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1 Uvod




Studium patogeneze bakterialnich infekci v souéasné dobé patfi mezi
oblasti biomedicinského vyzkumu, kterym je vénovana znacna pozornost.
Tento stav je zplUsoben predev$im stale se rozSifujici rezistenci na
antibiotika a antimikrobialni chemoterapeutika. V druhé fadé se tak déje v
dusledku realné hrozby zneuziti virulentnich bakterialnich kmenl jako
teroristickych prostfedku. Tento trend je pozorovatelny v poslednich nékolika
letech zejména ve vyspélych statech zapadniho svéta.

Poznatky o molekularni patogenezi infekCnich chorob mohou vest k
objevu novych, molekularnich farmakologickych cili nebo ke konstrukci
o molekularni patogenezi bakterialnich infekci je mimo jiné studium reakci
bakterie na prostiedi, se kterym se setkdva v pribéhu interakce s
hostitelskym organismem. Z pohledu hostitelskych organismu se evoluce této
interakce nesla ve znameni neustalého zdokonalovani strategii, jak se
aéinné branit vzniku bakterialni infekce, nebo strategii, které uéinné vedou k
eliminaci infekce. Na strané mikroorganismi dochazelo ke zdokonalovani
nastroji, jak zmiflované mechanismy obejit nebo jejich GcCinky preZit.
Studium reakci patogennich mikroorganismi na stresové faktory, které tvofi
podstatu zmifiovanych strategii hostitele, nam tak umoZnuje identifikovat
molekuly, které jsou pro patogenezi choroby stéZejni.

Nastup proteomickych technologii poskytl idealni nastroj pro sledovani
zmén v genové expresi na proteinové Urovni v duasledku pulsobeni
nejriiznéjdich faktorll. Jejich postupné zdokonalovani a vyvoj v dnesni dobe
umoziiuje kvalitativni a kvantitativni analyzu aZ tisich proteinu v jednom piné

automatizovaném procesu.
1.1 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo pomoci klasickych proteomickych metod
zjistit, jak bakterie F. tularensis LVS/m reaguje na pUusobeni riznych teplot na
proteinové Grovni. Zvy$ena exprese stresovych proteinu, které pfedstavuiji

faktory virulence, byla jiz dfive zji§téna a sledovana u jinych bakterif, napf. u

druhdl Yersinia pestis a Borrelia burgdorferi, které stejné jako bakterie
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F. tularensis maji podobny pfirodni rezervoar. Zménou teplotnich podminek
jsem simuloval rizna prostiedi, ve kterych se bakterie F. tularensis b&hem
svého Zivotniho cyklu vyskytuje (viz obrazek 1). Teplota 25°C imitovala
teplotu &lenovcl jakoZto vektord a venkovniho prostiedi, napf. vodnich ploch,
teplotou 37°C jsem napodoboval télesnou teplotu hlodavcl a teplota 42°C
méla simulovat teplotu béhem respiraéniho vzplanuti v makrofagu u lidského
hostitele.

Mym cilem bylo predev8im sledovat, které ze znamych faktort
virulence jevi zvySenou expresi a doplnit tak sérii pokusd, kieré mapovali
stresové odpovédi u bakterie F. tularensis plsobenim peroxidu vodiku nebo
nedostatku Zeleza.

Obrazek 1; Zivotni cyklus nékterych patogennich bakterii

Dil&im cilem prace bylo také zavést na Ustavu molekularni patologie
do rutinni praxe pfistroj pro elektroforézu PROTEAN Plus Dodeca Cell a

pokusit se o optimalizaci procesu.




2 Teoreticka cast




2 1 Bakterie Francisella tularensis

2.1.1 Charakteristika

Francisella tularensis je gram-negativni, fakultativné intracelularni
bakterie zpusobujici zoondzu tularémii. Jedna se o nepohyblivou, malou (0,1-
0,5 um), kokoidni bakterii. Je strikiné aerobni, nesporulyjici, bez znamek
produkce toxinu [1]. Je schopna dlouhodobé pfeZit ve vnejSim prostiedi a v
pfirodé je Siroce rozsirena [2].

Bakterie byla poprvé izolovana v roce 1911 G. W. McCoyem, ktery ji
pojmenoval Bacterium tularense podle mista nalezu Tulare Country
v centralni  Kalifornii [3,4]. Prvni popsané pfipady tularémie u lidi byly
zaznamenany roku 1914 Wherrym a Lambem v Ohiu u pacientu, ktefi pfisli
do kontaktu s nemocnymi zajici [5]. Mikroorganismus byl pozdéji pojmenovan
podle E. Francise, ktery onemocnéni a jeho plvodce zkoumal na lidskych
pacientech v roce 1919 v Utahu [2].

V obdobi studené valky zaradili Spojené staty americké stejné tak jako
byvaly Sovétsky svaz F. tularensis mezi svuj staly biologicky vojensky
arsenal [6]. Také v dnesni dobé je na F. tularensis pohlizeno pfedevsim
z bezpetnostniho hlediska. Po utocich z 11. zafi 2001 si zapadni zeme
uvédomuji nebezpedéi mozného teroristického zneuziti této bakterie. Nejvétsi
duraz je proto dnes kladen na porozuméni mechanismu virulence, na hledani
moZnosti  bezpedné  vakcinace a  zplUsobu zamezeni  Sifeni

onemocnéni [7,8,9].
2.1.2 Taxonomie

Dnedni vieobecné akceptovany taxonomicky konsensus popisuje Ctyfi
subtypy: F. tularensis subtyp tularensis (typ A), F. tularensis subtyp holarctica
(typ B, dfive oznalovana jako palaearctica), dale subtyp mediasiatica a

subtyp novicida. Virulence jednotlivych subtypl je velice rozdilna. Nejvice

virulentni je F. tularensis subtyp tularensis. Bez |é€by dosahuje mortalita u
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lidi az 30%. F tularensis subtyp holarctica, je méné virulentni neZ typ A, a

onemocnéni nepredstavuje vyrazny klinicky problém.
2.1.3 Epidemiologie

Pavodce tularémie se vyskytuje na severni polokouli, hlaSeny byly
véak i ojedinélé pfipady z Australie [10]. V Evropé jsou Castou oblasti vyskytu
zemé& byvalého Sovétského Svazu a Skandinavie. Vyskyt jednotlivych
subtypl vykazuje geografickou rozdilnost. Subtyp tularensis se napfiklad
vyskytuje pfevazné& v Severni Americe. Subtyp holarctica je naproti tomu
dasty v Evropé a Asii. Subtyp mediasiatica se vyskytuje pfevazné v centralni
Asii [2,11]. V Ceské republice neni vyskyt tularémie pfili§ Sasty. Podle (dajl
Narodniho referenniho centra pro analyzu epidemiologickych dat béhem let
1994-2003 incidence onemocnéni na nasem 0zemi kolisala mezi 30 aZ 225
pfipady roéné. Plvodcem onemocn&ni na uUzemi Ceské republiky je
vyhradné méné virulentni subtyp holarctica. Z téchto dluvodu u nas
onemocneni nepiedstavuje zavazneéjsi klinicky problém.

Bakterie F. tularensis je v pfirodé znaéné rozsifena. Ukazuje se, Ze
bakterie dokaze prezivat ve vodé a bahné po dlouhé mésice [2]. Jako
potencionalni zdroj jsou v podezieni vodni améby, ve kterych F. tularensis
Usp&sné pieZiva, jak dokazuji vysledky nékterych studii [11,12]. Clovék se
nejCastéji nakazi kontaktem s voIné Zijici divokou zvéfi, kontaminovanou
vodou a potravou a v neposledni fadé pomoci bezobratlych vektoru napf.
klistaty a komary. Casté jsou i profesionalni nakazy [2]. Bakterie miZe do

lidského organismu prostoupit i neporusenou kizi.
2.1.4 Onemocnéni tularémie

2.1.4.1 Klinické formy tularémie

Dle mista a zpUsobu praniku bakterie F. tularensis do lidského

organismu dochazi s riznou zavaznosti k rozdilnym klinickym manifestacim.

Inkubaéni doba je nejcastéji 3 — 6 dnl [13]. Vedle nespecifickych pfiznakd se
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objevuje tzv. Jprimarni komplex®. Jedna se o ulceraci v misté vstupu bakterie
do organismu a regionalni lymfadenitidu.

Nejcastéji formou onemocnéni je ulceroglandularni forma. Dochazi
k ni po kousnuti infikovanym klistétem nebo manipulaci z lovnou zvéfi. O
glandulémi formé hovofime, pokud chybi ulcerace za pfitomnosti
lymfadenitidy. Okuloglandulami forma se vyskytuje po kontaktu oka s
infikovanym materialem. Dochazi pfi ni kulceraci spojivky a zvétdeni
regionalnich miznich uzlin. Orofaryngealni forma je dusledkem poZiti
kontaminované vody nebo potravy, takiéZz inhalace aerosolu. Vznika
tonzilitida, faryngitida, nékdy se vyskytuje ulcerace. Pfi gastrointestinalni
form& vznika v zavislosti na infekéni davce mirny perzistujici prijem az
akutni smrtelné onemocnéni v dusledku ulcerace stfevni stény v misté
Payerovych plakd. Respiratorni forma je disledkem inhalace aerosolu
s obsahem bakterie F. [ularensis. Tato forma, neni-li léena, je
charakterizovana vysokou mortalitou. Uvadi se, Ze inhalace jiz 10 CFU muze
vyvolat smrt organismu. Primarni komplex se wvyviji v dolnich cestach
dychacich. Symptomaticky se projevuje jako pneumonie, dyspnoe, Casty je
drazdivy kasel a bolest na hrudi. Tularemicka sepse probiha prudce a ¢asto
letalné. Projevuje se nespecificky horeckou, prujmem, zvracenim, zmatenosti
az komatem. Bez véasné l|é¢by dochéazi k septickému 3Soku, systémové
zanétlivé odpovédi, intravaskularni koagulaci a krvacenim do tkani,

respiragni tisni a organovému selhani [2,8].

