zalozené na aplikaci chloroformu,
polymyxin B sulfatu, chloridu hofe¢natého a lysozymu a EDTA a lysozymu.

U kazdého postupu pak bylo prostfednictvim  dvourozmérnych
elektroforetickych proteinovych map sledovano zastoupeni proteint s predikovanou
periplazmatickou lokalizaci. Dale bylo i1 posuzovano mnoZzstvi nalezenych rozdila
V tvorbé proteinit mezi divokym kmenem a kmenem s deleci genu pro hypoteticky

lipoprotein s homologii k DsbA.
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3.  TEORETICKA CAST

3.1 Bakterie Francisella tularensis

3.1.1 Obecna charakteristika agens

Francisella tularensis je gramnegativni, nepohybliva, nesporulujici, aerobni
bakterie proménlivého, nejéastéji ty¢inkovitého tvaru (Macela et al., 2006). Jeji velikost
se pohybuje v rozmezi 0,1-1 x 0,1-3 um (Foley, Nieto, 2009). Je piivodcem onemocnéni
zvaného tularemie (Macela et al., 2006).

Poprvé byla tato bakterie izolovdna z malych hlodavcl, ktefi umirali na
onemocnéni podobné moru, v roce 1911 v Kalifornském tudoli Tulare (Oyston, 2008).

Prvni ovéfeny piipad lidské tularemie se vyskytl v Ohiu v roce 1914 (Sjéstedt, 2007).

Obr. 1 Mysi makrofagy infikované F. tularensis, kmen LVS
(skenovaci elektronova mikroskopie)

(pfevzato z http://www.pnas.org/content/103/39.cover-expansion)

3.1.2 Taxonomie a nomenklatura
Pivodné byla Edwardem Francisem pojmenovana Bacterium tularense podle

udoli Tulare, kde bylo onemocnéni endemické mezi hlodavci (Sjostedt, 2007). Pozdgji
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byl vytvofen novy rod — Francisella. Ten ziskal nazev pravé po Edwardu Francisovi,
ktery zah4jil vyzkumnou ¢innost tykajici se této bakterie.
V soucasné dobé se rozliSuji dva druhy: Francisella tularensis a Francisella
philomiragia. Diive se mezi druhy fadila i Francisella novicida, nové&ji je vsak
povazovana za subtyp F. tularensis (Oyston, 2008).
Dale jsou na zdkladé¢ biochemickych vlastnosti, virulence a geografického
puvodu rozliSovany ¢tyti subtypy F. tularensis:
= tularensis - vyskytuje se na severoamerickém Kkontinentu, je vysoce
virulentni, oznacuje se také jako typ A,

= holarctica - subtyp b&ny v Asii a Evropé mj. i v Ceské republice, je méné
virulentni, oznacuje se jako typ B,

* mediasiatica — vyskytuje se ve stfedni Asii,

* nov¢ji i subtyp novicida — je vysoce virulentni pro mysi, ale avirulentni pro

imunokompetentni jedince.

3.1.3 Kultivacni podminky

F. tularensis je pomérné naro¢na bakterie, kterda vyzaduje ke svému ristu
obohacené pudy, optimalni pH (6,9) a teplotu (37 °C). F. novicida a F. philomiragia
rostou dobfe také pfi teploté 28 °C (Foley, Nieto, 2009).

Pudy pro kultivaci F. tularensis musi obsahovat Zelezo a slou¢eniny s thiolovou
funkéni skupinou (napiiklad cystein nebo thioglykolat), které funguji jako redukéni
¢inidla (Macela et al., 2006).

Jedna se naptiklad o krevni agar s glukdzou a cysteinem nebo cokoladovy agar
obohaceny cysteinem. U inokula pozorujeme viditelny rist po 18 hodinach inkubace
pti 37 °C, pokud pozadujeme jednotlivé kolonie, je nutna dvou az ¢tyfdenni inkubace.
Na c¢okoladovém agaru jsou kolonie 2 az 4 mm velké, zelenobilé, kulaté a hladké.
Na agaru s plnou krvi je v okoli kolonii obvykle mala zona a-hemolyzy.

F. tularensis se v tekutych médiich pfili§ nedafi, ani jsou-li obohacené cysteinem

(Oyston, 2008). Jednim z médii je kompletni Chamberlainovo médium.
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3.1.4 Tularemie
3.1.4.1 Epidemiologie

Tularemie je zoonotické onemocnéni s pfirodni ohniskovosti. Je rozSifena na
celé severni polokouli, nej¢astéji ve Spojenych statech americkych, v Kanadg,
Skandinavii, ve sttedni Evropé, centralni Asii a Japonsku. V USA a Kanad¢ je tularemie
nejcastéji vyvolana subtypem F. tularensis tularensis, v Evropé subtypem F. tularensis
holarctica (Macela et al., 2006).

Celosvétove lze tici, ze poCet piipadi tularemie poklesl, zejména z divodu
omezeného kontaktu s infikovanymi zvitaty. V roce 1939 bylo ve Spojenych statech
zaznamenano 2 291 pfipadu, zatimco v letech 1993-2005 jich bylo pouze 125. Nartst
poctu piipadi v Bosné a Kosovu ukézal na vyznamnou souvislost mezi onemocnénim
a socialnimi podminkami (Foley, Nieto, 2009).

V Ceské republice se tularemie vyskytuje nejéastéji na jizni Moravé, vyjime&nd
I v jinych oblastech (okoli Plzn¢, Chlumce nad Cidlinou). Tyto mikroepidemie jsou
Vv poslednich letech nejéastéji spojeny s loveckou sezonou.

Hlavnim pfirodnim rezervoarem jsou mali hlodavci, ¢lenovci a hmyz. Pro vznik
epidemie jsou dulezit¢ ve vod¢ zijici jednobunétné organismy — vodni améby
(Macela et al., 2006), incidence je vSak nizka.

Nejvétsi nebezpeci ndkazy je u osob, které se Casto vyskytuji v endemickych
oblastech. Jedna se o zemé&délce, lovce, pracovniky v lese (Oyston, 2008).

Tularemie je pfenosnd na Clovéka pfimym kontaktem s infikovanymi zvifaty,
pobodanim hmyzem ¢i sanim klistat. Dalsi cesta pfenosu je poziti kontaminované vody
¢i potravin a vdechnuti infek¢nich castic. Vstupni branou infekce je poranénd kiize,
spojivkovy vak, plice a gastrointestinalni trakt. Pro vyvolani infekce sta¢i vdechnout
1 az 10 mikrobu subtypu F. tularensis tularensis. Inkubaéni doba je udavana v rozmezi
3 az 5 dnd (Macela et al., 2006).

3.1.4.2 Klinické formy tularemie

Typ a zavaznost onemocnéni zavisi na kmeni vyvolavajicim onemocnéni, davce
a zpusobu vzniku infekce (Oyston, 2008). RozliSujeme:

= ulceroglandularni formu — je nejcastéjsi, udava se asi 80 % ze vSech piipadd,

vzniké po infekci pfes poskozenou kizi,
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= orofaryngeédlni formu — pfedstavuje asi 10 % piipadu, je zplisobena pozitim
kontaminované stravy ¢i vody,

= okuloglandularni formu - asi 5 % ze vSech pfipadd, je vyvolana vnesenim
infekce do spojivkového vaku,

= plicni formu — nejméné Castd, je vyvoldna vdechnutim kontaminovanych
prachovych castic ¢i cCastic biologického aerosolu. V  ohroZeni jsou
mj. zem&délci manipulujici s kontaminovanym senem, sekajici travniky, také
zdravotnicky personal. Pravé pro snadné Sifeni vzduSnou cestou je

Francisella zneuzitelna jako potencionalni biologicka zbran.

Onemocnéni zacind ndhlym vzestupem teploty, zdufenim miznich wuzlin,
doprovazi ho uporné bolesti hlavy, svall, kloubti, nespavost, neklid, malatnost. Pozdéji
se bakterie mohou dostat krevni cestou az do plic, kde vyvolavaji sekundarni
pneumonii. Rekonvalescence po prodélaném onemocnéni je velmi dlouha, mohou
se dostavit i dlouholeté nasledky. Onemocnéni vyvolana F. tularensis tularensis maji
vice nez 30 % umrtnost, pokud se nenasadi 1écba (Oyston, 2008). Pti 1é¢bé antibiotiky
klesa umrtnost pod 10 %. U onemocnéni vyvolanych subtypem F. tularensis holarctica
se udava umrtnost bez 1é¢by 1-10 % (po 1é¢bé prakticky nulova) (Macela et al., 2006).

3.1.4.3 Diagnoza

Pokud u pacienta pozorujeme nespecifické hore¢naté ptiznaky s lymfadenopatii
aVvanamnéze uvadi kontakt se zajici, pobodani hmyzem nebo sani kliStétem, ci
laboratorni kontakt, mlZe se jednat o tularemii. Pokud vSak nezname anamnézu,
stanovit diagnozu miiZze byt obtizné. MiZe se jednat o mor, psitakozu, Q horecku atd.
Gramovo barveni exsudatu a krevni kultury je Casto negativni. Pro zlepSeni citlivosti
se vyuziva pfima imunofluorescence.

Déle se provadi kultivace ziskaného materialu na plidach obohacenych
cysteinem. PCR je vhodna u vzorkl ziskanych z plicni tkané, u krevnich vzorku,
u exsudatu i U formalinem fixované tkane.

Serologie mtize potvrdit infekci. Pokud vyjde serologie pozitivni, nelze zjistit,
zda k nakaze doslo v nedavné dobé ¢i kdysi v minulosti. U pozitivnich vzorku je také
tteba brat v ivahu moznost zkiizené reakce mezi antigeny riznych kment a druhti
(Brucella, Salmonella, Yersinia, Legionella). Problémem serologie je také to, Ze
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u akutniho onemocnéni nemusi byt protilatky vytvofeny ani 10 dni po expoziCi
patogenu. Ke kone¢né diagndze se pouzivaji aglutinacni metody nebo metoda ELISA

se specifickymi anti-Francisella protilatkami (Foley, Nieto, 2009).

3.1.4.4 Lécba

Tularemie odpovidd velmi dobie na 1é¢bu antibiotiky. Jako léky prvni volby
se pouzivaji aminoglykosidy. Streptomycin, ackoliv je uc¢inny, se pouziva ziidka
z davodu ototoxicity a nefrotoxicity. Podobné je to i1 v pfipadé¢ chloramfenikolu
z divodu mozného negativniho vlivu na krvetvorbu. Jako vhodna alternativa se vyuziva

gentamicin.

3.1.4.5 Vakciny

Do dnes$ni doby byla testovana celd fada vakcin proti tularemii. Jednd se
0 vakciny obsahujici usmrcené kmeny, podjednotkové vakciny i vakciny zalozené na
oslabenych zivych kmenech. Doposud vSak neni dostupnid zadna vakcina pro ucely

profylaxe, ktera by méla licenci pro humanni pouziti (Oyston, 2008).

= Vakciny obsahujici usmrcené kmeny

Béhem 20. a 30. let dvacatého stoleti bylo velkou snahou vyvinout usmrcenou
vakcinu pro prevenci onemocnéni a antisera pro 1é¢bu tularemie (Griffin et al., 2007).
Prvni pfipravené vakciny jsou oznacovany jako Foshayovy vakciny na pocest
Dr. Lee Foshaye, ktery je vyvinul. Jednalo se o fenolem usmrcené bakterie ¢i acetonoveé
extrakty. Mnoho ockovanych jedinct vSak vazné onemocnélo po kontaktu s vysoce

virulentnimi kmeny (Conlan, Oyston, 2007).

=  Podjednotkové vakciny

Uz asi 50 let se védci snazi identifikovat antigeny zodpovédné za indukci
protektivni imunity po imunizaci Zivou vakcinou nebo po prodélané infekci. Dodnes se
podatilo objevit pouze jediny — a to lipopolysacharid (LPS). Imunizace LPS je méné
uéinna u F. tularensis subtypu tularensis. Pro ochranu proti tomuto subtypu je nezbytné,
aby se do imunitnich dé&ju zapojily také T-lymfocyty.

Jednou z moznosti je kombinace LPS a antigenu, ktery je schopny vyvolat
T-bunéénou odpoved (Griffin et al., 2007).
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= 7ivé oslabené vakcina¢ni kmeny

V Rusku se diive uzivala lyofilizovand ziv4d vakcina pfipravend puvodné
Elbertem a Gajskim ve 40. letech dvacatého stoleti. Tato vakcina méla dobry ochranny
efekt, ale silné vedlejsi nezadouci ucinky.

V padesatych letech Eigelsbach a Downsova izolovali (opakovanym
pasdzovanim na agarovych plotnich a nasledné s vyuzitim mysi) z komercni sovétské
vakciny jeden z oslabenych kmend F. tularensis subtyp holarctica, ktery dal zaklad
soucasné americké vakcin€ s nazvem Live Vaccine Strain (LVS). Ta se zacala hojné
vyuzivat. Dfive se pouzivala na ochranu rizikovych skupin - naptiklad laboratornich
pracovnikti (Macelaetal., 2006). Incidence respiraéni formy tularemie u takto
vakcinovanych jedincii zna¢né poklesla, incidence ulceroglandulérni formy vSak zlstala
stejna (Oyston, 2008).

LVS kmen nasel Siroké uplatnéni v experimentalni medicing€, protoze je
virulentni pro mysi a vyvolavd u nich onemocnéni podobné lidské tularemii. Tato
vakcina vSak neziskala licenci pro humanni pouziti.

Diivodem byl mozny navrat k virulenci, riznd morfologie kolonii, proménliva
imunogenicita, neznalost principu oslabeni LVS, také nebezpe¢i nakazy
imunosuprimovanych osob.

V soucasné dobé€ jiz mame urcité znalosti o principu oslabeni. Oblast genomu,
kterou se odlisuji pln¢ virulentni Schu S4 kmen (subtyp tularensis) a LVS, obsahuje
geny, které koduji pili typu IV. LVS kmeni tyto pili chybi (Griffin et al., 2007).

= Zivé oslabené vakcina¢ni kmeny budoucnosti

V soucasné dobé se védci snazi o vyvinuti oslabeného vakcina¢niho kmene
s pfesné znamym genetickym poskozenim (Conlan, Oyston, 2007). Diky znalosti
genomu plné virulentniho kmene Schu S4 se usnadnila identifikace geni, které by mély
byt inaktivovany (mutovany) u vakcinacniho kmene. Jedna se o geny, jejichZ exprese
vede K tvorb¢ proteinti ucastnicich se biosyntézy purinti, také geny obsazené v ostrové
patogenity (Griffin et al., 2007).

Dalsi moznosti je vlozit protektivni antigeny do zivych bakteridlnich ¢i virovych
vektori. Naptiklad lipoprotein F. tularensis - TUL4 je exprimovan oslabenym kmenem

Salmonella typhimurium (Conlan, Oyston, 2007).
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3.1.5 Patogeneze

F. tularensis je fakultativni intracelularni bakterie, schopna proliferovat uvnitf
makrofagl a neutrofilnich granulocytt (profesionalnich fagocyti), také v hepatocytech
a fadé dalsich bunkach. Jeji lipopolysacharid neni endotoxicky a dosud neni zndmo, Ze
by produkovala néjaky exotoxin.

Zpusob vstupu do makrofagovych bunék je pro druh Francisella unikatni.
Bakterie je pohlcena hostitelskou bufikou podobnym zptsobem, jako k tomu dochazi
u améb. Tento proces je zprostiedkovan interakci s uhlovodikem na povrchu bakterie
(jedna se pravdépodobné o jedine¢ny typ LPS). Interakci s receptorem pro komplement
na povrchu makrofagh dojde k zablokovani oxida¢niho vzplanuti a deaktivaci
makrofagti. Pokud jsou vSak infikovany aktivované makrofagy, F. tularensis je jimi
rozpoznana a zlikvidovana (Foley, Nieto, 2009).

