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1 UVOD



Studium patogeneze bakteridlnich infekci v soucasné dobé patfi mezi oblasti
biomedicinského vyzkumu, kterym je vénovana znacnd pozornost. Tento stav je
chemoterapeutika, v druhé tadé se tak dé&je v disledku realné hrozby zneuziti vysoce
patogennich bakteridlnich kment jako teroristickych prostiedkd. Urychleni vyzkumu
patogeneze infekénich onemocnéni spolu s vyvojem ucinnéjSich vakcin a pokrokem
v oblasti rychlych detekénich a typizacnich technologii jsou logickou odpovédi stati
zapadniho svéta na udalosti z 11. zafi 2001.

Poznatky o molekularni patogenezi infekénich chorob mohou vést k objevu
pro aktivni ¢i pasivni imunizaci. Vyznamnym zdrojem informaci o molekularni
patogenezi bakteridlnich infekci je mimo jiné studium reakci mikroba na prostiedi, se
kterym se setkdva v prubcéhu interakce s hostitelskym organizmem. Evoluce této
interakce se zpohledu hostitelskych organizmii nesla ve znameni neustalého
zdokonalovani strategii, jak se Ui¢inné branit vzniku bakteridlni infekce, nebo strategii,
které vedou k eliminaci infekce. Na strané¢ mikroorganizmi mezitim dochéazelo ke
zdokonalovani nastroju, jak zmiflované mechanizmy pfezit ¢i obejit. Studium reakci
patogennich mikroorganizmii na stresové faktory, jenz tvoii podstatu zminovanych
strategii hostitele, v mnoha ptipadech napoméha identifikovat konkrétni molekuldrni
nastroje, které jsou pro patogenezi infekce stézejni.

Nastup proteomickych technologii poskytl idedlni nastroj pro sledovani zmén v
expresi na proteinové urovni. Jejich postupné zdokonalovani a vyvoj v dneSni dobé
umoznuje provadét kvalitativni a kvantitativni analyzu az nékolika tisicti proteinil
v jednom pln¢€ automatizovaném experimentu.

Cilem ptedlozené dizertacni prace bylo pomoci proteomickych technologii
zmapovat reakce bakterie Francisella tularensis na rizné stresové faktory vcetné
intracelularniho pobytu v bunkdch mys$i monocyto-makrofdgové linie, a alespon
castecné tak pfispét k vyzkumu molekuldrnich nastrojii stojicich za adaptaci na

hostitelské prostiedi, potazmo virulenci F. tularensis.



2 TEORETICKA CAST



2.1 Bakterie Francisella tularensis

2.1.1 Obecna charakteristika

Francisella tularensis je kauzalni pavodce relativné vzacné, avSak potencialné
nebezpecné zoondzy tularémie. Tento maly, nepohyblivy, gram-negativni kokobacilus
se vyskytuje na celé severni hemisféie [1]. Pro jeho kultivaci se pouzivaji agarové pudy
obohacené o cystein a hemoglobin nebo tekutd ptida dle Mueller-Hintona a chemicky
definované tekuté médium dle Chamberlaina [2]. Pivodni klasifikace rozliSovala dva
dominantni typy. Typ A pfedstavuje nejvice virulentni kmen. Bez 1é€by onemocnéni
vyvolana timto typem casto konci fatalné. Jako typ B se oznacuji kmeny vyvolavajici
onemocnéni s mirnym prabéhem. V soucasné dobé se rozliSuji Ctyfi rizné subtypy:
tularensis (puvodni typ A), holarctica (pivodni typ B), mediaasiatica a novicida.
Jednotlivé subtypy se vzajemné lisi mistem vyskytu a ur€itou genetickou variabilitou,
kterd mimo jiné usti v rozdily ve virulenci [3]. Jednotlivé subtypy lze od sebe
jednoznacéné odlisit pomoci né¢kterych genomickych a proteomickych metod [4-7].

F. tularensis je vysoce infekéni pro €lovéka a celou fadu jinych obratlovcu.
Bakterie byla izolovéana z vice jak 250 druht Zivocicht, pfevazné savct a ¢lenovcet [3].
Nedavno byla jeji pfitomnost prokazana rovnéz u vodnich améb [8]. U clovéka je
onemocnéni Casto zplisobeno prenosem patogena z infikovaného klistéte nebo jiného
krev sajiciho vektora [9, 10]. Inokulace nebo inhalace davkou obsahujici 10 CFU
nejvice virulentni F. tularensis subtyp tularensis vede u nelécenych jedincti az k 30%
mortalité [11, 12]. V Ceské republice neni vyskyt tularémie piili§ asty. Podle udaji
Narodniho referen¢niho centra pro analyzu epidemiologickych dat béhem let 1994-2003
incidence onemocnéni na nasem uzemi kolisala mezi 30 az 225 piipady rocné.
Plivodcem onemocnéni na tizemi Ceské republiky je méné virulentni subtyp holarctica.

Dnes je na tularémii pohlizeno ptedevsim z hlediska bezpe¢nostniho. Na zaklad¢
vysoké virulence a moznosti aerosolového rozsifeni je bakterie F. tularensis zatazena
vedle Bacillus anthracis, Yersinia pestis, botulotoxinu, viru pravych nestovic a viril
hemoragickych horecek Lassa, Ebola, Marburg do kategorie A seznamu potencialnich
biologickych zbrani zvetejiiované¢ho pracovistém Centers for Disease Control and

Prevention v Atlanté, USA [13]. V porovnani s jinymi lidskymi patogeny zustaval az do



nedavné doby plvodce tularémie mimo intenzivni védecky zajem. Védecky zédjem
o tularémii vzbudil pfedev§im vznik redlné hrozby bioteroristickych utokti. Proto je
velké usili soustfedéno také na vyzkum rychlych diagnostickych a typizacnich
metod [14] a vyvoj bezpecné a Gcinné vakciny, ktera stale neni dostupna [15, 16]. Zcela
prelomovou udalost ve vyzkumu virulence F. tularensis uréit¢ predstavuje zveiejnéni
kompletni genomové sekvence F. tularensis subtyp tularensis [17]. AvSak ani znalost
genomu zatim nevedla k Giplnému objasnéni vysoké virulence tohoto organizmu. Dal§im
velmi vyznamnym meznikem je nalezeni metody pro konstrukci cilenych delecnich

mutantd [18].

2.1.2 Onemocnéni tularémie

Po inkubac¢ni dob¢, ktera je v priméru 3-6 dnlt [19], ndhle pfichazeji
nespecifické ptiznaky jako vysokd teplota, zimnice, inava, bolest hlavy a nauzea [20,
21]. Vedle nespecifickych pfiznakd se objevuje tzv. primarni komplex. Jedna se
oulceraci v mist¢ vstupu infekce do organizmu doprovdzenou regiondlni
lymfadenitidou. Pribéh onemocnéni u jednotlivych subtypi velmi zalezi na
interindividualnich rozdilech. Po zavedeni u¢innych antibiotik do klinické praxe klesla
primérnd mortalita u tularémie typu A z30 % na 1-2 %. Infekce typem B je pro

¢lovéka povazovana za neletalni, dokonce i kdyZ onemocnéni ziistane neléceno [1].

2.1.2.1 Klinické formy tularémie

Dle mista vniku bakterie F. tularensis do lidského organizmu dochazi s rtiznou
zavaznosti k rozdilnym klinickym manifestacim. Tularémie se mlze manifestovat ve
formé ulceroglandulérni, glandulérni, okuloglandularni, orofaryngealni,
gastrointestinalni, respiratorni a tyfoidni [1, 13, 22]. Nejcastéj$i podobou onemocnéni je
ulceroglandularni forma. Pokud se manifestuje pouze lymfadenitidou bez ulcerace,
jedna se o formu glandularni. Tato forma vznika nejcastéji pfenosem z krve sajiciho
vektora [9, 10]. Ke vzniku okuloglandulirni formy dochazi po kontaktu oka
s kontaminovanym vzduchem nebo objekty, nejCastéji prsty. Mezi charakteristické
symptomy patii konjunktivitida a lymfadenitida. Orofaryngealni forma je disledkem

poziti kontaminované vody nebo potravy, kdy ke kolonizaci dojde ve vrchnich oddilech



travici trubice. Charakteristickd pro ni je ulcerace v ustech. Pfi gastrointestinalni
formé vznika v zavislosti na infekéni ddvce mirny perzistujici prijem az akutni
smrtelné onemocnéni v dusledku ulcerace stfevni stény. Respiratorni forma je
dasledkem inhalace aerosolizované bakterie F. tularensis. Tato forma, neni-li 1é¢ena, je
charakterizovana vysokou mortalitou. Uvadi se, ze inhalace jiz 10 CFU muze vyvolat
smrt organizmu [12]. Symptomaticky se projevuje jako pneumonie s dyspnoe, Casty je
drazdivy kaSel a bolest na hrudi. Sekundarni tularemickd pneumonie je spiSe vyvolana
hematogennim rozsevem mikroorganizmu [23]. U tyfoidni formy prevladaji systémové
pfiznaky a je tézké urcit cestu vniku bakterie do organizmu. Prib¢h této formy je

prudky, bez v€asné 1écby dochazi k septickému Soku.

2.1.2.2 Terapie

Kmeny F. tularensis vykazuji in vitro velmi vysokou citlivost
k fluorochinoloniim, déale jsou citlivé k chloramfenikolu, aminoglykosidim
a tetracyklinum [24-29]. Citlivost k témto antimikrobialnim latkdm byla prokéazana
také in vitro u bakterii intracelularné lokalizovanych v bunkdch mysi monocyto-
makrofagové linie, coz 1épe napodobuje podminky redlné infekce [30]. Kmeny
F. tularensis jsou v drtivé vétSiné piipadi rezistentni ke vSem Ctyfem skupindm beta-
laktdmovych antibiotik a makrolidim [25, 28-30]. Nedavna studie prokazala vyznam
genl tolC a ftIC u F. tularensis pro citlivost k riznym antibiotikliim a dezinfekénim
prostfedkiim. Produkty téchto genti jsou homologni s proteinem TolC u E. coli, ktery je
soucasti sekre¢niho systému typu I a efluxni pumpy [31].

Lékem volby u tularémie clovéka nadale zGstavda aminoglykosidoveé
antibiotikum streptomycin [13]. Lécba ciprofloxacinem vede k pétkrat niz§imu selhéni
terapie a nizSimu vyskytu vedlejSich €inkli v porovndni s terapii streptomycinem [20].
Fluorochinolony jsou vSak zatim vnimany jako rezervni terapeutika indikovana pfi

selhani standardni terapie, pti remisich a u komplikovanych ptipadi.

2.1.2.3 Vakcinace

Ptimym piedchiidcem zivého vakcinacniho kmene LVS je kmen 155, ktery byl
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odvozen v padesatych letech minulého stoleti v byvalém Sovétském svazu opakovanym
pasazovanim pln¢ virulentniho subtypu holarctica. Kmen byl nasledné ziskan
Spojenymi staty americkymi, kde b&hem pasdzovani doSlo k oddéleni Sedé¢ a modre
zbarvenych kolonii. Z lyofilizovanych modrych kolonii byl po péti pasdzich odvozen
zivy vakcinaéni kmen LVS, ktery byl produkovan jako ziva vakcina [22]. Geneticky
zaklad oslabeni kmene LVS neni doposud piesné znam, u mySi se chova jako
avirulentni pouze pfi intradermalnim podani [32] a jeho aplikace nevyvold protekci
u vSech vakcinovanych jedinct [12]. Z téchto divodi LVS vakcina nikdy neziskala
povoleni potiebna pro uzivani v Siroké klinické praxi [15, 16]. LVS vakcina se dnes
vyjimecné pouziva pro aktivni imunizaci vysoce rizikovych skupin. Jelikoz si kmen
LVS zachoval virulenci pro hlodavce, standardné se pouziva ve zvifecich modelech
tularemické infekce.

Stézejni ulohu v obranné reakci hostitele proti F. tularensis hraje, podobné jako
u jinych intracelularnich patogenti, bunééna imunita [33]. Bylo vSak dokazano, ze
protilitkova imunitni odpovéd’ postacuje k zamezeni rozvoje infekce u nékterych
intraceluldrnich patogenti [34, 35]. Z téchto poznatkli prameni logické usili nalézt
antigeny, které by ¢lovéka mohly pted tularémii efektivné chranit. Proteomicka analyza
proteina F. tularensis reaktivnich s mySimi a lidskymi séry odhalila desitky potencialné
protektivnich antigenti [36, 37]. Podobné koncipovana studie odhalila protilatky, které
jsou spojené s u€innou vakcinaci u mysi [38]. Mezi idedlni protektivni antigeny patii
proteiny, ke kterym by mél v piipad¢ infekce imunitni systém hostitele okamzity
pristup. Ztohoto divodu se analyza imunogennich vlastnosti soustifed'uje na
secernované [39] a povrchové proteiny [40].

Jinym zplisobem vakcinace, ktery nespoléhé jen na humoralni slozku imunity, je
pouziti definovanych oslabenych zZivych kmeni. U subtypu novicida bylo
transpozonovou mutaci ziskano pét riznych definovanych kment, které vykazovaly
omezeny intraceluldrni riist v mySich makrofdzich a zaroven ucinn€ chranily pted
infekci vysokou davkou divokého kmene [41]. U stejného subtypu vedla nazalni
aplikace mutantniho kmene Aig/C k Uspé$né imunogenizaci mys$i [42]. Na mysSim
modelu infekce kmenem LVS byl taspéSné otestovan mutantni kmen pro purMCD
citeln¢ oslabeny ve virulenci, ale schopny G¢inn€ chranit proti opakované infekci [43].

Pro konstrukci Zivého oslabeného vakcina¢niho kmene byl pouzit i nejvice virulentni
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subtyp tularensis. Studium spontanniho oslabeného kmene vyustilo v konstrukci
definovaného kmene defektniho v syntéze 58 kDa proteinu, ktery vykazoval protekci

proti vysoce virulentnimu kmenu SCHU S4 [44].

2.1.3 Molekulérni mechanizmy virulence u F. tularensis

Jednou z nik, se kterou se patogenni bakterie béhem svého Zivota setkavaji, je
vnitini prostfedi hostitele. Bakterie s vysokym virulentnim potencidlem jako
F. tularensis musi disponovat sofistikovanymi molekularnimi néstroji tzv. faktory
virulence, které¢ ji umozni ptezit nebo obejit obranné mechanizmy hostitele a také
v tomto prostiedi ndsledné proliferovat. Je znamo, Ze pro virulenci F. tularensis je
stéZzejni jeji schopnost vnitrobunécné proliferace v profesionalnich fagocytech.
Z 1804 gentli obsazenych v genomu F. tularensis [17] jich bylo jiz popsano nékolik jako
nezbytnych pro intracelularni proliferaci. Béhem vnitrobunécného ristu F. tularensis
LVS v mysi monocyto-makrofagové linii pozoroval Golovliov zvySenou produkci
23 kDa proteinu, ktery byl pozdéji pojmenovan IglC. Indukce syntézy IglC proteinu
byla dale pozorovana po expozici bakterie peroxidem vodiku, naproti tomu nedochéazelo
k nartstu produkce pii zvySeni teploty na 42 °C [45]. Protein nevykazuje homologii
s zZadnym doposud znamym proteinem a molekularni podstata jeho plisobeni je stile
neznamd. Experimenty s kmenem defektnim v expresi IglC proteinu potvrdily, Ze je
nezbytny pro proliferaci patogena uvnitf makrofaga [18, 46]. Defekt v intracelularni
proliferaci vykazoval dale subtyp F. novicida se spontdnni mutaci v oblasti mglAB
operonu [47]. MglA a MglIB proteiny vykazuji podobnost k SspA a SspB proteiniim
E. coli, coz jsou regulatory transkripce v priab¢hu nutri¢niho stresu. Pozdéjsi studie pak
odhalila, ze MglA protein je pozitivnim regula¢nim faktorem pro expresi genli operonu
iglABCD a déle gent pdpA a pdpD [48]. Nasledné analyzy u subtypu F. novicida vedly
k objevu ostrovu patogenity FPI v rozsahu piiblizn¢ 30 kBp, ve kterém se nachazi oba
jiz zminované operony igl/ a pdp. Jak v genomu kmene LVS tak v genomu subtypu
tularensis se FPI nachdzi ve dvou kopiich. Také pdpA a pdpD se ukdzaly pro
intracelularni proliferaci zcela nezbytné [49]. Nedavna studie odhalila pfes sto genti
kontrolovanych MglA. Do skupiny pozitivné regulovanych gen byly mimo jiné
zafazeny vSechny geny, které se nachédzeji v FPI. Pomoci konstrukce delecnich mutantt

bylo mezi MglA regulovanymi geny nalezeno pét faktort virulence: pdpB, cds2, oppB,
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FTT0989, FTT1209 [50]. Pro nalezeni dalSich genli nezbytnych pro intracelularni
proliferaci realizovaly dvé vyzkumné skupiny rozsahlou studii pomoci transpozonové
mutageneze. U kmendl neschopnych proliferovat v bunkdch myS$i monocyto-
makrofagové linie byly identifikovany mutace v genech pro alanin racemézu, glutamin
fosforibozylpyrofosfat amidotranspeptidazu a ClpB protein [46]. Stejnou metodou bylo
na SCHU S4 kmenu subtypu tularensis piipraveno piiblizné¢ 2000 mutantti, u kterych
byla testovana schopnost invaze a proliferace v buiikdch jaterni linie HepG2 a buiikach
myS$i monocyto-makrofdgové linie J774. Timto zpisobem bylo nalezeno celkem 18
genu, které se zdaji byt pro intracelularni proliferaci F. tularensis nezbytné. Osm
z téchto mutanti predstavuji autotrofni kmeny. Nejcastéji k mutagenezi doslo v genech
biosyntetické cesty nukleotidl, transportérii a proteinil, které se ucastni modifikaci
proteintl, a gend kodujicich hypotetické proteiny [51]. Analyza spontdnniho mutantniho
kmene FSC043 odvozeného od vysoce virulentniho subtypu tularensis nedavno odhalila
spojitost mezi deleci genu pro 58 kDa hypoteticky protein a niz$i schopnosti
intracelularni proliferace. Nové ptipraveny kmen s definovanou mutaci tohoto genu
navic u mysi vykazuje protektivni vlastnosti proti plné virulentnimu subtypu tularensis
[44]. U subtypu novicida byl potvrzen vliv fosfatdzy AcpA na virulenci. AcpA patii
mezi proteiny schopné tlumit respiratorni vzplanuti a dale vykazuje aktivitu
fosfolipazy C. U dele¢niho mutantniho kmene byla zjisténa niz8i fosfatdzova a lipazova
aktivita, vy$si citlivost k intracelularnimu usmrceni a byl pozorovan vyrazné zpozdény
unik z fagozoému [52].

Genomova analyza subtypu tularensis odhalila piitomnost dalSich gent
potencidlné¢ vyznamnych pro virulenci mikroba napt. pilini typu IV, sekre¢niho
systému typu II, povrchového polysacharidu, dale lze ptedpokladat tvorbu poly-D-
glutamatového obalu [17]. Neddvna prace ukazala vyznam pilinu typu IV pro sekreci
a virulenci subtypu novicida [53]. Prace odhalila sedm sekretovanych proteini
a pfislusny sekrecni systém zalozeny na pilinu typu IV. Exprese dvou z nich se ukazala
byt pod regulaci MglA. Infekce mysi mutantnim kmenem pro sekre¢ni systém zalozeny
na pilinu typu IV nebo mutantnim kmenem pro jeden ze sekretovanych proteini ukazala
pozitivni zménu ve virulenci. Na myS$im modelu infekce kmenem LVS byla prokazana
role ve virulenci genu fIC, ktery je u E. coli soucasti sekrecniho systému typu I

a efluxni pumpy. Tyto ndlezy naznacuji pfitomnost funkéniho sekre¢niho systému

13



typul [31]. Velky vyznam v interakci patogena s hostitelem ma schopnost bakterie
adherovat na eukaryotni buiiky. Porovnadnim schopnosti adheze kmene LVS a subtypu
novicida byl zjistén vyznam FsaP proteinu [54]. Po adhezi je bakterie fagocytovéna.
Jednou zmoznosti jak prezit tento zpisob eliminace je ochrana proti ucinkim
reaktivnich ~ forem  kysliku. Mutantni kmen LVS defektni v produkci
superoxiddismutazy byl k oxida¢nim Cinidlim velmi citlivy a na my$im modelu infekce
byla zjisténa jeho nizsi virulence [55].

Komparativni genomové a proteomové analyzy subtypid, které se 1isi ve
virulenci pro ¢lovéka, odkryly mnozinu gent a proteinti, které jsou unikatni pro vysoce
virulentni subtyp tularensis [5-7]. VétSina z téchto potencidlnich faktorti virulence se

vSak pravdépodobné zapojuje do jinych dé€jli nez je intracelularni proliferace.

2.1.4 Interakce F. tularensis s hostitelskymi bunikami

F. tularensis je schopna infikovat a proliferovat uvnitf Siroké fady fagocytujicich
1 nefagocytujicich buné¢k jako naptiklad bunck monocyto-makrofagové linie, hepatocytt
a epitelidlnich bun¢k. Vin vitro studiich byl nedavno pozorovan unikatni, na
mikrofilamentech zavisly zptsob vstupu mikroba do makrofagh. Je charakteristicky
tvorbou asymetrickych klikatych panozek, které mikroba néasledné zcela obklopi. Tento
zpusob se strukturdlné nepodobd zddnému doposud zndmému typu. Pro vstup bakterie
do makrofagl se zda byt kritickd opsonizace faktorem komplementu C3 a jeho receptor
C3R [56, 57]. Dalsi mozné cesty vstupu do makrofagl jsou zalozeny na Fcy receptoru,
mandzovém receptoru a lektinovém surfaktantovém proteinu A bronchoalveolarniho
kompartmentu [57]. Vyznam komplementu C3 a receptorti C3R a C4R byl prokdzan i u
vstupu F. tularensis do dendritickych bunck [58]. U neopsonizovanych bakterii se na
vstupu do makrofagli v nejvétsi mife podili mandzovy receptor [59]. Tento receptor je
bohat¢ zastoupen v membrané primarnich makrofagti, neni vSak ptfitomen na krevnich
monocytech a na bunikach myS§i monocyto-makrofagové linie J774. Témto ndlezim pak
odpovida pétkrat vyssi pocet fagocytovanych bakterii v makrofazich odvozenych od
monocytll v porovnani s monocyty a buiikami linie J774.

Doposud byly popsany tii strategie, kterymi se patogenni bakterie brani
vnitrobunééné eliminaci nasledujici po fagocytoze [60]. Coxiella burnetii je piiklad

bakterie, kterd je schopna piezit drsné podminky panujici ve fagolysozomu. Zastupci

14



rodu Shigella unikaji do cytoplazmy dfive, nez dojde k vyzrani fagozomu na
fagolysozom. Posledni skupinu tvofi patogeny, které jsou schopny ovlivnit maturaci
fagozomu do té miry, Ze v ném panuji podminky pfiznivé pro jejich existenci. Takto se
chova napt. Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimurium a Brucella
melitensis. Fagozom obsahujici F. tularensis oznacovany FCP (F. tularensis containing
phagosome) dozrava do stadia raného endozomu a ziskava ¢asny endozomalni antigen
EEA1 [61]. Piiblizné za 4 hodiny po infekci ziskdva fagozom pozdni endozomadlni
markery Lampl a Lamp?2 [61, 62]. F. tularensis je pravdépodobné schopna modifikovat
vyzravani fagozomu, protoze nedochazi ke kolokalizaci s kathepsinem D a nedochazi
k vyznamné acidifikaci kompartmentu [61]. Uz za 2 az 4 hodiny po infekci se
membrana fagozomu zacina rozpadat a F. tularensis unika do cytoplazmy [61-63]. Mezi
6. a 12. hodinou po infekci se pak mikrob zacind uvnitf bun€k mnozit. Stejna
pozorovani byla sledovana u lidskych makrofagi pii pouziti kmene LVS 1 subtypu
tularensis [61], z cehoz vyplyva, Ze oslabeni LVS kmene nema vyznam pro Casné faze
infekce. Co se tedy odehrdva na pozadi téchto d&ju, zlstava nadéale nejasné. Je ale
ziejmé, ze schopnost Uniku je zavisla na expresi mglA a iglC genli [64, 65] a pozitivné ji
také ovliviiuje kysela fosfatdza AcpA [52]. Pocet bakterii, které unikly do cytoplazmy a
u kterych maturace FCP pokraCuje fuzi slysozomy, je vyrazné niz§i u makrofaga
aktivovanych IFN-y [62, 66]. Jako hlavni prostfedek IFN-y aktivovanych makrofagu,
ktery vede k eliminaci fagocytovaného mikroba, byl identifikovan peroxydusitan
produkovany enzymem iNOS [66].

Mnoho intracelularnich bakteridlnich patogenti spousti u infikovanych
hostitelskych bun¢k apoptickou bunéénou smrt, anebo naopak blokuji kontrolovanou
apoptozu, kterd ma zamezit dal§i proliferaci patogena [67-69]. Také F. tularensis
vyraznym zpusobem zasahuje do vnitrobunééné a mezibunécné signalizace. Uz po 10
az 18 hodinach dochézi u infikovanych bunék monocyto-makrofagové linie k indukci
apoptdzy [70] za Ucasti vnitini, mitochondridlni cesty [71]. Dale bylo prokazano, ze
indukce apoptdzy je zavisla na aktivaci cesty p42/p44 MAPK (Erk 1/2) [72] a infekce
narusuje signalizaci vedouci pfes p38 MAPK [73]. Ze strany patogena je indukce
apoptozy zavisla na expresi iglC genu [74]. Po 30 hodindch buné¢na smrt infikovanych
bunék zacina vykazovat znaky nekrozy [72]. U infikovanych bunc¢k dochazi k aktivaci

NF-kB a degradaci jeho inhibitoru I-xB. V dasledku toho buiiky nesekretuji
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prozanétlivé cytokiny TNF-a a IL-1pB, a to ani po piidani agonistii Toll-like receptort
[73]. Nedavné vyzkumy ukazuji, Ze infekce kmenem F. tularensis sice nejdiive vede
k rychlé zanétlivé odpovédi, ale po internalizaci bakterie dochéazi k jejimu vymizeni
nebo prokazatelnému snizeni. Druha faze nebyla pozorovdna u bunék infikovanych

mutantnim kmenem Aigl/C [75].

2.2 Modulace genové exprese prostiedim

Patogenni bakterie se béhem infekéniho cyklu setkévaji s velmi odliSnymi
zivotnimi podminkami. NejcastéjSimi proménnymi jsou teplota, pifitomnost Zzivin,
dostupnost kysliku, pH a osmolarita prostiedi. Nékteré podminky prosttedi jsou pro rist
bakterie nevyznamné, jiné vSak mohou byt likvidacni. Bakterie proto vyvinuly
dimyslné mechanizmy jak pomoci specifickych signali své okoli vnimat
a bezprostfedné se na néj zménou fenotypu adaptovat. Mezi nejjednodussi néstroje,
kterymi bakterie vnimaji aktudlni podminky, patfi transkrip¢ni faktory, jenz piimo
disponuji senzorovymi vlastnosti. Patii mezi né proteiny OxyR, SodS, Fur apod.
spolu s jejich komplexnéj$i variantou fosforelé [76, 77] a dale ,,qourum sensing“
systémem [78]. Mechanizmy transkripce a translace, ale i rychlost degradace mRNA
u bakterii jsou nastaveny tak, aby zména ve fenotypu v reakci na stresovy podnét
probéhla co nejrychleji. U bakterii se tak setkdvame s polycistronickymi geny a velmi
kratkou zivotnosti mRNA.

Snad nejvyraznéjsi zmeénu ve fenotypu musi patogenni bakterie prodélat béhem
interakce s hostitelskym organizmem. Molekuly, jenz jsou klicové pro pieziti
a proliferaci uvnitt hostitele, predstavuji faktory virulence. Jejich produkce je spousténa
rovnéz jako reakce na ptisobeni urcitych specifickych podminek [79]. Zdokumentovano
je ovlivnéni exprese genil kodujicich faktory virulence teplotou [80], dostupnosti zdroje
zeleza [81, 82] a osmolaritou [83].

Ackoliv je prostredi hostitele velmi komplexni, 1ze jej rozlozit na jednotlivé
signaly, které jsou patogenni bakterie schopné citlivé vnimat. Kombinace signala
patogennim bakteriim sd€luje, zda se nachéazeji ve wvnéjSim prostiedi nebo
uvniti hostitele, o jaky druh hostitele se jednd, a rovnéz urcuji piesnou lokalizaci

v hostiteli [84]. Patogenni bakterie neprodukuji vSechny své faktory virulence
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simultdnné nebo se stejnou intenzitou. U rodu Salmonella jsou jednotlivé sady faktort
virulence exprimovany az po pusobeni specifickych spoustécich signalt, jejichz
dostupnost se béhem infekéniho procesu méni [85, 86]. Lze velmi pfesné popsat zmény
genové exprese Vv zavislosti na prichodu travici trubici [87]. Patrné nejdrsnéjsi
podminky, které musi intracelularni parazité prezit, predstavuji bunééné nastroje uréené
k jejich eliminaci. Usp&$ni intracelularni parazité vyvinuli cesty, jak se ptisobeni t&chto

degrada¢nich mechanizm v makrofazich vyhnout nebo je prezit [60].

2.2.1 Odpovéd bakterii na prosttedi hostitele

Do dnesni doby jiz byly provedeny desitky komplexnich analyz genové exprese
patogena béhem infekce in vivo nebo na in vitro modelu [88, 89]. Mnohem sloZitéjsi je
vSak provadét analyzy genové exprese na urovni proteind. Jednou z cest je pouziti in
vitro modelu, kdy dochdzi k zastaveni proteosyntézy eukaryotickych bunék
a selektivnimu metabolickému znaceni nové syntetizovanych bakteridlnich proteini.
Tento pfistup byl pouzit pro analyzu zmén fenotypu po interakci s hostitelskymi
buinkami naptiklad u bakterii Legionella pneumophila [90], Chlamydia pneumonie [91],
Listeria monocytogenes [92] a Salmonella typhimurium [93]. Podobny experiment
s F. tularensis LVS umoznil identifikovat velmi vyznamny faktor virulence, IglC
protein [45]. Nedavno byla publikovana proteomickd analyza odpovédi F. tularensis
subtypu tularensis na intracelularni pobyt v buiikach sleziny infikovanych mysi, kterd
potvrdila zvySenou produkci IglC proteinu béhem interakce s hostitelskymi buiikami
[94].

Vice zjednodusené modely sleduji G¢inek jednoho stresového faktoru, jenz se
pravdépodobné¢ béhem interakce hostitel-patogen uplatituje. Izolované stresové
podminky mohou vsak jen tézko nahradit komplexni stres, ktery pro bakterialni

patogeny predstavuje prostiedi hostitele, at’ uz extra- nebo intracelularni.

2.2.2 Odpovéd bakterii na oxidativni stres

K oxidativnimu poskozeni buiikky dochazi, kdyZ vznikne nepomér v redoxni
rovnovaze ve prospéch latek piisobicich jako oxidacni ¢inidla. Mezi oxidac¢ni Cinidla
produkované zivymi organizmy patii peroxid vodiku (H,0,), hydroxylovy radikal (HO)

ey

a superoxidovy aniont (O,7). Hlavnim zdrojem téchto latek u aerobné zijicich
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organizmu, vcetné bakterii, jsou procesy spojené¢ s dychacim fetézcem [95, 96].
Patogenni bakterie mohou pfijit do styku s exogennimi reaktivnimi kyslikatymi radikaly
a rovnéz s reaktivnimi dusikatymi latkami v pribéhu infekce hostitele. Jejich produkce
je jednim ze stézejnich pilifd pfirozené imunity organizmili zaméfené na boj proti
patogennim mikroorganizmtm [97].

V misté infekce bakterii F. tularensis dochazi ke vzniku zanétlivé odpovédi,
kterd zahrnuje vcestovani fagocytujicich bunck a lymfocyt [98], které jsou schopny
u makrofagl aktivovat mechanizmy eliminace patogenti zavislé na kysliku. Vystaveni
takovym podminkam pak u bakterie miize vyvolat expresi genu stézejnich v ochrané
proti u¢inklim mikrobicidnich mechanizmti véetné produkce kyslikatych radikala.

Regulovana adaptivni odpovéd’ na oxidativni stres je nejlépe charakterizovana
u E. coli [99]. Ulohu kli¢ovych regulatori této odpovédi u E. coli a mnoha dalsich
bakterii hraji OxyR a SoxRS systémy. Aktivace exprese genli oxyR regulonu zaéina
oxidaci cysteinli na transkripénim faktoru OxyR za vzniku intramolekularnich
disulfidickych mustkt [100]. Aktivace soxRS regulonu se odehrava ve dvou stupnich.
Nejprve dojde k oxidaci [2Fe-2S]'" center SoxR na [2Fe-2S]*". Aktivni forma SoxR
zvySuje expresi transkripéniho faktoru SoxS, coz nasledné vyusti v aktivaci soxRS
regulonu [101].

VétSina proteind, jejichZ produkce je aktivovana transkripénimi faktory OxyR
nebo SoxRS, piisobi pfimo antioxidacné nebo se ucastni ochrany proti oxida¢nimu
poskozeni. Patfi mezi n¢ mimo jiné hydroperoxiddza I, alkylhydroperoxidreduktaza,
glutathionreduktaza, thioredoxin 2, manganova superoxiddismutdza [99]. OxyR vedle
toho indukuje expresi dps, ktery koduje nespecificky DNA vazajici protein. Jeho funkce
spo¢ivd v ochran¢é DNA proti poskozeni a mutacim [102]. OxyR/SoxRS
zprostiedkovana aktivace genu fur, ktery koduje globalni represor pro pifijem Zeleza,
zabranuje poskozeni buiky hydroxylovym radikdlem HO [103]. Do regulonu soxRS
dale patii DNA opravny enzym endonukledza IV a gen pro glukoza-6-
fostatdehydrogenazu, ktera zvysuje celkovou redukéni silu bunky. Aktivace SoxRS usti
také v indukci izoenzymu fumarazy (fumC) a akonitazy (acnA), jenz jsou rezistentni

k piisobeni superoxidového aniontu [104, 105].
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2.2.3 Odpovéd bakterii na nedostatek Zeleza

Zelezo je esencialnim prvkem jak pro prokaryotické tak eukaryotické
organizmy. U prokaryotickych organizmil jsou zndmy pouze dva druhy bakterii, které
pravdépodobné ke svému zivotu zelezo nepotiebuji: Borrelia burgdorferi [106]
a Lactobacillus sp. [107]. Jako kofaktor nebo prosteticka skupina se Zelezo ucastni
nejruznéjsich biologickych pochodl v zivych organizmech.

Zelezo se v zivotnim prostiedi vyskytuje pievazné v oxidovaném stavu jako
zelezité slouceniny, které jsou za neutralniho pH téZzce rozpustné. Volné Zelezo, tedy
nevazané v komplexech, katalyzuje cestou Fentonovy reakce vznik velmi toxickych
reaktivnich oxidativnich radikalt. Kvili témto vlastnostem organizmy béhem evoluce
vyvinuly sofistikované nastroje jak zabezpecit pfijem zeleza pokryvajici fyziologické
potieby a soucasné jej bezpecné skladovat, aby byla jeho toxicita minimalni [108, 109].
Zelezo je vyznamnou soudasti interakce hostitel-patogen. K Zelezu vysoce afinitni
proteiny udrzuji koncentraci jeho volné slozky uvniti a na povrchu makroorganizmu
priblizné na trovni 10"® M. Tato hodnota je znaén& vzdalena od hranice 107 M, jejiz
dosazeni je pro zabezpeCeni proliferace mikrobti nezbytné [82]. VySe zminovana
Fentonova reakce je makroorganizmem cilené vyuzivana jako mikrobicidni prostiedek
fagocytujicich bunck. Na tyto antimikrobidlni nastroje muize byt pohlizeno jako na
integralni slozku pfirozené imunity. Na stran¢ bakteridlnich patogent doslo k vyvoji
molekularnich nastroji pro ziskavani zeleza pfimo z hostitelskych zelezo vazajicich
proteini nebo zhemu [108]. Nizkd koncentrace zeleza v prostiedi je pro mnohé
patogenni bakterie signdlem, ktery spousti produkci faktort virulence [81].

Bakterie obecné reguluji metabolizmus Zeleza v zéavislosti na jeho dostupnosti.
U vSech gram-negativnich bakterii ma v této regulaci zdsadni vyznam transkripéni
faktor Fur. Fur je pozitivni represor vyuzivajici zeleznaté ionty jako sviij korepresor.
Dereprese transkripce regulovanych gent pak nastane piinedostatku zeleza [108].
U E. coli kontroluje Fur ptfimo nebo zprostfedkované expresi vice nez 90 genli. Mezi né
patii predev§im geny kddujici néstroje pro pfijem a skladovani zeleza, enzymy
zakladnich metabolickych cest a proteiny chranici proti oxidativnimu poskozeni [110].
U mnoha patogennich bakterii v€etn€ patogennich kment E. coli patii do Fur operonu
nékteré zndmé faktory virulence [81, 110].

Ackoliv v genomu F. tularensis bylo predikovano nékolik genli zapojenych do
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metabolizmu Zeleza, vcetné genu pro Fur, pfesny mechanizmus jeho pifijmu neni
doposud znam. Nedavna studie vSak odhalila produkci sideroforti u F. tularensis
kultivované v prostiedi bez Zeleza [111]. Vyznamnym krokem byla také identifikace
gend, jejichz exprese byla v dlisledku nedostatku Zeleza v prostiedi u F. tularensis LVS

zménéna [112].

2.2.4 Odpovéd bakterii na zmény teploty prostiedi

Vykyvy teploty jsou pro zivé organizmy nejcastéjSimi stresovymi faktory viibec.
Na patogenni bakterie plisobi béhem pobytu v pfirodnim rezervoaru ¢i pfirozeném
vektoru teplota venkovniho prostiedi, v pribchu interakce s buiitkami sav¢iho hostitele
pak teplota teplokrevného organizmu. Bakterie maji k dispozici n€kolik mechanizmii
pro sledovani teploty. Pii ptisobeni chladu klesd fluidita membran, coz se projevi
utlumenim funkci, které jsou s nimi spojeny. Ur€itou tlohu ve vnimani chladu dale hra;ji
ribozomy a nukleové kyseliny. Mezi senzory vysSi teploty patii predevSim
intracelularng, ale i extracelularné lokalizované proteiny [113].

U modelové bakterie E. coli hraje ustfedni roli v adaptacni odpovéedi na pisobeni

vys§i teploty transkripéni faktor o

. Jednim zprvkll vjeho regulaci predstavuje
plusobeni nepfiznivych podminek, pod jejichz vlivem se méni jeho nestabilni
fyziologicka konformace na velmi stabilni [114]. Dal§im regulédtorem transkripce, ktery
se Uastni odpovédi na udinek vyssi teploty, je faktor ¢". Jim regulované geny
zabezpecuji udrzovani fyziologické konformace proteini extracytoplazmatického
prostoru, ucastni se vSak i jinych procest lokalizovanych na povrchu bakterialni bunky
[115, 116]. Vystaveni vys$s§i teplot¢ vyvola zvySeni produkce evoluéné velmi
konzervativnich proteini tepelného Soku oznacovanych jako HSP. Jejich syntéza
probiha konstitutivné, ale béhem vystaveni vysokym teplotdm a jinym stresovym
faktorim je vyrazné vyssi. VEtSinu z nich predstavuji molekulové chaperony, které se
vazi na nové vznikajici proteiny a napomdhaji jim tak zaujmout spravnou konformaci,
béhem pisobeni stresovych faktorti zabranuji poSkozeni konformace proteinli a je-li
poskozena, prispivaji k jeji napraveé [117-119]. Mezi hlavni chaperonové systémy patii
GroEL-GroES a DnaK-Dnal-GrpE [120]. Bakterialni, ale i hostitelsk¢ molekulové

chaperony hraji velmi dualezitou ulohu v patogenezi infekéniho onemocnéni. Jsou

vyrazn¢ indukované béhem interakce s hostitelskymi bunikami na obou stranach.
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Chaperony bakteridlniho pivodu maji silny imunogenni potencidl a mohou byt
induktory skiizené reaktivity u autoimunitnich onemocnéni. Patii mezi tzv. s patogeny
asociované molekulové vzory (PAMP) a nékteré z nich jsou zndmymi faktory virulence
bakteridlnich agens. Jsou jedinou skupinou proteind, které lze zaradit rovnéz mezi
receptory pro patogenni vzory (PPR) [121]. Dalsi pocetnou skupinu piedstavuji ATP-
dependentni proteazy, které degraduji proteiny s poSkozenym prostorovym
usporadanim, u nichZ naprava konformace selhala [122].