2.1.4.2 Diagnostika

Nejstarsi metodou je kultivaéni prilkkaz bakterie. Na vhodnych pldach
lze kolonie pozorovat za 24 az 72 hodin [1,14]. Obvykle se pouZivaji
cokoladovy agar, cysteinovy srdeéni agar nebo pufrovany extrakt ze
zuhelnatélych kvasinek a agar z berani krve.

Nejbéznéjsi laboratorni metodu v diagnostice tularémie je sérologické
vysetfeni. Hladina specifickych protilatek je v8ak detekovatelna &asto aZ za
dva tydny po nakaze [15]. Metodou ELISA se muZe dale stanovit pfitomnost

LPS nebo glykoproteinové frakce membran. [16,17]. Imunofluorescencnim




snagenim je moZno dokazat piitomnost F. tularensis béhem nékolika

hodin {2].
Klinicky pofad jesté malo vyuzivanou, ale velice spolehlivou a rychlou

metodu predstavuje PCR. Pfi pouZziti gelové PCR se detekuje pfitomnost
genl kodujicich proteiny vnéjsi membrany fopA a tul4 [17,18,19]. Jesté vyssi
citlivost vykazuje real-time PCR [20].

Potfebujeme-li pfesné uréit subtyp F. tularensis, |ze vyuzit techniky
jako restriction fragment linked polymorphism (RFLP), southern blot, pulse-
field gel electrophoresis (PFGE) nebo multi-locus variable tandem repeat
assays (MLVA) [21,22.23]. Pfi vétSim mnoZstvi materidlu Ize dale vyuZit
proteomické metody 2D-PAGE, SELDI-TOF a MALDI-TOF profiling, jejichZ

pouZiti je vak zatim jen experimentalni.

2.1.4.3 Lécha

Lékem volby u infekce F. tularensis jsou aminoglykosidova antibiotika
gentamicin a streptomycin. Tato |é&iva pUsobi na F. tularensis
baktericidné& [8]. Pro ispé&snou l&¢bu je v8ak nutno je podavat parenteralné a
diouhodobé [24], nejméné& po 10 dni [2]). Dale Ize pouzit fluorochinolové
antibiotikum ciprofloxacin, u kterého se popisuje nejméné terapeutickych
selhani a nezadoucich Gc€inku. U imunodeficientnich pacientli se pouzZiva
levofloxacin [8].

Tetracyklinova antibiotika jako doxycyklin, spole€né
s chloramfenikolem jsou latky plUsobici bakteriostaticky. Lécba jimi trva déle,
zpravidla 2 az 3 tydny a dochazi k astéj$im relapsim onemocnéni [25,26].

Antibiotika a chemoterapeutika zfad betalaktami, makrolidQ,

linkosamid( ¢i sulfonamidd jsou v [éCbé infekce F. tularensis netginna [8]

2.1.4.4 Vakcinace

Prvni pokusy o vyvoj Zivé vakciny byly provadény na tuzemi byvalého
Sovétského svazu ve 30. letech 20. stoleti jesté pfed zapodetim druhé

svétové valky. Oslabeni pIné virulentnich kmenl se provadéla spolenou

kultivaci bakterii F. tularensis subtyp holarctica s antisérem nebo jen




susen
posleze i tisicim dobrovolnikim. Tento kmen byl pojmenovany Moscow.

posléze byl vyvinut kmen 15, kterym byly v Sovétském svazu do zacatku 60.

im kuttur [27]. Takto ziskana vakcina byla nejprve aplikovana zvifatim,

let 20. stoleti ofkovany miliony lidi. Tato vakcina byla povaZzovana za
bezpetnou, nicméné pro mysi byla stale virulentni. Po ztraté virulence kmene
15 pro my$i byl vakcinacni kmen obnovovan v Gamaleya institutu v Moskve,
kde byl také vyvinut kmen 155. Roku 1956 ziskaly tento kmen USA [28].

Po nasledné rekultivaci kmene 155 v USA byly ziskany dva typy
kolonii. Modra varianta byla shledana jako vice virulentni a imunogenni pro
laboratorni zvifata [29]. Po testovani imunizace proti piné virulenthimu
kmenu Schu S4 byla vyvinuta vakcina LVS (Live Vaccine Strain). Série testu
ukazaly, ze subdermalni vakcinace LVS neposkytuje dostate¢né spolehlivou
ochranu proti inhala¢ni formé tularémie, kter4 pfichazi v avahu pfi
bioteroristickém zneuZiti [30]. Lep$i protekci proti inhalagni formé vykazala
imunizace aerobni a oralni cestou [31,32]. V sou&asné dobé ize vakcinu LVS
pouzivat jen v klinickych studiich a pro imunizaci laboratornich pracovnika,
piiéem? jejimu schvaleni (fadem FDA brani nékolik faktu [8,33]:

neni znam princip oslabeni LVS kmene

* nejsou s jistotou znamy antigeny nutné k vyvolani imunizace

e nebyla charakterizovana Grovefi ochrany po imunizaci

o kmen je pIné virulentni u mysi pfi intraperitoneainim podani, ale po
podani intradermalnim je avirulentni, z tohoto faktu plynou obavy, Ze

vakcina by mohla byt virulentni pro imunodeficientni pacienty

Soudasny vyvoj sméfuje k vyvoji subjednotkové vakciny s cilem urit
antigeny odpovédné za imunitni odpoveéd. DFivéj$i studie provedene na
lidech vakcinovanych kmenem LVS prokézaly CD4" a CD8" odpovéd na
mozaiku proteinovych antigent unikatni pro kaZdého jedince [34]. Pokroky
v proteomickych metodach nedavno umoznily charakterizovat dalSi desitky
antigeni vyvolavajicich protilatkovou odpovéd u mysi a lidi. [35,36]. Pfes

urgité pokroky neni dodnes hlavné kvili zminéné heterogenité imunogennich

antigend spolehliva subjednotkova vakcina vyvinuta.




2.1.5 Molekularni mechanismy virulence u F. tularensis

Pies intenzivni vyzkum nebyl do dnedni doby jednoznaéné poznan
mechanismus virulence a identifikovany jeho faktory. Doposud ucinéne
analyzy véak ukazaly, Ze jsou velice odlisne od jinych bakterii [1]. K jejich
poznani pfispivd i zvefejnéni kompletni genomové sekvence F.
fularensis [37]. Dal8imi uZiteCnymi zdroji dat jsou proteomové analyzy.
Doposud bylo identifikovano nékolik molekul s prokazanym nebo
potencialnim vztahem k virulenci F. tularensis.

LPS F. tularensis vykazuje strukturni i biologické anomalie. Struktura
O-bocniho Tfetézce je jedineéna mezi gram-negativnimi bakteriemi.
Schopnost LPS indukovat produkci IL-1 a TNFa je tisickrat mensi nez u LPS
E. coli [38] a schopnost nespecifické aktivace B lymfocytu k proliferaci
postrada zcela [39,40]. LPS spole¢né s lipidem A brani produkci oxidu
dusnatého v mysich makrofazich. Studie s mutanty ukazaly, Ze regulace
O-antigen je nezbytny pro sérovou rezistenci i rust uvnitf makrofagu.

B&hem rastu uvniti makrofagi nebo pii pusobeni peroxidu vodiku na
F. tularensis LVS byla zjisténa vysoka exprese IgIC proteinu (dfive 23-kDa
protein), jehoz aminokyselinova sekvence nejevi podobnost s Zadnym dosud
znamym proteinem. Mutanty s poskozenym genem pro tento protein nebyly
schopné intracelularniho rdstu ani nevykazovaly cytopatogenni efekt.

Kysela fosfataza nékterych intracelularnich paraziti se fadi mezi
faktory virulence, které usnadiiuji preZiti t&chto bakterii uvniti burnky
mechanismem potladeni respiratorniho vzplanuti. Kysela fosfataza
F. tularensis vykazuje jisté odli§né znaky ve struktuie a substratové specifité
a neni nezbytna pro intracelularni pfeziti [41,42].

Proteiny kddované geny mglA a mglB u F. tularensis subtyp novicida
jsou nezbytné pro intracelularni proliferaci. Predpoklada se, Ze to jsou
transkripéni regulatory b&hem nutriéniho stresu. Jevi sekvencni podobnost
s sspAB geny E. coli [43].

Jednim z kandidati na slozku subjednotkové vakciny je 17-kDa

lipoprotein. Tento konzervativni lipoprotein je exprimovan vdemi subtypy
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E. tularensis, ale i napf. bakterii Salmonella enterica serovar Typhimurium.
My$i otkované rekombinantné pfipravenym 17-kDa lipoproteinem jevily
znamky tastegné ochrany proti nasledné infekci [44].

Byly nalezeny i daldi geny duleZit¢ pro rust uvnitf makrofaga.
Jmenovat Ize geny pdpA, pdpD, gen pro ClpB teplem inducibilni proteazu,
dale homolog glutamin fosforibosyl-pyrofosfat amidotransferazu nebo alanin
racemazu [45].

Nedavno byl popsan ostrov patogenity FPI v rozsahu pfiblizné 30-kB,
ve kterém se nachazi jiz zminované operony ig/ a pdp. Jak v genomu kmene
LVS tak v genomu subtypu tularensis se FP| nachazi ve dvou kopiich. [46].

Analyza spontanniho mutantniho kmene FSC043 odvozeného od
vysoce virulentniho subtypu tularensis nedavno odhalila spojitost mezi deleci
genu pro 58-kDa protein a niZ8i schopnosti intracelularni proliferace. Nove
pfipraveny kmen s definovanou mutaci tohoto genu navic u mysi vykazuje

protektivni vlastnosti proti pIné virulentnimu subtypu fularensis [47].
2.2 Stresové odpovédi a metody jejich analyzy

Patogenni bakterie se bé&hem infekéniho cyklu setkavaji s velmi
odlinym Zzivotnimi podminkami. Nej¢astéSimi proménnymi jsou teplota,
piitomnost Zivin, dostupnost kysliku, pH a osmolarita prostiedi [48]. Néktere
podminky, zejména podminky pusobici béhem interakce s hostitelskym
organismem, jsou pro bakterie likvidacni. Bakterie proto vyvinuly nastroje, jak
se na jejich pfitomnost rychle adaptovat a tim pfezit jejich pusobeni. Tyto
nastroje se oznacuji jako faktory virulence.

