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Anotace

Glykosylace je jednou z nejcastéjSich post-translacnich modifikaci proteind, o niz je znamo,
ze se neptimo podili na virulenci nékterych patogennich bakterii. Funkéni glykosyla¢ni aparat
byl nedavno objeven u Gram-negativni bakterie Francisella tularensis. V soucasné dobé jsou
znamy tii glykosylované proteiny této bakterie, které jsou dulezité pro jeji virulenci. Cilem
této diplomové prace je provést in vitro glykosylaci fluorescenéné znaceného syntetického
peptidu obsahujiciho glykosylacni misto a ovéfit vyuzitelnost této metody pro nasledné

studium O-glykosyla¢ni drahy Francisella tularensis.

Kli¢ova slova:

Francisella tularensis, bakterie, in vitro glykosylace, glykoprotein, synteticky peptid

Annotation

Glycosylation is one of the most frequent post-translational modifications of proteins, which
is known to indirectly participate in the virulence of some pathogenic bacteria. A functional
glycosylation apparatus has recently been discovered in a Gram-negative bacterium
Francisella tularensis. Three glycosylated proteins are currently known in this bacterium,
which are important for the microbe’s virulence. The aim of the diploma thesis is to employ
an in vitro glycosylation of a fluorescently labeled synthetic peptide, which contains a
glycosylation site and to verify the applicability of the method for the subsequent study of the
O-glycosylation pathway of Francisella tularensis.
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Francisella tularensis, bacterium, in vitro glycosylation, glycoprotein, synthetic peptide
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UVOD

Francisella tularensis je Gram-negativni intracelularni bakterie, ktera se vyskytuje
Vv n¢kolika druzich a poddruzich a kazdy se liSi svoji virulenci. Zpisobuje zavazné
onemocnéni zvané tularemie, neboli zaje¢i nemoc. Proti tomuto onemocnéni v souc¢asné dobé

neni vyvinuta zadna schvalend vakcina a probiha tak soustavny vyzkum tohoto patogenu.

U zminéné bakterie byl objeven glykosylacni aparat, tudiz zde dochazi ke glykosylaci.
Je to jedna z nejcastéjSich post-translaénich modifikaci proteini, v niZ jsou enzymaticky
ptipojovany glykany na proteiny za vzniku glykoproteinu. V soucasnosti jsou znamy tfi
glykosylované proteiny, a to DsbA, PilA a hypoteticky membranovy lipoprotein kédovany
genem FTHO0069. JelikoZ jsou vSechny tyto glykoproteiny zcela nezbytné pro patogenitu této
bakterie, spekuluje se 0 mozné ucasti jejich glykanové slozky post-translacni modifikace ve

virulenci bakterie.

Pfedmétem této diplomové prace je vyuziti metody in vitro oligosacharyltransferazové
reakce, vniz je stéZejni enzym oligosacharyltransferaza, ktery katalyzuje pravé pienos
glykanu na cilovy protein nebo peptid. Tato metoda byla vyuZita jiZ pfi studiu glykosyla¢nich
drah jinych Gram-negativnich bakterii. Hlavnim cilem je tedy ovéfit, zda se tato metoda da
aplikovat i pro studium glykosylace u bakterie Francisella tularensis. Pii kladném zjisténi by
pak bylo moZno ur€it funkci konkrétnich gent hypotetické glykosylac¢ni drahy na zakladé
vyuziti nedavno zkonstruovanych mutantnich kment odvozenych od virulentniho kmene

FSC200 bakterie Francisella tularensis subsp. holarctica, které maji tyto geny inaktivovany.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Francisella tularensis a tularemie

Francisella tularensis (F. tularensis) je ptivodce zoonotického onemocnéni lidi a
zvitat zvaného tularemie. Onemocnéni se prezdiva jako zajeci nemoc, jelikoz pfirozenym
rezervoarem jsou hlavné zajicovci a hlodavci. Tularemie se vSak tyka i dalSich zvirat, mezi
n¢z patii domadci zvirata, suchozemsti a vodni savci, ale i1 ryby, obojzivelnici a ptaci. Pienos
z ¢loveéka na ¢loveéka nebyl nikdy prokazan, teoreticky vSak neni vylouc¢en (Huntley, Conley,