Po vniknuti do makrofagu, bakterie vstupuje do fagozomu, zabraiuje splynuti
fagozomu s lysozomem, opousti fagozom a replikuje v cytosolu burniky. Na rozdil od
jinych intracelularnich bakterii, které se uvoliiuji do cytosolu fddové minuty po infekci,
F. tularensis zistava ve fagozomu 3-4 hodiny. Jakmile se bakterie dostane do cytosolu,
vyvola u infikované buinky pyroptozu (zvlastni formu apoptodzy, za jejiz navozeni
zodpovida IgIC protein). Bakterie tak unikd zbunky. Po opusténi jedné bunky
Francisella rychle infikuje jinou, nebo je fagocytovana (Foley, Nieto, 2009).
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Obr. 2 Kroky intracelularni replikace bakterie Francisella tularensis
(pfevzato

z http://www.nature.com/nrmicro/journal/v2/n12/fig_tab/nrmicro1045_F4.html)

3.1.6 Imunitni odpoved viici Franciselle

Vrozena imunitni odpovéd’ vaci Franciselle je zprostfedkovana mj. pomoci
Toll-like receptoru 2 (TLR2) (Thakran et al.,, 2008). TLR jsou transmembranové
receptorové proteiny, které rozpoznavaji konzervativni mikrobialni struktury.

Francisella interaguje s TLR2 prostfednictvim svého lipopolysacharidu (ackoliv
nedochazi k pfimému navazani) (Foley, Nieto, 2009). Dale byly identifikovany dva
lipoproteiny — TUL4 aFTT1103, které také interaguji s TLR2. Vzajemna interakce
vede k produkci prozanétlivych cytokint béhem infekce (Oyston, 2008).

Prozanétliva odpovéd’ hostitelské buniky je ovlivnéna také host matrix
metaloprotedzou 9, jejiz hladina se v pribéhu nemoci zvysuje. Tento protein ovliviiuje
funkci leukocytl a je produkovan aktivovanymi makrofagy a neutrofily (Foley, Nieto,
2009).
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3.1.7 Virulence, virulencni faktory

Poznat virulenéni faktory bakterie Francisella tularensis se védci snazi uz
dlouhou dobu. Jejich nalezeni by mohlo pfispét k ptipravé novych 1é¢iv ¢i protektivnich
antigenti, které by byly soucasti vakciny.

Doposud bylo identifikovano jenom malo virulenénich faktori, které reguluji ¢i
usnadnuji unik bakterie z fagosomu, a které umoznuji intracelularni prezivani
areplikaci (Qin et al., 2009). N¢které z téchto faktord jsou kodovany tzv. ostrovem
patogenity (Francisella Pathogenicity Island — FPI). Zatimco F. novicida ma pouze
jednu kopii FPI, podtypy tularensis a holarctica maji po dvou kopiich. To mize byt
divod, pro¢ je F. novicida mén¢ virulentni pro ¢lovéka.

FPI je tvofen 19 geny, z nichz iglABCD operon a pdpABCD geny jsou zasadné
dulezité z hlediska virulence (Oyston, 2008). Piesto geny kodované v FPI piedstavuji
pouze zlomek gend, které se podili na virulenci bakterie (Titball, Petrosino, 2007).

Funkce proteinti kédovanych FPI jsou v soucasné dobé Siroce zkoumadny.
Naptiklad proteiny IglA a IglB jsou podobné nedavno popsanému sekre€nimu systému
typu VI. Pravdépodobné se tedy ucastni sekrece. IglC zprostiedkovava apoptdzu
infikovanych bunék (Oyston, 2008).

Pro virulenci bakterie je dilezity také Macrophage Growth Locus, ktery
obsahuje operon s geny mglA a mglB. Produkty téchto gent ovliviiuji expresi gent
z FPL. Naptiklad MglA pradépodobné interaguje s RNA polymerazou (Foley, Nieto,
2009).

Lokus oznacovany FTT0918 koduje dalsi dilezity virulencni faktor F. tularensis
subtypu tularensis a pravdépodobné i dalSich subtypl. Jedna se o 58 kDa protein vné&jsi
membrany prozatim neznamé funkce (Conlan, Oyston, 2007).

U subtypu holarctica jsou pro virulenci zasadni pili typu IV. Zda se, Ze se
podileji na Sifeni bakterie z ptivodniho loziska infekce (Conlan, Oyston, 2007).

= | okus FTT1103 (Lokus FTL1096 — dle nomenklatury LVS)

Qin a Mann (2006) se ve své studii pokouseli identifikovat virulen¢ni faktory

(respektive geny kodujici virulenéni faktory) F.tularensis subtypu tularensis. Pro
urceni téchto ,,virulencnich gent* vkladali transpozony na rtiznd mista genomu kmene
Schu S4 apozorovali, zda jejich vlozeni vyvolava oslabeni kmene (neschopnost
intracelularni replikace v jaternich bunkach linie HepG2). Takto byl objeven mimojiné
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,virulen¢ni lokus FTT1103, ktery koduje tzv. hypoteticky lipoprotein (Qin, Mann,
2006). Navazujici studie kmene Schu S4 s mutaci v loku pro hypoteticky lipoprotein
prokazala, ze se FTT1103 skute¢né podili na virulenci bakterie F. tularensis subtypu
tularensis. Mutace v tomto loku vyvolala avirulentnost kmene, po intranazalni aplikaci
myS$im byl v8ak tento kmen schopny vyvolat protektivni imunitni odpovéd’ (Qin et al.,
2009).

Piedpoklada se, ze lokus FTT1103 koduje tzv. hypoteticky lipoprotein, ktery
sdili ur¢itou podobnost s DsbA proteiny. Ty jsou soucasti rozsahlého systému Dsb
(Disulfide bond formation) proteint.

Dsb proteiny jsou thiol-disulfid oxidoreduktazy, ¢lenové thioredoxin nadrodiny
s aktivnim mistem tvofenym dvéma cysteinovymi zbytky, které jsou oddélené dvéma
jinymi aminokyselinami (motiv CXXC) (Heras et al., 2009).

Dsb systém je Siroce popsan u E. coli, kmeni K-12 (Heras et al., 2009). Pravé
U této bakterie bylo objeveno celkem sedm proteini tohoto systému. P&t z téchto
proteind se Uc€astni dvou nezdvislych metabolickych cest — oxidacni (DsbA a DsbB)
a izomeriza¢ni/redukéni (DsbC, DsbD, DshG).

DsbA je hlavni protein katalyzujici tvorbu disulfidickych miustkd. DsbB
zajiStuje reoxidaci cysteinii DsbA proteinu. DsbC, DsbG a DsbD se Gcastni izomerizace
disulfidickych sloucenin, které ziskaly plisobenim Dsb systému nenativni konformaci.
DsbC a DsbG podporuji ptestavovani nespravné vytvorenych disulfidickych mustku.
DsbD transportuje elektrony (z cytoplazmatického thioredoxinu) nutné pro katalyzu
izomerizaéni reakce, udrzuje DsbC a DsbG v redukované formé. Dalsi protein —
DsbE/CemG se podili na zrani cytochromu. Uloha DsbF jesté neni zcela objasnéna
(Lasica, Jagusztyn-Krynicka, 2007). Dsb systém tak, jak je znam u E. coli, se mize vice
¢1 méné odliSovat u riiznych druh bakterii (mohou chybét jeden, dva ale i vS§echny Dsb
proteiny) (Heras et al., 2009).

Jak jiz bylo uvedeno, DsbA proteiny katalyzuji tvorbu disulfidickych mustk
vnové vzniklych bilkovinach. Disulfidické mistky ovliviiuji spravnou konformaci
a stabilitu proteini tzn. i virulen¢nich faktorG jako jsou rizné toxiny, povrchové
struktury (adheziny a pili) a sekre¢ni systémy. Pokud tedy nefunguje Dsb systém, je
oslabena virulence patogent (Heras et al., 2009).

U kmenia LVS a FSC 200 bylo rovnéz potvrzeno, ze lokus FTL1096 (dle
nomenklatury pro LVS, jedna se o tentyz lokus jako FTT1103), ktery koduje protein

22



homologni k DsbA proteinu, je nutny pro piezivani bakterie a jeji replikaci
Vv makrofazich (bunécnd linie J774.2) a pro vlastni virulenci patogenu u mysi
(Straskova et al., 2009). Také putisobi imunoprotektivné. Mysi infikované dsbA
mutantnim kmenem jsou chranény proti nasledné expozici virulentimu kmeni subtypu
holarctica.

V této studii bylo také pomoci metod 2-DE a kvantitativni shotgun analyzy
s naslednou hmotnostni spektrometrii identifikovano né€kolik proteini, které by mohly
byt substraty DsbA disulfid oxidoreduktdzy a jejichz inaktivace (pii naruSené funkci
Dsb systému) by mohla zptisobovat oslabeni virulence u dsbA mutantniho kmene.

Jedna se o 2 karboxypeptidazy serinového typu D-Ala-D-Ala, pét hypotetickych
proteind, dale protein chitindzové rodiny 18. V jejich aminokyselinovém sloZeni bylo
nalezeno nékolik cysteinovych zbytki, coz doklada ulohu DsbA proteinu na jejich
spravném sloZeni.

Karboxypeptidazy serinového typu D-Ala-D-Ala jsou virulenénim faktorem
u bakterie Brucella abortus, navic tento enzym patii mezi penicilin vazajici proteiny,
podili se na stavb¢é bun&né stény a je cilem B-laktamovych antibiotik.

Chitinazy jsou secernované fadou bakterii véetné Francisella tularensis subtyp
novicida. Tyto enzymy jsou dilezité pro invazi ¢lenovci.

Objevené hypotetické proteiny nevykazuji Zadnou homologii se znamymi
bakterialnimi proteiny. Neni tedy mozné spolehlivé predikovat jejich biologickou tlohu.
Hypoteticky protein FTL1306 obsahuje motiv, ktery zodpovidé za interakci bakteridlni
a eukaryotické hostitelské buiky, stejny motiv je i u bilkoviny, ktera zajistuje vstup
bakterie Legionella pneumophila do epitelialnich bunék a makrofagi. Nedavno byl
tento protein potvrzen jako virulen¢ni faktor u F. tularensis Schu S4. Konzervativni
hypoteticky protein kodovany 2 shodnymi FPI lokusy FTL1161 a FTLO115 je dalsi
potencidlni virulen¢ni faktor. Bioinformatickd analyza dalSiho hypotetického proteinu
FTL1579 odhalila jeho sekrecni potencidl. Dochézi také ke zvySeni jeho exprese po
pohlceni mikroba makrofagy.

Gen kodujici potenciator infektivity makrofagh (MIP — macrophage infectivity
potentiator) vytvari s geny pro DsbA jeden operon. Na zaklad¢ ptitomnosti peptidyl-
prolyl izomerazové domény FKBP typu na N-konci peptidu se predpoklada, ze se tento
protein podili na skladani proteini. MIP je znamy virulenéni faktor Legionella
pneumophila (Straskova et al., 2009).
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3.2 Proteomické pristupy

Proteomické technologie dnes umoziuji zkoumat tisice proteinii v jednom
experimentu diky kombinaci separacnich a identifikacnich metod. Ponékud odlisné jsou

pfistupy zaloZené na proteinovych Cipech.

3.2.1 Klasicka proteomika
3.2.1.1 Separace

K separaci se vyuzivad dvourozmérna elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
(2D-PAGE), piipadné jednoducha SDS elektroforéza, ktera vSak vyzaduje pted vlastni
identifikaci provedeni prefrakcionace bilkovin.

2D-PAGE separuje proteinové smési pomoci izoelektrickych bodu (pl)
a molekulovych hmotnosti (Mw) jednotlivych proteini. Diky tomu je dosazeno
vysokého rozlieni. Jedna se vlastné o kombinaci izoelektrické fokusace v jednom

sméru a SDS elektroforézy ve sméru kolmém na prvni (Lenco, Hernychova, 2008).

3.2.1.2 Vizualizace

K vizualizaci separovanych proteint lze pouzit fadu technik. Jedna se naptiklad
0 metabolické znaCeni proteind s naslednou autoradiografii, ktera je vysoce citliva.

Konven¢ni zplsoby vyuzivaji napf. afinity barviva Coomasie Blue G-250
K proteinim. Toto barveni je vSak malo citlivé, na druhou stranu je dobfe kompatibilni
s MS, protoze gely lze snadno odbarvit.

Dalsim konvenénim zpisobem vizualizace je stfibfeni. Jde vlastné o redukci
stiibrnych iontlh na povrchu proteinli a kovalentni vazbu stfibra na bilkovinu. Toto
barveni je vhodné pro komparativni proteomiku a je vysoce citlivé.

Stale vice se vyuzivaji fluorescen¢ni barviva — Sypro Ruby i pies jejich vysokou
cenu. Citlivost je srovnatelnd se stfibfenim. Jsou upfednostiiovana zejména z diivodu
kompatibility s hmotnostni detekci, ktera se vyuziva pro identifikaci proteint. Vyuzivaji
se Casto pro komparativni proteomické studie (Lenco, Hernychova, 2008).

Pro srovnavani exprese riznych proteind za riznych podminek lze s vyhodou
pouzit rozdilné fluorescenéni znaceni DIGE (Differential Gel Electrophoresis). Metoda
je zalozena na kovalentni modifikaci proteini barvivy Cy2, Cy3 a Cy5. Jedna se
0 kyaninova barviva (CyDyes; Amersham Biosciences), ktera maji rozdilné vinové
délky excita¢niho a emisniho zafeni. Nejprve se jednotlivé vzorky oznaci in vitro, kazdy
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jednim typem barviva. Poté se vzorky smisi a provede se dvourozmérnd elektroforéza
(Gorg et al, 2004). Jelikoz analyza probiha na jednom gelu, jsou eliminovany

nHinter-gelové rozdily. (Honoré et al., 2004).

3.2.1.3 Analyza obrazu

Obarvené gely jsou nejprve prevedeny do digitalni podoby. Ke sniméni za
viditelného svétla se pouzivaji CCD (Charged Coupled Camera) kamery, denzitometry
nebo skenery. S vyuzitim specialnich pfistroji je mozné detekovat fluorescenci
I radioaktivni zafeni. Pomoci softwaru jsou skvrny na gelu detekovany, je mozné
odecitat pozadi, navzajem pftifazovat skvrny z riznych gelti (tzv. matching), vzajemné
standardizovat a kvantitativné vyhodnocovat gely (Bouchal, Kucera, 2003). Na trhu je
dostupnych nékolik softwarl, k nejpouzivanéjSim patii Z3, PDQuest, Melanie,

Progenesis (Lenco, Hernychovd, 2008).

3.2.1.4 Identifikace
(Lenco, Hernychovda, 2008)

V soucasné dob¢ nezastupitelnou ulohu mezi identifikanimi metodami
Vv proteomice zaujima hmotnostni spektrometrie.

V proteomice jsou nejcastéji pouzivany meékké ionizacni techniky —
desorpce/ionizace laserem za tcasti matrice (MALDI) a ionizace elektrosprejem (ESI).
Druh4 zuvedenych technik se vyhradné vyuzivd pro on-line spojeni vysokoucinné
kapalinové chromatografie a hmotnostniho spektrometru.

Jako hmotnostni analyzator se pouZziva analyzator doby letu (TOF) ve spojeni
s MALDI. Je vysoce citlivy a vykonny. Pro strukturni analyzu peptidl se vyuziva trojity
kvadrupol nebo iontova past, ktera se s vyhodou vyuziva pro MS" analyzu.

Jako jednoducha identifikacni metoda slouzi ,,Peptide Mass Fingerprinting*
(PMF). Ta je zaloZena na Sté€peni proteinu trypsinem ¢i jinou sekvenéné specifickou
protedzou na peptidy. Naméfené hodnoty jsou porovnavany s teoreticky vypoctenymi
hodnotami, které byly ziskany ptekladem sekvence DNA do sekvence aminokyselin.

