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Abstrakt

Bc. Hana Hrebikova

Identifikace membranaviokalizovanych peptidl nativnich proteifi bakterieFrancisella
tularensis

Diplomova préce

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakultdradci Kralové

Odborny pracovnik v laboratornich metodach

Cil prace: Cilem diplomové prace bylo vyvinout novmetodu vhodnou pro stanoveni
koncentrace peptid v biologickém vzorku a identifikace membragoasociovanych

proteini bakterieFrancisella tularensigF. tularensis.

Metody: OdzkouSeni metod bylo nejprve provedenstaadardnich proteinech alfa kasein
a BSA. Proteiny o znamé koncentraci bylgp&ny trypsinem a koncentrace ziskanych
peptidi byla méftena modifikovanou a nemodifikovanou metodou mikradCAB
(bicinchoninic acid protein assay). Metoda pak bglaikovana na reéalny bakterialni
vzorek F. tularensiskmen FSC200. Bakterialni peptidy byly ziskany ikaiti celych
bakterii v fiznych¢asovych intervalech v roztoku, ktery obsahovaldmpTato metoda je

v literatute popisovana jako ,shaving".

Vysledky: Pomoci nemodifikované mikro BCA byla staana koncentrace pepiid
Peptidy pak byly separovany HPLC a identifikovargmmci hmotnostni spektrometrie.
Spravnost celého postupu dokazuje identifikace dvakierialnich peptidl z proteinu s

nazvem 17 kDa major membrane protein (ZP_0227498).

Zawry: DalSi studium navazujici na tuto diplomovougdtdude ¥novano pipraw frakce
obohacené o membranové proteiny metodou ,shaving®idantifikace dalSich

membranovych proteinF. tularensis



Abstract

Bc. Hana Hrebikova

Identification of membrane localized native pepsidd intracellular bacteri&rancisella
tularensis

Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmachiiadec Kralové

Specialist in Laboratory Methods

Background: The main goal of this diploma thesis wavelop new methods suitable for
assume of concentration of peptides in biologieahgle and identification of membrane-

associated proteins of bactefiencisella tularensis (F. tularensis)

Methods: Experimental development was tested amdata proteins like alfa kasein and
BSA. These proteins had known concentration ang there treated by trypsine. The
concentration of reached peptides were measuredooyfied and classic method of micro
BCA (bicinchoninic acid protein assay). Method vaaglied on real bacterial samplefof
tularensisspecies strain FSC200. By cultivation of wholetbaa bacterial peptides were
prepared. The cultivation was provided in differdime intervals in solution, which

contained trypsine. This method named shaving wasribed in literature.

Results: The concentration of peptides was meashyedlassic micro BCA method.
Peptides were separated by HPLC and identified bgsnspectrometry. Identification of
two bacterial peptides from protein named 17 kDgom@aembrane protein (ZP_0227498)

confirmed right choice of used method.

Conclusions: The next step followed this diplomasik will focused on preparation of
membrane-reached fraction by ,shaving“ method alehtification of another membrane

proteins off. tularensis.



Cil (zadani) prace:
Cilem diplomové prace bylo vyvinout novou metoduodhou pro stanoveni
koncentrace peptid v biologickém vzorku a identifikace membragoasociovanych

proteini bakterieFrancisella tularensigF. tularensis.



ZKRATKY

ABC — transportér, ktery aktivrprendasi latky za spiby ATP (ATP Binding Cassette)
ACN — acetonitril

ATP — adenosintrifosfat

BCA — kyselina bicinchoninova

BCG — vakcina proti tuberkul6ze (Bacille Calmte Gnig

BSA — bovinni serum albumin

C + G —cytosin + guanin

CD4+ - povrchové znaky T-lymfoayt

CFU — multipotentni kmenové bkia (Colony Forming Unit)

DTT, DTE - ditiotreitol

ELISA — enzymova imunochemicka metoda (Enzyme-Léhkeunno Sorbent Assay)
ESI — ionizace elektrosprejem (ElectroSpray lonargt

FA — kyselina mraveti

FASTA — jednoduchy zapis sekvence aminokyselinzadavani do bioinformatickych
databazi

IAA — jodacetamid

IS — vloZzena sekvence (Insertion Sequence)

HPLC — vysokotinna kapalinova chromatografie

CHAPS - cisty zwitteriontovy detergent 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonat)

CHCA - a-kyano-4hydroxy skiscova kyselina

LC-MS/MS - on-line propojeni kapalinové chromatdgraa tandemového hmotnostniho
spektrometru (Liquid Chromatography — Mass SpeattoyiiMlass Spectrometry)

LPS — lipopolysacharid

LVS - Zivy vakcingni kmen (atenuovany vakcigra kmen)

MALDI-TOF - ionizace/desorpce laserem zdtgmnosti matrice — fifetovy analyzator
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Ti@€&Flight)

LPS — lipopolysacharid

LVS - Zivy vakcingni kmen (atenuovany vakcigra kmen)

MALDI-TOF - ionizace/desorpce laserem zdtgmnosti matrice — fifetovy analyzator
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization — Tinfelight)

MS — hmotnostni spektrometr



NAD — nikotinamid adenindinukleotid

Omp — Outer Membrane Protein

PAMPs — Pathogen Associated Molecular Patterns
PIP, — fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat

PVDF — polyvinylidenfluorid

RNA/DNA - ribonukleové/deoxyribonukleova kyselina
SH — sulfanylova skupina

SDS - dodecylsiran sodny

SPE — extrakce na pevné fazi (Solid Phase Extrgctio
S. pyogenes Streptococus pyogenes

TCA — trichloroctova kyselina

TFA — trifluoroctova kyselina

SDS - dodecylsiran sodny
TLR — povrchové receptory T lymfody{Toll Like Receptor)

TRIS — hydrochloriSd tris(hydroxymethyl)aminomethan
UDP — uridindifosfat
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1.1 Francisdlatularensis

1.1.1 Charakteristika

Francisella tularensigF. tularensi$ je Gram-negativni intracelularni kokobacil,
zpasobujici onemocami tularémii. Diky nizké infedni davce, vysoké virulenci a velmi
snadném fenosu n&loveéka je 0 ni mozné hovib jako o jedné z nejinfekgjSich bakterii.

Z téchto divoda byla Francisellazaazena do kategorie A bojovych biologickych agens.
NejcastjSi zpisob nakazy jeibmanipulaci s infikovanymi zvaty [1].

Prvni zminky o tularémii se datuji rokem 1911, kya popsana McCoyem. Jeji
nazev je odvozen od mista objevu, udoli Tulare N&taii.O tii roky pozdji byl popsan
dalSi gipad tularémie po styku s infikovanymi kraliky. &témie byla zp@atku nazyvana
jako deer-fly fever a glandularni typ hokg po kousnuti klistem, a to z @ivodu
moznosti penosu a klinickych symptaim V roce 1921 se Edwardu Francisi pbida

vyizolovat pivodce tularémie a na jeho q@st byla bakterie pojmenovara,tularensis

1.1.2 Taxonomie

Z taxonomického hlediska jifadime do fidy Gammaproteobacterja fadu
Thiotrichales ¢elediFrancisellaceae roduFrancisella [2]. F. tularensisma vzdalenou
patogenni fibuznost Loxiella burnettinebolLegionela pheumophilaDruh F. tularensis
muzeme dale rozdit (podle geografického roz&ni, patogenity a virulence) do 3
poddruti:

* F. tularensissubsp.tularensis (subtyp A) — primaré se vyskytuje v Severni
Americe a je vysoce virulentni agens gltoveka (infelkeni davka je méhnez 10 CFU) a
vede k zivot ohrozZujicimu stavu, pokud se jednautmpnalni formu a neni ¢€na
antibiotiky.

* F. tularensissubsp.holarctica (subtyp B) — tento typ se vyskytuje hl&vna
evropském kontinentu. M4 mensi infek davku a zfisobuje mirgjSi formu tularémie.
Eigelsbach a Dowsonova z kortyeir sowtské vakcinyF. tularensis subsp.holarctica
kmen EG-15 oslabeny kmen, ktery byl zakladem pigpravu amerického Zivého
vakcina&niho kmene LVS (live vaccine strain). Tento kmerl pgpuZivdn k ochrah
pracovniki bakteriologickych laboratov USA.
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* F. tularensissubsp.mediasiatica (subtyp B) — vyskytuje sei@pdevSim v oblasti
Asie a ve statech nélezicich byvalému SSSRt @misobuje mirgjSi formu tularémie.

* F. tularensissubspnovicida— se pouzivaigdevsim v laboratéch pro vyzkum, a
to diky jejim téndt nepatogennim vlastnostemucv clovéku a dobré genové
ovladatelnosti. Je patogenni pro mySi a zajicdetykh zgisobuje onemocmi
s podobnym pibéhem jako u lidi.

Tyto poddruhy maji spobay geneticky zaklad, virulenci, schopnost produkdysselinu

z glycerolu a také citrulin uridasovou aktivitu.

1.1.3 Tularémie

Tularémie, jinak ozn@vana jako zajg horetka, je zoonotické onemoémi, které
je prenaseno i@devsim malymi hlodavctlenovci a hmyzem. Posledni studie ukazuji na
dulezitost jednobugtnych organism, které jsou rezervoarem pro vznik epidemiologické
nakazy [3].Pienos tularémie ze Zte natloveéka je zprosedkovan stykem s nakazenymi
zviraty, sanim kligaty, pobodanim hmyzu, ale také po konzumaci komtawa@né vodyi
jidla.

Vstupni cestou infekce e byt porasina kize, spojivkovy vak, plice a zazivaci
trakt. Po uplynuti 3 az 6 dnod nakazy se zZ@aji projevovat prvni symptomy, které se
odvijeji od vstupni brany infekce. Ve étgine pripadi (90 %) se jedna o
tzv.ulcerogladularni formu, kdy infekce d#a pronikla gres Kizi nebo sliznici. Vyskytuje
se nefastji po manipulaci s nakazenym tefem. V mist vstupu se utvié tzv. primarni
komplex, charakterizovany &kou na rukou a ZtSenim regionalnich uzlin. Jestlize se
pienos uskut@nil prostednictvim klis¢te, misto primarniho komplexu je v souvislosti
s oblasti piséti klisete. DalSi formou je forma okularni. Mistenteposu je spojivkovy
vak, kam se agens dostane diky aerosolu, kteryk&zpi manipulaci s infikovanym
zviretem, pipadreé pii promnuti oka rukou. MéncasgjSimi jsou tzv. vnitni formy —
abdominalni a pulmonalni. Adbominalni forma vzngéa poziti kontaminované vodyi
potravy. Primarni komplex jeffpomny v mist Peyerovych plak Dtive byla tato forma
letalni. Jestlize vstupni branou jsou plice, jeds® o tzv.plicni tularémii, ktera je
nejzavazgjsim typem s nejhorsi prognozou. Klinickymi projexggrvu gipomina chiipku,
bronchitidu ¢i pneumonii. Primarni komplex se nachazi v hormebo dolnich cestach

dychacich. Tato forma se statisticky vyskytla pou#e% gipad.
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Klinické projevy mivaji v prvni fazi podobny obrgako clripka. Dostavuji se
vysoké horéky se zétSenim regionélnich lymfatickych uzlin, bolesti Waa klouhi,

v pozdjSi fazi pacient trpi bolestmi na hrudi, které jsmisobeny rozgenim mikroba do
plic a vznikem sekundarni pneumonie. Z plic se kogesti do jater a sleziny. Misto
vstupu infekce byva ohramno otevenym wedem, jehoZz plné vyéni mize trvat az

3 roky. Rekonvalescence je velmi dlouhdtslddky onemoatni v podols vegetativni
nerovnovahy se mohou projevovat fadu let. Prognéza pro vSechny typy tularémii je
vcelku @izniva, jestlize dojde kdasnému zalé&ni antibiotiky (streptomycin, jednorazov
gentamycin, doxycyklin, spiramycin).

Diagnostika se sestava ze zhodnoceni Klinickyé¢lenpki, epidemiologické
anamneézy a laboratornich vyi&eti (hematologie, biochemie &pevsim mikrobiologie).
NejcitlivéjSim prikazemF. tularensisje biologicky pokus na zketi, kdy po 2 — 3 tydenni
kultivaci je mozné izolovat mikroba z mista primidum komplexu. Pro diagnostiku je
mozno také pouZit tzv. tularinovy test, ktery &pé v intradermdlni aplikaci 0,1 ml
suspenze usmrcenych mikfola po 48 hodinach odigame pipadnou kozni hypersenziti-
vitu [4].

1.1.4 GenomFrancisdlatularensis

Prehled 46 projeki, zabyvajicich se sekvenaci genoriu tularensis riznych
kmeni Ize nalézt v databazi GenBank [5]. Kompletni selkceegenomdr. tularensiskmen
SCHU S4 je uvedena idtp://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AJ749944).

Retzec cirkularniho chromozomu SCHU S4, jeZ je zn&soma obrazki.1, je
tvoren 1 892 819 pary bazi. Zastoupeni G+C bazi (guardgytosin) je z 32,9 %. Tento
nizky paet je charakteristicky pro malé bakterialni genodygenomu bylo odhaleno
1 804 kdodujicich sekvenci. Kodujici sekvence naaijji 79,4 % v genové vybavBylo
identifikovano 302 unikatnich génz celkového p&tu 1 281 gefr. VétSina genomu je
homologni key — probakterialnimu genomu. V genomu byly nalezetuplikované
regiony, které nejsou homologni k Zzadné genové esadivuloZzené v GenBank databazi.
Hypotetické proteiny kddovanéniito sekvencemi maji nizky obsah G+C bazigshto
sekvencich nebyly Zadné insertované elementy nebArgeny, které jsou typické pro

ostatni malé bakterialni genomy. P&zbyly popsany jako ostrovy patogenicity.
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Ostrovy patogenicity jsou tweny skupinou 16 — 19 génjejichz proteinové
produkty pomahaji bakteriiip rastu uvnit fagosomu. Ukézalo se, Ze tyto geny jsou
regulovany viijSim prostedim, jako je mnozstvi Zeleza, peroxidu vodiku aido ostrovy
patogenicity obsahuji operon ABCD, ktery je nezbytny pro intracelularnist. Jestlize
dojde k eliminaci tohoto operonu, je bakterie vy¥aoslabena. V kmenF. tularensis
subsptularensisje tato skupina génduplikovana v porovnani s m&nirulentnim subsp.
novicida kde se nalézéa pouze v jediné kopii [1].

Studie Larssona a Oystona et al. [7], zabyvagcpmoteiny, lezicimi na ostrév
patogenicity, neobjevilarpsnou funkcidchto proteii. Je ovSem velka praspodobnost,
Ze se jedna o signalni proteiny a dwojgvinuté domény. Bohuzel podle struktruniho
uspdadani bylo mozné predikovat pouze funkci, ne v8akitifikovat proteiny.

Genom obsahuje velké mnozstvi IS elemgmibz jsou kratké DNA sekvence,
chovajici se jako transpozony. Byl objeven 1S636LTicanspozon, ktery neni typicky pro
vyskyt v prokaryotnich organismechielpoklada se, Ze jeho existenceRvetularensis
genomu, je podmiéma jeho penosem z infikovanych hmyzich vekiodedna kopie I1S630
byla nalezena v O-antigenu st&jako je tomu uShigella sonneiTento element zde hraje
zé&sadni roli pro virulenci afpdpoklada se podobna funkcek utularensig7].

Vice nez 10% kodujicich sekvenci jsou pseudogerfragmenty gef, které jsou
vysledkem evoléniho vyvoje. Pseudogeny jsou v mnohém podobnétsiaeibseudogen
jinych patogen jako je Bordetella pertusisnebo Yersinia Pestis OvSem wkteré
pseudogeny jsou charakteristické pouze lprdularensisa pati sem geny, exprimujici
proteiny zapojené do transportnich mechafismmetabolismu DNA nebo
aminokyselinového metabolismu. Byla identifikovaskupina gefi, které by mohly
kodovat polysacharid k lipopolysacharidu O, coZlep@ s objevenymi gengapBacapC

muzeme nalézt uifbuzné bakteriBacillus anthracis[7]
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Obrazeke.1: Mapa cirkularniho genonfa tularensiskmenSCHU S4. Obrazek jerevzat
Z publikace Larsson et.al, 2005 [7].

1.1.5 Proteom Francisdlatularensis

Proteomika je obor, ktery se zabyva studiem proteoooz je soubor vSech
proteini v organismu. Je expresi genové vybavy organismtnafici posttranstai modi-
fikace a alternativnim splicingu RNA [8]. Genom arotgom nelze hodnotit jako
homologni subjekty, jelikoZ vznikly protein po peosyntéze pradéva tizné biochemické
a strukturni modifikace, které dirjeho funkci, strukturu, lokalizaci a dalSi vlasst
typické pro danou navvzniklou bilkovinu. Proteomové studie se také zaliyproteiny,
které indukuji imunitni odpasd” organismu. Tomuto odti se ¥nuje imunoproteomika a
vysledky €chto studii jsou vyuZityip vyvoji novych vakcingnich latek [9].

