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POUZITE ZKRATKY

2D-PAGE Dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza (Two
Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

CFU Kolonii tvorfici jednotka (Colony Forming Unit)

CHAPS 3-[(3-cholamidpropyl)dimethylamonium]-1-propansulfonova
kyselina

COG Skupiny ortholognich proteinti (Clusters of Orthologous Groups)

CSP Proteiny chladového soku (Cold Shock Proteins)

DMEM Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium)

ESI Ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization)

FPI Ostrov patogenity bakterie Francisella tularensis (Francisella
Pathogenicity Island)

HSP Proteiny tepelného Soku (Heat Shock Proteins)

IPG Ukotveny pH gradient (Immobilized pH Gradient)

iTRAQ Izobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci (Isobaric
Tags for Relative and Absolute Quantification)

LVS Zivy vakcinaéni kmen (Live Vaccine Strain)

MALDI Desorpce a ionizace laserem v prostfedi matrice (Matrix Assisted
Laser Desorption/Ionization)

MS Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry)

MSMS Tandemova hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry)

m/z Pomeér molekulové hmotnosti k naboji

PBS Fosfaty pufrovany fyziologicky roztok (Phosphate Buffered Saline)

QTOF Spojeni kvadrupdlu a analyzatoru doby letu (Quadrupole-Time of
Flight)

RP Chromatografie na reverzni fazi (Reversed Phase Chromatography)

SCX Siln¢ kation-vyménna chromatografie (Strong Cationt Exchange
Chromatography)

SDS Dodecylsulfat sodny (Sodium Dodecyl Sulphate)

SSP Cislo skvrny (Sample Spot Number)

1 Uvop

Studium patogeneze bakteridlnich infekci v soucasné dobé patii
mezi oblasti biomedicinského vyzkumu, kterym je vénovana znacna
na antibiotika a antimikrobidlni chemoterapeutika, v druhé fadé se tak déje
v dtsledku redlné hrozby zneuziti vysoce patogennich bakteridlnich kment
jako teroristickych prostfedkti. Hlubsi znalosti molekularni patogeneze
infekénich  chorob mohou vbudoucnu vést k objevu novych
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vakcin pro aktivni ¢i pasivni imunizaci. Vyznamnym zdrojem informaci o
molekularni patogenezi bakterialnich infekci je mimo jiné studium reakci
mikroba na prostiedi, se kterym se setkava v prubéhu interakce
s hostitelskym organizmem. Evoluce této interakce se zpohledu
hostitelskych organizmli nesla ve znameni neustalého zdokonalovani
strategii, jak se uc¢inné branit vzniku bakterialni infekce, nebo strategii, které
vedou k eliminaci infekce. Na strané¢ mikroorganizmt soucasn¢ dochazelo
ke zdokonalovani nastrojd, jak zminované mechanizmy pfezit ¢i obejit.
Studium reakci patogennich mikroorganizmti na stresové faktory, jenz tvofi
podstatu zminovanych strategii hostitele, v mnoha pfipadech napomaha
identifikovat molekuldrni nastroje, které jsou pro patogenezi infekce
stézejni.

Nastup proteomickych technologii poskytl idedlni nastroj pro
sledovani zmén v expresi na proteinové urovni v disledku pisobeni
nejruzngjSich faktord. Jejich postupné zdokonalovani a vyvoj v dne$ni dobé
umoznuje kvalitativni a kvantitativni analyzu aZ nékolika tisicti proteint
v jednom zcela automatizovaném experimentu.

2 CIL PRACE

Cilem predlozené dizertacni prace bylo identifikovat zmény

v proteomu bakterie F. tularensis LVS vzniklé v disledku ptisobeni rtiznych

faktorih vcetné pobytu v intracelularnim prostiedi hostitelské buiky.

Analyza adaptacnich odpovédi muze pfispét k odhaleni mechanizmt, které

bakterii F. tularensis dovoluji pfezit nehostinné podminky véetn¢ podminek

panujicich uvnitf hostitelského organizmu. V ramci tohoto cile bylo
vytyceno a postupné feSeno nékolik dil¢ich tkold.

e Nalézt a vyzkouset kultivaéni systém pro ziskani bakterialnich kultur
s reprodukovatelnym proteomem dosazenym jak pfi standardnich
podminkach kultivace tak pfi ptisobeni rozmanitych stresovych faktort.
Kultivacni systém by mél dale umoznhovat snadné monitorovani
bakterialniho ristu a jeho ovlivnéni plisobenim stresového faktoru.

e Pro citlivou detekci zmén v proteomu, ke kterym dochazi jiz po
kratkém Case od zacatku plisobeni stresového faktoru, bylo nezbytné
nalézt vhodnou proteomickou metodu.

e Pro analyzu zmén proteomu, které se odehravaji v dasledku rozdilnych
teplot a Casu kultivace, zavést a optimalizovat pokroc¢ilou kvantitativni
»shotgun“ proteomickou metodu iTRAQ.

e Pomoci vyse uvedenych metodickych ptistupt postupné charakterizovat
zmény v proteomu bakterie F. tularensis LVS, ke kterym dochazi
béhem oxidativniho stresu, béhem kultivace v prostiredi bez Zeleza,
béhem rustu p¥i teplotach 25 °C a 42 °C, v dusledku prodlouZené



doby kultivace a béhem intracelularniho pobytu ve fagocytujicich
bunkach. Pozorované nalezy na zavér uvést do kontextu soucasnych
poznatkli 0 molekularnich zakladech patogeneze tularémie.

3 LITERARNIi PREHLED

3.1 Bakterie Francisella tularensis

Francisella tularensis je kauzalni ptivodce relativné vzacné, avsak
potencialné nebezpecné zoondzy tularémie. Tento maly, nepohyblivy, gram-
negativni kokobacilus se vyskytuje na celé severni hemisféte [1]. Pivodni
klasifikace rozliSovala dva dominantni typy. Typ A predstavuje nejvice
virulentni kmen. Onemocnéni vyvolana timto typem bez vhodné 1écby Casto
kon¢i fatalné. Jako typ B se oznacuji kmeny vyvolavajici onemocnéni
s mirnym prabéhem. V soucasné dobé se rozliSuji Ctyfi ruzné subtypy:
tularensis (ptivodni typ A), holarctica (pavodni typ B), mediaasiatica
a novicida. Jednotlivé subtypy se vzajemné li$i mistem vyskytu a uréitou
genetickou variabilitou, ktera rovnéz usti v rozdily ve virulenci [2]. F.
tularensis je vysoce infekéni pro ¢lovéka a celou fadu jinych obratlovci.
Inokulace nebo inhalace davkou obsahujici 10 CFU nejvice virulentniho
subtypu A vede u nelécenych jedinct az k 30% mortalité [3, 4]. Na zakladé
vysoké virulence a moznosti aerosolového rozsiteni je bakterie F. tularensis
zafazena vedle Bacillus anthracis, Yersinia pestis, botulotoxinu, viru
pravych nestovic a virti hemoragickych horecek Lassa, Ebola, Marburg do
kategorie A seznamu potencidlnich biologickych zbrani zvetejiovan¢ho
pracovistém Centers for Disease Control and Prevention v Atlanté, USA.
Také proto je dnes velké usili soustfedéno naptiklad na vyzkum rychlych
diagnostickych a typizac¢nich metod a vyvoj bezpecné a G¢inné vakciny [5].
V Ceské republice neni vyskyt tularémie piili§ Gasty a jejim pavodcem je
méné virulentni subtyp holarctica. Z téchto divodd u nas onemocnéni