Bakterie reaguji na pokles teploty expresi proteini chladového Soku
oznacovanych jako CSP (Cold Shock Proteins). CSP se rozd€luji podle miry indukce pfi
snizeni teploty prostiedi do dvou tfid a maji rozdilné funkce [123]. Vystaveni
mikroorganizmi nizkym teplotdm postihuje pfedev§sim membrany, u kterych se snizi
fluidita. Reakci E. coli a Bacillus subtilis na tuto zménu predstavuje zvyseni zastoupeni
mastnych kyselin s nenasycenymi uhlikovymi fetézci v membranach [124, 125].
Citlivymi strukturami k teploté jsou také ribozomy [126], které jsou za nizkych teplot

pro obycejné proteiny neaktivni. Béhem adaptacni fadze jsou produkovany proteiny,

......

.....

efektivni rist pfi nizkych teplotaich nepostradatelné. Za nizSich teplot dochazi
k nadmérnému stoc¢eni DNA a RNA molekul, coZ se projevi zpomalenim transkripce,
translace a replikace DNA. Z tohoto divodu byly mezi CSP nalezeny DNA vazajici
protein H-NS [127] a podjednotka DNA gyrazy GyrA [128]. Funkce proteinu CspA
a n¢kterych dalSich cClent rodiny Csp spocivad piedev§im v udrzovani fyziologické
konformace mRNA. Tyto proteiny jsou oznacovany jako RNA chaperony [129, 130].
Exprese genti regulovanych teplotou u patogennich bakterii nemusi souviset jen
s odpoveédi na tepelny Sok, ale muze predstavovat komplexni adaptaci na kontakt
s cilovym hostitelskym organizmem. U rodu Shigella jsou pro morcata virulentni jen
bakterie, které byly kultivovany pii 37 °C, zatimco bakterie kultivované pii 30 °C jsou
avirulentni. Pfi¢inou je inhibice produkce VirR pti 37 °C, ktery je represorem induktorti
transkripce faktor virulence kdédovanych operony ipa, spa a mxi [80, 131]. Bordetella
pertusis reguluje expresi faktor virulence téméi vyhradné prostfednictvim
dvoukomponentového regula¢niho systému BvgA-BvgB. Pro aktivaci tohoto systému je

mimo jiné¢ zcela nezbytnd teplota 37 °C[77, 80]. Zastupci rodu Yersinia bchem
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zivotnim cyklu infikuji blechy, které béhem sani patogena pienaSeji na hlodavce,
a sanim infikovanych hlodavcti se cyklus opakuje. Teprve u teplokrevného organizmu
dochazi k expresi faktorii virulence, které zahrnuji soucasti sekrecniho systému typu III,
cytotoxické efektorové proteiny, proteiny inhibujici fagocytézu apod. [80, 132].
Podobna situace je u klistaty piendsené spirochety Borrelia burgdorferi, kde zvySeni
teploty vyvolad produkci vnéjSich povrchovych proteinii spoluodpovédnych za virulenci

[80, 133].

2.2.5 Odpovéd bakterie na prodlouzenou dobu kultivace

Béhem kultivace v laboratornich podminkach lze u bakterii pozorovat nékolik
rozdilnych fazi rastu (lag faze, logaritmickd nebo exponencialni faze, stacionarni faze,
faze smrti a dlouhotrvajici stacionarni faze), které jsou zptisobeny rozdily v koncentraci
zivin a odpadnich latek v case [134]. Tyto podminky indukuji zmény v genové expresi,
které u mnoha bakterii sti ve funkéni [135] nebo morfologické ptizplsobeni [136].
Tyto zmény predstavuji cileny adaptacni mechanizmus, ktery mikroorganizmim
dovoluje uchovavat energii v prostiedi bez zivin. Pisobi—li nedostatek zivin delsi
obdobi, nastupuje dlouhotrvajici staciondrni faze ristu, pti které miaze dochazet také ke
zméndm na urovni genomu. Bakterie vyvinuly celou fadu mechanizmii vedoucich
k mutacim u neproliferujicich bunck, na néz plsobi neletdlni selekéni tlak napf.
nedostatek zivin ve stacionarni fazi [137]. Takto vznikd i1 fenotyp oznatovany GASP
(Growth Advantage in Stationary Phase). Bakterie s GASP fenotypem jsou schopny
z kultury vytésnit mladsi bunky. U E. coli byly doposud nalezeny Ctyfi mutace
odpovédné za GASP fenotyp. Ackoliv jsou vSechny mutované geny zapojeny do jinych
procesii, mutace vzdy usti ve schopnost bakterie vyuzivat aminokyseliny jako zdroj
uhliku a energie [138].

Rozhodujicim regulacnim faktorem genové exprese v podminkach nedostatku
Zivin je alternativni faktor o, ktery je regulatorem genil zapojenych také u jinych
stresovych odpovédi [139]. U E. coli bylo identifikovano ptiblizn€ 100 genti, které patii
do regulonu alternativniho faktoru c® [140, 141]. Patii mezi n& kuptikladu proteiny
chranici proti oxidativnimu poSkozeni (katalaza a superoxiddismutaza), dale proteiny
DNA opravného aparatu (exonukledza, methyltransferdza a nespecificky DNA vazajici

protein) a v neposledni fad¢ faktory virulence jako produkty genli scgBA u E. coli.
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Vétsina redlnych podminek v pfirodé nedovoluje bakteriim rust, a proto prezivaji
za podminek hladovéni. Studium fenotypu, ktery se vytvari za téchto podminek,

pomaha k odhaleni néstrojl pro pieziti v redlném prostiedi.

2.3 Proteom a proteomicka analyza

Zmény genové exprese lze studovat na irovni mRNA nebo na Grovni proteind.
Tak jako v jinych oblastech biologicko-medicinského vyzkumu také ve studiu interakce
hostitel-patogen se do poptedi dostaly metody, jenz umoziuji analyzu exprese celého
genomu nebo jeho rozsahlé casti [88]. Jedna se predevsim o technologie ,,DNA
microarrays®, v oblasti analyzy proteini pak o dvojrozmérnou gelovou
polyakrylamidovou elektroforézu (2D-PAGE) nebo moderngjsi ,,shotgun® proteomicky
ptistup. Proteomika je logickou odpovédi na dokonceni sekvenace genomli mnoha
bakterii, modelovych organizmi a ¢lovéka. Genomické i proteomické technologie mayji
své pfednosti i limitace [142-144], a tak mohou byt jejich vystupy komplementarni.

Termin proteom byl poprvé prezentovan M. R. Wilkinsem v roce 1994 na
proteini v uréitém Case piitomnych v bunce, tkani, organu nebo organizmu.
Nejvyznamnéjsi prednosti proteomiky je analyza molekul piimo vytvarejicich fenotyp
organizmu. Zmény organizmu sice lze vyvozovat také z analyzy mRNA, porovnani dat
z analyzy transkriptomu a proteomu vSak ukazalo, Ze jejich kvantitativni korelace je
velice slaba [146, 147]. Analyza mRNA navic nemize urcit konecny funk¢ni stav
budouci proteinové molekuly, pfesnou lokalizaci v buiice a molekuly, s kterymi bude
interagovat.

Proteomické technologie dnes umoziuji zkoumat tisice proteind v jednom
experimentu. Aby toto bylo mozné, musi byt komplexni smés analytu nejprve rozdélena
na jednotlivé individua, kterd budou v dalsim kroku identifikovana. Kazdy proteomicky
pfistup proto kombinuje metodu separacni s metodou identifika¢ni. Z obecné¢ho
schématu vybocuje nejnovéjsi proteomicky ptistup zalozeny na proteinovych cipech
[148].

Nezastupitelné misto v proteomice maji identifikatni metody vyuZzivajici
hmotnostni spektrometrii. Hmotnostni spektrometry jsou pfistroje, které velice piesné

urcuji molekulové hmotnosti latek. Kazdy hmotnostni spektrometr se sklada ze tii casti.
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Zdroj iontti ma za ukol pfevést analyt do plynného stavu a ionizovat jej. Ulohou
analyzatoru iontd (analyzator doby letu (TOF), kvadrupol, iontova past, linearni
iontova past, Fourierova transformace cyklotronové rezonance iontil) je rozliSit od sebe
molekuly s rozdilnymi molekulovymi hmotnostmi, které pak dopadaji na detektor. Pro
potieby proteomiky doslo k vyvoji ptistroji, které kombinuji rizné analyzatory s dvéma
mekkymi ioniza¢nimi technikami ESI a MALDI [149]. Pii ionizact MALDI (Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization) [150, 151] se analyt musi smisit se slabou
aromatickou organickou kyselinou tzv. matrici. Matrice absorbuje energii velmi
kratkych laserovych impulst, coz zpusobi jeji pfechod do plynného stavu, pti ¢emz
s sebou strhava 1 molekuly analytu. V priabehu vypafovani soucasné dochazi k prenosu
protonu z matrice na analyt. Pfi ionizaci ESI (Electrospray lonization) [152] proudi
analyt kapilarou tustici do hmotnostniho spektrometru, na kterou se aplikuje vysoké
napéti, jenz zpisobuje kontinudlni tvorbu nabitych mikroskopickych kapicek. Kapicky
pomoci proudu zmlzovaciho plynu zmensuji svlij objem az ziistanou jednotlivé nabité
molekuly analytu. Pfinos hmotnostni spektrometrie pro analyzu labilnich biomolekul,
jakymi proteiny jsou, byl v roce 2002 ocenén udélenim Nobelovy ceny pro objevitele

meékkych ionizacnich technik MALDI a ESI.

2.3.1 Klasicky proteomicky piistup

Klasicky proteomicky pfistup, ktery byl pouzit u poloviny prezentovanych
analyz, kombinuje separaci pomoci 2D-PAGE a identifikaci vybranych proteint

hmotnostni spektrometrii.

2.3.1.1  Dvojrozmérna gelova elektroforéza (2D-PAGE)

2D-PAGE dovoluje separovat komplexni proteinové smési podle
izoelektrickych bodi (pI) a molekulovych hmotnosti (MW) jednotlivych proteint.
Kombinace dvou charakteristickych vlastnosti proteinti umoziiuje dosdahnout velmi
vysokého rozliSeni. Vlastni provedeni zahrnuje nckolik na sebe navazujicich kroki
[153]. Aby doSlo kuvolnéni proteini, musi byt struktury biologického materidlu
nejprve rozpuStény pouzitim silného detergentu, chaotropni latky nebo jejich

kombinaci. Dale je nezbytné pomoci redukcéniho Cinidla prerusit disulfidické mustky
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mezi cysteiny proteinl. Pro odstranéni latek, které interferuji s izoelektrickou fokusaci
(IEF) jako jsou anorganické soli, polysacharidy, lipidy, silné¢ ionogenni detergenty
apod., se vyuziva precipitace proteind. Pokud je nutné odstranit pouze soli, lze vyuzit
dialyzu.

IEF rozd¢lujici proteiny na zaklad¢ jejich pl se dnes provadi jiz vyhradné v gelu
s ukotvenym pH gradientem [154]. Gely rtiznych format jsou komeréné dostupné ve
form¢& IPG prouzkd (Immobilized pH Gradient). Toto provedeni sniZilo naro¢nost na
manuélni praci, vyrazné zvysilo reprodukovatelnost, rozliSeni 2D-PAGE 1 nanasku
proteini [155], a proto postupné vytlacilo ptivodni IEF proteinii provadénou v gelu
s ptfidavkem volnych nosnych amfolyt [156]. Pro rozd€leni proteint na zaklad¢ jejich
MW se pouziva elektroforéza v prostfedi dodecylsulfatu sodného (SDS), ktera probiha
ve sméru kolmém na smér IEF.

K vizualizaci proteinii rozdélenych pomoci 2D-PAGE lze pouzit napf.
metabolické znaceni proteinti s naslednou autoradiografii. Konvencni zptisoby vyuzivaji
afinity organického barviva Coomassie Blue G-250 k proteinlim [157] nebo barevnou
reakci zalozenou na redukci stfibrnych iontli na povrchu proteinti [158]. Stale vice
pouzivanymi se stavaji barviva s fluorescen¢nimi vlastnostmi jako Sypro Ruby [159].
Velmi vyhodné je pouziti rozdilného fluorescencniho barveni DIGE (Differential Gel
Electrophoresis), které je zaloZeno na kovalentni modifikaci proteinti barvivy Cy2, Cy3
a Cy5. Po smiseni mohou byt rizné znacené vzorky analyzovany na jednom gelu diky
rozdilnym vinovym délkam excitacnich a emisnich zareni [160].

Digitalizované obarvené gely jsou nasledné¢ podrobeny softwarové analyze. Na
trhu je dostupnych nékolik softwart, napt. Z3, PDQuest, Melanie a Progenesis, které
dovoluji kvalitativni, kvantitativni a jednoduchou statistickou analyzu obrazu [161,
162]. Vystupem softwarové analyzy obrazu je seznam proteinovych skvrn, jejichz
kvantita se statisticky vyznamn¢ 1i§i mezi kontrolnim vzorkem a vzorkem piipravenym

z ovlivnéného biologického materialu.

2.3.1.2 Hmotnostné spektrometrické identifika¢ni techniky nasledujici po

2D-PAGE

Identifikace proteini separovanych pomoci 2D-PAGE se rutinné¢ provadi na
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hmotnostnich spektrometrech typu MALDI-TOF. Identifika¢ni metoda PMF (Peptide
Mass Fingerprinting) je zalozena na enzymovém $tépeni proteinu trypsinem nebo jinou
sekvencné specifickou protedzou na proteolytické peptidy. V hmotnostnim
spektrometru se pak méfi molekulové hmotnosti intaktnich proteolytickych peptida
v MS moédu. MS spektrum predstavuje charakteristiku kazdého proteinu s podobnou
specifitou jako je otisk palce pro kazdého clovéka. Molekulové hmotnosti jsou pak
v databazovych programech porovnavany s teoreticky vypoctenymi hodnotami
proteolytickych peptidi. Na zakladé shody experimentalnich a teoretickych hodnot lze
ke spektru s urcitou pravdépodobnosti ptifadit protein [163, 164]. Teoretické hodnoty
ulozené v databazich byly ziskény virtudlnim ptekladem sekvence DNA do sekvence
aminokyselin, z které byly nésledné¢ vypocitany molekulové hmotnosti proteolytickych
peptidii. Z tohoto je zfejmé, Ze provadeéni identifikaci proteini u organizmi
s neznamym genomem, vyzaduje zcela odlisny ptistup.

Z mnoha duvodi nelze vzdy vSechny proteiny pomoci PMF jednoznacné
identifikovat. V téchto pfipadech je nutné urcit sekvenci aminokyselin v nékterém
z proteolytickych peptidi. K tomu se dnes rutinné pouzivaji tandemové hmotnostni
spektrometry. Také hmotnostni spektrometry typu MALDI-TOF maji vSak jistou
moznost poskytnout informace o sekvenci aminokyselin. ZvySenim intenzity laseru pfi
ionizaci dochazi k nadmérné excitaci molekulu peptidu, které se tim stavaji nestabilnimi
a mohou podléhat fragmentaci. K fragmentaci dochdzi za zdrojem, a proto je tento typ
oznacovan jako Post Source Decay (PSD) [165, 166]. Nevyhodou této metody je, Ze
k fragmentaci dochazi pouze u nékterych peptidii. Fragmentace peptidii nemusi byt
zdaleka kompletni a métfena spektra jsou casto velmi komplikovana. Tyto nevyhody
dokézi ptekonat techniky, které na N-konec peptidi pfipojuji silné kyselou funkéni
skupinu, jako technika chemicky zprostfedkované fragmentace (CAF - Chemically
Assisted Fragmentation), ktera je zalozena na modifikaci peptidi pomoci
sukcinimidylesteru 3-sulfopropanové kyseliny [167]. CAF peptidy pak velmi ochotné
podléhaji fragmentaci a navic negativné nabity N-konec ¢ini b-ionty celkové neutralni,
nejsou proto detekovany a méfené fragmentacni spektrum tvotené vyhradné z iontil y-
série (viz kapitola 2.3.2.2) je velmi snadno interpretovatelné [168, 169].

U casti proteinit se zriznych divodi nepodafi naméfit Zadné MALDI-TOF

spektrum nebo je spektrum velmi nizké kvality. V téchto piipadech Ize pro identifikaci
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pouzit tandemovy hmotnostni spektrometr [170], ktery umoziuje fragmentaci
peptidii a zaznamenani MSMS spekter. MSMS spektra jsou pouzita k prohleddvani
proteinovych databazi. K jednoznacné identifikaci vtomto ptipadé staci shoda
molekulovych hmotnostni fragmentli s teoreticky vypoctenymi hodnotami u jednoho

proteolytického peptidu [171] (podrobné&ji viz kapitola 2.3.2.2).

2.3.2 ,,Shotgun* proteomika

Tento pfistup dostal nazev podle ,,shotgun® sekvenovani DNA, kdy je nejprve
urcena posloupnost bazi v kratkych fragmentech DNA. Diky castecnému piekryvu
jednotlivych fragmentd je pak softwarové sestavena kompletni sekvence plvodni
molekuly DNA.

Také u ,,shotgun“ proteomiky se sdruzuji separacni a identifikacni metody. Od
predeslé skupiny se vSak odliSuje nckolika zdsadnimi charakteristikami [172].
K separaci dochazi aZ na drovni peptidu tzn., ze komplexni proteinova smes je
nejprve Stépena sekvencné specifickou protedzou. Vzniklé proteolytické peptidy jsou
nasledné separovany, v naprosté vétSiné pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie. Separa¢ni technika je on-line spojena s identifikatni metodou
vyuZivajici tandemovy hmotnostni spektrometr. On-line reZim se vyznacuje soucasné
probihajici separaci a identifikaci peptidi, kdy v okamziku eluce peptidu z kolony
dochdzi k jeho analyze v hmotnostnim spektrometru. Vlastni identifikace proteint je
zalozena na méfeni fragmentaCnich spekter peptidi v MSMS moédu tandemového
hmotnostniho spektrometru. Vyhodnocovaci software pak na zakladé fragmentacnich

spekter jednotlivych peptidl urci slozeni plivodni smési proteinti [173].

2.3.2.1 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) se v proteomice v naprosté
vetsing pouziva k separaci peptidii [174]. Separované peptidy jsou eluovany kapalnou
fazi, proto je pfi on-line zapojeni s hmotnostnim spektrometrem pouzivano vyhradné
ESI zdroje. Pii off-line zapojeni Ize vyuZit i kombinaci s piistrojem MALDI-TOF/TOF
[175]. Nejpouzivangj$i se pro separaci peptidi stala stacionarni reverzni faze Cis

(RP-HPLC). Samotna jednorozmérna RP-HPLC vSak nema dostateCnou kapacitu pro
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separaci smési obsahujici desitky tisic rtiznych peptidi. Proto byla vyvinuta MudPIT
technologie (Multidimensional Protein Identification Technology), kterd pted
RP-HPLC on-line pfedfazuje kationt-vyménnou chromatografii (SCX) [176]. SCX
chromatografie miize byt pouzivana také v off-line rezimu. Byly vyvinuty i jiné, ve
vétsingé piipadt off-line multidimenziondlni separa¢ni postupy. IEF peptidi na
komer¢né dostupnych pristrojich mize nahradit SCX chromatografii v prvni dimenzi
[177]. IEF na IPG prouzku misto SCX chromatografie dokonce vedla k identifikaci
vétsiho poctu proteinli a navic lze pro potvrzeni identifikace vyuzit teoretické hodnoty
pl peptidi [178]. GeLC-MS/MS ptistup kombinuje SDS-PAGE separaci proteint,
rozfezani gelu a néasledné Stépeni trypsinem s RP-HPLC vzniklych peptidii [179].

2.3.2.2  Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemovy hmotnostni spektrometr si lze jednoduSe ptedstavit jako dva
hmotnostni  spektrometry sériové spojené kolizni celou, ve kter¢ dochazi
k fragmentacim. Mezi nejpouzivanéjsi typy v proteomice patii iontova past, linearni
iontova past, QTOF a TOF/TOF [180]. Toto uspotfadani dovoluje nejprve zmétit MS
spektrum peptidl, detekované peptidy nasledné izolovat a podrobit fragmentaci
v kolizni cele. Vzniklé fragmenty pak poskytuji MSMS spektrum. Cyklus méfeni MS
a MSMS spekter se pravidelné¢ opakuje, pficemz spousStécim signalem je detekce
vhodného peptidu v MS maddu.

K fragmentaci mize dochazet napiiklad pomoci kolizni energie a pfitomnosti
neutralniho kolizniho plynu (CID-Collision Induced Dissociation) [181]. Peptidy se
v tomto piipad¢ fragmentuji nejcastéji za vzniku y- a b- ionti (Obr. 1). Rozdil m/z
sousedicich y- nebo b-iontli odpovidd molekulové hmotnosti urc¢ité aminokyseliny. Tak
lze zMSMS spekter urcit sekvenci aminokyselin. Informace o aminokyselinové
sekvenci jednoho peptidu vétSinou postacuje k identifikaci celého proteinu. Kromeé CID
fragmentaci jsou v proteomice pouzivany disociace zalozené na zachytu (ECD-Electron
Capture Dissociation) [182] nebo pifenosu elektronu (ETD-Electron Transfer
Dissociation) [183]. Tyto techniky usti ve fragmentaci peptidi za dusikem peptidové

vazby a vzniklé fragmenty se nazyvaji c- a z-ionty.
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Obrazek 1. Schéma tvorby y- a b- iontl u tetrapeptidu pri CID fragmentaci.

Y1 Yo Y3

Béhem typického ,,shotgun® experimentu miize byt naméteno 10000 az 100000
MSMS spekter, ke kterym je nutné pfifadit spravnou sekvenci aminokyselin. Tento
pozadavek vyftesil vyvoj algoritmi, které dokazi porovnat m/z fragmentli naméfenych
v MSMS modu se sadou fragmenti teoreticky vypocitanych pro vSechny proteiny
obsazenych v urcité¢ databéazi. Porovnani je mozné provadét diky presnym pravidlim
vzniku fragmentd v MSMS moédu. Nejcastéji pouzivané programy Sequest [184],
Mascot [185] a Phenyx [186] pak k naméfenym MSMS spektriim s urcitou statistickou
pravdépodobnosti pfifadi sekvenci peptidu. Pravdépodobnost identifikace peptidu
pozitivné koreluje s poctem fragmenti v MSMS spektru a s piesnosti, se kterou
hmotnostni spektrometr méti MS spektra prekurzori a MSMS spektra z néj vzniklych
fragmentii. Na zavér jsou k sobé sdruzeny sekvence identifikovanych peptidi, které
pochazeji ze stejného proteinu, a je uréena pravdépodobnost spravné identifikace celého
proteinu. Tato pravdépodobnost pozitivné koreluje s poctem peptidd, u kterych byla

spravné urcena sekvence aminokyselin.

2.3.2.3 Kvantifikacni techniky pro ,,shotgun® proteomiku

U komparativni ,,shotgun® analyzy je potfebné urcit relativni koncentraci u co
nejvetsiho poctu peptidi. Z divodu komplexnosti proteomickych vzorki nelze k tomuto
ucelu pouzit postup obvykly pro kvantifikaci malych organickych molekul zaloZzeny na
pfidani chemicky podobného standardu a nasledné HPLC analyze. Pro relativni
kvantifikaci stejnych peptidi ve dvou rtiznych komplexnich vzorcich musi byt vzorky

smichany, aby se zabranilo rozdiliim vznikajicim diky interferencim slozek analytu pfi
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HPLC separaci a ESI ionizaci. Peptidy vSak musi byt zaroven oznaceny zplsobem,
ktery umozni rozpoznat, ke kterému vzorku patii. ReSeni nabizi derivatizace latkami
obsahujici stabilni izotopy jako napt. '*C/"*C, ""N/°N, '°0/'®0. Peptidy znacené latkou,
kterd ma totoznou chemickou strukturu, ale rozdilnou molekulovou hmotnost, se pii
HPLC a ESI ionizaci budou chovat identicky a hmotnostni spektrometr je bude schopen
od sebe odlisit. Behem poslednich let se objevilo nékolik technik urcenych pro
komparativni ,,shotgun‘ analyzy [187]. Velice vyhodné je metabolické znaceni proteinii
v Zivych buitkach pomoci aminokyselin obsahujicich “N/'*N [188]. Nov&jsi piistup
SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture) pouziva pro
jednodussi vyhodnocovani namétenych spekter lehky a tézky arginin [189]. DalSim
moznym postupem je znadeni peptidi pomoci vymény '°O na C-konci peptidu za '*O
b&hem §t&peni proteinu trypsinem v H,'*O [190]. Dal3i techniky jiz vyZaduji kovalentni
pfipojeni izotopickych sloucenin. GIST technologie (Global Internal Standard
Technology) je zalozena na znaCeni peptidi Hi/Ds;-N-acetoxysukcinimidem [191].
U techniky ICPL (Isotope-Coded Protein Labeling) se provadi znaCeni intaktnich
proteint, které jsou nasledné Stépeny [192]. ICAT (Isotope-Coded Affinity Tags) je
kvantifikaéni metoda, kterd je navic spojena s afinitni chromatografii modifikovanych
peptidi. Separace znacenych peptidi zaloZena na interakci biotinu s avidinem tak
umoziluje vyrazné snizeni komplexity vzorku [193]. Uvedené techniky dovoluji
provadeét relativni kvantifikaci proteind pochazejicich ze dvou, u modifikované SILAC
techniky ze tii, riznych vzorki [194]. Technika iTRAQ (Isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation), kterd jako jedina provadi kvantifikaci v MSMS mddu,
umoznuje analyzu az ¢tyt vzorkl [195], jeji nejnovéjsi modifikace pak az osmi vzorki
v jednom experimentu. Ctyfi iTRAQ zna¢ky jsou pfipraveny tak, aby derivatizované

peptidy mély stejnou molekulou hmotnost v MS médu (Obr. 2).
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Obrazek 2. Zavedeni ruznych stabilnich izotopi do reportérovych (Cervené)
a vyrovnavajicich (zelené) ¢asti u ¢ty iTRAQ znacek slouZzi k dosaZeni stejnych
molekulovych hmotnosti derivatizovanych peptidi. Cast reagujici s peptidem je

vyznacena modre.

Pti fragmentaci v MSMS modu se od modifikovanych peptidd oddéluje
reportérova ¢ast, kterd v zavislosti na pouzité znacce nabyva molekulovych hmotnosti
114.1, 115.1, 116.1 nebo 117.1 (Obr. 3). Pii pouziti iTRAQ metody jsou z tohoto
divodu diskvalifikovany tandemové hmotnostni spektrometry s analyzatory typu

iontové pasti, které nedovoluji méftit fragmentacni spektra v nizkém rozsahu m/z.

Obrazek 3. Schéma fragmentace derivatizovanych peptidi v MSMS moédu.

O
— Fragment s m/z 114.1
H C/N O
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O
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h PP ysus
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Z intenzit reportérovych iontll ve spektru pak lze vypocitat relativni koncentraci

jednotlivych peptidii. Vyhodou iTRAQ techniky je, Ze zavedeni piperazinového kruhu
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do peptidu zlepSuje fragmentaci ve prospéch snadno interpretovatelnych y- a b-ionta.
Nevyhodou naopak je, ze ackoliv se ve vzorcich lis§i zastoupeni pouze nékolika
proteinli, musi byt provedena MSMS analyza vSech peptidi pfitomnych po
proteolytickém Stépeni.

Vsechny uvedené techniky vyzaduji specidlni software, ktery naméfend spektra
kvantitativné vyhodnoti. Komer¢né je dostupnych nékolik programi a dalsi jsou
nabizené k volnému uzivani. Navic se objevuji i jednoduché, volné dostupné algoritmy

jako i-Tracker [196].

2.4 Statisticka analyza

Proteomické analyzy produkuji ohromné mnozstvi dat, které je nutné spravné
a citlivé vyhodnotit [197, 198]. Obecné¢ lze rozlisit dva typy statistickych analyz:
konfirmatorni a explorativni. Konven¢ni pfistupy vyuzivaji konfirmatornich analyz
k ovéfeni predem navrzené hypotézy. Naméfend data se vyhodnocuji klasickymi
parametrickymi testy jako z-test, ANOVA apod. U dat s nenormalnim rozdélenim lze
pouzit testy neparametrické jako Wilcoxonliv test nebo Mann-Whitneylv test.
Studované biologické systémy jsou vSak velmi komplexni a Casto jim nelze zcela
porozumét. Aplikace konfirmatorni analyzy proto mize vést k nepiijatelnému
zjednoduSeni. Explorativni analyza proteomickych dat, kterd jsou navic Ccasto
vicerozmérna, ma za ukol rozpoznat vztahy, tendence nebo vyjimky. Zjisténé jevy pak
mohou vést k vytvoreni novych hypotéz, jenz budou posléze testovany. Mezi néstroje
explorativni analyzy patii napi. analyza hlavnich komponent, faktorova a shlukova

analyza a zvlasté pak spoléhd na grafické nastroje.
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3 CIL PRACE
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Cilem ptedlozené dizertacni prace bylo identifikovat zmény v proteomu bakterie
F. tularensis kmen LVS vzniklé v disledku plisobeni riznych faktorii prostfedi vCetné
pobytu v intracelularnim prostfedi hostitelské buniky. Analyza adaptacnich odpovédi
umoznuje vytipovat mechanizmy, které bakterii F. tularensis dovoluji pfezit nehostinné
podminky véetné podminek panujicich uvnitt hostitelského organizmu. V ramci tohoto

cile bylo postupné feSeno nekolik dil¢ich ukolt:

e Zavést kultivatni systém pro ziskani bakterialnich kultur s reprodukovatelnym
proteomem dosaZzenym jak pfi standardnich podminkach kultivace tak pii plisobeni
rozmanitych stresovych faktor. Kultivacni systém by mél dale umoznovat snadné

monitorovani bakterialniho rtstu a jeho ovlivnéni ptisobenim stresového faktoru.

e Zavést protemickou metodu, kterd by byla schopna citlivé zachytit zmény
v proteomu, ke kterym dochazi jiz po kratkém Case od zacatku ptisobeni stresového

faktoru.

e Pomoci zaveden¢ho kultivacniho systému a proteomické metody nalézt zmény
v proteomu, které se odehravaji nasledkem puasobeni stresového faktoru, a nasledné

tyto zmény identifikovat metodami zaloZenymi na hmotnostni spektrometrii.

e Optimalizace a zavedeni pokrocilé ,,shotgun* proteomické metody a jeji aplikace do

studia reakci bakterie F. tularensis LVS na pusobeni stresovych faktord.
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4 EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Material

4.1.1 Kmeny bakterie F. tularensis

Kmen F. tularensis LVS je oslabeny vakcina¢ni kmen, ktery byl odvozen od
kmene 155 subtypu holarctica. Pro experimenty provadéné v ramci dizertacni prace byl
pouzit kmen ziskany z americké sbirky American Type Culture Collection (Manassas,
VA, USA) pod oznacenim ATCC 29684.

Pro analyzu odpovédi na oxidacni ptisobeni peroxidu vodiku byl pouzit mutantni
kmen F. tularensis LVS 4iglC1+2 ptipraveny metodou alelické vymény [18]. Kmen byl
ziskan darem od I. Golovliova (Ustav klinické bakteriologie, Univerzita Umed, Umea,
Svédsko). Buiiky tohoto kmene v genomu postradaji obé alely genu ig/C. Prace
s kmenem F. tularensis LVS AiglC1+2 splnovala veSkera natizeni plynouci z platné

legislativy pro praci s geneticky modifikovanymi organizmy.

4.1.2 Bunéc¢na kultura

Pro analyzu odpovédi bakterie F. tularemsis na intraceluldrni prostiedi byly
pouzity buniky mysi monocyto-makrofagové linie J774.2. Bunécna kultura byla

poftizena ze sbirky European Collection of Cell Cultures (Salisbury, Velka Britanie).

4.1.3 Chemikalie

Bézné a nékteré specidlni chemikalie pouzité v ramci dizertaéni prace byly
zakoupeny od nésledujicich vyrobci: Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala,
Svédsko), Bio-Rad (Hercules a Richmond, CA, USA), Fluka (Buchs, Svycarsko),
Invitrogen (San Diego, CA, USA), Merck (Darmstadt, Némecko), MP Biomedicals
(Irvine, CA, USA), Promega (Madison, WI, USA), Roche Diagnostics (Mannheim,
Némecko), Serva (Heidelberg, Némecko) a Sigma (St. Louis, MO, USA). Chemikalie
pochazejici od jinych nez vyse uvedenych spole¢nosti nebo chemikdlie mimotadného

vyznamu jsou specifikovany v dalSim textu.

4.1.4 Ptistroje

e Gradientni mixér Gradient former 395, Bio-Rad (Hercules, CA, USA)
e Hybridizér HYBRIDISER HB-1D, Techne (Cambridge, Velka Britanie)
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Chladici zafizeni Multitemp II, Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Svédsko)
Chladici zatizeni Refrigerated Recirculator Model 4860, Bio-Rad (Hercules, CA,
USA)

Inkubator INKUBATOR 1000, Heidolph Instruments (Schwabach, Némecko)
Inkubator Orbital Shakinkg Incubator SI16, ShelLab (Cornelius, OR, USA)
Laminarni box S@FE FLOW 1.2, Bio-air Instruments (Siziano, Italie)

Multiphor II, Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala, Svédsko)

Mrazici box PowerFREEZE -87 °C VXE, Jouan (Saint-Herblain, Francie)

MS1 aMS2 Minishaker, IKA (Wilmington, NC, USA)

PROTEAN II Multi-Cell, Bio-Rad (Richmond, CA, USA)

PROTEAN Plus Dodeca Cell, Bio-Rad (Richmond, CA, USA)

Protein IEF Cell, Bio-Rad (Richmond, CA, USA)

Ptiru¢ni denzitometr CO8000 Cell Density Meter, WPA Biowave (Cambridge,
Velkéa Britanie)

Sonika¢ni lazen Ultrasonic LC 30 H, Elma (Singen, Némecko)

Vakuova centrifuga Speed Vac, Eppendorf (Hamburg, Némecko)

KODAK Image Station 2000R, Eastman Kodak Copany (Rochester, NY, USA)
Zdroj elektrického napéti a proudu EC 6000P, Hoefer Pharmacia Biotech (San
Francisco, CA, USA)

Zdroj elektrického napéti a proudu PowerPac Universal, Bio-Rad (Hercules, CA,
USA)

Bézné laboratorni piistroje a materil: analytické vahy, navazky, centrifuga,
magneticka michacka, termomixér, tiepacka, pH metr, sklenéné zkumavky, plastové
zkumavky, zatky na baiiky, plastové pipety, oCkovaci klicka, misky na barveni geld,
pinzeta, skalpel, filtra¢ni papir, odmérné vélce, celofan, automatické mikropipety.

Specialni ptistroje, které nejsou uvedeny vyse, jsou specifikovany v dalSim textu.

4.2 Kaultivace bakterie F. tularensis LVS

Z analyzy genomu vyplynulo, ze F. tularensis ma naruSeny mnohé metabolické

cesty [17], coz ma za nasledek vyS$$i pozadavky na nutriéni faktory v kultivaénich

pudach. V prezentovanych experimentech byly pouzivany dva typy pud.
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Pro pfipravu kultur pro experimenty byly pouzity pevné pudy piipravené dle
McLeoda obsahujici Thayer-Martiniv agarovy zaklad, Bacto agar, hemoglobin
a IsoVitalex (Becton Dickinson, Cockeysville, MD, USA). Nejprve byla rozmraZena
zasobni suspenze bakterii, kterd byla uchovavana pti -80 °C. Suspenze byla inokulovana
na pudy dle McLeoda a nasledné¢ kultivovana minimalné¢ 48 h pii 37 °C. Takto
piipravené kultury byly ozna¢eny a uchovany pii 4 °C az do dalsiho pouziti, maximalné
vSak po dobu Ctyft tydnt.

Pro vlastni proteomické analyzy byla kultura pfeoCkovana do tekutého média
pripraveného dle Chamberlaina [2] a nasledné kultivovéna v orbitalni tfepacce pfti
37 °C. Pouziti chemicky definovaného média dovoluje ptesné¢ ménit jeho slozeni pro
navozeni stresu. Pro nékteré experimenty bylo navic pouzito metabolické znaceni, kdy
byl v médiu cilené nahrazen methionin za radioaktivni ekvivalent s izotopem siry 3,
K tomuto ucelu byl pouzit Tran 33S-Label (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA), ktery

obsahuje 70 % [*°S]-methioninu.

4.2.1 Kultivace bakterie F. tularensis LVS v intracelularnim prostiedi

4.2.1.1  Priprava bakterie F. tularensis LVS

Den pted pokusem byla zasobni kultura F. tularensis LVS na McLeod pudé
preockovana do kompletniho tekutého média dle Chamberlaina a pfes noc kultivovana
v orbitalni tfepacce pii 37 °C. Druhy den byla ztéto kultury pfipravena suspenze

0 O.D.600 nm 0,10-0,15, ktera byla kultivovéana za stejnych podminek dalsi tii hodiny.

4.2.1.2  Piiprava monocyto-makrofagové linie J774.2

Kultivace bun¢k monocyto-makrofdgové linie J774.2 probihala v kompletnim
DMEM médiu s 10 % inaktivovaného fetalniho teleciho séra a gentamicinem pii
36,7 °C a v atmosféte 5% CO,. Poslednich 48 h pred provedenim infekce byly bunky
kultivovany v médiu bez gentamicinu. Pfed pokusem byly buiiky pfeneseny na Petriho
misky pro bunééné kultury, kde se nechaly pies noc adherovat. V den pokusu bylo k

dispozici 1x107 bungk.

38



4.2.1.3 Infikovani bunék J774.2

Z exponencialn¢ rostouci bakteridlni kultury byla pfipravena suspenze
s celkovym obsahem 5x10° bakterii, coz piiblizné odpovida 1 ml kultury s O.D.e00
am 0,50. Bakterie byly stoCeny a resuspendovany v 500 pl predehifatého DMEM média
bez séra a bez gentamicinu. Z této suspenze byl urcen skute¢ny pocet bakterii vysetim
CFU. Suspenze byla spojena s 3,5 ml predehiat¢tho DMEM média bez séra a bez
gentamicinu a tento objem byl pfidan k adherovanym buiikdm. Na jednu buiku tak
teoreticky ptipadalo 500 bakterii. Celkovy objem média 4,0 ml byl zvolen, aby tekutina
s rezervou pokryvala vSechny bunky na Petriho misce, ale pocet bakterii na ml byl co
nejvyssi. Infekce bunék probihala 60 min pii 36,7 °C v atmosféte 5% CO,. Po této dobé
byly adherované buniky dvakrat promyty v predehfatém DMEM médiu bez methioninu,
cysteinu a gentamicinu. Ve 3 ml tohoto média byly bunky déle kultivovany 30 min, aby
byly spotiebovany intracelularni zasoby methioninu a cysteinu. Po 30 min byl
k bunkdm v médiu nejprve piidan cykloheximid v dimethylsulfoxidu do finalni
koncentrace 200 pg/ml a za 5 min byly doplnény chybé&jici aminokyseliny ve formé
radioaktivnich analogii obsazenych v Tran *°S-Label v davce 200 pCi/ml. Nové
syntetizované bakterialni proteiny byly takto znaceny po dobu 2 h. Po této dob¢ byly
buiikky opakované¢ promyty ledovym kompletnim DMEM bez séra a gentamicinu
a suspenze bunck v médiu byla ptenesena do 50 ml zkumavky. Bunky byly stoceny pfti

1000 rpm 5 min pti 4 °C a supernatant odstranén.