JelikoZz dosud nejsou znamy mechanismy patogeni€itjularensis predmétem
zajmu v proteomickych studiich jsouifeglevSim proteiny, jez by se mohly¢chto
mechanism G¢astnit. Mezi faktory virulence patnagiklad pili IV protein, ClpB protein a
IgIC protein, léZici na ostrév patogenicity. Regulace¢dhto gerh je uskuténéna

prostednictvim MgIA (Macrophage Growth Locus A) [10]. tkdné jsou tyto proteiny
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soudsti bakteridlniho pouzdra, maji sekrie funkce, umoiuji rozpoznani hostitelské
buiky, pfipadré pomahaji adherenci. ilkezitou Ulohou dchto proteii je také peziti
uvnitt makrofag (hostitelské biky). Prostedi fagosomu je prd-. tularensis mistem
jejiho mistu a mnozeni se. Tuto funkci z&jif IgIC a ClpB proteiny.

Zastoupeni jednotlivych protdin v bakterii zavisi na subtypu a &gich
podminkéach, ve kterych se nachazi. Nlkdpd humana avirulentni subspmediaasiaticaa
novicidamaji odliSnou proteomovou vybavu ve srovnani sleirtnimi subtypynolarctica
atularensis Byly provadny také studie, zabyvajici se &mami proteinového zastoupeni
pii oxidativnim stresu, ktery byl vyvolanmipobenim peroxidu vodiku. Tato situacélaza
nasledek zvySené mnozstvi chapérgako jsou GroEL, DnaK a stresové proteiny ClpB a
SodB [9].
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2 TEORETICKA CAST
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2.1 Membranom bakterii

Bakterialni membrana obsahuje tzv. ,nebéngevzory”, které jsou rozeznavané
bungénymi sloZzkami pirozené imunity. Mezi nebezpeé vzory paf vSechny solubilni a
buné¢cné mikrobialni struktury odliSujici se od strukteukaryotnich. Vyjimku tvid
molekulové vzory mikrob, které nepedstavuji pro ¢lovéka nebezpd (piirozena
mikrofiéra). Na rozdil od PAMPs (Pathogen AssodlaMolecular Patterns), u kterych
jsou molekulové vzory spojené s patogennimi mikgaarsmy [17]. Mikrobidlni PAMPs
jsou rozeznavany bgdnymi membrano¥ vazanymi strukturami nebo solubilnimi
molekulami vyuZzivanymi § piirozené imunitni odpaidi. Klicovym PAMP je LPS,
piedevsim jeho slozka glykolipid, ktery velmi debaktivuje vznik zagtové reakce
organismu. DalSim vyznamnym PAMPs jsou bakteraipoproteiny, nachazejici se
v membrag. Biologické misobeni lipoproteinu je #igobeno cysteinovym zbytkem v

N-terminalni¢asti molekuly, na ktery je navazan lipid.

2.1.1 Stavba bakterialni membrany

Stavba bakterialni membrany je zasadni pro obectenidbakterii na Gram-
pozitivni a Gram-negativni. Membrana Gram-negatinbakterii je odliSna ve stavb
ktera je znazowna na obrazkd.2

1- kapsula, 2 - vnéjsi membrana
3 - periplasmaticky prostor, 4 - vnitfni membrana

Obrazelg. 2: Stavba Gram-negativni bakterie. Obrazekgyzat z wikipedie [11].

Na povrchu Gram-negativni bakterigibe byt slizovity obal, tzv.glykokalyx [12],
ktery umozni bakterii fichytit se lépe na hostitelskou k. Glykokalyx je tvden
Z glykoproteiri a proteoglykaf. Bakterie se mohou svymi pouzdry adherovat izané

povrchy a tvait s ostatnimi bakteriemi minikolonie, které jsoelmi odolné pi pisobeni
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antibiotik i obrannym mechanishm imunitniho systému. Glykokalyx vytkia nag.
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia a®acteroideg13].

DalSim ochrannym prvkem je bakterialni pouzdreerdtu virulentnich bakterii
prispiva k jejich invazivi. Protilatky tv@ené imunitnim systémem nepronikaji pouzdrem.
Navic je bakterie chr&na proti fagocytoze monocytomakrofagovym systémem.
tvofeno polysacharidy a polypeptidy. Nalezame jej unGpzitivnich bakterii nagklad u

Streptococus mutarssoneumoniag¢l4].

2.1.1.1Bunééna s&na

NejsvrchrjSi vrstvou bakterialni biky je buré¢na séna, kterd udava bakterii jeji
specificky tvar. Buicna stna se Gastni @ju pii déleni buiky, kdy vytvai septum, které
odctli now vzniklé dcéiné buiky. Nejdilezit¢jSi ¢asti bukcné stny je peptidoglykan,
ktery burgéné séné zarwtuje pevnost. Peptidoglykan (murein nebo mukopepstidsklada
z vrstev polysacharidovydiettzci pospojovanych nafE kratkymi peptidy. Peptidoglykan
obsahuje stdaw 2 cukry, a to N-acetylgalaktosamin a N-acetylmokanu kyselinu.
Gram-pozitivni a Gram-negativni bakterie se odiiSstavbou bu&né stny, jak je

znazorgno na obrazkd. 3.

GRARPORTIMN

IR E R ATIVHE

sonl Wesrsed e R T

T L T Y LTI TR

Obrézeke. 3: Rozdil mezi Gram-pozitivni a Gram-negativnh&inou stnou. Obrazek je
pievzat z internetového odkazu biomach.cz [15].

U Gram-pozitivni bakterie je &ta jednodussi a je ti@na mohutnou vrstvou
peptidoglykanu, v niz jsou vrstvy polysacharidloZzeny nad sebou. Kolmo k povrchu
buiky probihajitettzce kyseliny lipoteichoové, coz je polymer ribit@uglycerolu. Diky
jednodussi stawbsiny propousti snadji komplex krystalové violeti s jodem, ktery se
navaze na vnihi struktury a po nasledném odbarveni pomoci etbhgedbakterie moie

zbarvena.
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Gram-negativni bakterie maji svowrat tvaenou zevni membranou a pod ni se
nachazi peptidoglykan. Diky této sl@f# struktde se po Gramav barveni jevi tyto
bakterie jako ¢ervené, a to diky zadrZzovani komplexu krystalovéleti s jodem.
Peptidoglykan obsahuje kyselinu diaminopimelovoigr& je sotiasti periplasmatického
prostoru [14]. Zevni membrana je analogem pro dgimpatickou membranu a obsahuje
fosfolipidy, lipopolysacharidy a bilkoviny. Bilkony mohou vytvéet kanéalky, kterymi
prostupuji ziviny do periplasmatického prostorudnt®u ze slozek je i lipopolysacharid A
(endotoxin), ktery je specificky pro danou baktexije rozpoznavan imunitnim systém.
Ten na pitomnost lipopolysacharidodpovida vytvéenim protilatky. V periplasmatickém
prostoru se nachazeji bilkoviny, uniofici S€peni rekterych antibiotik, nab beta-

laktamasy [16].

2.1.1.2Cytoplazmatickda membrana

Cytoplazmatickd membrana je slozena z dvojvrstsfdigpida a ma charakter tekuté
mozaiky. Jsou zde zatemy i bilkoviny, které slouZi k transportu Zivin dakterialni
buiky, v respirgnich pochodech (nahrazuje funkci mitochodrii), kreei latek
z cytoplazmy do zevniho présti, a také zde nalezneme bilkoviny, jeZ jsouc&sti

rotoru btika

2.1.2 Typy obecnych membranovych proteiri

Funkce biologickych membran zahrnujfegevsim transport Zivin a odpadnich
latek vre nebo dovnit buiky. Dale se na nich mohou vyskytovarné enzymy, zajifijici
biochemické pochody My, nag. enzymy oxidativni fosforylace umésie na

mitochondrialni membrén

2.1.2.1Buné¢éné membrany

PrestoZe jsou v buidnych membranach vice zastoupeny lipidové sloZkgeigipké
funkce zajiguji bilkovinné sowésti. Proteiny v membranach maji krdntransportu
specifickych zivin, metabolitdi ionta pres lipidovou dvojnou vrstvu celotadu dalSich

Gkola. Nekteré ukotvuji membranu k makromolekulam na jednéruhé strag. Jiné
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funguji jako receptory, které detekuji chemickénély v okoli buiky a pedavaji je
dovnitt buiky, a dalSi pracuji jako enzymy, které katalyzpgdafické reakce.

Proteiny, jez jsou fiipojeny k membrah piimo (transmembranové nebo
lipoproteiny) se nazyvaji integralni bilkoviny. @sti jsou tzv. periferni proteiny a mohou
byt hydrofébni doménou zaremy do dvojvrstvy lipid, mohou prochazet celou
membranou (transmembranové), jsdip@ené na lipidovou slozku nebo jsou vazany na
transmembranovy protein [17]. danéni proteiri do membrany je znazammo na obrazku
¢. 4.

avojrnd
vrsiva
Fpida

transmembranovy protein spojeny s protein navdzany na
protein lipidem transmembranovy
protein

Obrazeke.4 . Za&leneni membranovych proteindo lipidové dvojvrstvy. Obrazek
je prevzat z publikace Alberts et al., 1998 [17].

Integrélni proteiny jednodi nékolikrat prostupuji bué&nou membranu, ipitemz
svoji hydrofilni ¢ast molekuly maji orientovanou &membrany, kdezto hydrofébdast je
smerovana dovnitbuiky. Jedna se fpdevSim o receptory, jejichz funkci je teeggji
bunééna signalizace a transport. Mezi integrélni bilkgwpati také glykoproteiny, jejichz
glykanova c¢ast je lokalizovana wnbuiky. Glykoproteiny a glykolipidy vytvieji
glykokalyx, ktery hraje dlezitou roli @i interakcich biky s vrgjSim prostedim [18].
Mezi nejznangjSi integralni proteiny séadi akvaporiny, aniontové kanaly, glykoforiny a
rizné typy receptar

Periferni  proteiny membrdn jsou napojeny Kintegral proteidim
prostednitctvim vodikové vazbgi elektrostatickych sil. Stejnym apobem jsou fipojeny
I k polarnim lipidovym hlavam. Periferni proteingou asi ze dvourdtin tvaeny
aminokyselinami s hydrofilnimi nebo neutralnimi #gyyaminokyselin. V mensi rfg jsou
zastoupeny aminokyseliny s hydrofébnimi zbytky [19]
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2.1.3 Membranové proteiny posttranslané modifikované

Posttranskéni modifikace proteih je Uprava proteiin po jejich nasyntetizovani
ribozomem. Proteiny mohou byt modifikovanghem jejich syntézy (kotranslace) nebo i
po ni. Posttranstami modifikace dodavaji proteim nové vlastnosti, najklad stabilizuji
jejich konformace (nappomoci chaperar) , pomahaji regulovat jejich funkce&igpivaji k
imunitnimu rozpoznavani.

NejcastjSi posttransléni modifikaci u prokaryot je odpojeni formylové gkay
N-terminélniho methioninu enzymem deformylasou [2d}y byly peptidy chragny proti
vlivu aminopeptidaz, probiha acylace. Pro membrénoroteiny je typickou Upravou po
probéhlé translaci myristilace, ktera modifikuje N-termélni glycin. Touto cestou jsou
modifikovany i signalni peptidy. Na kofmou funkci proteinu ma vsSak neépgi vliv
fosforylace a glykosylace.

Fosforylace je enzymeéwkatalyzovana tvorba esteramidi ¢i anhydrich kyseliny
fosfore&né. NefastjSim zpisobem je fenos zbytku kyseliny fosfoteé z ATP na
substrat. Zaneseni nabité a relatiweliké fosfatové skupiny na proteinuge vyrazg
ovlivnit jeho konformaci, a tim i jeho funkce. Fosflace / defosforylace protdirsecasto
pouziva jako fepin& mezi aktivni a neaktivni( jinak aktivni) formou proteinu. Kinasy i
fosfatasy jsou proto soasti mnoha signalizaich drah. Dikydmto modifikacim vznikaji
razné varianty aminokyselin, kteréfadime do tzv. ,dvaceti standardnich aminokyselin®,
ale pro fungovéni organismu hrajialeZitou roli. Fosforylace ovlivwji biologickou
aktivitu proteiri, jejich stabilitu, konformaci i lokalizaci v lge, zajiSuji regula&ni
mechanismy a jsou nezbytnéfi pbuné¢ném dleni, kdy porucha ve fosforylaci
aminokyselin resp. proteinmize vést az k nekontrolovatelnému Bemému déleni.
Fosforylace je dlezitd pro aktivaci¢i inhibici enzymi a receptal, je dilezitym
regulatorem translace, transkripce a metabolickgiceh. V eukaryotnich organismech
dochéazi k fosforylaci &n¢ na aminokyselinach s volnou —OH skupinou post@nni
fetézi, tedy na tyrosinu, serinu a threoninui¢cBmz vyskyt fosforylace na serinu a
threoninu jecasgjSi nez na tyrosinu. U prokaryotte k fosforylaci dochazet také na
histidinu, aspartatu a glutamatu. Je-li fosforylovhistidin, vznikd vysoce nestabilni
fosfohistidin[20].

Glykosylace vznika ffpojenim glykanu k polypeptidu. Sacharidové zbyjkgu
neiastji pripojovany na serin/ threonin — ¥ipad tzv. O-glykoproteif, nebo asparagin

v pripact N-glykoproteiri. Navazani sachafidmuze stabilizovat konformaci protein
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Sacharidové sloZzky mnoha proteéinse w@astni rozpoznavacich interakci (protein-
sacharidové a n@v objevené sacharid-sacharidové interakce). N-ghllaos u
eukaryotnich systéin probiha ko-transta¢. UDP-aktivované cukry jsou ipadeny
dolicholem do membranového systému, kde je navdaaforylaci. V prvnim stupni
piechazi tento komplex do endoplazmatického retikdiahy stup# probih&a v Golgiho
aparatu, kde jiz vznikaji koteé produkty manosového nebo komplexniho typu. Tato
modifikace ma fmy vliv na funknost biologicky aktivnich latek, tato jsou
glykoproteiny bugcné sény nebo sekrani proteiny. Glykoproteiny mohou byt ndiglad
lektiny, s€nové proteiny, lysosomalni enzymy, cytokiny, bilkgy matrix, membranové
nebo receptorové proteiny. Syntéza O-glykoprditezatind vznikem monosacharidové
matrix, vazané na dinukleotid. Takto aktivované opwactharidy vycestovavaji do
endoplazmatického retikula a posléze do Golgiho eru. Poslednim krokem je
navazani celého komplexu na protein pomoci sp&gifit glykosyltransferas. N&gst;ji

se [ipojuji dvé molekuly N-acetylgalaktosaminu na serin nebo thieo Do
O-glykosylovanych protein pati nagiklad arabinogalaktany, proteiny bohaté na
hydroxyprolin, RNA polymeraza Il nebo extensiny J21

2.1.4 Bioinformatické  zdroje pro predikci membranové

lokalizovanych proteini

Bioinformatika spojuje informai technologie s biologickymiédami. Diky této
kombinaci je mozno studovat pomocicfiecového vybavenitizna biologicka data, ktera
se daji mezi sebou srovnavat, analyzoviapguré jakymkoliv zpisobem zpracovavat.

Koneinym cilem bioinformatiky je odhaleni bohatstvi loigické informace ukryté
v mnoZstvi dat. Pro snadny uZivatelskiispup je snahou fwca téchto databazi, aby
sphovaly pozadavky jako jefphledné uchovavani dat, tvorba algofita statistickych
VypoSta pro ujaskni vztali mezi daty a fedevSim pouzitiéchto databazi praizné typy
biologickych dat, &iuz je to RNA, DNA nebo proteiny.

Pro studium proteihse vyuZivaji, jak primarni databaze, tak sekuriddatabaze.
Nejjednodussi primarni databaze shrodhgé sekvence nukleotidovych bazi, které lze
prevést na proteinové sekvence. Mezi primarni dawlgati UniProt (the Universal

Protein Resource) BICBInr (National Center for Biotechnology Information)niBrot
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databéze se skldda ze dvou sekcBilssProtobsahujici manu&tnranotované proteinove
sekvence a (Z)rEMBL , ktery je anotovan jen automaticky [22].
PodrobrjSi data lze tedy nalézt ve SwissProt datab&istypné na adrese

http://www.expasy.ch/sprotUzce spolupracuje s EMBL a sp&ié vytvéaeji TrTEMBL, také

proteinovou databazi. Tyto #vdatabdze dohromady pokryvaji vSechny "existuji&i"
"smysluplné" proteinové sekvence. Do databazi dbézné dophovany nové informace.V
souwasné dob se pravépodobré jedna o nejkvalitg§Si molekularg-biologické databaze. Pro
védecké dely jsou SwissProt i dalSi uvedené databazedvoltispozici.