Produkce faktord virulence je spouséténa jako reakce na pusobeni
jednotlivych fyzikalnich a chemickych signald uvedenych wvySe. | velmi
komplexni prostfedi hostitele totiz bakterie vnimaji az po rozloZzeni na
jednotlivé signaly. Jednoduchou zménou kultivadnich podminek tak maZzeme
vyvolat zmé&nu fenotypu, ktera se odehrava béhem interakce s hostitelskou
bufikou. Studium stresovych odpovédi je proto velmi dlleZitym néstrojem
vedoucim k identifikaci molekul, které bakterie vyuziva pro vlastni pfeZiti a

rozhoduji o dal$im osudu makroorganismu.
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Odpovédi na pusobeni stresu Ize studovat na Urovni transkriptomu
nebo na urovni proteomu. Tak jako vjinych oblastech biologicko-
medicinského vyzkumu také ve studiu interakce hostitel-patogen se do
popiedi dostaly metody, jenZ umoziuji simultanni analyzu exprese celého
genomu nebo jeho velké &asti. Jedna se pfedevSim o technologie DNA
microarrays a v oblasti analyzy proteinu o 2D-PAGE a MudPIT. Genomické i
proteomicke pfistupy maji své piednosti i limitace a tak jsou jejich vystupy

komplementarni.
2.2.1 Dvojrozmérna gelova polyakrylamidova elektroforéza

Dvojrozmérna elektroforéza patii mezi elektroforetické metody, které
se pouzivaji k déleni latek nesoucich elektricky naboj. K déleni dochazi na
zakladé rozdilné pohyblivosti ionti ve stejnosmérném elektrickém poli.
Pohyblivost délenych &astic je zavisla na naboji, velikosti, viskozité, velikost
port, pH pufr, iontové sile a teploté média. Metodu 2D-PAGE miZeme
ruting pouzit pro paralelni vyhodnoceni kvalitativnich nebo kvantitativnich
zmén exprese velkého mnoZstvi proteinu. 2D-PAGE kombinuje dvé zakladni
metody, isoelektrickou fokusaci (IEF-metoda umozZiujici déleni proteind na
zakladé rozdilné hodnoty isoelektrické bodu proteinu) a elektroforézu na
SDS-polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE-metoda umoZiujici rozdéleni
proteini na zakladé jejich rozdilné molekulové hmotnosti). Kombinaci téchto
dvou metod vznikl nastroj proteomové analyzy o vysoké citlivosti (schopnost
detekce <1ng proteinu na jednu skvrnu). Kombinace 2-D PAGE a hmotnostni
spektrometrie je zakladni proteomicky nastroj pro identifikaci proteind.
Obecny pracovni postup pfi zahrnuje pfipravu vzorku, separaci v prvnim
rozmeéru, ekvilibraci, separaci v druhém rozméru a detekci separovanych

proteind.

2.2.1.1 Isoelektricka fokusace—separace v prvnim sméru

Isoelektricka fokusace je elektroforetickda metoda pouZivana pro
separaci amfoternich molekul v pH gradientu. Pfi umisténi proteinu do meédia

s pH gradientem a aplikaci elektrického pole proteiny s elektrickym nabojem
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migruji smérem kopaéné nabité elektrodé. Bé&hem migrace v mediu

se zakotvenym pH gradientem proteiny ztraci nebo ziskavaji protony, coz
vede ke snizovani velikosti jejich naboju i pohyblivosti. Jakmile dosahnou
v pH gradientu bodu, ktery odpovida jejich pl, zastavi svou migraci.

IEF vyuzivd kseparaci nejéastéji komertné vyrabéne prouzky
s imobilizovanym  pH  gradientem-tzv.  IPG-prouzky (immobilized pH
gradient). Imobilizovany pH gradient vznik& kovalentni inkorporaci gradientu
kyselych a bazickych pufrovacich skupin do polyakrylamidové matrice.
IPG-prouzky se vyrabi v ruznych délkach a rozmezi pH.

Komeréné vyrabéné IPG-prouZky jsou dodavany dehydratované a
pred pouZitim se musi rehydratovat. Nasleduje nanaseni vzorku na prouzek,
jednim ze zplUsobU je pasivni in gel nanaseni vzorku. Pfi tomto zplsobu se
vzorek smisi s rehydrataénim pufrem. V prub&hu hydratace se proteiny
absorbuji ze vzorku a distribuuji se po celé délce prouZzku. Je dulezite, aby
vzorky byly v kontaktu s prouzky dostateéné dlouhou dobu, nejméng 12
hodin pied viastni fokusaci. Tim se zajisti absorpce velkych proteind, kieré
pfechazeji do gelové matrice az poté, co je prouzek piné hydratovan a pory
dosahnou maximalni velikosti. Po ukonéeni rehydratace je spusténa vlastni
|EF, kdy jsou prouzky vystaveny pusobeni elektrickeho pole.

Aby bylo pfi opakovani |EF dosaZeno stejnych vysledkdl, je nutné
zajistit, aby velikost napéti aplikovaného na prouZky stejné jako doba, po
kterou bylo toto napéti aplikovano, byly nemé&nné. Pfistroje proto umoznuji
pfedem nastavit pribé&h IEF v n&kolika krocich, pro které se pfimo zvoli doba
trvani a podet volthodin. Volba parametrll pak zévisi na vlastnostech
pouZitého prouzku, typu vzorku a pufru a uréuje se empiricky. Nastavovani
napéti po jednotlivych krocich muiZe byt nahrazeno kontinualnim
navy$ovanim napéti. Po ukonéeni IEF mohou byt fokusované IPG-prouzky
uchovavany pfi -20°C v rehydrataéni misce nebo uzaviratelnych tubach

neomezenou dobu, aniz by doslo ke zmé&nam v rozdéleni proteinu.
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292.1.2 Ekvilibrace fokusovanych prouzku

Ekviliorace rozdélenych IPG-prouzkt je proces, ktery pfedchazi
separaci proteint Vv druhém rozméru. Nejprve se prouzky ponofi do
redukujiciho ekvilibraéniho roztoku, ktery zajisti roz&tépeni disulfidickych
mastkil mezi proteiny. Pote se prouzky vloZi do ekvilibraniho roztoku
obsahujiciho alkyla¢ni ¢inidlo, které alkyluje vzniklé SH-skupiny a trvale tak
brani opétovné tvorbé disulfidickych mustki mezi proteiny a tim i jejich
agregaci.

Oba ekvilibraéni roztoky soucasné obsahuji dodecylsiran sodny
(SDS). Ten se vaze na véechny rozdélené proteiny v prouzku proporcionalné
k jejich hmotnosti a udéluje tak véem proteiniUm uniformni pomér negativniho
naboje ke hmotnosti, takZze pohyblivost proteind zavisi jen na jejich velikosti.
Kromé toho, Ze udéluje véem proteinim negativni naboj, ¢imZ maskuje jejich
individualni naboje, také §tépi vodikové mustky, rusi hydrofobni interakce a

brani tak agregaci fokusovanych proteind.

2.2.1.3 Elektroforéza na polyakrylamidovych gelech—separace v druhem

smeru

K rozdéleni proteini podle molekulové hmotnosti se vyuZiva
polyakrylamidova gelova elektroforéza s piidavkem SDS (SDS-PAGE) a
probiha v kolmém smé&ru na prvni rozmér. Molekuly proteinu s negativnim
nabojem v elektrickém poli migruji pfes péry gelové matrice v zavislosti na
jejich molekulové hmotnosti, pfitemZ proteiny o malé molekulové hmotnosti
se pohybuji rychleji neZ proteiny o velké molekulové hmotnosti. Elektroforéza
probiha pii konstantni hodnoté napéti tak dlouho, dokud neni indikagni
barvivo, které ma vy$si migraéni rychlost nez proteiny, z gelu odstranéno.

Gradientové gely obsahuji koncentrace akrylamidu, které se zvysuji od
vricholu gelu smérem k jeho spodni &asti. Proteiny tak migruji z oblasti
s relativng velkymi pory k regionim s nizkou velikosti péra, pficemz se
zpomaluje rychlost jejich migrace. Tyto gely tak umoziuji sou¢asnou analyzu
proteini v $irokém rozmezi molekulovych hmotnosti a jsou vhodné pro

separaci sloZitych proteinovych smési.
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2 2 1.4 Detekce separovanych proteinl v gelech

Nejéastéjsim zplsobem detekce je znaceni proteinh pomoci barviv
nebo kovl. Je-li cilem elektroforézy identifikovat malo se vyskytujici protein
nebo srovnavaci analyza, je vhodné pouZit vysoce citlivou metodu detekce
proteinovych skyrn. Cheeme-li pomoci 2D-PAGE ziskat dostatek proteind,
které budou dale vyuZity napi. jako antigeny nebo pro hmotnosiné
spektrometrickou anylyzu, je nutné pouzit detekEni metodu, ktera je
kompatibilni s MALDI-TOF méfenim.

Barveni pomoci Coomassie Brilliant Blue G-230, které patfi mezi
nejéastéjsi pouzivany typ barviva pii detekci 2D-PAGE gelech. Druhou
metodou je detekce proteina stfibrem. Tento postup je zaloZen na metode
vyvinuté Gottliebem a Chavkem. Proteiny se v gelu fixuji roztokem metanolu,
kyseliny octové a glycerolu. Po promyti jsou gely ponofeny do roztoku, ktery
obsahuje aminostfibrny komplex. Stfibmé ionty pak pFechazeji z tohoto
komplexu na proteiny v gelu a jejich redukce je zajisténa alkalickym roztokem
formaldehydu. Vyvijeni hnédo&erného zbarveni se ukoncuje pomoci kyseliny

octové.

2.2.1.5 Digitalizace gell

Rozdélené a vhodné oznaéené proteiny na polyakrylamidovych gelech
se dale prevadi do formy digitalniho zobrazeni a vtéto podobé se pak
prostfednictvim softward objektivné porovnavaji. Ziskana data se statisticky
vyhodnocuiji, interpretuji a shromazduiji v proteinovych databazich. K ziskani
gelovych zobrazeni Ize pouzit fadu pfistroji jako jsou denzitometry, fosforové
a fluorescenéni skenery, které umoziuji digitalizaci 2D-geld znaenych
fluorescenénimi barvivy nebo radioaktivnimi isotopy, a nebo Ize vyuZit
nejrizn&jsi kamerové systémy, které podle nastaveni expoziéniho Zasu a
clony poskytuji digitalni zobrazeni gelu.