Bakterie s tak velkym virulentnim potencialem jako F. tularensis
musi disponovat sofistikovanymi molekularnimi nastroji, které ji umozni
prezit nebo obejit obranné mechanizmy hostitele. Je znamo, ze pro virulenci
F. tularensis je stézejni jeji schopnost nitrobunééné proliferace
v profesiondlnich fagocytech. Z 1804 genli obsazenych v genomu
F. tularensis bylo doposud identifikovano pouze nékolik genti nezbytnych
pro intracelularni proliferaci. Mezi geny nejlépe charakterizované ve vztahu
k virulenci patii igld, iglC pdpA, pdpD, mglA. F. tularensis je schopna
infikovat a proliferovat uvniti $iroké fady fagocytujicich i nefagocytujicich
bun¢k. Pro vstup bakteric do makrofagli se zda byt kritickd opsonizace
faktorem komplementu C3. Dal§i mozné cesty vstupu do makrofagl jsou
zalozeny na Fcy receptoru, mandézovém receptoru a lektinovém
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surfaktantovém proteinu A bronchoalveolarniho kompartmentu. Fagozom
obsahujici F. tularensis ziskava ¢asny endozomalni antigen EEA1, nasledné
pozdni endozomalni markery Lampl a Lamp2. Nedochazi vSak ke
kolokalizaci s kathepsinem D a k vyznamné acidifikaci kompartmentu. Za 2
az 4 hodiny po infekci se membrana fagozomu zacina rozpadat a bakterie
unika do cytoplazmy. Mezi 6. a 12. hodinou po infekci se pak mikrob zacina
uvnitt bunek mnozit. Po 10 az 18 hodinach dochazi u infikovanych bunék k
indukci apoptézy za ucCasti vnitfni, mitochondridlni cesty. Nedavné
vyzkumy ukazuji, ze infekce kmenem F. tularensis sice nejdiive vede
k rychlé zanétlivé odpovédi, ale po internalizaci bakterie dochazi k jejimu
vymizeni nebo prokazatelnému snizeni [6, 7].

Po inkubacni dobé, ktera je v priméru 3 az 6 dnd, se onemocnéni
tularémie manifestuje nahlymi nespecifickymi pifiznaky jako unava, bolest
hlavy, nauzea, vysoka teplota a zimnice. Vedle téchto symptomu se objevuje
tzv. primarni komplex. Jedna se oulceraci v misté vstupu infekce do
organizmu doprovazenou regionalni lymfadenitidou. Prib&éh onemocnéni
u jednotlivych subtyp velmi zalezi na interindividualnich rozdilech. Po
zavedeni ucinnych antibiotik do klinické praxe klesla primérna mortalita u
tularémie typu A z30 % na 1-2 %. Infekce typem B je pro cloveka
povazovana za neletalni, dokonce i kdyz onemocnéni zlistane neléceno.
Lékem volby u tularémie clovéka nadéle zlstava aminoglykosidové
antibiotikum streptomycin. Fluorochinolony jsou u tularémie zatim
vnimany jako rezervni terapeutika indikovana pfti selhani standardni terapie,
pfi remisich a u komplikovanych piipadut [5]. Pro aktivni imunizaci vysoce
rizikovych skupin se dnes vyjimecné pouziva ziva LVS vakcina. Pfimym
predchiidcem zivého vakcina¢niho kmene je kmen 155, ktery byl odvozen
v padesatych letech minulého stoleti z plné virulentniho subtypu holarctica.
Geneticky zaklad oslabeni kmene LVS neni doposud pfesné znam, u mysi
se chova jako avirulentni pouze pfi intradermalnim podani a jeho aplikace
nevyvola protekci u vSech vakcinovanych jedinct. Z téchto divodt LVS
vakcina nikdy neziskala povoleni potfebna pro uzivani v Siroké klinické
praxi. Jelikoz si kmen LVS zachoval virulenci pro hlodavce, standardné se
pouzivéa ve zvifecich modelech tularemické infekce [8, 9].

3.2  Modulace genové exprese prostiedim

Patogenni bakterie se béhem infek¢niho cyklu setkavaji s velmi
odlisnymi Zzivotnimi podminkami. Bakterie proto vyvinuly dimysIné
mechanizmy jak pomoci specifickych signalt své okoli vnimat
a bezprostfedn¢ se na n¢j zmeénou fenotypu adaptovat. Mezi nejjednodussi
nastroje, kterymi bakterie vnimaji aktualni podminky, patfi transkripéni

jsou pak zastoupeny dvoukomponentovymi regula¢nimi systémy spolu s
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jejich komplexnéj§i variantou fosforelé a dale ,,qourum sensing®
systétmem. Snad nejvyrazng€jsi zménu ve fenotypu patogenni bakterie
prodélaji béhem interakce s hostitelskym organizmem. Produkce molekul,
jez jsou kli¢ové pro preziti a proliferaci uvniti hostitele je spousténa jako
reakce na pusobeni urcitych specifickych podminek. U rodu Salmonella 1ze
velmi piesné popsat zmeény genové exprese v zavislosti na prichodu travici
trubici [10].

Do dnesni doby byly provedeny desitky analyz genové exprese
patogennich bakterii béhem infekce in vivo nebo na in vitro modelu, které
prispivaji k objasnéni molekularnich mechanismt virulence. Experiment
u F. tularensis LVS vyuzivajici zablokovani proteosyntézy eukaryotickych
bunék cykloheximidem aselektivni metabolické znaceni noveé
syntetizovanych bakteridlnich proteini umoznil identifikovat velmi
vyznamny faktor virulence, IglC protein [11].

Patogenni bakterie se v prib&hu interakce s hostitelskou buikou
mohou setkat s Géinky reaktivnich kyslikatych a dusikatymi radikalt. Jejich
produkce je jednim ze stézejnich piliil pfirozené imunity zameéfené na boj
proti patogennim mikroorganizmim. Bakteridlni adaptivni odpovéd na
oxidativni stres je nejlépe charakterizovana u E. coli. Ulohu kli¢ovych
regulatord této odpovédi u E. coli a mnoha dalSich bakterii hraji OxyR a
SoxRS systémy [12].