K uréeni aminokyselinové sekvence nebo lokalizace posttransla¢nich modifikaci
se vyuzivaji tandemové hmotnostni spektrometry, které obsahuji dva hmotnostni

analyzatory sériove spojené kolizni celou.
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3.2.2,,Shotgun “ proteomika

Také tento pfistup kombinuje separac¢ni a identifikacni metody. K separaci
dochazi vSak az na urovni peptida, které vzniknou po rozSt€peni smési proteint
sekvencné specifickou protedzou. Vzniklé peptidy jsou separovany pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie — HPLC (nejvice se vyuziva stacionarni faze
C18 vreverznim modu - RP-HPLC), ktera je on-line pfipojena k tandemovému
hmotnostnimu spektrometru. Z divodu omezené kapacity RP-HPLC pro separaci
velkého mnozstvi peptida byla vyvinuta MudPIT technologie (Multidimensional
Protein Identification Technology). Tato metoda vyuziva dvojrozmérnou kapalinovou
chromatografii. Rutinné se provadi s vyuzitim kationtové vyménné chromatografie, po
niZz nasleduje chromatografie na reverznich fazich. Podobné Ize prediadit
i izoelektrickou fokusaci peptidu ¢i afinitni chromatografii, které vedou jesté k lepSimu
rozliseni (Cordwell, 2006).

Komparativni ,,shotgun analyzy vyzaduji oznaceni peptidi. Ke znaceni se mize
vyuzit derivatizace latkami obsahujicimi stabilni izotopy jako napf. 2C/c, “N/MN,
°0/®0. Dale se vyuziva metabolické znaceni proteinli v Zivych builkdch pomoci
aminokyselin s **N/*N. Peptidy lze také znagit pomoci vymény *°O na C-konci peptidu
za 180 behem $tdpeni proteinu trypsinem v Hp™°0. Dalsi techniky vyZaduji kovalentni
pfipojeni izotopickych sloucenin. GIST (Global Internal Standard Technology) znaci
peptidy H%D3-N-acetoxysukcinimidem. ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags) je
kvantifika¢ni metoda spojena s afinitni chromatografii modifikovanych peptidi pomoci
interakce avidin-biotin. Dal$i metodou je ITRAQ (Isobaric Tag for Relative
and Absolute Quantification). Ke znaceni se vyuziva Ctyt isobarickych znacek (Lenco,

Hernychovd, 2008).
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3.3 Bakterialni povrchy a proteomicka analyza jejich proteinu

Bunécna sténa G- bakterii se lisSi od stény G+ jak svym slozenim, tak
usporddanim jednotlivych molekul. Bunéfna sténa G- bakterii je tvofena
periplazmatickym  prostorem, ktery je obklopen zjedné strany vnitini
(cytoplazmatickou) a z druhé strany vnéj$i membranou. Vnitini membrana je vlastné
fosfolipidova dvojvrstva, zatimco vnéj$i membrana je asymetrickd, obsahuje fosfolipidy

a lipopolysacharidy.

lipoteichoova kyselina
\ lipopolysacharid
teichoova kyselina /’

N

por

%

cytoplasmatlcka

/- matnasanense
[/ NM wm y

effluxni pumpa

peptidoglykan g vnéjsi membrana

periplasmovy prostor

a enzymy
VY . s strukturalm rotein
Bunécna sténa grampozitivnich a enzympy Y
bakterii

Bunéc¢na sténa gramnegativnich
bakterii

Obr. 3 Bunécéna sténa G+ a G- bakterii

(ptevzato z http://www.betalaktamazy.cz/file.php/1/Bunecnastena/bunecna_stena.jpg)

Proteiny bunécné stény (vnitini a vn€j§i membrany, periplazmatické) jsou
vysoce antigenni a jsou cilem imunitnich mechanismi infikovanych organismt. Proto
znalost jejich proteinového slozeni mize vyznamné ptispét K vyvoji novych 1éCiv,
k ziskani antigenti pro imunoprofylaxi a latek pro imunoterapii (Imperi et al., 2009).

Proteiny obsaZené v bakteridlnich membranach je obtizné analyzovat tradi¢nimi
metodami proteomiky. Diivodi je hned nékolik. Je to nizky vyskyt vétSiny
membranovych proteini v komplexni biologické matrici. Déle Spatnd propustnost

membranovych slozek (fosfolipidy, lipopolysacharidy, peptidoglykany). Jedna se
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I 0 hydrofobicitu  fady integralnich  proteinti, které obsahuji vice nez

15 transmembranovych oblasti (Cordwell, 2006).

3.3.1 Priprava frakce obohacené o periplazmatické proteiny

Periplazma vypliiuje periplazmaticky prostor G- bakterii. Ma konzistenci
podobnou gelu. Obsahuje tuzkou vrstvu peptidoglykanu, dale ftadu proteint
(Imperi et al., 2009). Periplazma zajistuje u G- bakterii fadu vitalnich funkci. Pisobi
jako osmoticky pufr mezi vnéjSim prosttedim a cytoplazmou, obsahuje tadu
vyznamnych enzymil a enzymovych systémt, je dilezitd pro transport zivin. Enzymy,
které se nachazeji v periplazmé E. coli zahrnuji protedzy, fosfatazy, lipazy,
periplazmatické vazebné proteiny, které transportuji cukry aaminokyseliny pies
cytoplasmatickou membrédnu, enzymaticky systém zajistujici tvorbu peptidoglykanu,
proteiny pro transport extracelularnich proteinti (Judd, Porcella, 1993).

Pro ptipravu frakce obohacené o periplazmatické proteiny existuje fada postupd.
Mezi standardni metody patii metoda studeného osmotického Soku. Pii osmotickém
Soku dochézi k permeabilizaci vnéj§i membrany. Promyté buiiky jsou resuspendovany
v hydrochlorid tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris-HCI) a smiseny se sachar6zou
a disodnou soli ethylendiaminoctové kyseliny (EDTA). EDTA slouzi k rozruSeni vnéjsi
membrany, sachardza stabilizuje vnitini membranu. Po urcité dob& se provede
centrifugace a buiiky se rychle suspenduji v ledové vychlazeném chloridu hofe¢natém
aulozi na led. Diky nahlym zménam osmolarity dojde kuvolnéni periplazmy
s obsahem bilkovin do supernatantu (Jensch, Fricke, 1997).

Dale se vyuziva oSetfeni bakteridlnich bunék chloroformem, tvorba sferoplasti
pomoci lysozymu (ten rozklada peptidoglykan, ktery je soucasti bunéénych stén
bakterii) s riznymi pouzitymi piidavky (EDTA ¢i chlorid hotfecnaty). EDTA, jak jiz
bylo vySe uvedeno, slouzi k naruseni vnéj§i membrany, pii tomto postupu se dale
k promytym bufikdim kromé lysozymu a EDTA ptidava Tris-HCI pufr a sachardza.
Chlorid hotfecnaty zvySuje propustnost vnéjSi membrany, stejné jako dalsi latka
pouzivand pro ziskani frakce obohacené o periplazmatick¢é proteiny —

polymyxin B sulfat (Jensch, Fricke, 1997).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material, pristroje a pomucky

4.1.1 Pouzité chemikalie a dalsi reagencie

= 1,4-bis(akryloyl)piperazin - PDA (Fluka, Buchs, Svycarsko)

= 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylamonio]-1-propansulfonat - Chaps (Serva,
Heidelberg, Némecko)

= Aceton (Fluka, Buchs, Svycarsko)

= Akrylamid (Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA)

= Ampfolyte pH 3-10, pH 8-10, pH 9-11 (Fluka, Buchs, Svycarsko)

* Azid sodny (Merck, Darmstadt, Némecko)

* Benzonéza (250 U) (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

= Bromfenolova modi (LKB, Bromma, Svédsko)

= De Streak Reagent (GE Healthcare, Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Svédsko)

= Deionizovana voda

= Deoxycholat sodny (Fluka, Buchs, Svycarsko)

» Dihydrogenfosforecnan draselny (Serva, Heidelberg, Némecko)

* Disodna sil ethylendiaminoctové kyseliny - EDTA-Na (Sigma, St. Louis,
Montana, USA)

= Disodna sul kyseliny 2,7-naftalensulfonové - NDS (Acros Organics, Geel,
Belgie)

= Dithiothreitol - DTT (Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA)

= DL-methionin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

= DL-prolin (Fluka, Buchs, Svycarsko)

= DL-serin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

= DL-threonin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

= DL-valin (Fluka, Buchs, Svycarsko)

* Dusicnan sttibrny (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

= Formaldehyd (Fluka, Buchs, Svycarsko)
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Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok — PBS (Gibco, Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornie, USA))
Glukoza p.a. (Penta, Praha)
Glutaraldehyd (Fluka, Buchs, Svycarsko)
Glycerol (USB, Cleveland, Ohio, USA)
Glycin na elektroforézu (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Heptahydrat siranu hofe¢natého (PLIVA-Lachema, Brno)
Heptahydrat siranu zeleznatého (ICN Biomedicals Inc., Kalifornie, USA)
Hydrogenfosfore¢nan draselny (Riedel-de Haén, Hannover, Némecko)
Hydrochlorid tris(hydroxymethyl)aminomethanu - Tris-base, Tris-HCI (Sigma,
St. Louis, Montana, USA)
Hydroxid amonny (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Hydroxid sodny (Merck, Darmstadt, Némecko)
Chlorid hote¢naty hexahydrat (Merck, Darmstadt, Némecko)
Chlorid sodny (Fluka, Buchs, Svycarsko)
Chloroform (Lachema, Brno)
Inhibitory proteaz Complete mini, EDTA-free (Roche Diagnostics GmbH,
Basel, Svycarsko)
lodoacetamid (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
IPG pH 6-11 (GE Healthcare, Amersham Biosciences AB, Uppsala, Svédsko)
Kalcium panthotenat (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Kit Bicinchonic Acid Protein Assay Kit (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Kit Micro BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)
Kit ReadyPrep 2-D Cleanup Kit (Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA)
Kyselina citronové (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Kyselina octova (Fluka, Buchs, Svycarsko)
L-arginin-HCI (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
L-asparagova kyselina (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
L-cystein-HCI (Fluka, Buchs, Svycarsko)
L-histidin-HCI (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
L-isoleucin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
L-leucin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
L-lysin-HCI (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
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L-tyrosin (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Lysozym (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Methanol (Fluka, Buchs, Svycarsko)

Mocovina (Fluka, Buchs, Svycarsko)
N,N,N,N*-tetramethylethylendiamin - TEMED (Bio-Rad, Richmont,
Kalifornie, USA)

Octan sodny (Merck, Darmstadt, Némecko)

Parafinovy olej (Merck, Darmstadt, Némecko)

Persiran amonny — APS (Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA)
Polymyxin B sulfat (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Sacharosa (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Sekundarni butanol (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Sodium dodecylsulfat (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Spermin tetrahydrochlorid (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Thiamin-HCI (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Thiomocovina (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

Thiosulfat sodny (Sigma, St. Louis, Montana, USA)
Trichloroctova kyselina (Sigma, St. Louis, Montana, USA)

4.1.2 Pristroje a pomiicky

Analytické vahy (Mettler Toledo, Greifensee, Svycarsko)
Automaticke pipety (Eppendorf Research, Hamburk, Némecko)
Centrifuga Jouan BR4i (Jouan, Francie)
centrifuga¢ni filtraéni zkumavky Amicon Ultra-4 (pro objemy do 4 ml)
(Millipore, Bedford, USA)
Denzitometr WPA biowave CO 8000 (Biochrom, Cambridge, UK)
French pessure cell press (Thermo Electron Corporation, Waltham,
Massachusetts, USA)
Hybridiser HB-1D (termostat) (Barloworld Scientific, Techne, Staffordshire,
UK)
inkubatorova tfepacka (SHEL LAB, Cornelius, Oregon, USA)
IPG-prouzky pro pH 4-7, pH 6-11 (GE Healthcare, Amersham Biosciences AB,
Uppsala, Svédsko)
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Jednordzové 0,22 pm filtry GP Millipore Express PLUS Membrane (Millipore,
Bedford, USA)

Laminarni box S@feflow 1.2 (BioAir Instruments, Siziano, Italie)

Nanofotometr pro stanoveni koncentrace bilkoviny (Implen GmbH, mnichov,
Némecko)

pH-metr (inoLab, WTW, Weilheim, Némecko)

Prouzky na elektrody pro izoelektrickou fokusaci Protean IEF System (Bio-Rad,
Richmont, Kalifornie, USA), IEF electrode strips (GE Healthcare, Amersham
Biosciences AB, Uppsala, Svédsko)

Ptistroj pro elektroforézu — Protean Multi-Cell (Bio-Rad, Richmont, Kalifornie,
USA)

Piistroje pro izoelektrickou fokusaci — Protean IEF Cell (Bio-Rad, Richmont,
Kalifornie, USA), Multiphor 1l (Pharmacia LKB Biotechnology, Uppsala,
Svédsko)

Rotator Grant Boekel HIM 20 (Cambridgeshire, UK)

Stanice KODAK Image Station 2000R (Eastman Kodak Company, Rochester,
New York, USA)

Ultracentrifuga Optima MAX (Beckman Coulter, Fullerton, Kalifornie, USA)
Ultracentrifuga Sorvall Evolution RC (Thermo Fischer Scientific, Waltham,
USA)

4.1.3 Software

ImageMaster 2D Platinum (GE Healthcare, Amersham Biosciences AB,
Uppsala, Svédsko)

KODAK 1D Image Analysis Software (Eastman Kodak Company, Rochester,
New York, USA)

4.1.4 Mikroorganismy

V této diplomové praci byly pouzity bakterie Francisella tularensis subspecies

holarctica kmen LVS 155 a déale kmen s deleci v genu pro hypoteticky lipoprotein-
LVS 155A1103.
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4.1.5 Kultivacni média

Bakterie byly kultivovany v chemicky definovaném Chamberlainové médiu. Dle
nize uvedeného rozpisu (tabulka ¢. 1) se navazi chemikalie pro roztoky 1, 2 a 3.
Jednotlivé chemikalie se rozpusti asi ve 200 ml deionizované vody na kazdy roztok.
Roztok 4 se pfipravi rozpusténim za ptidavani 3M NaOH, titruje se do rozpusténi
zakalu.

Roztoky se smisi s pfedepsanymi dopliiky, pomoci koncentrované HCI se upravi
pH na 6,3 a objem se doplni do 2 litr. Médium se pftefiltruje pies jednorazovy 0,22 um
filtr do sterilnich lahvi a skladuje se pti 4 °C. Provadi se kontrola ristu bakterie
a kontrola sterility (médium se ponecha pies noc pfi teploté 37 °C, druhy den se proméii

optickd denzita (O.D.) pti 600 nm).

Tabulka ¢. 1 Chemikalie pro pfipravu Chamberlainova média

Roztok 1 % koncentrace gramd na 2 litry
L-arginin-HCI 0,040 0,800
L-cystein-HCI 0,020 0,400
L-histidin-HCI 0,020 0,400

L-isoleucin 0,040 0,800
L-leucin 0,040 0,800
L-lysin-HCI 0,040 0,800
DL-prolin 0,200 4,000
DL-serin 0,040 0,800
DL-threonin 0,200 4,000

DL-valin 0,040 0,800

DL-methionin 0,040 0,800
Roztok 2 % koncentrace grami na 2 litry
Glukoza p.a. 0,400 8,000
Roztok 3 % koncentrace gramu na 2 litry
NaCl p. a. 1,000 20,000
KH,PO, 0,100 2,000
K;HPO, 0,100 2,000
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Roztok 4 % koncentrace grami na 2 litry
L-asparagova kyselina 0,040 0,800
L-tyrosine 0,040 0,800

ml do 2 litri média
Dopliiky roztoku 1 % koncentrace | navazit gramu .
vody pridat
Thiamin-HCI 0,0004 0,02 10 4 ml roztoku
Spermin tetrahydrochlorid 0,004 0,08 10 10 ml roztoku
Kalcium panthotenat 0,0002 0,01 10 4 ml roztoku
ml do 2 litri média
Dopliiky roztoku 2 % koncentrace | navazit gramu .
vody ptidat
MgS0O,.7H,0 0,0135 0,675 10 4 ml roztoku
FeSO,.7H,0 0,0002 0,01 10 4 ml roztoku

4.2 Kultivace bakterii, sklizeni a promyti

Z bakterie Francisella tularensis LVS 155 a LVS 155A1103 rostlé na pevné pudé
McLeod bylo ptipraveno 50 ml suspenze v Chamberlainové médiu o O.D. (600 nm)
0,1. Bakterie byly v této suspenzi kultivovany pies noc pii 36,8 °C za stalého michani
(225 rpm).