Po prevedeni gell do digitdini podoby nasleduje vlastni analyza
pomoci specialnich programi jako je napf. PDQuest nebo Melanie. Program

nejprve zkoriguje celkové zobrazeni, odeéte pozadi a nasledné automaticky

zdetekuje proteinové skvrny a oznaéi je zvolenym zpusobem. Soucasné je




ozna ruéni korekce, kdy 1ze v ramci Cisténi zobrazeni smazat skvrny, které

m
nejsou proteinové povahy.
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3  Experimentalni ¢ast
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.' 31 Material
3.1.1 Biologicky material

. Bakterie Francisella tularensis subtyp holarctica, kmen LVS/m

3.1.2 Pfistroje a pomtcky

« Analytické vahy AX 105, Mettler-Toledo, Greifensee, Svycarsko

. Automatické mikropipety Pipetman Ultra, Gilson, Middleton, Wisconsin,
USA

o Automatické mikropipety Proline, Biohit, Helsinky, Finsko

e Centrifuga JOUAN A14, Jouan, Francie

+ Centrifuga JOUAN BR4i, Jouan, Francie

e Gradientni mixér Gradient former 395, Bio-Rad, Hercules, Kalifornie,
USA

o Hmotnostni spektrometr Voyager-DE STR, Perseptive Biosysteme,
Framingham, Maine, USA

o Hybridizér HYBRIDISER HB-1D, Techne, Cambridge, Velka Britanie

e Chladici zafizeni Multitemp 11, Uppsala, Svédsko

e Chladici zafizeni Refrigerated Recirculator Mode! 4860, Bio-Rad,
Hercules, Kalifornie, USA

o Inkubator INKUBATOR 1000, Heidolph Instruments, Schwabach,
Némecko

e Inkubator Orbital Shakinkg Incubator SI6, ShellLab, Cornelius, Oregon,
USA

o Laminarni box S@FE FLOW 1.2, Bio-air Instruments, Siziano, Italie

o LKB-Multiphor Il, Pharmacia, Upssala, Svédsko

¢ Magneticka michacka Hofplate & Stirrer JENWAY 1000, Dunmow, Velka
Britanie

¢ Mrazici box PowerFREEZE -87°C VXE, Jouan, Francie

e MS1 minishaker, IKA, Wilmington, Severni Karolina, USA

»  MS2 minishaker, IKA, Wilmington, Severni Karolina, USA
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Orbitalni trepacka Cymatics, Naperville, lllinois, USA

pH metr inoLab Level 1, Wiessenschaftelich-Technische Werkstatten

GmbH, Weilheim, Némecko

PROTEAN Il Multi-Cell, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

PROTEAN Plus Dodeca Cell, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

Protein IEF Cell, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

Priruéni densitometr CO8000 Cell Density Meter, WPA Biowave,

Cambridge, Velka Britanie

« Rychlovahy NAGATA EK 15000, Nagata Seiki Co., Lid, Niigata-ken,
Japonsko

+ Sonikaéni lazef Ultrasonic LC 30 H, Elma, Némecko

e Speed Vac, Eppendorf, Hamburg, Némecko

+ Stanice KODAK Image Station 2000R, Eastman Kodak Copany,
Rochester, New York, USA

¢ Spektrofotometr HELIOS GAMMA, Thermo Spectronic, Cambridge,
Velka Britanie

e Termomixer, Eppendorf, Hamburg, Némecko

e Trepacka PROMAX 1020, Heidolph Instruments, Schwabach, Némecko

e Trepatka RED ROTOR, Hoefer Pharmacia Biotech, San Francisco,
Kalifornie, USA

s Zdroj elektrického napéti a proudu EC 6000P, Hoefer Pharmacia
Biotech, San Francisco, Kalifornie, USA

o Zdroj elektrického napéti a proudu PowerPac Universal, Bio-Rad,
Hercules, Kalifornie, USA

o B&2ny laboratorni material: sklen&né zkumavky, plastové zkumavky,

zatky na bariky, plastové pipety, o¢kovaci klicka, misky na barveni geld,

pinzeta, skalpel, filtraéni papir, odmérné valce, celofan
3.1.3 Chemikalie, reagencie

« Aceton, Fluka, Buchs, Svycarsko
¢ ACN, Sigma, St. Louis, Montana, USA
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» Agardza, Sigma, St. Louis, Montana, USA

Akrylamid, USB (Amersham Pharmacia Bitech), Uppsala, Svédsko

Amfolyty pH 9-11 40%, Fluka, Buchs, Svycarsko

APS, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

. Benzonase 90+%, 324 U/ml, Sigma, St. Louis, Montana, USA

. Bicinchonic Acid Protein Assay Kit, Sigma, St. Louis, Montana, USA

« Bromfenolova modf, Serva, Heidelberg, Némecko

e Colloidal Blue Staining Kit (Coomassie G-250), Novex, Carlsbad,
Kalifornie, USA

o Complete, EDTA-free, Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Némecko

o De Streak reagent 12ul/ 1 ml, Amersham Pharmacia Biotech Uppsala,
Svédsko

e Deionizovana voda, Téchonin

« DOCH, USB Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Svédsko

« DHB Matrix Kit, LaserBio Labs, Francie

« Dihydrogenfosforeé¢nan sodny dodekahydrat, Fluka, Buchs, Svycarsko

e DTT, USB (Amersham Pharmacia Bitech), Uppsala, Svédsko

« Dusiénan stiibrny, Sigma, St. Louis, Montana, USA

¢ Formaldehyd, Sigma, St. Louis, Montana, USA

 Glutaraldehyd, Fluka, Buchs, Svycarsko

¢ Glycerol, Sigma, St. Louis, Montana, USA

¢ Glycin, Sigma, St.. Louis, Montana, USA

s Hydrogenfosforeénan draselny, Sigma, St. Louis, Montana, USA

» Hydrogenfosforegnan sodny monohydrat, USB (Amersham Pharmacia
Biotech), Uppsala, Svédsko

¢ Hydrogenuhligitan amonny, Fluka, Buchs, Svycarsko

* Hydroxid amonny, Sigma, St. Louis, Montana, USA

* Hydroxid sodny, Merck, Darmstadt, Némecko

e Chamberlainovo médium, Farmaceuticka fakulta UK, Hradec Kralové

e CHAPS, USB (Amersham Pharmacia Biotech), Uppsala, Svédsko

 Chlorid draselny, Fluka, Buchs, Svycarsko
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Chlorid sodny, Sigma, St. Louis, Montana, USA

lodoacetamid, Sigma, St. Louis, Montana, USA

IPG-prouzky Immobiline DryStrip pH 4-7, 18 cm, Amersham Pharmacia
Biotech Uppsala, Svédsko

IPG Buffer pH 4-7, Amersham Pharmacia Biotech Uppsala, Svédsko
Kyselina citronova, Sigma, St. Louis, Montana, USA

Kyselina octova, Fluka, Buchs, Svycarsko

Methanol, Fluka, Buchs, Svycarsko

Moc¢ovina, USB (Amersham Pharmacia Biotech), Uppsala, Svédsko
NDS, Fluka, Buchs, Némecko

Octan sodny, Merck, Darmstad, Némecko

Parafinovy olej, Merck, Darmstadt, Némecko

PDA, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

Peptide calibration MIX 1 1000-2500 Da, LaserBio Labs, Francie
ReadyPrep 2-D Cleanup Kit, Bio-Rad, Hercules, Kalifornie, USA
Sekundarni butanol, Sigma, St. Louis, Montana, USA

SDS, Bio-Rad, Richmont, Kalifornie, USA

Siran amonny, Sigma, St. Louis, Montana, USA

TCA, Sigma, St. Louis, Montana, USA

TEMED, USB (Amersham Pharmacia Biotech), Uppsala, Svédsko
TFA, Fluka, Buchs, Svycarsko

Thiomo¢&ovina, Sigma, St. Louis, Montana, USA

Thiosulfat, Merck, Darmstad, Nemecko

TRIS, Sigma, St. Louis, Montana, USA

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

Trypsin, Promega, Madson, Wisconsin, USA
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3.1.4 Roztoky

“Kod Nazev roztoku a sloZeni Celkova Odmerené
koncentrace mnoZstvi
A1 Pufrovany fyziologicky roztok-
PBS
NaCl 0,08% (wiv) 08¢
KCI 0,02% (wiv) 02g
Na;HPO,4 x 12 H;0 0,315% (wiv) 3,159
NaH;PO4 x H,0O 0,015% (wiv) 0,15¢g
KH2PO4 0,02% (w/v) 0,29
Deionizovana voda do 1000 ml
A2 LPA pufr
Tris-HCI 28mM 44,1 mg
Tris-baze 22mM 26,6 mg
SDS 0,25% (wiv) 25,0 mg
Complete inhibitor EDTA Free 1 tableta
Deicnizovana voda do 10 ml
B1 1% roztok SDS
SDS 1% (wiv) 10 mg
Deionizovana voda do 1 ml
B2 Roztok benzonazy 30 U/ml
Benzonase 90+% 324 U/ml 9,25% (v/v) 92,5 pl
Deionizovana voda do 1 ml
B3 Roztok benzonazy v LPA pufru
Roztok benzonazy 30 U/ml (B2) 10% (viv) 10 pl
LPA pufr 90% (viv) 90 pl
B4  20% roztok TCA v acetonu
TCA 20% (v/v) 200 pl
Aceton 80% (viv) 800 pl