Vyznamnou soucasti interakce hostitel-patogen je také role zeleza.
Proteiny s vysokou afinitou k zelezu udrzuji koncentraci jeho volné slozky
uvnitf a na povrchu makroorganizmu pfiblizné na tGrovni 10"® M. Tato
hodnota je znatné vzdalend od hranice 107 M, jejiz dosaZeni je pro
zabezpeteni proliferace mikrobti nezbytné [13]. Zelezo se ucastni
Fentonovy reakce, ktera je makroorganizmem cilené vyuzivana pro
produkci mikrobicidnich latek fagocytujicich bunék. Tyto antimikrobialni
nastroje predstavuji integralni slozku pfirozené imunity. Na strané
bakterialnich patogenti doslo k vyvoji molekularnich nastroju pro ziskavani
zeleza ptimo z hostitelskych Zelezo-vazajicich proteinti nebo z hemu [14].
Nizka koncentrace Zeleza v prostfedi je pro mnohé patogenni bakterie
signalem, ktery spousti produkci faktort virulence [15]. U vSech
gramnegativnich bakterii ma v této regulaci zasadni vyznam transkripéni
faktor Fur. U E. coli kontroluje Fur pfimo nebo zprostiedkované expresi
vice nez 90 genti. Mezi né patii piedevs§im geny kodujici nastroje pro piijem
a skladovani Zzeleza, enzymy zakladnich metabolickych cest a proteiny
chranici proti oxidativnimu poskozeni. U mnoha patogennich bakterii véetné
patogennich kment E. coli patfi do Fur operonu nékteré znamé faktory
virulence [15, 16].

Jako nejcastéji plsobici faktor mize byt oznacen vykyv teploty
prostfedi. Na patogenni bakterie plusobi béhem pobytu v pfirodnim
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rezervoaru i prirozeném vektoru teplota venkovniho prostiedi, v prub&éhu
interakce s bunikami savéiho hostitele pak teplota teplokrevného organizmu.
Bakterie maji k dispozici nékolik mechanizml pro sledovani teploty [17].
U modelové bakterie E. coli hraje ustfedni roli v adaptacni odpovédi na
pusobeni vyssi teploty transkripéni faktor o°2 a dale oF. Vystaveni vyssi
teploté vyvold zvyseni produkce evoluéné velmi konzervativnich proteinti
tepelného Soku oznaCovanych jako HSP. Jejich syntéza probiha
konstitutivng, ale béhem vystaveni vysokym teplotdm a jinym stresovym
faktorim je vyrazn¢ vySS$i. VétSinu znich pfedstavuji molekulové
chaperony, které se vazi na nové vznikajici proteiny a napomahaji jim tak
zaujmout spravnou konformaci. Béhem ptisobeni stresovych faktorti pak
zabranuji poskozeni konformace proteint a je-li poskozena, pfispivaji k jeji
napravé. Dalsi pocetnou skupinu predstavuji ATP-dependentni protedzy,
které degraduji proteiny s poSkozenym prostorovym usporadanim, u nichz
naprava konformace selhala. Na pokles teploty bakterie reaguji produkci
proteini chladového Soku CSP (Cold Shock Proteins). CSP se rozdéluji
podle miry indukce pfi sniZeni teploty prostiedi do dvou tfid a maji rozdilné
funkce (zvyseni fluidity membran, udrzovani funkéni konformace mRNA
atd.). Exprese gend regulovanych teplotou u patogennich bakterii muze
predstavovat komplexni adaptaci na kontakt scilovym hostitelskym
organizmem, jak je mozné pozorovat u rodu Shigella, Yersinia, bakterie
Bordetella pertusis a spirochety Borrelia burgdorferi [18].

Béhem kultivace v laboratornich podminkach 1lze u bakterii
pozorovat nékolik rozdilnych fazi rustu, které jsou zpusobeny rozdily
v koncentraci zivin a odpadnich latek v ¢ase [19]. Tyto podminky indukuji
zmény v genové expresi, které u mnoha bakterii Usti ve funkéni nebo
morfologické pfizpisobeni. Tyto zmény ptedstavuji cileny adaptaéni
mechanizmus, ktery dovoluje uchovavat energii v prostfedi bez zivin.
Rozhodujicim regula¢nim faktorem genové exprese v podminkach
nedostatku Zivin je alternativni faktor o°, ktery je regulatorem genti
zapojenych také u jinych stresovych odpovédi a u E. coli kontroluje
priblizné 100 gend véetné nekterych faktorti virulence [20].

3.3  Proteom a proteomicka analyza

Zmény genové exprese lze studovat na Grovni mRNA nebo na
urovni proteind. Tak jako v jinych oblastech biologicko-medicinského
vyzkumu také ve studiu interakce hostitel-patogen se do poptedi dostaly
metody, jeZ umoznuji analyzu exprese celého genomu nebo jeho rozsahlé
¢asti (,,DNA microarrays®“, v oblasti analyzy proteind pak dvojrozmérna
gelova polyakrylamidova elektroforéza (2D-PAGE) nebo modernéjsi
,»shotgun® proteomicky ptistup).

Termin proteom oznacuje kompletni soubor proteini v urcitém
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Case pritomnych v buice, tkani, organu nebo organizmu. Nejvyznamnéjsi
pfednosti proteomiky je analyza molekul pfimo vytvafejicich fenotyp
organizmu. Zmény fenotypu organizmu sice lze vyvozovat také z analyzy
mRNA, porovnani dat z analyzy transkriptomu a proteomu vsak ukazalo, ze
jejich kvantitativni korelace je velice slaba. Analyza mRNA navic nemize
urcit konec¢ny funkc¢ni stav budouci proteinové molekuly, presnou lokalizaci
v bunice a molekuly, s kterymi bude dany protein interagovat. Proteomické
technologie dnes umoznuji zkoumat tisice proteinti v jednom experimentu.
Aby toto bylo mozné, musi byt komplexni smés analytu nejprve rozdélena
na jednotlivd individua, ktera budou v dalSim kroku identifikovana. Kazdy
proteomicky pfistup proto kombinuje metodu separaéni s metodou
identifika¢ni.