4.2.14  Provedeni kontrolniho experimentu

Z exponencialné¢ rostouci bakteridlni kultury byl pfipraven 1 ml suspenze
s O.D.¢o0 nm 0,50. Bakterie byly stofeny a resuspendovany v 500 pl predehiatého
DMEM média bez séra a gentamicinu. Tato suspenze byla piidana ke 3 ml kompletniho
DMEM bez séra a gentamicinu piedehtatého na 37 °C. Takto byly bakterie kultivovany
60 min v polystyrenové zkumavce pii 37 °C. Poté byly bakterie v médiu 5 min
centrifugovany pii 2400 g pfi laboratorni teploté a promyty v DMEM bez methioninu,
cysteinu a gentamicinu. V 1 ml tohoto média byly buiiky 5 min kultivovany a poté byl

ke kultufe ptidan cykloheximid (Sigma, St. Louis, MO, USA) v DMSO do finalni
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koncentrace 200 pg/ml. Za 5 min bylo médium doplnéno radioaktivnimi analogy
methioninu a cysteinu obsaZenymi v Tran >°S-Label v davce 200 pCi/ml. Takto byly
bakterie inkubovéany dal$i 2 h. Pro ukonceni znaceni byl k bakteriim pfidan 1 ml
ledového kompletniho DMEM bez séra a gentamicinu. Bakterie byly dvakrat promyty
ve stejném ledovém médiu a preneseny do oznacené zkumavky. Pak byly bakterie

stoCeny 5 min pii 2400 g a 4 °C.

4.2.2 Kultivace bakterie F. tularensis LVS a F. tularensis LVS AiglC1+2

pro analyzu odpovédi na oxidativni stres

Kultivace divokého kmene LVS i mutantniho kmene 4ig/C1+2 probihala za
stejnych podminek [199]. Kultury obou kmenti na McLeod piidach uchovavané pti 4 °C
byly pfeockovany do kompletniho tekutého média dle Chamberlaina. Poté byly kultury
pfes noc inkubovéany v orbitalni tfepacce pii 37 °C. Druhy den byly z kazdé kultury
pripraveny dvé suspenze o objemu 1 ml a O.D.gpp nm 0,10-0,12. Ptiblizné po 4 h
kultivace v orbitalni tfepacce pii 37 °C kultury dosdhly exponencialni faze rtstu
(O.D.6o0 nm 0,50-0,55). Bakterie byly centrifugovany, promyty a nasledné
resuspendovany v médiu dle Chamberlaina bez methioninu. Do jedné kultury byl ihned
pfidan peroxid vodiku do findlni koncentrace 5 mM, do kontrolni kultury byla pfidana
deionizovana voda o stejném objemu. Po 5 minutach bylo médium doplnéno o 200 uCi
[*°S]-methioninu. Metabolické znaceni bylo zastaveno po 60 min piidanim 1 ml ledove
studeného kompletniho média. Z déivodu odstranéni zbytkél neinkorporovaného [*°S]-

methioninu byly bakterie na zavér pétkrat promyty v ledovém PBS.

4.2.3 Kultivace bakterie F. tularensis LVS pro analyzu odpovédi na

nedostatek zeleza

Kultura F. tularensis LVS na McLeod pidé uchovavané pii 4 °C byla
pteockovana do kompletniho tekutého média dle Chamberlaina. Tato kultura byla ptes
noc kultivovana v orbitalni tiepacce pii 37 °C. Druhy den byly z této kultury ptipraveny
dvé suspenze 0 O.D.¢o0 nm 0,05-0,06. Prvni byla pfipravena v kompletnim médiu dle
Chamberlaina, druha pak v médiu dle Chamberlaina bez siranu Zeleznatého s ptidavkem
100 uM deferoxamin mesylatu (Sigma, St. Louis, MO, USA). Po 5 hodinich byly

kultury centrifugovany a vzniklé pelety resuspendovany v médiich, kde byl methionin
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vyménén za [*°>S]-methionin o celkové aktivité 200 pCi. Metabolické znadeni bylo
zastaveno po 60 min kultivace v orbitalni tfepacce pii 37 °C pridanim 1 ml ledové
studeného kompletniho média. Z diivodu odstranéni zbytkii neinkorporovaného [*°S]-

methioninu byly bakterie na zavér pétkrat promyty v ledovém PBS.

4.2.4 Kultivace bakterie F. tularensis LVS pro analyzu odpovédi na

zmény teploty prostiedi

Pro tuto analyzu byly vybrany tifi rizné teploty kultivace. Teplota 25 °C
simulovala bézné prostiedi mimo hostitele, teplota 37 °C odpovida teploté téla lidského
hostitele a teplota 42 °C byla pouzZita pro studium adapta¢nich mechanizmi pfii
pusobeni tepelného Soku.

Kultura F. tularensis LVS na McLeod pudé uchovavané pii 4 °C byla
pieockovana do kompletniho tekutého média dle Chamberlaina a pies noc kultivovana
v orbitalni tfepacce pii 37 °C. Druhy den byly z této kultury pfipraveny tii suspenze
vzdy o objemu 25 ml a O.D.6p0 nm 0,10-0,12. Prvni kultura byla kultivovana v orbitalni
ttepacce pii 25 °C, druhd kultura byla kultivovana v orbitalni tfepacce pii 42 °C
a kontrolni kultura byla kultivovana v orbitalni tfepacce pifi 37 °C. Kultivace byla
zastavena, az kultura dosédhla O.D.¢po nm 0,70. Bakterie byly poté centrifugovany

a jednou promyty v ledovém PBS.

4.2.5 Kultivace bakterie F. tularensis LVS pro analyzu stacionarni faze
rustu

Pro tuto analyzu byla vedle kontrolni kultury ptipravena kultura, kterd doséhla
stacionarni faze ristu. V této fazi je proliferace bakterii velice omezena z diavodu
vycerpani Zivin v médiu nebo nahromadéni odpadnich metabolitt.

Kultura F. tularensis LVS na McLeod pidé uchovavané pii 4 °C byla
pteockovana do kompletniho tekutého média dle Chamberlaina a ptes noc kultivovana
v orbitéalni tfepacce pii 37 °C. Druhy den byly z této kultury ptipraveny dvé suspenze
vzdy o objemu 25 ml a O.D.gp0 nm 0,10-0,12. Prvni kultura byla kultivovana v orbitalni
ttepacce po dobu 5 h. Druha kultura byla kultivovana po dobu 24 h. Bakterie byly poté

centrifugovany a jednou promyty v ledovém PBS.
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4.3 Proteomicka analyza zaloZena na 2D-PAGE

4.3.1 Ptiprava vzorkl pro analytickou 2D-PAGE

43.1.1  Vzorky bakterie F. tularensis LVS po infekci bunék J774.2

K bunkdm, které po poslednim promyti a centrifugaci vytvofily pelet, bylo
pfiddno 5 ml ledového 0,1% deoxycholdtu sodného v PBS. Tento detergent by m¢l
zpusobit dezintegraci eukaryotickych bun¢k bez vlivu na integritu bakteridlnich bunék.
Suspenze byla fddn¢ zamichana a po 2 min k ni bylo pfidano 45 ml ledového PBS.
Nerozpusténé zbytky eukaryotickych bunck vcéetné bakterii byly ziskdny centrifugaci
pii 35000 g po dobu 15 min pii 4 °C. Peleta byla resuspendovdna v PBS a vznikla
suspenze pienesena do mikrozkumavek. K promytym peletdm bylo piiddno 20 pl
lyza¢niho pufru obsahujiciho 28 mM Tris-HCL, 22 mM Tris-béaze, 0,3 % SDS, DeStreak
Reagent (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko) [200] a inhibitory proteaz
(Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko). Pelet byl fadné resuspendovan a na 3 min
vlozen do varici vodni lazn€. Poté byly vzorky okamzité pfeneseny na led a po
vychladnuti byly inkubovany 30 min s 30 U benzondzy (Sigma, St. Louis, MO, USA)
v termomixéru pii 8 °C.

K peletam pfipravenym z kontrolniho experimentu bylo rovnou pfidano 20 pl
stejného lyzacniho pufru a postup byl dale shodny s postupem pro intracelularni

bakterie.

4.3.1.2 Vzorky bakterie F. tularensis LVS po piisobeni izolovanych stresovych

faktoru

V analyzach vyuzivajicich 2D-PAGE byly bakterialni buiikky po ukonceni
kultivace a opakovaném promyti v PBS rozpustény ve 20 ul lyza¢niho pufru slozeném
z28 mM Tris-HCI, 22 mM Tris-baze, 0,3 % SDS a ptidavkem inhibitort protedz.
Vzorky ve zkumavkéch byly po faddném zamichdni na 3 min ponotfeny do vafici vodni
lazné a nésledné zchlazeny na ledu. Pro odstranéni nukleovych kyselin, které vyrazné

zvysuji viskozitu lyzatu, byla pouzita degradace pomoci benzonazy. Pro odstranéni
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s IEF interferujiciho SDS byla provedena precipitace proteinit pomoci ReadyPrep
2D-CleanUp Kitu (Bio-Rad, Hercules a Richmond, CA, USA) vyuzivajiciho snizeni
rozpustnosti proteinil pti okyseleni roztoku trichloroctovou kyselinou. Po centrifugaci
byly vysrdzené proteiny rozpustény v 50 pl vzorkového pufru obsahujicim 9 M
mocovinu, 4 % CHAPS, 40 mM Tris-baze, 1,2 % v/v DeStreak [200], 5 % v/v amfolyty
pH 9-17. Pro stanoveni obsahu radioaktivniho izotopu siry v bakterialnich proteinech
bylo z kazdého natedéného vzorku odebrano vzdy dvakrat 5 pl a toto mnozstvi bylo
pridano k 5 ml scintila¢ni kapaliny obsahujici 0,6 % 2,5-difenyloxazolu, 0,02 % [1,4-
bis(5-fenyl-2-oxazolyl)]Jbenzenu a 6 % naftalenu v dioxinu. K vlastnimu stanoveni byl

pouzit kapalinovy scintilator LS 6000LL (Beckman, Fullerton, CA, USA).

4.3.2 Piiprava analytickych 2D-PAGE gela

4.3.2.1 Izoelektricka fokusace

Pro ptipravu analytickych gelii byly vzorky s proteiny o obsahu radioaktivity
5x10° dpm nafeddny do objemu 350 pl rehydrataénim pufrem obsahujicim 6 M
mocovinu, 2 M thiomocCovinu, 4 % CHAPS, 40 mM Tris-baze, 1,2 % v/v DeStreak,
0,003 % w/v bromofenolové modii a 1 % v/v odpovidajiciho IPG pufru, v pfipadé
pouziti IPG prouzku s bazickym pH rozsahem 2% v/v IPG pufru. Roztok byl nanesen
na IPG prouzek o délce 18 cm, ktery se takto pies noc nechal pasivné rehydratovat.
V ramci dizertaéni prace byly pouZity IPG prouzky s celkem tfemi riznymi gradienty
pH: 3-10 NL, 4-7, 6-11. Druhy den rano byly rehydratované IPG prouzky s gradientem
pH 3-10 NL nebo 4-11 pteneseny do piistroje pro fokusaci Multiphor II (Amersham
Pharmacia Biotech Uppsala, Svédsko), IPG prouzky s gradientem pH 6-11 do piistroje
Protein IEF Cell (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). Prouzky byly umistnény tak, aby se
obéma konci dotykaly pfislusnych elektrod a nésledné byly pievrstveny tekutym
parafinem, ktery zabranoval odpafovani vody a krystalizaci mocoviny. Aplikaci
elektrického napéti zaCala probihat vlastni izoelektricka fokusace proteinti. Prib¢h
izoelektrické fokusace, tzn. hodnota napéti, doba plisobeni napéti a nejvyssi povoleny

odpor 50 mA, byl nastaven v zévislosti na pouzitych IPG prouzcich (Obr. 4).
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Obrazek 4. Pribéh izoelektrické fokusace v zavislosti na pouzitych IPG prouZcich.
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Po dokonceni izoelektrické fokusace byly IPG prouzky 15 min inkubovany
v redukujici ekvilibra¢ni 14zni obsahujici 36 % w/v mocoviny, 50 mM Tris-baze pH 8,8,
30 % v/v glycerolu, 1% w/v DTT a nésledn¢ 15 min v alkylua¢nim ekvilibraénim

roztoku obsahujicim misto 1% w/v DTT 4% w/v amid kyseliny 2-jodoctové.

4.3.2.2 SDS elektroforéza a autoradiografie

Pro druhy smér byly pfipraveny gradientni 9-16% SDS-PAGE gely o rozmérech
18 x 20 cm. Pro tyto ucely byly pouzity roztoky akrylamidu pro ptipravu 9% a 16%
polyakrylamidovych gelti dle rozpisu uvedeného v tabulce 1. Roztoky byly michény
v gradientové michacce a soucasné vlévany do sklenénych komor, kde nasledné béhem

2 hodin polymerizovaly.
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Tabulka 1. Roztoky pouzité pro pripravu gradientniho 9-16% SDS-PAGE gelu.

Nazev roztoku a jeho sloZzeni Koncentrace MnoZstvi

Roztok akrylamidu s piperazindiakrylamidem

Akrylamid 30 % (w/v) 9% g
Piperazindiakrylamid 8 % (wW/v) 2,56 g
Deionizovana voda do 320 ml

9% polyakrylamidovy gel

Roztok akrylamidu s piperazindiakrylamidem 20,71 % (v/v) 104,1 ml
Tris-baze, pH 8,8 18,18 % (v/v) 91,4 ml
5% roztok thiosulfatu 1,785 ml
Deionizovana voda 32,99 % (v/v) 165,8 ml
10% roztok persiranu amonného 1,381 ml
N, N, N‘,N*-tetramethylethylendiamin 27,48 % (v/v) 138,13 ml
16% polyakrylamidovy gel

Roztok akrylamidu s piperazindiakrylamidem 40,75 % (v/v) 204,9 ml
Tris-baze, pH 8,8 18,17 % (v/v) 91,4 ml
5% roztok thiosulfatu 1,785 ml
Deionizovana voda 12,43 % (v/v) 65,2 ml
10% roztok persiranu amonného 1,381 ml
N, N, N‘,N*-tetramethylethylendiamin 27,47 % (VIV) 138,13 ml

Po polymerizaci byl na horni hranu kazdého gelu piiloZzen fokusovany IPG
prouzek, ktery byl zalitim do 1% roztoku agar6zy okamzit¢ znehybnén. Po ztuhnuti
agarézy byl gel vloZzen do -elektroforetické nadoby s elektroforetickym pufrem
obsahujici 384 mM glycinu, 50 mM Tris-baze, 0,1% w/v SDS a nasledné provedena
elektroforéza. Elektroforéza probihala nejprve 90 min pfi 5 mA/gel a maximalnim
napéti 500 V a dalSich 5 hodin pii 40 mA/gel a maximalnim napéti 500 V. Po
elektroforéze byly gely oplachnuty v neionizované vod¢ a separované proteiny fixovany
ptfes noc v 1azni obsahujici 50 % methanolu, 10 % kyseliny octové a 40 % destilované
vody. Nasledné byly gely dvakrat 5 min promyty v 7% kyselin€ octové a dvakrat 45
min v dimethylsulfoxidu. Pro autoradiografii byly gely intenzifikovany 45 min ve 22%
roztoku 2,5-difenyloxazolu v dimethylsulfoxidu. Po né€kolikanasobném promyti

v destilované vodé byly gely umistnény na filtrani papir a vlozeny do suSicky Gel
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Dryer Model 583 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA) pfipojené¢ k vyvévé HydroTech
Vakuum Pump (Bio-Rad, Richmond, CA, USA). SuSeni gelt probihalo 1 h pti 60 °C
a1 h pti 70 °C. Po vysuSeni byly v ochrannych kazetach exponovany na RayMax Beta
filmy (MP Biomedicals, Irvine, CA, USA) po dobu 5 dni pii —80 °C.

4.3.3 Digitalizace a softwarové vyhodnoceni analytickych 2D-PAGE gelt

Pro zabezpeceni reprodukovatelnosti byly pro kazdy studovany typ stresové
odpovédi pfipraveny minimalné tii 2D-PAGE gely. Filmy byly digitalizovany pomoci
CCD kamery Image Station 2000R (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) v rozliSeni
150 dpi. Digitalizované obrazy exportované do 16 bitového TIFF formatu byly
podrobeny obrazové analyze v programu PDQuest 7.2.0. pozdéji 7.3.1. (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA).

Po nezbytné upravé obrazu bylo provedeno rozpoznani skvrn, které vznikly
autoradiografii znaCenych proteinli. Za timto ucelem byly zaddny hladiny minimalni
intenzity skvrny, minimalni primér skvrny a maximalni intenzita pozadi. Pro
automatickou eliminaci chybné rozpoznanych skvrn byly pouzity funkce pro odstranéni
vertikaln¢ a horizontaln€ rozmazanych skvrn a vyhlazeni skvrn. Na zavér byly vSechny
gely prohlédnuty a chyby v rozpoznani byly ruéné upraveny. S ohledem na dynamicky
rozsah autoradiografickych filmil byla u v§ech skvrn stanovena opticka denzita. Skvrny,
jejichz intenzita piesahovala dynamicky rozsah autoradiografickych filma, a které proto
nemohou byt kvantifikovany automaticky, byly ru¢né¢ oznaceny prostfednictvim
vymezeni jejich obrysu. Pro potlaceni ptipadné variability v nanaskach byly u kazdé
skvrny pouzity normalizované intenzity vypocitané jako podil mezi intenzitou skvrny
a souctem intenzit vSech skvrn rozpoznanych na gelu. Konecnou pracovni jednotkou
byly hodnoty vyjadiené v ppm.

Na kazdém zobrazi bylo vriaznych castech oznafeno piiblizné¢ 15 skvrn,
u kterych bylo podle intenzity a polohy okolnich skvrn zfejmé, ze predstavuji tentyz
protein. Pomoci téchto skvrn software provedl pfifazeni zbyvajicich skvrn na vSech
gelech. Prifazeni bylo manudlné zkontrolovano a ptipadné chyby a nedostatky byly
ru¢né opraveny.

Pro odhaleni zmén v syntéze proteini v disledku plisobeni stresu bylo nastaveno

kvantitativni a statistické kritérium. Skvrny musely vykazovat minimaln¢ dvojnasobné
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snizeni ¢i dvojndsobné zvyseni intenzity oproti kontrole a soucasné tato zména musela
byt statisticky potvrzena Studentovym f-testem na hladiné vyznamnosti p<0.01.
Program poté oznacil skvrny, které soucasné spliiovaly oba zadané parametry.

Pro kontrolu spravné identifikace proteinu hmotnostni spektrometrii 1ze vyuzit
shody teoreticky vypocitaného pl a MW s hodnotami odectenymi z 2D-PAGE gelu.
Z tohoto ditivodu jsou gely kalibrovany pomoci pl a MW v minulosti spravné
identifikovanych proteinti. Timto zpisobem tak mohou byt ke v§em skvrnam na gelech

pfifazeny pfiblizné hodnoty téchto velicin.

4.3.4 Identifikace proteinli separovanych pomoci 2D-PAGE

4.3.4.1 Stanoveni koncentrace proteini

Za ucelem identifikace proteinti hmotnostni spektrometrii bylo nutné piipraven
preparativni gel s pouzitim konvenc¢niho, neradioaktivniho vzorku pochazejiciho ze
stresované kultury bakterie F. tularensis LVS. Nanaska byla v tomto pfipadé odméiena
na mnozstvi proteini. Po krocich extrakce, precipitace a rozpusténi proteini ve
vzorkovém pufru provedenych obdobné, jak je popsano v kapitole 4.3.1, byla ve
vzorcich stanovena koncentrace proteinii. Koncentraci proteinit lze méfit
spektrofotometricky diky jejich reakci s bicinchoninovou kyselinou a méd’natymi ionty
v alkalickém prostiedi za vzniku barevnych komplexti médnych iont [201]. Protoze
nékteré slozky vzorkového pufru interferuji s c¢inidly nezbytnymi pro stanoveni
proteini, bylo nejprve nutné proteiny precipitovat kyselinou trichloroctovou
v ptitomnosti deoxycholatu sodného a vysrazené proteiny rozpustit ve vodném roztoku
5% SDS a 0,1M hydroxidu sodného. Déle bylo stanoveni provadéno podle instrukei
vyrobce. Me¢éfeni absorbance probihalo na spektrofotometru Helios y (Thermo

Spectronic, Cambridge, Velka Britanie) pii vinové délce 562 nm.

4.3.4.2 Priiprava preparativniho 2D-PAGE gelu

Preparativni gely o raznych pH gradientech s nanaskou 500 pg proteinii byly
pfipraveny stejnym postupem jak je popsano v kapitole 4.3.2. Po SDS elektroforéze
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byly gely oplachnuty v destilované vodé¢. K barveni proteinti byla pouzita Coomassie
modi G-250 obsazena v Colloidal Blue Staining Kitu (Invitrogen, San Diego, CA,
USA). Barveni probihalo pfes noc dle instrukci vyrobce. Béhem dalSich 24 h bylo
pozadi geli odbarveno destilovanou vodou. Gely byly az do dal§iho upotiebeni

uchovavany zatavené ve folii s ptidavkem 20% siranu amonného pii 4 °C.

4.3.43  Stépeni proteinii v gelu

Skvrny spliujici kritéria pro detekci kvantitativnich a kvalitativnich zmén
zadand v softwaru PDQuest byly z preparativniho gelu vyfezany a vlozeny do
mikrozkumavky. Po rozmélnéni geli byly vzniklé mensi kousky béhem 20 min
inkubaci ve 200 pl roztoku obsahujiciho 100 mM Tris-baze v 50% acetonitrilu, pH 8,5
pii 30 °C odbarveny. Tekutina s barvivem byla odstranéna a gely byly po dobu 30 min
pii 30 °C inkubovany ve 200 ul ekvilibratniho roztoku slozeného z 50 mM
hydrogenuhli¢itanu amonného v 5% acetonitrilu, pH 7,8. Po odstranéni tekutiny byly
gely vakuové vysuseny a néasledné k nim bylo ptfidédno 5 ul ekvilibracniho pufru s 0,1 pg
modifikovaného trypsinu (Promega, Madison, WI, USA). Po 15 min inkubaci pti 4 °C
byly nabobtnalé gely ptevrstveny 25 ul ekvilibraéniho pufru a pfes noc inkubovany pii
37 °C za stalého michani v termomixéru. Pro identifikaci byly pouZity peptidy pfitomné

v supernatantu a peptidy extrahované z gelii vzristajici koncentraci acetonitrilu.

4.3.4.4  Identifikace proteinii pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF

Hmotnostni spektra smési peptidit vzniklych po Stépeni trypsinem byla métena
v pozitivnim reflektronovém modu na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF
Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA). Pro kazdy protein
byl na ter¢ik naneseno 0,5 pl smési proteolytickych peptidl, kterd byla tésné pie
kompletnim vysuSenim ptekryta 0,5 pl vodného roztoku matrice obsahujici 5 %
2,5-dihydroxybenzoové kyseliny, 33 % acetonitrilu a 0,3 % kyseliny trifluoroctové.
Pristroj byl nejprve externé kalibrovan pomoci Peptide Calibration Mix1 (LaserBio
Labs, Sophia-Antipolis Cedex, France). Spektra obsahujici autolytické peptidy trypsinu
m/z 842,510 a 2211,104 byly navic kalibrovany intern€. Pro obsluhu pfistroje byl pouzit
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software Voyager Control Panel. Spektra byla méfena v rozmezi m/z 700-3500, konecné
spektrum bylo praimérem tii nezavislych spekter, ktera byla naméfena ze sta zableskl

laseru (Obr. 5).

Obrazek 5. Typicky vzhled surového spektra naméireného na hmotnostnim

spektrometru MALDI-TOF.
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Surova spektra byla upravovana v softwaru Data Explorer 3.5. Po vyhlazeni
aupravé zakladni linie byly nastaveny minimdalni hranice pro intenzitu piku a pro
plochu pod pikem. Piky, kter¢ tato kritéria spliiovaly, se pak objevily v deizotopovaném
spektru. Z kazdého vzorku byl timto zplisobem ziskan seznam monoizotopickych

hodnot m/z pro peptidy obsazeny ve smési po proteolytickém Stépeni (Obr. 6).

Obrazek 6. Vzhled spektra po upravé v programu Data Explorer.
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K vlastni identifikaci proteini z namérenych MALDI-TOF spekter byla pouzita
proteinova databaze ulozend vramci NCBI, kterd vznikla pielozenim genomu
F. tularensis kmenu SCHU S4 do sekvence aminokyselin a zahrnuje m/z teoretickych
proteolytickych peptidi. Pro prohledavani této databaze byl pouzit nastroj MS-FIT
softwaru ProteinProspector 4.0.5. (University of California, San Francisco Mass
Spectrometry  Facility, San Francisco, CA, USA) volné¢ dostupny na

http://prospector.ucsf.edu. Pro porovnavani naméfenych hodnot s teoreticky

vypocitanymi hodnotami byly pouZzity parametry uvedené v tabulce 2.

Spravnost identifikaci byla posuzovana dle hodnoty MOWSE skoére [202],
procentudlniho pokryti sekvence, poctu spravné piifazenych peptidd, rozsahu chyby
u pfifazenych peptidi a kone¢né dle shody MW a pl proteinti odectenych z 2D-PAGE
geli s hodnotami teoreticky vypocitanymi ze sekvence aminokyselin ulozenymi
v proteinové databazi.

CAF PSD analyza byla provedena pouze v n€kolika ptipadech. Vzdy ale vedla
k jednoznacnému potvrzeni nejisté identifikace. Pro pfipravu CAF znacenych peptid
byl pouzit optimalizovany protokol [169]. V dalSim pribéhu byla pro ucely potvrzeni
identifikace pouzivana vyhradné metoda LC/ESI-QTOF.

Tabulka 2. Parametry pouZité pro prohledavani proteinovych databazi

programem ProteinProspector.

Parametr Zvolené nastaveni
Databaze Aktualni verze NCBInr
Taxonomie Francisella tularensis
MW a pl proteint Bez omezeni

Maximalni odchylka m/z peptidd | 100 ppm

Minimalni pocet peptidii pro 4

identifikaci proteinu

PouZita proteiza Trypsin

Modifikace peptidi Pevna modifikace cysteinti amidem kyseliny 2-jodoctové

vedouci ke karbamidomethylaci

Fakultativni oxidace methioninu

Fakultativni tvorba pyroglutamatu na N-koncovém
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glutaminu

Fakultativni acetylace na N-konci proteinu

MoZna nerozstépena mista 1

Seznam znamych necistot m/z autolytickych peptida trypsinu

m/z peptidl vzniklych z keratinu

m/z charakteristické pro pouZzitou matrici kyselinu

2,5-dihydroxybenzoovou

4.3.4.5 Identifikace proteinii pomoci spojeni HPLC/ESI-QTOF

V ptipadech, kdy vysledky identifikace separovaného proteinu pomoci
MALDI-TOF MS byly nejednoznacné, napi. kvili nizkému MOWSE skore, nizkému
pokryti sekvence, nizkému poctu identifikovanych peptidi ¢i neshodé¢ mezi MW a pl
teoreticky vypocitanymi s hodnotami odectenym z 2D-PAGE gelu, bylo pfistoupeno
k fragmenta¢ni analyze na tandemovém hybridnim hmotnostnim spektrometru
ESI-QTOF.

Pro identifikaci separovanych proteini pomoci HPLC/ESI-QTOF MSMS
analyzy byly objemy roztokii peptidi po proteolytickém Stépeni v gelu nejprve
redukovany ve vakuové centrifuze. Poté byl roztok zfedén mobilni fazi A o sloZeni 2 %
acetonitril, 97,9 % vody a 0,1 % kyseliny mraven¢i. Vzorek byl nastfiknut na HPLC
systtm CapLC (Waters, Milford, MA, USA) pracujici v ,nano“ provedeni. Sm¢s
peptidi byla po néstiiku unaSena mobilni fazi A na piedkolonu m-Precolumn™ 300
mm x 5 mm (LC Packings, Sunnyvale, CA, USA), se stacionarni fazi PepMapTM Cis,
5mm, 100 A (LC Packings, Sunnyvale, CA, USA), kde doslo k jejimu zachytu. Po
zméné zapojeni byly z predkolony v opacném sméru vymyvany peptidy eluénim
gradientem tvofenym mobilni fazi A a mobilni fazi B (80 % acetonitrilu, 19,9 % vody
a 0,1 % kyseliny mravenci) pii pratoku 300 nl/min, ktery byl dosazen pasivnim
rozdélenim pratoku 5 pl/min. BEhem 20 min se kontinualné zvysilo zastoupeni mobilni
faze B v gradientu z ptivodnich 5 % na 50 %, nésledovalo promyti kolony 90 % faze B

a ekvilibrace na pocate¢ni gradient (Obr. 7).
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Obrazek 7. Prubéh zastoupeni mobilni fiaze B v gradientu pro RP-HPLC peptidi

vzniklych z jednoho proteinu.
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Peptidy byly separovany na analytické koloné NanoEase ™ 75 mm x 150 mm se
stacionarni fazi Atlantis™ dCjs, 3 mm (Waters, Milford, MA, USA). CapLC systém byl
on-line spojen s ESI-QTOF hmotnostnim spektrometrem Ultima™ API (Micromass,
Manchester, Velkd Britanie). Piistroj se sestava z kvadrupolového analyzatoru, kolizni
cely, ktera umoziuje CID fragmentaci, a ortogonalné pfipojené¢ho analyzatoru doby letu
TOF. Toto uspotfadani umoziuje vysoce selektivni fragmentaci peptidii a meteni jejich
fragmentt v rozmezi m/z 50-4000 s velmi vysokou piesnosti a s vysokym rozliSenim.

Na zacatku kazdého dne, kdy probihalo méteni vzorkl, bylo nutné pfistroj
vyladit pro maximalni citlivost, rozliSeni a spravné¢ nakalibrovat pro minimalni
odchylku méfeni. K tomuto ucelu byl pouzit 100 fmol roztok lidského
[Glu']-fibrinopeptidu B v 50% methanolu a 1% kyselin& octové. Tento peptid je pii ESI
ionizovan dvéma protony, a tudiZ je v MS spektru pozorovatelny jeho pik o m/z 785,835
[(M+2H")/2]. V optimalnim piipadé vyvolal pritok 300 nl/min tohoto roztoku pfi
2,4 s trvajicim skenu 500 dopadii/sken. Kalibrace byla provadéna na znamé ionty, které
vznikaji pii CID fragmentaci [Glu']-fibrinopeptidu B.

Nésledné byly nastaveny a uloZeny parametry hmotnostniho spektrometru pro

DDA analyzu. Tento typ analyzy je zaloZen na ovladani hmotnostniho spektrometru
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pravé méfenymi vysledky. Data byla méfena v pozitivnim modu ve 4 kanalech. Méifeni
zacalo 5 min po nastfiku vzorku a skoncilo po 40 min. Tento ¢asovy interval koreloval
s efektivni separaci na RP-HPLC. Kanal 1: MS TOF slouzil k zaznamendvani MS
spekter. V kazdé sekundé s prodlevou 0,1 s bylo ziskdno spektrum peptidi, které byly
pravé eluovany zkolony a on-line pfichdzely ESI zdrojem do hmotnostniho
spektrometru. MS spektra byla méfena v rozmezi hodnot m/z 400-1600. Pii detekci
peptidu v MS spektrech méfenych v kanalu 1: MS TOF software zjisti, zda-li spliiuje
kritéria pro prekurzorovy peptid uréeny k fragmentaci: peptid musi byt vicekrat nabity
(2%, 3" nebo 4") a intenzita vicekrat nabitého peptidu musi presahnout 35 dopadii/sken.
Pfi splnéni zadanych podminek software zméni nastaveni hmotnostniho spektrometru
na MSMS mod, kdy dojde k izolaci prekurzorového peptidu na prvnim kvadrupodlu,
jeho CID fragmentaci v kolizni cele a zméfeni vzniklych fragmenti v TOF analyzatoru.
Hmotnostni spektrum fragmentt je pak méfeno v kanale 2: MSMS TOF. Pii detekci
nekolika peptidl v kanale 1: MS-TOF jsou vybrany tii nejvice intenzivni peptidy, které
spliuji kritéria zadana pro prekurzorovy peptid urCeny k fragmentaci, a fragmentacni
spektra z téchto peptidi jsou meétfena v kanalech 2-4: MSMS TOF. Fragmentacni
spektra se zaznamenavala v rozsahu m/z 50-1600 vzdy po dobu 1,0 s s prodlevou 0,1 s.
Fragmentace peptidl byla ukoncena, jestlize intenzita nejvyssiho piku v MSMS spektru
klesla pod 8 dopadii/s nebo po uplynuti doby 5,0 s. Aby nebyl stejny peptid vybran pro
fragmentaci v MSMS modu vicekrat po dobu jeho eluce, byla jeho m/z po dobu
120 s vylou¢ena zMSMS analyzy. Intenzita kolizni energie pouzit¢ pii CID
fragmentaci byla automaticky softwarem nastavena podle vzorce, ktery zohlednoval
naboj peptidd (2°,3" nebo 4") a m/z peptidii. Jestlize dojde k napInéni hodnot pro
ukonceni méfeni v MSMS modu, software znovu zméni nastaveni hmotnostniho
spektrometru pro MS mdd a peptidy jsou méfeny opét v kanalu 1: MS TOF. Toto
nastaveni DDA analyzy spolu se separaci HPLC systému bylo testovano pomoci
standardni smési peptidll, kterd vznikla po trypsinovém Stépeni kvasinkové enoléazy.
Mg¢teni probihalo po nastiiku 100 fmol v 1 pl vzorku. Po tpravé a vyhodnoceni
namétenych dat v softwaru PLGS 2.0. (Waters, Milford, MA, USA) s pouzitim aktualni
proteinové databaze NCBInr byl posuzovan pocet spravné pfifazenych fragmentacnich
spekter k proteolytickym peptidim kvasinkové enoldzy. V optimalni piipadé¢ doslo

k spravnému pfifazeni 10 fragmentacnich spekter.
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Kazdd smés peptidit byla méfena v DDA modu, ktery byl popsan vysSe. Po
zméteni byl cely soubor dat automaticky upraven v softwaru PLGS 2.0. Nejprve byla
upravena zdkladni linie spekter, nasledné bylo provedeno vyhlazeni spekter dle metody
Savitzky-Golay na tii kandly a deizotopizace spekter na 4 kanaly pfi vrcholu piku v 80
% jeho vysky. Z kazdého vzorku byl timto zptisobem ziskan soubor upravenych MSMS
spekter, kdy kazdé spektrum vzniklo fragmentaci jednoho prekurzorového peptidu a je
predstavovano seznamem monoizotopickych hodnot m/z pfitomnych fragmenti.
K vlastni identifikaci proteind z naméfenych HPLC/ESI-QTOF MSMS spekter byla
pouzita proteinova databaze F. tularensis SCHU S4 nebo pozd€ji NCBInr verze
20060131, ktera vznikla prelozenim genomti do sekvence aminokyselin a zahrnuje m/z
teoretickych proteolytickych peptidi a m/z teoretickych fragmentl peptidd. Pro
porovnavani naméfenych hodnot s teoreticky vypocitanymi hodnotami bylo pouzito

nastaveni a parametry uvedené v tabulce 3.

Tabulka 3. Parametry nastavené pro porovnavani hodnot namérenych na

hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF s proteinovymi databazemi.

Parametr: Zvolené nastaveni

Databaze F. tularensis SCHU S4
NCBInr verze 20060131

Taxonomie Francisella tularensis

MW a pl proteini Bez omezeni

Maximalni odchylka m/z 50 ppm

prekurzorového peptidu

Maximalni odchylka m/z 0,1 Da

fragmentu

Minimalni pocet 1

fragmentovanych peptida pro

identifikaci proteinu

Pouzita proteaza Trypsin
Mozna nerozstépena mista 1
Modifikace peptidi Pevna modifikace cystein amidem kyseliny 2-jodoctové

vedouci ke karbamidomethylaci

Fakultativni oxidace methioninu
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Fakultativni tvorba pyroglutamatu na N-koncovém

glutaminu

Fakultativni acetylace na N-konci proteinu

4.3.5 Analyza vybranych proteinti pomoci 2D-Western blotu

Pro ovéfeni zmén v produkei jednotlivych izoforem proteinu IglC u proteomické
analyzy odpovédi bakterie na nedostatek Zeleza v prostfedi byl pouzit Western blot.
Tato metoda je zalozena na specifické reakci urcitého proteinu s monoklonalni
protilatkou s naslednou detekci vazby antigen-protilatka. Toto uspofddani umoziuje
kvalitativni a kvantitativni analyzu vybraného proteinu.

Nejprve byly ptipraveny 2D-PAGE gely s nanaskou 100 pg proteinu podle
postupu popsaném v kapitole 4.3.2. Z diivodu maximalniho zachytu izoforem proteind
byly z kontrolniho a stresovaného vzorku ptipraveny gely s pouzitim IPG prouzka
orozmezi pH 4-7 a 6-11. Kvuli uspofe protilatky byly 2D-PAGE gely sefiznuty
a analyzovany byly jen pruhy vrozmezi MW 10-35 kDa. Gely byly vlozeny do
transferového pufru o slozeni 25 mM Tris-baze, 190 mM glycin a 20 % methanolu.
Ptenos proteintl z gelu na PVDF membranu byl proveden pies noc pod konstantnim
napétim 30 V a proudem 0,1 mA a nasledné 60 min pii 60 V a 0,3 mA. Membrana byla
10 min promyvana v TBS pufru obsahujicim 20 mM Tris-baze, 137 mM NaCl pH 7,6
a nasledn¢ hodinu inkubovéana v bloka¢nim pufru slozeném z TBS pufru, 5 % mléka
a 0,05 % Tween 20. Inkubace s mySi monoklondlni protilatkou proti IglC proteinu
(Moravian Biotechnology, Brno, Ceska republika) probihala v blokaénim pufru 100 min
pti pokojové teploté. Nasledné byla PVDF membrana vlozena do hybridizéru, kde byla
pii 30 °C promyta v 0,05 % Tween 20 v TBS pufru, v bloka¢nim pufru a nakonec 45
min inkubovana v bloka¢nim roztoku se sekundarni kozi protilatkou proti mysSimu
imunoglubulinu s navazanou peroxiddzou (Dako, Kodan, Déansko). Na zavér byla
membrana promyta v 0,05% Tween 20 v TBS pufru a v TBS pufru.

Membréna byla na 1 min vloZena do roztoku chemiluminiscen¢niho kitu (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko) pfipraveného podle instrukci vyrobce obsahujici
peroxid vodiku a luminol. Membrdna byla vloZzena do folie a sloZena s filmem
CL-XPosure (Pierce, Rockfold, IL, USA), ktery byl nasledné¢ vyvolan ve vyvojce
FOMA DP (Foma Bohemia, Hradec Kralové, Ceska republika) a ustdlen
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v ustalova¢i Fomax (Foma Bohemia).

4.4 ,,Shotgun“ proteomika

Moderngjsi piistup oznaCovany jako ,,shotgun® proteomika v drtivé vétSiné
sdruzuje dvojdimenzionalni separaci vysokou¢innou kapalinovou chromatografii
s identifikaci proteini z fragmentacnich spekter peptidi méfenych na tandemovych
hmotnostnich spektrometrech. Stejné technologie byly pouzity béhem analyzy odpovédi
bakterie F. tularensis LVS na zménu teploty prostiedi a na stacionarni fazi ristu. Pro
komparativni studii bylo vSak nutné k témto technologiim jest¢ piipojit jednu
z dostupnych kvantifikaénich metod. Proto byla na Ustavu molekularni patologie FVZ
UO v Hradci Kralové vyzkouSena a optimalizovana kvantitaéni technika nazyvana

iTRAQ.