2% roztok amfolytd pH 9-11
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~B5 Amfolyty pH 9-11 40% roztok 5% (viv) 25 ul
Deionizovand voda 95% (viv) do 500 pl
“B6 UP-D pufr
Modovina 9 M 5449
CHAPS 4% (wiv) 049
Tris-baze 40 mM 48,5 mg
De Streak Reagent 1,2% (viv) 120 pl
2% amfolyty pH 9-11 (B5) 5% (viv) 500 pl
Deionizovana voda do 10 m!
Cc1 0,15% roztok DOCH
DOCH 0,15% (wiv) 1,5 mg
Deionizovana voda do 1 ml
C2 72% TCA
TCA 72% (viv) 720 pl
deionizovana voda 28% (viv) 280 pl
C3 5% SDS v 0,1M roztoku NaOH
SDS 5% (wlv) 50 mg
NaOH 0,4% (wiv) 4 mg
Deionizovana voda do 1 ml
D1 Roztok RTS-D s IPG pufrem 4-7
Mod&ovina 6 M 1,89
Thiomo¢&ovina 2M 0,76 g
CHAPS 4% (wiw) 029
Tris-baze 40 mM 24,25 mg
De Streak Reagent 12ug/1ml 0,12% (viv) 60 ul
Bromfenolova modr 0,5% roztok 0,02% (v/v) 10 pl
IPG Buffer pH 4-7 0,1% (v/v) 50 pl
Deionizovana voda do 5 ml
D2 Roztok akrylamidu s PDA
Akrylamid 30% (wiv) 96 g
PDA 8% (w/lv) 2,56 g
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~—  Deionizovana voda do 320 ml
—D3 5% roztok thiosulfatu
Thiosulfat 5% (wiv) 059
Deionizovana voda do 10 ml
“D4 10% roztok APS
APS 10% (wiv) 0,49
Deionizovana voda do 4 ml
D5 9% polyakrylamidovy gel-lehky
Roztok akrylamidu s PDA (D2) 20,71% (viv) 104,1 ml
TRIS-HCI pH 8,8 18,18% (viv) 91,4 ml
5% roztok thiosulfatu (D3) 0,36% (v/v) 1,785 ml
Deionizovana voda 32,99% (viv) 165,8 ml
10% roztok APS (D4) 0,27% (viv) 1,381 ml
TEMED 27,48% (viv) 138,13 ml
D6 16% polyakrylamidovy gel-tézky
Roztok akrylamidu s PDA (D2) 40,75% (vIv) 204.9 mi
TRIS-HCI pH 8,8 18,17% (v/v) 91,4 mi
5% roztok thiosulfatu (D3) 0,36% (viv) 1,785 ml
Deionizovana voda 12,43% (v/v) 65,2 mi
10% roztok APS (D4) 0,27% (viv) 1,381 ml
TEMED 27,47% (viv) 138,13 ml
D7 Sekundarni butanol saturovany
vodou
Sekundarni butanol 83,33% (viv) 50 ml
Deionizovana voda 16,67% (viv) 10 ml
D8 Ekvilibracni roztok
Mocovina 36% (wiv) 18 g
SDS 2% (wiv) 19
1,5M TRIS pH 8,8 s 0,4% SDS 3,34% (viv) 1,67 ml
Glycerol 30% (viv) 15 ml
Deionizovana voda do 50 ml
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“Dg Ekvilibraéni roztok s DTT
Ekvilibraéni roztok (D8) 75 ml
DTT 1% (wiv) 0,75¢
D10 Ekvilibraéni roztok

s jodoacetamidem a

bromfenolovou modfi

Ekvilibraéni roztok (D8) 95,69% (v/v) 75 ml
lodoacetamid 3,82% (wiv) 34
0,5% bromfenclova modF 0,48% (viv) 375 ul
D11 1% roztok agarézy
Agaroza 1% (wiv) 19
Deionizovana voda do 100 ml
D12 Horni pufr na 2D
Glycin 384 mM 288 g
TRIS 50 mM 60 g
SDS 0,1% (wiv) 109
Deionizovana voda do 10|
E1 Barvici lazen s G-250
Methano! 20% (viv) 360 ml
Roztok A-KIT 20% (viv) 360 mi
Roztok B-KIT 5% (viv) 90 mi
Deionizovana voda 55% (viv) 990 ml

E2 20% rozotok siranu amonného
Siran amonny 20% (wiv) 109

Deionizovana voda do 50 mi

! F1 Fixaéniroztok 1

Methanol 40% (v/v) 480 ml
Kyselina octova 10% (v/v) 120 ml
Deionizovana voda 50% (viv) 600 ml

F2 Fixacniroztok 2
Methanol 5% (viv) 60 ml
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Kyselina octova 5% (v/v) 60 mi

Deionizovana voda 90% (viv) 1080 ml
F3 Roztok glutaraldehydu

Glutaraldehyd 8% (viv) 96 mi

Octan sodny 4,15% (wiv) 49,218 g

Deicnizovana voda do 1200 ml
F4 0,05% roztok NDS

NDS 0,05% (viv) 1,29

Deionizovana voda do 2400 ml
F5 Roztok dusi€énanu stiibrného

Dusicnan stiibrny 20% (wiv) 96¢g

Deionizovana voda do 48 ml
F6 Amoniakalni roztok stribra

10 M roztok NaOH 0,74% (viv) 2,4 ml

Hydroxid amonny koncentrovany 4,96% (viv) 15,99 mi

Deionizovana voda 79,41% (viv) 256,005 ml

Roztok dusiénanu stiibrného (F5) 14,89% (viv) 48 ml
F7 Roztok kyseliny citronové

Kyselina citronova 50% (wfv) 5g

Deionizovana voda do 10 ml
F8 Roztok vyvojky

Roztok kyseliny citronové (F6) 0,00001% (v/v) 120 pl

Formaldehyd 0,1% (v/v} 1,2 ml

Deionizovana voda do 1200 ml
FS Prerusovacilazen

Kyselina octova 5% (viv) 250 ml

Deionizovana voda 5000 ml
F10 Fixaéni roztok 3

Methanol 45% (viv) 2250 ml

Kyselina octova 7,5% (viv) 375 mi

Glycerol 3% (viv) 150 mi




. ~ Deionizovana voda 2225 ml
“G1 50% roztok ACN
ACN 50% (viv) 2,5ml
Deionizovanéa voda 50% (viv) 2,5ml
G2 Promyvaci a dehydratacni pufr
pH 8,5
TR!S-baze 100 mM 157,6 mg
50% roztok ACN (G1) 50% (v/iv) 5 ml
Deionizovana voda 50% (viv} 5ml
pH vyrovnané na hodnotu 8,5
G3  Ekvilibraéni a $tépici pufr pH 7,8
Hydrogenuhli¢itan amonny 50 mM 395 mg
ACN 5% (viv) 5 ml
Deionizovana voda 95% (viv) 95 mi
pH vyrovnané na hodnotu 7,8
G4 Roztok trypsinu ve $tépicim a
! ekvilibraénim pufru
Roztok trypsinu o koncentraci 0,1 10% (v/v) 0,5l
Mg/l
Stépici a ekvilibraéni pufr (G3) 90% (viv) 4.5l
Fl G5 0,1% roztok TFA v ACN
! TFA 1% (VIV) 1l
| ACN 99% (viv) 999 i
G6 0,1% roztok TFA ve vodé
TFA 0,1% (viv) 1l
Deionizovana voda 99,9% (v/v) 999 pl
G7 Roztok matrice
DHB 10% (w/v) 10 mg
0,1% TFA v ACN (G5) 20% (viv) 20 yl
0,1% TFA ve vodé (G6) 80% (v/v) 80 pl
F7 Kalibraéni vzorek
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Peptide calibration MIX 1 1000- 10% (viv) 1l

2500 Da

Roztok matrice {G7) 90% (viv) 9 ul
3.1.5 Software

+« PDQuest, verze 7.3.1, Bio-Rad, Herkules, Kalifornie, USA

o KODAK 1D Image Analysis Software, Eastman Kodak Company,
Rorchester, New York, USA

¢ VOYAGER CONTROL PANEL, Perseptive Biosysteme, Framingham,
Maine, USA

o DATA EXPLORER, Perseptive Biosysteme, Framingham, Maine, USA

¢ PROTEIN PROSPECTOR MS-FIT

3.2 Kultivace bakterii

Bakterie se kultivuji v tekutém médiu, které zajidfuje vhodné nutricni
podminky. Promichavanim kultur na tfepacce se zajiStuje pfisun kysliku.
Bakterie byly kultivovany za riznych tepelnych podminek. Teplota 37°C
simuluje teplotu teplokrevného hostitele, teplota 25°C simuluje teplotu
prostiedi a 42°C pusobi jako teplotni stresor.

Kulturu Francisella tularensis LVS/m jsem pieo&koval z pevnych pld
dle MclLeoda do zkumavek s6 ml tekutého Chamberlainova media a
kultivoval jsem po dobu pies noc pii 225 rpm a 37°C. Pote jsem kultury
zcentrifugoval pfi 5000 rpm, 25°C po dobu 5 minut, supernatant odtranil a
pelety resuspendoval v 5 ml nového Chamberlainova média. Tuto bakterialni
suspenzi jsem postupné piidaval do kultivatni Erlenmayerovy bafiky k
Chamberlainovu médiu aZ do dosaZeni hodnot O.D. 0,12. Jednotlivé kultury
jsem potom kultivoval zviast za teplot 25°, 37° a 42°C ve vhodnych
inkubatorech a po rlizn& dlouhou dobu, aZ dosahly hodnot O.D 0,60.
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3.3 Zpracovani vzorku

Cilem zpracovani vzorku je rozrusit bunku, zajistit rozpusténi a
denaturaci proteint, zabranit chemickym modifikacim a vzajemnym
agregacim. Dale dikladné odstranit &i roz$tépit nukleove kyseliny, napf.
benzonazou. Nezbytné je téZ inaktivovat proteazy.