Klasicky proteomicky prFistup vyuziva separaci proteinit pomoci
2D-PAGE. Kvantitativni analyza je provadéna pomoci porovnani optické
denzity spravné pfifazenych proteinovych skvin v gelech. Identifikace
vybranych proteint se provadi metodami zalozenymi na hmotnostni
spektrometrii [21, 22]. U ,,shotgun® proteomiky k separaci dochazi az na
urovni peptidii tzn., ze komplexni proteinova smés je nejprve Stépena
sekvenéné specifickou proteazou. Vzniklé proteolytické peptidy jsou
nasledn¢ separovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie a on-
line analyzovany metodou vyuzivajici tandemovy hmotnostni spektrometr.
Vlastni identifikace proteinil je zaloZzena na méfeni fragmentacnich spekter
peptidi v MSMS moédu tandemového hmotnostniho spektrometru.
Vyhodnocovaci software pak na zakladé fragmentacnich spekter
jednotlivych  peptidi  uré¢i slozeni puvodni smési proteind [23].
U kvantitativni ,,shotgun‘ analyzy je potiebné urcit relativni koncentraci pro
co nejvetsi pocet peptidid. K tomuto ucelu se pouziva derivatizace latkami
obsahujici stabilni izotopy jako napt. *C/"C, “N/N, '*0/'%0. Peptidy
znacCené latkou, ktera ma totoZnou chemickou strukturu, ale rozdilnou
molekulovou hmotnost, se pti HPLC a ESI ionizaci budou chovat identicky
a hmotnostni spektrometr je bude schopen od sebe odlisit. Béhem
poslednich let se objevilo nékolik technik urcenych pro komparativni
»shotgun® analyzy. Technika iTRAQ (Isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation), ktera jako jedina provadi kvantifikaci v MSMS
modu, umoziuje analyzu az ¢ty vzorkd, jeji nejnovejsi modifikace pak az
osmi vzorkd v jednom experimentu [24].

4 METODY

4.1 Kultivace bakterie F. tularensis LVS

Zasobni kultury F. tularensis LVS a mutantniho kmene LVS
AiglC1+2 byly ziskany kultivaci na McLeod ptud¢. Bakteridlni buniky uréené
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pro proteomické analyzy byly pfipraveny v tekutém Chamberlainovu médiu.
Kultivace probihala pii 37 °C v orbitalni tfepacce a proliferace bakterii byla
sledovana méfenim O.D. suspenze. Pro metabolické znaceni byl pouzit
methionin s radioaktivnim izotopem *°S. Za G¢elem navozeni oxidativniho
stresu byl do média pfidan peroxid vodiku do findlni koncentrace 5 mM. Pro
analyzu vlivu nedostatku Zeleza bylo pouzito médium bez siranu
zeleznatého doplnéné o 100 uM deferoxamin mesylatu. Pro sledovani
proteomu pfi riznych teplotach prostiedi byly bakterie kultivovany pii 25
°C, 37 °C a 42 °C. Pro navozeni stacionarni faze byla bakterialni suspenze
kultivovana 24 h.

4.2  Infikovani bunék monocyto-makrofagové linie J774.2

Pro analyzu odpovédi bakterie F. tularensis na intracelularni
prostfedi byly pouzity bunky mysi monocyto-makrofagové linie J774.2
(European Collection of Cell Cultures, Salisbury, Velka Britanie).
Exponencialn& rostouci bakterie F. tularensis LVS (5x10%) v 500 ul DMEM
média bez séra a bez gentamicinu byly pfidany k adherovanym buiikdm
J774.2. Na jednu buiiku teoreticky pfipadalo 500 bakterii. Infekce bun€k
bakteriemi probihala 60 min. Po uplynuti této doby byly buiiky kultivovany
30 min v médiu bez methioninu a cysteinu a poté byl k bunkam v médiu
pfidan cykloheximid (200 pg/ml). Za 5 min byly doplnény chybgjici
aminokyseliny ve formé radioaktivnich analogll v davce 200 pCi/ml. Nové
syntetizované bakterialni proteiny byly takto znaeny po dobu 2 h.

4.3  Proteomicka analyza zaloZena na 2D-PAGE

V analyzach vyuzivajicich 2D-PAGE byly bakterialni bunky
rozpustény ve 20 pl lyzacniho pufru slozeném z 28 mM Tris-HCI, 22 mM
Tris-baze, 0,3 % SDS a ptidavkem inhibitori protedaz. Po precipitaci
snizujici koncentraci nezadouciho SDS byly proteiny rozpustény v 50 pl
vzorkového pufru obsahujicim 9 M mocovinu, 4 % CHAPS, 40 mM Tris-
baze, 1,2 % v/v DeStreak a 5% v/v amfolyty pH 9-17. Pro stanoveni obsahu
radioaktivniho izotopu siry byl pouzit kapalinovy scintilator LS 6000LL
(Beckman, Fullerton, CA, USA).

Pro pfipravu analytickych geld byly vzorky s proteiny o obsahu
radioaktivity 5x10° dpm nafedény do objemu 350 pl rehydrataénim pufrem
obsahujicim 6 M mocovinu, 2 M thiomoc¢ovinu, 4 % CHAPS, 40 mM Tris-
baze, 1,2 % v/v DeStreak, 0,003 % w/v bromofenolové modii a 1 % v/v
nebo 2 % v/v IPG pufru. Pro druhy smér byly pfipraveny gradientni 9-16%
SDS-PAGE  gely, které byly po elektroforéze intenzifikovany
2,5-difenyloxazolem, vysuSeny na filtracnim papife a nasledné exponovany
po dobu 5 dnti pfi —80 °C na RayMax Beta filmy (MP Biomedicals, Irvine,
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CA, USA). Filmy byly digitalizovany pomoci CCD kamery Image Station
2000R (Eastman Kodak, Rochester, NY, USA) a ziskané obrazy podrobeny
analyze v programu PDQuest (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Pro odhaleni
zmén v syntéze proteini v disledku plsobeni stresu bylo nastaveno
kvantitativni (dvojndsobna zména intenzity) a statistické kritérium
(Studenttv ¢-testem, p<0.01). Za Gcelem identifikace proteinti se zménénou
produkci hmotnostni spektrometrii byl pfipraven preparativni gel s nanaskou
500 pg obarveny Coomassie modii G-250 (Invitrogen, San Diego, CA,
USA).

Skvrny spliujici kritéria pro detekcei kvantitativnich a kvalitativnich
zmén zadana v softwaru PDQuest byly identifikovany piistupem ,,peptide
mass fingerprinting” pomoci hmotnostniho spektrometru MALDI-TOF
Voyager-DE STR (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA) nebo
pfistupem zahrnujicim uréeni sekvence peptidi pomoci tandemového
hmotnostniho  spektrometru  ESI-QTOF ~ Ultima™ API  (Micromass,
Manchester, Velka Britanie). Pro vlastni porovnavani naméfenych spekter
byla pouzita proteinova databaze, ktera vznikla pfelozenim genomu
F. tularensis kmenu SCHU S4.