PIR (Protein Information Resource) je ram primarni databaze, ktera je
organizovana podolrjako GenBank (vyhledavaji publikované DNA sekven&dalSimi
organizacemi vytvd PIR-International. Tato databaze je analogickdwkssProtu a je

piistupna na adregetp://www-nbrf.georgetown.ed23].

Sekundarni databaze (tafCOG, Interpro) vznikaji z databazi primarnichtoa
pomoci mnoh&etného porovnavani (multiple alignment) homolognistkvenci pro
zachyceni konzervovanych oblasti. Tim se proteaigdi do tzv.rodin.

DatabazeCOG (Cluster of Orthologous Groups of proteins) pracop zaklaé
vyhledavéani fylogenetickych charakteristik protgirkteré byly ziskany z kompletnich
genonii. Kazd4 skupina uvedend v databdzi COG obsahujerologni proteiny (tj.
proteiny, které pini stejnou funkci v jiném organig). Cilem této sekundarni databaze je
studium evoluce géna funkini anotace naynalezenych gen Program je fistupny na

strancehttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/COGR4]. Interpro, http://www.ebi.ac.uk/interpro/

[54], je integrovany zdroj dokumentace o proteirgvyodinach, doménéach a fumkch
mistech. Metody rozeznavajici sek¥eh signatury maji tzné optimum pouziti diky
rozdilnym princiim a vlastnostem algoritim Pro nejlepSi vysledek je proto idealni
kombinace vSech metod. Interpro kombinuje vyhodgpami PROSITE, PRINTS, Pfam,
ProDom, SMART, TIGRFAMs, PIRSF, SUPERFAMILY, GENE3PANTHER. Tyto
.poddatabaze" umaiji porovnavat data proteinovych sekvenci; sekaématrice; data
z fingerprint mapovani, u kterych jsou aplikovamyzpatky z PSSMs (Position Specific

Sequence Matrices)fipadre pracuji na zakladskrytych Markovovych modél

Signal P 3.0,(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalH25], pati mezi predikni
programy, slouzici k predikci sekrdch a signalnich protein Pracuje na principu dvou
prediktoifi zaloZzenych na neural work a na skrytych Markovbvygwdelech. Jejich cilem
je porovnavani aminokyselinové sekvence s misfyesti této sekvencé&znymi enzymy.

DalSim z prediknich program je LipoP, (http://www.cbs.dtu.dk/services/LipoP[26],
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ktery sleduje i#zné lipoproteiny a zkoumd& jejich funkce. Sekvencetorato
bioinformatickém zdroji jsou vkladany ve FASTA foamu, ktery zapisujeme jakiddek
nukleotidovych bazi, na jehoz&ku musi byt vzdy znaménko >. Tento algoritmusiilo

k nalezeni podobnych sekvenci zadané sekvence lsensemi v databazi. Hlavni
mysSlenkou je, Ze lipoproteiny jsou¢peny lipoprotein signalni peptidazou (Lsp). Misto
St€peni se nazyva signalni sekvence a jedlerd do iti oblasti n-region(obsahuje kladné
aminokyseliny),h-region (jsou zde hydrofébni aminokyselinyg;region (obsahujectyfi
aminokyseliny, které jsou kolem mist&peni — lipobox). Tato databaze umi identifikovat
lipoproteinové signalni peptidy, cytoplazmatickéotpiny, mista #peni signalnich
peptidy. Pro predikci lokalizace proteinu viloe vyuzivame softwareSORT-B,

http://www.psort.org/psortlb5], ktery informuje o0 mozné lokalizaci proteinubuice

a je dlezitym nastrojem pro genomovou anotaci a farmakioky vyzkum.
PSORT-B analyzuje proteinové sekvence na slozemakyselin, zkouma podobnost
proteini 0 zndmé lokalizaci,iftomnost signalniho peptidu, na transmembranovigyhel

a na motivy korespondujici se specialni lokalizBd .predikknich program nalezi také
SecretomeP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomdB0], aTMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/[27]. Ok tyto databdze pracuji na stejném

principu, a to na skrytych Markovovych modelech.

2.1.5 Funkce membranovych proteini

Proteiny maji v bakterialni liige rozlisSné uplatmi. Podle jejich funkce seli na:

- strukturni , které zajiuji udrzeni tvaru a podili se na vystauytoskeletu, tvi
membrany organel a biomembran

- katalytické, jejichz funkci je udrZzeni homeostazy wiba, a to progednictvim
enzymoveé a hormonalni vybavyiiky

- transportni, které maji za ukol fignos tiznorodych latek mezi viii a vrgjSi
prostedi buiky

- pohybové jez umo#uje pohyb bakterie

- obranné, které obsahuji skladbu specifickych proteifNa tyto proteiny reaguje

imunitni systém tvorbou specifickych protilatek [28

27



2.1.5.1Transportni mechanismy

Membranovy penos latek obstaravajirgevsim transmembranové proteiny.
Transport probih& kiipo koncentrénim spadu, kdy how@me o tzv. pasivnim transportu,
ktery nevyzaduje iisun energie v podébATP. V tomto pipact slouzi proteiny jako
kanaly, kterymi penasené latky ,protékaji“ na appeou stranu membrany. Rychlost tohoto
prenosu zavisi na velikosti transportované molekpilgsto se $tSinou jedna o nizkomole-
kularni latky jako jsou ionty a voda. Selektivitariali pro pendSené latky je dana
praimérem transportovanyctastic a elektrickym nabojem aminokyselin, fieéch vnitni
cast kanalu. Kanaly mohou byt dustale otetené (pikladem jsou akvaporinyiidici
pienos vody z/do hiky) nebo vratkové (@naseji pedevSim ionty a jejich pchodnost je
uréena elektrickymi, metabolickymi nebo chemickymi naily). Padet a poloha
jednotlivych kanél se dynamicky @ni vzhledem k metabolické gete buiky. Tento typ
pienosu jiz vyZzaduje dodani energie v potl8d P. Jedna se o aktivni transport [29].

Aktivni transport je zaji$h membranovymi proteinovymi ipnaseéi. Tyto
pienaSée, tzv. pumpy, specificky vazirgnaSenécastice a zmnou konformace se
uskuteéni transport na druhou stranu membrany. Samaoteygs niZze byt dvojiho druhu.
Primarni transport vyZadujg¢imé dodani energie prastinictvim hydrolytického rozkladu
makroergické vazby v molekule ATP. Tento mechansmse uplatuje u sodno-draselné
pumpy, vodikové pumpy a vapnikové pumpy. Sekund#&arisport, nebo jinak zvany
sprazeny transport, transportuje molekuly proti konic@nimu spadu a kineticka energie
jednécastice je vyuzivana pragnos druhé€astice. Tytatastice mohou bytienaseny na
stejnou stranu membrany — symport, nebo transpomtiipa proticiidné — antiport [29].

Proteiny jsou také vyuzivanyigkoordinaci vezikul napknych vysokomolekularni
mi latkami, dovnik ¢i vné bunky. Nazyvame je SNARE proteiny a jsou dvojiho druhu

* V-SNAREsS - proteinové markery lokalizované na pburgezikul
* t-SNARESs — proteinové markery, un@sé na cilovém mistmembrany. SNAREs
proteiny jsou dlezité @i spojeni vezikuly a membrany.

Mezi transportni bilkoviny bakterii s#adi napiklad poriny, pronikajici fes
membranu az k peptidoglykanu. Svou strukturou vythgdrofobni por, kterym protékaji

malé hydrofofilni molekuly dovnitbuiky [29].
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2.1.5.2Enzymova vybava cytoplazmatické membrany

V cytoplazmatické membrérse nachazejiipdevSim enzymy dychaciltettzce,
oxidativni fosforylace, enzymy, syntetizujici folidy a slozky bum¢né seény. U
fototrofnich bakterii mzeme také nalézt bakteriochlorofykepenujici swtelnou energii
v chemickou. Ziskana energie se uchovava fedsictvim adenositrifosfatu a uvolni se
hydrolytickym rozkladem jejich dvou makroergickyehzeb. Bakteridlni hika ziskava
energii bul’ fermentaci nebo respiraci.

Fermentace, neboli kvaSerti pémz dochazi k zisku energie diky rozkladu glukdzy
bez mistupu kysliku. KvaSeni je vyuzito v potraviekém pémyslu @i vyrobé
alkoholickych napdj a @i mlécném kvaseni. U ethanolového kvaSeni se vyuZivaji
kvasinkySaccharomyces cerevisiddaeré genmenuji sacharidy na oxid uldity a ethanol.

U ml&ného kvaSeni, slouzici ke konzervaci mléka, se ttygiaStreptococus lactis,
Streptococus cremoris nebo Leuconostoc dextrani@atsim dilezitym zdrojem uhliku,
ktery bakterie ziska beziptupu vzduchu, je pentoso-fosfatova draha. V ¢étk se néni
glukdza na ribulosa-5-fosfat.

Respirace je narozdil od fermentace metabolickharpi které se glukdza ziskava
za gistupu kysliku. Enzymy, zajigjici tento proces jsou umésty na membraha jsou
zapojeny do tzv.dychacihetzce. Vyhodou oproti fermentaci skyta respiratedpvsim
v mnozstvi ziskané energigi Respiraci se ziska 38 molekul ATP, kdeZto u fertaee to

jsou pouze 2 molekuly [16].

2.1.5.3Imunoreaktivni membranové proteiny

Tyto proteiny se vyskytuji na cytoplazmatické meamd a hostitelsky organismus
reaguje na jejich jfitomnost tvorbou specifickych protiladtek. V poslédnletech s¢ada
vyzkumi vénuje €mto strukturam zidvodu objastni patogennich mechanigmekterych
malo prozkoumanych vysoce virulentnich bakterikojge tomu v pipadt F. tularensis.
Dale jsou uvedeny obecnékdady rekterych specifickych antigennich struktur:

* Peptidoglykan — je sowdasti bugcné stny a z chemického hlediska hadime
mezi glykosidy. Pro sav buiky vykazuje pimou cytotoxickou aktivitu.
* M protein — je jednou z antigennich struktur, které jsoudi$@ proStr .pyogenes

Je lokalizovan na cytoplazmatické memkgoronika ji a oba konce této molekuly
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volné ¢ni na ol strany membrany. Jeho funkci je adheze bakterigpawach
sliznice. M& také ochranou funkci, kdy brani mortoeapakrofagovému systému
fagocytovat bakterii.

» Kyselina lipoteichoova— dalSi adherentni protein. Protilatky tgné proti kyselig
lipoteichoové vykazuji zkzenou aktivitu s membranami hostitelskych &un
Mohou napiklad reagovat s kardiolipinem a vusledku tohoto procesu ke
dochazet ke vzniku antikardiolipinového syndromugjgvujiciho se zvySenou
nachylnosti k trombotickymifhodam.

» F protein — nositelem receptoru pro molekulu fibronektineitaké pravépbodobné,
Ze se podili na adhezi bakterii na povrch faryngiza [30].

2.1.6 Vyuziti poznatki 0 membranovych proteinech

Membranové proteiny mohou byt studovany pomockd&nn proteomiky, cile&
zantiené na subproteomovou analyzu tzv. membranom. Memobr poskytuje informace
o struktde proteiri, membranové lokalizaci, eva@oim vyvoji, protein-proteinovych
interakcich, a také o zim¢ sloZzeni membranovych protéin zavislosti na metabolickych
potrebach biiky [31].

Znalosti z oblasti membranomu uvedené do praxeoongdomoci pi diagnostice
patologickych stal, pfi odhalovani dinku farmak na biiku, a také fi vyvoji novych
vakcin&nich latek.

U zji&ovani misobeni patologickych stavna burc¢né struktury, je vyuzivana
diagnostika biomarkér coZz jsou objektivé hodnotitelné a odtitelné proteinové
indikatory, jez by mlly pro zavedeni do praxe #plhat podminky dostataé citlivosti,
specifenosti, validity a dostupnosti [32].

Antigenni struktury lokalizované na membranovyavrgich bakterie slouZi takeé
jako diagnosticky marker, diky kterému je mozné atipavodce onemocmi. Déle je
mozné se opirat o specifické protilatky, které geateji proti skladk antigerii bakterie.
Specifita protilatek se odviji od daného typu bakte

Aby bylo mozné diagnostikovat dany antigen, jeba gipravit specifickou
protilatku proti tomuto antigenu, kterd saize ziskat imunizaci pokusného ieté nebo
technologii bua¢nych hybridoni. Dany antigen lze identifikovat pomotady metod,
které  zahrnuji  precipitmi  techniky, aglutinaci na nasch a dnes

nejvice uzivané a také nejci#jgi, imunoenzymatické metody.
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Pro stanoveniStreptococus pyogenes (S. pyogerss)uziva jeho specifického
antigenu antistreptolyzinu O (ASLO), coZ je prdkkatva‘end proti proteinu itomném
na cytoplazmatické membranS. pyogenesskupiny A,C a G. #&sobenim d&chto
organismem tvienych protilatek, dochazi k posSkozovani organovsthktur, a to pod
obrazem klinického stavu zvaného revmaticka ¢éi@aePro diagnostiku tohoto klinického
stavu se zji@uje titr protilatek proti ASLO [33].

Salmonellama d varianty antigeh — bicikové a somatické. Oba tyto sérotypy
maji homologni genom v 96-98%, ovSem odliSuji seawaznosti a symptomech
patologickych stal, které zfisobuji. Pro diagnostiku se také vyuziva tgigni
piitomnosti specifickych antigennich struktur (ha@i antigen typicky proSalmonella
typhi). Identifikace &chto antigefi se provadi aglutinaci, kde dochazi kreakci se
specifickymi antiséry narfénymi proti antigetim. V pripact pozitivni reakce je mozné
vidét shlukovani partikuli, na kterych je antisérum dedno [34].

Znalost skladby protein na membrath pomah& f vyvoji vakcinanich latek.
Mnohé z &chto proteiri pati do skupiny faktak virulence a fi jejich vyrazeni pouZzitim
aktivni imunizace, nefitze dany patogen infikovat hostitele. Vakcin@zm obsahovat
oslabené antigeny, a tdgulevSim proteini antigeny mezi ¢ pati nagiklad tetanicky
toxoid, pouzdrové polysacharidy pneumoka@khemofiti.

Vakciny mohou bytirznych tym a cli se na:

e toxoidy — jsou bakterialni toxiny, zbavené chemicky (folimam) jejich
patogennich vlastnosti¢dhto vakcin se pouziv&ipckovani proti zaskrtu.

* inaktivované vakciny — bakteridlni vakciny jsou fipraveny z usmrcenych
bakterii, které si zachovaly své pratek antigeny, a aby tak mohly imunitni
systém ke tvorb protilatek, jez slouzi jako panové buky a @i sekundarni
infekci mohou rychleji reagovat na infekci. Hatde vakciny protéernému kasli,
kombinované vakciny proti tetanu a davivému kasli.

» chemovakciny— jsou @kovaci latky gipravené pouze z izolovanych protakch
antigeri. Takto se o&kuje proti Haemophilus influenzaektery obsahuje
polyribosylribitol fosfat. Casto se kombinuje s tetanickym toxoidem nebo
s proteinyCorynebacterium diphteria€ckovani proti hemofilm, pneumokoikm
a proti Salmonella typhiadime do jedné skupiny vakcimach latek — kapsularni

polysacharidové vakciny.
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» Zivé atenuované vakciny— obsahuji Zivé oslabené kmeny bakterii nebd. vir
V porovnani s ostatnimi apoby vakcinace je tento druh né&jingjSi, co se tyka
imunitni pangti. Atenuované kmeny jsou vneseny do organismu raisg
zavedeni se vytwo mirna reakce, zi&i pribéh imunitni odpo¥di. Pouzivaji se
negast;ji pro intracelularni patogeny. Nejvice pouzivangékovanim tohoto typu
je vakcinace proti tuberkul6ze neboli vakcina BCG.

Nové sngry ve vyvoji vakcingnich latek se zabyvaji vyvinem tzv.DNA vakcin,
coz jsou upravené plazmidy, které obsahuji genyppotekni antigeny. Po zaneseni
téchto vakcin do organismu, pronikaji do jadraiky kterou ,donuti produkovat
prislusny antigen. UvaZuje se také o genovych vakbinkteré by po vneseni do

organismu produkovalydkteré cytokiny, a tim upravili imunitni odpéd [16].

2.2 Membranom Francisdlatularensis

2.2.1 Bioinformaticka analyza membranovych proteini
Francisella tularensis

Bioinformatické studie byly provedeny na proteimde. tularensis které byly
identifikovany hmotnostni spektrometrii a byla emiznama aminokyselinova sekvence.
Pro predikci funkce, struktury a lokalizace bylyugdy niZze uvedené algoritmy.