Druhy den rano byla kultura nafedéna piedehfatym Chamberlainovym médiem do
objemu 200-1000 ml (dle pouzit¢é metody) tak, aby se vysledné O.D. pohybovalo
v rozmezi 0,10 az 0,15. Kultura byla kultivovdna pii 36,8 °C za stdlého michani pfi
200 rpm. Kultivace byla ukoncena pii dosazeni O.D. 0,60 (asi 4-5 hodin), kdy se
bakterie F. tularensis nachazi v exponencialni fazi rtstu.

Narostla bakterialni suspenze byla centrifugovdna 15 minut pfi 9 000x g, 4 °C.
Sediment byl dvakrat promyt nasledujicim zptisobem: sedimentované bakterie byly

resuspendovany ve zvoleném promyvacim pufru a suspenze byla centrifugovana
15 minut, 7 000x g, 4 °C.
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4.3 Priprava frakce obohacené o periplazmatické proteiny Francisella

tularensis
4.3.1 Metoda s pouzitim EDTA a lysozymu

Bakterie narostlé z 350 ml kultivatntho média a promyté v pufrovaném
fyziologickém roztoku (PBS) byly jemné resuspendovany v 3,5 ml ledové vychlazené¢ho
TS pufru o sloZeni: 0,2 M hydrochlorid tris(hydroxymethyl)aminomethanu (Tris-HCI),
pH 8,0; 0,5 M sacharosa; 1 mM disodna st ethylendiaminoctové kyseliny (EDTA-Na);
100 pg/ml lysozymu s piidavkem benzonazy (150 U/ml). Suspenze byla inkubovana
30 minut na ledu a centrifugovana po dobu 15 minut, 12 500x g pii 4 °C. Supernatant
byl odebran a znovu centrifugovan za stejnych podminek. K supernatantu s obsahem
periplazmatickych proteini byly pfidany inhibitory proteaz (Complete mini,
EDTA-free, Roche) o koncentraci 40 ul/ml. Vzorek byl nasledné zakoncentrovan
pomoci centrifugacnich filtraénich zkumavek Amicon-4 ml 3K (6 500x g, 9 °C) az do
zakoncentrovani na objem asi 100 pl.

Pomoci kitu Micro-BCA Protein Assay Kit byla stanovena bilkovina. Vzorek byl
pie¢istén a zakoncentrovan pomoci 2-D Clean-up Kitu do rehydrataéniho pufru pro

dvourozmérnou elektroforézu (2-DE).

4.3.2 Metoda s pouzitim MgCl, a lysozymu

Bakterie narostlé z 1000 ml kultivaéniho média a promyté v PBS byly jemné
resuspendovany v 30 ml extrak¢éniho pufru o slozeni: 10 mM Tris-HCI (pH 8,4);
200 mM MgCl,, 0,5 mg/ml lysozymu a inhibitory proteaz. Suspenze byla jemné
michana 30 minut pii pokojové teploté a nasledné zcentrifugovana 11 000x g pii 4 °C
po dobu 15 minut. Supernatant sobsahem periplazmatickych bilkovin byl
zakoncentrovan na objem asi 700 ul pomoci centrifugacnich filtracnich zkumavek
Amicon- 4 ml 3K (9 °C, 6 500x g). Koncentrace proteinu byla stanovena pomoci kitu
Micro BCA Protein Assay Kit.

4.3.3 Metoda s pouzitim chloroformu

V PBS promyté bakterie, sklizené z200 ml kultivaniho média, byly
resuspendovany ve 2 ml chloroformu a pomalu promichény. Po 12 minutové inkubaci
pii pokojové teploté¢ bylo k suspenzi ptidano 20 ml 0,01M Tris-HCI (pH 8,0)

s inhibitory proteaz s naslednou centrifugaci (6 000x g po dobu 20 minut pii 4 °C).
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Supernatant s obsahem periplazmatickych proteini byl dvakrat centrifugovan pii
6 000x g, 15 min pii 4 °C a poté piefiltrovan pies 0,2 um PVDF filtry (Millipore). Tyto
filtry by mély zadrzovat nezéddouci zbylé bakterie a sféroplasty a mély by propoustet
proteiny.

Vzorek byl poté zakoncentrovan na finalni objem asi 1 ml pomoci centrifugacnich
filtratnich zkumavek Amicon Ultra (9 °C, 6 500x g). K zakoncentrovanym proteiniim

byly ptidany inhibitory protedz a byla stanovena koncentrace bilkoviny (BCA).

4.3.4 Metoda s pouzitim polymyxin B sulfatu

Bakterie narostlé z 1000 ml kultiva¢niho média byly po promyti v 20 mM Tris-HCI
(pH 8,0) jemné resuspendovany v  extrakénim pufru 0  slozeni:
1 mg/ml polymyxin B sulfatu, 20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 10 mM EDTA (pH 8,0)
Vv poméru 2 ml na 1 g bakterii (mokra vaha). Suspenze byla jemné michana 1 hodinu pti
4°C na rotatoru a centrifugovana 10 000x g pii 4 °C po dobu 20 minut. Supernatant byl
znovu centrifugovan 20 min, 4 °C, 40000x g. Supernatant s obsahem
periplazmatickych bilkovin byl zakoncentrovdn pomoci centrifugaénich filtracnich
zkumavek Amicon 4 ml na objem asi 500-300 ul (6 500x g, 9 °C) a byla stanovena
bilkovina s vyuzitim kitu Micro BCA Protein Assay Kit.

Tento postup byl proveden jesté v modifikaci S pouzitim 0,22um filtr (Millipore)

pfed zakoncentrovanim supernatantu.

4.3.5 Metoda studeného osmotického Soku (cold osmotic shock)

Bakterie narostlé z 1000 ml kultiva¢niho média byly dvakrat promyty ve 25 ml
vychlazeného 10 mM Tris-HCI (pH 7.1), 30 mM NaCl a resuspendovany
v 33 mM Tris-HCI, pH 7,1 (24 °C) vpoméru lg bakterii (mokrd vaha) do 40 ml
Tris-HCl. Za rychlého michani bylo pfidino 40 ml (na 1 gram mokré vahy)
40% roztoku sacharézy (w/v) v33mM Tris-HCIl, pH 7,1 aEDTA-Na do finalni
koncentrace 0,1 mM. Suspenze byla inkubovdna 10 minut pii pokojové teploté za
stalého michani (180 rpm) a centrifugovana pti 11 000x g, 4 C po dobu 10 minut. Peleta
byla resuspendovana v 80 ml ledové vychlazeného 0,5M MgCl, na 1 gram mokré vahy
a suspenze byla 10 minut pomalu michana v ledové l1azni. Ptidaly se inhibitory proteaz
a benzonaza (80U). Suspenze se centrifugovala 11 000x g, 4°C, 10 minut. Supernatant

s obsahem periplazmatickych proteini byl zakoncentrovan pomoci trichloroctové
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kyseliny (TCA) snaslednym promyvanim acetonem. Peleta byla rozpusténa
V rehydrata¢nim pufru pro 2-DE; koncentrace proteinii ve vzorku byla stanovena
metodou BCA s pfesrazenim.

Opét se u této metody provadéla i modifikace s pouzitim 0,22um filtrd (Millipore)

ptfed zakoncentrovanim supernatantu.

4.4 Priprava celobunécného lyzatu

Bakterie narostlé z 200 ml kultivaéniho média byly promyty v PBS
a resuspendovany ve 3 ml 50 mM Tris-HCI, pH 8,0 s inhibitory proteaz (40 pul/ml)
a benzonazou (150 U/ml). Dale bylo provedeno rozbiti baktérii pomoci ptistroje French
Press ptfi 16000 psi, 2 prichody. Nerozbité bakterie byly odstranény dvojnasobnou
centrifugaci pti 6 500x g po dobu 15 min, 4 °C. Pomoci BCA-kitu byla stanovena
koncentrace bilkoviny, vzorek byl piesrazen pomoci Ready Clean-Up kitu do

rehydrata¢niho pufru pro 2-DE.

4.5 Stanoveni bilkoviny
4.5.1 Micro BCA Protein Assay Kit

Pro stanoveni koncentrace bilkoviny ve vybranych vzorcich byl pouzit Micro BCA
Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology). Tento kit obsahuje nékolik reagencii.
Reagencie A obsahuje uhli¢itan sodny, hydrogen uhli¢itan sodny, vinan sodny
v 0,2 M NaOH. Reagencie B obsahuje 4 % bicinchoninovou kyselinu (BCA) ve vodé.
Reagencie C obsahuje 4 % pentahydrat siranu médnatého ve vodé. Jako standard se
pouziva bovinni sérovy albumin (BSA) v koncentraci 2,0 mg/ml v roztoku
0,9 % fyziologického roztoku a 0,05 % azidu sodného.

Pii reakci dochéazi k redukci médnatych kationtli na méd’né plisobenim bilkovin
v alkalickém prostiedi. Redukované méd’naté ionty vytvaii se dvéma molekulami BCA
barevny fialovy produkt. Pfi 562 nm se mé&ii jeho absorbance, ktera je pfimo umérna
koncentraci bilkoviny ve vzorku.

Podle schématu uvedeného v tabulce ¢. 2 se piipravi kalibra¢ni fada zkumavek
az kazdé zkumavky se pipetuje po dvakrat 300 pl vzorku ke kalibraci. Stejnym
zpusobem se pipetuje 1 300 pl ptislusné fedéné¢ho vzorku (opét dva vzorky).

Déle se piipravi tzv. pracovni roztok smisenim 25 dili ¢inidla A, 24 dilt ¢inidla

B, 1 dilu ¢inidla C (25:24:1). Ke kalibracnim i vlastnim vzorkiim se ptidd vzdy
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300 pl pracovniho roztoku, smés se promichd a neché inkubovat po dobu 60 minut pfi
60 °C. Po hodin¢ se vSechny zkumavky zchladi na pokojovou teplotu a na
spektrofotometru se prométi absorbance pii vinové délce 562 nm. Z kalibra¢ni fady se
zjisti koncentrace bilkoviny ve vzorcich, kterd slouzi k ur€eni mnoZzstvi nanéseného

vzorku na 2-DE.

Tabulka €. 2 Schéma pro pipetovani kalibra¢ni fady pro stanoveni bilkoviny —

micro BCA
Zkumavka | Objem vody v ml Objem BSA v ml BSA koncentrace v pg/ml
A 2,25 0,25 ml zasobniho roztoku 200
B 4,0 1mlA 40
C 2,0 2ml B 20
D 2,0 2miC 10
E 2,0 2mlD 5
F 2,0 2mlE 2,5
G 2,4 1,6 mlF 1
H 2,0 20ml G 0,5
I 4,0 0 mil 0

4.5.2 Bicinchonic Acid Protein Assay Kit

Pro stanoveni koncentrace bilkoviny se pouzival 1 Bicinchonic Acid Protein
Assay Kit (Sigma). Kit obsahuje ¢inidlo A - roztok bicinchoninové kyseliny, ¢inidlo B -
siran m&d’naty a jako standarda se pouziva bovinni sérovy albumin.

Podle nize uvedené tabulky ¢. 3 se pfipravi kalibra¢ni fada. Dale se pipetuje
45 (resp. 40) ul deionizované vody a 5 (resp. 10) ul vzorku (provadi se vzdy dvakrat).
Pfipravi se tzv. pracovni roztok smisenim 50 dild ¢inidla A, 1 dilu ¢inidla B. Ke
standardiim 1 vzorkim se pfidd 1 ml pracovniho roztoku a po promichéani se inkubovat
po dobu 30 minut p#i 37 °C. Po pil hodiné se vSechny zkumavky zchladi na pokojovou

teplotu. Dalsi postup je shodny s metodou micro-BCA (viz vyse).
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Tabulka €. 3 Schéma pro pipetovani kalibra¢ni fady pro stanoveni bilkoviny — BCA

Zkumavka 112|134 |5]6

Pipetovany objem deionizované vody v ul | 50 | 40 |30 {20 (10| O

Pipetovany objem standardu v pl 0 |10({20|30|40|50
Pipetovany objem ¢inidla v ml 111111
Koncentrace standardu v mg/mi 0|12(4])6]|8]10

4.5.3 BCA s presrdazenim

Tato metoda se pouziva tehdy, pokud latky obsazené v pufru, ve kterém je
vzorek rozpustén, interferuji se stanovenim bilkoviny. Proteiny obsazené ve vzorku jsou
proto pred vlastnim stanovenim vysraZzeny prostiednictvim deoxycholdtu sodného
(0,15% roztok, tj. 15 mg/10 ml vody) a 72% TCA a rozpustény v 5% roztoku SDS
v 0,1M NaOH. Vlastni stanoveni se provadi pomoci BCA.

K5 upl vzorku se pfidd 995 pl deionizované vody a 100 pl 0,15% roztoku
deoxycholatu sodného. Vzorek se inkubuje 10 minut pii laboratorni teploté. Pipetuje se
100 pl 72% trichloroctové kyseliny a eppendorfky se promichaji, dale zcentrifuguji
15 minut (12 000x g), a sediment se rozpusti v 50 pl 5% roztoku SDS. Dalsi postup je

shodny s ptedchozim stanovenim pomoci Bicinchonic Acid Protein Assay Kit (Sigma).

4.6 Postupy vedouci k zakoncentrovani a prec¢iSténi vzorku, pufry pro 2-DE
4.6.1 ReadyPrep 2-D Clean Up-Kit

Tento kit (firma Bio-Rad) slouzi k piecisténi a zakoncentrovani vzorkd uréenych
pro 2-DE. V priibéhu procesu dochazi k rozpusténi a odstranéni necistot, které
interferuji s pribéhem izoelektrické fokusace v ramci 2-DE, jako jsou napf. iontové

detergenty, lipidy, sole ¢i nukleové kyseliny. Kit obsahuje nékolik reagencii:
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precipitacni ¢inidlo 1 a 2, promyvaci roztoky 1 a 2, wash 2 additive. Béhem prace se
vzorkem postupujeme dle ndvodu vyrobce.

Ke 100 pl vzorku o koncentraci 1-500 g se pipetuje 300 ul precipitacniho ¢inidla 1.
Nasleduje inkubace 15 minut vledu. Pfida se 300 pl precipitaéniho ¢inidla 2.
Eppendorfky se zcentrifuguji 5 minut, asi 12 000x g. K sedimentu se napipetuje
40 pl promyvaciho roztoku 1 a znovu se centrifuguje za stejnych podminek. K peletdm
se piida 25 ul deionizované vody a 1 ml promyvaciho roztoku 2 a 5 ul wash 2 additive.
Eppendorfky se inkubuji pii -20 °C 30 minut. Po inkubaci se provede centrifugace
(5 minut, 12 000x g). Sediment se vysusi pfi laboratorni teploté a rozpusti ve vhodném

2-DE pufru.

4.6.2 Precipitace pomoci trichloroctové kyseliny

Ke vzorku s obsahem proteini se ptida 100% trichloroctova kyselina do finalni
koncentrace 13%. Suspenze se inkubuje nejprve 5 minut pii -20°C, a poté se necha pies
noc pii 4 °C. Nasleduje centrifugace (10 000x g, 15 minut pii 4 °C) a ziskana peleta se
dvakrat az tfikrat promyje v 1,5-5 ml ledové vychlazeného acetonu. Dikladné promyta

a na vzduchu vysusena peleta se rozpusti v ptislusném pufru pro 2-DE.