4.4 »Shotgun“ proteomika

Pro tento metodicky pristup byly bakteridlni bunky lyzovany v
0,3% roztoku SDS. Po centrifugaci a odstranéni nezadouciho SDS
ultrafiltraci byla ve vzorku stanovena koncentrace bilkoviny pomoci BCA
kitu (Sigma, St. Louis, MO, USA). Ke vzorkim odpovidajicim 100 pg
proteind bylo pfidano redukéni a cystein-modifikacni Cinidlo. Posléze byly
proteiny pies noc inkubovany s trypsinem a déle zpracovany podle instrukci
vyrobce iTRAQ kitu (Applied Biosystems, Framingham, MA, USA).
Vzorky F. tularensis ptipravené za riznych teplot nebo délky kultivace byly
znaceny dle nasledujiciho schématu.

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

Ziskand smés kovalentn¢ znacenych peptidi byla kviili obrovské
komplexnosti nejprve rozdélena pomoci SCX-HPLC na 28 frakci.
Jednotlivé frakce byly zakoncentrovany, nasledné separovany pomoci RP-
HPLC a peptidy analyzovany na tandemovém hmotnostnim spektrometru
ESI-QTOF Ultima™ API (Micromass, Manchester, Velka Britanie).
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K vlastnimu vyhodnoceni spekter byl pouzit program Phenyx 2.1.
(GeneBio, Zeneva, Svycarsko) a proteinova databaze uloZena v ramci
NCBInr, ktera vznikla pteloZzenim genomu F. tularensis subtypu holarctica.
Konecné vysledky byly exportovany do souboru, ktery obsahoval udaje o
identifikovanych proteinech, jejich peptidech vcetné intenzit iTRAQ
reportérovych iontt.

Vzhledem k velkému mnozstvi dat, které bylo vyprodukovano
pomoci ,shotgun® pfistupu, bylo nejprve pfistoupeno k provedeni
explorativnich statistickych analyz (hierarchické shlukovani, shlukovani
pomoci k-priméri). Nasledné byly také provedeny konfirmatorni analyzy
(Studenttv #-test na hladin€ vyznamnosti<0.05). VSechny statistické analyzy
byly provedeny v programu STATISTICA cz verze 7.0 (StatSoft, Inc. Tulsa,
OK, USA a StatSoft CR, Praha, Ceské republika).

5 SOUHRN VYSLEDKU A DISKUZE

5.1  Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis LVS na
prostiedi hostitele

Pro proteomovou analyzu intracelularné lokalizovanych bakterii
F. tularensis byl pouzit in vitro model simulujici interakci mikroorganizmu
s hostitelskymi fagocytujicimi bunkami. Byl vyuzit pfistup zalozeny na
selektivnim zablokovani eukaryotni proteosyntézy cykloheximidem. Tento
protokol byl jiz dfive pouzit ve studii, kterd u F. tularensis vedla k objevu
prvniho faktoru virulence [11]. I pfes opakovanou snahu se nepodafilo
ziskat  dostatecné  kvalitni 2D-PAGE  proteinovou mapu. Na
autoradiografickém filmu bylo mozné pozorovat pouze nékolik skvrn.
Porovnanim se standardni 2D-PAGE mapou lze usoudit, Ze mezi proteiny
nejvice produkované bakterii v intracelularnim prostiedi makrofagt
kuptikladu patii proteiny tepelného Soku GroES, GroEL, DnaK, protein
rodiny AhpC/TSA a IglC protein.

5.2  Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis LVS a
F. tularensis LVS AiglC1+2 na oxidativni stres

Podaftilo se nalézt celkem 21 proteinovych skvrn a z nich Gspésné
identifikovat 10 rtiznych proteind, jejichz produkce je béhem odpovédi na
oxidativni stres vyznamné zvySena (protein rodiny AhpC/TSA,
ATP-vazajici podjednotka a peptidazova podjednotka ATP-zavislé proteazy,
ClpB protein, HSP, HSP 90, hypoteticky protein FTT1441, DnaK, GrpE,
GroEL a GroES). Na rozdil od prace Golovliova [11] nebyla pii nasi studii
prokazéana vyrazna produkce IglC proteinu béhem oxidativniho stresu. Nami
identifikované proteiny se obecné UcCastni stabilizace proteinové
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konformace, napravy pozménéné konformace (molekulové chaperony) nebo
degradace proteini (ATP dependentni proteazy). Proteiny AhpC/TSA
rodiny zahrnuji alkylhydroperoxidreduktazy redukuji peroxidy lipidd, které
vznikaji béhem plsobeni oxidacnich Cinidel. Potvrdila se predpokladana
zvySena produkce proteinit chaperonu DnaK, a chaperonini GroEL a
GroES. Jejich zvySena syntéza behem odpovédi na oxidativni stres u
F. tularensis LVS byla pozorovana jiz Ericssonem [25]. Vysledky
komparativni analyzy naznacuji, ze syntéza nékterych proteinti byla béhem
oxidativniho stresu snizena. Pfikladem je protein sdruzeny s vn&jsi
membranou. SniZeni jeho produkce bylo vice jak dvounasobné a statisticky
vyznamné.

Cilem proteomické analyzy odpovédi F. tularensis na oxidativni
stres bylo také ovéfit, zda-1i delece gend pro IglC protein ovlivni expresi F.
tularensis LVS béhem oxidativniho stresu. Mezi kmeny se signifikantné
lisila pouze syntéza proteinu AhpC/TSA. U obou kmend byly tedy
pozorovany velmi podobné proteinové profily vzniklé v dusledku puisobeni
peroxidu vodiku, a tak jeho potencialni regula¢ni funkce v této reakci mohla
byt vyloucena.

5.3  Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na
nedostatek Zeleza

Celkem bylo nalezeno 141 proteinovych skvrn, které vykazovaly
odliSnou intenzitu mezi vzorky. Z tohoto poétu se podafilo Uspésné
identifikovat pfiblizné¢ 65% proteind. Vibec nejveétsi narlst v syntéze
vykazovaly varianty proteinu IglC. IglC protein je nejdéle zndmy a
studovany faktor virulence u F. tularensis. Jiz nékolik praci potvrdilo
nezbytnost ig/C genu pro schopnost F. tularensis ptezit v makrofazich [26],
schopnost tUniku zfagozomu [27] a schopnost indukovat apoptdézu
v hostitelskych buiikdch [28]. Nedavno byla objevena také jeho uloha
v utlumu prozanétlivé odpovédi hostitele nasledujici po fagocytoze bakterie
[29]. Gen igIC je lokalizovan v pfedpokladaném ig/ operonu, ktery sestava
celkem ze Ctyf genti. Operon se nachéazi ve zdvojeném ostrovu patogenity
FPI [30]. V nasi studii jsme rovnéz pozorovali zvySenou produkci IglA a
IgIB proteind. Kromé proteinti z ig/ operonu byla zvysena produkce vlivem
stradani Zelezem rovn€z pozorovana u hypotetického proteinu 1707
koédovaného v FPI. Z mnoziny doposud znamych faktord virulence byl
pozitivni vliv nedostatku Zzeleza na produkci pozorovan dale u ClpB
proteinu. Mezi skvrnami se zvySenou intenzitou byly identifikovany dva
proteiny, které jsou potencidlné zapojeny v procesech ziskavani a ukladani
zeleza (hypoteticky protein 1441, ktery vykazuje homologii s
bakterioferitinem (E-value 1x10™), a izochorizmatiza hydrolaza, jehoz
uloha je lokalizovana na zacatku biosyntetické cesty vedouci k produkci
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sideroforit). Dale byla pozorovana nadprodukce proteini zapojenych do
detoxifikace reaktivnich kyslikatych radikali (n€kolik variant AhpC/TSA
proteinu, peroxidaza/katalaza). Nedostatkem zeleza v prostiedi byla
pozitivné ovliviiovana produkce nékolika proteini s funkci molekularnich
chaperonti a proteini zapojenych do jejich obratu (jiz zminovany ClpB, dale
GroES, GroEL, Hsp90).