SignalP pouziva @dvmetody neural work,ijfemz jedna predikuje signalni peptid a
druh& mista pro &beni specifickou peptidazou. Graficky je vysledeldzorén jako Fi
sodadnice: C, S, Y. Sdadnice C udava misto épeni, S vypoitava pro kazdou
aminokyselinu zadané sekvence, Y je derivaci Cskd®e a vypoitava idealni misto
Stpeni, specifit¢jSi C sodiadnice [35]. Emito databazemi byly deny napiklad signalni
peptidy TIRAPEI MyD88.

Jelikoz se velké mnozZstvi imunoreaktivnich prateimachazi na povrchovych
strukturach bakterie, je mozno k jejich identifik@ouzit program PSORT, ktery dokaze
predikovat lokalizaci proteinu. Tento program piacoa principu srovnhavani podobnych
proteini a jejich lokalizaci, hleda stejné signalni peptadgloZzeni aminokyselin. Pomoci

tohoto programu byly analyzovany imunoreaktivnitpnoy IglC, MglA, GroEL a dalsi.
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SecretomP je vyuzivan pro predikci prépddobnych sektmich proteir.
Predikni metoda uéluje kazdému dom#ému proteinu body od 0 do 1. Jestlize ma
protein nad 0,5 badje uken jako sekréni. Kysela fosfatasa a beta laktamasa byly timto
algoritmem predikovany jako sekretované proteirg].[3

Predilkéni program PSORT-B je &n pro odhad lokalizace analyzovaného
proteinu v bakterialni bice. Pomoci tohoto programu byly giapredikovany lokalizace
proteini: AcpA, chaperoninovy protein Dnakglyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa,

laktat dehydrogenasa a beta-laktamasa [36].

2.2.2 Poznatky z anotace genomu

Jelikoz zname kompletni sekvenci genofutularensis je mozné studovat a
predikovat funkce vSech obsazenych igendale zkoumat patogenni mechanismy této

bakterie.

2.2.2.1Enzymaticka vybava

V genomu byly nalezeny geny koédujici 350 en#tyrkatalyzujicich 429 reakci
v metabolismu. Byla predikovana produkce sedmi @akrich aminokyselin — alanin,
asparagin, glutamat, glutamin, glycin, fenylalanan tryptofan). V metabolickych
pochodech, zahrnujicich katalyzu polyatnijako je putrescin nebo spermin, je fdnk

porucha, ktera ma jakaidledek sniZzenou odolnost bakterie v hypotonickéosf@di [7].

2.2.2.2Faktory virulence

Jednim z mala pozndikkteré mame o virulentnich mechanisméchularensis je
fakt, Ze jeji fist probih& uvnit makrofagi. V genomu se naléza opertglABCD, ktery
koéduje proteinylglA, B,C,D Jestlize dojde wthto regionech k mutaci, mikrob neni
schopny se adaptovat na ¥nit prostedi makrofagu a hyne. Za normalnich fémich
podminek bakterie dokaze rozrusSinst makrofagu a uniknout do cytosolu. Tomutg d
napomaha fosfolipaza C a D.

Francisellaje kultivovana v kyselém pH, které se postugmySuje diky produkci
amoniaku. Diky této metabolické c&shuze bakterie fezivat uvnit makrofag. Je to

zajiSeno paisobenim L-glutaminas, L-asparaginas a citrulin@a®idCitrulinureidasa je
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N 1

navic vyuzivana pro rozliSeni subtyp vysSi (subtypularensid nebo nizSi (subtyp
holarctica) virulenci.

Déle byla zji&na gitomnost transportnich systémpracujici na principu ABC
transportéi. Jsou z#gazeny mezi potencialni faktory virulence [7]. Stejtak jako
piitomnost pilu typ IV, jehoZz funkce neni doposud maa oviem u jinych patogennich
bakterii je sosasti virulentnich mechanisnj7].

Jednim z dlezitych faktofi virulence se ukazuje byt ziskavani Zeleza ve fagos
Absorpci zeleza zajisije Fur protein (ferric uptake regulator) stejako u velké ¥tSiny
mikroorganisni [7]. Bylo také nalezeno mnoho dgenregulujicich Fur protein — ftnA,
fumB, acnA, sodB a iraB, ktery se vyskytuje takélLegionella pneumophild7].
F. tularensis je schopna naruSit fagosom dejit do cytosolu. Dalo by se tedy
piedpokladat, Ze v cytosolu, kde je Zelezo vysoceusiné,F. tularensisbude vyuZivat

komplexy, vazajici Zelezo (bacterioferritin nebdesofory) [58].

2.2.3 Komparativni proteomové analyzy membranona raznych

kmenu Francisdlatularensis

Duvodem vypracovani vyzkumnych postuppro srovnani membranév
asociovanych protein je predevSim objasmi patogennich mechanigmntracelularni
bakterieF. tularensis Srovnani proteotnje vyhodrjSi nez srovnani genomové vybavy
vSech subtyp F. tularensis a to gedevsim z @ivodu posttranstaich modifikaci, které
probihaji po proteosyntéze. Genomy subt¥p tularensisjsou z velkécasti homologni,
ale na urovni proteotn byly nalezeny odliSnosti [9]. Proé¢decké dely se pouzivaji
piedevsSim subtypytularensis a holarctica,jelikoZz novicida a mediaasiaticanejsou
schopny infikovat lidi. FednEtem zajmu jsou proteiny, které se vyskytuji pouzednoho
subtypu, nebo jsou wm vice zastoupeny (kvantitati¥nci ve vice proteinovych
izoformach).

Pro separaci frakce obohacené o membranové pyoteya vyuzita
dvourozngrnd elektroforéza a proteiny pak byly identifikoyapomoci hmotnostni
spektrometrie. K bioinformatické analyze identifilemych proteif pak byly vyuzity
algoritmy PSORTDb, PROSITE, Pfam a BLAST.

Komparativni proteomova analyz&. tularensissubs.holarctica a F. tularensis
subsp.tularensisprovedena pomoci 2DE odhalila specifickditgmnost proteith na 2D

gelech (konkréth 6 proteiri), které byly nalezeny pouze u kmene SCHU S4. Jedna
34



tyto proteiny: hypoteticky lipoprotein FT 1260, $elvoxyisobutyrat dehydrogenasa FT
1666, sekreni protein FT 0018, konzervovany hypoteticky pnotBil 1651, hypoteticky
protein FT 0903, typ IV pili lipoprotein FT 115771B Subtypytularensisa mediaasiatica
vykazovaly zna&nou podobnost ve sloZeni proteomu.

Lze predpokladat, Ze by vySe uvedené proteiny mohly Bgbeny do virulentnich
mechanism F. tularensis Pokud by tato hypotéza byla potvrzena, byly g goznatky
vyuzity pri vyvoji icinné humanni vakciny. V séasné dob totiz neexistuje licencovana
vakcina, disponuje se pouge tularensiskmen LVS (live vacine strain), ktery je Zivym
oslabenym kmenenk. tularensissubsp.holarctica a ktery byl uzivan pro vyzkumné
pracovniky pracujici v riziku potencialni nakazy.

Predpoklada se, Ze sekrgé protein FT0018 bude mit souvislost s transportem
molekul, toxickych pro bakterii. Komparativni anady ukazala, Zze gen, kodujici tento
protein se vyskytuje i v subtypwlarctica, ale je nefunéni. DalSi protein PilP je jednou z
komponent type IV pili (Tfp), coz je multifugki komplex, ktery se napicastni pohybu
bakterialnich &l a jejich Sfeni v prostoru, adhezi k hostitelskymnkam ¢i umoziuje
translokaci molekul f&s vrgjSi bakterialni membranu [38].

Konzervovany lipoprotein FTT1103, jez fatlo thioredoxinové rodiny, ktery se
nachazi v obou subtypech, je v tularensis kvalitti zmenén. V aminokyselinové
sekvenci v subspularensis(kmen SCHU S4) tohoto proteinu chybi 8 aminokysela
N-konci, coz odpovida posunu molekulovych hmotnddgré jsou patrné na 2D gelech.
DalSim proteinem nalezenym v subsplarctica je lipoprotein VacJd, ktery je kddovan
nefunkénim genem v kmenech patich do subsptularensis zatimco ve $Sin¢ kmeni
subsp.holarcticaje plré funkéni. Do skupiny proteiln, které se vyskytovaly v rozdilnych
proteinovych izoformach liSicich se posunem v pkily IgIC a IglA. Tyto proteiny hraji
dulezitou roli @i mnozeni bakterii uvnitmakrofag. Proteiny exprimované v nizkych
koncentracich byly vigdeslych studiich identifikovany jako imunoreakfjvnagiklad
hypotetické proteiny FTT1441 a FTT1539, outer membr protein (Omp) FTT1572 a
(OmpH) FTT1747. Uvedené proteiny reagovaly jak &y pacieni po tularémii, tak i se
séry experimentatninfikovanych mysi [37].

Komparativni proteomika kméns tiznou virulenci mMize podstatnym Zfsobem
prispét k poznani molekularnich mechanignkteré vstupuji do vzajemnych interakci
hostitel-patogen a které vyznamnym ugpbem ovliviuji virulenci ¢i patogenitu

mikroorganismu.
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2.24 Imunoreaktivni proteiny Francisella tularensis

Pro lepSi porozusmi mechanisriiim patogenity s&. tularensisbyla pouzita
imunoproteomicka studie, ktera umoznila odhalitigenty @itomné na povrchu této
bakterie. Pro studiuméehto struktur byla pouzita lidska séra padieimfikovanych
F. tularensisa séra zdravych jediicTomuto vyzkumu se&novala prace Jany Havlasova
et al. [39], kterA misto lidskych sér pouzila sérdkovanych mysSi a vysledky byly
srovnany s vysledky ziskané od lidi infikovanychatamii. Vysledek této studiefippsl
svou nErou k odhaleni imunoreaktivnich protéinndukujicich protilatkovou odpe&d’,
potencialni markery vyuzZitelné pro vakcinu, a tek@diagnosticky vyznam.

Pro studium d&chto proteifi byla vyuZzita 2D elektroforéza, Western blot a hmostni
spektrometrie. Imunoblotting odhalil reakci meziigenem a protilatkou.

Vysledkem tohoto postupu bylo identifikovani 50 umoreaktivnich protein
U téchto proteir byla z velkétasti stanovena funkce pomoci bioinformatickych lbara
U tfinacti proteiri byla predikovana funkce cast @i bunécnych procesech a
posttranslanich modifikacich, biosyntézy b&meé stny, a genosu signalu. DalSich 12
proteini plnilo funkce v procesu tvorby a ukladani enefgietabolismus lipitl, sacharid
a nukleotid). Pt proteini byly ribosomalni proteiny, dastnici se proteosyntézy. Jeden
Z proteiri se &astnil DNA replikace, rekombinace a opravy DNA.

P¥i srovnani vysledk u mysich sér s vysledky od 9 paciestdiagnostikovanou
tularémii, bylo mozno sledovatdité zmeny ve vyslednych proteinech [39]. Tyto vysledky
byly porovnavany se @wma zdravymi pacientskymi séry a genii pacienty, jez byli
infikovani Lymeskou boreliozou. Z 50 identifikovasty proteiri v mysSich sérech, jich 25
bylo spol€énych u pacierit s tularémii, ficemz 8 z nich bylo v obou sérech nalezeno ve
vysokych titrech. Jednalo se o ClpB protein, protge vrEjSi membras, prenase
malonyl-CoA-acylu, GrpE protein, oxidoreduktasaptpin s dosud neobjasmou funkci,
chaperonin a protein s prajgbdobnou sigma modulaci. Opraiintto vysledkm byly ve
vysSich titrech nalezeny proteiny jako f@ifad mozny periplasmaticky protein, elodga
faktor Ts a RNA véazajici protein.

V F. tularensiskmeni LVS byl imunodominantnim stimulem glykolipig vrgjSi
membras, coz potvrdila i provedena studie. Také bylo Znst Ze 60 kDa chaperonin a
17 kDa lipoprotein zvany TUL4 maji velky vyznam pnmedukci tvorby specifickych
protilatek. Cilem této studie bylo odhalit proteikyeré byly ukotveny na ¥si membrag

a jejichz gitomnost byla negtSim podgtem pro vyvolani imunitni odp@di. Vysledkem
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bylo ugeni 6 pravépodobnych sekemich proteird. Do této doby byly popsany pouze dva
proteiny hrajici dlezitou roli ve virulenci F. tularensis a to difosfatkinasa a
isocitratdehydrogenasa. Se stejnou funkci bylaitigwdehydrogenasa popsana také u
Leshmania infantumkde gitomnost tohoto funkhiho genu umoznila bakteriiigziti ve
fagosomu. Stejnou vlastnost maji i nalezeny Clp8tgn a RNA-vazajici protein, diky
kterym mize F. tularensispiezivat uvnit fagosomu. U dosaZzenych vyslédje nutno
pacitat s neznamym sloZzenim lidskych a mySich sér.aBghlezena 50% shoda
v protilatkach, ale diky zatim neobj&sé podobnosti meziémito dwma Ziva@isnymi
druhy, se musi tato vysledna data&iitvdalSim vyzkumem. Vysledky této studie umozni
dalSi postup ve vyvoji vakciny prdii tularensis.

2.25 Konkrétni funkce membranovych proteini Francisella

tularensis

Proteiny gitomné v membr&hbakterii mohou mit z obecného hlediska cekmlu
funkci, které jsou popsany v kapitole Funkce memdwgich proteifi. VétSina gchto
proteimi ma gedevsim imunoreaktivni potencial, kterému §@avano nejvice pozornosti.
Proteiny maji také funkci enzymatickou, transpotirgignalni. Na membranové proteiny
se také pohlizi jako na kandidaty pro vyvoj novénnni vakciny. Membranové proteiny
byly identifikovany jako skupina tzv. Omp a jejieixtrakce z membrany byla provedena
pomoci sonikace, nasledovanou ultracentrifugadpapré extrakci za pomoci detergentu
[9]. Mezi tyto proteiny pat nagiklad chaperoninovy protein DnaK, GroEL,ATP syntasa
FopA,TUL 4 a dalSi. Jsou zde popsany jékteré proteiny:

* FopA — neboli Francisella outer membrane proterd3 kDa bilkovina, jeZz byla
identifikovana pomoci litiumchloridového extraktupacientskych sér. Tento
protein byl roveZz nalezen uEscherichia coli FOpA je @imo navazan na
peptidoglykanové struktury baéné stny [40].

+ TUL 4 - je protein o velikosti 17 kDa, je#imo stimuluje CD4 T lymfocytarni
aktivitu, indukuje produkci interleukinu 2 a interbnu gama. Z biochemického

hlediska se jedna o lipoprotein. Neni zcela jiseék jkonkrétd ovliviiuje
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T lymfocyty, ovSem dosavadni Uvahy ukazuji na meEmudukce progednictvim
acylace. Oba proteiny (FopA i TUL 4) piatio Omp [41].

ClpB protein — pat mezi proteiny stresové odpii. Ma také vyznam i tvorbé
prostorového usgadani proteifi. Je mozné ho nalézt i v bakteialmonella
typhimurium kde je jednou zideZzitych virulentnich determinan¥/ poslednich
vyzkumech tohoto proteinu s€dci snazi jej inaktivovat a zjistit, zda by doSle k
sniZzeni patogenitly. tularensig42].

pilus typ IV (Tfp) — je to komplex adhezivnich peoti, dilezitych pro pénik
intracelularnich bakterii doviiit hostitelskych butk. Tento protein se také
vyskytuje v patogenech jako jMeisseria spp., Pseudomonas aeruginosdo
Vibrio cholereae.VIlakno pilusu je slozeno z jednoho hlavniho pilum&nSich
postrannich pil. Je zanten do membrany a ukotven pomoci PilQ sekretinu.
Vytvaii se tak por mezi vritim a vigjSim povrchem membrany. Jeden protein
z komplexu &chto adhezif, PilA, je mozné jej nalézt pouze u vysoce virutgcih
kmeni F. tularensisa naopak neniffiomny u LVS kmene [43].

MglA, MgIB protein — ol tyto bilkoviny umo#uji intracelularni @ist bakterie, a to
konkrétre uvnitt makrofagi. Jsou sotasti regulatar genové exprese a jednim
z dalezitych faktofi virulence. Vykazuji homologii k SspA a SspBcoli, jejichz
funkci je zaji&ni rastu v prostedi chudém na Ziviny a odolnosteév kyselému pH
[44].

TIRAP, MyD88 signédlni proteiny — byly lokalizovany cytoplazmatické
membrag vazané na PP Slouzi jako adaptivni proteiny pro TLR2-dependént
signalni cestu. TLR2 hraje dominantni roti ppzpoznavanf. tularensis.TIRAP

je dilezitou sodasti, tzv.bridging receptoru pro MyD88 [45].