Po ukoncéeni kultivace jsem bakterie zcentrifugoval pfi 7500 rpm, 4°C
po dobu 5 minut a pelet promyl v 5 ml PBS (A1), zcentrifugoval pii 7500 rpm,
4°C po dobu 5 minut a nasledné promyl v 1 ml PBS a opét za stejnych
podminek zcentrifugoval. Poté jsem pelety resuspendoval v 0,5 ml LPA pufru
(A2) a pfenesl do mikrozkumavek. Nasledné jsem vzorky zamrazil pfi -80°C
do dal$iho zpracovani. Suspenzi kultur v LPA pufru jsem rozmrazil a ke
kazdému vzorku pfidal 20 pl 1% roztoku SDS (B1). Zkumavky jsem ponofil
na kratkou dobu do vrouci lazné az do jejich vyjasnéni. Poté jsem vzorky
' centrifugoval 10 minut pfi 10000 rpm a 4°C a k supernatantu jsem pridal
500 u! LPA pufru a opét vafil ve vodni lazni po dobu 3 minut. Nasledné jsem
pfidal 2 I smé&si benzonazy v LPA pufru (B3) a vzorky jsem kultivoval 1
hodinu pfi 4°C v termomixeru. Vzorky jsem dale zcentrifugoval pfi 12000
rpm, 4°C po dobu 6 minut a supernatant pienesl do inkubaénich zkumavek.

3.4 Presrazeni bilkovin

Selektivni pfesrazeni proteint brani degradaci proteinl, odstrafiuje
rudici prvky jako jsou napf. soli pfitomné v roztoku, polysacharidy, polyfenoly
¢i nukleové kyseliny, které mohou sniZzovat reprodukovatelnost 2D-PAGE.
Existuji ruzné postupy pro srazeni bilkovin zaloZené na rozdilnych
principech. Jednou zmetod je takzvané vysolovani, kdy za pouZiti
anorganickych sloucenin s velkou afinitou kvodé& dochazi k odnimani
hydrataénich obali molekuldm bilkovin a nasledné jejich precipitaci. PouZit
lze napiiklad bezvody siran amonny. Stejnym mechanismem pisobi i
organické slou&eniny, napi. aceton, ethanol a polyethylenglykol. Principem je
snizeni dielektrické konstanty a nasledné zesileni interakci elektricky

nabitych skupin na povrchu molekul. Daldi metodou je zména pH roztoku,
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jejich bodu pl.

Prvni srazeni bilkovin jsem proved| k zkoncentrovani vzorku, pficemz
pii pouziti smési TCA/aceton nedochazi k plnému odstranéni SDS ze vzorku.
Proto jsem pro druhé pfesrazeni proteinu pouzil komeréni set ReadyPrep
2-D Cleanup Kit, ktery je vhodny pravé pro tento ucel.

Vzorek jsem smisil se 4 ml vychlazené smési 20% TCA v acetonu
(B4). Po probé&hnuti precipitace v prostfedi -80°C jsem supernatant odstranil
a pelety rozpusti v1 ml UP-D pufru (B6) na vortexu. Poté jsem je
centrifugoval 5 min pfi 14000 rpm a 4°C a supernatant oddélil do novych
zkumavek a zamrazil pfi -80°C do dal$iho zpracovani. Vzorky v UP-D pufru
jsem rozmrazil a zpracoval dle manualu ke komerénimu setu ReadyPrep 2-D
Cleanup Kit. Takto zpracované vzorky jsem poté zcentrifugoval po dobu 5
minut pii 9800 rpm a 4°C a po vysu$eni na vzduchu jsem pelety rozpustil
v 250 ul UP-D pufru a nasledné je sonikoval po 20 min az do vyjasnéni.

3.5 Méfeni koncentrace bilkoviny

Koncentraci bilkovin 1ze méfit spektrofotometricky. Bilkoviny reaguiji
s médnatymi ionty za vzniku barevnych komplext, kdy intenzita zabarveni je
pfimo Umérna jejich koncentraci v roztoku. Za pomoci vzorki o znamé
koncentraci bilkoviny se sestroji kalibragni kfivka. Mé&feni probiha pfi vinové
délce 562,0 nm.

ProtoZze jsem piedpokladal niz§i obsah proteind ve vzorcich, pouZil
jsem na méfeni 10 pl vzorku, namisto standardné pouzivanych 5 pl. Vzorky
jsem zpracovaval metodou dle manualu k Bicinchonic Acid Protein Assay Kit.
Za pouziti BCA ¢&inidla, BCA standardy a deionizované vody jsem pfipravil
kalibraéni roztoky. Vlastnich 10 pl od kazdého vzorku jsem smisil s 995 pl
deionizované vody a 100 pl roztoku 0,15% DOCH (C1), zvortexoval a nechal
10 minut ustat. Poté jsem pfidal do v8ech zkumavek 100 pl 72% TCA (C2),
zcentrifugoval pii 12000 rpm pfi laboratorni teploté, supernatant ze
zkumavek odstranil a supernatant nechal vysudit na vzduchu. K peletim
jsem pridal 50 pl smési 5% SDS v 0,1M roztoku NaOH (C3) a 1 ml BCA
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ginidla. Zkumavky jsem poté inkuboval 30 minut pfi 37°C v termomixeru a po
ochlazenfi zméfil koncentraci bilkoviny na spektrofotometru pii vinové délce
562,0 nm.

3.6 2-D PAGE

Prvnim krokem je rozdéleni proteinu na zakladé jejich pl na
IPG-prouZcich. V druhé dimenzi, na polyakrylamidovych gelech, se bilkoviny
rozdéluji dle relativni molekulové hmotnosti. Podrobnéjsi informace jsou
v teoreticke Casti.

Zpracovéani gell jak pro modfeni, tak i pro stfibfeni, jsem zpracoval za
totoZznych podminek na stejnych pfistrojich, vyjma kroku vlastni elektroforézy
a detekce proteinovych skvrn. Gely na stiibfeni jsem zpracoval jako prvni na
pfistroji PROTEAN II Multi-Cell a gely uréené na modfeni jsem zpracoval na
pfistroji Protean Plus Dodeca Cell. Pfisludné podrobnosti a rozdily zminuji

dale v textu.
3.6.1 Pracovni postup

3.6.1.1 Pasivni in gel rehydratace a isoelektricka fokusace

Do mikrozkumavek jsem odebral takova mnoZstvi vzorku, které
odpovidalo nanasce 500 ug proteinu pro gely barvené modienim a 75 pg pro
gely barvené stibfenim a doplnil smési roztoku RTS-D s IPG pufrem pH 4-7
(D1) do celkového objemu 350 pl. Vzorky jsem poté pienesl do rehydrataCni
misky. Jednotlivé IPG-prouzky jsem vloZil do roztoku vzorkud, zalil
parafinovym olejem a nechal rehydratovat pfes noc za laboratorni teploty.
Daldi den jsem si pfipravil navih&ené prouzky IEF-filtraéniho papiru. Prouzky
IEF- filtragniho papiru jsem polozil na IPG-prouzky a pfes né jsem poloZil
elektrody pfistroje. Na pfistroji jsem zvolil pfedem nastaveny program s
parametry pro isoelektrickou fokusaci, kterd probihala pfi 20°C. Po ukonéeni
isoelektrické fokusace jsem stripy vyjmul, uloZil do zkumavek a zamrazil pfi

-80°C do daldiho zpracovani.
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Tabulka 1; parametry isoelektricke fokusace

Zakladni parametry | 6 mA, 15 W, 20°C
El. napéti cas
300V 30 min
600 V 30 min
1000 V 30 min
2000V 30 min
2500V 30 min
3000V 30 min
3000V 30 min
5000 V 12 hod

3.6.1.2 Liti polyakrylamidovych gell

Ptipravil jsem si roztoky pro liti 9 a 16% polyakrylamidovych gelu (D5
a D6) dle rozpisu a b&hem rozpousténi jsem piipravil skla pro liti gelu. Ty
jsem ogistil koncentrovanym lihem, vysusil a upevnil do stojanu. Mezi skla
upevnéné do stojanu pro liti roztok( jsem pomoci gradientni michacky
napustil gelové roztoky. Horni ¢ast gelu tak méla koncentraci 9% a dolni
16 % polyakrylamidu. Poté jsem tento roztok pfevrstvil roztokem
sekundarniho butanolu saturovaného vodou (D7) a nechal polymerovat
2 hodiny. Po ukon&eni polymerace jsem vodou saturovany sekundarni

butanol odsal.

3.6.1.3 Ekvilibrace IPG-prouzku

Rozmrazené fokusované IPG-prouzky jsem ve zkumavkach smisil se
75 ml ekvilibragniho roztoku s pfidavkem DTT (D9) a nechal 15 minut za
laboratorni teploty na tiepa&ce. Poté jsem tento roztok slil a do zkumavek
napinil vzdy po 75 ml ekvilibragniho roztoku s pfidavkem iodoacetamidu a
0,5% roztokem bromfenolové modie (D10) a opé&t nechal 15 minut na

tfepacce a nasledné oplachnul deionizovanou vodou.
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3.6.1.4 Pfeneseni a  zoktveni ekvilibrovanych  IPG-prouzku do

polyakrylamidového gelu

Na vrchni strany zpolymerovanych gell mezi kryci skla jsem umistil
oplachnuté IPG-prouzky. Poté jsem je pievrstvil 1 ml pfedem pfipravenym
horkym roztokem agarézy (D11). Po zchladnuti agardzy jsou gely pevné
ukotveny na polyakrylamidovém gelu a pripraveny na vlastni elektroforézu.

3.6.1.5 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu na pfistroji PROTEAN I
Multi-Cell

Gely se zakotvenymi IPG-prouzky jsem umistil do drZzaku pfistroje
PROTEAN |l Multi-Cell. Do vnéj$i nadoby pfistroje jsem nalil &ast horniho
pufru na 2D (D12) a z gell jsem odstranil vzduchoveé bubliny. Nadobu jsem
doplnil zbytkem pufrovaciho roztoku, pfipgjil pfistroj PROTEAN II Multi-Cell
na programovatelny zdroj elektrického napéti a  zafizeni pro chlazeni
aparatury a nastavil jsem podminky elektroforézy. Proces jsem ukongil po
vyplaveni indika¢niho barviva bromfenolové modfi z geld. Podminky procesu
uvadi nasledujici tabulka. Po ukon&eni elektroforézy jsem slil z aparatury pufr
a vyjmul sklenéné desky s gely. Ty jsem pak rozebral, oznadil a nasledné

podrobil stiibfeni.