Jelikoz je zelezo esencidlnim faktorem enzyml rUznych
metabolickych cest, bunky trpici jeho nedostatkem nejsou schopny
produkovat dostatecné mnozstvi energie a substrati dulezitych pro
proteosyntézu. Tato situace usti v niz$i rychlost proliferace az nakonec
dojde kjejimu uplnému zastaveni. Neni proto prekvapujici, Ze nejvice
proteinti, které vykazovaly snizenou uroven syntézy, patii do COG kategorie
J: translace, struktura ribozomi a jejich biogeneze. V prezentované praci
byla pozorovana niz§i uroven produkce tRNA syntetdz pro cystein,
asparagin, lysin a threonin. Dale byla pozorovna snizena produkce dvou
proteini  zapojenych do transkripce, COG kategorie Ka tii proteini
patficich do skupiny COG C: produkce energie a jeji pfeména.

Studie vlivu nedostatku zeleza prokazala vliv jeho koncentrace
v prostedi na produkci IglA, IgIB a IglC proteinti. Dva geny z operonu ig/
byly dfive shledany jako nezbytné pro virulenci F. tularensis. Tyto ndlezy
podporuji hypotézu, Ze nedostatek zeleza, tedy faktor, s kterym se patogenni
bakterie v prib&hu patogeneze setkavaji velmi casto, funguje jako signal pro
spusténi produkce faktord virulence, které maji umoznit prezit nehostinné
prostiedi hostitele [31].

54  ,,Shotgun“ proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis
LVS na zmény teploty a prodlouZenou dobu kultivace

Po enzymatickém Sté€peni proteinti celobunéénych lyzatd bakterii
F. tularensis LVS pripravenych za ¢tyt riznych podminek kultivace byly
peptidy derivatizovany iTRAQ znackami. Modifikované peptidy byly
smiseny a tento vzorek byl frakcionovan na SCX koloné. Toto uspotradani
vedlo ke sbéru celkem 28 frakci. Nastaveni HPLC systému pro RP
chromatografii vedlo k uc¢inné separaci znaCenych peptidi kazdé frakce
priblizn€ v rozmezi 18. az 75. min. Kombinace takto nastavené separace s
parametry hmotnostniho spektrometru QTOF zvolené v nastaveni metody
vedly k fragmentaci pfiblizné¢ 9000 prekurzorovych iontd. Z téchto spekter
byla k 3712 z nich pfifazena sekvence peptidu, kterd pochdzi z proteinové
databaze F. tularensis subtyp holarctica. To vedlo k identifikaci celkem 518
proteintl tohoto kmene s primérnym z-skore 7,96. Pro kvantitativni analyzy
byly vzaty pouze proteiny identifikované na nejméné 3 peptidy. Toto
kritérium splnovalo 292 proteint.

Data ziTRAQ analyzy byla nejprve podrobena explorativnim
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analyzam, které je umoznily porovnavat z globalniho pohledu. Hierarchické
shlukovani proteini na zakladé jejich kvantitativnich profilid vedlo
k vytvoteni dendrogramu, vkterém byly proteiny s podobnymi profily
slouceny do své blizkosti. V dendrogramu byly pak dobie patrné oblasti
sdruzujici proteiny o podobné znamé funkci. V ptipadé zndmych faktort
virulence z FPI doslo k pfifazeni Igl proteini A, B a C do spole¢ného
klastru. K tomuto klastru byly pfifazeny 4 hypotetické proteiny, které lezi
v blizkosti igl/ lokusu na ostrovu patogenity FPI (Obr. 1). Na zakladé
porovnani podobnosti sekvenci v programu BLASTp byly k proteintim
pfitazeny nazvy urCené pro subtyp fularensis: hypoteticky protein
FTL 0125 jako PdpB protein, hypoteticky protein FTL 0126 jako PdpA
protein, hypoteticky protein FTL 0116 jako protein PdpC a hypoteticky

Obrazek 1. Vyfez dendrogramu pro 292 proteini ukazujici pfifazeni skupiny
proteinti z FPI.
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protein FTL 0120 jako hypoteticky protein FTT1350.

K podobnému pfifazeni proteinti bylo dosazeno pouzitim metody
shlukovani pomoci k-primért. Jednotlivé shluky Ize velmi dobie
charakterizovat podle primért svych ¢lend (Obr. 2). Shluk 1 obsahoval
proteiny, jejichz produkce se vyrazné nemeénila v zavislosti na teploté¢ nebo
dobé kultivace. Shluk 2 sdruzuje proteiny, u kterych doslo k poklesu
produkce ve stacionarni fazi ristu. Proteiny vyrazné produkované pfi vyssi
teploté, ale ne na stacionarni fazi, jsou obsaZeny ve shluku 3. Produkce
proteinti sdruzenych ve shluku 4 negativné koreluje s teplotou kultivace.
Proteiny sdruzené ve shluku 5 jsou vyrazné¢ nadprodukovany béhem
stacionarni faze rtstu.