4.6.3 Slozeni pufirii pro 2-DE
= RTS pufr (pro neredukujici podminky)
6M mocovina
2M thiomocovina
4% 3-[(3-Cholamidopropyl)-dimethylamonio]-1-propansulfonat (Chaps)
40 mM Tris-base

0,5% bromfenolové modre

* RTS-D pufr (pro standardni, redukujici podminky)
SloZeni viz RTS puft, navic obsahuje De Streak Reagent (1,5%)

= UP pufr (Urea lysis buffer) (pro neredukujici podminky)
9M mocovina
4% Chaps
40 mM Tris-base
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= UP-D pufr (pro redukujici podminky)
Slozeni viz UP pufr, navic obsahuje De Streak Reagent (1,5%)
a 70 mM (1%) dithiothreitol (DTT)

4.7 Dvourozmérna elektroforéza

2-DE byla provadéna za standardnich redukujicich podminek i za podminek
neredukujicich (byly pouzity rehydratacni pufry i1 ekvilibra¢ni roztoky bez redukénich

ginidel).

4.7.1 Izoelektricka fokusace
(IEF)

4.7.1.1 Ptiprava vzorku pied separaci

Pro IEF pii pH 4-7 a pH 3-10jsme zvolily nanaSku 100 pg bilkoviny,
pro pH 6-11 nanasku 150 pg. Délka prouzkt ve vSech pripadech byla 18 cm.

V ptipadé¢ pH 4-7 a 3-10 se vzorek doplituje do celkového objemu 350 pl
ptislusnym pufrem pro 2-DE doplnénym o 1% IPG pufr pH 4-7. Pro IEF pti pH 3-10
byl vzorek a 2-DE pufr doplnén 2,8% amfolytem pro pH 3-10 (Ampholyte, Fluka)
a 1,3 % amfolytem pro pH 8-10 (Ampholyte I, Fluka). V piipad¢ IEF pii pH 6-11 se
vzorek dopliuje do celkového objemu 150 pl ptislusnym pufrem pro 2-DE. Ke smési
vzorku a pufru se ptidava 2% IPG pufr pro pH 6-11.

4.7.1.2 Rehydratace IPG-prouzkt

V ptipadé¢ pH 4-7 a pH 3-10 se provadi tzv. in-gel rehydratace. IPG-prouzky
jsou pies noc rehydratovany smési vzorku s pufrem a amfolyty. U pH 6-11 se
rehydratace provadi pouze roztokem pufru s amfolyty (pipetuje se 350 pl na jeden
prouzek). Druhy den se aplikuje vzorek do korytek. Aby se zabranilo vysychani vzorku,

rehydratujici se prouzky se zalévaji parafinovym olejem.

4.7.1.3 Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace probihala za podminek uvedenych v tabulce €. 4.
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Tabulka ¢. 4 Podminky izoelektrické fokusace

pH 3-10, pH 4-7 pH 6-11
300 V — 30 minut
600 V — 30 minut
1000 V — 30 minut

2000 V — 30 minut
2500 V — 30 minut
3000 V — 30 minut
3500 V — 3 hodiny
5000 V — 12 hodin

150 V — 1 hodina
300 V - 2 hodiny
300-600 — 2 hodiny
600- 1000 V — 2 hodiny
1000- 3500 V - 3,5 hodiny
3500 V - 15 hodin

4.7.2 Priprava polyakrylamidovych gelii
Druha dimenze 2-DE byla provedena na gradientovém polyakrylamidovém gelu,
pfipraveného z tzv. lehkého 9 % a tézkého 16 % roztoku dle rozpisu uvedeného
Vv tabulce €. 5.
Zakladni roztok (na 6 geli):
e 51 g akrylamidu a 1,36 g 1,4-bis(akryloyl)piperazin (PDA) se rozpustilo
v 170 ml vody a roztok se prefiltroval za odsavani ptes nitrocelul6zovou
membranu
e Ptidal se 5% thiosulfat sodny (0,5 g na 10 ml vody)
e a 10% persiran amonny (0,2 g na 2 ml vody)

Zakladni roztok se poté vyuzil pro ptipravu lehkého a téZkého roztoku.

Tabulka €. 5 Rozpis pro ptipravu lehkého a tézkého roztoku pro naliti 6 gelti

Akrylamid + PDA 55,1 ml

Tris-HCI pH 8,8 48,4 ml
9% lehky roztok Deionizovana voda 87,8 ml

5% thiosulfat sodny 0,945 ml
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Akrylamid + PDA 108,5 ml

Tris-HCI pH 8,8 48,4 ml
16% t&ézky roztok

Deionizovana voda 34,5 ml

5% thiosulfat sodny 0,945 mi

Roztoky se odvzdus$nily a do kazdého roztoku se ptidalo 0,731 ml persiranu
amonného (APS) a 73,13 ul N,N,N‘N‘-tetramethylethylendiaminu (TEMED). Mezi
skla pro gely se pomoci gradientni michacky napustily lehky i tézky roztok. Horni ¢ast

gelu méla koncentraci 9% a dolni ¢ast 16% polyakrylamidu.

4.7.3 Ekvilibrace IPG-prouzkii

Fokusované IPG-prouzky se smisily nejprve s 8 ml ekvilibraéniho roztoku
s pfidavkem dithiothreitolu (DTT) a poté s 8 ml ekvilibracniho roztoku s ptidavkem
iodoacetamidu a 0,5 % bromfenolové modii (pfiprava uvedena v tabulce ¢. 6).
Ekvilibrované prouzky se vlozily mezi skla na gel a zalily 0,5 % agarosou v Tris-glycin
pH 8,3.

V piipadé elektroforézy za neredukujicich podminek se ekvilibrace provadéla

stejnym zptisobem, avSak bez ptitomnosti DTT a iodoacetamidu.

Tabulka ¢. 6 Ekvilibra¢ni roztok

Zakladni ekvilibracni roztok

Mocovina 3649
Glycerol 30 ml
SDS 29
1,5 M Tris-HCI ph 8.8 + 0,4% 3,34 ml
SDS
doplnit deioniz. vodou do 100 ml, pfed pouzitim odméfit 2x 50 ml, ptidat
500mg DTT /50 ml 2 g iodoacetamidu
ekvilibra¢niho roztoku a 250 ul 0,5% bromfenolové modie / 50 ml

ekvilibraéniho roztoku

4.7.4 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
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Gely se zakotvenymi IPG-prouzky se umistily do drzaki piistroje PROTEAN II
Multi-Cell a zalily se pufry pro elektroforézu (pfiprava uvedena v tabulce ¢. 7). Vlastni

proces elektroforézy byl proveden za podminek uvedenych v tabulce €. 8.

Tabulka ¢. 7 Pufry pro elektroforézu

Chemikalie Horni pufr (objem 10 I) Dolni pufr (objem 15 1)
Glycin 288 ¢ 4329
Tris-HCI 609 90g
SDS 109 159
Azid sodny Og 39

Tabulka ¢. 8 Podminky elektroforézy

El Pocet
Faze procesu El. proud ptikon _ | Doba trvani
napéti volthodin
1. Krok 5 mA/gel 500V | 100W 1,5 hodiny
2. Krok 40 mA/gel 500V | 100W 1327 5 hodin

4.7.5 Detekce proteinii stribrenim

Slozeni jednotlivych roztokd pouzivanych v prubéhu stiibfeni geld je uvedeno
v tabulce ¢. 9. Po ukonceni elektroforézy se gely nechaly na 5 minut promyvat
V deionizované vod¢. Poté se pienesly do prvniho fixacniho roztoku 1 na dobu jedné
hodiny a nasledovala inkubace ve fixa¢nim roztoku 2 ptes noc. Nasledujiciho dne se
gely oplachovaly chladnou (4 °C) deionizovanou vodou po dobu 5 minut. Ke gelim se
pfidal Cerstvy roztok glutaraldehydu a octanu sodného na 30 minut a poté se opét
promyvaly chladnou vodou (tfikrat béhem 30 minut). Ke gelim byl nésledovné ptidan
dvakrat za sebou na dobu 30 minut Cerstvé pfipraveny roztok 0,05 % disodné soli
kyseliny 2,7-naftalensulfonové (NDS). K proplachnutym gelim (Ctyfikrat po
15 minutach v chladné deionizované vod¢) se pfidal amoniakalni roztok stfibra na dobu
30 minut. Poté se gely Ctyfikrat za sebou (po 5 minutach) opét promyvaly chladnou
deionizovanou vodou. Ke gelim se ptidal roztok vyvojky. Poté, co se objevily

proteinové skvrny, se barveni zastavilo pomoci tzv. pferuSovaci lazn€¢ s obsahem
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kyseliny octové (na dobu 15 minut). Gely se uchovaly pfes noc v roztoku 5 % Tris-HCI
a 2 % kyseliny octové a nasledujiciho dne se po promyti (10 minut v deionizované
vod¢) umistily do fixa¢niho roztoku na dobu 3 hodin. Poté se gely sloZené mezi celofan

umistily do rdmecku a nechaly vysusit do druhého dne.

Tabulka ¢. 9 Roztoky na sttibieni gelti (uvedeno na 6 gela)

roztok sloZeni objemy
metanol 480 ml
Fixac¢ni roztok 1 kyselina octova 120 ml
deionizovana voda 600 ml
metanol 60 ml
Fixa¢ni roztok 2 kyselina octova 60 ml
deionizovana voda 1080 ml
glutaraldehyd 96 ml
Roztok glutaraldehydu octan sodny 49,2 ml
deionizovana voda do 1200 ml
0,05% NDS NDS 0,2 g na 400 ml chladné vody
10 M NaCH 2,4 ml
hydroxid amonny 15.96 ml
Amoniakalni roztok Ag deionizovana voda 256 ml
roztok dusi¢nanu 48 mi
stiibrného
20 % roztok dusi¢nanu dusi¢nan stiibrny 96¢
stiibrného deionizovana voda doplnit do 48 ml
roztok kys. citronové 120 pl
Roztok vyvojky formaldehyd 1,2ml
deionizovana voda doplnit do 1200 ml
Roztok kyseliny kyselina citronova 50
citronové deionizovana voda doplnit do 10 ml
Preruovact lized kyselina octova 250 ml
deionizovana voda 5000 ml
Uchovavani gelt > % Tris-HCl 2209
2 % kyselina octova 100 ml
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deionizovana voda 5000 ml
metanol 2250 ml
kyselina octova 375 ml
Fixaéni roztok 3
glycerol 150 ml
deionizovana voda 2250 ml

4.8 Digitalizace gela

Hotové, ususené gely byly nasnimany pomoci CCD kamery na pfistroji KODAK
Image station 2000R (Eastman Kodak Company).

4.9 Vyhodnocovani gelu

Gely se poté vyhodnocovaly pomoci programu ImageMaster 2D Platinum
(GE Healthcare). Tento program automaticky detekuje proteinové skvrny, provadi
parovani proteinovych skvrn porovnavanych gelll (tzv. matchovani) a umoznuje ziskat
fadu informaci na zakladé statistického zpracovani dat.

Nejprve byly porovnavany vzorky celobunééného lyzatu se vzorky frakce
obohacené o periplazmatické proteiny. Na obou gelech byly nalezeny predikované
periplazmatické proteiny (dle programu PSORTDb) a porovnana jejich hodnota %VOL
(tzv. relativni objem — jednd se o podil objemu dané skvrny k objemu vSech
detekovanych skvrn na gelu). Ta poslouzila k posouzeni vhodnosti metody pro ziskani
frakce obohacené o periplazmatické bilkoviny.

Po detekci nasledovalo sparovani proteinovych skvrn mezi gely ze vzorki
ziskanych z divokého a mutantniho kmene. Automatické parovani vyZzadovalo
naslednou manualni kontrolu. Cilem bylo zjistit, zda dand metoda pro ziskéani frakce
obohacené o periplazmatické proteiny, umoziuje detekovat vyznamnégjsi rozdily ve
vyskytu a zastoupeni proteind u divokého a mutantniho kmene. Za lisici se skvrny byly
povazovany ty, které se vyskytovaly bud’ pouze u divokého nebo mutantniho kmene
a hodnota jejich % VOL je vétsi nebo rovna 0,026 a skvrny, jejichz hodnota % VOL
byla alesponi 2,5x vys§i u jednoho z kmenu (a zaroven alesponi u jednoho kmene méla

dana proteinova skvrna hodnotu % VOL vétsi nebo rovnou 0,026).
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5. VYSLEDKY

5.1 Metoda s pouzitim EDTA a lysozymu

Timto postupem bylo pfipraveno celkem pét riznych vzorki, bohuzel se vSak
ukazalo, Ze neni mozné zajistit reprodukovatelnost vysledkii. Ziskané proteinové mapy
pripravené z jednotlivych pokusti se totiz od sebe vyrazné liSily. Nedafilo se ani
pfipravit porovnatelné 2-D mapy z divokého a mutantniho kmene s deleci v genu pro
hypoteticky lipoprotein s homologii k DSbA — LVS 155A1103 (dale jen mutantni kmen)
1 ptes to, ze byly tyto vzdy pfipravovéany paralelné (obrazek €. 4 a 5). V bazické oblasti
pak u vSech geld (obrazek ¢. 5) byla patrna vyrazna proteinova skvrna, ktera by svym
pH a molekulovou hmotou mohla odpovidat kontaminaci vzorku lysozymem (pH 11,0;
Mw 14,7 kDa). Je mozné, ze jeho pfitomnost vyznamné pfispiva k vyse zminénym
problémtm. Nadale se proto od tohoto postupu upustilo.

V nasledujici fazi jsme pristoupili k vyzkousSeni ¢ty dalSich postupil,
pouzivanych k nabohaceni vzorki o periplazmatické proteiny (Nossal, Heppel, 1966;
Copeland et al., 1982; Ames et al., 1984; Judd, Porcella, 1993; Jensch, Fricke, 1997;
Ren, Théony-Meyer, 2001; Agudo et al. 2004, Hiniker a Bardwell, 2004; Onder et al.,
2008; Imperi et al., 2009) a zamétili se na porovnatelnost ziskanych 2-D proteinovych
map mezi divokym a mutantnim kmenem. Zaroven jsme 1 sledovali miru obohaceni
0 sledované proteiny prostiednictvim vytipovanych periplazmatickych markert

(viz kapitola 5.6).
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(A) (B)

Obrazek ¢. 4 Ukazka geli frakce obohacené o periplazmatické proteiny - metoda
s pouzitim EDTA a lysozymu, F. tularensis LVS, divoky kmen (A), mutantni kmen (B),
pH 3-10, nanaska 100 pg, detekce stiibienim

48



(A) (B)

6 pH 11

Obrazek ¢. 5 Ukazka geli frakce obohacené o periplazmatické proteiny - metoda
s pouzitim EDTA a lysozymu, F. tularensis LVS, divoky kmen (A), mutantni kmen (B),
pH 6-11, nanaska 150 pg, detekce stiibfenim. Na obrazku je patrna skvrna, kterda by
mohla odpovidat lysozymu.

5.2 Metoda s pouZitim MgCl, a lysozymu

Timto postupem byl pfipraven jeden vzorek z divokého kmene a 1 pfes
standardni nanasku (100 pg) pouzivanou ve vSech ostatnich postupech je na gelu patrno
jen velmi malo proteinovych skvrn (obrazek ¢. 6A). Pro ptipad, ze pii klasickém BCA
stanoveni koncentrace bilkoviny doSlo k interferenci nékteré ze slozek pfitomnych
Vv proteinovém vzorku, bylo zaroven provedeno i stanoveni bilkoviny s tzv. piesraZenim
(viz kapitola Metody 4.5.3), které by mélo piipadné ruSivé slozky odstranit.
Koncentrace bilkoviny ve vzorku stanovena obéma postupy vsSak byla srovnatelna.
| pfes pétindsobné navysSeni nandSky bylo na gelu detekovdno jen velmi malo
proteinovych skvrn (obrazek €. 6B). V bazické oblasti gelu je vSak vzdy patrna velmi
vyrazna skvrna, kterd by opét svym pl i Mw mohla odpovidat pfitomnosti lysozymu ve
vzorku (obrazek ¢. 6, 7). Ten se v tomto postupu pouziva ve vysoké koncentraci -

0,5mg/ml, coz je dokonce 5x vys8i mnozstvi nez v predchozim postupu. Jeho
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pfitomnost v takto vysokém mnozstvi pravdépodobné vedla k vySe zminénym

problémim.