Tabulka 2; podminky pribéhu elektroforézy na pfistroji PROTEAN Il

Multi-Cell
El. proud El. napéti Pfikon Pocet Doba trvani
volthodin
1. krok | 5 mA/gel 500V 100 W 1 hod 30 min
2. krok | 40 mA/gel 500V 100 W 1327 Vh 5 hod

3.6.1.6 Barveni gelll pomoci stfibfeni

Gely po elektroforéze jsem dal na 5 minut proplachnout
v deionizované vodé na tfepaéce a pak jsem je pfenesl do prvniho roztoku
na fixaci (F1), kde jsem je tfepal 1 hodinu. Gely jsem pfenesl do druhého
fixaéniho roztoku (F2), kde zUstaly pfes noc. Rano jsem je oplachnul 5 minut
v deionizované vod& vychlazené na 4°C a poté pfenesl do roztoku
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glutaraldehydu (F3) na pu0l hodiny. Poté jsem je 3x proplachnul
deionizovanou vodou, vZdy po 10 minutach. Pak jsem gely ponechal v 0,05%
roztoku NDS (F4), 2x po pul hodiné, vzdy v Cerstvém roztoku. Po oplachnuti
vychlazenou deionizovanou vodou 4x po 15 minutach jsem gely dal na pul
hodiny do ¢erstvého amoniakalniho roztoku stiibra (F6), a oplachnul 4 krat
vychlazenou deionizovanou vodou po 15 minutach. Pak jsem gely ponofil do
vychlazeného roztoku vyvojky (F8) a pockal, dokud se skvrny na gelech
dostateéné vyvinou. Pak jsem je oplachnul 15 minut v pferuSovaci lazni (F9),
dale 10 minut v deionizované vodé a nasledné& jsem je ponofil na 3 hodiny do

tretiho fixaéniho roztoku (F10). Nakonec jsem je ususSil v celofanoveé folii.

3.6.1.7 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu na pfistroji PROTEAN Plus
Dodeca Cell

Gely ve sklené&nych deskach se zakotvenymi IPG-prouZky jsem umistil
do piistroje PROTEAN Plus Dodeca Cell. Pak jsem postupoval obdobné,
jako u aparatury PROTEAN Il Mult-Cell. Prislusne hodnoty b&hem procedury
jsou niZe v tabulce. Takto zpracované gely jsem poté obarvil pomoci barviva
Coomassie blue G-250.

Tabulka 3; podminky pribéhu elektroforézy na pfistroji PROTEAN DODECA

Plus Cell
El. proud El Pfikon Pocet Doba trvani
napeti volthodin
1. krok | 5 mA/gel | 500V | 100 W 1 hod 30 min
2. krok | 40 mA/gel | 500V | 100 W | 1453 Vh | 7 hod 35 min

3.6.1.8 Barveni gellt pomoci Colloidal Blue Staining KIT

Jednotlivé gely jsem barvil pomoci nafedéného komeréniho setu
Colloidal Blue Staining KIT (E1). Procedura probihla pfes noc na tiepacce a
rano jsem gely pienesl do deionizované vody pro odbarveni. Prub&zné jsem
ménil vodu a dal$i den jsem gely zatavil do celofanové folie spoleéné s 20%

roztokem siranu amonného (E2) a uschoval v lednici do dal$iho zpracovani.
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3.7 Digitalizace gelQ

Gel jsem skenoval na pfistroji KODAK Image Station 2000R. Takto
jsem ziskal digitalizované obrazy jednotlivych stiibrnych gelu, které byly dale

vyhodnocovany pomoci softwaru PDQuest pro srovnavaci analyzu.
3.8 Srovnavaci analyza pomoci softwaru

Cilem srovnavaci analyzy je porovnat a vyhodnotit expresi proteinu
detekovanych na jednotlivych gelech. Gely pfipraveny ze vzork( bakterii
kultivovanych za uréité teploty byly vZzdy porovnany vaéi ostatnim. Jelikoz
cilem prace nebylo provest kompletni proteomovou analyzu, pro kaZdou
teplotu kultivace byly pfipraveny pouze dva stfibfené gely. Toto mnoZstvi
sice neumoznuje kompletni, statisticky vyhodnocenou analyzu, ale poskytuje
dostate¢né podrobny obraz pro nalezeni proteinl s vyraznou zménou
exprese v zavislosti na rizné teploté.

Vzhledem k naroc¢nosti byla vlasini srovnavaci analyza provadéna

Mgr. Jurajem Lencem.

3.9 Priprava proteinovych skvrn pro identifikaci pomoci
MALDI-TOF hmotnostniho spektrometru

Principem pfipravy vzorku je nejprve za pouziti sekvenéné specifické
protedzy trypsinu rozstépit proteiny na mens$i peptidy, jejichz molekulové
hmotnosti jednoznaéné identifikuji dany protein a jsou tedy vlastnim
pfedmétem méfeni na piistroji MALDI-TOF. Po enzymatickém stepeni
nasleduje vymyti peptidi z gelu.

Vybrané proteinové skvrny jsem vyhledal na modfenych gelech,
vyfezal, a v mikrozkumavkach jsem je smichal s 200 pl promyvaciho a
dehydrataéniho pufru (G2). Vzorky jsem pak inkuboval 30 minut
v termomixeru pfi 30 °C a rychlosti tfepani 1500 rpm. Potom jsem zkumavky
odstredil ve Speed-Vacu, supernatant odstranil a ke gelum jsem piidal 200 pl
$tépiciho a ekvilibraéniho pufru (G3) a vzorky nechal 30 min tfepat
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v termomixeru pfi 30°C a 1500 rpm. Pak jsem odstranil supernatant a vzorky
susil 30 minut ve Speed-Vacu do kompletniho zaschnuti. Nasledné jsem si
pfipravil roztok trypsinu ve $tépicim a ekvilibratnim pufru (G4). Vysusené
gely jsem pak smisil s 5,0 yl tohoto roztoku a v lednici nechal 30 minut
botnat. Pak jsem vzorky prevrstvil pfiblizné 50 pl Stépiciho a ekvilibraéniho
pufru a inkuboval pfes noc pfi 37°C v termomixeru pfi 1500 rpm. Trypsinove
stépeni jsem rano ukonéil pridavkem 30 pl 0,1% roztoku TFA v ACN (G5},
zkumavky zcentrifugoval a supernatant pfenesl do termomixeru na 30 minut
pfi 1500 rpm a 25°C. Na méfici teréik hmotnostniho spektrometru
MALDI-TOF jsem nanesl po 0,5 pl roztoku od kazdého vzorku a po mirném
zaschnuti jsem kapky pfevrstvil 0,5 pl roztoku matrice (G7) a nechal zcela
zaschnout. Na teréik jsem také nanesl| 1 pl vzorku Peptide calibration MIX 1
1000-2500 Da ve smési s roztokem matrice (F7).

3.10 Vlastni MALDI-TOF analyza

Hmotnostni spektrometrie pomoci pfistroje MALDI-TOF MS je
analytickd metoda, kterd méfi molekulové hmotnosti slou¢enin. Vzorky se
nanadi na méfici teréik ve smési s matrici. Matrice absorbuje energii
z laserového zdroje pfistroje, excituje se a navozuje pfechod vzorku do
plynné faze. Matrice pfenasi jeden kladny naboj na molekuly vzorku (M-H").
Rozlidovaci schopnost MALD!-TOF MS lze zlep$it pomoci tzv. opoZdene
extrakci iontd (time-delayed ion extraction), kdy se ionty vzniklé po aplikaci
laserového pulsu ponechaji v oblasti zdroje po uritou dobu volné migrovat.
A% poté se aplikuje urychlujici potencial, &imz se kompenzuje ztrata rozliseni
vlivem distribuce kinetickych energii iontl pfi ionizaci. K separaci iontu
dochazi béhem jejich letu trubici (vlastni hmotnostni analyzator), kde se ionty
pohybuji rliznou rychlosti v zavislosti na poméru hmotnosti a naboje
(efektivnich hmotnosti m/z) a v rizném &ase dopadaji na iontovy detektor.
Vystupem je hmotnostni spektrum jako zavislost intenzity piku na efektivni
hmotnosti m/z.

Kovovy teréik se vzorky jsem vioZil do pfistroje a pomoci programu
VOYAGER CONTROL PANEL jsem nastavil zakladni nastaveni mé&feni.
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Kalibrace pfistroje se provadi pomoci méfeni vzorku standardu.
Odstielovanim vzorku laserovym paprskem jsem zahajil méfeni, které jsem
opakoval 2-3x. Ziskana spektra se akumuluji. Kalibrace pfistroje a naslednou
tpravu spekter jsem provedi pomoci programu DATA EXPLORER.
Vystupem méfeni byly &iselné hodnoty naméfenych pikd, tzn. molekulove

hmotnosti peptidu.
3.11Vyhodnocovani spekter

Vyhodnocovani ziskanych spekter se provadi pomoci programu
PROTEIN PROSTECTOR, ktery se nachazi na adrese
http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/msfit.htm. Principem je porovnani
naméfenych hodnot s teoretickymi hodnotami v$ech proteina, které jsou
uloZeny v pfisludnych databazich.

Ciselné hodnoty piki jsem vilozil do programu PROTEIN
PROSPECTOR MS - FIT. Nastavil jsem parametry, podle kterych dojde
k jejich porovnani s teoretickymi spektry ve vybrané databazi. Dale jsem
zadal pouzité $tépeni, chybu méfeni, modifikace, organismus a missed
cleavages— &islo udavajici, kolik cilovych mist proteasy v peptidu zlstalo
nedot&eno, viz tabulka nastaveni parametru.