Obrazek 2. Graf prameéri vSech shlukt
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5.4.1  Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. fularensis na teplotu

kultivace 25 °C

Proteiny, jejichz syntéza byla béhem kultivace pfi 25 °C snizena
patii dle explorativnich statistickych analyz do shluku3, ktery je
charakterizovan zejména piitomnosti HSP proteinl. Toto pozorovani plné
odpovida vyznamu téchto proteinti v napraveé poskozené konformace, ktera
je na teplotu velmi citliva. Nasledna konfirmatorni analyza dale odhalila
statistické snizeni produkce u nékolika dalSich proteinti. Protein pro
rozdéleni buniky (gi|89256974) je homolog FtsK proteinu E. coli, ktery se
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ucastni déleni bakterialnich bun€k [32]. Jeho nizka syntéza nejspise souvisi
s pomalou proliferaci bakterii F. tularensis pii 25 °C. Pri¢ina snizené
produkce omega podjednotky DNA-fizené RNA polymerazy je
(g1/89256817) pravdépodobné shodna. Tento protein byl spolu s ostatnimi
identifikovanymi podjednotkami DNA-fizené RNA polymerazy zafazen do
shluku 2, ktery je charakteristicky predev§sim snizenim produkce ve
stacionarni fazi. U podjednotek této polymerazy dochazi ke sniZzeni rovnéz
béhem kultivace pii 25 °C. Podjednotka D preproteinové translokazy
(21/89256208) je homolog proteinu zajist'ujici export nové syntetizovanych
proteinti SecD u E. coli (E-value 2,0x10''%). Je zajimavé, 7e kmen
s mutovanym secD genem je velmi citlivy na rust pfi teploté 23 °C [33, 34].
Ke statisticky vyznamnému snizeni doslo u 4 hypotetickych proteint. Gen
pro hypoteticky protein FTL 0120 (gi|89255557) je lokalizovan v FPI (lokus
FTT1350 u kmene SCHU S4) a shlukovéani pomoci k-praméri jej zaradilo
do shluku 5 mezi znamé faktory virulence. Nékteré identifikované proteiny
z FPI rovnéz vykazaly pokles v produkei pii 25 °C oproti 37 °C. Tento
pokles potencidlné mulze souviset se znamou regulaci faktorti virulence
teplotou. Hypoteticky protein FTL 0617 (gi|89256014) je homologem
bakterioferitinu/feritinu. Kvantitativni profil jeho produkce vykazuje
vyraznou indukci syntézy ve staciondrni fazi ristu, ¢imz se zatradil mezi
proteiny shluku 5. Toto potvrzuje naSe diivéj$i pozorovani o jeho indukci
v prostiedi bez zeleza, které mize byt pfi dlouhotrvajici kultivaci v médiu
vycerpano [35]. U hypotetického proteinu FTL 0822 (gi|89256185) nebyl
doposud nalezen zadny sekvencné podobny protein. Explorativni analyza jej
zatadila do shluku 5 mezi znamé faktory virulence. Membranovy
hypoteticky protein (gi|89256931) byl u subtypu novicida oznafen jako
protein sestavujici piliny typu IV (zdroj NCBI). Shlukovaci analyza jej
prifadila k ostatnim identifikovanym proteinim spojenym s piliny do
shluku 1.

Statisticky zvySenou produkci vykazaly 4 proteiny, z nichz 3 byly
zafazeny do shluku 4, kde produkce proteind negativné koreluje se
vzrustajici teplotou. Chitindza (gi|89256806) je zapojena do transportu a
metabolizmu sacharidi. Nedavno bylo u subtypu novicida prokazano, ze
tento protein je sekretovan pres sekrecni systém zaloZeny na pilinu IV [36]
do okolniho prostiedi. Negativni korelace produkce s teplotou je rovnéz
dobfe patrna u vnéjsiho membranového proteinu (gi|89255458), slabé&ji pak
u enzymu inosin-5-monofosfat dehydrogenazy (gi|89256767). Hypoteticky
protein FTL 1494 (gi|89256783) neni homologni s zadnym doposud
znamym proteinem. Byl zafazen do shluku 5 mezi znamé faktory virulence.
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5.4.2  Proteomicka analyza odpovédi bakterie F. tularensis na teplotu
kultivace 42 °C

Statisticky snizenou produkci vykazalo 13 proteinti. Nejéastéji se
jednalo o proteiny ze shluku 4. U proteini tohoto shluku lze obecné
vypozorovat negativni korelaci produkce se zvySujici se teplotou prostredi.
K této skupiné patii 2 podjednotky proteinu P glycin $té€piciho systému
(gi/89255889, gi|89255890). Ulohou tohoto systému je produkce
jednouhlikatych stavebnich jednotek , které mohou byt vyuzity v biosyntéze
purint, thymidinu, histidinu, koenzymu A a methioninu. K poklesu
produkce pii 42 °C dochazi také u dalSich 2 identifikovanych proteini
spojenych stimto systémem. Signifikantni snizeni produkce bylo
pozorovano u 3 proteint shluku 5, z ¢ehoz dva proteiny jsou kodovany na
FPI: IglC protein (gi|89255550) a hypoteticky protein FTL 0116
(21/89255553), ktery byl pojmenovan PdpC (lokus FTT1354 u kmene SCHU
S4). Snizeni produkce lze vypozorovat u vSech identifikovanych proteind
kédovanych na Ig/ lokusu. S ¢im souvisi snizeni produkce faktord virulence
F. tularensis v prostiedi o teploté 42 °C v8ak neni jasné. U hypotetického
proteinu FTL 0317 (gi|89255747) neni doposud zndm zadny jeho homolog
mimo rod Francisella (lokus FTT0825¢c u kmene SCHU S4). Také tento
hypoteticky protein by zafazen do shluku 5 k znamym faktorim virulence
z FPL.

Kultivace bakterie F. tularensis LVS vedla ke zvySeni produkce
celkem 8 proteinll. VSechny patfi do rodiny HSP a kromé¢ jednoho byly
vSechny pfifazeny ke shluku 3. Zvysena produkce nékterych HSP byla u F.
tularensis LVS pti 42 °C dolozena jiz dtive [25].

5.4.3  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 proteinti a n¢kolik dalSich
proteind, které se tiCastni transkripce nebo translace. Tento nalez souvisi se
zpomalenim proliferace ve staciondrni fazi. Protein A DEAD-boxu
chladového Soku (gi|89256685) patii do nadrodiny IT DNA a RNA helikéz.
Pokles produkce ve stacionarni fazi je snejvys$si pravdépodobnosti
v médiu. Pfi nizké hladin€ mRNA neni potieba syntetizovat protein, ktery
stabilizuje jeji strukturu. Nejvétsi produkce tohoto proteinu byla pozorovana
béhem kultivace pii 25 °C, coz muze souviset s obecnou reakci na chladovy
Sok. Protein tepleného Soku hsp 40 (gi|89255713) vykazoval vyrazné snizeni
produkce ve stacionarni fazi. Pravdépodobné proto byl shlukovanim pomoci
k-primérti zafazen do shluku 2 a nikoli mezi ostatni HSP do shluku 3.
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Hypoteticky protein FTL 0755 (gi|89256141), u kterého doposud nebyl
nalezen zadny homolog, profilem produkce spada do shluku 2.