4.4.1 Testovani iTRAQ metody na standardni smési 6 proteinli

iTRAQ technika byla nejprve ovéfena na standardni smési 6 proteint (bovinni
sérovy  albumin, [-galaktosiddza, oa-laktalbumin, [-laktglobulin, lysozym
a apotransferin) dodané vramci vyvojového iTRAQ kitu (Applied Biosystems,
Framingham, MA, USA). Rozpousténi, redukce disulfidickych mistkii v prostfedi
tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochloridu (TCEP) a modifikace volnych sulfthydrylovych
skupin pomoci methylmethanthiosulfonatu (MMTS), S§tépeni proteini a iTRAQ
derivatizace vzniklych peptidii byly provedeny podle instrukci vyrobce. Nasledné byla
smés derivatizovanych peptidli rozdélena pomoci RP-HPLC a on-line analyzovana na
tandemovém hmotnostnim spektrometru QTOF obdobné, jak bylo popséno v kapitole
4.3.4.5. Uspotadani tohoto hmotnostniho spektrometru dovoluje méfit fragmentacni
spektra jiz od nizkych m/z. Tato vlastnost je velmi dulezita, jelikozZ iTRAQ reportérové
ionty, nezbytné pro vlastni kvantifikaci, vykazuji m/z 114, 115, 116 a 117. Pro
podpofeni tvorby fragmentli o nizkych m/z muselo byt pozménéno nastaveni parametrii
Gain a Offset hmotnostniho spektrometru. K identifikaci proteinti byl pouzit program
Phenyx 2.1 (GeneBio, Zeneva, Svycarsko), ktery dokaZze ve fragmentaénich spektrech
detekovat hodnoty reportérovych iontll a exportovat je pro nasledné vyhodnoceni. Pro
porovnavani naméfenych hodnot s teoreticky vypocitanymi hodnotami uloZenymi

v proteinové databazi NCBInr bylo pouzito nastaveni a parametry uvedené v tabulce 4.
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Tabulka 4. Parametry nastavené pro porovnavani hodnot

namérenych

hmotnostnim spektrometru QTOF s proteinovymi databazemi.

na

Parametr Zvolené nastaveni
Databaze Aktualni verze NCBInr
Taxonomie Eukaryota

Model skorovani ESI-QTOF

Naboj parentnich peptida | 2" 3"

Prvni kolo prohledavani

Druhé kolo prohledavani

Modifikace peptidi

iTRAQ modifikace
N-koncovych aminoskupin a

aminoskupin lysinu

iTRAQ modifikace
N-koncovych aminoskupin a

aminoskupin lysinu

Modifikace vSech cysteini

MMTS

Modifikace vSech cysteind

MMTS

Fakultativni oxidace
methioninu nejvyse u dvou

pripadd na peptid

Fakultativni oxidace
methioninu nejvyse u t

piipadi na peptid

Pouzita proteaza

Trypsin

Trypsin

MoZna nerozstépena mista

1, standardni zpiisob Stépeni

1, povoleno nespecifické

Stépeni

Maximalni odchylka m/z

parentniho peptidu

0,08 Da

0,08 Da

Prahové hodnoty pro
peptid

Délka peptidu minimalné 6

aminokyselin

Délka peptidu minimalné 6

aminokyselin

Skére minimalné 6,0

Skoére minimalné 5,0

p-hodnota nizsi nez 1,0x10°

p-hodnota nizsi nez 1,0x10”

Minimalni skére proteinu

6,0

6,0

Reseni konflikti

Bez feSeni

Povoleno

4.4.2 Zpracovani vzorku pro kvantitativni ,,shotgun* analyzu

Bakteridlni bunky byly po ukonceni kultivace promyty v PBS a centrifugovany.

Pelet byl resuspendovan v 0,3 % roztoku SDS a suspenze nasledné inkubovéana

3 minuty ve vafici vodni lazni. Nerozpusténé soucasti bakteridlnich bun¢k byly

centrifugovany a v odebraném supernatantu byla stanovena koncentrace bilkoviny
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pomoci BCA kitu, jak je popsano v kapitole 4.3.4.2. Objemy vzorkii odpovidajici
100 pg proteinu byly 10x nafedény 0,5 M triethylamonium bikarbonatovym pufrem pH
8,5 a zakoncentrovdn pomoci centrifugacnich ultrafiltri Microcon MWCO 3000
(Millipore, Bedford, MA USA) na objem 40 pl. Tim bylo také dosaZeno sniZeni
zastoupeni SDS, ktery je ve vysSich koncentracich nekompatibilni s RP-HPLC, na 0,03
% ve vzorku. Disulfidické miistky proteinii byly rozruSeny reakci s 2 ul 50 mM TCEP,
kterd probihala 60 min pfi 60 °C. Vzniklé volné thiolové funkéni skupiny byly
modifikovany 1 pl 200 mM MMTS 30 min pii 25 °C. Nésledné byl ke vzorkiim piidan
trypsin v poméru 1:50 a vzorek byl pfes noc inkubovan pti 37 °C za stalého michani
v termomixéru. Druhy den byly vzorky zakoncentrovany ve vakuové centrifuze na
objem 20 pl. K peptidim vzniklym proteolytickym S$tépenim proteinii byly ptidany
roztoky iTRAQ znacek v 70 pl absolutnim ethanolu dle tabulky 5. Reakce probihala pii

pokojové teploté hodinu.

Tabulka 5. Schéma znaceni 4 vzorki riznymi iTRAQ znackami.

Vzorek iTRAQ znacka
F. tularensis LVS, 25 °C, kultivace 5 h iTRAQ 114
F. tularensis LVS, 37 °C, kultivace 5 h iTRAQ 115
F. tularensis LVS, 42 °C, kultivace 5 h iTRAQ 116
F. tularensis LVS, 37 °C, kultivace 24 h iTRAQ 117

Nasledné byl ke kazdému vzorku ptidan nadbytek vody, ktery vyvolal hydrolyzu
nezreagovanych 1TRAQ znacek. Znalené peptidy pochazejici ze ¢tyt vzorkll byly
ekvimolarné smichény a vysuSeny ve vakuové centrifuze. Poté byly peptidy rozpustény
ve 100 pl mobilni faze A pro SCX chromatografii obsahujici 50 mM

dihydrogenfosfore¢nanu draselné¢ho pH 3,0 ve vodé.

4.4.3 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Po trypsinovém Stépeni vznika z jednoho proteinu v zavislosti na jeho délce az
n¢kolik desitek peptidi. Ve vysledné smési vzniklé stépenim celobunééného lyzatu pak
mohou byt pfitomny az desitky tisic proteolytickych peptidi. V piipadé tak

komplexniho vzorku je velmi vyhodné pouzit nékterou z MudPIT technologii. V nasem

58



piipad¢ byla nejprve provedena prefrakcionace pomoci SCX chromatografie. Frakce
odebirané¢ v minutovych intervalech byly nasledné¢ separovany pomoci RP-HPLC

a analyzovany na tandemovém hmotnostnim spektrometru QTOF.

4.4.3.1 SCX chromatografie peptidi

Pro SCX-HPLC byla smés peptidt rozpusténa ve 100 pl mobilni faze A a piimo
nastfiknuta na kolonu PolySulfoethyl A o vnitinim priméru 2,1 mm a délce 100 mm, se
staciondrni fizi 5 um a pory 300 A (The Nest Group, Southborough, MA, USA) HPLC
systému Alliance (Waters, Milford, MA, USA). Peptidy byly zkolony vymyvany
elunim gradientem tvofenym mobilni fazi A a mobilni fizi B (50 mM
dihydrogenfosfore¢nanu draselny, 250 mM chloridu draselného ve 25 % acetonitrilu pH
5,5). Peptidy zachycené na koloné byly 5 min promyvany mobilni fazi A a béhem
nasledujicich 20 min eluovany kontinudlné se zvySujicim zastoupenim mobilni faze B

v gradientu (Obr. 8).

Obrazek 8. Pribéh zastoupeni mobilni faze B v gradientu pro SCX-HPLC peptidi

vzniklych z komplexni proteinové smési.
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K monitorovani priibéhu SCX-HPLC byl pouzit UV detektor nastaveny pro
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meifeni absorbance pii vlnové délce 215 nm. Od 7. min do konce 33. min byly do
piipravenych mikrozkumavek odebirany minutové frakce. Celkem bylo nasbirdno 28
frakcei, které byly zakoncentrovany a jednotlivé separovany a analyzovany na RP-HPLC

systému on-line propojenym s hmotnostnim spektrometrem QTOF.

4.4.3.2 RP chromatografie peptidii

Minutové frakce odebirané v pribéhu SCX-HPLC byly vysuSeny ve vakuové
centrifuze a ziskané peptidy rozpustény v 50 pl mobilni faze A pro RP-HPLC. Vlastni
chromatografie pak probihala s vyjimkou délky a pribéhu gradientu ve stejném
usporadani, jak je uvedeno v kapitole 4.3.4.4. Jelikoz se i v minutovych SCX frakcich
vyskytovalo velké mnozstvi peptidi, byl pouzit dlouhy eluéni gradient. Elu¢ni gradient
byl tvofen mobilni fazi A a mobilni fazi B pfi pratoku 300 nl/min. Od 5. min do 8. min
doslo k nartstu zastoupeni mobilni fdze B v gradientu z ptivodnich 5 % na 12 % a dale

se kontinualné zvysovalo az k 55 % v 75. min (Obr. 9).

Obrazek 9. Pribéh zastoupeni mobilni faze B v gradientu pro RP-HPLC peptida
z minutovych SCX-HPLC frakci.
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4.4.4 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Podobné jak bylo popsdno v kapitole 4.3.4.4, byl pred vlastni méfenim
hmotnostni spektrometr vyladén a jeho nastaveni ovéfeno pomoci 100 fmol roztoku
lidského [Glu']-fibrinopeptidu B v 50 % methanolu a 1 % kyseliny octové. Nésledng
byly nastaveny a uloZeny parametry hmotnostniho spektrometru pro DDA analyzu
iTRAQ modifikovanych peptid, kdy je pro pfesnost kvantifikace nutné obdrZet
reportérové ionty minimalné o intenzit¢ 20 dopadi/sken. Proto byly pro fragmentaci
vybrany pouze peptidy, jejichz intenzita v MS spektrech ptekrocila 75 dopadi/sken.
Meéfeni zacalo 5 min po nastiiku vzorku a skoncilo po 80 min. Tento casovy interval
koreloval s efektivni separaci RP-HPLC. Kazdych 0,7 s s prodlevou 0,1 s bylo ziskano
MS spektrum peptidi, které byly eluovany z kolony a on-line vstupovaly ESI zdrojem
do dalSich oddili hmotnostniho spektrometru. Spektra byla méfena v rozmezi hodnot
m/z 400-1600 a takto zaznamendvana v kanalu 1: MS TOF. Fragmentacni spektra
peptidii byla méfena v kanalech 2-4: MSMS TOF v rozsahu m/z 50-1600 vzdy po dobu
0,7 s sprodlevou 0,1 s. Fragmentace peptidi byla ukoncena, jestlize intenzita
nejvysSiho piku v MSMS spektru klesla pod 15 dopadi/sken nebo po uplynuti doby
3,5 s. Aby nebyl stejny peptid vybran pro fragmentaci v MSMS mddu vicekrat po dobu
jeho eluce, byla jeho m/z po dobu 240 s vylouc¢ena s MSMS analyzy. Intenzita kolizni
energie pouzité pfi CID fragmentaci byla automaticky softwarem vybirdna podle

vzorce, ktery zohlediioval naboj peptidii (2°,3" nebo 4") a m/z peptidi.

4.4.5 Zpracovani a vyhodnoceni DDA dat

V soucasné dob¢ je komeréné dostupnych nékolik softward pro zpracovani
a vyhodnoceni dat ziskanych v DDA analyzach. Jen nckteré z nich vSak zatim dokazi
pracovat s iTRAQ modifikacemi peptidii a exportovat intenzity iTRAQ iontl pro dalsi
vyhodnoceni. Proto musel byt u kvantitativni ,shotgun™ analyzy F. tularensis
kombinovany softwary od dvou rtiznych vyrobcl. Po zméfeni kazdé frakce byla
naméfend surova data nejprve upravena pomoci nastroje Protein Lynx softwaru Mass
Lynx 4.0 (Waters, Milford, MA, USA). Byla pfizpisobena zakladni linie spekter,
nasledné¢ bylo provedeno vyhlazeni spekter dle metody Savitzky-Golay na tfi kanaly
a deizotopizace spekter pomoci ¢ty kanalu pii vrcholu piku v 80% jeho vysky. Z kazdé

zméfené SCX frakce byl timto zpisobem ziskan jeden soubor ve formatu .pkl, ve
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kterém jsou shromazdény m/z a intenzity iontl ze vSech naméfenych fragmentacnich
spekter. Tyto hodnoty jsou fazeny postupné a vzdy jsou nejprve uvedeny fadkem,
charakterizujicim parentni iont (m/z, intenzita a naboj).

K vlastnimu vyhodnoceni upravenych spekter, tzn. porovnani s proteinovou
databazi a exportu intenzit reportérovych iontti, byl pouzit program Phenyx 2.1.
(GeneBio, Zeneva, Svycarsko). Byla pouzita proteinova databaze NCBInr a pro jeji
omezeni byla polozka taxonomie nastaven na moznost ,other Bacteria“. Pro

porovnavani namétenych hodnot s teoreticky vypocitanymi hodnotami fragmenta¢nich

iontli bylo pouzito pouze jedno kolo prohledavani s nastavenim uvedenym v tabulce 6.

Tabulka 6. Parametry pouZité pro identifikaci proteinii v programu Phenyx.

Parametr Zvolené nastaveni
Databaze NCBInr (r. 20070111)
Taxonomie ,,other Bacteria“
Model skorovani ESI-QTOF

Ni4boj parentnich peptidii 253"

Modifikace peptidi

1TRAQ modifikace N-koncovych aminoskupin a

aminoskupin lysinu

Pevna modifikace vSech cysteint MMTS

Fakultativni oxidace methioninu nejvyse u tfi ptipadii na

peptid
PouZita proteaza Trypsin
MozZna nerozs§tépena mista 1, standardni zpGsob Stépeni
Maximalni odchylka m/z 0,08 Da

parentniho peptidu

Prahové hodnoty pro peptid

Délka peptidu minimaln¢ 6 aminokyselin

z-skore minimalné 5,0

p-hodnota niz§i nez 1,0x107

Minimalni skore proteinu

6,0

Reseni konfliktd

Povoleno

Program Phenyx ve vysledcich oznacil spektra, u kterych doslo k pfifazeni

sekvence, ale hranice pro piijeti identifikace za spravnou nebyly naplnény. Dale oznacil
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spektra, ke kterym byly pfifazeny dvé nebo vice sekvenci. Takové vystupy byly
manualné hodnoceny na =zakladé z-skore, kvality fragmentacniho spektra
a predpovézené identifikace. Podle téchto kritérii bylo rozhodnuto o zatazeni piifazené
sekvence do kone¢ného seznamu spravné identifikovanych proteind.

Kone¢né vysledky byly exportovany do tabulky .xls, ktera obsahovala kromé
udaji o identifikovanych proteinech a jejich peptidech také intenzity iTRAQ
reportérovych iontd extrahovanych z fragmentacnich spekter s odchylkou 0,2 Da.
Jelikoz iTRAQ znacky jsou produkovany vzdy s ur€itym zastoupenim necistot, néktera
znacka mize prispivat k intenzité reportérového iontu vzniklého z jiné iTRAQ znacky.
Ke kazdé dodané Sarzi je proto pfilozen dokument o analyze dCistoty, ktery uvadi
procentudlni pfispévky jednotlivych iTRAQ znacek k jinym reportérovym iontim. Na

zékladé téchto tidajl je nutné hodnoty nejprve piepocitat.

4.5 Statistické vyhodnoceni kvantitativnich dat

Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 4.3.3 statistické vyhodnoceni kvantitativnich dat
ziskanych z 2D-PAGE analyzy probihalo pfimo v programu PDQuest, v némz je
zainkorporovan Studentiiv #-test. Pro vybér skvrn, jejichz intenzita se ménila v zévislosti
na stresovych podminkéach, musel byt jejich kvantitativni rozdil statisticky vyznamny na
hladiné¢ p<0.01.

Vzhledem k velkému mnozstvi dat, kter¢ bylo vyprodukovano pomoci
,shotgun® pristupu, bylo nejprve pristoupeno k provedeni explorativnich statistickych
analyz. Teprve nasledné byly u vybranych proteinii provedeny konfirmatorni analyzy.
VSechny statistické analyzy byly provedeny v programu STATISTICA cz verze 7.0
(StatSoft, Inc. Tulsa, OK, USA a StatSoft CR, Praha, Ceské republika).

Po tpravée intenzit (I) korekénimi faktory byly vypocitany jejich relativni zmény
vztazené¢ na udaje pochazejici z kontrolni bakteridlni suspenze rostouci pii 37 °C
asklizené po 5 h kultivaci. Jestlize v histogramu cetnosti nebylo maximum
pozorovanych pomérti rovno 1,0, byly plivodni intenzity normalizovany (In). Tento
krok slouzil k odstranéni rozdilti, které mohly vzniknout v priabéhu piipravy vzorki. Pro
vlastni statistické analyzy byla data relativizovana na soucet intenzit iTRAQ ionta
v jednom MSMS spektru. Relativni normalizované intenzity (Irn) kazdého peptidu byly
vypocitany dle vzorce Ixn114=Z (I114-117)/1114, a stejne pro ionty 115, 116 a 117.
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Metoda iTRAQ je velmi pfesna a reprodukovatelna v Sirokém rozsahu intenzit.
Pii nizkych intenzitach iTRAQ iontd je vSak Casto pozorovana vyssi variabilita. Pro
vylouceni odlehlych hodnot byla pouzita manudlni kontrola pomoci dvou skupin
bodovych grafii. Pro jednu skupinu grafii byly pouzity normalizované hodnoty Iy,
v druhé skupin¢ byly pouzity relativni normalizované hodnoty (Irn). Tyto grafy
dokonale odhalily odlehlé hodnoty. Do statistické analyzy byly po vylouceni odlehlych
hodnot vzaty pouze proteiny, které poskytly kvantitativni hodnoty z minimalné tii
iTRAQ iontt.

Priméry relativnich normalizovanych intenzit (Irn) pro jednotlivé proteiny byly
vstupnimi daty pro hierarchické shlukovani. Pravidlo slu¢ovani bylo nastaveno na uplné
spojeni a mira vzdalenosti na Euklidovské vzdalenosti. Vysledkem hierarchického
shlukovéni byl dendrogram, jenz odhalil podobnosti proteinti na zéklad¢ jejich produkce
v riznych podminkéch. Dalsi pouzitou explorativni analyzou bylo shlukovani pomoci
k-praméra. Pocet shlukd byl nastaven na 5 a pocet interakci na 10. Tato analyza
rozttidila proteiny na zakladé podobnosti jejich produkce do skupin, jejichZ pocet byl na
zaklad¢é dendrogramu stanoven na 5.

Pro kvantitativni analyzy byl k potvrzeni rozdild v produkci proteinti pouzit

Studenttliv #-test na hladin¢ vyznamnosti 0,05.
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5 VYSLEDKY
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5.1 Kaultivaéni systém pro proteomické analyzy F. tularensis

Kvantitativni proteomickd analyza vyZzaduje, aby byl biologicky material
pfipraveny za maximalné shodnych podminek. Tim lze zabezpecit, ze pii opakovani
experimentu bude dosazeno vzdy stejného vysledného proteomu. Tato kritéria nespliuje
kultivace bakteridlniho kmene na pevnych pidach z divodu Spatné kontroly ristu
bakteridlni populace. Toto mize vyustit ve sklizeii bakterii v odliSné fazi riistu, a tim
vyraznou variabilitu mezi vzorky. Z tohoto diivodu byla pfipravena a otestovana tekuta
ptda, jejiz pouziti dovoluje monitorovat pribeh kultivace turbidimetrickym méfenim.
V ptipadé potieby presnéjSiho obrazu kultivace je mozné pouzit vysev CFU.

V dostupné odborné literatufe byly vyhledany dva typy tekutych pid pouzivané
ke kultivaci kmeni F. tularensis. Pida ptipravend dle Mueller-Hintona je komplexni
bakterialni ptda, u které nelze zcela piesné charakterizovat jeji slozeni. Tento faktor by
mohl byt kriticky pfi navozeni reakci na chemické stresové faktory. Proto bylo
pfistoupeno k pfipravé chemicky definovaného média dle Chamberlaina. Definované
sloZzeni tohoto média je zarukou shodnych podminek kultivace a navic umoziuje
provadéet jemné zmény jednotlivych slozek pro navozeni stresovych odpovédi.

Kontrola ristu pomoci CFU byla provedena pouze u analyzy odpovédi bakterie
F. tularensis na oxidativni stres. Pfi opakované snaze provést stanoveni CFU byla totiz
zjiSténa vysoka variabilita poctu narostlych kolonii. Z tohoto divodu a divodu
manudlni i ¢asové naroc¢nosti se tato metoda neosvédcila a k prostému monitorovani
rustu bylo v dalSich experimentech pouzivano vyhradné turbidimetrického stanoveni

0.D.600 nm-

5.2 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis LVS na

prostredi hostitele

Pro proteomovou analyzu intracelularné proliferujicich bakterii F. tularensis byl
pouzit in vitro model simulujici interakci mikroorganizmu s hostitelskymi
fagocytujicimi buitkami. Tento model byl v minulosti zaveden a podrobné
charakterizovan na Ustavu molekularni patologie FVZ UO. Protoze izolovat
a purifikovat intracelularné proliferujici bakterie je velmi obtizné, byl vyuzit pfistup
zalozeny na selektivnim zablokovani eukaryotni proteosyntézy cykloheximidem.

Inkorporaci aminokyselin s izotopem siry *°S pak lze radioaktivné znaéit bakterialni
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proteiny, jejichz produkce neni cykloheximidem ovlivnéna. Tento protokol byl jiz diive
pouzit ve studii, kterd u F. tularensis vedla k objevu prvniho faktoru virulence [45].

I ptfes opakovanou snahu se nepodafilo ziskat dostatecné kvalitni 2D-PAGE
proteinovou mapu. Na autoradiografickém filmu, ktery se nejvice blizil pozadovanému
obrazu Ize pozorovat pouze n€kolik skvrn (Obr. 10). Porovnanim se standardni
2D-PAGE mapou lze usoudit, ze mezi proteiny nejvice produkované bakterii
v intracelularnim prostedi makrofagl kuptikladu patii proteiny tepelného Soku GroES,
GroEL, Dnak, protein rodiny AhpC/TSA a IglC.

Obrazek 10. 2D-PAGE bakteridlnich proteint selektivhé znacenych pii pobytu

bakterie F. tularensis v intracelularnim prosti‘edi bunék linie J774.2.
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5.3 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis LVS a

F. tularensis LVS AiglC1+2 na oxidativni stres

5.3.1 Rast bakterii

Pro studium odpovédi bakterie F. tularensis LVS a od ni alelickou zaménou
odvozeného mutantniho kmene Aig/C1+2 [18] na oxidativni stres byly kultury
z pocatku kultivovany v chemicky definovaném médiu dle Chamberlaina [2]. Po
dosazeni O.D.g00 nm piiblizné 0,50-0,55 byl pro navozeni oxidativniho stresu do média
pfidan peroxid vodiku do kone¢né koncentrace 5 mM. Do kontrolnich bakteridlnich
suspenzi byl pfidan stejny objem sterilni destilované vody. Po piidani ¢inidel doSlo
k poklesu O.D.gp0 nm 0 piiblizné 0,05 jednotky. V ¢asovych intervalech 0, 30, 60 a 120
min byla métena O.D.g00 nm (Obr. 11).

Obrazek 11. Prubéh proliferace divokého a mutantniho kmene F. tularensis LVS

po pridani peroxidu vodiku do kultiva¢niho média.

4 )

Proliferacéni kfivky

0,2
0,1
0 ‘ \ 1
0 60 120 180
Cas [min]
——LVS kontrola ——LVS 5 mM peroxid vodiku
delta iglC 1+2 delta igl 1+2 5 mM peroxid vodiku

S J

68



Kontrolni kultury nadale proliferovaly. U stresovanych kultur doslo k zastaveni
rustu, ktery byl v priméru po 60 minutach zvolna obnoven. V Casovych intervalech 0,
60, 120 a 180 min bylo vyseto CFU. Z diivodu ¢asové naroc¢nosti fedéni a inokulace
ploten byly zvoleny intervaly s del$i prodlevou, které se proto neshoduji s intervaly pro
méteni O.D. Pomoci méteni O.D. 400 nm @ stanoveni CFU nebyl zaznamenan prikazny
rozdil mezi divokym a mutantnim kmenem v citlivosti na plisobeni peroxidu vodiku

[199].

5.3.2 Metabolické znaceni a 2D-PAGE

V prvnich pokusech bylo pro detekci zmén vyvolanych oxidativnim stresem
pouzito konvencni barveni proteinli pomoci dusi¢nanu stiibrného. Po nékolika
opakovani vSak bylo zjisténo, Ze toto barveni neni schopno zachytit zmény, které se
odehravaji 60 min pted ukoncenim kultivace. Jako mozné vysvétleni se nabizi, ze
zmény Vv proteomu jsou zastinény proteiny, které byly syntetizovany od zacatku
kultivace probihajici za shodnych podminek. Proto musel byt pouzit systém, ktery
umozni detekovat pouze proteiny syntetizované po ptridani peroxidu vodiku do média.

Pro detekci proteint, které byly syntetizovany az po pfidani peroxidu vodiku do
kultivaéniho média, bylo pouzito metabolické znaceni proteini pomoci
[**S]-methioninu. Vzorky bakterialnich proteinii obsahujici 5x10° dpm byly separovany
pomoci 2D-PAGE s pouzitim IPG prouzkt o pH gradientu 3-10 NL. Takto ziskané gely
byly nasledné¢ exponovany na autoradiografické filmy. Digitalizované filmy byly
vyhodnoceny v programu PDQuest 7.2.0. Celkem u 19 proteinovych skvrn
pochéazejicich zLVS kmene byla pozorovana vice jak dvakrat vyS$si produkce
v prostiedi 5 mM peroxidu vodiku (Obr. 12). Z tohoto poctu dvé skvrny nebyly nikdy
pred tim na 2D-PAGE gelech pozorovany [203, 204]. U mutantniho kmene Aig/C byla
pozorovani podobna. U 19 skvrn byla pozorovana vice jak dvakrat vyssi produkce
v prostiedi SmM peroxidu vodiku. Dvé skvrny byly pozorovany pouze u vzorkil
pfipravenych ze stresovanych bakteridlnich kultur. Z porovnani proteinovych profili
stresovanych kultur vyplynulo, Ze intenzity skvrny SSP 3004/4007 pro variantu 9.7/4.9
MW/pl proteinu tepelného Soku a skvrny SSP 6310/6304, ktera nabyla identifikovana,
byly specificky zvySené u divokého kmene. Naproti tomu vyhradné u stresované¢ho

dele¢niho mutanta Aig/C byla pozorovana zvysSena intenzita neidentifikované skvrny
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SSP 7402/708 a skvrny SSP 1007/1004 identifikované jako smés bakterioferitinu
a varianty 10,7/5,0 MW/pl proteinu tepelného Soku.

Obrazek 12. Reprezentativni 2D-PAGE proteina F. tularensis LVS provedena
pomoci IPG prouzku pH 3-10 NL. Proteinové skvrny, jejichZ intenzita byla po

pridani peroxidu vodiku do kultiva¢niho média zvySena, jsou oznaceny svymi SSP.
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5.3.3 Identifikace proteind se zménénou produkei v disledku plisobeni

oxidativniho stresu pomoci hmotnostni spektrometrie

Proteinové skvrny, jejichz intenzita se ménila v pfitomnosti peroxidu vodiku,
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byly identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. U nékterych

piipadi  byla identifikace potvrzena pomoci LC-MS/MS pfistupu mefenim
fragmentac¢nich spekter na tandemovém hmotnostnim spektrometru ESI-QTOF. Kromé
ctyt skvrn, které nebylo mozné spolehlivé pfifadit na preparativnich gelech barvenych
zpisoby kompatibilnimi s naslednou identifikaci, byly vSechny ostatni spolehlivé
identifikovany. V ptipadé skvrny SSP 1007 nebo SSP 1004 na pftislusné sad¢ gela byla
nalezena smés dvou rtiznych proteint. V takovémto ptipadé je tézké rozlisit, s kterym
znich se zvySend produkce béhem pisobeni oxidativniho stresu poji. Jelikoz ale
zvySena produkce proteinu tepelného Soku byla pozorovana ve vice variantach stejného
proteinu, lze predpokladat ze 1 u skvrny SSP 1007/1004 je vyssi intenzita spojena
s timto proteinem. Hmotnostné spektrometrickd analyza vyustila v identifikaci stejnych
proteinti, coz svéd¢i o pfitomnosti izoforem. Identifikované proteiny byly rozdéleny
podle prislusnosti k ortolognim funkénim kategoriim COG [205]. VSechny
identifikované proteiny byly zafazeny do kategorie O: posttranslacni modifikace, obrat
proteind, a chaperony. Proteinové skvrny, které¢ byly jednozna¢né identifikovany, jsou
v tabulce 7 uspofadany podle pfislusnosti k COG kategoriim spolu s vyjadfenim zmén

v jejich produkei.

Tabulka 7. Seznam proteinovych skvrn, jejichZ intenzita byla po pridani peroxidu

vodiku do kultiva¢niho média zvySena.

o - . Teoretic | Pozorova .
Trida | Pristupové z . . . Pomér
2l skvrny ? | &islo NCBI Nazev proteinu ke ne intenzit "
y MW /pI | MW/pI
3818 * YP 169404 | Heat shock protein 90 723/55| 64,1/5,7 3,3
1719 YP 170601 | Chaperone protein, groEL 57,4/5,0| 60,6/5,0 3,7
Chaperone protein dnakK (heat
1812 * YP_ 170225 | shock protein family 70 69,3/4,9| 67,4/4,9 3,7
protein)
3833 * YP 170660 | ClpB protein 959/55|672/5,6 3,4
2006 * YP 170600 | Chaperonin protein, groES 10,2/5,5| 9.4/5,4 5.8
2932 * YP 170660 | ClpB protein 959/55| 71,1/55 2,7
1004 * YP 170600 | Chaperonin protein, groES 10,2/5,5| 9,5/4,9 7,9
7823 * Skvrna neidentifikovana 63,6/7,1 NS
6308 * Skvrna neidentifikovana 32,1/6,6 2,3
0010 * YP 170600 | Chaperonin protein, groES 10,2/5,5| 9,9/4,7 12,6
2005 * YP 170600 | Chaperonin protein, groES 10,2/5,5| 8.8/5,4 7,1
1201 * YP 169583 | AhpC/TSA family protein 19,7/5,1] 18,0/49 2,1
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5704 YP 169703 | ATP-dependent protease, ATP- | 5\ 591 550761 | 37
- binding subunit
Chaperone protein grpE (heat
0313 YP 170226 | shock protein family 70 22,1/4,8| 39,8 /4,7 5,5
cofactor)
4708 YP 169703 | ATP-dependentprotease, ATP- | 5\ /51 554,60 | 33
- binding subunit
3004 YP 170678 | Heat shock protein 16,7/5,6 | 9,7/49 2,7
6310 Skvrna neidentifikovana 32,6/6,3 3.8
1009 YP 170600 | Chaperonin protein, groES 10,2/5,5| 9,3/4,9 NS
4101 YP 169704 | ATP-dependent protease 19.8/62|162/58 | 45
- peptidase subunit
7402 Skvrna neidentifikovana 34,9/6,6 3,1
YP 170379 Hypothetical protein l.:TTlflé.ll 16,8/5.3
1007 0 - (homologue of bacterioferritin), 10,7/5,0 4.5
YP 170678 . 16,7/5,6
- Heat shock protein
1608| * | YP 169607 | Outer membraneassociated 4y 45l 451 a0 | 049
protein

% Proteinové skvrny, které splnily viechna kritéria pro oznageni skvrn se zvysenou &i
snizenou produkci u obou kmend, tzn. LVS a mutantniho kmene Aig/C1+2, jsou
oznaceny hvézdi¢kou (*). Skvrny, takto nalezené jen u kmene LVS, jsou oznaceny
symbolem plus (+), a u kmene Aig/C1+2 krouzky (o).

® Ve sloupci jsou uvedeny podily prim&rnych normalizovanych intenzit proteinovych
skvrn ziskanych z bakterialni kultury exponované peroxidu vodiku a kontrolni kultury.
Udaje byly vypogitany pro kmen LVS. U skvrn, které byly pozorovany pouze

u stresované bakterialni kultury, je pouzito oznaceni NS (nova skvrna).

5.3.4 Zavér

Podafilo se nalézt celkem 21 proteinovych skvrn a z nich tspésné identifikovat
10 raznych proteint, jejichz produkce je béhem odpovédi na oxidativni stres vyznamné
zvysSena. Pomoci dele¢niho mutantniho kmene Aig/C1+2 byla navic vyloucena jeho

potencialni regula¢ni funkce v této reakei.

5.4 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na

nedostatek zeleza

5.4.1 Raust bakterii

Pro vyvolani zmén v proteomu F. tularensis LVS nasledkem nedostatku Zeleza
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byly bakterie kultivovana v chemicky definovaném médiu ptipraveného dle
Chamberlaina [2] bez pfidani anorganického zdroje zeleza a doplnéného o deferoxamin
mesylat v konecné koncentraci 100 uM. Deferoxamin je vysoce specificky chelator
zeleza. Jeho ptidani zabezpecilo vyvazani sloucenin zeleza, které se do média dostaly
jako necistoty pouzitych chemikalii. Na rozdil od neddvno publikované prace [112]
nebylo pro dosazeni omezeného riistu nutné bakterie predkultivovat v médiu bez zdroje
zeleza. Rychlost rlstu kontrolni a stresované kultury byla pfiblizné tfi hodiny od
zacatku kultivace shodna. Po této dobé bakterie rostouci v médiu bez zdroje zeleza
zacaly svij rist zpomalovat (Obr. 13). Tento jev byl jiz diive pozorovan u Helicobacter
pylori [206] a Neisseria gonorrhoeae [207] a odpovida stavu, kdy v prostiedi bez zeleza
muze bakteridlni bunika po ur€ity Cas proliferovat diky intracelularni zasob¢ zeleza
[108]. Intracelularni zasoby zZeleza by nemély byt deferoxaminem ovlivnény diky jeho
hydrofilni povaze, kterda omezuje volnou diftizi bunéénymi membranami zivych

organizmd.

Obrazek 13. Priibéh proliferace bakterie F. tularensis LVS v médiu bez zdroje

Zeleza a v kontrolnim médiu.
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5.4.2 Metabolické znaceni a 2D-PAGE

Za ucelem detekce proteind, které jsou syntetizovany pfesné v urcitém casovém
intervalu, bylo pouZito metabolické znadeni pomoci [*’S]-methioninu. ZnaGeni bylo
provedeno v ¢asovém intervalu 300-360 min. V tomto Case bakterie v médiu bez zdroje
zeleza jest¢ vykazovaly rast, ale rychlost v porovnani s kontrolni kulturou byla
podstatné snizena. Kombinace metabolického znaceni a pouziti dvou IPG prouzki
o uzkych pH gradientech 4-7 a 6-11 umoznilo analyzovat proteiny s hodnotu pl mezi
4-11 s vybornym rozliSenim a jedinec¢nou citlivosti. Software PDQuest 7.2.0 na gelech o
pH 4-7 detekoval primérné 600 riznych skvrn, na gelech pfipravenych s pouzitim IPG
prouzkii o pH rozmezi 6-11 pak primérné 300 skvrn. Kvantitativni a statisticka kritéria
zadana pro vyhledani skvrn se zménénou intenzitou vedla k detekci 52 skvrn s vyssi
produkci a 89 skvrn s niz$i produkci béhem kultivace F. tularensis LVS v prostiedi bez

zdroje zeleza. (Obr. 14 a 15).
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Obrazek 14. Reprezentativni 2D-PAGE proteina F. tularensis LVS provedena
pomoci IPG prouzku 4-7. Proteinové skvrny, jejichZ intenzity po kultivaci v médiu
bez zdroji Zeleza byly vys§i, jsou oznaéeny modie. Cervené jsou ozna¢eny skvrny,
jejichz intenzita po kultivaci v médiu bez zdroja Zeleza byla nizsi. Skvrny jsou dale

oznaceny SSP.
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Obrazek 15. Reprezentativni 2D-PAGE proteina F. tularensis LVS provedena
pomoci IPG prouzku 6-11. Proteinové skvrny, jejichZ intenzity po Kkultivaci
v médiu bez zdroji Zeleza byly vyssi, jsou oznaceny modie. Cervené jsou oznaceny

skvrny, jejichZ intenzita po kultivaci v médiu bez zdroju Zeleza byla nizsi. Skvrny

jsou dale oznaceny SSP.
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5.4.3 Identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie

Skvrny se zménénou intenzitou byly primarné identifikovany pomoci
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. V ptipad¢ nejisté nebo neuspésné identifikace

byly proteiny identifikovany pomoci LC-MS/MS metody méfenim fragmentacnich
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spekter na tandemovém hmotnostnim spektrometru ESI-QTOF. Pro eliminaci nebezpeci
Spatného pfifazeni skvrn na analytickych gelech se skvrnami na preparativnich gelech
byl kazdy protein vyfezan a identifikovan nejméné dvakrat. Proteinové skvrny, které
byly opakované jednozna¢n¢é identifikovany, jsou uspofaddny spolu s jejich
kvantitativnimi profily do tabulky 8. Né&kolik skvrn zlstalo neidentifikovanych nebo
identifikace nebyla opakované potvrzena. Narist produkce IglC proteinu byl potvrzen

také pomoci Western blotové analyzy (Obr. 16).

Obrazek 16. 2D Western blotova analyza produkce IgIC proteinu. Porovnani
kontrolniho vzorku (nahofe) a vzorku pripraveného z kultury rostouci v médiu

bez Zeleza. Bila Sipka oznacuje novou variantu proteinu, ktera je produkoviana

pouze v prostiedi bez zdroje Zeleza.