IgIC,D — jsou proteiny, které jsou kodovanglABCD operonem a jsou
lokalizovany v ostrovech patogenitfento operon koduje také proteiny IglA a
IgIB, které jsou charakteristické pro mnoho patadeh bakterii a jejich regulace
probiha spolén¢. 1gIC a IgID jsou typické pouze prb. tularensis Za jejich
regulaci jsou odpasdné MglA proteiny. Vyzkumy prokéazaly, ze proteimylC a
IgID umoziuji bakterii replikaci v makrofazich hostitelskénby [46]. IgIC je
navic dilezity pro unik z fagosomu do cytoplazmy. Oba tyimteiny chybi
v kmeni LVS, a diky tomu neni bakterie schopnéaifatjosomalnihoistu. Tohoto

stavu je mozné dosahnout inserci v IglA, coz madgsdedek defekt v expresi IgIC.
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* GroEL, DnaK — jsou chaperoninové proteiny. Chapenprobecr jsou fazeny
mezi tzv.heat-shock proteiny,jejichz funkci je zakni agregace bilkoviny. Také
stimuluji monocyty, makrofadgy a dendritické ity k produkci velké Skaly
cytokini. Oba tyto proteiny se vyskytuji Mycobacterium tuberculosia jsou
asociovany s povrchovymi strukturami. MnoZstvi Arofroteinu se zvysSuje ve
stresovych situacich aignfikovani hostitelské hiky bakterii. Ma prozatilivou
funkci a stimuluje makrofagy prastnictvim TLR-4 lymfocyi. Primarni funkci
DnaK proteinu je indukce dendritickych kikn9].

2.3 Nastroje uzivané pro analyzu membranovych

proteini

2.3.1 Priprava vzorku

Pro kvalitni vysledek gteni je dilezité dbat na spravnodipravu vzorku, jelikoz
diky Spatné fipraw je mozné odekavat faleSné vysledky. Biologické vzorky se vyania
velkou ffiznorodosti v bilkovinném slozeni, tudiz se musistibjodcEleni jednotlivych
frakci, a tim sniZzit riziko interference. V ideamipripadt by mél byt vzorek komplet&
rozpusény, milo by byt zabrd#no degradaci stanovovanych profeinodstragny
nerozpustné&astice (naplipidy) a nen¢lo by dochazet k chemickym modifikacim (iap
karbamylace ureou).

Pro zisk&ntisté proteinového vzorku, je nutnéitku dezintegrovat, a to chemicky
nebo fyzikalg. Chemické rozruSeni béik se realizuje nap pasobenim detergeit(anion
detergent, SDS) nebo osmotickou lyzou. Z fyzikdiniechnik se vyuziva french press,
sonikace, fipadre mechanicka homogenizace.

NejbezrejSi metodou pro separaci bigného homogenatu naizné frakce je
pouziti centrifugace nebo ultracentrifugace, volvisi na velikosti¢astic, ktera se
separuje. Po centrifugaci je kny homogenat rozten na supernatant, obsahujici mensi
a lelti slozky, a na sediment. DalSi alternativou je drakcentrifugace, ktera je zaloZzena
na principu opakovanych centrifugadi pénicich se otékach. Ri strednich otékach se
ziskaji celé bikky, jadra a cytoskelet; vysoké obratky umozni seypatr mitochondrie,

lysosomy a peroxisomy; u ultracentrifugace se nzichasedimentu ribosomy,
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makromolekuly a viry. Centrifugace v hustotnim geadu se da pouZzit pro separaci slozek
extraktu na zakladjejich vznasivosti. Vzorek se navrstvi na gradisathardzy nebo
chloridu cesného (pro DNA, RNA). Kazda subcelul&loizka se pohybuje v gradientu tak
daleko, aZz se dostane do vrstvy jeji vznaSivosthik& takiada pas, pricemz ty nejblizsi
ke dnu kyvety se vyzriaji nejwtsi hustotou nebo nejmensi vznasivosti [17].

Pro odstra#ni interferujicich latek se vyuzivaji precigita techniky. Jednotlivé
typy precipitaci se voli podle druhu balastni latkiera se ma odstranit. Mensi endogenni
molekuly jako jsou fosfolipidy ¢i nukleové kyseliny se s vyhodou eliminuji
TCA/acetonovou precipitaci. P pouZziti ultracentrifugace se dosdhne sniZzeni labsa
nukleovych kyselin, ovSem hrozi nebe&ipetraty protei o vySSi molekulové hmotnosti,
proto lze vyuzit fidavki DNaz gipadré RNaz. Dalsi latkou, ktera se podili na zhorSené
interpretaci vysledk, jsou polysacharidy, které mohouugpbit ucpani pdr v gelu a
interagovat s proteiny. Tyto inteferujici latky ladstranit ultracentrifugaci precipitaci.
DalSim krokem je solubilizace protéinkteré se docili pouzitim rehydratého pufru.

V tomto pufru jsou obsazeny latky, které maji darani &inek, a tim padem eliminuji

intermolekularni interakce (ndovina, thiom@ovina); neiontové detergenty, zvysSujici
rozpustnost (CHAPS, Triton X-100); reduk ¢inidla, odbouravajici disulfidické vazby
mezi bilkovinami (DTT, DTE).

2.3.2 Enzymatické S€peni

Pro identifikaci separovanych protéinpomoci hmotnostni spektrometrie, je
potieba tyto proteiny enzymatickyeit. V piipads pouZziti enzymatického &teni se musi
dodrzovat wité zasady. Je nutno brat ohled na stabilni pHcdréak pufru, na powr
enzym/substrat, teplotu a dobu inkubace. Nejvh@dm a z hlediska finamiho i
nejvyhodrgjSim enzymem uzivanym v proteomice je trypsin. fiPahezi serinové
endopeptidasy, tudiz katalyzujes@ni uvnit fettzce a dava vznik déb definovatelné
fragmenty. Sipi vzdy v gfesré uréeném mist a to na C-konci kladnnabitych zbytk
argininu a lysif, pokud nenasleduje prolin. Vyhodou je, zZe vyiy@eptidy o piimérné
délce 10-20 aminokyselin, které je mozné stanovpeatoci MALDI-TOF spektrometru
[47]. VyZaduje progedi o pH 7,8 a doba jeho inkubace se pohybuje meaz 4 — 24
hodin a to p teplo€ 37 °C. Velkou vyhodou pouziti trypsinu je sniZzembcenta

interferenci autolytickych pik Pro zlepSeni vlastnosti trypsinu se chemicky filage, a
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metylaci¢i acetylaci, a tim se redukuje jeho termolabilitawdolyzu. [47] Mimo trypsin
jsou v proteomice vyuzivany enzymy jako je chympsiy, elastasa, Glu-& Lys-C.

2.3.3 VysokoWinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Tato metoda ma v proteomice velky vyznam, protoreoiiuje separaci a
naslednou analyzu slozitych &si latek, jakymi jsou ndfklad snési peptidi po
trypsinovém &tpeni proteinového vzorku v gelu nebo tzv. "gel ‘freeroztoku.
Z fyzikalné-chemického hlediska probiha na principu &edi slozek analyzované ssi
mezi d¥ nemisitelné fdze — nepohyblivou (stacionérni) hyptvou (mobilni). Spojeni
mikroHPLC s hmotnostni spektrometrii je v proteodmowanalyze jednou z velmi
vSestranych technik. Identifikace M8 giupem je v tomtoijjpadt nutnosti, protoZzedine
pouzivané UV detektory nejsou vhodné diky jejiclzShicitlivosti zgisobené kratSi
swtelnou odezvou danou nizkymi gpoky analytu. Spojeni  mikrokolon
s minimalizovanym pitokem s ionizaci elektrosprejem dava velmi vysokilivost. Je

mozné i off-line¢i on-line spojeni HPLC s MALDI ionizaci [59].

2.3.3.1Stacionarni faze

Miniaturizace HPLC je spojena s nano-usgmtanim kolon a dalSich kapilar v
systému, jejichz gimeéry se pohybuji od 20 do 250n. Diky €mto kolonam je také snizen
priaitok, a to na hodnoty 0,02 — L@/minutu. Jako stacionarni faze jsou daetji
vyuzivany tzv. reverzni faz@map. silikagel C18), jeZ potlauji rozSkovani piki. Velikosti
¢astic stacionarnich fazi se pohybuji od velikostio310um [59]. Tyto rozndry zaji& uji

minimalni mrtvy objem.

2.3.3.2Mobilni faze

Nejcastji pouzivanou organickou slozkou mobilnich fazigeetonitril, dale pak
methanol, ktery je vhodisi u off-line nanoESI metod, u kterych zéjife vysSi citlivost.
Pro okyseleni se pouziva trifluoroctova kyselinger& minimalizuje roz#ovani pik.
Stejné vyhody ma i kyselina mravgnktera je narozdil od kyseliny trifluoroctové \dré
i pro spojeni s ESI ionizaci, a ktera byla pouaitaraktické casti [59]. Optimalni

praitokovy gradient je zavisly na komplexnosti vzorkiestlize je zvolen postupn
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nariistajici gradient, je dosazeno lepSiho vysledku.e@vsliky strmdjSimu gradientu je

zvySena citlivost metody.

2.3.3.3Nastrik vzorku

Pri davkovani vzorku pomoci négiovaciho ventilu je dobré 2kenit pred vlastni
separani kolonu gredkolonu. V pedkolorgé dojde nagiklad k zakoncentrovani vzorku.

Toto instrumentalni uspadani zabnguje zanaseni kolony solemi analytu [59].

2.3.3.4Detektor

Jak je zminno jiz vySe, je vyhodné pouZzit spojeni s EEMALDI hmotnostnim

spektrometrem. Jejich principy jsou popsany v kdei2.3.4.1. a 2.3.4.2.

2.3.3.5Vicerozmérna separace

Prestoze je mikroHPLC schopna analyzovat 2000 — 4@@@ich za 1 — 2 hodiny,
jeji nevyhodou je identifikace slozitych &sn peptidi, které secasto vyskytuji u
celoburgénych lyzafi. ReSenim tohoto problému je sniZzeni komplexnosti kizo#’ jiz
ultracentrifugacti imunoprecipitaci. DalSi moznosti je vyuziti midgad iontow-vyménné
chromatografie celého peptidového vzorku v prvniozngru spojeném s jimanim
jednotlivych frakci a naslednou analyzaichto frakci pomoci LC-MS na reverzni fazi
[59].

2.34 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analyticka metoda dkiuk prevedeni molekul na
ionty, rozliSeni &chto ionfi podle pordru hmotnosti a nabojen(/2 a naslednému zdznamu
relativnich intenzit jednotlivych ioft Je poslednim krokem v identifikaci protéin
analyze posttransiaich modifikaci proteif, odhaluje mutace a DNA sekveéna chyby.
Hmotnostni spektrometr umije vytvait kladné ¢i zaporné ionty z analyzované latky.
lonizace probiha ve vakuu, kde dochazidvpedeni neutralnich molekul analytu na nabité
¢astice — ionty. lonizace e byt dvojiho typu: tvrd4 ionizai technika (molekula ziska
velké mnoZstvi energie, které ma za vliv nasledfrmgmentaci molekuly) a #kka
technika (molekula absorbuje mensi mnozstvi energiky tomu vznika meénfragmeni
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a vice deprotonovanych molekul). Tyto ionty jsowk gédény podle jejich efektivni
molekulové hmotnostin/z lonty pak detekuje a signal odesila Kipgovému zpracovani.
Zaznam, jenz je vysledkem analyzy latky, se nazywétnostni spektrum, kde na ose x
jsou uvedeny efektivni hmotnosti idntn/za na ose y jejich relativni zastoupeni towé
smési. Vyhodou hmotnostni spektrometrie je vysokawdst, kterd umozni zachytit latky
v mnozstvi 10g. Dalsi nespornouiednosti je rychlost analyzy a snadné zpracovani dat
pomoci bioninforménich softwaid.

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdpbgyadjiciho neutrélni latky
na klad® ¢i zaporré nabitécastice; hmotnostni analyzator, ktery slouzi k segaionti
v plynné fazi za vysokého vakua podle gommhmotnosti a nabojen/z detektor slouZzi
k detekci rozdlenych ionfi podle m/z a k u€eni relativni intenzity jednotlivych iott
DalSimi sodastmi je vykonny vakuovy systém,izzeni pro davkovani vzorku (sonda),
iontova optika slouZzici k urychleni a fokusaci ot pa&itac k uchovavani a zpracovani
dat [48].

2.3.4.1MALDI-TOF

Dnes téndf nejuzivawrjsi technikou hmotnostni spektrometrie je desoipo&ace
laserem za dasti matrice v kombinace sipetovym analyzatorem. Diky této metogk
mozno identifikovat jak proteiny, tak peptidy, aigukleotidy, syntetické polymery a
dalSi. MALDI ionizaci vznikaji jednou nabité iontg dochazi pouze k minimalni
fragmentaci molekul. MALDI-TOF je velmi tolerantrki obsahu soli ve vzorku, tudiz

usnaduje pipravu vzorku, a tim zrychluje analyzu [22].

2.3.4.1.1Vstupni systémy

Ucelem g&chto systéra je vkladani nebo zavédi vzorki do hmotnostniho
spektrometru, tedy do iontového zdroje. U MALDI-T@#o funkci vykonava kovova

desttka s tetiky na kterych je nanesen vzorekRemy k identifikaci.

2.3.4.1.2lontovy zdroj

lonizace u MALDI probiha po smichani &ns nadbytkem vhodné matrice, ktera
je oz&ena kratkymi laserovymi pulsy. Tato ionizace jetprgelmi vhodna pro spojeni

s analyzatorendasu letu (TOF). Matrice absorbuje energii laserovphlsu a napomaha
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vzniku ionfi v disledku genosu protonu z fotoexcitované matric&z8jni tlohou matrice
je také izolace jednotlivych molekul analytu, asimikem homogennich krystalkteré by
meély rovnonmerné pokryt misto ozévaného tetiku. Matrice pak pechazi sublimaci do
plynného stavu. Neégastji pouzivané matrice jsou nizkomolekularni latkypuyslabych
aromatickych kyselin jako jsouwa-kyano-4-hydroxyskiicova kyselina a Kkyselina
2,5-dihydroxybenzoova, pro analyzu profeipak 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskicova
kyselina. Pro zvySeni rozliSeni seize pouzit tzv. zpozma extrakce, kdy se ionty
extrahuji az po 10-100 ns po aplikaci laserovéhisypua tim dojde k vyrovnani jejich

energii [22].

2.3.4.1.3Hmotnostni analyzator

Analyzator se sklada zietove trubice, kde na &atku trubice se nachazi iontovy
zdroj s odpuzovaci elektrodou a akcetefamiizkou, a na konci trubice je umist
detektor. Principem této metody je separaceiiguidle hodnotyn/za to tak, Ze ionty o
mensi velikostim/zleti rychleji v oblasti bez pole, nez-li ionty ¢t8imm/z a tim padem
dopadnou poziji na detektor. Res veSkeré vyhody tohoto postupu je uglddku
energetické disperze gateinich rychlosti ioni rozliSeni linearniho TOF analyzatoru dosti
omezené. Moznosti jak zvySit rozliSeni je pouzithtového zrcadla (tzv.reflektronu).
Timto zrcadlem se dvojnasabprodlouzi draha letu iofit tedy i dobu dopadu na detektor
a je tim dosazeno vyrovnani kinetickych energimfbi zpisobem je mozné &ht pouze
peptidy. NejétSimi vyhodami piletového analyzatoru je jeho vysoka citlivost, vykost
a teoreticky neomezeny limit/zanalyzovanych ioft

U TOF analyzatoru j&asté tandemové spojeni s kvadrupélovym analyzatorem
Toto spojeni je vyhodné pro studovani aminokyseleh sekvencii posttranslanich
modifikaci. Toto spojeni je konstrék¢ realizovano propojenim obou analyzétor
prostednictvim kolizni cely. Princip sgéva v rozliSeni prekurzorovych iana naslednym
vybérem iontu v prvnim analyzatoru, druhy analyzatortdevybrany iont podrobi dalSi
fragmentaci. Vzniklé ionty jsou rozliSeny v detaki$22].

Kvadrupdlovy analyzator je sloZzen ze £ityjeZ jsou prostoray uspdadany tak,
aby na protilehlé ©®§e bylo vloZzeno stejné n&d. Napti je kombinaci gtdavé a
stejnosndrné slozky. lont, ktery jeffjveden do sedu tchto tyi zaine vlivem néniciho se
napsti oscilovat. lont osciluje pouze tehdy, je-li vigatasovy okamzik vhodné néip a
iont ma utitou hodnotum/z Tento iont projde kvadrupolem a dostane se nekist
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Ostatni ionty jsou zadrZzeny nacigh kvadrupdlu. Postupnymi zmami vkladaného
napeti, tak kvadrupolem projdou vSechny ionty [48].