(A) (B)

Obrazek ¢. 6 Ukazka gelu frakce obohacené o periplazmatické proteiny - metoda
s pouzitim MgCl, a lysozymu, F. tularensis LVS, divoky kmen, pH 4-7, detekce
stiibfenim. Standardni nanaska 100 pg (A), nanaska 500 pg (B). Na obrazku je patrna
skvrna, kterd by mohla odpovidat lysozymu.
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skvrna, ktera by
mohla odpovidat

lysozymu
S

Obrazek ¢. 7 Ukazka gelu frakce obohacené o periplazmatické proteiny - metoda
s pouzitim MgCl, a lysozymu, F. tularensis LVS, divoky kmen, pH 6-11, nanaska
150 pg, detekce stiibfenim. Na obrazku je patrnd skvrna, ktera by mohla odpovidat

lysozymu.

5.3 Metoda s pouzitim chloroformu

Timto postupem jsme pfipravili vZdy po jednom vzorku z divokého a mutantniho
kmene, ze kterych se podafilo ziskat vzdjemné porovnatelné 2-D proteinové mapy
v pH 4-7 1 6-11 za redukujicich i neredukujicich podminek.

Na 2-D mapach rozdélenych v pH 4-7 za standardnich (redukujicich) podminek
(obrazek ¢. 8) bylo objeveno 28 vzdjemné se liicich proteinovych skvrn mezi divokym
a mutantnim kmenem. Ctyfi skvrny se vyskytovaly pouze u divokého kmene, 2 skvrny
pak pouze u mutantniho kmene, 11 jich bylo zvySeno u divokého kmene (tj. mélo
minimalné 2,5x vyssi hodnotu %VOL) a stejny pocet i u kmene mutantniho. V bazické
oblasti (pH 6-11; obrazek ¢. 9) bylo objeveno celkem 40 vzajemné se liSicich
proteinovych skvrn: jedna byla patrna pouze u divokého kmene, Sest dalSich pak pouze
u mutantniho kmene, 22 skvrn bylo zvySeno u divokého a 11 u mutantniho kmene.
Jednotlivé pocty rozdilnych proteinovych skvrn za danych podminek jsou shrnuty
Vv tabulce €. 10.

Na 2-D mapach piipravenych v oblasti pH 4-7 za neredukujicich podminek (obrazek

¢. 10) byl celkovy pocet odlisSnych skvrn 57 (vice neZ dvojnasobny pocet v porovnani
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s redukujicimi podminkami). Pouze u divokého kmene bylo objeveno 14 proteinovych
skvrn, 14 jinych skvrn se vyskytovalo pouze u mutantniho kmene, 16 jich bylo zvyseno
u divokého a 13 u mutantniho kmene. V bazickém pH bylo za neredukujicich podminek
nalezeno celkem 56 rozdilnych proteinovych skvrn (obrazek ¢. 11), coz je témeét
1,5 krat vice nez v piipadé podminek redukujicich. Ctyti z t&chto skvrn se vyskytovaly
jen u divokého kmene, pouze u mutantniho kmene bylo nalezeno 23 skvrn, 13 z nich

bylo zvyseno u divokého kmene a 16 u kmene mutantniho.

Tabulka €. 10 Pocet rozdilnych skvrn u postupu s pouzitim chloroformu

pocet rozdilnych skvrn
g pouze u pouze . zvySeny | zvySeny u mutantniho
podminky U mutantniho celkem
wt Kkmene uwt kmene
pH 4-7, refiukujlcl 4 2 11 1 28
podminky
pH 6-11, redukujici
ity 1 6 22 11 40
pH 4-7, ner’eduku]lcl 14 14 16 13 57
podminky
pH 6-11, ne’redukujlcl 4 23 13 16 56
podminky

(wt-divoky kmen)
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(A)

(B)

4 pH 7

Obrazek €. 8 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda s pouzitim chloroformu, F. tularensis LVS, divoky kmen (A), mutantni kmen
(B), pH 4-7, redukujici podminky, nanaska 100 pg, detekce stiibfenim. Na proteinové
map¢ jsou vyznaceny predikované periplazmatické markery (viz dale) a proteinové
skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1-4...proteinové skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A,B...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-121...skvrny s minimaln¢ 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XI...skvrny s minimalné 2,5x vys$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

6 pH 11

Obrazek ¢. 9 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda s pouzitim chloroformu, F. tularensis LVS, divoky kmen (A), mutantni kmen
(B), pH 6-11, redukujici podminky, nanaska 150 pg, detekce stiibfenim. Na proteinové
map¢ jsou vyznaceny predikované periplazmatické markery (viz ddle) a proteinové
skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1...proteinova skvrna vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-F...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-132...skvrny s minimalné 2,5x vyss§i hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XI...skvrny s minimalné 2,5x vys$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 10 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda s pouzitim chloroformu, F. tularensis LVS, divoky kmen (A), mutantni kmen
(B), pH 4-7, neredukujici podminky, nanaska 100 pg, detekce stiibfenim. Na proteinové
mapé jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.
Legenda:

1-14...proteinové skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-P...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-126...skvrny s minimaln¢ 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XTII...skvrny s minimalné 2,5x vy$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 11 2-D proteinovd mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda s pouzitim chloroformu, F. tularensis LVS, divoky kmen (A), mutantni kmen
(B), pH6-11, neredukujici podminky, nanaska 150 pg, detekce stiibfenim.
Na proteinové map¢€ jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné v porovnani s druhym
kmenem.

Legenda:

1-4...proteinové skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-AA... skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-123...skvrny s minimaln¢ 2,5x vyss§i hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XVI...skvrny s minimaln¢ 2,5x vys§i hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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5.4 Metoda s pouzitim polymyxin B sulfatu

Metoda byla provedena ve dvou modifikacich: v prvém piipadé byly od
supernatantli s pfitomnymi  periplazmatickymi  proteiny  odstranény  bakterie
a sféroplasty pouze prostiednictvim dvojnasobné centrifugace (postup bez filtrl1),
v druhém piipadé pak byl vzorek inavic zfiltrovan pomoci PVDF filtri (Millipore)
s velikosti port 22 um (postup s filtry). Obéma postupy byly pfipraveny vzorky
z divokého i mutantniho kmene. Ze vzorkt pfipravenych postupem bez pouziti filtri se
vsak nepodafilo pfipravit porovnatelné 2-D proteinové mapy v pH 4-7 ani v pH 6-11
a to jak za redukujicich tak i ani za neredukujicich podminek.

Naopak ze vzorkil pfipravenych postupem s filtraci se podafilo pfipravit
porovnatelné proteinové 2-D obrazce v pH 4-7 za redukujicich i neredukujicich
podminek. V bazické oblasti za redukujicich i neredukujicich podminek se bohuzel
porovnatelné 2-D proteinové mapy pfipravit nepodafilo.

Porovnanim 2-D proteinovych obrazcl piipravenych za redukujicich podminek
v pH 4-7 jsme nalezli 25 rozdilnych skvrn mezi divokym a mutantnim kmenem.
Sedm proteinovych skvrn se vyskytovalo pouze u divokého kmene, 2 skvrny pouze
u mutantniho kmene, 14 jich bylo zvySeno (tj. mélo minimalné 2,5x vyssi hodnotu
% VOL) u divokého kmene, 2 byly zvySeny u kmene mutantniho. Rozdilné proteinové
skvrny jsou vyznaceny na obrazku €. 12.

Za neredukujicich podminek v pH 4-7 (obrazek ¢&. 13) bylo nalezeno
50 rozdilnych skvrn (dvojnasobek ve srovnani s redukujicimi podminkami). Opét
7 skvin se vyskytovalo pouze u divokého kmene, 11 jich bylo nalezeno pouze
u mutantniho kmene, 21 jich bylo zvySeno u divokého kmene a 11 u kmene mutantniho.

Veskeré nalezené zmény v proteinovych skvrnach uvadi tabulka ¢. 11.

Tabulka €. 11 Pocet rozdilnych skvrn u postupt s pouZitim polymyxin B sulfatu a filtri

pocet rozdilnych skvrn
. pouze pouze .. | zvySeny Zvyseny
podminky awt 1Y mutantniho 0wt u mutantniho || celkem
kmene kmene
pH 4-7, redukujici podminky 7 2 14 2 25
pH 4-7, ner’edukujlcl 7 11 21 11 50
podminky

(wt-divoky kmen)
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 12 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda s pouzitim polymyxin B sulfatu (postup s filtry), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 4-7, redukujici podminky, nanaska 100 pg, detekce
stiibfenim. Na proteinové mapé¢ jsou vyznaceny predikované periplazmatické markery
(viz déle) a proteinové skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1-7...proteinové skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A,B...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-124...skvrny s minimaln¢ 2,5x vys$§i hodnotou % VOL u divokého kmene,

LIL..skvrny s minimalné 2,5x vy$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 13 2-D proteinovd mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda s pouzitim polymyxin B sulfatu (postup s filtry), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 4-7, neredukujici podminky, nanaska 100 ug, detekce
stiibfenim. Na obrazku jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné v porovnani
S druhym kmenem.

Legenda:

1-7...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-L...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-131...skvrny s minimaln¢ 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XI...skvrny s minimalné 2,5x vys$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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5.5 Metoda studeného osmotického Soku

Tato metoda byla provedena opét ve dvou modifikacich a to jednak bez pouziti
a jednak s pouzitim filtrd, stejné jak bylo popsano v piipadé metody s polymyxinem
(viz kapitola 5.4). Obéma postupy jsme pripravili vzorky z divokého a mutantniho
kmene, ze kterych se podafilo ziskat porovnatelné 2-D proteinové mapy v pH 4-7 i 6-11
jak za redukujicich tak 1 za neredukujicich podminek. OdliSnosti v poctech
proteinovych skvrn jsou piehledné uvedeny v tabulce €. 12.

Porovnanim pftislusnych 2-D map v pH 4-7 za redukujicich podminek (postup
bez filtrit) bylo nalezeno celkem 83 rozdilnych proteinovych skvrn. Tii skvrny se
vyskytovaly pouze u divokého kmene, zatimco 26 jinych proteinovych skvrn bylo
patrnych pouze u mutantniho kmene. Minimalné 2,5x vyss§i hodnotu % VOL mélo 19
skvrn u divokého kmene a 35 u kmene mutantniho (viz obrazek ¢. 14). Porovnanim gelt
rozdélenych v pH 6-11 (redukujici podminky, postup bez filtri — viz obrazek €. 15) bylo
objeveno 22 rozdilnych skvrn: 2 byly pouze u divokého kmene, 16 jich bylo zvySeno
u divokého kmene, 4 u kmene mutantniho.

Obrazek ¢. 16 zobrazuje 2-D proteinovou mapu divokého a mutantniho kmene
za neredukujicich podminek pii pH 4-7 (postup bez filtri). Zde bylo nalezeno celkem
24 odlisnych skvrn, coz je asi 3,5 krat méné ve srovnani s redukujicimi podminkami).
Jedna proteinova skvrna se vyskytovala pouze u divokého kmene, 5 pouze u mutantniho
kmene, 3 dalsi mély hodnotu % VOL minimalné 2,5x vys$§i u divokého kmene a
15 u mutantniho kmene. Na 2-D gelech v pH 6-11 pfipravenych za neredukujicich
podminek (postup bez filtrli) bylo zjiSténo 20 rozdilnych skvrn (obrazek €. 17), coz je
pfiblizné stejné mnozstvi jako za podminek redukujicich. Pouze u divokého kmene se
vyskytovala 1 skvrna. Nebyla nalezena zadna skvrna, ktera by se vyskytovala
u mutantniho kmene, 6 jich bylo zvySeno u divokého kmene a 13 u kmene mutantniho.

Porovnanim pftislusnych 2-D map v pH 4-7 za redukujicich podminek (postup
s filtry) bylo nalezeno celkem 36 rozdilnych skvrn (obrézek ¢. 18). P&t proteinovych
skvrn se vyskytovalo pouze u divokého kmene, 7 pouze u mutantniho kmene, 22 skvrn
meélo alespon 2,5x vyssi hodnotu % VOL u divokého kmene a dvé skvrny u mutantniho.
V bazické oblasti (pH 6-11, obrazek ¢. 19) bylo nalezeno 65 rozdilnych skvrn. Devét
zZ nich se vyskytovalo pouze u divokého kmene, 5 pouze u mutantniho, 24 proteinovych
skvrn mélo minimalné 2,5x vyssi hodnotu % VOL u divokého kmene a 27 u kmene

mutantniho.
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Za neredukujicich podminek u pokusu s filtry pti pH 4-7 (viz obrazek ¢. 20) bylo

detekovano 69 rozdilnych skvrn (téméf dvojnasobek v porovnani s redukujicimi

podminkami). Ctrnact z nich se vyskytovalo pouze u divokého kmene, 13 pouze

U mutantniho, 30 proteinovych skvrn mélo minimalné 2,5x vys§i hodnotu % VOL

u divokého kmene, 12 u kmene mutantniho.

V bazickém rozmezi (pH 6-11, neredukujici podminky, postup s filtry) bylo

nalezeno celkem 34 odlisSnych skvrn (téméf o polovinu méné ve srovnani s redukujicimi

podminkami). Sedm proteinovych skvrn se vyskytovalo pouze u divokého kmene,

11 skvrn bylo nalezeno pouze u mutantniho kmene, 21 z nich mélo hodnotu % VOL

minimalné 2,5x vyssi u divokého kmene a 11 u mutantniho kmene (viz obrazek ¢. 21).

Tabulka €. 12 Pocet rozdilnych skvrn u metody studené¢ho osmotického Soku

pocet rozdilnych skvrn

podminky

pouze pouze . zvySeny zvyseny
metoda u mutantniho u mutantniho | celkem
uwt uwt
kmene kmene
postu bez filtrd, pr 47, 3 26 19 35 83
redukujici podminky
postup bez filtra, pH 6-11,
redukujici podminky 2 0 16 4 =
postup bez filtra, pH 4-7,
neredukujici podminky 1 > 3 15 &
postup bez.f"llrtru, pH’6-11, 1 0 6 13 20
neredukujici podminky
postup s filtry,
pH 4-7, redukujici podminky 5 ! 22 2 e
postup s filtry,
pH 6-11, redukujici podminky ° > 24 27 &
postup s filtry,
pH 4-7, neredukujici 14 13 30 12 69
podminky
postup s filtry,
pH 6-11, neredukujici 5 1 8 20 34

(wt-divoky kmen)
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 14 2-D proteinovd mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup bez filtrt), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 4-7, redukujici podminky, nanaska 100 ug, detekce
stiibfenim. Na proteinové mapé jsou vyznaceny predikované periplazmatické markery
(viz dale) a proteinové skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1-3...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-AD...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-129...skvrny s minimaln¢ 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XXXV...skvrny s minimalné 2,5x vy$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 15 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup bez filtri), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 6-11, redukujici podminky, nanaSka 150 pg, detekce
stiibfenim. Na proteinové mapé jsou vyznaceny predikované periplazmatické markery
(viz dale) a dale proteinové skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1,2...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

111-126...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-IV...skvrny s minimalné 2,5x vy$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

4 pH 7

Obrazek ¢. 16 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny —
metoda studeného osmotického Soku (postup bez filtri), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 4-7, neredukujici podminky, nanaska 100 pg, detekce
stiibfenim. Na proteinové map¢ jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné v porovnani
S druhym kmenem.