5.4 5.8 6,2 6,2 8,0

Tabulka 8. Seznam proteinovych skvrn, jejichZ intenzita byla vyrazné zménéna po

kultivaci v médiu bez zdroje Zeleza.

pH - . Teoretické | Pozorované =
SSP |rozmezi ?r istupove Nazev proteinu . Pom?rb)
gelu ¥ ¢islo NCBI MW pl | MW pl |intenzit
4203 | 6-11 |YP 169522 |Hypothetical protein FTT0484 25,7/8,5| 254/6,9 0,15
4305| 6-11 |YP 169809 |Cyanophycinase 293/7,1| 269/773 0,46
4204 | 4-7 |YP 169963 |Hypothetical protein FTT0975 257/771| 250/5,5 4,59
7201 | 4-7 |YP 169963 |[Hypothetical protein FTT0975 257/7,7 | 250/6,2 2,57
5104 | 6-11 |[YP 170470 |Outer membrane protein 26 19,8 /9,1 | 20,1/7,7 2,59
6107 | 6-11 |YP 170470 |Outer membrane protein 26 19,8 /9,1 | 20,3/8,3 2,90
1501 | 4-7 |YP 170612 [Hypothetical protein FTT1707 446 /4,8 | 41,4/ 4,8 2,51
1502 | 4-7 [YP 170612 [Hypothetical protein FTT1707 44,6 /48 | 41,4/ 4,9 2,61
3006 | 4-7 |YP 170661 [Hypothetical protein FTT1771 13,7/53| 123/54 6,39
3111 | 4-7 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 224/591| 229/5,3 NS
4106 | 4-7 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 224/59 1| 22,4/5,5 5,28
5108 | 4-7 [YP 170617 [Intracellular growth locus, subunit C 224/59 1| 22,4/5,8 3,16
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6102 | 4-7 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 2247591 22,4/5,9 2,20
7107 | 4-7 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 224/59 | 22,5/6,3 5,03
7109 | 4-7 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 224/59 1| 22,8/6,2 NS
2101 | 6-11 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 224/59 | 22,6/6,3 NS
3103 | 6-11 |YP 170617 |Intracellular growth locus, subunit C 224/59 1| 22,4/ 6,6 25,48
0607 | 4-7 |YP 170618 |Intracellular growth locus, subunit B 58,7/4,77| 55,6 /428 2,06
5102 | 6-11 [YP 170619 |Intracellular growth locus, subunit A 22,4/ 88| 20,5/7,6 NS
6107 | 6-11 |YP 170619 |Intracellular growth locus, subunit A 22,4 /88| 20,3/8,3 2,90
7106 | 6-11 |YP 170619 |Intracellular growth locus, subunit A 22,4/ 88| 204 /8,7 2,93
0110| 4-7 [YP 170013 |Inorganic pyrophosphatase 19,6 /49| 19,6 / 4,7 0,38
3802 | 4-7 |YP 170419 |Pyruvate dehydrogenase, E2 component 67,2/48 | 81,1 /5,3 0,34
3804 | 4-7 |YP 170419 |Pyruvate dehydrogenase, E2 component 67,2/48| 81,0/5.3 0,39
5807 | 4-7 |YP 170420 |Pyruvate dehydrogenase, E1 component 100,1 /5,8 | 81,6 /5,7 0,50
5810 | 4-7 |YP 170420 |Pyruvate dehydrogenase, E1 component 100,1 /5,8 | 81,2/5.,8 0,44
8513| 47 |YP_ 169425 |\ AD(P)-specific glutamate 49.1/6,5| 44,0/ 66 | 031
- dehydrogenase
2605 | 6-11 [YP 169425 VAD(P)-specific glutamate 49,1/65| 459/64 | 042
- dehydrogenase
3605| 6-11 |YP 169588 |Polyamine transporter, ABC transporter 423/6,7| 42,3/ 6,7 0,17
5505 | 6-11 [YP_ 169953 | nospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate 409 /81| 387/77 | 0,19
- aldolase
6502| 6-11 [YP 169953 E&‘;Slg?:'z'dehydms'deoxyheptonate 40,9 /8,1| 38,4/82 | 020
4508 | 6-11 |YP 170144 |Gamma-glutamyltranspeptidase 65,1/85] 38,3/73 0,15
5003 | 4-7 [YP 170170 |Lactoylglutathione lyase 143 /55| 12,5/ 5,7 2,90
2203 | 4-7 |YP 169155 |Triosephosphate isomerase 27,7/50| 27,0/ 5,1 0,41
1506 | 4-7 |YP 169183 |Phosphopentomutase 457 /5,1 | 44,6 /5,0 0,33
0608 | 4-7 |YP 169724 |[Enolase (2-phosphoglycerate dehydratase) | 49,5 /4,7 | 48,5/4,8 0,42
1806 | 4-7 |YP 169730 |Chitinase family 18 protein 83,1 /50| 76,6 /5,0 0,26
7701 | 6-11 |YP 170315 |Pyruvate kinase 51,7/86| 51,3/84 0,30
7703 | 6-11 [YP 170315 [Pyruvate kinase 51,7/8,6| 51,7/ 8,6 0,32
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
1404 | 6-11 [YP_169789 (NA}]])H) y p 27,8 /6,0 | 30,7 /6,0 3,72
Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
3302| 6-11 [YP_169789| A%H) y p 278/6,0| 298/66 | 0,15
4402 | 6-11 [YP 170433 [Acctyl-coenzyme A carboxylase, carboxyl| 354 /771 355,70 | 7,03
- transferase subunit alpha
5508 | 4-7 |YP 170461 |3-ketoacyl-CoA thiolase 41,7/5,7| 40,5/ 5,8 6,30
6506 | 4-7 |YP 170461 |3-ketoacyl-CoA thiolase 41,7 /5,71 40,5/ 5,9 3,04
7502 | 4-7 |YP 170461 |3-ketoacyl-CoA thiolase 41,7 /5,7 | 40,6 / 6,1 2,85
4707 4-7 |YP_169088 |Aspartyl-tRNA synthetase 67,0/55]| 62,8/5,6 0,29
5703 4-7 |YP 169088 |Aspartyl-tRNA synthetase 67,0/55| 629/5,6 0,24
5704 4-7 |YP 169253 |[Lysyl-tRNA synthetase 66,2 /55| 60,8/5,7 0,34
5707 | 4-7 |YP 169253 |Lysyl-tRNA synthetase 66,2 /55| 60,6 /5,8 0,26
6705| 4-7 |YP 169824 |Threonyl-tRNA synthetase 723/59| 65,7/6,0 0,46
5503 | 4-7 |[YP 170531 |Cysteinyl-tRNA synthetase 53,1 /53| 470/5,7 0,35
9002 | 6-11 |YP 169206 |50S ribosomal protein L11 152/95| 153/9,5 0,23
8309 | 6-11 [YP 169207 |50S ribosomal protein L1 24,5/9,5| 28,5/9,1 0,23
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8310] 6-11 |YP 169207508 ribosomal protein L1 245/9,5| 28,6/9,2 0,20
8311 ] 6-11 |YP 169207508 ribosomal protein L1 245/9,5| 28,7/9,3 0,26
9102 | 6-11 |YP 169374 |50S ribosomal protein L3 22,5/9,6| 224/94 0,11
9104 | 6-11 |YP 169374|50S ribosomal protein L3 22,5/9,6| 22,5/9,5 0,13
3703 | 4-7 |YP 169244 |30S ribosomal protein S1 61,6/52| 61,5/53 0,45
3707 | 4-7 |[YP 169244 30S ribosomal protein S1 61,6/52| 61,6/54 0,37
8004 | 6-11 |YP 169388308 ribosomal protein S8 144/94] 153 /9,1 0,22
8012 | 6-11 |YP 169388 30S ribosomal protein S8 144/94| 153/9,3 0,27
7005 | 4-7 |YP 170043 |30S ribosomal protein S6 13,1 /6,0 13,0/6,3 0,31
3109| 4-7 |YP 169365 |Ribosome recycling factor 20,5/5,5| 20,2/5,4 0,50
5101 4-7 |YP 169365 Ribosome recycling factor 20,5/54| 19,9/5,7 0,47
2819 | 4-7 |YP 169372 [Elongation factor G (EF-G) 77,7750\ 77,0/ 5,1 0,30
6801 | 4-7 |YP 169715 |Polyribonucleotide nucleotidyltransferase | 75,4 /5,6 | 71,5/5,9 0,26
6806 | 4-7 |YP 169715 |Polyribonucleotide nucleotidyltransferase | 75,4 /5,6 | 71,4/ 6,0 0,19
2205| 4-7 |YP 169860 |Ribonuclease PH 25,5/5,0| 28,9/5,2 0,20
1004 | 4-7 |YP 170290 [Translation initiation inhibitor 13,7/5,5| 159/49 ND
0013 | 4-7 |YP 170266 [Transcriptional elongation factor 17,7/ 48| 16,5/ 4,8 0,33
7501 | 4-7 |YP 170384 |Transcription termination factor Rho 47,0/6,0| 42,6 /6,1 0,24
4107 | 4-7 |YP 170646 |Single-strand binding protein 17,5/56| 18,1/5,5 2,02
4505 | 6-11 [yP 169628 |\-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4- 43,9/8,0| 40,0/72 | 026
- diphosphate synthase
4303 | 6-11 [YP 169632 [Beta-lactamase 320/77| 289/72 0,43
5605 | 6-11 [YP_170014|>-2lanyl-D-alanine carboxypeptidase | 4o 061 434777 | Ns
- (Penicillin binding protein) family protein
7102| 47 [YP 170549 [-iPoprotein releasing system, subunit A, |3 5551 194 /61 | NS
- outer membrane lipoproteins carrier
1105 4-7 |YP 169583 |AhpC/TSA family protein 19,7 /5,1 18,2/4,9 7,51
2101 | 4-7 |YP 169583 |AhpC/TSA family protein 19,7 /5,1 | 18,0/ 5,1 5,87
3102 | 4-7 |YP 169583 |AhpC/TSA family protein 19,7/5,1| 17,9/52 2,67
0015| 4-7 |YP 170600 |Chaperonin protein, groES 10,2 /5,5| 13,0/ 4,6 NS
1009 | 4-7 |YP 170600 |Chaperonin protein, groES 10,2/5,5| 12,9/ 4,8 NS
2004 | 4-7 |YP 170600 |Chaperonin protein, groES 10,2 /5,5| 13,0/ 5,1 3,44
4007 | 4-7 |YP 170600 |Chaperonin protein, groES 10,2 /5,5 12,7/ 5,6 2,50
4803 | 4-7 [YP 170660 |ClpB protein 95,3/5,5| 80,1/5,4 3,70
4805 | 4-7 [YP 170660 |ClpB protein 95,3/5,5| 80,0/5,5 2,36
5008 | 4-7 |YP 170678 [Heat shock protein 16,7/5,6 | 13,6 /5,7 NS
8202 | 4-7 |YP 170100 Rhodanese-like family protein 282/65| 283 /64 2,91
3001 | 4-7 |YP 170379 |Hypothetical protein FTT1441 18,5/55| 13,6/53 2,22
4015| 4-7 |YP 170379 |Hypothetical protein FTT1441 185/55| 13,5/54 NS
5104 | 4-7 [YP 170091 [Isochorismatase hydrolase family protein | 21,3 /54| 23,6 /5,7 3,19
6207 | 6-11 |YP 170324 |3-oxo0acyl-(acyl-carrier-protein) reductase | 26,3 /8,5 | 24,1/ 8,4 0,31

* Ve sloupci je uvedeno pH rozmezi 2D-PAGE gelu, na kterém byla proteinova skvrna

pozorovana.

® Ve sloupci jsou uvedeny podily primérmych normalizovanych intenzit proteinovych

skvrn ziskanych z bakterialni kultury ptipravené v médiu bez zdroje zeleza a kontrolni
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kultury. U skvrn, které byly pozorovany pouze u stresované bakterialni kultury, je
pritomno oznaceni NS (nova skvrna), u skvrn, které byly pozorovany pouze u kontrolni

bakteridlni kultury oznaceni ND (nedetekovana).

5.4.4 Zavér

Tato studie prokéazala vliv koncentrace Zeleza v prostiedi na expresi ig/ operonu.
Dva geny ztohoto operonu byly dfive shledany jako nezbytné pro virulenci
F. tularensis. Tyto nalezy podporuji hypotézu, ze nedostatek zeleza, tedy faktor,
s kterym se patogenni bakterie v pribéhu patogeneze setkavaji velmi ¢asto, funguje jako
signdl pro spusténi produkce faktori virulence, které maji umoznit piezit nehostinné

prostiedi hostitele.

5.5 ,,Shotgun“ proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis

LVS na zmény teploty a prodlouZenou dobu kultivace

5.5.1 Rast bakterii

Pro ,,shotgun‘ analyzu byly pfipraveny tfi kultury F. tularensis LVS kultivované
5 h pfi rozdilnych teplotach a jedna kultura rostouci pti 37 °C po dobu 24 h. Bakterie
kultivované pii 37 °C a 42 °C vykazovaly totoznou rychlost ristu (Obr. 17). Proliferace
bakterii kultivovanych pii 25 °C byla velmi omezend, a proto pro ziskani O.D.s00 nm
0,70 -0,75 bylo nutné bakterie kultivovat pfiblizn¢ 18 h. Méfeni O.D. u 24 hodinové
kultury probihalo jen po dobu 5 h, aby bylo ovéteno, Ze proliferace bude totozna jako u
bakterii rostoucich pti 37 °C po dobu 5 h. Pii ukonceni kultivace byl zakal mimo
dynamicky rozsah pouzitého turbidimetru. Po nafedéni a piepocitani byla O.D.¢00 nm

odhadnuta na 3,7.
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Obrazek 17. Pribéh proliferace bakterie F. tularensis LVS p#i raznych teplotach

kultivace.
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5.5.2 ,,Shotgun* kvantitativni analyza

Pied provedenim kvantitativni analyzy experimentdlniho vzorku byla iTRAQ
technika testovana na standardni smési proteini. VSechna fragmentacni spektra zmétena
z peptidi danych proteini obsahovala reportérové ionty 114 a 117 iTRAQ znacek, které
byly k testovani metody pouzity. Piky iTRAQ iontl dosahovaly velmi dobrého
rozliSeni, coz je u kvantifikace provadéné zintenzit velmi dulezity faktor. Po
vyhodnoceni vlastnich dat bylo zjisténo, ze relativni smérodatnd odchylka poméra
1TRAQ iontl pro bovinni sérovy albumin byla pfiblizn€ 7 %. Tato hodnota se ponékud
zvysila u proteintl, které byly identifikovany na peptidy, jenz v MS spektru vykazovaly
nizké intenzity. Vysledky testovani pomoci standardni smési proteinii prokazaly, ze
zvolena feSeni jednotlivych trovni v kvantitativni ,,shotgun‘ proteomické analyze byla
zvolena spravng.

Po enzymatickém Stépeni proteintl z celobunécnych lyzatd bakterii F. tularensis

LVS piipravenych za ¢tyf riznych podminek kultivace byly peptidy derivatizovany
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1TRAQ znackami. Modifikované peptidy byly smiseny a tento vzorek byl frakcionovan
na SCX koloné HPLC systému. Efektivni separace byla pozorovana mezi 7. a 30. min
(Obr. 18). Toto uspofadani vedlo ke sbéru celkem 26 minutovych frakei a prvni
7 minutové frakce. Tyto frakce byly po nasledném zpracovani analyzovany HPLC-

QTOF systémem.

Obrazek 18. UV zaznam separace komplexni smési peptidi SCX chromatografii.

P 175 iTRAQ
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Nastaveni HPLC systému pro RP chromatografii vedlo k a¢inné separaci
znacenych peptidi pfiblizné v rozmezi 18. az 75. min (Obr. 19). Kombinace takto
nastavené separace s parametry hmotnostniho spektrometru QTOF zvolené v nastaveni
metody vedly celkem k fragmentaci pfiblizné 9000 peptidi. Z téchto spekter byla
k3712 znich pfifazena sekvence peptidu, kterd pochdzi z proteinové databaze
F. tularensis subtyp holarctica. To vedlo k identifikace celkem 518 proteini tohoto
kmene s primérnym z-skore 7,96. Na vice jak 2 peptidy bylo identifikovano 421
proteind.

Pti kontrole byly v kazdém nahodné vybraném MSMS spektru viditelné iTRAQ
ionty (Obr. 20). Piky téchto iontli dosahovaly velmi dobrého rozliSeni, coz je pro

kvantifikaci z intenzit iontd velmi diilezité. Pfitomnosti iTRAQ iont v kazdém spektru

82



dale svédcila o velmi dobré vytéznosti vlastni modifikacni reakce. Ve zbyvajicich

castech spekter, které jsou diilezité pro vlastni identifikaci proteinti, byly ptiblizné u 80

% nahodné vybranych spekter pozorovany fragmentacni ionty svelmi vysokym

pomérem k Sumu (Obr.21). Pravdépodobnost spravné identifikace proteind z takto

kvalitnich spekter je velmi vysoka.

Obrazek 19. Zaznam z DDA analyzy RP-HPLC/ESI-QTOF minutové SCX frakce

eptidi
pep .
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Obrazek 20. Ukazka oblasti

fragmentacnich spekter.
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Obrazek 21. Ukazka fragmentac¢niho spektra v celém rozsahu méienych m/z.
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5.5.3 Statisticka explorativni analyza

Data ziTRAQ analyzy byla podrobena explorativnim analyzam, které je

umoznily porovnavat z globalniho pohledu. Hierarchické shlukovani proteinti na

zaklad¢ jejich kvantitativnich profili vedlo k vytvofeni vertikdlniho dendrogramu.

Proteiny, které si svymi profily byly nejvice podobné, byly slouceny do své blizkosti.

V dendrogramu byly pak dobie patrné oblasti sdruzujici proteiny o podobné zndmé

funkei (Obr. 22).
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Obrazek 22. Vyrez dendrogramu pro 292 proteinii ukazujici skupinu proteini

s prevahou ribozomalnich proteinii.
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V ptipad€ znamych faktort virulence z FPI doslo k pfifazeni Igl proteinti A, B
a C do spole¢ného klastru. K tomuto klastru byly pfifazeny 4 hypotetické proteiny, které
lezi v blizkosti ig/ lokusu (Obr. 23). Na zadkladé¢ porovnani podobnosti sekvenci
v programu BLASTn byly proteiny identifikovany: hypoteticky protein FTL 0125 jako
PdpB protein (gi|56708401), hypoteticky protein FTL 0126 jako PdpA protein
(g1|56708400), hypoteticky protein FTL 0116 jako protein PdpC (gi|56708410)
a hypoteticky protein FTL 0120 jako hypoteticky protein FTT1350 (gi|56707187).
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Obrazek 23. Vyrez dendrogramu pro 292 proteinii ukazujici skupinu proteini
z FPL.
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K podobnému pfifazeni proteinti bylo dosazeno pouzitim metody shlukovani
pomoci k-prumért, kdy byl pocet shlukli nastaven na 5. Jednotlivé shluky lze velmi
dobie charakterizovat podle priméra svych clent (Obr. 24). Shluk 1 obsahoval
proteiny, jejichZz produkce se v zdsadé¢ nemeénila v zavislosti na teplot¢ nebo dobé
kultivace. Shluk 2 sdruzuje proteiny, u kterych doslo k poklesu produkce ve stacionarni
fazi rastu. Proteiny vyrazné reagujici na teplotu, ale ne na stacionarni fazi, jsou
obsazeny ve shluku 3. Produkce proteini sdruZzenych ve shluku 4 negativné koreluje
s teplotou kultivace. Proteiny sdruzené ve shluku 5 jsou vyrazné nadprodukovany

béhem stacionarni faze rastu bakterie.
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Obrazek 24. Graf praméri vSech shluki
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Vyneseme-li do bodového grafu zavislost Irn) pro 42 °C a staciondrni fazi ristu,
lze pozorovat neohraniené, ale patrné rozdéleni podle piislusnosti ke shlukim
(Obr. 25). Pii zvétSeni tohoto grafu lze pozorovat blizkost proteinti tepelného Soku nebo

skupiny proteind, jejichz geny jsou soustiedény v FPI.
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Obriazek 25. Bodovy graf Irn) zobrazujici rozdéleni proteinii dle prisluSnosti ke

shlukam.
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Identifikované proteiny, které byly vyhodnoceny explorativnimi statistickymi

metodami jsou sefazeny v tabulce 9. Spolu s nimi je také zobrazeno ¢islo shluku podle

metody shlukovani k-praméra.

Tabulka 9. Seznam identifikovanych proteini a jejich prislusnost ke shlukim dle

metody K-priaméri.

Pristupové
¢islo NCBInr

Nazev proteinu

Shluk 1

£i|89255893

1,4-alpha-glucan branching enzyme

2189256233

1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4-diphosphate synthase

2i|89256779

2,3-bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase

2i[89257047

2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component

2i/89256400

ABC transporter, ATP-binding protein
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2i[89256618

Acetyl-CoA carboxylase beta subunit

2i[89256869

Acetyl-CoA carboxylase, biotin carboxyl carrier protein subunit

2i/89256868

Acetyl-CoA carboxylase, biotin carboxylase subunit

2i[89255726

Acetyl-coenzyme A carboxylase carboxyl transferase subunit alpha

2i[89256454

Acetyltransferase

£i|89255614

Acyltransferase

2i[89257045

Adenine phosphoribosyltransferase

2i/89256165

Adenylate kinase

2i[89257110

Adenylosuccinate lyase

2i|89256354

AhpC/TSA family protein

£i|89256431

Alanyl-tRNA synthetase

2i[89257025

Anaerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase

£i|89256726

Arabinose phosphate isomerase

2i[89256875

Arginyl-tRNA synthetase

gi|89256711

Asparaginase

2i[89255998

Asparagine synthase

2i[89256162

Aspartate aminotransferase

£i|89257101

Aspartyl/glutamyl-tRNA(Asn/GIn) amidotransferase subunit B

2i[89255468

Aspartyl-tRNA synthetase

£i|89257060

ATP synthase alpha chain

2i[89257058

ATP synthase beta chain

2i|89257059

ATP synthase gamma chain

2i[89256753

ATP-dependent metalloprotease

gi|89256175

Bifunctional proline dehydrogenase,pyrroline-5-carboxylate
dehydrogenase

2i[89256583

Biotin synthesis protein BioC

£i|89256709

Capsule biosynthesis protein capB

2i[89255476

Carbamoyl-phosphate synthase large chain

gi|89256713

Carbohydrate/purine kinase pfkB family protein

2i[89256035

Carbon-nitrogen hydrolase

2i[89256974

Cell division protein

gi|89257156

Cell division protein FtsA

2i[89257052

Citrate synthase

2i[89255921

Conserved hypothetcial protein

2189255623

Cytochrome d terminal oxidase, polypeptide subunit I

gi|89256395

D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase (Penicillin binding protein)
family protein

gi|89257046

Dihydrolipoamide succinyltransferase component of 2-oxoglutarate
Dehydrogenase complex

2i[89256735

Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase (NADH)

£i|89256473

Fructose-1,6-bisphosphate aldolase

2i[89256689

Galactose-1-phosphate uridylyltransferase

2i/89256970

GlpX protein

2i[89255864

Glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase

2i|89256126

Glucose inhibited division protein A

£i|89255895

Glucose-1-phosphate adenylyltransferase
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2i/89256003

Glucose-1-phosphate thymidylyltransferase

2i[89256765

Glucose-6-phosphate isomerase

gi|89256613

Glutamate--cysteine ligase

2i[89257147

Glutamine synthetase

2i[89255652

Glutamyl-tRNA synthetase

£i|89257102

Glutamyl-tRNA(GIn) amidotransferase subunit A

2i[89256274

Glutaredoxin 2

2i/89256470

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

2i[89256798

Glycerophosphoryl diester phosphodiesterase family protein

2i/89256651

Glycyl-tRNA synthetase beta subunit

£i|89257070

Histidyl-tRNA synthetase

2i[89255516

Hypothetical membrane protein

5i|89255987

Hypothetical membrane protein

2i[89256836

Hypothetical membrane protein

2i|89256867

Hypothetical membrane protein

2i[89256931

Hypothetical membrane protein

2i[89255698

Hypothetical protein FTL 0265

£i|89255903

Hypothetical protein FTL 0493

2i[89255970

Hypothetical protein FTL 0572

gi|89255971

Hypothetical protein FTL 0573

2i[89256192

Hypothetical protein FTL 0832

gi|89256435

Hypothetical protein FTL 1110

2i[89256550

Hypothetical protein FTL 1231

2i[89256663

Hypothetical protein FTL 1364

£i|89256707

Hypothetical protein FTL 1414

2i[89256826

Hypothetical protein FTL 1542

gi|89255846

Isoleucyl-tRNA synthetase

2i[89256333

Lactate dehydrogenase

gi|89256941

Lipid A transport protein, ABC transporter, ATP-binding and
membrane protein

2i[89256278

Llipoic acid synthetase

£i|89256241

Metal ion transporter protein

2i[89255995

NAD dependent epimerase

2i|89255702

NAD(P)-specific glutamate dehydrogenase

2i[89256619

Nucleoside diphosphate kinase

2i|89256130

Oxidoreductase, short-chain dehydrogenase family protein

2i[89256063

Pantoate-beta-alanine ligase

2i[89256882

Peptidase family S49 protein

£i|89256990

Peptide chain release factor 1

2i[89255762

Peptidoglycan-associated lipoprotein

gi|89257177

Periplasmic solute binding family protein

2i[89256611

Phenol hydroxylase

2i|89256519

Phenylalanyl-tRNA synthetase, beta subunit

£i|89257044

Phosphoglucosamine mutase

2i[89256471

Phosphogylcerate kinase

£i|89256937

Phosphopentomutase

90




2i|89255806

Phosphoribosylaminoimidazol (AIR) synthetase

2i[89255810

Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, ATPase subunit

2i/89255809

Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase,catalyic subunit

2i[89255532

Phosphoribosylglycinamide formyltransferase 2

2i[89256208

Preprotein translocase, subunit D, membrane protein

£i|89256105

Prolipoprotein diacylglyceryl transferase

2i[89255659

Protein chain elongation factor EF-Ts

gi|89257121

Protein-L-isoaspartate O-methyltransferase

2i[89255740

Pyruvate dehydrogenase, E1 component

gi|89255741

Pyruvate dehydrogenase, E2 component

£i|89256472

Pyruvate kinase

2i[89255661

Ribosome recycling factor

£i|89256637

Selenocysteine lyase

2i[89256780

Seryl-tRNA synthetase

2i/89256500

Sigma-54 modulation protein

2i[89256224

SIS domain protein

2i[89256309

Soluble pyridine nucleotide transhydrogenase

£i|89256837

Succinyl-CoA synthetase beta chain

2i[89255760

TolB protein precursor

£i|89256434

Transaldolase

2i[89257043

Triosephosphate isomerase

gi|89255737

Tryptophanyl-tRNA synthetase

gi[89256188

Type IV pili nucleotide binding protein, ABC transporter, ATP-
binding protein

£i|89256170

Type IV pilin multimeric outer membrane protein

2i[89256805

Uracil phosphoribosyltransferase

Shluk 2

5i|89257160

30S ribosomal protein S1

2i[89255669

308 ribosomal protein S10

2i/89255693

308 ribosomal protein S11

2i[89255679

308 ribosomal protein S17

2i/89255658

308 ribosomal protein S2

5i|89255676

30S ribosomal protein S3

2i[89255687

308 ribosomal protein S5

£i|89255684

30S ribosomal protein S8

2i[89256507

308 ribosomal protein S9

gi|89257016

50S ribosomal protein L1

2i[89257015

50S ribosomal protein L10

gi|89257017

50S ribosomal protein L11

£i|89255689

50S ribosomal protein L15

2i[89255677

50S ribosomal protein L16

£i|89255696

50S ribosomal protein L17

2i[89255673

508 ribosomal protein L2

2i|89256697

508 ribosomal protein L20

2i[89256746

50S ribosomal protein L21

2i[89255672

50S ribosomal protein L23
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2i|89255681

50S ribosomal protein L24

2i[89255678

50S ribosomal protein L29

2i|89255670

50S ribosomal protein L3

2i[89255682

50S ribosomal protein L5

2i[89255685

508 ribosomal protein L6

£i|89256365

50S ribosomal protein L9

2i[89256508

50S ribosomal subunit protein L13

2i/89256548

ABC transporter, ATP-binding protein

2i[89256549

ABC transporter, membrane protein

gi|89257057

ATP synthase epsilon chain

£i|89256250

ATP-dependent Clp protease subunit X

2i[89256314

ATP-dependent protease, proteasome-related peptidase subunit

gi|89256581

Biotin synthase

2i[89256685

Cold-shock DEAD-box protein A

2i|89256244

Conserved hypothetical protein yleA

2i[89256831

DNA gyrase subunit B

2i[89256251

DNA-binding, ATP-dependent protease La

£i|89257013

DNA-directed RNA polymerase beta chain

2i[89256817

DNA-directed RNA polymerase omega subunit

£i|89256013

DNA-directed RNA polymerase, alpha subunit

2i[89257012

DNA-directed RNA polymerase, beta subunit

2i/89255668

Elongation factor G (EF-G)

2i[89255899

Glycyl-tRNA synthetase alpha chain

gi|89255514

GTP-binding protein LepA

£i|89255713

Heat shock protein, hsp40

gi|89256141

Hypothetical protein FTL 0755

2i/89256280

Hypothetical protein FTL 0929

2i[89255854

Methionyl-tRNA synthetase

2i|89255830

Oligopeptidase A

£i|89256821

Polyribonucleotide nucleotidyltransferase

2i[89256041

Prolyl-tRNA synthetase

£i|89256979

ProP osmoprotectant transporter, fragment

2i[89256388

RNA polymerase sigma-70 factor

gi|89256171

Shikimate kinase I

2i[89256557

Signal recognition particle protein, Fth

2i/89256009

Thioredoxin

£i|89256700

Threonyl-tRNA synthetase

2i[89255757

TolQ protein

2i|89257018

Transcription antitermination protein nusG

2i[89256248

Trigger factor (TF) protein (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase)

gi/89256317

Tyrosyl-tRNA synthetase

2i|89255644

Valyl-tRNA synthetase

Shluk 3

2i|89257193

Heat shock protein

£i|89256014

Hypothetical protein FTL 0617

2i[89255700

Chaperone Hsp90, heat shock protein HtpG
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2i[89256513

Chaperone protein dnal (heat shock protein 70 family cofactor)

2i[89256512

Chaperone protein dnaK (heat shock protein family 70 protein)

2i|89256983

Chaperone protein, groEL

2i[89256984

Chaperonin protein, groES

Shluk 4

2i/89256807

2-amino-3-ketobutyrate coenzyme A ligase

£i|89256461

3-oxoacyl-[acyl-carrier-protein] synthase 11

2i[89257186

ABC transporter, ATP-binding protein

£i|89257037

Aconitate hydratase

2i[89257173

Adenylosuccinate synthetase

gi|89257116

Amidophosphoribosyltransferase

2i[89257192

Aminopeptidase N

2i[89257200

Anthranilate synthase component I

2i|89255798

Aspartate transaminase

2i[89257172

Bifunctional purine biosynthesis protein

gi|89256216

Carbonic anhydrase

2i[89256084

Cell entry (mce) related family protein

gi[89255832

Conserved hypothetical lipoprotein

2189256620

CTP synthase

2i[89256191

Cyanophycin synthetase

£i|89256953

Cysteinyl-tRNA synthetase

2i[89255626

Cytochrome O ubiquinol oxidase subunit I

gi|89257158

D-alanine-D-alanine ligase B

2i[89255742

Dihydrolipoamide dehydrogenase

2i/89255940

DNA gyrase, subunit A

2i[89255664

dUTP pyrophosphatase (Deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase)

£i|89257020

Elongation factor Tu (EF-Tu)

2i[89256812

Enolase (2-phosphoglycerate dehydratase)

2i/89256380

FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase family protein

2i[89255932

fumerate hydratase

2i|89255807

Fusion protein PurC/PurD

2i[89256687

Galactose-proton symporter, major facilitator superfamily (MFS)
transport protein

5i|89256592

Glutamate-1-semialdehyde-2,1-aminomutase

2i[89255887

Glycine cleavage complex protein T (aminomethyltransferase)

£i|89255889

Glycine cleavage system P protein, subunit 1

2i[89255890

Glycine cleavage system P protein, subunit 2

gi|89256151

GTP binding translational elongation factor Tu and G family protein

2i[89255825

GTP-binding protein

2i[89255930

Hypothetical lipoprotein

£i|89255543

Hypothetical membrane protein

gi[89255822

Hypothetical protein FTL 0411

2i/89255969

Hypothetical protein FTL 0571

2i[89256051

Hypothetical protein FTL 0661

2i/89256355

Hypothetical protein FTL 1016
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2i|89256856

Hypothetical protein FTL 1579

2i[89256992

Hypothetical protein FTL 1723

2i|89256806

Chitinase family 18 protein

2i[89255791

Chorismate synthase

2i[89256396

Inorganic pyrophosphatase

5i|89256767

Inosine-5-monophosphate dehydrogenase

2i[89255986

Isocitrate dehydrogenase

gi|89256267

Ketol-acid reductoisomerase

2i[89256533

Leucyl-tRNA synthetase

gi|89255816

Menaquinone biosynthesis methyltransferase

£i|89257073

N utilization substance protein A

2i[89255848

NAD-dependent malic enzyme

£i|89257088

NADH dehydrogenase |

2i[89257087

NADH dehydrogenase I, D subunit

gi|89257085

NADH dehydrogenase I, F subunit

2i[89257084

NADH dehydrogenase I, G subunit

2i[89255492

Orotidine 5'-phosphate decarboxylase

£i|89256632

Outer membrane associated protein

2i[89255458

Outer membrane protein

£i|89257002

Oxidoreductase iron/ascorbate family protein

2189256235

Peptidase, M24 family protein

2i/89256792

Peroxidase/catalase

2i[89256558

Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase

2i[89255894

Phosphoglucomutase

gi|89256747

Preprotein translocase, subunit A, ATPase secretion protein

2i[89255892

Pullulonase

2i|89256750

Purine nucleoside phosphorylase

2i[89255641

Pyrrolidone-carboxylate peptidase

2i|89256194

Rhodanese-like family protein

£i|89256106

Ribonuclease E

2i[89255778

Ribonuclease PH

2i|89256298

Ribose-phosphate pyrophosphokinase

2i[89256092

Serine hydroxymethyltransferase

2i/89256260

SPFH domain, band 7 family protein

2i[89256261

SPFH domain, band 7 family protein

gi|89257048

Succinate dehydrogenase iron-sulfur protein

£i|89257049

Succinate dehydrogenase, catalytic and NAD/flavoprotein subunit

2i[89256838

Succinyl-CoA synthetase, alpha subunit

£i|89256545

Thioredoxin 1

2i[89256469

Transketolase

gi|89257072

Translation initiation factor IF-2

2i[89255956

Two-component response regulator

2i/89255994

UDP-glucose/GDP-mannose dehydrogenase

Shluk 5

£i|89255983

Acyl-CoA dehydrogenase

2i[89255475

Aspartate carbamoyltransferase
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gi[89256237

Beta-lactamase

2i[89256521

Cobalamin (vitamin B12) synthesis protein/P47K family protein

gi|89255982

Fusion product of 3-hydroxacyl-CoA dehydrogenase and acyl-CoA-

binding protein

gi[89255485

HlyD family secretion protein

5i|89255486

Hypothetical membrane protein

2i[89255553

Hypothetical protein FTL 0116

gi|89255557

Hypothetical protein FTL 0120

2i[89255562

Hypothetical protein FTL 0125

gi|89255563

Hypothetical protein FTL 0126

2i[89255747

Hypothetical protein FTL 0317

2i[89256185

Hypothetical protein FTL 0822

£i|89256546

Hypothetical protein FTL 1225

2i[89256783

Hypothetical protein FTL 1494

gi|89255548

Intracellular growth locus, subunit A

2i[89255549

Intracellular growth locus, subunit B

2i|89255550

Intracellular growth locus, subunit C

gi|89255984

Long chain fatty acid CoA ligase

2i[89255751

OmpA family protein

£i|89255943

Outer membrane protein OmpH

2189256207

Preprotein translocase family protein

2i/89255600

Universal stress protein

5.5.4 Kvantitativni a konfirmatorni statistick4 analyza

Proteiny ze ,,shotgun® proteomické analyzy byly dale hodnoceny podle poméra

intenzit ke kontrolnimu vzorku 37 °C (5 h). Proteiny se zménénou produkci musely

vykazovat nartist nebo pokles mimo rozmezi hodnot 0,75-1,33 pfi hladin¢ vyznamnosti

Studentova ¢-testu

55.4.1 Proteiny se zménénou produkci v disledku kultivace pri 25 °C

p<0,05.