Svym vyznamem se jako nejzajimavéjsi jevily proteiny, jejichz
produkce vyrazné rostla ve stacionarni fazi rGstu. Patfi mezi nékolik
proteinti kategorizovanych do shluku 5. Je mezi nimi IgIB (gi|89255549) a
IglC (gi|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 vSech jmenovanych jsou lokalizovany na
zdvojeném FPI a nékteré znich patii mezi znamé faktory virulence.
Nedavna publikace potvrdila, Ze vSechny geny v FPI jsou regulovany MglA
transkripénim faktorem [37]. Proto maji identifikované proteiny kddované
v této oblasti genomu podobné kvantifikaéni profily. V souladu s tim byly
shlukovanim pomoci k-primért vSechny slouceny do shluku 5. Statisticka
vyznamnost byla potvrzena jen v nékolika pripadech. Hypoteticky protein
FTL 1225 (gi|89256546) nema homolog kromé& FTT 0975 u kmene SCHU
S4 subtypu tularensis. Jeho kvantifikaéni profil naznacuje spojitost
sregulaci FPI, coz bylo potvrzeno na urovni mRNA [37]. Statisticky
vyznamné zmény v produkci byly zaznamenany u dvou proteinti, které se
Ucastni odpovédi na oxidativni stres: protein rodiny AhpC/TSA gi|89256354
a bifunk¢ni enzym peroxidaza/katalaza (gi|89256792). Toto pozorovani je
v souladu se zndmymi fakty o regulaci genové exprese béhem stacionarni
faze rustu jako odpovédi na piitomnost oxidaéniho poskozeni. Vnéjsi
membranové proteiny OmpA a OmpH byly zatazeny také do shluku 5. Tyto
proteiny mohou byt zodpovédné za morfologické zmény, které se odehravaji
pfi vstupu bakterii do stacionarni faze ristu. Proteinem vyrazné
indukovanym ve stacionarni fazi, ale pfifazenym k jinému shluku, je ¢len
rodiny proteinti pro vstup mykobakterii do bunék (gi|89256084). Tento
protein je potencidlné spojeny se vstupem a prezivanim mykobakterii
v hostitelskych bunkach.

6 SOUHRN

Francisella tularensis patfi mezi nejvice virulentni bakterialni
agens vubec. Experimentalné bylo prokazano, ze k plnému rozvinuti infekce
postacuje pouze 10 CFU. Kvuli vzniku redlného nebezpeci zneuziti
F. tularensis k teroristickym Gceliim se v posledni dobé dostal tento mikrob
do popfiedi intenzivniho védeckého zajmu.

Ackoliv je publikovano stale vice praci =zabyvajicich se
molekularnimi mechanismy patogeneze tularémie, vétSina dilezitych
poznatkli zlstava stile neobjevena. Dizertacni prace si kladla za cil
identifikovat proteiny, které mohou v patogenezi tularémie zastavat
vyznamnou roli. V ramci zadani bylo provedeno n¢kolik proteomickych
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analyz odpovédi F. tularensis na faktory, se kterymi se muze setkat béhem
infekéniho cyklu. Analyza odpovédi na oxidativni poskozeni kromé indukce
syntézy HSP proteini odhalila zvySeni produkce alkylhydroperoxid-
reduktazy. ZvySena produkce tohoto enzymu byla dale pozorovana
v prostiedi s nedostatkem zeleza a béhem stationarni faze ristu. Analyza
také prokazala, ze na regulaci odpovédi na oxidativni stres se nepodili
nejdéle znamy faktor virulence, IglC protein. Pozdéji navic nebyla
potvrzena i diive publikovana indukce syntézy IglC proteinu v prostiedi
5 mM peroxidu vodiku. Na zakladé vysledkli analyzy proteomu bakterie
kultivované v nepfitomnosti zdroje zeleza lze geny ig/ operonu zatradit do
pocetné skupiny bakteridlnich faktorti virulence, jejichz exprese je
indukovana v prostiedi s nedostatkem tohoto esencialniho faktoru. Tyto
nalezy byly potvrzeny podobnou studii provedenou na trovni mRNA.
»Shotgun® kvantitativni proteomova studie spolu s explorativnimi
statistickymi analyzami odhalila velmi podobnou regulaci exprese gent
iglABC a pdpABC u <¢tyt kultur  kultivovanych za  rlznych
podminek. U gentl, které jsou za rtiznych okolnosti exprimovany ve stejné
mife, existuje redlny predpoklad, ze se podili na urCitém obecném
biologickém dé&ji. Geny operonti igl a pdp se UCastni patogeneze, proto
existuje statistickd pravdépodobnost, ze také ostatni geny zafazeny na
zédklad¢ analyzy iTRAQ kvantitativnich proteomickych dat do stejného
shluku se mohou podilet na tomto dé&ji.

Bakterie stak vysokym patogennim potencidlem jaky je
charakteristicky pro F. tularensis musi disponovat velmi wUCinnymi
molekularnimi  nastroji  virulence. K hledani konkrétnich molekul
s potencidlnim vztahem k virulenci jsme v ramci dizertacni prace pouzili
proteomické metody. Dosazené a doposud publikované vysledky
presvédéiveé dokazuji ucinnost zvoleného ptistupu.

7 SUMMARY

Francisella tularensis belongs to the most virulent bacteria. The
infectious dose even in humans is very low, at most 10 CFU. Because of
real threat of terrorist misuse, the scientific interest has been focused on the
bacterium recently.

Despite of great improvements made in the understanding of its
virulence mechanism in recent years, a substantial part of this key process
remains to be revealed yet. The main goal of the presented thesis was to
identify proteins that may play a significant role in the pathogenesis of
tularemia. Based on that goal, we performed proteomics analyses of
responses to several environmental factors that may be meet by the
bacterium during the infectious cycle. Analysis of oxidative stress response
revealed among other the induction of synthesis of HSP species and
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AhpC/TSA family protein. Increased production of the same enzyme was
also observed during iron-starvation and during the stationary phase of
growth as well. Furthermore, analysis of oxidative stress response excluded
the regulatory role of IglC protein in the adaptation. Moreover, the detailed
analysis performed later on, has clearly ruled out the involvement of IglC
protein in a response to the oxidative stress induced by 5 mM hydrogen
peroxide. Results obtained from proteome of bacterium grown in medium
without any source of iron indicate that genes encoded in ig/ operon belong
to a large group of bacterial virulence factors characterized by
responsiveness to iron concentration. The findings were further strengthened
by the previous study on mRNA level. Shotgun quantitative proteomics
study in combination with exploratory data analysis revealed close
regulation of expression ig/lABC and pdpABC genes under four different
growth condition. There is a hope that the similarly regulated genes may be
involved in similar biological process. Members of ig/ and pdp operons play
a crucial role in pathogenesis of tularemia. Thus a hypothesis has arisen that
proteins arranged with k-means clustering of iTRAQ data in the same cluster
as Igl and Pdp proteins may also participate on the virulence.

Bacteria associated with, as high pathogenic potential as
Francisella tularensis, must dispose very effective molecular tools for its
virulence. Within the scope of the presented thesis, we applied the
proteomics methods for mapping of molecules potentially associated with
virulence in Francisella tularensis. The obtained and successfully published
results conclusively proved efficiency of selected approach.
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