Legenda:

1...skvrna vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-E...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-113...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XV...skvrny s minimalné 2,5x vy$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

6 pH 11

Obrazek ¢. 17 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup bez filtrii), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 6-11, neredukujici podminky, nanéaska 150 pg,
detekce stiibienim. Na proteinové mapé jsou vyznaleny proteinové skvrny rozdilné
V porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1...skvrna vyskytujici se pouze u divokého kmene,

111-116...skvrny s minimaln¢ 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XIII...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

4 pH 7

Obrazek ¢. 18 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup s filtry), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 4-7, redukujici podminky, nanaska 100 ug, detekce
stiibfenim. Na proteinové mapé¢ jsou vyznaceny predikované periplazmatické markery
(viz dale) a dale proteinové skvrny rozdilné v porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1-5...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-G...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-132...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-1I...skvrny s minimalné 2,5x vys$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

6 pH 11

Obrazek ¢. 19 2-D proteinovd mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup s filtry), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 6-11, redukujici podminky, nanaska 150 pg, detekce
stiibfenim. Na proteinové map¢ jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné v porovnani
S druhym kmenem.

Legenda:

1-9...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-E...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-134...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XXVIL...skvrny s minimalné 2,5x vys$si hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

4 pH 7

Obrazek ¢. 20 2-D proteinova mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup s filtry), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 4-7, neredukujici podminky, nanaska 100 ug, detekce
stiibfenim. Na proteinové map¢ jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné v porovnani
s druhym kmenem.

Legenda:

1-14...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A-N...skvrny vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-140...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-X1I...skvrny s minimalné 2,5x vyss§i hodnotou % VOL u mutantniho kmene
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 21 2-D proteinovd mapa frakce obohacené o periplazmatické proteiny -
metoda studeného osmotického Soku (postup s filtry), F. tularensis LVS, divoky
kmen (A), mutantni kmen (B), pH 6-11, neredukujici podminky, nanaska 150 pg,
detekce stiibienim. Na proteinové mapé jsou vyznaceny proteinové skvrny rozdilné
V porovnani s druhym kmenem.

Legenda:

1-5...skvrny vyskytujici se pouze u divokého kmene,

A...skvrna vyskytujici se pouze u mutantniho kmene,

111-118...skvrny s minimalné 2,5x vyssi hodnotou % VOL u divokého kmene,

I-XX...skviny s minimalné  2,5x  vy$8i hodnotou % VOL umutantniho kmene
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5.6 Vyhodnoceni testovanych metod pomoci periplazmatickych markeru

S vyuzitim voln¢ piistupného programu PSORTDb (www.psort.org/psortb/) pro
predikci subcelularni lokalizace bakteridlnich proteinti byly vybrany proteiny bakterie
Francisella tularensis s predikovanou periplazmatickou lokalizaci. Pomoci referen¢nich
map (dostupnych na Ustavu molekularni patologie, & na internetové adrese:
http:\\web.mpiib-berlin.mpg.de) se podafilo na vSech gelech vyhodnocovanych v této
praci nalézt proteinové spoty prisluSejici celkem Sesti proteinim s predikovanou
periplazmatickou lokalizaci, které jsme oznadili jako tzv. periplazmatické markery (viz
tabulka ¢. 13). U geld v pH 4-7 se jedna o chaperonovy protein DnaK (z rodiny heat
shock proteinit 70), LolA (A podjednotka proteinu patficiho do systému uvoliiujiciho
lipoprotein) a glutathion peroxidasu; u gelti v pH 6-11 pak o B-laktamazu, y-glutamyl

transpeptidazu a cyklohexadienyl dehydratazu.

Tabulka ¢. 13 Proteiny bakterie Francisella tularensis subsp. holarctica LVS,
NC_007880 s predikovanou periplazmatickou lokalizaci (dle PSORTb) s vyzna¢enymi

nami vyhodnocovanymi markery

Néazev proteinu Cislo lokusu

Cyklohexadienyl dehydratasa - prekurzor, FTL 0187
pseudogen -

Prekursor TolB proteinu FTL_0334
Prekursor superoxid dismutasy (Cu-Zn) FTL_0380
Solubilni lyticka murein transglykosylasa FTL_0466
Gamma-glutamyltranspeptidasa FTL_0766
Beta-laktamasa FTL 0879
Beta-laktamasa tfidy A FTL_0957
Alpha,alpha-trehalasa. FTL_1150
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Trehalasa - pseudogen FTL_1151
Chaperonovy protein DnaK FTL 1191
Glutathion peroxidasa FTL_1383
L-aspartat oxidasa FTL_ 1388
Putrescin-vazebny - periplasmaticky protein FTL_1582
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa (PPlase) FTL_1596
Hypoteticky protein FTL 1654 FTL_1654
A prodjednotE(a.lrn:oteiflu patf*ic_l’ho do ETL 1706
systému uvoliiujiciho lipoprotein LolA -

Pro porovnani miry obohaceni vzorku o periplazmatické proteiny byly vzdy
U proteinové skvrny pro dany marker ode¢teny hodnoty % VOL a porovnany s % VOL
prislusné skvrny z 2-D map celobunééného lyzatu (obrazek ¢. 22). Porovnani bylo
provedeno z 2-D proteinovych map (pH 4-7 i 6-11) ptipravenych ze vzorkd divokého

kmene za redukujicich podminek.
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(A)

(B)

Obrazek ¢. 22 2-D proteinova mapa celobunééného lyzatu, F. tularensis LVS, divoky
kmen, pH 4-7 (A) resp. pH 6-11 (B), redukujici podminky, nanaska 100 ug resp.
150 pg, detekce stiibfenim. Na proteinové mapé jsou vyznaceny periplazmatické

markery (viz dale).
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Pfi pouziti chloroformu pro obohaceni frakce o periplazmatické proteiny byla
hodnota % VOL - u DnaK jen nepatrné¢ zvySena v porovnani s piislusnou skvrnou
Z celobunécného lyzatu, u LolA pak byla téméf tfikrat, u glutathion peroxidazy
piiblizn¢ dvakrat a u y-glutamyl transpeptidazy az Ctyfikrat zvySena. Naopak
u B-laktamazy byla hodnota % VOL snizena pfiblizné na polovinu hodnoty pfislusné
skvrny z celobunééného lyzatu a u cyklohexadienyl dehydratazy je hodnota % VOL

u obou porovnavanych vzorku piiblizné stejna (viz tabulka ¢. 14).

Tabulka ¢. 14 Hodnoty % VOL u jednotlivych predikovanych periplazmatickych

markert pfi postupu s pouzitim chloroformu

Protein s predikovanou % VOL proteinové % VOL proteinové skvry- frakce podil % VOL proteinové
skvrny (periplazma
periplazmatickou lokalizaci (dle | skvrny- celobunéény | obohacena o periplazmatické proteiny | ku celobunéénému lyzatu)
chloroform chloroform /CL
PSORTb) lyzat

DnaKl 1,9000 2,1808 1,1478
pH 4-7 LolA 0,0467 0,1370 2,9336
glutathion peroxidaza 0,0791 0,1587 2,0063
cyklohexadienyl dehydrataza 0,1928 0,2402 1,2459
pH 6-11 p-laktaméza 0,0160 0,0065 0,4063
y-glutamyl transpeptiddza 0,0223 0,0902 4,0448

(CL-celobunéény lyzat)

Pii postupu s polymyxinem bez pouziti filtri (viz tabulka €. 15) je hodnota % VOL
u DnaK asi 1,3 nasobnd v porovnani s pfisluSnou skvrnou z celobunécného lyzatu,
u LolA jsou hodnoty % VOL téméf shodné a u glutathion peroxidazy je hodnota
% VOL téméef 1,5 ndsobnd. Hodnota % VOL u cyklohexadienyl dehydratazy
| B-laktamazy je niz§i nez u piislusné skvrny zcelobunééného lyzatu. Pouze
y-glutamyl transpeptidaza ma hodnotu % VOL 1,8 nasobnou.

V ptipad¢ pouziti filtrti v pribéhu ptipravy vzorku je patrné vyraznéjs$i nabohaceni -
hodnota % VOL je u LolA a glutathion peroxidazy Vvice nez dvojnasobné vyssi nez
u téze metody bez filtri. Hodnota % VOL u DnaK je asi 1,3 nasobnd v porovnani
S pfisluSnou skvrnou z celobunééného lyzatu. U cyklohexadienyl dehydratazy,
B-laktamazy i y-glutamyl transpeptidazy nebylo mozné zjistit ptislusné hodnoty % VOL

pro jednotlivé skvrny, protoZe se nam nepodafilo pfipravit porovnatelné gely.
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Tabulka ¢. 15 Hodnoty % VOL u jednotlivych predikovanych periplazmatickych

markerQ pfi postupu s pouzitim polymyxinu

Protein s predikovanou % VOL proteinové | % VOL proteinové skvry- frakee obohacena podil % VOL proteinové skvny
periplazmatickou lokalizact (dle | skvrny- celobunééay 0 periplazmatické proteiny (periplazma ku celobunéénému lyzatu)
: , . polymyxin
PSORTH) Iyt polymyzin polymyxin s filtry polymyxin/CL o filry/CL
Dnak 1,9000 24812 2,5092 1,3091 1,3206
pH4-7 LolA 0.0467 0,0473 0,1367 1,0128 20272
ghutathion peroxidiza 0.0791 0,139 0,2973 1,4399 3,7585
cyklohexadienyl dehydratéza 0,1928 0,1875 0,0725
pH6-11 f-laktamaza 0.0160 0,0114 e 0,7125
y-glutamyl transpeptiddza 00223 0.0400 1,7937

(CL-celobunécny lyzat)

U metody studené¢ho osmotického Soku s postupem bez filtrit byla hodnota % VOL
U DnaK snizend ve srovnani se vzorkem celobunééného lyzatu. Naopak hodnota
% VOL LolA, glutathion peroxiddzy i cyklohexadienyl dehydratdzy byla ve srovnani
s lyzatem zvysena a to vice nez dvojnasobné. U B-laktamazy je hodnota % VOL témér
7,5 nasobna a u y-glutamyl transpeptidazy skoro devitinasobna (viz tabulka ¢. 16).

V ptipad€ pouziti filtrii v priibéhu piipravy vzorku je hodnota % VOL DnaK
pfiblizné€ 1,5 ndsobna v porovnani s ptislusnou skvrnou z celobunécného lyzatu, u LolA
je to témét 1,7 nasobek, u glutathion peroxidazy asi 2,5 nasobek, u cyklohexadienyl
dehydratazy je to pfiblizné 2,7-nasobek, u y-glutamyl transpeptidazy 1,5 nasobek
a u B-laktaméazy je to hodnota asi 2,5-ndsobnd v porovnani s piisluSnou skvrnou

u celobunééného lyzatu. Vse prehledné shrnuje tabulka ¢. 16.

Tabulka ¢. 16 Hodnoty % VOL u jednotlivych predikovanych periplazmatickych

markert pfi metodé€ studeného osmotického Soku

Protein s predikovanou % VOL proteinové | % VOL proteinové skvrny- frakee obohacena podil % VOL proteinové skvrny
periplazmatickou lokalizaci (dle | skvrny- celobunéény o periplazmatické proteiny (periplazma ku celobunéﬁnénlm l’y;uzétu)
. . . osmoticky sok

PSORTD) Iyzit osmoticky sok osmoticky Sok s filtry |osmoticky Sok/CL s filtrs/CL
DnaK 1,9000 1,5872 2,9230 0.8354 1,5384
pH 4-7 LolA 0,0467 0,087 0,0791 21135 1,6938
glutathion peroxiddza 0.0791 0,1640 0,1967 2,0733 2.4867
cyklohexadienyl dehydrataza 0,1928 04414 0.5267 2.2894 2.7318
pH 6-11 B-laktamaza 0,0160 0,1182 0,0415 7,3875 2,5938
y-glutamy! transpeptiddza 0.0223 0,1958 0,0338 8,7803 1.5157

(CL-celobunéény lyzat)
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6. DISKUZE

Virulenci patogennich gramnegativnich bakterii mohou vyznamné ovliviiovat
enzymy ¢i enzymatické systémy lokalizované v periplazmatickém prostoru. Jedna se
naptiklad o tzv. Dsb (Disulfide bond formation) systém, ktery prokazatelné¢ ovliviuje
biogenezi ftady bakteridlnich toxini i virulenCnich faktori pravé u celé tady
gramnegativnich bakterii, kde se muze vyskytovat v riznych modifikacich.
(Heras et al., 2009).

U bakterie Francisella tularensis subtypu tularensis byl nedavno objeven novy
faktor virulence — hypoteticky lipoprotein koédovany genem na lokusu FTT1103
(Qin et al., 2009). Tento lipoprotein sdili urc¢itou podobnost s DsbA proteiny, které jsou
soucasti vySe zminovaného Dsb systému (Qin et al., 2009). DsbA proteiny patii do
rodiny thioredoxini a vykazuji thiol-disulfid oxidoreduktazovou aktivitu (Heras et al.,
2009), ktera byla experimentalné prokazana i u vySe zminéného hypotetického
lipoproteinu F. tularensis (Straskova et al., 2009).

DsbA proteiny katalyzuji tvorbu disulfidickych mustkii v nové vytvotfenych
proteinech po jejich presunu do periplazmatického prostoru. Pfitomnost disulfidickych
mustkll je nezbytnad pro spravnou konformaci a stabilitu téchto proteint a tim i pro
jejich funkénost a spravnou lokalizaci. Mezi substratové proteiny pro DsbA patii i cela
fada znamych faktort virulence jako jsou napfi. toxiny, povrchové struktury (adheziny
apili) cisekreéni systémy. Vyfazenim genu pro DsbA proto obecné dochazi
Kk vyraznému oslabeni virulence patogennich bakterii (Heras et al., 2009).

Studiem potencialnich substrati DsbA proteinu F. tularensis se zabyvali
Straskova et al. (2009). Autofi pomoci kombinace klasického a shotgun proteomického
ptistupu identifikovali ve vzorcich z membranové frakce bakterie Francisella tularensis
subtypu holarctica devét potencidlnich substrati DsbA proteinu. Ptihlédneme-li
k siroké substratové specifit¢ DsbA proteinu, jedna se o pomérné malé mnozstvi
proteinit a vzhledem k periplazmatickému plisobeni DsbA lze predpokladat, ze vétsi
mnozstvi potencialnich substrati bude moZno nalézt obdobnou analyzou frakci
obohacenych o periplazmatické proteiny. Pfiprava této frakce vsak u F. tularensis dosud

nebyla popsana.
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Ptedkladana studie se zabyva pravé zavadénim vhodné metody pro ptipravu
frakce obohacené o periplazmatické proteiny bakterie Francisella tularensis. Za timto
ucelem jsme vyzkousSeli nékolik postupii popsanych v dostupné literatufe. Zakladni
podstatou této frakcionace je rozruseni vnéjsi bakterialni membrany a stabilizace vnitini
cytoplazmatické membrény a s ndslednym uvolnénim periplazmatickych proteinti do
supernatantu. Zbézné¢ pouzivanych postupti se jednd se o metodu studeného
osmotického Soku (Nossal, Heppel, 1966; Copeland et al., 1982; Jensch, Fricke, 1997;
Hiniker a Bardwell, 2004; Imperi et al., 2009), postup s pouzitim chloroformu (Ames
etal.,, 1984; Judd, Porcella, 1993; Jensch, Fricke, 1997; Agudo et al., 2004) c¢i
polymyxinu B sulfatu (Jensch, Fricke, 1997; Ren, Thony-Meyer, 2001; Onder et al.,
2008) a postupy vedouci k tvorbé sféroplasti pasobenim lysozymu v kombinaci
s EDTA (Wood, 1978; Copeland et al., 1982; Jensch, Fricke, 1997; Robles-Price et al.,
2004; Jarchow et al., 2008; Imperi et al., 2009) ¢i lysozymu v kombinaci s chloridem
hote¢natym (Jensch, Fricke, 1997; Imperi et al., 2009).

Metoda studen¢ho osmotického Soku byla poprvé popsdna Nossalem
a Heppelem (1966). K permeabilizaci vnéjsi bakterialni membrany pouzili EDTA, pro
stabilizaci vnitini membrany sacharézu. Pisobenim ledové vychlazeného chloridu
hotec¢natého by pak mélo dojit k osmotickému Soku a uvolnéni periplazmatickych
proteini do supernatantu (Nossal, Heppel, 1966). Modifikovanou metodu studeného
osmotického Soku také s uspéchem pouZzili Hiniker a Bardwell (2004) pro analyzu
in vivo substratové specifity periplazmatickych disulfid oxidoreduktaz.