Pristupové Cislo

NCBInr Jméno proteinu Shluk | Pomér | p
2189256726 Arabinose phosphate isomerase 1 0,56 | 0,01
21/89256974 Cell division protein 1 0,68 | 0,01

Preprotein translocase, subunit D, membrane
2i/89256208 | protein 1 0,7 0,01
21/89256651 Glycyl-tRNA synthetase beta subunit 1 0,7 0,04
21/89256931 Hypothetical membrane protein 1 0,74 | 0,01
DNA-directed RNA polymerase omega
2189256817 subunit 2 0,73 | 0,01
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2189257193 Heat shock protein 3 0,49 | 0,00
21/89256983 Chaperone protein, groEL 3 0,64 | 0,00
21/89256984 Chaperonin protein, groES 3 0,69 | 0,00
21/89256014 Hypothetical protein FTL 0617 3 0,75 10,01
21/89256185 Hypothetical protein FTL 0822 5 0,53 | 0,01
2189255475 Aspartate carbamoyltransferase 5 0,72 | 0,01
21/89255557 Hypothetical protein FTL 0120 5 0,75 10,03
21/89256806 Chitinase family 18 protein 4 1,46 | 0,02
g1/89256767 Inosine-5-monophosphate dehydrogenase 4 1,43 | 0,01
2189255458 Outer membrane protein 4 1,39 | 0,00
2189256783 Hypothetical protein FTL 1494 5 1,49 | 0,04
5.5.4.2  Proteiny se zménénou produkci v disledku kultivace p¥i 42 °C
Pristupové Cislo
NCBInr Jméno proteinu Shluk | Pomér | p
£1/89257200 Anthranilate synthase component | 4 0,72 ] 0,00
2189255890 Glycine cleavage system P protein, subunit 2 4 0,73 0,00
21/89255550 Intracellular growth locus, subunit C 5 0,59 0,00
g1/89255894 Phosphoglucomutase 4 0,69] 0,01
2i|89255747 Hypothetical protein FTL 0317 5 0,71] 0,01
21/89256806 Chitinase family 18 protein 4 0,69 0,01
2189256545 Thioredoxin 1 4 0,731 0,02
21/89255892 Pullulonase 4 0,55] 0,02
21/89256267 Ketol-acid reductoisomerase 4 0,70{ 0,03
2189256105 Prolipoprotein diacylglyceryl transferase 1 0,74 0,03
g1/89255553 Hypothetical protein FTL 0116 5 0,69 0,04
2189255889 Glycine cleavage system P protein, subunit 1 4 0,71 0,04
21/89257045 Adenine phosphoribosyltransferase 1 0,70| 0,05
Chaperone protein dnaK (heat shock protein
21/89256512 family 70 protein) 3 1,70| 0,00
21/89255534 ClpB protein 3 1,58 0,00
£1/89255700 Chaperone Hsp90, heat shock protein HtpG 3 1,78 | 0,00
21/89256984 Chaperonin protein, groES 3 2,68 0,00
2189256014 Hypothetical protein FTL 0617 3 1,63] 0,01
g1/89255713 Heat shock protein, hsp40 2 1,45] 0,02
21/89257193 Heat shock protein 3 3,20{ 0,03
21/89256983 Chaperone protein, groEL 3 2,58] 0,05
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5.5.4.3  Proteiny se zménénou produkci v diisledku ristu do stacionarni faze

Pristupové ¢islo

NCBInr Jméno proteinu Shluk | Pomér | p
2189255830 Oligopeptidase A 2 0,60| 0,00
21/89256685 Cold-shock DEAD-box protein A 2 0,63 0,00
2189257016 50S ribosomal protein L1 2 0,63| 0,01
2189256507 30S ribosomal protein S9 2 0,63| 0,02
21/89256746 50S ribosomal protein L21 2 0,64 0,01
21/89255684 308 ribosomal protein S8 2 0,65| 0,01
g1/89257160 30S ribosomal protein S1 2 0,66| 0,00
2189256250 ATP-dependent Clp protease subunit X 2 0,66| 0,04
21/89256141 Hypothetical protein FTL 0755 2 0,66| 0,04
g1/89255696 50S ribosomal protein L17 2 0,67| 0,00
2189255687 30S ribosomal protein S5 2 0,67 0,01
21/89255682 50S ribosomal protein L5 2 0,68 0,00
21/89255658 308 ribosomal protein S2 2 0,69| 0,00
g1/89255713 Heat shock protein, hsp40 2 0,69| 0,01
2189256365 50S ribosomal protein L9 2 0,69| 0,02
21/89256557 Signal recognition particle protein, Fth 2 0,70| 0,00
g1/89256431 Alanyl-tRNA synthetase 1 0,71 0,01
2i/89257057 ATP synthase epsilon chain 2 0,71 0,01
21/89256251 DNA-binding, ATP-dependent protease La 2 0,72| 0,01
21/89255668 Elongation factor G (EF-G) 2 0,73| 0,00
gi/89257015 508 ribosomal protein L10 2 0,73| 0,01
21/89256105 Prolipoprotein diacylglyceryl transferase 1 0,74| 0,02
2189257012 DNA-directed RNA polymerase, beta subunit 2 0,74| 0,00
g1/89257018 Transcription antitermination protein nusG 2 0,74| 0,00
21/89255892 Pullulonase 4 0,74| 0,05
21/89256084 Cell entry (mce) related family protein 4 1,33 0,02
2189257052 Citrate synthase 1 1,36| 0,00
21|89255747 Hypothetical protein FTL 0317 5 1,38 0,00
21/89255553 Hypothetical protein FTL 0116 5 1,39 0,03
2189256354 AhpC/TSA family protein 1 1,42 0,01
21/89255943 Outer membrane protein OmpH 5 1,42 0,04
2189255549 Intracellular growth locus, subunit B 5 1,46| 0,00
21/89256792 Peroxidase/catalase 4 1,47 0,00
21/89255832 Conserved hypothetical lipoprotein 4 1,47| 0,00
2189255550 Intracellular growth locus, subunit C 5 1,47| 0,00
21/89255751 OmpA family protein 5 1,49| 0,01
2189256546 Hypothetical protein FTL 1225 5 1,56| 0,04
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Fusion product of 3-hydroxacyl-CoA

2189255982 dehydrogenase and acyl-CoA-binding protein 1,61 0,01
2189255562 Hypothetical protein FTL 0125 1,61 0,02
21/89255983 Acyl-CoA dehydrogenase 1,84| 0,00

98




6 DISKUZE
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6.1 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis LVS a

F. tularensis LVS AiglC1+2 na oxidativni stres

Na rozdil od prace Golovliova [45] nebyla pii nasi studii prokazana vyrazna
produkce IglC proteinu béhem oxidativniho stresu. Jestlize byl ale Studentiv #-test
proveden na hladiné vyznamnosti p=0,05 software PDQuest oznacil dalSich 12 skvrn,
mezi kterymi byla nalezena rovnéz jedna izoforma proteinu IglC. Ostatni identifikované
proteiny se obecné UCastni stabilizace proteinové konformace, népravy pozménéné
konformace nebo degradace proteind. Proteiny AhpC/TSA rodiny zahrnuji
alkylhydroperoxidreduktdzy a thiol-specifické antioxidanty. Alkylhydroperoxid-
reduktazy redukuji peroxidy lipidd, které vznikaji béhem plsobeni oxidacnich ¢inidel.
V souladu s nasi studii byla indukce genu ahpC diive pozorovana u E. coli po plisobeni
peroxidu vodiku [208]. Potvrdila se pfedpokladana zvySena produkce proteini
chaperonu DnaK, a chaperonini GroEL a GroES. Jejich zvySend syntéza bchem
odpovédi na oxidativni stres u F. tularensis LVS byla pozorovana jiz Ericssonem [209].
Vedle chaperonu DnaK byla pozorovdana zvySend syntéza dalSiho c¢lena tohoto
chaperonového systému, proteinu GrpE [210]. Stimto systémem dale spolupracuje
ClpB, ktery se podili na resolubilizaci proteinovych agregatl [211]. ZvySena syntéza
ClpB proteinu byla pozorovana pii chladovém Soku u cyanobakterie Synechococcus
[212] a exprese jeho genu byla zvySena béhem reakce na stejny stresor u Listerie
monocytogenes [213]. Pomoci transpozonové mutageneze bylo zjisténo, Ze ClpB
protein je nezbytny pro intracelularni proliferaci F. tularensis subtyp novicida [46].
Podobné vysledky byly ziskdny u Listerie monocytogenes [214]. HtpG protein
predstavuje prokaryotni homolog eukaryotniho Hsp90. Indukce syntézy proteinu je
dobfe dokumentovana u fady bakterii napf. cyanobakterie Synechococcus pfi
oxidativnim stresu navozenym intenzivnim zafenim nebo pisobeni methylové violeti
[215], u E. coli v ptitomnosti kyselého prostiedi [216] a u Pseudominas putida vlivem
ptisobeni fenolu [217]. Proteiny identifikované jako podjednotky ATP dependentni
proteazy jsou piibuzné k HslU a HslV podjednotkdm dvoukomponentové proteazy
HsIUV oznacované také ClpYQ [218]. Sekvence proteinu HslV vykazuje podobnost
B-podjednotce proteazomu. Nékteré z nami identifikovanych proteint F. tularensis LVS
jsou schopné indukovat v hostitelském organizmu protilatkovou odpovéd’. Zahrnuji

DnaK, GrpE, GroEL, GroES a ClpB, které jsou imunoreaktivni s myS$imi a lidskymi
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séry. HtpG protein je pak imunoreaktivni pouze se séry mysimi [36, 37].

Odpovéd na oxidativni stres byla dosud nejlépe charakterizovana u E. coli [99,
208]. Pfitomnost peroxidu vodiku u ni aktivuje transkripéni regulator OxyR. Pro
nalezeni homologii OxyR a proteind, jejichz produkce je jim regulovana, byla pomoci
BLAST programu prohledana pielozend genomova databaze F. tularensis LVS. Byl
nalezen homolog OxyR (E-value 6x10™*) kodovany genem oxyR, hydroperoxidazy I
(E-value 0,0) kodované genem katG, alkylhydroperoxidreduktazy podjednotky C
(E-value 3x10%) a podjednotky F (E-value 7x10~7) kédovanych geny ahpC a ahpF,

glutathionreduktazy (E-value 1x107'"

) kodované genem gord a glutaredoxinu I
(E-value 1 * 107"°) kodované genem grxA. Pfitomnost homologu pro DNA vézajici
protein kddovany genem dps byla témét jist¢ vyloucena (E-value 0,23). Endogenni
superoxidové radikaly stejné jako exogenni superoxid-generujici latky jako paraquat
aktivuji u E. coli SoxRS systém. Je ziejmé, ze tento systém muize byt aktivovan také
v prostredi peroxidu vodiku [219]. Pitomnost genti pro SoxS (E-value 6x10™) a SoxR
(E-value 0,59) je nejistd. Na druhou stranu byly rozpoznany nékteré proteiny, které jsou
timto systémem regulovany: manganova superoxiddismutiza (E-value 1x10™*")

kodovéana sodA, fumaraza C (E-value 1x107'2°

) kédovana fumC, ferredoxin reduktaza
(E-value 2x10°) kodovana genem fpr. Pitomnost enzymu glukoza-6-fosfat
dehydrogenazy (E-value 1,6) kédované zwf, endonukledzy IV (E-value 0,29) kodované
nfo a flavodoxinu (E-value 0,43) kodovaného fld4 nebyla potvrzena. Existuje n€kolik
davodu, které nevedly k pozorovani zvysené produkce proteind regulovanych systémy
OxyR/SoxRS: (i) Jak je patrné zanalyzy homologie, néckteré proteiny nejsou
pravdépodobné v genomu F. tularensis LVS koédovany; (ii) n€které proteiny nelze
pomoci 2D-PAGE pozorovat kvili omezeni této metody; (iii) zména v produkci
proteinu byla nedostate¢na pro splnéni kvantitativnich a statistickych kritérii zadanych
v programu PDQuest.

Cilem této proteomické studie bylo také ovéfit, zda-1i delece gent pro IglC
protein ovlivni genovou expresi F. tularensis LVS béhem oxidativniho stresu. Pomoci
normalizovanych intenzit proteinovych skvrn byly nejprve pro kazdy identifikovany
protein vypocitany podily stres/kontrola. Jelikoz vSechny gely byly piipraveny
v triplikatech, pro LVS kmen a Aig/C kmen byly ziskany tfi podily, které pak tvofily

vstupni hodnoty pro neparovy Studentiv r-test. Mezi kmeny se signifikantné lisila

101



pouze syntéza proteinu AhpC/TSA. Primérné podily stres/kontrola byly 2,1 u divokého
kmene a 3,4 u Aig/C kmene. U obou kment byly tedy pozorovany velmi podobné
proteinové profily vzniklé v disledku ptsobeni peroxidu vodiku.

Vysledky komparativni analyzy naznacuji, ze syntéza nckterych proteini byla
b&hem oxidativniho stresu snizena. Pfikladem je protein sdruzeny s vnéj$i membranou,

snizeni jeho produkce bylo vice jak dvounasobné a statisticky vyznamné.

6.2 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na

nedostatek zeleza

6.2.1 Proteiny se zvySenou produkei v disledku nedostatku zeleza

Vibec nejveEtsi narlst v syntéze mezi vSemi pozorovanymi proteiny vykazovaly
varianty proteinu IglC. IglC protein je nejdéle znamy a studovany faktor virulence
u F. tularensis. Golovliov pozoroval nadprodukci IglC proteinu, diive ozna¢ovaného
jako hypoteticky 23 kDa protein, béhem intraceluldrniho rastu F. tularensis LVS
v myS$ich makrofazich [45]. Jeho pozorovani bylo zopakovano u subtypu tularensis na
in vivo mySim modelu [94]. Jiz n€kolik praci potvrdilo nezbytnost ig/C genu pro
schopnost F. tularensis ptezit v makrofazich [63], schopnost Uniku z fagozomu [64]
a schopnost indukovat apoptézu v hostitelskych buiikach [74]. Nedavno byla objevena
také jeho tloha v utlumu prozanétlivé odpovédi hostitele nasledujici po fagocytdze
bakterie [75]. Gen ig/C je lokalizovan v ptedpokladaném ig/ operonu, ktery sestava
celkem ze Ctyf gend. Operon se nachazi ve zdvojeném ostrovu patogenity FPI [49].
V nasi studii jsme rovnéz pozorovali zvySenou produkci IglA a IgIB proteint. Také
protein IglA a jeho regulacni faktory MglA, MglIB patii mezi proteiny pozitivné
ovlivityjici virulenci [46, 47, 65]. Protein IglD nebyl doposud na 2D-PAGE gelech
detekovan. Nicméné geny v ig/ operonu se zdaji byt pfepisovany do polycistronické
mRNA, jelikoz exprese vSech gentl je narusena u mgl4B mutantniho kmene [48]. Lze
tedy oCekavat také zvySenou produkci proteinu IglD v disledku stradani zelezem. Nas
ptedpoklad byl potvrzen pomoci ,,cDNA microarrays® na trovni mRNA [112]. Indukce
syntézy IglC byla pozorovana u F. tularensis LVS pfi oxidativnim stresu [45]. Nedavno
bylo potvrzeno, Ze podobné reaguje také subtyp tularensis [94]. Autofi nicméné nalezli

zvysSenou produkci pouze u jedné z variant proteinu. Pii na$i prvni studii jsme nebyli
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schopni odpovéd’ proteinu na oxidativni stres pIné€ potvrdit [199], proto byl experiment
znovu zopakovan pii pouziti prouzki suzSim pH gradientem 4-7. Na gelech
ptipravenych z bakterii ovlivnénych peroxidem vodiku Z4dna z variant proteinu IgIC
nebyla pozorovdna s vysSi intenzitou v porovnani s kontrolnimi kulturami. Kromé
proteini z ig/ operonu byla zvySend produkce vlivem stradani zelezem rovnéz
pozorovana u dalSiho proteinu kodovaného v FPI. Funkce hypotetického proteinu 1707
neni doposud zndma a vykazuje jen mirnou homologii s jinym hypotetickym proteinem
PFB0765w Plasmodium falciparum (E-value 7x107).

Z mnoziny doposud zndmych faktord virulence byl pozitivni vliv nedostatku
zeleza na produkci pozorovan dale u ClpB proteinu. U F. tularensis subtyp novicida
bylo pomoci transpozonové mutageneze zjisténo, ze ClpB protein je pro intracelularni
proliferaci nezbytny [46]. Uloha ClpB proteinu ve virulenci byla prokizana také
u Listerie monocytogenes. Jeho funkce ve virulenci vSak nesouvisi s poruchou v obecné
stresové odpovedi [214].

Mezi skvrnami se zvySenou intenzitou byly identifikovany dva proteiny, které
jsou potencialné zapojeny v procesech ziskdvani a uklddani zeleza. Indukce syntézy
hypotetického proteinu 1441, ktery vykazuje homologii s bakterioferitinem (E-value
1x10™*), viak nebyla prokazana zcela zietelns. Zména se vztahovala pouze na dvé méné
intenzivni skvrny, zatimco ostatni, pfiblizné¢ pétkrat intenzivnéj$i varianty, zlstaly
nezménény. Zmeéna exprese nebyla pozorovana ani u podobné studie na urovni mRNA
[112]. Primarni funkci bakterioferitinu je intracelularni skladovani Zeleza, které muze
byt pozd€ji vyuzivano v prostiedi sjeho nedostatkem. Proto byla ocekdvana spiSe
snizend produkce. Lee at al. pozorovali sniZenou syntézu bakterioferitinu u bakterie
Helicobacter pyroli, ktera byla kultivovana v prostfedi bez Zeleza. Po pfidani chloridu
zelezitého do média pak doslo ke zvysSeni jeho produkce [206]. Podobn¢ Pseudomonas
aeruginosa vykazovala zvySenou expresi genu pro feritin po ptidani chloridu zelezitého
do média [220]. Pfiblizn€ 3,2 nasobné zvySeni syntézy bylo pozorovano u proteinu
z rodiny izochorizmatazahydroldza. Uloha tohoto enzymu je lokalizovana na za&atku
biosyntetické cesty vedouci k produkci sideroforii. Produkce sideroforii byla
u F. tularensis nedavno potvrzena dvéma nezavisle na sob¢ pracujicimi skupinami [111,
112]. V prelozené genomové sekvenci vSak zatim nebyl nalezen homolog TonB, ktery

tvoii nezbytnou soucast transportniho systému pro komplex Zelezo-siderofor [221].
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Déle byla pozorovana nadprodukce proteinti zapojenych do detoxifikace
reaktivnich kyslikatych radikalid. Velmi vyznamné zvyseni produkce se tykalo nékolika
variant AhpC/TSA proteinu, jehoz funkci je redukce substrati vznikajicich pfii
oxidativnim stresu. Tento protein byl nadprodukovan rovnéz u F. tularensis po ptidani
peroxidu vodiku do kultivatniho média [199]. Pomoci cDNA <cipt vsak bylo
pozorovano jen slabé zvySeni exprese jeho genu [112]. Pfi snizeni kvantitativniho
kritéria na 1,7 byla detekovana indukce syntézy dvou variant peroxidazy/katalazy.
Tento nélez je také podporovan transkriptomovou analyzou [112]. Na druhou stranu
podobné studie provedené u Helicobacter pyroli a Pseudomonas aeruginosa odhalily
snizeni produkce proteinli zapojenych do detoxifikace radikald [206, 222]. Jinym
enzymem produkovanym ve vy$si mife byla laktoylglutathionlyédza, kterd katalyzuje
pfeménu cytotoxického methylglyoxalu na S- laktoylglutathion.

Nedostatkem zeleza v prosttedi byla pozitivné ovliviiovana produkce nékolika
proteint s funkci molekuldrnich chaperoni a proteinti zapojenych do jejich obratu,
véetné vySe zminovaného ClpB proteinu. Indukce syntézy proteinu GroES byla
dokumentovana na n¢kolika jeho variantach. Na ziskanych filmech byla dale jasné
patrnéd indukce syntézy jeho partnera GroEL, ktera vSak ziistala programem PDQuest
nedetekovana pravdépodobné kviali vyrazné saturaci této skvrny. Po sniZeni
kvantitativniho kritéria na 1,7 byly detekovany zmény dvou variant proteinu Hsp90.
Dale byl detekovan nartst syntézy proteinu vazajici se na jednovlaknovy fetézec DNA,
ktery muze byt zapojen do opravy DNA. Tento protein je vétSinou indukovan vlivem
vys$i teploty a oxidativniho stresu. Tato data vedou k domnénce, ze u F. tularensis LVS
kultivované v prostfedi bez zdroje Zeleza dochazi k poruse konformace proteini nebo
jejich poskozeni. Ztrata fyziologické konformace nebo poSkozeni proteinii miize byt
ovSem spojeno pouze s ristem ve stacionarni fazi a neni charakteristické pro stresovou
odpovéd’ vyvolanou nedostatkem zeleza. Na urovni mRNA byla, na rozdil od naSich
vysledkll, pozorovana snizend exprese genll kodujicich GroEL,GroES a DnaK vlivem
nedostatku Zeleza [112]. Pro tuto diskrepanci neni snadné nalézt vysvétleni. Podil na ni
vSak zajisté mohou nést rozdily v experimentech. Dobfe popsana je také nizka korelace
mezi transkriptomovou a proteomovou analyzou, 1 kdyZ se jednalo o studie provadéné
za identickych podminek [146, 147].

V posledni tadé byla pozorovana nadprodukce enzymil zapojenych do
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metabolizmu lipidl a protein podobny rhodenéze, ktery je zapojeny do transferu siry.

6.2.2 Proteiny se sniZenou produkci v disledku stradani Zelezem

Ponévadz je zelezo esencialnim faktorem enzymt riznych metabolickych cest,
buniky trpici jeho nedostatkem nejsou schopny produkovat dostatecné mnozstvi energie
a substrati dilezitych pro proteosyntézu. Tato situace Usti v niz8i rychlost proliferace az
nakonec dojde k jejimu Uplnému zastaveni. Neni proto piekvapujici, Zze nejvice
proteinti, které vykazovaly snizenou turoven syntézy, patii do COG kategorie J:
translace, struktura ribozomi a jejich biogeneze. Podobné vysledky byly pozorovany na
urovni mRNA [112]. V prezentované studii byla pozorovana nizs$i troven produkce
tRNA syntetdz pro cystein, asparagin, lysin a threonin. Naopak u Helicobacter pylori
kultivace v prostfedi s nedostatkem zeleza Usti ve zvySenou produkci tyrosyl-tRNA
syntetazy [206]. Dale byla pozorovna snizend produkce dvou proteinli zapojenych do
transkripce, COG kategorie K a tfi proteinli patficich do skupiny COG C: produkce
energie a jeji preména. Chitinaza ptifazend do kategorie G: transport a metabolizmus
sacharidi byla také pozorovana s nizsi produkci. Neddvno bylo u subtypu novicida
prokézéano, Ze tento protein je sekretovan pies sekrecni systém zalozeny na pilinu IV
[53] do okolniho prostiedi. Dale byla ovlivnéna syntéza ¢tyt proteinit zapojenych do
biogeneze povrchové struktury, COG kategorie M. Tii znich byly produkovany
v men$im mnozstvi a jeden ve vySSim. Tato pozorovani naznaCuji, Zze bakterie
prodélava v prostiedi bez zdroje zeleza preménu povrchovych struktur. Tato zména

muze byt vSak prvotné spojena pouze se stacionarni fazi rastu.

6.3 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na razné

teploty kultivace

Proteiny ze ,,shotgun® proteomické analyzy byly hodnoceny dvéma rozdilnymi
pristupy. Pro globalni pohled na zmény v genové expresi byl pouzit explorativni
statisticky pristup, konkrétné hierarchické shlukovani a shlukovéani pomoci A-primért.
Vyhoda tohoto pfistupu je, Ze a priori nevylucuje zadny vysledek, tzn. ve vysledcich
nalezneme vSechny proteiny, které do analyzy vstoupily. Nevyhodou je, ze analyzy
pracuji s hodnotami priuméri nebo mediant, tzn. neni bran ohled na distribuci

a variabilitu piivodnich hodnot. Tento fakt miize vyustit v chybné zafazeni nékteré¢ho
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¢lenu analyzované mnoziny do klastru nebo shluku. Na druhou stranu konfirmatorni
analyzy pracuji se vstupnimi naméfenymi hodnotami, na zéklad¢ kterych pak dokazi
urcit statistickou vyznamnost rozdilii mezi skupinami. Filtrovanim jsou vSak odstranény
sice statisticky nepotvrzené, ale potencidlné velmi cenné informace. Proto byly v rdmci

vyhodnoceni vysledkli kombinovany oba pfistupy.

6.3.1 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na teplotu

kultivace 25 °C

Proteiny, jejichz syntéza byla b&hem kultivace pifi 25 °C sniZzena patii dle
explorativnich statistickych metod do shluku 3, ktery je charakterizovan piitomnosti
HSP protein. Toto pozorovani plné¢ odpovida vyznamu téchto proteinii v napravé
poskozené konformace, ktera je na teplotu velmi citliva [118, 119]. Proto pii nizsi
teploté kultivace neni potieba velkého mnoZzstvi tohoto typu proteinl a jejich produkce
je snizend. Ne vSechny HSP proteiny byly vsak pfifazeny vyhradné ke shluku 3. Vedle
nékterych HSP ze shluku 3 odhalila konfirmatorni analyza statistické snizeni produkce
u n¢kolika dalSich proteini. Protein pro rozdéleni bunky (gi|89256974) je homolog FtsK
proteinu E. coli (E-value 0,0), ktery se ucastni d€leni bakteridlnich bunék [223]. Jeho
nizkd proteosyntéza nejspiSe souvisi s pomalou proliferaci bakterii F. tularensis pfti
25 °C. Ptic¢ina snizené produkce omega podjednotky DNA-fizené RNA polymerazy je
(1/89256817) pravdépodobné shodnd. Tento protein byl spolu s ostatnimi
identifikovanymi podjednotkami DNA-fizené RNA polymerdzy zatazen do shluku 2,
ktery je charakteristicky pfedev§im sniZenim primeéru Irn) méfenych po kultivaci ve
stacionarni fazi. U podjednotek této polymerdzy dochazi ke sniZzeni rovnéz béhem
kultivace pii 25 °C. Podjednotka D preproteinové translokazy (gi|89256208) je homolog
proteinu zajiSt'ujici export nové syntetizovanych proteintt SecD u E. coli (E-value
2,0x10™'"). Je zajimavé, 7e kmen s mutovanym secD genem je velmi citlivy na riist pi
teploté 23 °C [224, 225]. Ke statisticky vyznamnému snizeni doslo u 4 hypotetickych
proteini. Gen pro hypoteticky protein FTL 0120 (gi|89255557) je lokalizovan v FPI
(lokus FTT1350 u kmene SCHU S4) a shlukovani pomoci k-primért jej zatadilo do
shluku 5 mezi znamé faktory virulence. N¢které identifikované proteiny z FPI rovnéz
vykazaly pokles v produkci pii 25 °C oproti 37 °C. Tento pokles potencidlné mize

souviset se znamou regulaci faktorti virulence teplotou. Jistd je zatim jeho regulace
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pomoci MglA proteinu, ktery fidi expresi pfiblizn¢ 100 geni, v¢etné vSech geni v FPI
[50]. Hypoteticky  protein FTL 0617 (gi|89256014) je  homologem
bakterioferitinu/feritinu. Kvantitativni profil jeho produkce vykazuje vyraznou indukci
syntézy ve stacionarni fazi rstu, ¢imz se zaradil mezi proteiny shluku 5. Toto potvrzuje
dlouhotrvajici kultivaci v médiu vycerpano [226]. U hypotetického proteinu FTL 0822
(g1/89256185) nebyl doposud nalezen zddny sekvencné podobny protein. Explorativni
analyza jej zafadila do shluku 5 mezi znamé faktory virulence. Membranovy
hypoteticky protein (gi|89256931) byl u subtypu novicida oznacen jako protein
sestavujici piliny typu IV (zdroj NCBI). Shlukovaci analyza jej pfifadila k ostatnim
identifikovanym proteiniim spojenym s piliny do shluku 1.

Statisticky zvySenou produkci vykazaly 4 proteiny, z nichz 3 byly zatfazeny do
shluku 4, kde produkce proteinii negativné¢ koreluje se vzristajici teplotou. Chitinaza
(g1/89256806) je zapojena do transportu a metabolizmu sacharidii. Neddvno bylo
u subtypu novicida prokazano, ze tento protein je sekretovan pies sekrecni systém
zalozeny na pilinu IV [53] do okolniho prostfedi. Negativni korelace produkce
s teplotou je rovnéz dobife patrnd u vnéjSiho membranového proteinu (gi|89255458),
slab&ji pak u enzymu inosin-5-monofosfat dehydrogenazy (gi|89256767). Hypoteticky
protein FTL 1494 (gi|89256783) neni homologni sZadnym doposud zndmym

proteinem. Byl zatfazen do shluku 5 mezi zndmé faktory virulence.

6.3.2 Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na teplotu

kultivace 42 °C

Statisticky snizenou produkci vykazalo celkem 13 proteinii. Nejcastéji se jednalo
o proteiny ze shluku 4. U proteinii tohoto shluku lze obecné vypozorovat negativni
korelaci produkce se zvySujici se teplotou kultivace. K této skupin€ patii 2 podjednotky
proteinu P glycin §tépiciho systému (gi|89255889, gi|89255890). Ulohou tohoto
syst¢tmu je produkce jednouhlikatych stavebnich jednotek [227], které mohou byt
vyuzity v biosyntéze purini, thymidinu, histidinu, koenzymu A a methioninu. K poklesu
produkce pii 42 °C dochazi také u dalSich 2 identifikovanych proteint spojenych s timto
systémem. Signifikantni snizeni produkce bylo pozorovano u 3 proteini shluku 5,

z ¢ehoz dva proteiny jsou umistnény na FPI: IglC protein (gi|89255550) a hypoteticky
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protein FTL 0116 (gi|89255553), ktery byl pojmenovan PdpC (lokus FTT1354 u kmene
SCHU S4). Snizeni produkce lze vypozorovat u vSech identifikovanych proteint
kédovanych na ig/ lokusu. S ¢im souvisi snizeni produkce faktorti virulence
F. tularensis v prosttedi o teploté 42 °C vSak neni jasné. U hypotetického proteinu FTL
0317 (gi|89255747) neni doposud zndm zadny jeho homolog mimo rod Francisella
(lokus FTT0825¢ u kmene SCHU S4). Také tento hypoteticky protein by zatazen do
shluku 5 k zndmym faktorim virulence z FPI.

Kultivace bakterie F. tularensis LVS vedla ke zvySeni produkce celkem 8
proteinti. VSechny patii do rodiny HSP a krom¢ jednoho byly vSechny piitfazeny ke
shluku 3. ZvysSena produkce nékterych HSP byla u F. tularensis LVS piti 42 °C

doloZena jiz diive [209].

6.4 Proteomicka analyza bakterie F. tularensis ve stacionarni fazi

rustu.

Proteiny se statisticky snizenou produkci az na vyjimky spadaly do shluku 2,
mezi nimi bylo 11 ribozomalnich proteint a nékolik dalSich, které se ucastni transkripce
nebo translace. Tento nalez souvisi se zpomalenim proliferace ve stacionarni fazi.
Snizeni produkce proteint se stejnou funkci bylo pozorovano také béhem kultivace
v médiu s nedostatkem zdroje zeleza, které rovnéz vedlo k vyraznému snizeni
proliferace [228]. Protein A DEAD-boxu chladového Soku (gi|89256685) patii do
nadrodiny II DNA a RNA helik4z. Pokles produkce ve stacionarni fazi je s nejvyssi
zivin v médiu. Pfi nizké hladiné mRNA neni potfeba syntetizovat protein, ktery
stabilizuje jeji strukturu. Nejvétsi produkce tohoto proteinu byla pozorovana béhem
kultivace pii 25 °C, coz milZe souviset s obecnou reakci na chladovy Sok, béhem
kterého je potieba stabilizovat konformaci mRNA [129, 130]. Protein tepelného Soku
hsp 40 (gi|89255713) vykazoval vyrazné snizeni produkce ve stacionarni fazi.
Pravdépodobné proto byl shlukovanim pomoci A-primérii zatazen do shluku 2, a nikoli
mezi ostatni HSP do shluku 3. U hypotetického proteinu FTL 0755 (gi/89256141) nebyl
doposud nalezen homolog. Kvantitativnim profilem své produkce spada mezi shluk 2.

Svym vyznamem se jako nejzajimavéjsi jevily proteiny, jejichz produkce

vyrazné rostla ve stacionarni fazi ristu. Patfi mezi nékolik proteinti kategorizovanych

108



do shluku 5. Je mezi nimi IgIB (gi|89255549) a IglC (g1/89255550), hypoteticky protein
FTL 0116 (gi|89255553) tedy homolog proteinu PdpC (lokus FTT1354 u kmene SCHU
S4) a hypoteticky protein FTL 0125 (gi|89255562), coz je homolog PdpB (lokus
FTT1345 u kmene SCHU S4). Geny vsSech jmenovanych jsou lokalizovany na
zdvojeném FPI a nékteré z nich patii mezi znamé faktory virulence. Ned4dvna publikace
potvrdila, ze vSechny geny v FPI jsou regulovany MglA transkripénim faktorem [50].
Proto maji identifikované proteiny kodované v této oblasti genomu podobné
kvantifika¢ni profily. V souladu s tim byly shlukovanim pomoci k-primérit vSechny
slouc¢eny do shluku 5. Statistickd vyznamnost byla potvrzena jen v n¢kolika ptipadech.
Hypoteticky protein FTL 1225 (gi|89256546) nema homolog kromé FTT 0975 u kmene
SCHU S4 subtypu tularensis. Jeho kvantifika¢ni profil naznacuje spojitost s regulaci
FPI, coz bylo potvrzeno na irovni mRNA [50]. Statisticky vyznamné zmény v produkci
byly zaznamenany u dvou proteind, které se ucastni odpovédi na oxidativni stres:
protein rodiny AhpC/TSA gi|89256354 a bifunkéni enzym peroxidaza/katalaza
(g1/89256792). Toto je v souladu se znamymi fakty o regulaci genové exprese béhem
stacionarni faze rstu jako odpovédi na piitomnost oxida¢niho poSkozeni [140, 141].
Hypoteticky protein FTL 0317 neni homologni s zddnym proteinem s vyjimkou jiné¢ho
hypotetického proteinu u subtypu tularensis (lokus FTT 0825). Protein byl zatazen do
shluku 5. Jeho regulace regulacnim faktorem MglA je vSak nepravdépodobna [50].
Vnéj$i membranové proteiny OmpA a OmpH byly zatazeny také do shluku 5. Tyto
proteiny mohou byt zodpovédné za morfologické zmény, které se odehravaji pti vstupu
bakterii do stacionarni faze rustu. Proteinem vyrazné¢ indukovanym ve stacionarni fazi,
ale pfifazenym k jinému shluku, je ¢len rodiny proteinii pro vstup mykobakterii do
bunck (gi|89256084). Tento protein je potencidlné spojeny se vstupem a piezivanim

mykobakterii v hostitelskych bunkéch [229].
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Reseni zadani dizertaéni prace uspésné vedlo ke splnéni vétsiny vytyéenych cild.
Jako idealni kultivacni systém pro F. tularensis umoznujici snadné monitorovani ristu,
dovolujici selektivné ménit chemické slozeni a zarucujici reprodukovatelny proteom
kultur se ukézalo byt chemicky definované tekuté médium piipravené dle
Chamberlaina. Tato pida proto byla vyuzita pti vSech popsanych experimentech.

Jako optimalni konfigurace proteomickych experimentti pro sledovani zmén
znaceni proteinli a 2D-PAGE s naslednou autoradiografii. Tento postup Uspésné vedl
k odhaleni zmén v proteomu bakterie F. tularensis indukovanych oxidativnim stresem a
nedostatkem zeleza v prostredi.

Pro analyzu proteomu bakterie F. tularensis v zavislosti na teploté¢ a dobé¢
kultivace bylo mozné pouzit konfiguraci, kterd na rozdil od metabolického znaceni
s autoradiografii detekuje vSechny proteiny pfitomné v bunikach. Proto bylo v rdmci této
analyzy pristoupeno k zavedeni nové ,,shotgun proteomické techniky iTRAQ. Tato
kvantitativni technika patii mezi tzv. ,gel-free“ proteomické metody. Je
charakterizovana zejména moZznosti souCasné identifikace a kvantifikace proteinli
pochazejicich az ze ¢tyf riznych vzorkt. Pouziti iTRAQ metody spolu s explorativnimi
statistickymi analyzami dat vedlo k nalezeni proteini, jejichz produkce je za rtiznych
podminek velmi podobné regulovéna. Pti akceptaci hypotézy, kterd predpoklada, ze
geny se stejnou regulaci jsou pro organismus potfebné pii urCitém biologickém déji,
vedla iTRAQ analyza bakterie F. tularensis k nalezeni skupiny proteind s potencialni
ulohou ve virulenci, na které mize byt v budoucnu soustfedéna pozornost.

Pomoci vySe popsanych metod a postupti byly u bakterie F. tularensis ispésné
provedeny proteomické analyzy odpovédi na oxidativni stres, nedostatek zeleza, teplotu
kultivace 25 °C a 42 °C a prodlouzenou dobu kultivace. Bohuzel se nepodafilo uspésné
dokoncit analyzu proteomu intracelularné proliferujici bakterie. Z divodu cCasové
a materidlni naroc¢nosti se analyza proteomu intracelularné lokalizované bakterie stala
tématem dizertaCni prace nového studenta, kterému byly pfedany vSechny doposud

ziskané informace a zkuSenosti.
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Uvod

Hmotnostni  spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-
Asisted Laser Desorption Ionization Time of Flight) je ru-
tinné pouzivand technika pro identifikaci proteind. Spolu
s vysokorozliSovaci dvojrozmémou polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (2D-PAGE) patii ke klasickym me-
todam proteomiky.

Na piistrojich MALDI-TOF se identifikace protein
provadi predeviim metodou peptidového mapovani (PMF —
peptide mass fingerprinting, cit.l). Metoda PMF je zalozena
na enzymovem stépeni proteinu sekvenéné specifickou pro-
teasou. Pii enzymatickém Stépeni trypsinem vznikaji pepti-
dy s argininem nebo lysinem na C-konci. Hmotnostni spekt-
rum ziskané ze smési proteolytickych stépin piedstavuje
specifickou charakteristiku proteinu. Meéfenou veli¢inou je
pomer hmotnost/naboj (m/z). Hodnoty m/z odeétené ze
spektra lze v databazovych programech porovnat s teore-
ticky vypo¢tenymi hodnotami m/z proteolytickych $tépl. Na
zékladé shody experimentalnich a teoretickych hodnot 1ze
ke spektru s uréitou jistotou prifadit protein.

Jednoduchost a rychlost piipravy vzorkd pro analyzu
MALDI-TOF, rychlost samotné analyzy a snadné vyhodno-
ceni spekter ¢inf tuto metodu idedlni pro rutinni identifikaci
proteimi separovanych pomoci 2D-PAGE. V nékterych
situacich viak neni mozné protein jednoznaéné identifikovat
pouze ze spektra proteolytickych §tépu. V téchto piipadech
je potiebné urcit sekvenci aminokyselin v proteinu. Moderni
hmotnostni spektrometry MALDI-TOF jsou schopny po-
skytnout informace o sekvenci aminokyselin v analyze PSD
(post-source decay — rozpad za iontovym zdrojem}z"‘. Ana-
Iyzou PSD lze lokalizovat i nékteré posttranslaéni modifika-
ce*. Pro usnadnéni analyzy PSD jsou hmotnostni spektrome-
try nékterych vyrobet vybaveny specialnimi typy reflektro-
nu, napi. reflektronem se zakiivenym polem (curved-field
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reflectron, Cil.jj.

Fragmentace peptidu na aminokyseliny nebyva tuplna
a vyslednd spektra PSD jsou ¢asto velmi komplikovana.
V poslednich letech byly vypracovany techniky, které pro-
blémy spojené s analyzou PSD piekonavaji. Keough zave-
denim silné kyselé sulfoskupiny na N-koncovou aminosku-
pinu peptidu dosahl dramatického zvyseni fragmentace. Pii
analyze PSD derivatizovanych peptidi byly generovany
predeviim y- a b-iomyé. tedy ionty vznikajici fragmentaci
peptidu v misté peptidové vazby. Vyrazny pokrok piineslo
zavedeni ve vodé stabilniho sukeinimidylestern 3-sulfo-
propanove kyseliny, ktery je schopen piipojit sulfoskupinu
k N-koncove aminoskupiné peptidu i ve vodném prostiedi
(obr. 1, cit."). Aby u peptidi zakoncenych lysinem zistala
nederivatizovana e-aminoskupina lysinu, je nutné ji bloko-
vat. Reakce s hydrogensulfitem O-methylisomooviny je
pi zasaditém pH velmi selektivni (obr. 2. cit.%). Negativng
nabita sulfoskupina na N-konci dodava b-iontu celkovy
neutralni naboj (obr. 3), coz znemoziuje jeho detekei. Vy-
sledné spektrum PSD s chemicky asistovanou fragmentaci
(CAF) je tedy slozeno vyhradné z y-iontd, coZ usnadiuje
interpretaci spektra. Velmi vyhodné je proteolytické stépy
adsorbovat na reverzni fazi Cqg napi. v ZipTip $pi¢kach. Pii
reakcich s takto imobilizovanymi peptidy se lze vyhnout
komplikacim s ¢isténim a izolaci a cely postup je vyrazné
urychlen®.

R Ry R R
HN-G-CN-¢-C-N-E-C-N-C-C-OH
0 0 0
0
?
HO—g\J/\W,O—N
O 0
i R R g Ry R
HO—> N=G=(-N=C-G-N-C-C-N-C—C-OH
o 3 0 0 0 0

Obr. 1. Piiklad reakce N-koncové aminoskupiny tetrapeptidu se
sukcinimidylesterem 3-sulfopropanové kyseliny; pii reakei se
molekulova hmotnost peptidu zvysuje o 136,0 Da

— o] _
NH o-CHa NH O
OH HgN)%NH OH
HzN

HoN™ “NH

Obr. 2. Schéma blokovani e-aminoskupiny lysinu pieménou na
homoarginin; pi1 reake: se molekulova hmotnost peptidu zvysuje
042.0Da
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_ 9 Ry Ry R; Ry
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Obr. 3. Piiklad fragmentace derivatizovaného tetrapeptidu; pi1
fragmentaci vznikayi vyhradné b- a y-ionty: diky celkovému neut-
ralnimu naboji neni b-1on detegovatelny

Pro analyzu proteinového profilu bakterie Francisella
tularensis byl zvolen pristup vyuzivajici separacni techniku
2D-PAGE a identifikaci MALDI-TOF hmotnostni spektro-
metrii. Pro identifikaci byl pouzit program ProteinProspec-
tor verze 3.4.1 (University of California, San Francisco
Mass Spectrometry Facility, USA) a volne dostupna databa-
ze NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Experimentalni ¢4ast

Chemikalie a pristroje

Pro piipravu roztokd byla pouzita deionizovana voda
piipravena na aparatufe Milli-Q PF plus od firmy Millipore
(Bedford, USA) a acetonitril (AcN) stupné &istoty LiChro-
solv® od firmy Merck (Darmstadt. Némecko). Kyselina
trifluoroctova (TFA) spektrofotometrické ¢istoty byla vyro-
bena firmou Aldrich (Milwaukee, USA). Chemikalie a puf-
1y potiebné pro derivatizaci (modifikator lysinu. ¢inidlo pro
CAF, ukoncovaci ¢inidlo, pufr pro modifikator lysinu, pufr
pro CAF ¢inidlo) I;[{ly soucasti soupravy pro CAF-MALDI
sekvenovani Ettan™ (CAF-MALDI sequencing kit firmy
Amersham Bioscience, Uppsala, Svédsko).

Jako matrice byly pouzity 4-hydroxy-o-kyan-skoficova
kyselina (CHCA) a 2.,5-dihydroxybenzoova kyselina
(DHB). Obé matrice byly dodany v rekrystalizované formeé
firmou LaserBio Labs (Sophia-Antipolis Cedex, Francie).
Analyza byla provadéna na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF Voyager-DE™ STR firmy Applied Biosys-
tems (Framingham. USA).