2.3.4.1.4Detektor

Detekce iont muaze probihat na principu elektronového nagebikdy ionty
dopadajici na povrch elektrody z ni vyrazi elekyrorento dopad je dale zesilen systémem
dynod. DalSi typem detektoru je fotonaspbu nthoz ionty dopadaji na fosforovou
desttku a uvolni energii ve fortnfotonu. Ot signal niize byt zvySen systémem dynod.
Poslednim typem je Faradayova klec, u které dopaalaly na sbrnou elektrodugimz
zpisobi vybiti kondenzatoru. Bty vybiti jsou anérné pa@tam dopadlych iont. Tento

Zpisob je nejpesrEjsi.

2.3.4.2 ESI

ESI, neboli ionizace elektrosprejem, je typergkké ioniz&ni techniky, kterou je
dosazeno disperze kapalin a aerbsdkento typ ionizace neni tolerantni k vySSimu blosa
soli a detergeitv analytu, proto je nutné s touto skirtesti p@itat @i pripraw vzorku a
vzorky radreé odsolit a pecistit. Ve spojeni s kapalinovou chromatografii gereéz nutné
paocitat a pouzitim mé&hbezvodych mobilnich fazi a normalnich mobilnichif&SI se
negastji pouziva pro stanoveniistdre polarnich az iontovych sléanin, biopolymel a
pro studium nekovaletnich interakci. Nevyhodou té&iody je snizeni citlivosti zZigtodu

velkého mnozstvi pik které mohou byt navic i naghledné [48].

2.3.4.2.1lontovy zdroj

Analyt, ktery je rozpugh ve vhodném rozpouftle, je givadén na kapilaru
nabitou na 3 — 5 kV. Vznikaji tak kajly nabitého analytu, které jsou rozpraSovany za
pomoci zmlzujiciho plynu. Dochazi k odpaani rozpousgtla, gicemz kapiky zmensuji
svij objem a zvySuji 4 povrchovy naboj. Kagky analytu se rozpadaji a dochazi k tzv.
Coulombickému $peni. Opakovanim tohoto procesu dochazi k tovicenasob&
nabitych iont [M+H]*" a [M+H]* [48]. Ve spektru tedy pozorujeme sérietpitejného
analytu o stejné molekulové hmotnosti s rozdilyrit@m nabaj.
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2.3.4.2.2Hmotnostni analyzator

Pro proteomickou analyzu je velmi vyhodné spoj@miizace elektrosprejem
s iontovou pasti. lontova past je sloZzena ze dvonc@vych elektrod, které uzaviraji
sttedovou elektrodu. Princip iontové pasti &p@ v iiznych oscilacich iorit
v trojrozmeérné kombinaci ¢tdavého a jednosemého napti. lonty jsou pulza privackny
do iontové pasti, kde jsou zachyceny jen tehdyj4hagliSnou hodnotun/z které zavisi
na hodnat vkladaného nafti. Poté jsou ionty vypuzovany zvysujici se vysokkyertni
amplitudou na detektor na zakéapdomeru svéhom/z. Dovnitt iontové pasti je zav&do
helium, které tlumi oscilace iainta tim je udrZzuje ve igdu pasti [22]. lontovou pasti je
mozné studovat strukturu analytu. Velkou vyhodohoto spektrometru je moZnost
uchovani vybraného iontu uvhitiontové pasti, které umoZznijeho vicenasobnou

fragmentaci.

2.3.5 Stanoveni koncentrace bilkovin v biologickém vzorku

Pro stanoveni koncentrace bilkoviny v biologickénaterialu lze pouzit tyto
postupy: metody dle Biureta, Folina,Lowryho, Bradfwvé, Bicinchoninic acid (BCA)
nebo postupy vyuZzivajici fluorescence.

Velmi casto pouzivanou metodou je stanoveni dle Bradf@&d@®]. Velkou
vyhodou této metody je rychlost a vysoka citlivostera umo#uje nefit koncentrace
proteini v rozmezi 25u1g/ml az do 20Qug/ml. Tuto metodu nelze pouZzit pro proteiny, které
maji Zistat v nativnim stavu, jelikoZfipuZiti tohoto postupu dojde k denaturaci bilkovin.
DalSi nevyhodou je rozdilna afinita proteirk ¢inidlu Bradfordové. Princip metody
spaiva v reakci barvivaginidlo Bradfordové) a protein které jsou v prosedi kyseliny
fosforegné. Vysledkem je kolorimetricka zma vysledného roztoku, jez se
spektrofotometricky hodnoti oproti blanki plnové délce 595 nm. Jestlize se absorbance
pohybuje v rozmezi 0,2 az 0,8 je kalimakiivka linearni a v tomto rozsahu je zbarveni
roztoku gimo unerné koncentraci bilkoviny ve vzorku.

Vysoce citlivé metody jsou i ty, jez vyuzivaji flkesceniho stanoveni ndjklad
Nano Orange, firmy Invitrogen. Principem fluorestidch metod je reakce primarnich
aminoskupin v proteinu (Lys, N-koncova aminoskupisaorto — ftalaldehydem. Touto
metodou je mozno &iit bilkoviny v koncentracich pod 10 ng/ml a citlstoje mozZno

zvySit hydrolyzou proteiin pired vlastnim réfenim. Pufry s obsahem primarnich
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aminoskupin (Tris) u tohoto postupu interferujiotor je doportieno i stanovovani
pouzit spiSe boratové pufry. Vzorky se spektrofatioky méii po gidavku hydroxidu
sodného a excitai maximum je f vinové délce 340 nm. Vzorky &ime pouze jednou,
jelikoz vicenasobné &eni sniZzuje intenzitu fluorescence [50].

Analyza vzork pomoci hmotnostni spektrometriéasto vyZaduje znalost
koncentrace peptid V praci Kapoor et al. [51] jsou popisovany metddyantifikace
peptidi ve vzorku, a to Upravou klasického metodickéhotypms uzivaného pro BCA
metodu. Principem metody BCA je vyuziti sodnychi sgiseliny bicinchoninové (BCA),
kterda komplexuje ionty i, tvorené reakci peptidové vazby gdn Cinidlo se gipravuje
smisenim roztaksodné soli BCA v alkalickém prdasti (50 dil)) a CuSO4 (1 dil) [50]. U
modifikovaného postupu se jedna fidani zasobniho roztoku, obsahujicihoésm,2 M
NaOH a 2 % SDS. 50l zasobniho roztoku se smicha syp@zorku. Poté se necha &m
inkubovat po dobu 5 minut na 95 °C. Po inkubaaneeha vzorek zchladit na laboratorni
teplotu a poté se zZpodebere 25, napipetuje se na mikrotittai desttku a k tomuto
mnoZstvi se iida 200ul BCA ¢inidla. Cinidlo se vzorkem se inkubuje 30 mindt B7°C a
absorbance je &ena i 570 nm. Tento postup s vyhodou eliminuje peptaovariabilitu
u BCA metody, které jsou apobeny peptidovou délkou a hydrofilickém skére.ibtatni
kiivka je linearni v rozmezi 0,01 az 1 mg/ml [50].

2.3.6 Identifikace proteina v roztoku hmotnostni spektrometrii

Pracovni postup pro identifikaci protéinv roztoku pomoci MALDI-TOF je
zapaat technikou peptidové mapovani. Analyzovany protg Stpen specifickou
proteasou, trypsinem. Vzniklé peptidy se stanoMALDI-TOF spektrometrii. Vysledna
hmotnostni spektra se srovnavaji s hmotnosti peptidiklych stejnym zfgsobem znamé
bilkoviny. Aplikace matrice na de&ku se provadi bdi smichdnim roztoku vzorku
s roztokem matrice s naslednou nanaskou na kovdesttku, nebo se nejprve nanese
roztok matrice, ktera se necha otipa pak se nanese maly objem vzorku. Vlastsiemi
spaiivA v dopadu kratkych laserovych pulsia destiku s nanesenymi vzorky. Na
monitoru je mozné sledovat spektra vznikla po katddpadu laseru a upravovat jejich
poner mezi signalem a Sumem, a tim dosahnout spektejvgssim rozliSenim. Jako prvni
se vzdy ndti standardy, které zajigji presnost vzniklého spektra [48]. Vyhodnoceni

probihd prosednictvim internetovych databazi ProteinProspectbtascot¢i Aldente.
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Tyto databaze vyuzZivaji srovnani s NCBI proteinowdatabazi. Kongnym vysledkem
analyzy je skore, dujici spolehlivost vysledku, procento pokryti ankpselinové

sekvence, nazev proteinu, organismus a teoretickaakulovou hmotnost.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
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3.1 MATERIAL

3.1.1 Biologicky material:

bakterieF. tularensiskmen FSC200 ziskana z FOI Umed, Svédsko

3.1.2 Pristroje a pomicky:

ABI folie, optical adhesive film, MicroAmp, Invitgen, Californie, USA
Analytické vahy, Mettler Toledo, XP 204, Greinfes8gycarsko
Automatické mikropipety, Eppendorf Research, HargbNmecko
Cell densitometr, CO8000 Cell density meter, WPAVBve, Cambridge, Velka
Britanie
Centrifuga, CL31R Multispeed, JOUAN, Francie
Centrifuga, BR4i, JOUAN, Francie
ELISA Reader, multidetektor magic XBC, Paradigm¢iBaan-Coulter, Californie,
USA
Extraction cartridges, 10 mg Oasis, Waters CorpmmaMilford, USA
Hmotnostni spektrometr, 4800 MALDI-TOF/TOGt Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA
Hmotnostni spektrometr CapLC Q-TOF Ultima API; WajeManchester, USA
Hlubokomrazici laboratorni box VX 380E, JOUAN, Feian
Laminarni box S@FE FLOW 1.2, Bio-air Instrumentgj&ho, Italie
Lazei digitalni blokova 2, Grant, Velka Britanie
McLeod plotny, Ustav molekularni patologie, Hrad@élové
Mikrotitra¢ni destéka, test plate 96 jamkovéa, TPP, Svycarsko
Minishaker, IKA, Wilmington, Severni Karolina, USA
Orbitélni tepaka, Cymatics, Naperville, lllinois, USA
Odstedivka MiniSpin plus, Eppendorf, Hamburgéecko
pH metr, inoLab Level 2, Wiessenschaftelich-Tectimes Werkstatten GmbH,
Weilheilm, Némecko
Rychlovahy NAGATA AK 1500, Nagata Seiki Co., Ltdiijata-Ken, Japonsko
Speed Vac, Eppendorf, Hamburgsmecko
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* Termomixér, Eppendorf, Hamburg¢iecko
« Vac Elut 20 Manifold, Agilent, Kanada
» Bé&Zny laboratorni material:éiny laboratorni material: plastové zkumavky, zatky

na baiky, plastové pipety, odénné valce, injekni stikacky, filtry

3.1.3 Chemikalie:

* ACN, Sigma, St.Louis, Montana, USA

» Alfa-kasein, Sigma-Aldrich, St.Louis, Montana, USA

* Quantipro BCA assay kit, Sigma, St.Louis, Montdd8A

* BSA, albumin from bovine serum, lyophilizied powd8igma, St.Louis, Montana,
USA

« Hydrogenuhkitan amonny, Fluka, Buchs, Svycarsko

» Hydroxid sodny, Merck, Darmstadtghecko

e Chlorid sodny, Sigma, St.Louis, Montana, USA

e Chlorid vapenaty, Sigma, St. Louis, Montana, USA

* |AA, Sigma, St.Louis, Montana, USA

» D-arabinosa, Sigma, St.Louis, Montana, USA

» Deionizovana voda, Hradec Kréalové

« DTT, Sigma, St.Louis, Montana, USA

» Chamberlainovo médium, Hradec Kralové

* a-kyano-4hydroxy skiscova kyselina, LaserBio Labs, Francie

» Kyselina mravedi, Sigma, St.Louis, Montana, USA

* Protein Standard, Micro Standard, Sigma-Aldrichl.&iis, Montana, USA

» SDS, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

» TFA, Fluka, Buchs, Svycarsko

e TRIS-HCI, Sigma, St.Louis, Montana, USA

e Trypsin, Promega, Madson, Wisconsin, USA

* Voda pro chromatografii LiChrosolv®, Merck
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3.1.4 Roztoky, pufry:

Uhli¢itanovy pufr (pH 8):
50 mM NH,CGO; (0,195 Q)
doplnit do 50 ml deionizované vody

uchovavani p + 4 °C

0,1 M roztok DTT:
3,1 mg DTT
doplnit 200ul deionizované vody

uchovavani p + 4 °C

2 mM roztok DTT:
0,62 mg DTT
doplnit 2 ml roztoku B

uchovavani p + 4 °C

0,5 M roztok 1AA
18,4 mg IAA

doplnit 200ul deionizované vody

uchovavani p + 4 °C

50% roztok ACN
5 ml ACN

doplnit do10 ml deionizovanévody

uchovavani p + 4 °C

roztok B (pH 7,6)

20 mM Tris-HCI (0,32 g)
150 mM NacCl (0,88 g)

1 M D-arabinosa (15,01 g)
10 mM CaC} (0,11 g)

doplnit do 100 ml deionizované vody

uchovavani p + 4 °C

80 % taikz ACN
8 ml ACN

doplnit do 10 ml deionizované vody

uchovavaniip+ 4 °C

0,1 % roztok TFA
0,01 ml TFA
ptiot do 10 ml deionizované vody

uchovavaniip+ 4 °C

Zasobni roztok:

(0,2 M NaOH, 2% roztok SDS):
80 mg NaOH
0,2 g SDS

doplnit do 10 mial@zované vody

uchovavanif + 4 °C

oztok proteinového standardu:

dodavano firmou Sigma-Aldrich
1 mg/ml BSA

uchovavaniip+ 4C

roztok A (pH 7.6):

20 mM Tris-HCI (0,315 @)
150 mM Na(@,877 g)
doplnit do 1000 ml deionizované vody

uchovavanitip+ 4 °C
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roztok matrice pro reflektronovy mod roztok pro HPLC:

10 mg/ml CHCA (100 mg) 2 % ACN (2 ml)
50 % ACN (5 ml) 98 % vody pro HPLC (98 ml)
0,1 % FA (0,01 ml) 0,1 % FA (0,1 ml)

doplnit do10 ml deionizované vody

roztok 1 mobilni faze: ztok 2 mobilni faze:

2 % ACN (2 ml) 80 % ACN (80 ml)

0,1 % FA (0,1 ml) 0,1% FA (0,1 ml)

doplnit do 100 ml deionizované vody doplnit do 100 ml deionizované vody

3.15 Software:

* ProteinLynx Global Server 2.1., Waters, Manchedi&A
* Phenyx Genebio v. 2.1, Geneva Bioinformatics, Saviand
* NCBInr databaze, verze 22.10.2008, obsahuje 17#6/&gei
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3.2 Pr¥iprava vzorku

Pt vyvoji nové metody pro z#teni koncentrace membranovych peptihkterie
F. tularensisFSC200 byl metodicky postup testovan na standendwzorcich, u nichz

byla znama ptateini koncentrace. Pro tentdel byl pouZzit alfa kasein a BSA.

3.2.1 Redukce disulfidovych mistki a alkylace SH skupin

Standardy alfa kasein a BSA byly navazeny na aickiyth vahach (0,5 mg) a
rozpudény v 0,5 ml 50 mM NHCO; (pH 8). Vzorky byly redukovany 26l 0,1M roztoku
DTT inkubovany v termostatu 30 minutiipe0 °C. Po inkubaci byly ochlazeny na
laboratorni teplotu. Pro alkylaci SH- skupin byléidano 25ul 0,5 M roztoku IAA.

Inkubace s IAA probihala 45 minuti25 °C termomixéru bez{stupu s¥tla.

3.2.2 Odsoleni na kolonach OASIS

Vzorky se nechaly odsolit pomoci SPE extrakce narik@ch Oasis pro 10 mg.
Kolonky se nejprve aktivovaly promyvacimi roztolrvni se aplikoval 1 ml 80% ACN,
pak se kolonka ekvilibrovala 1ml 0,1 % TFA. Poténssadil vzorek, aff se aplikoval
1 ml 0,1 % TFA. Jako posledni krok odsoleni 8dg) 1 ml 80 % ACN.

3.2.3 MicroBCA assay

Pro samotné #iteni koncentrace protdirse mohou pouzit dva postupy, klasicky a
modifikovany postup microBCA.

Klasicky i modifikovany postup vyZzaduje odsolenyoxek peptid, ktery se
zpracovava spote¢ s kalibr&nimi standardy. Kalibkai standardy se fipravily
narecnim proteinového standartu, jehoZ koncentracerjegl ml. Z tohoto standardu se
zhotovil proteinovy standard o koncentraci p@/ml tak, Ze se smichalo 1,9 ml
deionizované vody a 0,1 ml proteinového standarkarzentraci 1 mg/ml. Tento standard
se pak pouzil naffpravu kalibr&ni fady pro QuantiProBCA assay kit nasledé&vn
koncentraci 2Qug/ml:

1200ul deionizované vody + 800l proteinového standardu o koncentraciugdmi,
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koncentraci 1Qug/ml:

1600yl deionizované vody + 400 proteinového standradu o koncentraciygdml,

koncentraci ;ug/ml:

1800ul deionizované vody + 200l proteinového standardu o koncentraciugdmi,

koncentraci 2uig/ml:

1920ul deionizované vody + 80l proteinového standardu o koncentraciusdml,

koncentraci Jug/ml:

1960ul deionizované vody + 40l proteinového standardu o koncentraciysdml,
slepa
2000yl deionizované vody.