Ames et al. (1984) jako prvni popsali metodu pro jednoduché, rychlé
a kvantitativni uvolnéni periplazmatickych proteinii  prostfednictvim puisobeni
chloroformu, kterd by méla podle autorti poskytovat vysledky srovnatelné s vyse
popsanou metodou osmotického Soku. Pro¢ dochazi ptisobenim chloroformu k uvolnéni
pouze periplazmatickych proteind, vSak neni jasné (Ames et al., 1984). Tuto metodu
uspésné vyuzili i Judd a Porcella (1993) pro ziskani frakce obohacené o periplazmatické
proteiny bakterie Neisseria gonorhoeae a Aguda et al. (2004) pro proteomovou analyzu
periplazmatickych proteinii u DsbA dele¢niho mutantniho kmene bakterie Salmonella
typhi.

Osetfeni bakterii polymyxinem bylo poprvé popsano Kimurou et al. (1992).
Polymyxin miize zvysit permeabilitu vnéj$i membrany interakci s lipopolysacharidem,
nasledné dojde k jeho pfesunu z vnéjsi membrany (Jensch, Fricke, 1997). Tento postup
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byl vyuzit i pro studium zrani cytochromu c u bakterie Escherichia coli (Ren a Thény-
Meyer 2001) nebo pii analyzach bakterie Rhodobacter capsulatus (Onder et al. 2008).

Metodu zaloZenou na tvorbé sféroplastii ptisobenim EDTA a lysozymu pouzil
Wood (1978) pro potvrzeni periplazmatické lokalizace terminalni reduktazy u bakterie
Pseudomonas aeruginosa. Zatimco EDTA naruSuje vnéj$i membranu, sachar6za
stabilizuje vnitini cytoplazmatickou membranu. Lysozym rozklada peptidoglykan, ktery
je soucasti bunécnych stén bakterii, coz by mélo vyznamné napomoci uvolnéni celého
obsahu periplazmatického kompartmentu. Tento postup pouzili i Robles-Price et al.
(2004) pti studiu biosyntézy alginatu, exolipopolysacharidu bakterie Pseudomonas
aeruginosa a Jarchow et al. (2008) Kk identifikaci potencidlnich substrati
periplazmatického chaperonu Skp u bakterie E. coli. V soucasné dobé je komer¢né
dostupny kit (PeriPreps Periplasting Kit, EPICENTRE Biotechnologies) pro uvolnéni
periplazmatickych proteind E. coli, ktery je zaloZen na stejném principu.

Copeland et al. (1982) vyuzili pro identifikaci periplazmatickych proteind
bakterie E. coli modifikovanou metodu studeného osmotického Soku a také postup
zalozeny na tvorbé sféroplasti pomoci EDTA a lysozymu. Autofi uvadi, Ze studeny
osmoticky Sok zajistuje kvantitativni uvolnéni periplazmatickych proteinti, ale zaroven
mize dojit k 1yze nékterych bun€k a uvolnéni proteinti z okolnich membran. Naproti
tomu metoda s pouzitim EDTA a lysozymu je dle jejich nazoru mnohem Setrnéjsi,
poskytuje vSak jen malé vytézky.

Jensch a Fricke (1997) se ve své studii pokouseli zjistit pfesnou lokalizaci dvou
enzymu bakterie Pseudomonas aeruginosa. Testovali hned nékolik postupi z vyse
popisovanych postupti pro piipravu frakci obohacenych o periplazmatické proteiny. Na
zaklad€ porovnani pfitomnosti proteinli s prokdzanou periplazmatickou a cytosolickou
lokalizaci dosli k zavéru, Ze nejucinnéjsi je metoda studeného osmotického Soku. Zjistili
vSak, ze nékteré proteiny vyskytujici se v blizkosti vnitini strany cytoplasmatické
membrany mohou byt také uvolnény do periplazmy. Dalsi testované metody — pouziti
chloroformu, polymyxinu, tvorba sféroplastl za pouziti lysozymu v kombinaci s EDTA
nebo chloridem hofe¢natym (ten zvySuje propustnost vnéjsi membrany) - nebyly tak
ucinné a vedly jenom Kk ¢aste¢nému uvolnéni periplazmatickych proteind. Podle autort
tyto metody slouzi k izolaci pouze omezeného spektra proteinli; pouziti chloroformu
a polymyxinu je vhodné&j$i pro ziskdvani frakce obohacené o hydrofobné vazané
proteiny, zatimco promyti chloridem hofe¢natym pro izolaci iontové vazanych bilkovin.
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Ze zavéru této studie vyplyva, ze pro potvrzeni periplazmatické lokalizace urcitého
proteinu je tfeba aplikovat nekolik postupti.

Imperi et al. (2009) se zabyvali studiem periplazmatického proteomu bakterie
Pseudomonas aeruginosa. K ziskani frakce obohacené o periplazmatické proteiny
vyuzili metodu studené¢ho osmotického Soku, tvorbu sféroplastli za pouziti lysozymu
a chloridu hotecnatého a tvorbu sféroplasti pomoci lysozymu a sacharézy. Posledni
z vyse uvedenych metod byla z jejich pohledu nejucinnéjsi.

K piipravé frakci obohacenych o periplazmatické proteiny s naslednym vyuzitim
k proteomové analyze se nejCastéji vyuziva postup zalozeny na tvorbé sféroplasti
a uvolnéni periplazmatickych proteinii ptisobenim lysozymu a EDTA (Wood, 1978;
Copeland et al., 1982; Jensch, Fricke, 1997; Robles-Price et al., 2004; Jarchow et al.,
2008; Imperi et al., 2009). Proto jsme se v prvé fadé zaméiili na tento postup také
vramci nasi studie. Opakovani vSak prokazalo velmi nizkou reprodukovatelnost
ziskanych dvourozmémych proteinovych map. Divodem by mohl byt lysozym, ktery
pii piipravé vzorku ziistdva v supernatantu spolecné s uvolnénymi periplazmatickymi
proteiny a o jehoz pfitomnosti napovida vyrazna proteinova skvrna na 2-D mapach
Vv oblasti odpovidajici jeho molekulové hmotnosti i izoelektrickému bodu. Jinou
pfi¢inou by mohla byt integrita vzniklych sféroplasti. Je mozné, ze sféroplasty
u F. tularensis jsou nestabilni a dochazi v prubéhu piipravy vzorku k jejich lyze a tim
i k nestandardnimu uvolfiovani cytosolickych proteini a zne¢iStovani dané frakce.
O této problematice se zminuji také autoti Huntley et al. (2007) ve své studii zaméfené
na déleni vn&jsi a vnitini membrany u F. tularensis. V naSem pfipad¢ by bylo nutné
vSak tuto hypotézu experimentdlné potvrdit, napt. mikroskopickym sledovanim
vzniklych sféroplastli v prubehu ptipravy vzorku timto postupem.

V nésledujici fazi jsme pftistoupili k otestovani Ctyf dalSich vySe popsanych
postupti, pouzivanych k nabohaceni vzorkii o periplazmatické proteiny: studeny
osmoticky Sok, metoda s pouzitim chloroformu, polymyxin B sulfitu a lysozymu
v kombinaci s chloridem hotfe¢natym. Témito postupy byly vzdy pfipraveny paralelné
vzorky z divokého kmene F. tularensis LVS 155 a mutantniho kmene s deleci genu pro
hypoteticky lipoprotein, LVS 155A1103. U téchto metod byla posuzovana mira
obohaceni u vybranych proteinti s predikovanou periplazmatickou lokalizaci (podle
programu PSORTDb - www.psort.org/psortb/), tzv. periplazmatickych markert a to
porovnanim piisluSnych proteinovych spot na 2-D mapéach periplazmatickych frakci
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s celobunécnym lyzatem. Déle byly 2-D mapy posuzovany z hlediska poctu piipadné
I charakteru nalezenych rozdilnych proteinovych skvrn mezi vzorky ziskanymi
z divokého a mutantniho kmene.

Z vySe uvedenych testovanych postupll se jako nejméné vhodny ukazal postup
zalozeny na tvorbé sféroplastli pomoci lysozymu v kombinaci s chloridem hofe¢natym.
Na ziskanych 2-D mapéch bylo i pies standardni nanaSku patrno jen malé mnozstvi
proteinovych skvrn, nejvyraznéj$i pak byla skvrna, kterd by svou lokalizaci opét
odpovidala pfitomnosti lysozymu ve vzorku. V tomto postupu se pouziva vyrazné vyssi
(az pétinasobnd) koncentrace lysozymu v porovnani s prvnim testovanym postupem
zalozenym na aplikaci lysozymu a EDTA, coz pravdépodobné mélo za nasledek
,maskovani a velmi slabou detekci jen omezeného mnozstvi proteint F. tularensis. Na
zaklad¢ téchto zkuSenosti se jakakoliv aplikace lysozymu pro piipravu frakei
obohacenych o periplazmatické proteiny u F. tularensis za ucelem komparativni
proteomové analyzy zda byt nevhodna.

V ptipadé postupu s polymyxin B sulfitem se opakované nedafilo pfipravit 2-D
mapy bazickych proteinti (pH 6-11). Otazkou vSak zlstdva, zda byl tento problém
zpusoben nahodou Vv disledku systémové chyby v prubéhu piipravy vzorku ¢i zda je
pri¢inou polymyxin, ktery opét zlstava v proteinovém vzorku a zpisobuje interference
v dané oblasti pH 6-11. K odpovédi by napomohlo dalSi opakovani tohoto postupu,
které se vSak z asovych divodl nepodafilo v ramci této prace realizovat. V oblasti
pH 4-7 se pak podafilo najit podstatné méné rozdilnych proteinovych skvrn mezi obéma
analyzovanymi kmeny, v porovnani s metodami osmotického Soku a chloroformu.

V piipadé¢ dalSich dvou postupi zaloZenych na studeném osmotickém Soku
a aplikaci chloroformu se podafilo ze vzorkl pfipravit porovnatelné 2-D proteinové
mapy Vv oblasti pH 4-7 i pH 6-11. Obéma postupy bylo nalezeno relativné velké
mnozstvi rozdilnych skvrn mezi obéma kmeny. Mnohé z nich vSak jsou jen velmi malo
intenzivni, a zda se jedna skutecné o rozdilnou tvorbu proteini v disledku delece
daného genu pro DsbA protein je nutno potvrdit pfipravou né€kolika dalSich vzorkl
a provedenim komparativni analyzy 2-D proteinovych map. Z hlediska sledovani miry
nabohaceni sledovanych periplazmatickych markert se pak zda byt ucinnéjs$i metoda
studeného osmotického Soku, kde doSlo k vyraznéjSimu obohaceni u ¢ty ze Sesti

sledovanych markert.
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Metoda studeného osmotického Soku byla navic vyzkousena ve dvou
modifikacich, které se liSily ve zpusobu oddéleni zbylych intaktnich bakterii
a sféroplasti od supernatantti s obsahem periplazmatickych proteini. V prvém piipadé
byl tento krok proveden pouze dvojnasobnou centrifugaci, v druhém postupu pak byla
jesté navic zatfazena filtrace pifes jednordzové filtry, kterd by méla jednoznacné vést
K odstranéni bakterii (pfipadné sféroplastll) a tim zajistit vzorky s niz§im stupném
kontaminace cytosolickymi proteiny. Zafazeni filtrace pak vedlo vétSinou k navysSeni
poctu detekovatelnych skvrn, které byly rozdilné mezi obéma porovnavanymi kmeny.

Aguda et al. (2004) se ve své proteomické studii zabyvali detekci zmén ve
spektru periplazmatickych proteinii vlivem delece genu pro DsbA protein u bakterie
Salmonella typhi. Absence ptisobeni DsbA proteinii miize mit za nasledek nespravnou
konformaci nékterych proteint, coz ovliviiuje jejich elektroforetickou pohyblivost
anepfimo i nespravnou lokalizaci. Standardni postupy pro dvourozmérnou gelovou
elektroforézu vsak zahrnuji 1 redukci prostfednictvim redukénich cinidel (DTT,
DeStreak aj.). Analyzované proteiny tak ziskavaji jednotny oxidoredukéni stav a mnohé
oéekavané zmény tak mohou zlstat skryty. Z tohoto diivodu autofi provadéli 2-DE jak
za standardnich tak i za neredukujicich podminek, kdy nedochazi k redukci
disulfidickych mustkd na thiolové skupiny vlivem podminek pii elektroforéze, ale
pouze vlivem DsbA proteinu. Za neredukujicich podminek se jim podafilo nalézt téméf
trojnasobny pocet rozdilnych proteinovych skvrn mezi divokym a mutantnim kmenem
Vv porovnani s podminkami standardnimi. Ze stejného divodu jsme se rozhodli
vyzkouSet pfipravu 2-D proteinovych map i za neredukujicich podminek. NaSe studie
nepfinesla vSak vtomto sméru jednoznacné vysledky. Pocet nalezenych rozdilnych
skvrn se vétsinou pfili§ nelisil nebo byl dokonce i niz§i v porovnani s 2-D mapami
pfipravenymi za standardnich redukujicich podminek. V nékterych piipadech byly
| proteinové mapy jen obtizné porovnatelné, coz muze svédéit o problému
s reprodukovatelnosti ptipravy 2-D map za téchto podminek a vyZaduje dal$i opakovani

pfipadné i optimalizaci postupu, kterd vSak byla jiZ nad ¢asovy ramec této prace.

Z péti metod testovanych v ramci této prace se jako nejvhodnéjsi zdaji byt
metoda studeného osmotického Soku a metoda s pouzitim chloroformu. V dalsi fazi je
vSak nutné oba postupy jesté zopakovat za ucelem potvrzeni a uptesnéni zde uvedenych
vysledkt. Dale je nezbytné jesté i potvrdit reprodukovatelnost obou téchto metod.
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Zvoleny postup pak bude pouzit k ptipraveé série vzorkii z divokého 1 mutantniho kmene
pro komparativni proteomovou analyzu, kterda by meéla vést k odhaleni dalSich
potencialnich substrati pro DsbA protein u F. tularensis. Pfedpoklada se, ze mnohé
s téchto proteinu hraji vyznamnou roli ve virulenci a patogenezi tularemie a mohly by

ptipadné byt 1 vyuzity ke konstrukci G¢inné a bezpec¢né vakciny.
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7. ZAVER

Cilem predkladané diplomové prace bylo zavést metodu pro piipravu frakce
obohacené o periplazmatické proteiny bakterie Francisella tularensis. Tato metoda by
pak mohla poslouzit ke hledani potencialnich substrati hypotetického lipoproteinu
bakterie Francisella tularensis s homologii k DSbA proteinu.

Za timto ucelem byly vybrany postupy uvedené v dostupnych literarnich
zdrojich, které se bézn¢ vyuzivaji pro ziskdni frakce obohacené o periplazmatické
bilkoviny bakterii. Jednalo se o postupy s pouzitim chloroformu, polymyxin B sulfatu,
chloridu hofe¢natého a lysozymu, EDTA alysozymu aometodu studeného
osmotického Soku.

Oba postupy vyuzivajici lysozym (v kombinaci s EDTA ¢i chloridem
hotecnatym) se z davodu nizké reprodukovatelnosti neosvédCily. V piipadé metody
S polymyxin B sulfatem pak dochéazelo k problémim se separaci proteini v bazickém
rozmezi pH 6-11.

Postupem zalozenym na studeném osmotickém Soku a pouziti chloroformu se
podafilo pfipravit porovnatelné 2-D proteinové mapy Vv oblastech pH 4-7 i 6-11.
Na zaklad€ nasich vysledki se zda byt ucinnéjsi metoda studeného osmotického Soku,
ktera vedla k vyraznéjSimu nabohaceni u Ctyf ze Sesti sledovanych periplazmatickych
markerd a pro nalez nejvétsiho mnozstvi rozdilnych proteinovych skvrn. Oba postupy je

vSak nutné jesté zopakovat a ziskané vysledky potvrdit.
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