Laboratorni pi{stroje a postupy

Piiprava vzorkd pro analyzu

Proteiny uréené pro identifikaci byly vyiiznuty z gelu
2D-PAGE obarveném Coomassie modii G250. Po trypsino-
vém Stépeni byly vzniklé peptidy z gelu extrahovany rozto-
kem 50% AcN / 0.5% TFA. Exfrakty byly ve vakuové cent-
rifuze koncentrovany na piiblizny objem 10 pl. Méfeni
PMF bylo provadéno s obéma matricemi. Pouziti DHB mat-
rice obvykle vedlo k vy$simu poétu piki ve spektru. Jestlize
byla identifikace nejednoznacna, vzorek byl derivatizovan
a podroben analyze PSD.

Derivatizace byla provadéna dle instrukei vyrobece
s nékterymi vyjimkami. Pridanim 10% roztoku NaHCO;
bylo pH extraktu posunuto na alkalickou stranu.
K extrahovanym peptidim byl pfidan pufr s modifikatorem
lysinu. Reakce probihala dvé hodiny pii 37 °C. Poté byl
piidan roztok 5% TFA, aby pH roztoku bylo kyselé. Peptidy
s modifikovanymi lysinovymi zbytky byly navaziny na
reverzni fazi Cjgv ZipTip 3Spickach (Millipore Corp. Bed-
ford, USA) a promyty roztokem 0.1% TFA. K imobili-
zovanym peptidim byl pfidan roztok éinidla pro CAF
v pufru. Reakce byla zastavena pipetovanim ukon¢ovaciho
roztoku. Peptidy byly promyty roztokem 0.1% TFA a eluo-
vany roztokem 50% AcN / 0.1% TFA. Pro analyzu PSD
byla pouzita smés derivatizovanych peptidii s CHCA nebo
DHB matrici. Protoze derivatizace meénila molekulové
hmotnosti  peptidi, bylo nejdiive zmeéfeno spektrum
v pozitivnim reflektronovém modu a z né&j byl vybran ma-
teény ion uréeny k analyze PSD. Jestlize experimentalné
zjisténa sekvence souhlasila s teoretickou sekvenci predbéz-
né uréenou pii PMF, program Data Explorer verze 4.0
(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA) piky fragmen-
ti s toleranci = 0.5 Da ozna€il piislusnymi y-ionty s in-
dexem, ktery udaval pocet aminokyselin v daném fragmen-
tu. Vyhodou je. ze pii fragmentaci se odstépuje 1 3-
sulfopropanova kyselina. Tim se neméni molekulové hmot-
nosti fragment, nema-li viak peptid na C-konci lysin.
V tom piipadé nartstaji molekulové hmotnosti viech frag-
mentd o 42.0 Da a v piedbézné sekvenci je nutno nahradit
lysin homoargininem.

1
100 1050.52
relativni
intenzita,
q
60
40 B42.47
1
a0] 7643
Ji33s70 '
I. g0z | 107250 daias 1669.77 269021
1260 1820 2380 2940 2500

miz

Obr. 4. Spektrum PMF neznamého proteinu po trypsinovém Stépeni; spektrum bylo zméfeno v pozitivnim reflektronovém
modu s matrici CHCA; Sipky oznaéwi peptidy, kterymi byl protemn predbéiné identifikovan
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Vysledky a diskuse aminokyselinové sekvence proteinu a nebo hodnota isoelek-
h ) trického bodu a molekulova hmotnost proteinu vykazovaly
Uspéénost identifikace proteinti separovanych pomoci vyrazné rozdily proti hodnotiam zjisténym z 2D-PAGE. byla
2D-PAGE na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF je identifikace potvrzena analyzou PSD s CAF, jak je ukazano
zavisla na mnoha faktorech, mezi které patii napf. mnozstvi na piikladu. Spektrum PMF (obr. 4) bylo porovnano se
a vlastnosti proteinu, typ barveni gelu 2D-PAGE. protokol spektrem derivatizovanych peptidd (obr. 5). Rozdily od
pro enzymatické $tépeni proteinu, piiprava matrice a vzorku pivodnich hodnot byly 136 Da u pikun 1186.18 a 2826.30
pro analyzu. kontaminace vzorku a jeho purifikace. Az na a 178 Da u piku 942,12, Rozdil 178 Da svéd¢i o modifikaci
vyjimky byly proteiny identifikovany metodou PMF. Jestli- pivodniho lysinu na C-konci na homoarginin. Kompletni
ze byl protein identifikovan mensim poétem peptidi nez série y-ionth potvrdila predpokladanou sekvenci aminokyse-

pét, nebo aminokyseliny peptidi pokryly méné nez 20% lin Phe-Tyr-Ala-Val-His-Lys v peptidu o pivodni hodnoté

1
100 a1z
relativni
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W
L
1
185,18 153336
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14417
27208 |61 ) 1
P14 1548.35 7826.30
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%0 1260 1820 2380 2540 3500
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Obr. 5. Spektrum méiené po derivatizaci peptidu v pozitivnim reflektronovém maodu s matrici DHB; Sipky znaéi peptidy,
u kterych byla provedena analyza PSD
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Obr. 6. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m./z 9421, matrice CHCA
Aag Sor Ty Tle Cln Cly  Tle Val Asu CAF
100 yI(+1)
relativni
intenzita,
% 80 | ¥e(+1)
60 ' ya(+1)
40
20 | ) (s o(+1) cF
e [0 e e | ( L
o bakduiinlls it i l el gl s oy sl T -
260 520 780 1040 1300
méz

Obr. 7. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m.z 1186.2, matrice CHCA
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AlaThr  Asp GluAla Asp SerGly His Val Ala Asn Ala, Asp, lleSer , Asp Ala Phe  Asp Al CAF
1 Lo
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Obr. 8. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m.z 2826.3, matrice CHCA

m/z 764,38 (obr. 6) a Asn-Val-Ile-Gly-Glu-Ile-Tyr-Ser-Arg
v peptidu o puvodni hodnoté m/z 1050,52 (obr. 7). Téméi
kompletni série iontl y26-y5 potvrdila ¢ast predpokladané
sekvence Ala-Asp-Phe-Ala-Asp-Ser-Ile-Asp-Ala-Asn-Ala-
-Val-His-Gly-Ser-Asp-Ala-Glu-Asp-Thr-Ala-Ala-Gln-Glu-
-Tle-Arg v peptidu o puvodni hodnoté m/z 269021 (obr. 8).
Pii bézném potvrzeni identifikace je postacujici urcit ast
sekvence u jednoho peptidu a porovnat ji se sekvenci pred-
bezné uréenou pii PMF. Zobrazeny piiklad tyto pozadavky
tedy vyrazné piesahuje.

Slabé misto protokolu pro derivatizaci peptidd je mani-
pulace se ZipTip $pickami. Zvladnuti této techniky vede
k uspéiné derivatizaci vzorki. Derivatizované peptidy jsou
velmi snadno fragmentovany, a proto pro vybér matec¢nych
iontd je nékdy nutné pouzit tzv. ,.chladnou* matrici DHB.
Matrice DHB se v nékterych pfipadech osvédéila i pro
vlastni analyzu PSD.

Zavér

PSD s CAF je technika ur¢ena pro sekvenovani peptidi
o nezname primarni struktufe (tzv. de-novo sekvenovani) na
hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF. V nasi laboratofi
nasla uplatnéni jako prvek. ktery vyrazné zjednodusuje
a uleh¢uje ziskani a vyhodnoceni spekter PSD pro potvrzeni
identifikace proteini.

Ertan™ souprava pro CAF-MALDI sekvenovdni byla
laskavym darem od prof. C. R. Noe = Ustavu farmaceutické
chemie Univerzity Viden. Tato pidce je souédsti projektu
Ministerstva $kolstvi, mlddeze a télovichovy CR (projekt é.
LNO0OAOS3).

LITERATURA

1. Henzel W. J.. Watanabe C., Stults J. T.. . Am. Soc.
Mass Spectrom. 14, 931 (2003).

2. Spengler B.. Kirsch D., Kaufmann R., Jaeger E.: Rapid
Commun. Mass Spectrom. 6, 105 (1992).

=]
]

w

Sedo O.. Havel J.: Chem. Listy 97. 109 (2003).
Chaurand P.. Leutzenkirchen F.. Spengler B.: J. Am.
Soc. Mass Spectrom. 10, 91 (1999).

Cornish T. J.. Cofter R. J.: Rapid Commun. Mass
Spectrom. 8, 781 (1994)

.Keough T.. Youngquist R. S., Lacey M. P.: Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 96, 7131 (1999).

.Liminga M., Carlsson U., Larsson C., Maloisel J. L.,
Palmgren R.. Keough T.. Youngquist R. S.: Proceedings
of 49" 4SMS Conference on Mass Spectrometry and
Allied Topics, Chicago, IL, May 27-31 2001. Chicago
2001.

Keough T., Lacey M. P.., Youngquist R. S.: Rapid Com-
mun. Mass Spectrom. 74, 2348 (2000).

Hellman U., Bhikhabhai R.: Rapid Commun. Mass
Spectrom. 16, 1851 (2002).

=

wn

(=%

-1

o

J. Lento™ and J. Stulik® (“Proteome Center for the
Study of Intracellular Parasitism of Bacteria, Purkyne Mili-
tary Medical Academy, Hradec Krdlové, bDepm'r'mem of
Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine,
Charles University, Hradec Kralové): Tdentification of
Proteins by Combination of MALDI-TOF Peptide Mass
Fingerprinting and Fragmentation of Sulfonated Pep-
tides

The MALDI-TOF MS is an ideal method for routine
identification of proteins separated by two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE). However,
in some cases the outputs from peptide mass fingerprinting
(PMF) do not enable unambiguous identification of pro-
teins. In such situation, determination of a partial amino
acid sequence of the target protein would be extremely help-
ful in the PMF identification. Sequencing using MALDI-
TOF post-source decay (PSD) usually generates complex
spectra and the fragmentation is not complete. PSD se-
quencing with chemically assisted fragmentation allows to
avoid these problems. Application of both methods in iden-
tification of proteins of Francisella fularensis is presented.
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Abstract

Francisella tularensis 1s a facultative intracellular pathogen. Its capacity to induce disease depends on the ability to invade and
multiply within a wide range of eukaryotic cells, such as professional phagocytes. The comparative disinterest in tularemia in the
past relative to other human bacterial pathogens is reflected in the paucity of information concerning the mechanisms of pathogen-
esis. Only a few genes and gene products associated with Francisella virulence are known to date. The aim of this study was to find
and identify proteins of F. tularensis live vaccine strain induced in the presence of hydrogen peroxide, and to investigate the role of
the IglC protein in the regulation of genes expressed upon peroxide stress. The [*S]-radiolabelled protein patterns were examined for
both the wild live vaccine strain and its AigiC1 + 2 mutant defective in synthesis of the IglC protein that was found to be strongly up-
regulated during intracellular growth in murine macrophages in vitro and upon exposure to hydrogen peroxide. Globally, we found
21 protein spots whose levels were significantly altered in the presence of hydrogen peroxide in both the wild-type and mutant

strains.

© 2005 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

Kevwords: Francisella tularensis; Oxidative stress; Quantitative proteomics: Two-dimensional electrophoresis

1. Introduction

Francisella tularensis, the causative agent of the zoo-
notic disease tularemia, is a small, Gram-negative coc-
cobacilus. It is highly virulent for humans and other
vertebrates. The usual initiation of human infection is
transmission via bites by ticks or other vectors [1,2].
Based on its high infectivity and the possibility of aer-
osol dissemination, F. tularensis is designated as a Cat-
egory A biological agent as published by the CDC,

" Corresponding author. Tel.: +420 973 253 223; fax: +420 495 512
451.
E-mail address: lenco@pmfhk.cz (J. Lenco).

Atlanta [3]. F. tularensis has been isolated from more
than 250 animal species [2]. In addition to well-docu-
mented hosts such as mammals or arthropods, it was
recently found to survive in protozoa [4]. Bacteria with
such potential must harbor powerful molecular tools
that enable adaptation to the environmental conditions
encountered. The intracellular environment possibly
presents the most adverse conditions to be overcome.
To date, several proteins essential for intracellular pro-
liferation have been discovered. Golovliov et al. re-
ported over-expression of a 23 kDa protein, denoted
IglC, during intracellular growth in murine macro-
phages. Synthesis of the IglC protein was also induced
after exposure of F. tularensis to hydrogen peroxide,

0378-1097/522.00 © 2005 Federation of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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but not after temperature shift to 42 °C [5]. The protein
shows no homology to any known protein and the
molecular mechanism of its function remains unclear.
Experiments with the mutant strain defective in expres-
sion of IglC. denoted Aig/C1 + 2., proved that IglC is
necessary for growth inside macrophages [6]. Disrup-
tions in the mg/AB operon encoding MglA and MglB
proteins, which display sequence similarity to the SspA
and SspB proteins of E. coli, are also associated with
poor growth in macrophages [7]. Interestingly, a recent
study revealed that IglC might be one of the MglA-reg-
ulated proteins [8]. The genes encoding glutamine
phosphoribosylpyrophosphate amidotranspeptidase,
alanine racemase, ClpB protein and IglC protein were
found to be interrupted in five transposon mutants of
F. tularensis subs. novicida that were compromised in
the ability to grow in murine macrophages in vitro
[9]. Furthermore, comparative genomic and proteomic
analyses of F. tularensis subspecies that differ in viru-
lence to humans revealed additional set of genes and
proteins unique to the highly virulent type A subspe-
cies. These molecules might be considered as putative
virulence factors [10.11]. The exploration of virulence
mechanisms in F. fularensis can be accelerated now
that the genome sequence of the Schu4 strain has been
published [12].

In order to survive within professional phagocytes,
intracellular pathogens must overcome the effect of
stress conditions encountered in the hostile environment
of the phagosome maturating to phagolysosome. Pro-
duction of reactive oxygen intermediates represents
one of the microbicidal strategies occurring during F.
tularensis infection [13]. In the present work, we
searched for proteins of F. tularensis LVS (live vaccine
strain) and its mutant Aig/Cl + 2 induced in the pres-
ence of hydrogen peroxide.

2. Materials and methods
2.1. Apparatus, materials and bacterial strains

IEF was performed using a Multiphor 11, Multitemp
Il thermostatic circulator, a Dry-Strip kit, pH 3-10 NL
Immobiline DryStrips 18 cm long, and Pharmalytes pH
3 10 from Amersham Biosciences (Uppsal., Sweden).
The apparatus for casting (Protean 11 xi Multi-gel Cast-
ing Chamber), running (Protean IT xi 2-D Multi-cell),
and drying the gels (Model 583 Gel Dryer with Hydro-
tech Vacuum pump) were purchased from Bio-Rad
(Hercules, CA., USA). F  tularensis LVS (ATCC
29684) was purchased from American Type Culture
Collection (Rockville, MD, USA). The mutant strain
of F. tularensis AiglC1 + 2 was kindly provided by L.
Golovliov and A. Sjostedt from the University of Umed
in Sweden.
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2.2. Bacteria cultivation, radioactive labelling and sample
preparation

F. tularensis LVS and mutant strain F. tularensis LVS
AiglCl + 2 were precultivated on McLeod agar plates
supplemented with bovine haemoglobine and IsoVit-
aleX (Becton Dickinson, Cockeysville, MD, USA) at
37 °C and stored at 4 °C. Bacteria were inoculated into
chemically defined medium prepared according to
Chamberlain [14] and cultivated overnight by mild shak-
ing at 37 °C. One ml of suspension with ODgyg y 0.10
0.12 was prepared by diluting the overnight culture.
Bacterial cultures in exponential phase of growth
(ODgpo am 0.50-0.55) were washed, the medium was
changed to medium lacking pL-methionine and hydro-
gen peroxide was added to final concentration 5 mM.
After 5min, the medium was supplemented with
200 uCi of [**S]-methionine using Tran *>S-Label (MP
Biomedicals, Irvine, CA, USA) containing 70% of
[F°S]-methionine. After 60 min, the labelling was
stopped by adding 1 ml of ice-cold complete medium.
The control experiments were performed with the same
culture adding deionized water instead of hydrogen per-
oxide. The bacteria were pelleted and washed five times
with ice-cold PBS. The pellets were resuspended fully in
20 ul of lysis buffer composed of 28 mM Tris-HCI,
22mM Tris-Base, 0.3% SDS and protease-inhibitor
cocktail. The tubes with suspension were doused in boil-
img water for 3 min and immediately cooled on ice. After
treatment of lysates with benzonase. the radioactivity
was determined using the Beckman LS 6000LL Liquid
Scintillation System (Fullerton, CA, USA). The lysates
were diluted in sample buffer comprising 6 M urea,
2 M thiourea, 4% CHAPS, 40 mM Tris-Base, 1% v/v
Pharmalytes pH 3-10 and 0.5% v/v Pharmalytes pH
8-10.5.

2.3. 2D-PAGE electrophoresis and autoradiography

Protein sample containing 5 x 10® dpm was diluted to
a total volume of 350 pl with rehydration buffer pre-
pared by adding 2 mM tributylphosphine and 0.003%
w/v bromophenol blue to sample buffer. The mixture
was loaded on 18 cm IPG strip with pH gradient 3-10
NL and then in-gel rehydration was performed over-
night. For the second dimension. a 9 16% gradient
SDS-PAGE was cast, the resolved 1PG strip was placed
on top and electrophoresis was performed. The final
dimension of the resolved 2D-gel was 18 x 20 cm. The
gels were fixed with 10% methanol in 7% acetic acid,
intensified with 2.5-diphenyloxazole in dimethyl sulfox-
ide, dried and exposed to RayMax Beta films (MP Bio-
medicals, Trvine, CA, USA) for 5days at —80°C. In
addition, gels using IPG strips with pH gradient 4-7
were prepared for better evaluation of regions with a
high number of spots.
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2.4. Image acquisition and software analysis

To confirm reproducibility, four experiments were
performed with both strains. Three films of high quality
with well focused spots for both stress and control
experiments were digitalized using a CCD camera Image
station 2000R (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA).
The gels were subjected to 2D image analysis by
PDQuest 7.2.0. software (Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). For both strains a matchset consisting of six
images. three for stress and three for control experi-
ments, were created. Only spots observed on all three
gels of a replicated group were analyzed. With respect
to the dynamic range of autoradiographic films, the
optical density of spots were quantified. The values were
normalized based on the total quantity in valid protein
spots presented on the gel, and expressed as ppm. In or-
der to detect up-regulated protein spots, qualitative cri-
terion (protein spots observed on films originated from
stressed samples only) and quantitative criterion with
statistical test (at least twofold value over the control
spot, Student’s t-test with confidence level <0.01), were
selected.

2.5, In-gel digestion

To cover the maximal number of spots to be identi-
fied. micropreparative gels using 1PG strips with pH gra-
dient 3-10 NL and 4-7 and stained with CBB or silver
were prepared. For the micropreparative 2DE-gels,
500 ug of protein were loaded on 18cm IPG strip
3-10 NL and pH 4-7. Protein concentration was deter-
mined by a modified bicinchoninic acid assay [15]. Spots
of interest stained with the Colloidal Blue Stain Kit
from Invitrogen (San Diego, CA, USA) were excised
and destained with 200 pl of 100 mM Tris-HCI, pH
8.5in 50% ACN for 20 min at 30 °C. The liquid was re-
moved and the gel pieces were covered with 200 pl of
equilibration buffer (50 mM NH4HCO5, 0.1% n-octyl-
p-glucopyranoside, pH 7.8 in 3% ACN) for 30 min at
30 °C [16]. The gel picces were vacuum dried, then swol-
len at 4 °C in a mixture consisting of 0.1 pg of sequenc-
ing grade trypsin in 0.5pul of 30 mM acetic acid
(Promega, Madison, WI, USA) and 4.5 pl of equilibra-
tion buffer. After 20 min. an additional 15 pl of equili-
bration buffer were added. The tubes with their gels
pieces were placed in a thermomixer (Eppendorf, Ham-
burg, Germany) and shaken overnight at 37°C. For
CBB undetected spots, more sensitive silver stained
micropreparative gels were further prepared. The gels
were stained according to Shevchenko [17], except that
the concentration of formalin in the developer was re-
duced to 0.02%, since formaldehyde was found to be
the major compound in the silver staining protocol that
negatively affects MALDI-TOF analysis [18]. Excised
protein spots were destained with a mixture of 15 mM
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potassium ferricyanide and 50 mM sodium thiosulfate
for 30 min at 20 °C. The gel pieces were then washed 4
times in 50% methanol/ 40% water/10% acetic acid for
10 min and the protocol for Coomassie Blue stained gels
described above was followed.

2.6. Proteins identification

The mass spectra were recorded in reflector mode on
a MALDI-TOF mass spectrometer Voyager-DE STR
(Applied Biosystems, Framingham, MA., USA)
equipped with delayed extraction. For cach protein,
0.5 pl of the peptide mixture was spotted onto the target
plate, air-dried and covered with 0.5 pl of matrix solu-
tion consisting of 5 mg of 2,5-dihydroxybenzoic acid in
100 pl of 33% ACN in 0.3% TFA. The instrument was
calibrated externally with a five-point calibration using
Peptide Calibration Mix1. Additionally, spectra con-
taining autolytic tryptic peptide masses were also cali-
brated internally. Proteins were identified by peptide
mass fingerprinting using MS-FIT tool of ProteinPro-
spector 4.0.5. program (University of California, San
Francisco Mass Spectrometry Facility). The obtained
peptide masses were used to search against the F. fular-
ensis Schud database [12]. The following parameters
were used for protein identification: 100 ppm error, fixed
carbarmdomethylation of cystein residues, optional oxi-
dation of methionine, optional formation of pyrogluta-
mate at N-terminal Gln, optional protein N-terminus
acetylation, and 1 possible missed cleavage site. Results
were evaluated according to the MOWSE score, MAL-
DI coverage, number of matched masses, and error
range of matched masses. For hits with the MALDI
coverage lower than 25%, protein identification was
confirmed by LC-MS/MS analysis.

For nanoESI-MS/MS., the extracts were concentrated
in a vacuum centrifuge and suitably diluted in buffer A
(2% ACN, 98% water and 0.1% formic acid). The
samples were injected into CapLC system (Waters,
Manchester, UK) and first preconcentrated on p-Precol-
umn™ 300 um x Smm - filled with PepMap™ CI8,
5pm, 100 A (LC-Packings. Sunnyvale, CA, USA). The
peptides were eluted from the analytical column Nano-
Ease™ 75 um x 150 mm filled with Atlantis™ dClI8,
3 um (Waters) by gradient formed by bufler A and buf-
fer B (98% ACN, 2% water and 0.1% formic acid) over
20 min at flow rate 200 nl/min. LC system was con-
nected to Q-TOF Ultima™ API (Walters) by nanospray
assembled by PicoTip needles (New Objective, Woburn,
MA, USA). Data dependent acquisition was recorded
for each protein. PLGS 2.0. software was used for data
processing and searching against the F. tularensis Schu4
database [12].

The identified sequences were also subjected to the
COGnitor program, which assigned the proteins to the
functional categories [19].
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3. Results and discussion

In order to examine the response to oxidative stress,
F. tularensis LVS and a mutant strain defective in the
expression of the IglC protein were cultivated under
standard conditions and in the presence of 5 mM hydro-
gen  peroxide. Initially, we investigated whether
differences in the protein patterns of hydrogen perox-
ide-treated bacteria could be detected by silver staining.
No differences were found on gels stained by this con-
ventional method (data not shown). Metabolic labelling
of proteins synthesized in an exact time interval was
found to be a more suitable method. The samples of
radiolabelled whole-cell lysate proteins with activity
5% 10° dpm were loaded onto IPG strips pH 3-10 NL,
resolved on 2DE-gels and exposed to autoradiographic
films (Fig. 1). To improve the resolution of overlapping
protein spots we applied the narrow pH gradient 47
strips. The gels with narrow pH gradient enabled valid
evaluation of regions with high numbers of spots and
spots in clusters. The resulting images were analyzed
by PDQuest 7.2.0. software. The protein spots whose
levels were increased upon oxidative stress are listed in
Table 1. In the LVS, 19 spots were found to be expressed
more than twofold in bacterial cultures exposed to oxi-
dative stress. Of them, 17 spots were previously found
on gels during construction of F. tularensis 2D-PAGE
database [20.21], and two spots were observed in
stressed bacteria only. Similarly, 19 spots exhibiting
twofold increase in their abundance were found in the

cultures of mutant strain exposed to hydrogen peroxide.
Similarly, two spots were observed only in stressed bac-
teria. Based on chosen criteria for quantitative analysis
and statistical significance, two proteins induced by oxi-
dative stress (SSP 3004/4007 heat shock protein, 9.7/4.9
MW/pl variant and SSP 6310/6304 unknown) were
found to be specific for the LVS and two spots (SSP
7402/7308 unknown and SSP 1007/1004, mixture of bac-
terioferritin and heat shock protein, 10.7/5.0 MW/pl
variant) were found to be specific for the mutant strain.
However, the counterparts of these strain-specific spots
exhibited very similar quantitative profiles.

All but four spots were cut out from CBB-stained or
silver-stained gels. In four cases, it was not possible to
match precisely spots of interest on autoradiogram with
spots on micropreparative gels. These spots were not cut
out and in Table | are denoted as “not identified”. Pro-
teins were identified using a peptide mass fingerprinting
approach, or by LC-MS/MS i cases where the MALDI
coverage was below 25%. The spot with SSP 1007 and
1004 in particular matchset contained a mixture of two
proteins, bacterioferritin and heat shock protein. In this
case, it is difficult to distinguish which protein was in-
duced by oxidative stress. Nevertheless, in contrast to
bacterioferritin, the additional charge variant of heat
shock protein was identified among proteins whose lev-
els were influenced by oxidative stress. It can be antici-
pated that the heat shock protein biosynthesis is
regulated during the bacterial oxidative-stress response.
Identification of several spots yielded the same protein
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Fig. 1. Representative analytical 2DE-protein patterns of F. ndarensis LVS control and hydrogen peroxide-treated cultures (raw images of
autoradiograms of 5 10° dpm of [**S]-methionine labelled proteins separated on 3-10 NL pH gradient). Spots induced in the presence of hydrogen

peroxide are marked by SSP. The arrows denote spots for IglC protein.
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Table 1

Protein spots induced in the presence of 5 mM hydrogen peroxide in the F. fularensis LVS and its mutant Aig/C1 + 2, sorted by decreased quantity

@ SSpP MW (kDa)/ MW (kDa)/ Sequence Protein name; Accesion No.© Fold change

pJ measured pl theoretical coverage Lvs?

* 3818 64.1/5.7 723155 33% Chaperone Hsp90, heat shock protein 33
HtpG, YP_169404

* 1719 60.6/5.0 574150 o0 GroEL, CAAGT3S8 37

* 1812 67.4/4.9 69.3/4.9 39% Chaperone protein dnaK, YP_170225 37

* 3833 67.2/5.6 95.9/5.5 Bl ClpB protein, YP_170660 34

* 2006 9.4/5.4 10.2/5.5 43% Chaperonin protein, groES, YP_170600 5.8

* 2932 711455 95.9/5.5 34% ClpB protein, YP_170660 2.7

* 1004 9.5/49 10.2/5.5 57% Chaperonin protein, groES, YP_170600 79

* 7823 63.6/7.1 Not identified ON

* 6308 32.1/6.6 Not identified 23

* 0010 9.9/4.7 10.2/5.5 5% Chaperonin protein, groES, YP_170600 12.6

* 2005 8.8/5.4 10.2/5.5 33% Chaperonin protein, groES, YP_170600

* 1201 18.0/4.9 19.7/5.1 62% AhpC/TSA family protein, YP_169583 2.1

* 5704 52.0/6.1 51.2/59 230%° ATP-dependent protease, ATP-binding 3.
subunit, YP_ 169703

0313 39.8/4.7 22.1/4.8 41% Chaperone protein grpE, YP_170226 5.5
4708 52.4/6.0 51.2/59 17%° ATP-dependent protease, ATP-binding 38

subunit, YP_169703

+ 3004 9.7/49 16.7/5.6 40% Heat shock protein, YP_170678 23

+ 6310 32.6/6.3 Not identified 38

* 1009 9.3/49 10.2/5.5 57% Chaperonin protein, groES, YP_170600 ON

* 4101 16.2/5.8 19.8/6.2 55% ATP-dependent protease, proteasome- 4.5
related peptidase subunit, YP_169704

o 7402 34.9/6.6 Not identified 31

o 1007 10.7/5.0 16.8/5.3 16.7/5.6 53% 31% Bacterioferritin, AAT77116 Heat shock 4.5
protein, YP_170678

* 1608 45.1/49 41.4/5.6 29% Outer membrane associated protein, 0.49°
YP 169607

# Spots that meet all the selected criteria for detection of up-regulated, respectively down-regulated protein spots in both, LVS and the Aig/C1 + 2
mutant strain are marked with asterisks. Spots detected as specific for LVS strain (plus symbols) and Aig/C1 + 2 mutant strain (circles) are further

listed.
b SSP from gels obtained from the LVS are listed.
© Accession numbers according to NCBI nr database.

¢ Ratio values are listed of normalized protein spot intensities obtained from bacteria exposed to hydrogen peroxide versus unstressed bacteria.
Spots observed on gels prepared from stressed bacteria only are denoted “ON". Data for the LVS are shown.
¢ Identification was confirmed by LC-MS/MS analysis, for both proteins 11 peptides were successfully fragmented.

f An example of a down-regulated spot is presented.

species pointing to the presence of isoforms of the pro-
temns. Identified proteins were sorted into COG func-
tional categories. All proteins were classified in
category O: post-translational modification, protein
turnover and chaperones of proteins.

In contrast to Golovliov et al. [5], we were not able to
demonstrate the prominent up-regulation of IglC pro-
tein in the LVS during exposure to hydrogen peroxide
with criteria first selected in PDQuest software. On the
other hand, if the Student’s /-test with confidence level
0.05 was performed, 12 other spots appeared as up-
regulated. Among them, the acidic variant of IglC pro-
tein was found (data not shown). The identified proteins
are generally involved either in the stabilization of pro-
tein conformation and promotion of refolding or in the
process of protein degradation. AhpC/TSA protein fam-
ily contains proteins related to alkyl hydroperoxide
reductase and thiol-specific antioxidant. AhpC reduces
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lipid peroxides originated during oxidative stress. The
mduction of the ahpC gene has been documented in E.
coli upon treatment with hydrogen peroxide [22] and
upon treatment with a superoxide-generating agent,
methyl viologen [23]. As would be expected, chaperone
DnaK and chaperonins GroEL and GroES, already
identified by Ericsson et al. [24]. were found at increased
levels. In addition to DnaK., we also detected up-regula-
tion of another member of the DnaK molecular chaper-
one system of F. wlarensis, GrpE [25]. ClpB protein
cooperates with members of the DnaK chaperone sys-
tem in order to resolubilize protein aggregates [26].
The ClpB protein was previously found to be induced
during cold shock in cyanobacterium Synechococcus
sp. [27] and its gene was up-regulated during cold shock
i Listeria monocytogenes [28]. The ClpB protein seems
to play an important role in the intracellular growth of
F. tularensis subs. novicida in murine macrophages [9].



[
(5]

The same effect was demonstrated in the mutant of Lis-
teria monocytogenes [29]. HipG protein constitutes a
prokaryotic homologue of the eukaryotic Hsp90 pro-
tein. Induction of the protein or its gene under various
stress conditions is well documented in a range of bacte-
ria, for example in cyanobacterium Synechococcus sp.
upon oxidative stress caused by high irradiance or ac-
tion of methyl viologen [30]. in E. coli upon acid shock
[31] and in Pseudomonas putida during phenol-induced
stress [32]. Proteins identified as subunits of ATP-depen-
dent protease are related to HslU and HsIV, subunits of
two-component protease HslUV (also called ClpYQ)
originally isolated from E. coli [33]. The sequence of
the smaller subunit HslV is related to that of the protea-
some f-subunit. Some of the up-regulated protein spots
were previously identified as strong inducers of host
antibody response. They encompass DnaK, GrpE,
GroEL, GroES and ClIpB that are immunoreactive with
both murine and human sera, and heat shock protein
HipG that is immunoreactive only with murine sera
[34.35].

The regulation of oxidative stress response is best
characterized in E. coli [36,37]. The presence of hydro-
gen peroxide activates the OxyR system. Using pro-
tein-protein  BLAST  searching we looked for
homologues of proteins encoded by exyR and some
genes of the OxyR regulon in the translated genome of
the F tularensis LVS (bbrp.linl.gov/bbrp/html/mi-
crobe.html). We found homologues of OxyR (E-value,
6e-49), hydroperoxidase 1 (E-value, 0.0) encoded by
katG, alkyl hydroperoxide reductase subunit C (E-value,
3¢-29) and subunit F (E-value, 7¢-37) encoded by ahpC
and ahpF, g¢lutathione reductase (E-value, le-114)
encoded by gorA and glutaredoxin I (E-value, le-10) en-
coded by grxA. There is no clear evidence of a DNA-
binding protein homologue (E-value, 0.23) encoded by
dps. Endogenous superoxide radicals or exogenous
superoxide-generating compounds such as paraquat,
activate in E. coli SoxRS system. It scems that the
SoxRS system can also be activated under hydrogen per-
oxide stress [38]. The presence of SoxS (E-value, 6e-4)
and of SoxR (E-value, 0.59) in the F. rularensis LVS gen-
ome is unclear. On the other hand, we found homo-
logues of some proteins encoded by SoxRS-regulated
genes in E. coli, for example the manganese superoxide
dismutase (E-value, le-41) encoded by sodA, fumarase
C (E-value, le-126) encoded by fumC and ferredoxin
reductase (E-value, 2¢-9) encoded by fpr. The presence
of glucosc-6-phosphate dchydrogenase (E-value, 1.6) en-
coded by zwf, and of endonuclease 1V ( E-value, 0.29) en-
coded by nfo and flavodoxin (E-value, 0.43) encoded by
fld4 was not confirmed. There can be several reasons
why we did not detect up-regulation of OxyR/SoxRS-
regulated genes at the protein level under hydrogen per-
oxide stress: (i) It seems that some OxyR/SoxRS-regu-
lated genes are missing from the F. fularensis LVS
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genome. (ii) Some protein species remain undetectable
during 2D-PAGE analysis because of well-known limi-
tations. (iii) The increase in protein synthesis could be
msuflicient to satisfy criteria selected for detection of
up-regulated spots.

We attempted to test whether the deletion of genes
for the IglC protein had a statistically significant effect
upon the up-regulation of proteins in response to oxi-
dative stress. Using a normalized quantity of protein
spots we determined the peroxidelcontrol ratios for
cach pair of gels. For 19 induced spots, three ratios
for the wild strain and three ratios for the mutant
strain were used as the input values for a non-pair Stu-
dent’s ¢-test. Ratios with a p-value below 0.05 were ac-
cepted as significantly  different. Only AhpC/TSA
family protein (SSP 1201 and 1101) was found as pro-
tein whose induction in the presence of hydrogen per-
oxide was significantly different in the wild and
mutant strains. The average peroxidelcontrol ratio was
2.1 in the LVS and 34 in the mutant strain. Further-
more, we performed three independent experiments to
compare the sensitivity of both strains to 5 mM hydro-
gen peroxide. Alter adding hydrogen peroxide, we
measured the ODgyy pm and determined CFU at 0,
60, 120 and 180 min after treatment. We did not ob-
serve any significant difference in proliferation of the
LVS and Aig/C1 + 2 strains (data not shown).

Detection and identification of down-regulated pro-
tein spots was not a goal of this work., However, the re-
sults showed that some proteins were produced at
decrcasing levels in response to oxidative stress. For
example, the spot for outer membrane associated pro-
tein meets the quantitative and statistical criteria (at
least twofold value under control spot, Student’s 7-test
with confidence level 0.01) for detection of down-regu-
lated spots in both strains (see Table 1). For better eval-
uation of these changes, it is necessary to prepare all
analytical gels using 1PG strips with pH gradient 4-7,
because many down-regulated protein spots occurred
in regions with a high number of less-well resolved spots
on 3-10 NL 2DE-gels.

4. Concluding remarks

We detected 21 protein spots and successfully identi-
fied 10 protein species that are synthesized at increased
level by F. tularensis LVS in response to hydrogen per-
oxide. Furthermore, using a mutant strain we tested
whether the TglC protein plays an important regulatory
role in this reaction. By comparing the profiles of in-
duced spots in LVS and mutant strains, we did not find
any prominent differences. Using statistical analysis,
only AhpC/TSA family protein was found to be induced
significantly differently upon oxidative stress when com-
paring LVS and Aig/C1 + 2 strains.
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Abstract

Francisella tularensis is a highly virulent, facultative intracellular pathogen that
causes tularemia in humans and animals. Although it is one of the most infectious
bacterial pathogens, little is known about its virulence mechanisms. In this study,
the response of E tularensis live vaccine strain to iron depletion, which simulates
the environment within the host, was investigated. In order to detect alterations in
protein synthesis, metabolic labeling, followed by 2D-PAGE analysis was used.
Globally, 141 protein spots were detected whose levels were significantly altered in
the iron-restricted medium. About 65% of the spots were successfully identified
using mass spectrometric approaches. Importantly, among the proteins produced
at an increased level during iron-limited growth, three proteins were found
encoded by the igl operon, located in the F tularensis pathogenicity island I
(EPI). Of these, the IglC and IglA proteins were previously reported to be necessary
for full virulence of F tularensis. These results, obtained at the proteome level,
support and confirm recently published data showing that the igl operon genes are
transcribed in response to iron limitation.

Introduction

Iron is an essential growth factor for both prokaryotic and
eukaryotic cells. It acts as a cofactor or as a prosthetic
component of proteins with various biological functions.
Within prokaryotic organisms, there are only a few known
examples of bacteria that do not seem to require iron for
their growth, e.g. Borrelia burgdorferi (Posey & Gherardini,
2000) and Lactobacillus sp. (Imbert & Blondeau, 1998). It is
well known that ferrous iron is oxidized to its highly
insoluble ferric state under aerobic conditions and neutral
pH. Moreover, free iron catalyzes the production of reactive
oxygen species (ROS) and hence it can be extremely toxic for
living cells. To overcome these issues, sophisticated systems
for iron acquisition and its storage have been developed
(Andrews et al., 2003; Hentze et al., 2004). Importantly, iron
also plays a very specific role in the host—pathogen relation-
ship (Schaible & Kaufmann, 2004). Using high affinity iron-
binding proteins, the host reduces the concentration of free
extracellular iron to 107"*M and thereby makes the envir-
onment extremely hostile for pathogens. In addition, the

FEMS Microbiol Lett 269 (2007) 11-21

mammalian hosts use iron for production of microbicidal
ROS through the Fenton reaction. These iron-associated
antimicrobial mechanisms are considered to be integral
components of the innate immunity. On the other hand,
many pathogenic bacteria are capable of overcoming these
conditions through direct acquisition of iron from the host’s
iron-binding proteins or haem. Furthermore, a low level of
iron in the environment may act as a signal for the pathogen,
resulting in the expression of virulence genes (Litwin &
Calderwood, 1993). Some known virulence factors are
controlled directly by the ferric uptake regulator (Fur). The
Fur protein forms a complex with the ferrous ion and acts as
a repressor of transcription by binding to a DNA sequence
(i.e. the Fur box) located upstream from the iron-regulated
gene. In Gram-negative bacteria, Fur regulates the transcrip-
tion of genes involved in iron transport and virulence, but
also in detoxification of ROS, acid tolerance, and various
metabolic pathways (Andrews et al., 2003).