Takto ndediné standardy se pipetovaly v duplikatech na mikagi destéku
v mnoZstvi 15Qul. Prislusné vzorky se miedily do koncetrace, ktera bude lezet v rozsahu
kalibratni kiivky, coz je 0 — 2Qug. Kontrolni vzorky seéedily deionizovanou vodou 50x a
150x, coZz znamend, Ze se smichalo fitdeionizované vody a 3l vzorku a 149ul
deionizované vody a 1l vzorku (viz obrazeké. 5). Hipravil se roztokéinidla pro
microBCA assay. Jednotlivé sloZzkiidla QA : QB : QC se smichaly v pénu 25 : 25 :1.

Do kazdé jamky na mikrotittai destéce se fida 150ul ¢inidla pro microBCA assay.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
STD 1 STD 1 B 150x B 150x B 50x B 50x
STD2 STD2 V1150x | V1150x [ V1 50x V1 50x
STD 3 STD 3 V2 150x | V2150x | V2 50x V2 50x
STD 4 STD 4 V3 150x | V3150x [ V3 50x V3 50x
STD 5 STD5 V4 150x | V4 150x | V4 50x V4 50x
Blank Blank

IGGTMTMOO D>

Obrazek ¢.5: Schématické rozmisti vzorki na 96 jamkové mikrotitkai destéce
piipravené pro rreni mikroBCA

Legenda

STD - standarda

B a V1-4 — vzorky

Blank — slepy vzorek

50x a 150x fedéni vzorki

Mikrotitracni desttka se pikryla ABI f6lii, zakryla vickem a smis se nechala v
termomixéru inkubovat 60 minutip60 °C a 800 rpm. Po skéeni inkubace se deska
centrifugovala, 4 minutyip30 °C na 400 g. Takto stena destika se nechala analyzovat
ELISA readerem. Absorbance séiita pii 562 nm.
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Modifikovany postupredi vzorky zdsobnim roztokem, obsahujicim 0,2 M NaO
S2 % SDS. 50ul zasobniho roztoku setiga k 50 pl vzorku a smis se zatala
v termobloku na 95 °C po dobu 5 minut. Potatihse sms nechala vychladnout na
laboratorni teplotu. Taktotipravené vzorky se pipetovaly na mikrotiind desttku ve

stejném mnozZstvi jako je uvedeno v klasickém pastup

3.24 Ovéreni enzymatického Stpeni standardnich vzorki

Standardni vzorky, alfa kasein a BSA byBp&ny trypsinem, odsoleny a peptidove
Sttpy byly mgteny hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOFTOF. Timtmsfupem bylo
pouze o¥ieno spravné: 1)&eni proteinu trypsinem
2) metodisoleni vzork
3) mez dee peptid na hmotnostnim spektrometru.
Odsolené peptidové vzorky byly zakoncentrovany akuevé centrifuze SpeedVac
a nakapnuty na MALDI desku (0.8pl). Po uschnuti vzorkna r¢ bylo nakapnuto stejné
mnozstvi matrice CHCA. Po vykrystalovani vzorku atrci byla MALDI desttka
vloZzena do hmotnostniho spektrometru. Hmotnostektsp byla mitena v pozitivnim
reflektronovém modu s delayed extraction. lonizacebihala pomoci Nd:YAG laseru
(335 nm). Hmotnostni spektra bylaiana v rozmezi 700-4000 m/z. Kalibrace probihala
interns za vyuziti monoizotopickych [M+H]ionti autoproteolytickych fragmeitrypsinu
(842.5 and 2211.1 Da).

3.25 Kultivace bakterii F. tularensis s/bez trypsinu a néreni

koncentrace peptidi uvolnénych do supernatantu

BakterieF. tularensisFSC200 narostlé na plotnach Mc Leod se nasaailg0 ml
Chamberlainova média [57]. Po 12 hodinové inkulscikultivace ukotila a vznikla
suspenze se nechala 15 minut centrifugovat na 6p00 a @ 24 °C. Po pro&hlé
centrifugaci se supernatant odstranil rychlym rmlitido odpadu a sediment se
resuspendoval v 5 mlipdeltateho Chamberlainova média. Poté se vzorky umidbly
inkubatoru a kultivovaly dalSich 6 hodin.

Po ukorteni kultivace se vzorky centrifugovaly 15 minut 6800 rpm pi 24 °C.
Po centrifugaci se supernatant odstranil rychlyitinsldo persterilu. Bakterialni sediment

se promyval roztokem A (20 mM Tris-HCI a 150 mM Np®hiatym na laboratorni
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teplotu. Dvakrat se promyvalo 40-ti ml roztoku Aasléze se nechaly zcentrifugoviit p
6500 rpm, 15 min ip 24°C . Po druhém promyti a vyliti supernatantu psiglalo
k sedimentu 1 ml roztoku A, ve kterém se resuspeaidmakterialni vzorek. Ten se nechal
zcentrifugovat na 7000 rpm, 15 miii 24 °C. Po centrifugaci se supernatant odlil do
persterilu. Vzorky se roztlly do 8 zkumavek pd@tyrech do dvou skupin. V jedné skupin
byly bakterie s fidavkem trypsinu a v druhé be#igavku trypsinu. Bakterie bezigavku
trypsinu slouzily jako kontrola ke skugins trypsinem. Do vzoikk s kontrolou se
pipetovalo 50Qul roztoku B (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1 M D-d&wmosa, 10 mM
DTT). U vzorki, do kterych seijdaval trypsin, se do roztoku Bigal 1 ml 2 mM DTT
(na 40ug trypsinu). Pak se pipetovalo 5(3Dupraveného roztoku B s DTT dityt vzorki
s bakterialnim sedimentem a resuspendoval se. e &glo provedeno s roztokem B u
kontrolnich vzorki, pH papirkem se zkontrolovalo pH (x 7,8).

Inkubace s a bez trypsinu se provedla v naslddhjéasovych intervalech:
30 minut a 60 minut,ipdruhém pokusu se vzorky kultivovaly po dobu 0; 20; 30 a 60
minut (kontrolni vzorky se inkubovaly stejnou dghko vzorky s trypsinem). Inkubovalo
se i 36,8 °C v inkubatoru dle vySe uvedeny@sovych intervdl. Po inkubaci se vzorky
zcentrifugovaly pi 12 000 rpm po dobu 15 minut. Zcentrifugovany snptant se odebral
a sediment se zlikvidovalr@itim do persterilu. Odebrany supernatant idilfroval pres
filtr velikosti 0,22um. Vzorky se uloZily do mrazicihoiaeni, a to fi teplot - 40 °C.

3.2.6 Identifikace peptidovych fragmenti ,gel free“ metodami

3.2.6.1HPLC

Peptidové vzorky byly nejprve odfgmy do sucha pomoci vakuové centrifugy
Speed Vac a rfackny do 20l roztokem obsahujicim 2% acetonitrilu, 98 % vody p
HPLC a 0.1 % kyseliny mravén (FA). Separace byla provedena na kapalinovém
chromatografu CapLC (Waters) spojeném on-line sthostnim spektrometrem Q-TOF
Ultima API (Waters). Peptidy byly nagtnuty na pedkolonu Atlantis dC18 (Bn
NanoEase Trap Column a pak separovany na kdlantis dC18 g@m, 0.075 x 150 mm
NanoEase Column (Waters). SloZzeni mobilni faze:lrdetok 1 2 % acetonitrilu, 0.1 %

FA a roztok 2 80 % acetonitrilu, 0.1 % FA. Separace probihalemearnim gradientu
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tvofeném zvySovanim_roztoku 2 5 na 35 % vintervalu 120 minut s naslednym

promyvanim 90% roztoku @o dobu 22 minutippratoku 0.2uL/min.

3.2.6.2Hmotnostni spektrometrie

Separované peptidy z CapLC byly on-lineivpdeny k ioniz&nimu zdroji ESI.
Vzniklé ionty byly nejprve skenovany v MS modu & mivakrat, fikrat actytikrat nabité
ionty byly automaticky selektovany pro MSMS&Eifeni, z kazdé MS skenu byly vybrany
maximalreé tii. Jejich fragmentace argonem probihala v kolizelec Data Directed
Analysis probihala po dobu 150 min, v pozitivnim "B86du. Namdtena data byla
procesovana pomoci softwaru ProteinLynx Global &e.1 nasledujicim #gobem:
surova data byla vyhlazena (metodou Savitzky-Golay,cykly), deizotopovana a
vycentrovana (v 80 % vysky piku).

Vyhodnoceni MS dat

Identifikace proteifi byla provedena pomoci softwaru Phenyx Genebiolv.2.

prohledavanim proti proteinové databBztularensissubspholarctica (stazena z NCBInr
databazie). Pro vyhledavani bylo dale pouzito mgieich parametr S€peni trypsinem

s povolenim maximath jednoho ne$peneného mista, fixni modifikace cystein
karbamidoethylaci, povolena oxidace methioninu, imakni odchylkam/z matéského

iontu 80 ppm.

58



4 VYSLEDKY
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Cilem této diplomové prace byl vyvoj nové metodier by umo#fovala ngeni
koncentrace membrandlokalizovanych peptiil bakterieFrancisella tularensisPro tento
ukol byly k dispozici dva mozné postupy pr@&ieni koncentraci. Byla srovnana citlivost
klasického a modifikovaného postupu pro microBC8ags Sodasti této diplomové prace
byla téZ identifikace na&§penych peptidovych fragmenjgel free* metodami. Tento LC-
MS pristup je vhodny ziodu @ilisSné hydrofobicity [9], ktera znesn&wje identifikaci
membranovych proteinpomoci gelovych technik.

Pro zjiS€ni vyhodrgjSiho postupu pro giteni koncentrace membranovych peftid
bakterie, byly tyto techniky nejprve vyzkouSeny kantrolnich proteinovych vzorcich.
Jednalo se o alfa kasein a BSA, které bylgnaveny dvakrat podle postupu 3.2.1. a 3.2.2.

Nejprve byla zmena bilkovina ve zhotovenych kontrolnich vzorciobmpci
klasického postupu microBCA assay kitu. Potéigaravila kalibr&ni fada podle kapitoly
3.2.3. Kontrolni vzorky byly n@diny deionizovanou vodou tak, aby alespednoiedni
bylo v rozsahu kalibii kiivky, ktera se nachazi v rozmezi koncentrace 0 —ug0ml.
Vzorky byly fedkny 150x a 50x(viz kapitola 3.2.3.). Takto dedné vzorky se spolu
sroztoky kalibrani kfivky zpracovaly podle postupu 3.2.3. Vysledné ut&né
koncentrace alfa kaseinu i BSA jsou uvedeny v @ul 1.

Tabulka¢. 1: Koncentrace alfa kaseinu a BSA rkaéemé klasickym a modifikovanym
microBCA assay

Vzorky Koncentrace v pg/mi
B1 771,2
B2 641,7
K1 2643,9
K2 2926,4

Legenda:

B 1 - 1.vzorek BSA

B 2 — 2. vzorek BSA

K1 — 1. vzorek alfa kaseinu

K 2 — 2. vzorek alfa kaseinu

Jelikoz ngteni bylo UspSné, byl pokus zopakovan a byl otestovan modifikgva
postup microBCA pro oba proteinové vzorky. Protb¥ta zjiS€na vysoka koncentrace u
alfa kaseinu, pro dalSi pokus se tento vzorékdiz deionizovanou vodou v pamu 1:1.

Byla pripavena kalibréni fada podle postupu 3.2.3. Ka@ne fedni bylo u vzork BSA
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50x a 150x a pro alfa kasein 300x a 100x. Taktediaé vzorky byly spolu s roztoky
kalibraéni kiivky zpracovany podle postupu uvedeného v kapBde3.

Pro neteni modifikovanym postupem byly pouZzity oba vzoBS$A i oba vzorky
alfa kaseinuredéného 1 : 1. R jejich zpracovani se postupovalo podle kapitolg.3.
Vysledné koncentrace alfa kaseinu i BSA #gné klasickym a modifikovanym postupem

jsou uvedeny v tabulce2.

Tabulka ¢. 2: Koncentrace alfa kaseinu a BSAciené klasickym a modifikovanym
postupem

Vzorky Koncentrace v pg/mi
B1 645,8
B2 431,5
K1 2390,6
K2 2663,1
BM1 7129
BM2 681,8
KM1 2004,0
KM2 22515

Legenda:

B1- prvni vzorek BSA zgten klasickym postupem

B2 — druhy vzorek BSA z#ten klasickym postupem

K1 — prvni vzorek alfa kaseinu ziten klasickym postupem

K2 — druhy vzorek alfa kaseinu 2ien klasickym postupem

BML1 — prvni vzorek BSA zwiien modifikovanym postupem

BM2 — druhy vzorek BSA ziten modifikovanym postupem

KM1 — prvni vzorek alfa kaseinu zien modifikovanym postupem

KM2 — druhy vzorek alfa kaseinu zien modifikovanym postupem

Aby bylo mozné zjistit mez detekce, byld&igravenaiedici fada kontrolnich
vzorki. Diky zname koncentraci kontrolnich vzarlBSA 700ug/ml a alfa kasein 1000
ug/ml), bylafedicitada zvolena naslednaun

BSA bylo fedno na koncentrace 7Q§/ml, 500 ug/ml, 300 ug/ml a 10@g/ml.
Alfa kasein bylfedn v koncetracich 100Qg/ml, 800ug/ml, 600ug/ml, 400ug/ml, 200
pug/ml a 100ug/ml. Vzorky bylytrediny deionizovanou vodou a to &hto objemech:
BSA 700ug/ml

odebrano 5@l vzorku
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500 ug/ml
ze 700ug/ml BSA odebrano 6(l, které se smichaly s 24 deionizované vody

300ug/ml
ze 700ug/ml BSA odebrano 3fl, které se smichaly s 48 deionizované vody

100pg/ml
ze 700ug/ml BSA odebrano 1gl, které se smichaly s 12 deionizované vody.

Alfa kasein 100G.g/ml
odebrano 5@l vzorku

800ug/ml
z 1000ug/ml alfa kaseinu odebrano @4 které se smichaly s 16 deionizované vody

600 ug/mi
z 1000ug/ml alfa kaseinu odebrano 48 které se smichaly s 32 deionizované vody

400 pg/ml
z 1000ug/ml alfa kaseinu odebrano g2 které se smichaly s 48 deionizované vody

200 ug/mi
z 1000ug/ml alfa kaseinu odebrano 16 které se smichaly s d deionizované vody

100pg/ml
z 1000ug/ml alfa kaseinu odebranau8 které se smichaly s 12 deionizované vody.

Vzhledem k vysledkm z minulého mteni koncentraci se rozhodlo pro
fedni vzorki 150x , 50x; kror koncentrace 10Qg/ml, které bylyiediny 50 a 25x. Na
miktrotitratni destéku se pipetovalo vippad fedni 150x 1 vzorku a 149 pl
deionizované vody, vifpad redni 50x 3 ul vzorku a 147ul deionizované vody,
v pripadt redtni 25x 6ul vzorku a 144ul deionizované vody. Taktoripravené vzorky se
spolu s roztoky kalibrai kiivky zpracovaly podle postupu popsaném v kapitala 33

Naméiené koncentrace jsou uvedeny v tabulce.
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Tabulkag.3: Redicitada alfa kaseinu a BSA proéteni jejich koncentrace klasickym a
modifikovanym postupem microBCA assay

Koncentrace Koncentrace
Vzorky v ug/ml Vzorky v ug/ml
B1 700 pg/ml 657,0 K1 1000 pg/ml 970
B1 500 pg/ml 437.4 K1 800 pg/ml 1021,3
B1 300 pg/ml 578 K1 600 pg/ml 767,3
K1 400 pg/ml 351,9
B1 100 pg/ml 117,9
K1 200 pg/ml 378,6
B2 700 pg/ml 671,9 K1 100 pg/mi 2096
B2 500 pg/ml 4918 K2 1000 pg/ml 958,2
B2 300 pg/m| 331,9 K2 800 pg/ml 11915
B2 100 ug/ml 105,6 K2 600 pg/mi 9917
K2 400 pg/ml 476,9
BM1 700 pg/m 695,7 Hg'm
K2 200 pg/ml 430,7
BM1 500 pg/m 526,9
Hom K2 100 pg/ml 125,9
BM1 300 pg/ml 475,9 KM1 1000 pg/m| 862,8
BM1 100 pg/ml 189,9 KM1 800 pg/ml 713,2
BM2 700 pg/m 592,0 KM1 600 pg/ml 685,6
BM2 500 pig/ml 651,8 KM1 400 pg/ml 436.7
KM1 200 pg/ml 331,3
BM2 300 pg/ml 529,6
KM1 100 pg/ml 211,6
BM2 100 pg/mi 220,2 KM2 1000 pg/ml 661,1
KM2 800 pg/m| 863,3
KM2 600 pg/ml 700,9
KM2 400 pg/m| 552,9
KM2 200 pg/m| 414,9
KM2 100 pg/ml 195,3

Legenda:

Bl — 1. vzorek BSA teny klasickym postupem

B2 — 2. vzorek BSA rteny klasickym postupem

BM1 — 1. vzorek BSA r&reny modifikovanym postupem

BM2- 2. vzorek BSA mireny modifikovanym postupem

K1 — 1. vzorek alfa kaseinudieny klasickym postupem

K2 — 2. vzorek alfa kaseinudieny klasickym postupem

KM1 —1. vzorek alfa kaseinu#eny modifikovanym postupem
KM2 — 2.vzorek alfa kaseinu#reny modifikovanym postupem
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Standardni vzorky, alfa kasein a BSA bylgp&ny trypsinem, odsoleny a peptidové
Sttpy byly mgteny hmotnostnim spektrometrem MALDI-TOFTOF. Timtmsfupem bylo
pouze o¥feno spravné &beni proteinu trypsinem, metoda odsoleni viiaknez detekce
peptidi na hmotnostnim spektrometru.