Vysledkem je seznam proteind a jejich sekvenci, jejichZz teoretickemu

spektru s uréitou pravdépodobnosti odpovida spektrum namefené. U

kaZzdého proteinu v seznamu je uvedeno:

.

o ,MOWSE Score”, &islo, které udava, s jakou pravdépodobnosti se jedna
o dany protein (&im vétsi, tim lepsi, minimum 20)

e Hodnota ,Masses matched“ uvadi, kolik ze zadanych piku se shoduje
s piky teoretického spektra proteinu

o Teoreticka molekulova hmotnost a pl

o ,Accession Number, pfistupové &islo proteinu v mezinarodni databazi

e .Species”, druh, u kterého byl protein identifikovan

Nazev proteinu
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Tabulka 4; parametry nastavené v programu PROTEIN PROSPECTOR

MS-fit

Srovnavaci databaze
Organismus

Minimalni poc¢et shodnych pikU
Tolerance hmotnosti piku

Stépici enzym
Modifikace cysteinu

Mozné modifikace

NCBInr.2006.02.16
FRANCISELLA TULARENSIS
4

+/- 100 ppm

Trypsin

karbamidomethylace iodoacetamidem

Oxidace methioninu

Dehydratace N-terminalniho  glutaminu
tvorby pyroglutamatu

Acetylace N-konce peptidu

Za
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4 Vysledky
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Bakterie jsem kultivoval pfi teploté 37°C 270 minut, pfi teploté 42°C 240
minut a pfi teploté 25°C po dobu 22 hod. V pribéhu pokusu jsem pribézné
zaznamenaval hodnoty optické density pro sestrojeni proliferagnich kfivek,
jak je znazoméno v grafu 1. Celkové jsem ziskal devét vzorkl bun&énych
suspenzi v LPA pufru, vZdy tii vzorky z kultivace pfi dané teploté.

Graf 1; proliferaéni kfivky kultivace bakterie F. tularensis za riznych
teplot
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Vzorky z UP-D pufru jsem pro nasledné méfeni koncentrace zpracoval
metodou piesraZeni. Jako standarda pro kalibraéni kfivku je hovézi albumin
dodavany jako sou¢ast komeréné vyrabéného kitu. Nasledujici tabulka uvadi
vysledky méfeni na spektrofotometru.




Tabulka 5; vysledky méfeni koncentrace bilkoviny ve vzorcich

Vzorek  Nazev Koncentrace Prumérna

gislo vzorku Absorbance v mg/mi koncentrace v mg/mi

1 LK37A 0,376 1,8027 1,846
0,377 1,8893

2 LK37B 0,499 3,0194 2,8613
0,465 2,7032

3 LK37C 0,436 2,4322 22742
0,491 2,1161

4 LK42A 0,325 1,4119 1,2372
0,287 1,0625

5 LK42B 0,530 3,3051 3,1853
0,504 3,0655

6 LK42C 0,538 3,3743 3,56831
0,583 3,7918

7 LK25A 0,504 3,0664 3,3735
0,571 3,6785

8 LK25B 0,842 6,1746 6,0668
0,818 5,9589

9 LK25C 0,882 6,5433 5,7432
0,708 4,9431

Vysledky z méfeni koncentrace bilkovin jsem pouzil k vypoétum
objem{ nanasky odpovidajici 500 pg a 75 pg proteinu na jeden 1PG-prouzek.
Zbytek do objemu 350 pl jsem doplnil roztokem RTS-D s IPG pufrem 4-7. Po
jejich isoelektrické fokusaci, ekvilibraci a vlastni elektroforéze jsem ziskal dvé
série geld. Prvni jsem detekoval stfibfenim a pouZil jsem ji pro digitalizaci a
nasledné vyhodnoceni pomoci softwaru PDQuest. Sérii geli obarvenych
Coomassie Blue G-250 jsem uschoval jako vlastni zdroj proteini uréenych
pro MALDI-TOF analyzu. Ukazka stfibfeného gelu je na obrazku 2.
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Obrazek 2; stfibfeny gel vzorku LK 37 B, kultivacni teplota 37°C
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Béhem softwarové analyzy bylo vybrano celkem 21 proteinovych
skvrn, u kterych byla pozorovana nejméné dvojnasobna zména v expresi
vlivem uréité teploty. Graficky jsou zmény znazornény na obrazku 3, ktery
zobrazuje vybrané profily jednotlivych skvrn. Z téchto 21 vybranych skvrn
jsem na modfenych gelech vyhledal, vyfezal a mefeni na MALDI-TOF
podrobil 20 z nich, jedna skvrna nebyla pomoci modfeni detekovana.

Celkem jsem ziskal 18 MALD!-TOF spekter, nebot vzorky ze dvou

skvrn generovala spektra bez vyraznych pikl. Ztéchto 18 spekter jsem
v programu PROTEIN PROSPECTOR MS-FIT ziskal 11 signifikantnich

identifikaci, 7 proteind tedy identifikovano nebylo. Celkové shrnuto, ve 21




vybrané skvrné jsem identifikoval

7 raznych proteint, jak je patrné
z tabulky 6.

Obrazek 3; kvantifikaéni profily jednotlivych proteinovy skvrn ze softwarové
analyzy; zelena barva pro 25°, &ervena pro 37° a modra pro 42°C
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Pomoci metody 2D-PAGE a nasledném méfeni na pfistroji
MALDI-TOF jsem ziskal identifikace proteinu bakterie F. tularensis, které
produkuje béhem teplotniho stresu.

Celkové se mi podafilo identifikovat 7 proteint, znichZz néktere
piedstavuji zname faktory virulence bakterie F. tularensis. U kaZdeho
z enzymu uvadim jeho funkci a vztah k virulenci.

Podafilo se mi tak ovéiit, Ze klasicky proteomicky pfistup Ize pouzit ke
sledovani zmé&n exprese virulenénich faktorl bakterie F. tufarensis vlivem
teploty.

e Anorganicka pyrofosfataza

Tento enzym katalyzuje pfeménu difosfatu na fosfaty za odstépeni
jedné molekuly ATP. Neni znamym faktorem virulence. Jeho exprese je
vyrazné snizena béhem rustu pfi 25 i 42°C.
¢ Triozaefosfatisomeraza

Tento enzym se Ucastni glykolyzy a glukoneogeneze, katalyzuje
pfeménu D-glyceraldehyd-3-fosfatu na dihydroxyacetonfosfat. Neni znamym
faktorem virulence. Jeho exprese je zvy$ena béhem rustu v prostfedi o
teploté 42°C.
¢ Chaperoninovy protein, grokES, 10kDa

Zastupce skupiny Hsp proteinl (Heat-shock proteins), jejich zvysena
exprese je pozorovana u ruznych bakterii nejen béhem teplotniho Soku.
Jejich funkce spogiva v zabranéni denaturace jinych proteini b&hem pobytu
v nepfiznivém prostiedi. Nékteré studie ukazuji, Ze se muZe jednat o
imunogenni molekuly. Zvy$enou hladinu exprese tohoto proteinu jsem
pozoroval béhem kultivace pfi 42°C.

o 30S ribozomalni protein S$1

Tento protein je jednou ze sloZek prokaryotniho ribozomu,
proteosyntetické jednotky. Vzhledem ke zvySené expresi mnoha proteint
b&hem teplotniho $oku neni jeho vlastni zvySeni exprese udivujici. Neni
znamym faktorem virulence. Uroveti exprese tohoto proteinu je snizena
b&hem kultivace pfi 25 1 42°C.
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¢ Vnitrobunéény rustovy lokus, podjednotka C

Také oznadovan jako hypoteticky 23 kDA protein. Vibec prvni znamy
faktor virulence, jehoZ aminokyselinovd sekvence nejevi podobnost
s zadnym dosud identifikovanym proteinem. ZvySena exprese tohoto
proteinu byla zji§tdna bé&hem riastu uvnitf makrofagl nebo pfi pusobeni
peroxidu vodiku. Mutanty s poskozenym genem pro tento protein nebyly
schopny intracelularniho ristu ani nevykazovaly cytopatogenni efekt. Jeho
aroven exprimace je zvy$ena béhem rastu pii 25°C.
¢ Elongacni faktor EF-Ts

Tento protein je nezbytny v procesu elongace polypeptidového
fetézce béhem proteosyntézy. Regeneruje neaktivni formu EF-Tu GDP na
jeji aktivni formu, EF-Tu GTP, ktera se pfimo Gastni proteosyntézy.
Zvy$ena hladina EF-Tu byla pozorovana u nékterych intracelularnich
parazitd b&hem pobytu v makrofagu. Pfedpoklada se, Ze je jednim z faktord,
které umoZiuji preZit drsné prostiedi panujici v makrofazich, ackoliv se
nezda, Ze by se jednalo o bezprostfedni faktor virulence. SniZzenou hladinu
exprimace tohoto proteinu jsem pozoroval béhem kultivace pfi 25 1 42°C.
¢ 3-oxoacyl-[acyl-pfenasecovy-protein] syntaza Il

Tento enzym se je zodpovédny za od$tépeni CO; z molekul enzymd
pfenasejici acetylmalonylovou skupinu za vzniku enzymu nesoucich skupinu
acetoacetylovou. Neni znamym faktorem virulence. Exprimace tohoto
proteinu se zvy$uje b&hem kultivace pfi teploté 25 i 42°C.
¢ Sukcinyl-CoA syntetaza, podjednotka alfa

Enzym sukcinyl-CoA-syntetaza katalyzuje pifeménu sukcinatu a
koenzymu A na koenzym A a fosfat, za Gc¢asti GTP nebo ATP. Neni znamym
faktorem virulence. | u tohoto proteinu jsem pozoroval zvy$enou expresi pi
b&hem kultivace pfi 251 42°C.
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Vysledky mé prace vedou k domnénce, ze i u bakterie F. fularensis
dochazi vlivem teploty ke zménéné expresi proteinl, znichZz né&které
piedstavuji faktory virulence, podobné jako napf. u bakterii Yersinia pestis a
Borrelia burgdorferi. Na vysledky mé prace bude proto navazovat kompletni
proteomova analyza stejnych vzork(. Tato analyza nebude jiz provadeéna
pomoci klasického pfistupu (za pouziti 2D-PAGE s navaznosti na
MALDI-TOF), ale za pomoci metody nano-RP-HPLC/MSMS na pfistroji
ESI-QTOF.

Zavérem lze fici, Ze se mi podafilo identifikovat nékteré z proteinu,
které predstavuji faktory virulence bakterie F. tularensis a ovéfit tak, Ze
2D-PAGE je metodou vhodnou k jejich vyhodnocovani.

K problematice optimalizace procesu pfistroje PROTEAN Plus Dodeca
Cell Ize dodat, Ze jsem pfistroj s Uspéchem vyzkousel, nicméné proces jeho
zavedeni do rutinni praxe vyZaduje vice €asu, nez ktery jsem mél v této

oblasti v ramci diplomové prace vyclenén.
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