Francisella tularensis is a facultative intracellular pathogen
capable of multiplying in professional phagocytes as well as
in other target cells like hepatocytes and endothelial cells
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(Ellis et al, 2002). Based on its high infectivity and
possibility of aerosol dissemination, F. tularensis is classified
as a Category A biological agent as published by CDC,
Atlanta (Dennis ef al, 2001). However, to date, little is
known about the molecular mechanisms of F. tularensis
pathogenicity. Furthermore, contradictory results regarding
the niche in which the bacteria survive and proliferate inside
host cells have appeared in the literature. Studies performed
by Fortier et al. suggested that F. tularensis replicates in an
acidic vacuolar compartment (Fortier et al, 1995). The
authors concluded that localization in an acidic vacuole,
which facilitates the accessibility of iron, is essential for
F. tularensis growth. However, more recent studies have
reported a rapid escape from the phagosome, which was
found to be only mildly acidic, followed by cytosolic multi-
plication of the bacteria (Golovliov et al., 2003b; Clemens
et al., 2004). This escape and proliferation of the bacteria is
dependent on the induction of a 23 kDa protein, denoted
IglC (Lindgren et al., 2004). The gene encoding the IglC
protein is a member of an operon with four ORFs
(iglABCD) that is located in a Francisella pathogenicity
island (FPI) (Nano et al., 2004). It has been shown that a
transposon insertion into either the iglA or lC gene
profoundly affects intramacrophage E tularensis growth
(Gray et al.,, 2002). The importance of the IglC protein for
full virulence of F. tularensis was supported by several other
studies (Golovliov et al, 2003a; Lauriano et al., 2003).
Furthermore, two regulatory proteins, MglA and MglB, are
required for intracellular proliferation of Francisella novici-
da (Baron & Nano, 1998). The MglA protein positively
regulates the expression of the igl as well as the pdpA and
pdpB genes. The pdpA and pdpB are also located in the FPI
and are essential for virulence (Lauriano et al., 2004).

Although several genes potentially associated with iron
metabolism were identified in the Francisella genome, the
particular mechanism of iron acquisition remained enig-
matic until recently. Very recent work described the produc-
tion of a siderophore in different F. tularensis subspecies
grown under iron-limited conditions (Sullivan et al., 2006),
and a potential siderophore biosynthetic gene cluster was
identified (Sullivan et al., 2006). Moreover, a transcriptomic
analysis revealed several genes whose expression was altered
in iron-starved F. fularensis LVS, and of these, the increased
production of two known virulence factors (IglC and PdpB),
was also demonstrated at the protein level (Deng et al.,
2006).

In this study, the effect of iron limitation directly on
protein patterns of F tularensis LVS has been investigated.
Using a combination of 2D-PAGE and MS, 56 different
proteins were identified whose levels were strongly affected
by iron depletion. Importantly, the levels of the IglA, IglB,
and IglC proteins were increased, thus demonstrating re-
sponsiveness of the igl operon to an iron-limited environ-
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ment. The data support the information recently obtained at
the mRNA level (Deng et al., 2006).

Materials and methods

Apparatus, materials, and bacterial strain

IEF was performed using Multiphor II, a Multitemp II
thermostatic circulator, a Dry-Strip kit, pH gradients 4-7
and 6-11, Immobiline DryStrips 18cm long, and IPG
buffers (pH 4-7 and 6-11) from Amersham Biosciences
(Uppsala, Sweden). The apparatus for casting (Protean II xi
Multi-gel Casting Chamber), running (Protean II xi 2-D
Multi-cell), and drying the gels (Model 583 Gel Dryer with
Hydrotech Vacuum pump) were purchased from Bio-Rad
(Hercules, CA). Francisella tularensis IVS (ATCC 29684 ) was
purchased from American Type Culture Collection (Rock-
ville, MD).

Bacteria cultivation, radioactive labeling, and
sample preparation

Francisella tularensis was grown in iron-rich chemically
defined medium prepared according to Chamberlain
(1965), containing 0.0002% of ferrous sulfate heptahydrate
(ICN Biomedicals, Aurora, OH). For iron-limitation experi-
ments, F tularensis was grown in an identical defined
medium, but without the addition of inorganic iron and
additionally supplemented with 100 uM deferoxamine me-
sylate (Sigma, St Louis, MO).

Francisella tularensis LVS was inoculated from a deep-
frozen prestock onto McLeod agar plates supplemented with
bovine haemoglobin and IsoVitaleX (Becton Dickinson,
Cockeysville, MD) and grown at 37 °C for 48 h. This stock
culture was stored at 4°C up to four weeks. Before each
experiment, the stock culture was inoculated into iron-rich
medium and grown overnight with mild shaking at 37°C.
The next day, control and iron-depleted cultures (1mL,
ODggonm 0.05-0.06) were prepared by diluting the over-
night culture with iron-rich and iron-limited media, respec-
tively. After 5h of incubation, bacteria cultures were
harvested, washed, and the media were changed to iron-rich
or iron-depleted media without methionine. After 5min,
200 uCi of [*°S]-methionine was added (Tran *°S-Label MP
Biomedicals, Irvine, CA). After 60 min, the labeling in both
cultures was stopped by addition of 1 mL ice-cold complete
medium.

The hydrogen peroxide-treated culture was prepared
according to the protocol described previously (Lenco
et al, 2005). Briefly, the exponentially growing cells
(ODggoam 0.55) were harvested, the medium was changed
to medium without methionine, and hydrogen peroxide was
added to a final concentration of 5 mM. Radioactive labeling
was then performed as described above.
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After labeling, the bacteria were harvested and washed
five times with ice-cold PBS. The pellets were resuspended
properly in 20 pL of lysis buffer composed of 28 mM Tris-
HCI, 22 mM Tris-Base, 0.3% sodium dodecylsulfate (SDS),
and protease inhibitors (Complete Mini, Protease Inhibitor
Cocktail Tablets, Roche, Mannheim, Germany). The tubes
were immersed in boiling water for 3 min and immediately
cooled on ice. After treatment with benzonase, the radio-
activity was determined using a Beckman LS 6000LL Liquid
Scintillation System (Fullerton, CA). The lysates were di-
luted in sample buffer consisting of 9M urea, 4% CHAPS,
40 mM Tris-Base, 1.2% v/v DeStreak (Olsson et al., 2002),
5% v/v Ampholytes, pH 9-11.

2-DE and autoradiography

A protein sample containing 5 x 10°dpm was diluted to a
total volume of 350 uL with rehydration buffer (6 M urea,
2M thiourea, 4% CHAPS, 40mM Tris-Base, 1.2% w/v
DeStreak (Olsson et al., 2002), 0.003% w/v bromophenol
blue, and 1% v/v IPG buffer, pH 4-7 or 2% v/v IPG bulffer 6-
11). Two gels of different pH ranges were prepared for each
sample. The protein mixture was loaded on 18 cm IPG strips
with pH gradient 4-7 and 6—11, and then in-gel rehydration
was performed overnight. In the second dimension, an SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) gradient 9-16%
was cast, the resolved IPG strip was placed on top, and
electrophoresis was performed. The final dimension of the
resolved 2-DE gel was 18 x 20 cm. The gels were fixed with
10% methanol in 7% acetic acid, intensified with the
2,5—diphenyloxazole in dimethyl sulfoxide, dried out, and
exposed to RayMax Beta films (MP Biomedicals, Irvine, CA)
for 5 days at — 80°C.

Image acquisition and software analysis

In this study, three individual experiments were performed.
Each experiment consisted of one control sample (prepared
from bacteria grown in iron-rich medium) and one stressed
sample (prepared from bacteria grown in iron-limited
medium). Each sample was resolved on a gel with pH range
4-7 and a gel with pH range 6-11. Film images were
digitalized using a CCD camera Image station 2000R (East-
man Kodak, Rochester, NY). The gels were subjected to
image analysis using the ppquest 7.2.0. software (Bio-Rad,
Hercules, CA). For each pH range, one matchset consisting
of six films with well-focused spots was created (three for
stressed and three for control samples). With respect to the
dynamic range of autoradiographic films, the OD of spots
was quantified. The values were normalized based on total
quantity in valid protein spots presented on the gel, and
expressed as p.p.m. In order to detect alterations in protein
synthesis, a quantitative criterion was set up (at least twofold
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change including qualitative changes, Student’s t-test with
confidence level < 0.01).

In-gel digestion

For the micropreparative 2-DE gels, 500 pg of protein was
loaded on an 18cm IPG strip, pH gradients 4-7 and pH
6-11. Protein concentration was determined by a modified
bicinchoninic acid assay (Brown et al, 1989). Spots of
interest were excised from gels stained with the Colloidal
Blue Stain Kit (Invitrogen, San Diego, CA) and then
destained with 200 pL of 100 mM Tris/HCI, pH 8.5, in 50%
acetonitrile for 20 min at 30 “C. The liquid was removed,
and the gel pieces were covered with 200 L of equilibration
buffer (50 mM NH,HCO;, pH 7.8 in 5% acetonitrile) for
30min at 30°C. The gel pieces were vacuum dried and then
swollen at 4°C in a mixture consisting of 0.1 pg of sequen-
cing grade trypsin in 0.5 uL of 50 mM acetic acid (Promega,
Madison, WI) and 4.5uL of equilibration buffer. After
20min, an additional 25pL of equilibration buffer was
added. The tubes with the gel pieces were placed in a
thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Germany) and shaken
overnight at 37 °C.

Protein identification

The mass spectra were recorded in the positive reflectron
mode on a MALDI-TOF mass spectrometer Voyager-DE
STR (Applied Biosystems, Framingham, MA). For each
protein, 0.5 uL of the peptide mixture was spotted onto the
target plate, air-dried, and covered with 0.5puL of matrix
solution consisting of 5 mg of 2,5-dihydroxybenzoic acid in
100 uL of 33% acetonitrile in 0.3% trifluoracetic acid. The
instrument was calibrated externally with a five-point cali-
bration using Peptide Calibration Mix1 (LaserBio Labs,
Sophia-Antipolis Cedex, France). Additionally, spectra con-
taining autolytic tryptic peptide masses were also calibrated
internally. Proteins were identified by peptide mass finger-
printing using the MS—FIT tool of the PrROTENPROSPECTOR
4.0.5. program (University of California, San Francisco MS
Facility). The peptide masses obtained were searched against
the F. tularensis Schud database. The following parameters
were used for protein identification: 100 p.p.m. error, fixed
carbamidomethylation of cystein residues, optional oxida-
tion of methionine, optional formation of pyroglutamate at
N-terminal Gln, optional protein N-terminus acetylation,
and 1 possible missed cleavage site. Resulls were evaluated
according to the MOWSE score, MALDI coverage, number
of matched masses, and error range of matched masses. For
nanoESI-MS/MS, the extracts were concentrated in a va-
cuum centrifuge and diluted in buffer A (2% acetonitrile,
98% water, and 0.1% formic acid). The samples were
injected into the CapLC system (Waters, Manchester, UK)
and preconcentrated on p-Precolumn™™ 300um x 5 mm
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filled with PepMap'™ C18, 5um, 100 A (LC-Packings,
Sunnyvale, CA). The peptides were eluted from the analy-
tical column NanoEase™ 75pum x 150mm filled with
Atlantis"™ dC18, 3um (Waters), by a gradient formed by
buffer A and buffer B (98% acetonitrile, 2% water, and 0.1%
formic acid) over 20 min at a flow rate 300 nL min". The LC
system was connected to a Q-TOF Ultima™ API (Waters).
Data-directed acquisition was recorded for each protein.
r1Gs 2.0. software was used for data processing and searching
against the F. tularensis scu4 database. The identified
sequences were also subjected to coGNITOR program analysis,
which assigns a functional category, the so-called clusters of
orthologous groups (COG), to each protein (Tatusov et al.,
2001).

Western blot analysis

2-DE gels with pH gradients 4-7 and pH 6-11 for both the
control and the stressed samples were electroblotted onto a
PVDF membrane and probed with a mouse monoclonal
antibody directed against IglC protein (Moravian Biotech-
nology, Brno, Czech Republic). Peroxidase-conjugated goat
antimouse immunoglobulin (Dako, Copenhagen, Den-
mark) was used as a secondary antibody. Reactive
spots were visualized using CL-XPosure films (Pierce, Rock-
ford, IL).

Results and discussion

Bacterial growth

In order to induce alterations in the F tularensis LVS
proteome, the bacteria were cultivated in chemically defined
medium (Chamberlain, 1965) without the addition of
inorganic iron and supplemented with the chelating agent
deferoxamine mesylate at a final concentration of 100 M.
In contrast to recently published work (Deng et al., 2006), it
was observed that prestarvation of the bacteria for iron was
not necessary to achieve iron-limited growth. The growth of
both the control and the iron-limited culture was identical
for ¢. 3h (Fig. 1). At this time, the bacteria in the iron-
deficient medium started to slow down their growth. This
phenomenon has previously been observed in Helicobacter
pylori (Lee et al.,, 2004) and Neisseria gonorrhoeae (Ducey
et al., 2005), and is in accordance with the idea that in an
iron-restricted environment, the bacteria can utilize the
intracellular iron stores for a certain time (Andrews et al.,
2003). This intracellular iron pool should not be affected by
the deferoxamine treatment, due to the hydrophilic nature
of the chelator that prevents its diffusion into the bacterial
cells. Based on the results obtained, it can be speculated that
the cells are able to grow until the intracellular iron pool is
exhausted.
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Fig. 1. Proliferation curves of Francisefla tularensis LVS cultured in

complete medium (triangles) and iron-depleted medium (circles). The
graphs show means -+ SD of values from three independent experiments.

Labeling and 2-DE analysis

In order to visualize only those proteins synthesized in an
exact time interval, metabolic labeling was used in this
study. In all experiments, labeling was performed in the
time interval from 300 to 360 min. In this time interval, the
bacteria in the iron-deficient medium were still growing, but
their proliferation rate was significantly reduced compared
with that of the control bacteria. Combining autoradiogra-
phy with the use of IPG strips with two different pH
intervals, enabled us to detect proteins within the pH range
of 4 to 11 with high resolution and high sensitivity (Fig. 2).
Using the PDQUEST 7.2.0 software, this resulted in the detec-
tion of about 600 and 360 distinct spots on gels with pH
gradient 4-7 and pH gradient 6-11, respectively. According
to the criteria selected for detection of spots with altered
quantity, 52 spots were found to be increased in production
and 89 decreased in production in bacteria grown under
iron-limiting conditions.

MS

Specific proteins were identified using a peptide mass
fingerprinting approach. In the case of an unsuccessful
identification, LC-MS/MS analysis was performed. This
was done for about 50 proteins. In order to eliminate false
matching of spots on films with spots ona micropreparative
gel, all spots were identified at least twice from different
micropreparative gels. Protein spots that were unambigu-
ously identified are listed in Table 1, and their standard
spot numbers (SSP) are shown on the images of 2-DE gels
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Fig. 2. Representative analytical 2DE-gels of whole cell extracts of Francisella tularensis LVS cultured in complete medium and iron depleted medium
(raw images of autoradiograms of 5 x 10° dpm of [**S]methionine labeled proteins separated on 4-7 and 6-11 pH gradient). Spots induced under given

growth conditions are marked with their SSP.

(Fig. 2). Unfortunately, several spots remained either uni-
dentified or their identity could not be confirmed repeatedly.

Proteins with increased production in response
to iron restriction

Among the proteins with increased production under iron

limitation, it was found that different IglC protein variants
exhibited the most conspicuous increase. The increase in

FEMS Microbiol Lett 269 (2007) 11-21

production of the IglC protein was confirmed by Western
blot analysis. This clearly documented a strong induction of
several IglC charge variants after bacterial cultivation under
iron-restricted conditions (Fig. 3). The IglC protein is one of
several known virulence factors in F. tularensis. Its sequence
shows no homology to any known protein and the particu-
lar function of this protein has not been revealed. Golovliov
et al. observed overproduction of the IglC protein, pre-
viously denoted a hypothetical 23kDa protein, during
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Table 1. Proteins of Francisella tularensis that were unambiguously identified in spots with significant altered intensity caused by cultivation in an iron-
restricted medium. Spots are sorted by COG category

Spot intensity!

Theoretical Observed
SSP Gel™ Acc. no. COG" Protein name MW/pl MW/pl Control 4 5D Fe-starved + SD Ratio®
4203 6-11 YP_169522 Hypothetical protein FTT0484 25.7/85 254/69 A2887+8720 643.04+217.3 0.15
4305 6-11 YP_169809 Cyanophycinase 29371 26973 7548345960  3470.3+39%.3 0.46
4204 4-7  YP_169963 Hypothetical protein FTT0975 257777 25.0/55 8315+ 1180 38201 +9914 459
7201 4-7  YP_169963 Hypothetical protein FTT0975 257777 25062 2875741215 7382547074 257
5104 6-11 YP_170470 Outer membrane protein 26 19.8M.1 20.1/7.7 3184849295  8255.0+804.1 259
6107 6-11 YP_170470 Outer membrane protein 26 19.8/9.1 20.3/83 6220847043 18022.9+270.1 290
1501 4-7  YP_170612 Hypothetical protein FTT1707 44.6/4.8 41.4/48 718.0+£ 1723 1799.1+£174.8 2.51
1502 4-7  YP_170612 Hypothetical protein FTT1707 a4.6/48 A1449 1053943978 2745741259 261
3006 4-7  YP_170661 Hypothetical protein FTT1771 13.7/5.3  12.3/54 280.2 + 1036 1790.0+2236 6.39
3111 4-7  YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59 22.9/53 ND 2671247138 ON
4106 4-7  YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59 22.4/55 2807.0+697.2 14817.4+4854 5.28
5108 4-7  YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59 22.4/58 7621.0+ 16650 241132442211 316
6102 4-7 YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59  22.4/59 131244+ 24301 288313 +2853.7 220
7107 4-7  YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59 22.5/63 904.6 = 256.7 4550.1 £471.2 5.03
7109 4-7 YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59 22862 ND 22683 +463.4 ON
2101 6-11 YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22.4/59 22.6/6.3 ND 11716.6 £2947.6 ON
3103 6-11 YP_170617 Intracellular growth locus, subunit C 22459 22.4/66 522343811 133101 +£28854 2548
0607 4-7  YP_170618 S Intracellular growth locus, subunit B 58.7/4.7 55.6/48 181623+ 14535 374793+5149.2 206
5102 6-11 YP_170619 S Intracellular growth locus, subunit A 22.4/88 20.5/76 ND 1624 5+368.7 ON
6107 &-11 YP_170619 S Intracellular growth locus, subunit A 22.4/88 20.3/83 62208+7043 18022942701 290
7106 6-11 YP_170619 S Intracellular growth locus, subunit A 22.4/88 204/87 101384+ 18226 297098421184 293
0110 4-7  ¥YP_170013 C Inorganic pyrophosphatase 19.6/.9 19.6/4.7 3567.1+197.1 1359.3+295.3 0.38
3802 4-7  YP_170419 C Pyruvate dehydrogenase, E2 component 67.2/48 81.1/53 7746+82.0 262.0+80.9 0.34
3804 4-7  YP_170419 C Pyruvate dehydrogenase, E2 component 67.2/48 B1.0/53 1109.7+201.7 4285+132.4 0.39
5807 4-7  YP_170420 C Pyruvate dehydrogenase, E1 component  100.1/5.8  81.6/5.7 3179.4+ 3596 1585.8+250.5 0.50
5810 4-7 YP_170420 C Pyruvate dehydrogenase, E1 component  100.1/5.8 81.2/5.8 3834.1 +452.2 1692.2 +408.9 0.44
8513 4-7 YP_1689425 E NAD{P)-specific glutamate 49.1/6.5 44.0/6.6 2268.2+1250 703.24+93.7 0.31
dehydrogenase
2605 6-11 YP_169425 E MNAD{P)-specific glutamate 49.1/6.5 45.9/64 T668.3+1279.8 3206.5+681.8 0.42
dehydrogenase
3605 6-11 YP_169588 E Polyamine transporter, ABC transporter 42.3/6.7 42.3/6.7 3758.9+7538 632.4+41.6 017
5505 6-11 YP_169953 E Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate 40.9/81 38.7/7.7 3393.6+193.2 649.94+352.7 0.19
aldolase
6502 6-11 YP_169953 E Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate 40.9/81 38.4/82 4003.1+757.1 811.24+4351 0.20
aldolase
4508 6-11 YP 170144 E Gamma-glutamyltranspeptidase 65.1/8.5 38373 21258412526 329.0+64.3 0.15
5003 4-7 YP_170170 E Lactoylglutathione lyase 14.3/5.5 12.5/57 548.2 £ 149.0 1587.8+278.2 250
2203 4-7  YP_169155 G Triosephosphate isomerase 27.7/5.0 27.W51 10186+ 1286 4187 £137.1 0.41
1506 4-7 YP_169183 G Phosphopentomutase 45751  44.6/50 8679+ 1245 2839+1370 033
0608 4-7 YP_169724 G Enolase (2-phosphoglycerate 49.5/.7  48.5/48 4850.4+2698 2031645939 0.42
dehydratase)
1806 4-7 YP_169730 G Chitinase family 18 protein 83.1/5.0 76.6/50 8330.8+19257 2152742793 0.26
7701 6-11 YP_170315 G Pyruvate kinase 51.7/86 51.3/84 5513.9+4534 1672.9+579.4 0.30
7703 6-11 YP_170315 G Pyruvate kinase 51.7/86 51.7/86 5565847024 1800.6 +250.0 0.32
1404 6-11 YP_169739 | Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase 27.86.0 30.7/6.0 304691661 11337619075 372
(NADH)
3302 6-11 YP_169789 | Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase 27.8/6.0 29.8/66 2056.5+492 29894953 0.15
(NADH)
4402 6-11 YP_170433 | Acetyl-coenzyme A carboxylase, carboxyl  35.4/7.7 32.5/7.0 33544207 2357.6 £ 460.5 7.03
transferase subunit alpha
5508 4-7  YP_170461 | 3-ketoacyl-CoA thiolase 41.7/57 40.5/58 350.8 + 260.1 2383.6+537.2 6.80
6506 4-7  YP_170461 | 3-ketoacyl-CoA thiolase A41.7/57  40.5/59 20568+ 1245  62428+2146 3.04
7502 4-7  YP_170461 | 3-ketoacyl-CoA thiolase 41.7/57 406/6.1 2394541974 6835542239 285
4707 4-7  YP_169088 J Aspartyl-tRNA synthetase 67.0/55 62856 26180+6166 758.7+194.6 0.29
5703 4-7 YP_169088 ) Aspartyl-tRNA synthetase 67.0/55 62956 2524.0+3822 612.7+262.3 0.24
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Table 1. Continued.
; 1
Theoretical Observed Spotintensity

SSP Gel® Acc no. COG' Protein name MWW /pl W /pl Control +5SD Fe-starved + 5D Ratio?
5704 4-7 YP_169253 1 Lysyl-tRNA synthetase 66.2/5.5 60.8/5.7 875.9+£177.0 300.6+100.2 0.34
5707 4-7 YP_169253 | Lysyl-tRNA synthetase 66.2/5.5 60.6/58 1259.9+154.9 3277 +1472 0.26
6705 4-7 YP_169824 ) Threonyl-tRNA synthetase 72.3/5.9 65.7/6.0 1773.8+259.2 818.9+66.2 0.46
5503 4-7 YP_170531 ) Cysteinyl-tRNA synthetase 53.1/5.3  47.0/5.7 993.4+35.8 349.1+58.4 0.35
9002 6-11 YP_169206 ) 505 ribosomal protein L11 15.2/9.5 15.3/9.5 18009.0+3259.7 4226.2+15184 0.23
8309 6-11 YP_169207 ) 505 ribosomal protein L1 24.5/9.5 285/9.1 37783+639.7 8747+ 476.8 0.23
8310 6-11 YP_169207 1 506 ribosomal protein L1 245/9.5 28.6/9.2 14107.0£1384.2 28575+9776 0.20
8311 6-11 YP_169207 1 505 ribosomal protein L1 245/95 287/9.3 158309-+1064.3 40475+7514 0.26
9102 6-11 YP_169374 ) 506 ribosomal protein L3 22.5/9.6 22.4/9.4 A4886.7 £614.1 560.3+ 1823 0.11
9104 6-11 YP_169374 1 505 ribosomal protein L3 225/9.6 22595 11489.3+300.7 1449 .4 + 684.1 0.13
3703 4-7 YP_169244 ) 305 ribosomal protein 51 61.6/5.2 61.5/5.3 6152.2+466.8 2776.9+5115 0.45
3707 4-7  YP_169244 ) 305 ribosomal protein 51 61.6/5.2 61.6/5.4 1526.3+£163.2 558.8+54.0 0.37
8004 6-11 YP_169388 1 3065 ribosomal protein S8 14.4/94 15.3/9.1 7332.14£12375 16189+ 3240 0.22
8012 6-11 YP_169388 | 305 ribosomal protein S8 14.4/9.4 15.3/9.3 14326 5+22588 38452+8388 0.27
7005 4-7  YP_170043 ) 306 ribosomal protein $6 13.1/6.0 13.0/6.3 6841.6+:1757.0 2091.6+2344 0.31
3109 4-7 YP_169365 1 Ribosome recycling factor 20.5/5.5 20.2/5.4 476.2 +56.2 2377+336 0.50
5101 4-7 YP_169365 ) Ribosome recycling factor 20.5/5.4 19.9/5.7 1489.5+£106.0 70371174 0.47
2819 4-7 YP_169372 ) Elongation factor G (EF-G) 77.7/5.0 77.0/5.1 27832.9+4467.1 8329715059 0.30
6801 4-7 YP_169715 ) Polyribonuclectide nucleotidyltransferase  75.4/5.6  71.5/5.9  3380.1+780.6 874.9-+201.2 0.26
6806 4-7 YP_169715 ) Polyribonuclectide nucleotidyltransferase  75.4/5.6  71.4/6.0 2786.6+544.8 534.7 +196.7 0.19
2205 4-7  YP_169860 ) Ribonuclease PH 255/5.0 28.9/5.2 146824459 298.5+57.9 0.20
1004 4-7 YP_170290 ) Trandlation initiation inhibitor 13.7/5.5 15.9/4.9 704.8+93.4 ND OFF
0013 4-7 YP_170266 K Transcriptional elongation factor 17.7/4.8  16.5/4.8 15783 £360.2 520.4+1331 0.33
7501 4-7 ¥YP_170384 K Transcription termination factor Rho 47.0/6.0  42.6/6.1 2746.24+321.7 649.6+ 1955 0.24
4107 4-7 YP_170646 L Single-strand binding protein 17.5/56 18.1/55 1377.2+2105 27845+ 1515 2.02
4505 6-11 YP_169628 M 1-hydroxy-2-methyl-2-(E)-butenyl 4- 43.9/8.0 40.0/7.2 1917.6+455.7 502.6 + 164.1 0.26

diphosphate synthase
4303 6-11 YP_169632 M Beta-lactamase 32.07.7 28.9/7.2 1068.4+160.9 4584+ 1119 0.43
5605 6-11 YP_170014 M p-alanyl-o-alanine carboxypeptidase 48.1/8.6  43.4777 ND 1585942757 ON

(Penicillin-binding protein) family protein
7102 4-7 YP_170549 M Lipoprotein-releasing systemn, subunit A, 235/7.7  19.4/6.1 331.2+£100.6 ND OFF

outer membrane lipoproteins carrier
1105 4-7  YP_169583 O AhpC/TSA family protein 19.7/5.1 18.2/4.9 279.7+822 2100.6 + 4006 7.51
2101 4-7 YP_169583 O AhpC/TSA family protein 19.7/5.1  18.0/5.1 1994.9+213.8 11713.2+26294 5.87
3102 4-7 YP_169583 O AhpC/TSA family protein 19.7/5.1  17.9/5.2 4793.1+881.0 127803+21247 2.67
0015 4-7 YP_170600 O Chaperonin protein, groES 10.2/5.5 13.0/4.6 ND 783.8+£2327 ON
1009 4-7 YP_170600 O Chaperonin protein, groES 10.2/5.5 12.9/4.8 ND 5595.4 + 1078.2 ON
2004 4-7  YP_170600 O Chaperonin protein, groES 10.2/55  13.0/5.1 3872049953 13333.7+8130 3.44
4007 4-7  YP_170600 O Chaperonin protein, groES 10.2/5.5 12.7/5.6 4140.5+1688.9 10355.0+ 11934  2.50
4803 4-7 YP_170660 O ClpB protein 95.3/5.5 80.1/5.4 839.0+244.0 3100.8 4582 3.70
4805 4-7 YP_170660 O ClpB protein 95.3/5.5 80.0/5.5 2121.7+2773 5013.2 + 846.1 2.36
5008 4-7 YP_170678 O Heat shock protein 16.7/5.6  13.6/5.7 ND 1811.2+400.1 ON
8202 4-7 YP_170100 P Rhodanese-like family protein 28.2/6.5 283/6.4 651.4+161.8 1892.4 4+ 2485 291
3001 4-7 YP_170379 P Hypothetical protein FTT 1441 18.5/5.5 13.6/5.3 204.1+423 45294373 2.22
4015 4-7 YP_170379 P Hypothetical protein FTT1441 18.5/5.5 13.5/54 ND 725.44+66.3 ON
5104 4-7 YP_170091 Q Isochorismatase hydrolase family protein =~ 21.3/5.4  23.6/5.7 654.7+195.4  2089.9+46.3 3.19
6207 6-11 YP_170324 QR 3-oxcacyl-{acyl-carrier-protein) reductase  26.3/8.5 24.1/8.4 10085.9+900.5 3101.94£ 8449 0.31

*Interval indicates the pH range of gel on which the spot was detected.

Categories according to COGnitor program (http:/Avww.ncbi.nim.nih.gowCOG/old/palox.cgi?fun=all). Several proteins were not assigned to any
category.

!Spotintensity was calculated as a mean + SD of values from three independent experiments. Spots not detected on gels prepared from control samples
or iron-starved bacteria are denoted 'ND".

SValues were calculated as ratios Fe-starved/Control from means of spot intensities. Spots observed on gels prepared from iron-starved bacteria only are
denoted ‘ON’, and vice versa spots observed in control samples only are denoted ‘OFF’.
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Complete medium

Iron-depleted medium

5.4 5.8 6.2
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6.2 8.0

Fig. 3. Western blot analysis of IgIC protein (raw images of Western blots of IgIC isoforms resolved on 4-7 and 6-11 pH gradient). All isoforms are
clearly induced by iron-restriction, and morecver, a new acidic isoforms of 1gIC is detectable in iron-restricted bacteria (white arrow).

intracellular growth of F. tularensis in murine macrophages
(Golovliov et al., 1997). So far, various studies have estab-
lished that IglC is necessary for the ability of F. tularensis to
survive in phagocytes (Golovliov et al., 2003a), to escape
from the phagosome (Lindgren et al., 2004) and for the
induction of apoptosis in host cells (Lai et al, 2004).
Recently, it has been reported that IglC is involved in
down-regulation of the host proinflammatory response
after internalization of the bacteria (Telepnev et al., 2005).
The gene encoding the IglC protein is located in the possible
igl operon, which is comprised of four genes. The operon is
located in the duplicated FPI (Nano et al., 2004). It has been
demonstrated that iglA, and the genes regulating expression
of the igl operon, mglA, and mglB, are also required for full
virulence (Baron & Nano, 1998; Gray et al.,, 2002; Santic
et al., 2005). In addition to the up-regulation of the IglC
protein, increased production of the IglA and IglB proteins
was observed in response to iron restriction. Unfortunately,
the product of the iglD gene could not be detected on the
2-DE gels. Therefore, it could not be determined whether
iron restriction has an effect on its production. The genes in
the igl operon seem to be transcribed as a polycistronic
mRNA, because the expression of all genes was abolished in
a mglAB mutant strain (Lauriano et al, 2004). Thus, it
would be anticipated that the level of all four proteins, IglA,
IglB, IglC, and IglD, is influenced by iron. Indeed, this
expectation was confirmed on the mRNA level by Deng et al.
(2006). Moreover, the authors found putative Fur boxes
upstream of iglA and iglC in the F. tularensis Schu4 genome,
suggesting direct regulation of their expression by the iron
level inside the cells.

Strong induction of IglC in F. tularensis IVS has also been
documented upon hydrogen peroxide stress (Golovliov
et al., 1997). Recently, F. tularensis ssp. tularensis has been
shown to respond similarly to this stressor (Twine et al.,
2006). However, these authors only found one of several

@ 2007 Federation of European Microbiological Societies
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Fig. 4. Comparison of IglC protein induction upon oxidative stress and
iron-restriction. Sample treated with hydrogen peroxide was prepared as
described in the text.

spots for the IglC protein to be increased. In a previous
study, an increase in the synthesis of the IglC protein in
response to hydrogen peroxide stress could not clearly be
demonstrated (Lenco et al., 2005). Therefore, in the present
study, it was attempted to repeat this experiment using an
IPG strip with a pH gradient of 4-7. As mentioned above, in
an iron-restricted culture, a strong induction of the produc-
tion of several IglC forms was detected on the gel (Fig. 4).
In contrast, on the gel prepared from hydrogen peroxide-
treated bacteria, none of the spots representing the IglC
protein were found to be more intense in comparison with
the control sample. Thus, the effect of hydrogen peroxide on
the production of the IglC protein still remains uncertain
despite an improved resolution of the 2D-PAGE gels used in
this study.

Besides products of the igl operon, the level of one
additional protein located in the FPI, hypothetical protein
1707, was influenced by iron depletion. Two charge variants
of this protein were found in increased levels under the iron-
depleted conditions. The function of the protein is unknown.
It exhibits sequence similarity to the hypothetical protein
PFB0765w of Plasmodium falciparum (BLasT E-value 7e-05).

FEMS Microbiol Lett 269 (2007) 11-21

132



Proteome analysis of Francisella tularensis

The results show a significant increase in the synthesis of
two ClpB variants after iron deprivation. A transposon
mutant of F. tularensis ssp. novicida with a disrupted c/pB
gene has been shown to exhibit poor intramacrophage
growth (Gray et al., 2002). ClpB has also been described to
participate in the pathogenicity of Listeria monocytogenes,
and this effect was apparently not due to the defect in
general stress resistance (Chastanet et al., 2004).

Only two proteins with a role in iron acquisition and
storage were found in the set of proteins affected by iron
depletion. The induction of hypothetical protein 1441, a
homologue of bacterioferritin (BLasT E-value 1e-42), was not
clearly demonstrated, because only two spots with low
intensity had increased levels, while the others, approxi-
mately fivefold more intense spots, remained unchanged.
No changes in the quantity of bacterioferitin have been
reported at the mRNA level (Deng et al., 2006). The primary
function of bacterioferritin is to accumulate and store iron
that can be used later during growth in an iron-restricted
environment. Thus, rather than an increased production,
bacterioferritin was expected to be produced at a lower level,
as documented in other bacteria. Lee et al. observed
decreased synthesis of ferritin in H. pylori in iron-deprived
medium and showed that its synthesis increased when the
medium was supplemented with excess FeCl, (Lee et al.,
2004). Likewise, the gene encoding bacterioferritin in Pseu-
domonas aeruginosa displayed an increased expression in an
iron-starved culture subsequently treated with an excess of
FeCls (Palma et al.,, 2003). A 3.19-fold up-regulation was
detected of an isochorismatase hydrolase family protein,
which possibly performs its function in the beginning of the
metabolic pathway leading to the synthesis of siderophores.
Thus, an increase in siderophore production may be sug-
gested. Siderophore production by F. tularensis has recently
been demonstrated by two independent analyses (Deng
et al., 2006; Sullivan et al.,, 2006); however, no homologue
of the TonB component (using BLast search) of a transport
system for iron-siderophore complexes (Moeck & Coulton,
1998) has been found in the F. tularensis genome.

Overproduction of proteins involved in detoxification of
ROS was also revealed in this analysis. We detected strong
induction of three charge variants of an AhpC/TSA family
protein. The recently reported DNA microarray analysis also
revealed a slight increase in its mRNA levels under iron
deprivation (Deng et al., 2006). The function of AhpC/TSA
proteins is to reduce substrates originating under oxidative
stress. This protein was recently found to be up—regulated in
response to peroxide stress in F. tularensis LVS (Lenco et al.,
2005). In addition, after decreasing the quantitative criter-
ion for detection of altered spots from twofold to 1.7-fold,
the induction of two peroxidase/katalase (YP_169735) var-
iants was observed. These findings are also supported by
data from the DNA microarray analysis (Deng et al., 2006).
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However, similar studies in H. pylori and Pseudomnionas
putida KT2440 reported down-regulation of proteins in-
volved in radical detoxification (Heim et al., 2003; Lee et al.,
2004). Another enzyme produced at a higher level was
lactoylglutathione lyase, which plays a role in detoxification
by catalyzing the conversion of cytotoxic methylglyoxal to
S-lactoylglutathione.

Some proteins that function as molecular chaperones and
proteins involved in protein turnover, including the ClpB
protein, were positively affected by iron depletion. Increased
levels of four GroES protein variants were observed but
induction of its partner GroEL (YP 170601) was not
detected. However, it is believed that the ppquesT program
failed to quantify the GroEL spots accurately due to their
saturation. Moreover, an induction of GroEL was evident on
visual inspection of the 2 DE gels. When the quantitative
criterion was set to 1.7-fold change, an increased level of two
chaperone, Hsp90 (YP_169404) spots was detected. An
increased synthesis of the single-strand binding protein,
which may be involved in DNA repair, was also noted.
Increased synthesis of this protein is observed typically
under heat shock and oxidative stress. The findings in this
study suggest the existence of protein unfolding and damage
during the growth of F tularensis LVS in iron-depleted
medium. The degradation or damage may simply be asso-
ciated with growth in the stationary phase and not char-
acteristic for the response to iron-restriction. An increase in
the expression of the genes encoding GroEL, GroES, or for
Dnak, all of which have been observed previously to be
down-regulated during under iron-starvation conditions
(Deng et al., 2006), was not detected. We have no direct
explanation for this discrepancy can be given, but it could
possibly be a result of the different protocols ( precultivation,
media, and bacterial density) used in the two studies.
Furthermore, it is well known that there is a rather poor
correlation between transcriptome and proteome data even
when studies are performed under the same conditions
(Gygi et al., 1999).

An increased synthesis of enzymes involved in lipid
metabolism and a rhodanese-like family protein, involved
in sulfur transfer, was also observed. The importance and
possible function of these proteins for growth under iron
limitation remain unclear at this stage.

Proteins with decreased production in response
to iron restriction

As iron is an essential factor of enzymes of metabolic
pathways, the iron-starved cells are not able to produce
enough energy and important substrates for protein synth-
esis. This may result in a slower proliferation rate of F.
tularensis in the iron-restricted medium, as observed during
these studies. Not surprisingly, the functional group of
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proteins (according to the COG algorithm) with the highest
number of down-regulated proteins is category J: transla-
tion, ribosomal structure, and biogenesis. Similar results
were observed in the transcriptomic study (Deng et al.,
2006). Decreased levels of amino acid-tRNA synthetases for
Cys, Asp, Lys, and Thr were detected. Conversely, iron-
starvation induced up-regulation of tyrosyl-tRNA synthe-
tase in H. pylori (Lee et al., 2004). In addition, the down-
regulation of two proteins involved in transcription, COG
category K, and the down-regulation of a further three
proteins belonging to the COG category C, energy produc-
tion and conversion, were detected. A chitinase protein,
assigned to category G (carbohydrate transport and meta-
bolism), was also found to be down-regulated. Recently, F.
novicida has been shown to secrete chitinase through type-
IV pili (Hager et al., 2006). The levels of four proteins
involved in envelope biogenesis and outer membrane for-
mation, COG category M, were also affected. Of these, three
were produced at decreased levels, and one was produced at
higher levels under iron deprivation. These data indicate
that the bacteria may undergo a transformation of the
surface structures under iron-restricted conditions. How-
ever, this transformation could also be associated with
growth in the stationary phase.

Concluding remarks

It has been shown that F tularensis IVS increases the
production of proteins encoded by the ig/ operon during
growth in an iron-restricted medium. Two proteins encoded
by this operon, IglA and IglC proteins, have previously been
demonstrated to be essential for intramacrophage growth of
different F tularensis strains. The findings raise the hypoth-
esis that iron limitation, a condition encountered by the
bacteria in the host, may be a signal to increase the synthesis
of virulence factors that may facilitate survival in the hostile
host environment.
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