Odsolené peptidové vzorky byly zakoncentrovany akuevé centrifuze SpeedVac
a nakapnuty na MALDI desku (0.8pl). Po uschnuti vzorkna r¢ bylo nakapnuto stejné
mnozstvi matrice CHCA. Po vykrystalovani vzorku atrnci byla MALDI desttka
vloZzena do hmotnostniho spektrometru. Hmotnostektsp byla mdfena v pozitivnim
reflektronovém modu s delayed extraction. lonizacebihala pomoci Nd:YAG laseru
(335 nm). Hmotnostni spektra bylaifana v rozmezi 700-4000 m/z. Kalibrace probihala
interns za vyuziti monoizotopickych [M+H]ionti autoproteolytickych fragmeitrypsinu
(842.5 and 2211.1 Da). Vysledné spektra jsou uveedenobrazcich. 6 (alfa kasein) &.7
(BSA).
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Jelikoz se ukazalo, Ze s modifikovanym postupetty wysledné hodnoty
koncentraci $Si odchylku nez u klasického postupu, bakterighurky byly mgteny jen
podle klasického postupu pro microBCA assay.
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Bakterialni vzorky byly fipraveny podle postupu uvedeného v kapitole 3.2.5.

V prvnim pokusu trypsin ysobil na bakterialni vzorkygsobit po dobu 30 a 60 minut.
Stejnou dobu byly kultivovany i vzorky, které nepydSeteny trypsinem. Tyto vzorky
spolu s proteinovym standardem (BSA) byly odsolpogle postupu uvedeného v kapitole
3.2.2. Poté bylo provedenoéeni bilkoviny pomoci microBCA assay. Vzorky byly
fedkny 50x, 25x a 10x deionizovanou vodou, coZ znameeai fedni 50x byly

v mikrotitratni destéce smichany 3 vzorku a 147ul deionizované vody; ip fedéni 25x
se smichalo @l vzorku a 144ul deionizované vody; ip fedni 10x se smichalo 1pl
vzorku a 135ul deionizované vody. Tyto objemy se napipetovalymlrotitratni destéku
spol&né¢ se 150ul ¢inidla microBCA assay kitu. Taktotipravené vzorky se spolu
s roztoky kalibrani kiivky zpracovaly podle postupu popsaném v kapito®e33 Vysledné

koncentrace jsou uvedeny v tabuicd.

Tabulka ¢. 4: Koncentrace bakterialnich pepticzmétenych microBCA klasickym
zpisobem

Koncentrace peptidovych
Vzorky fragmentt v pg/ml
BSA 500 pg/ml 71,9
V1 31,7
V2 53,0
V3 78,7
V4 83,9
Legenda:

V1 —vzorek s 30 minutovou inkubaci bez trypsinu
V2 — vzorek s 60 minutovou inkubaci bez trypsinu
V3 —vzorek s 30 minutovou inkubaci s trypsinem
V4 — vzorek s 60 minutovou inkubaci s trypsinem

V této tabulce je nazo#nvidét, Ze bakterialni suspenze, ktera byla podrobef# de
proteolyze trypsinem vykazuje vySSi hodnoty u¥aljch peptidovych fragmeint
Identifikaci predchazela separace kapalinovou chromatografiiz je@istup je uveden

v kapitole 3.2.6.1. Takto separovany vzorek byl analyzovdn pomoci howsitri
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spektrometrie, jejiz postup je uveden v kapitoR&2. V hmotnostnim spektru vzorku po
60 minutové inkubaci byly nalezeny dva peptidkTVYTAYNNNPQGSVR a
DTAAATATTEQAAAVSKPTAK, z 17 kDa major membrane proteiru tularensis
kmen FSC200. Hmotnostni spektra byla hodnocenaopbmrogramu Phenyx Genebio v.
2.1 a k prohledavani byla pouzita NCBInr databdt&.vystupu z programu Phenyx je
zobrazena aminokyselinova sekvence proteinu (okr&z®) , zeles ozna&enacast patici
identifikovanému peptidu, dale je rapuvedena pozice peptidu v sekvenci (71-86), p-
value (2.41x13%), z-skére (11.23) a pokryti aminokyselinové seloae(l1%).

ref|YP_513194.1 {gi|89255832) in FT_holarctica_www
lipoprotein [Francisella tularensis subsp. holarctica]

Score #Peptides %0 Cow
11.23 1/t 11
Auto Usar Sequence Searchz d miz - p-valus Pos. #=MC Modif. Source
Score
T +  ESATWYTAYMMNN SVR/L blast 2-0.01211.23 2.418E-28 71-86 O smmannniiian ncrrn_al

Peptide color code: lEEValid Half Cleaved IS

GS5SDD AKASAKDTAA AQTATTEQAA AVDBKPTSEF
LOQWQ APEGSKCHDT SFPITKYAEK NDKTWAT
INI

q; MKKIIKLSLL =
6l LNKLGQDKIK |8
121 KQGNNFCSGK W

Obrazeke. 8: Zobrazeni vysledku identifikace peptidu ATVYYANNPQGSVR ze 17
kDa major membrane proteink. tularensiskmen FSC200. Na vystupu z programu
Phenyx jsou zobrazeny parametry identifikace peptiddat narfenych hmotnostnim
spektrometrem Q-TOF

Na obrazku¢. 9 je uvedeno MSMS fragmexitd spektrum identifikovaného
peptidu (ATVYTAYNNNPQGSVR) spole€n¢ s tabulkou, udavajici série iontovych
fragmenti nalezenych ve spektru. Obrdzekl0 znazatuje MSMS fragmentani spektrum
druhého identifikovaného peptidu, DTAAATATTEQAAAVIKTAK.
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Protoze mifeni bylo UspSné, byl pokus opakovan se &mou ¢asovych intervail
pusobeni trypsinu. Byly zvoleny nasleduji@sové intervaly: 10 , 20, 30 a 60 minut. Ve
stejnych intervalech byly kultivovany vzorky, ktenebyly oSeteny trypsinem. Vzorky
byly pripraveny podle protokolu popsaného v kapitole 3.6 kultivaci byly vzorky a
kontrolni proteinovy vzorek BSA o koncentraci 5@@/ml zbaveny soli postupem
uvedenym v kapitole. 3.2.2. V ziskanych vzorcicHabgneiena koncentrace peptid
pomoci microBCA assay kitu. Vzorky jsem bylgdny 25x a 10x. B fedéni 25x bylo
smichano &ul vzorku a 144ul deionizované vody, ip fedni 10x bylo smichano 1pl
vzorku a 135ul deionizované vody. Takto fekné vzorky byly pipetovany v objemu 150
ul na mikrotitra&ni destéku. K vzorkim se pidalo 150ul ¢inidla pro microBCA assay Kkit.
DalSi postup je popsan v kapitole 3.2.3. V tomtgegimentu sevSak nepotvrdila
vzrastajici koncentrace peptidv casovych intervalech kultivace bakterie a také ngbyl
potvrzeny rozdily mezi vzorky kultivovanymi s trypem a bez trypsinu (koncentrace
peptidi ve vzorcich po kultivaci s trypsinem nebyla vy$8f u vzork kultivovanych bez
trypsinu). Jednim zidvodi mohlo byt pouziti kolonek OASIStipodsolovani vzork, kdy
dochéazelo k uvokni polymeru a ztratam biologického materidkeSenim by mohlo byt
pouziti kolonek Empore C18-SD dodavané firmou SegeX casovych dvodi nemohl
byt experiment zopakovan. Bude tedy nutné v dal&xperimentech a¥it, zda: (1)
uspdadani experimentu je optimalni, (2) dasovych intervalech kultivace bakterie
s trypsinem dochazi ke zvySovani koncentrace pipt{8) koncentrace peptidpo
kultivaci bakterie s trypsinem je vySSi nez po ikalti nez trypsinu.

Pro identifikaci uvolgnych peptidovych fragmeint bylo pouzito spojeni
kapalinové chromatografie s hmotnostni spektromegjiz postup je uveden v kapitole
3.2.6. V hmotnostnich spektrech se objevovaly imten piky trypsinu, které rusily
interpretaci spekter. Tento problém Ize feSit pouZzitim trypsinu navazaného na
magnetick&astice. Po proteolyze Ize trypsin mohl snadno adgtr

Presto byly ve vzorku, ktery byl inkubovan 60 minalezeny peptidy, jeZz nebyly
nalezeny ve spektrech nafanych u kontrol bez gsobeni trypsinu. Viez spektra s 60

minutovou inkubaci je na obrazkull.
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5 DISKUZE
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Tato diplomova prace se zabyvala vyvojem nové tetkterd by umoznila siieni
koncentraci membrandvokalizovanych peptidl intracelularni bakteri€. tularensis Pro
srovnani byly k dispozici dva postupy, které byybplto toto stanoveni vhodné. Sasti
tématu byla také identifikace uveimych peptid z bakterialni membrany, a to pomoci
on-line metody kapalinové chormatografie s hmotmiosgpektrometrii.

Davodem pro vypracovaniéthto metod je snaha porozéim patogennim
mechanismim F. tularensis které jsou zatim stale nejasné. Anotace genorokapala
skupinu gefi (tzv.ostrov patogenicity) , ktera ma podstatny wia expresi bilkovin, jez
maji prokazany virulentni potencial. Priikbad jsou to proteiny IgIC, ClpB a typ IV pili.
hostitelské bikky [9]. Predpoklada se, Ze ovlignim ®chto proteid by mohlo dojit
k oslabeni kmené&-. tularensis coz by nglo vliv na vyvoj humanni vakciny proti této
bakterii. Ri studiu virulentnich mechanismje uZit&nou poniickou komparativni
proteomova analyza, ktera srovnava hunganrulentni a avirulentni kmenly. tularensis
Hledaji se jak kvalitativni, tak kvantitavni 2ny v proteomu kmeitularensis, holarctica
amediaasiaticaP¥i totmto srovnani bylo nalezeno 6 unikatnich pmtespecifickych pro
kmen tularensis,a to konkrétd: hypoteticky lipoprotein FT 1260, 3-hydroxyisobrdty
dehydrogenasa FT 1666, saekreprotein FT 0018, konzervovany hypoteticky pnotEil
1651, hypoteticky protein FT 0903, typ IV pili lipootein FT 1157 [37]. Nyni se studuje
jejich piipadny virulentni potencial.

V experimentalni ¢asti se srovnavaly dva postupy proéreni koncentraci
nasStpenych peptid dvou kontrolnich vzornk, alfa kaseinu a BSA. Pro tent@el byla
vybrana metoda microBCA a dvaigtupy, klasicky a modifikovany. Modifikovany pogtu
byl popsan ve dvou publikacich [51,52]. Vysledkypysuvedeny v tabulceg. 1 a 2.
Srovnanim klasického a modifikovaného postupu bytozen zagr, Ze modifikovany
postup n&l ve vysledcich mnohemetdi odchylku od zré¥ené koncentrace, nez-li klasicky
postup. Proto se pouzil klasicky postup praami bakterialnich vzork

V druhé casti byly gipraveny bakterialni vzorky, které se dznych ¢asovych
intervalech inkubovaly se specifickou proteasoypsmem. Tento postup byl zvolen
vzhledem k vlastnostem, které maji jak membrérokalizované proteiny, tak trypsin. Ve
studii, zabyvajici se expresi bakterialniho protepinylo zjiS€no, Ze trypsin &pi ty
proteiny, jez jsou v membranvazany s vysokou afinitou. Proto je mozné tytotgrny

nazyvat membrana@v lokalizované. Takto nafené proteiny rveme analyzovat
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LC-MS/MS pistupem. Tento postup byl zvolen vzhledem k maléckatraci peptitl
bakterialnich vzork, ziskanych po kultivaci s trypsinem. Tato koncaogr je natolik
nizka, Zze nebylo mozné pouzit 2DE elektroforézuerdt je nejastji volenym
proteomickym pistupem. Vzorky po isobeni trypsinu byly odsoleny kolonkami OASIS,
avSak tento postup nebyl reprodukovatelny. Odsoleorki by nelo byt zopakovano
pomoci kolonek Empore C18-SD (Supelc@#nalyza vzork pomoci hmotnostniho
spektrometru MALDI TOFTOF ukazala, Ze po delSi &@otkubace (60 minut) nachazime
v MS spektru vice peptidv porovnani se spektrem vzorku kultivovaného 3Gwuni
(obrazky ¢.11 a 12). Trypsin iftomny ve vzorcich v nadbytku ruSil analyzu na
hmotnostnim spektrometru, proto by bylo vhodné ftowzdalSich experimentalnich
uspdadanich enzym imobilizovany na magnetické duli Zadanim vysledného spektra
do Phenyx Genebio v. 2.1 prohledavanim proti NCBlatabazi byly identifikovany dva
peptidy z 17 kDa major membrane proteiRu tularensiskmen FSC200. Jedna se o
peptidy ATVYTAYNNNPQGSVR a DTAAAQTATTEQAAAVSKPTAK.

17 kDa major membrane protein byl identifikovakgdipoprotein, ktery stimuluje
imunitni systém k produkci T-lymfocyt Je to hydrofilni integralni lipoprotein. Ve své
aminokyselinové sekvenci obsahuje tetrapeptid teatanin-serin-cystein, coz je
rozpoznavaci sekvence pro lipoproteinovou sign@eptidasu. Byl pojmenovan jako
TUL4 [56]. Spolu s FopA proteinem patdo Omp. Oba tyto lipoproteiny jsou vysoce
imunogenni a hraji vyznamnou roli v patogennich mesmech Gram-negativnich
bakterii. [41]. Pro jeho identifikaci je mozné p@udioinformatické databaze LipoP, jejimz
principem je specifické &beni lipoproteid lipoproteinovou lipasou, PSORT-B,
predikujici celularni lokalizaci, SignalP, prediiaij misto &fpeni signalni peptidasy,

piipadre BOMP, ktery predikuje integralni proteiny Omp.
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Zawrem lzefici, Zze vyvoj nové metody pro stanoveni koncentrpeetich se
zdail. Cilem prace bylo fedevSim porovnat mezi sebou klasicky a modifikovpogtup,
vedouci ke stanoveni koncentraci pejptikteré byly nagpeny proteolytickym enzymem
trypsinem. Bylo zji&no, Ze vyhod&sSim postupem je klasicky, kteryé&nve srovnani
s modifikovanou metodou mensi chybovost. &ati diplomové prace byla také
identifikace &chto peptid pomoci negelovych technikiptupem HPLC-MS/MS. Potito
se dokazat, Ze trypsin, kteryigobil na bakterialni vzorky nejdéle, uvolnil do sesze
nejvice membranaviokalizovanych peptidl z nichZ dva se potlk identifikovat pomoci
softwarové databadze Phenyx Genebio v. 2.1 prohédav proti NCBInr databézi.
Konkrétre se jedna o peptidy z 17 kDa major membrane protEintularensiskmen
FSC200, ATVYTAYNNNPQGSVR a DTAAAQTATTEQAAAVSKPTAK. Vysledek
prace je mozno pouZzit v dalSich studiich, zabyi@jicse stanovovanim koncentrace
peptich 17 kDa major membrane proteiku tularensiskmen FSC200. Bude vSak nutné
(1) optimalizovat usp@dani experimentu &asové intervaly, adtit zda dochézi ke (2)
zvySovani koncentrace pepligte zvolenychtasovych intervalech kultivace bakterie a (3)
zda koncentrace peptidoo kultivaci bakterie s trypsinem je vySSi nez kuitivaci nez

trypsinu
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