Hagman, Norgard, 2007; Larsen, Pogliano, 2011; lekarske.slovniky.cz).
1.1.1 Charakteristika bakterie Francisella tularensis

1.1.1.1 Taxonomie

F. tularensis je prokaryoticky organismus a podle systematického zafazeni patii do
domény Bacteria, kmene Proteobacteria, tfidy Gamaproteobacteria a fadu Thiotrichales.
Drive byla fazena mezi rody Pasteurella a Brucella do celedi Brucellaceae. V roce 1947 byla
vSak na zakladé biochemickych testl pfefazena do samostatné ¢eledi Francisellaceae (Kvasil,
1985; Larsen, Pogliano, 2011; Oyston, Sjostedt, Titball, 2004).

V soucasnosti existuje Sest druhti bakterie rodu Francisella, a to Francisella
tularensis, Francisella philomiragia, Francisella piscidida, Francisella noatunensis,
Francisella hispaniensis a Francisella guangzhouensisa. Razena sem byla i Francisella
novicida, ktera byla vsak pteklasifikovana, jako poddruh Francisella tularensis. F. tularensis
ma tak Ctyfi rizné poddruhy. Typ A, Francisella tularensis subsp. tularensis, typ B,
Francisella tularensis subsp. holarctica, dale Francisella tularensis subsp. mediasiatica a
Francisella tularensis subsp. novicida. F. tularensis subsp. tularensis pochazi ze Severni
Ameriky a je spjata s letalnim onemocnénim ¢lovéka, je tedy nejvice virulentni. F. tularensis
subsp. holarctica ma koteny v Evropé. Je mén¢ virulentni, ale onemocnéni ¢lovéka zpuisobuje
také. Poddruhy F. tularensis subsp. mediasiatica, pochazejici z centralni Asie a F. tularensis
subsp. novicida, virulentni téméf nejsou. Zpusobuji infekci pouze u jedinct s oslabenou
imunitou (Giircan, 2014; Huntley, Conley, Hagman, Norgard, 2007; Larsen, Pogliano, 2011;
Oyston, 2008; Steiner, Furuya, Metzger, 2014).
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V Ceské republice se tedy vyskytuje F. tularensis subsp. holarctica. K prvni
prokézané epidemii tularemie na Gzemi naseho statu doSlo na podzim roku 1936 na jizni
Morav¢ v okoli Bieclavi a Valtic. Aktivni ptfirodni ohniska jsou zejména na jizni Moravé a
v Polabi. Epidemie se u nas vyskytuji nejc¢astéji na podzim v souvislosti s loveckou sezénou a
hospodaiskymi pracemi. Letni epidemie podminéné zvySenim poctu klistat, kterd prenéseji
tularemii (u nas pfevazné Dermacentor reticulatus), se na naSem tzemi na rozdil od USA i

n¢kterych evropskych statl zatim neobjevily (Benes, 2009).

a Francisella tularensis subsp. tularensis b Francisella tularensis subsp. holarctica

Gt > Gy "

€ Francisella tularensis subsp. mediasiatica d Francisella tularensis subsp. novicida
> % Al

S 2 >

Obrdzek 1: Mapa celosvétového vyskytu étyit hlavnich poddruhii rodu Francisella (Pfevzato z: Oyston, Sjostedt, Titball,
2004).

1.1.1.2 Morfologie

Tak jako vSechny bakterie i F. tularensis nema pravé jadro, ale nukleoid — kruhovou
DNA (chromozom), ktery neni ohrani¢en jadernou membranou. V cytoplazmé se nachazi i
extrachromozomalni DNA ve formé plazmida. V genomu F. tularensis je 32,16% guaninu a
cytosinu a obsahuje 52 RNA geni, z nichz jich je 79% funk¢nich. Genom byl sekvenovan u
typu A i B, ale byly zjistény rozdily v genomovém pieskupeni. U typu A se pieskupeni nasla,
zatimco u typu B nikoliv. Toto pravdépodobné zapfi¢iiiuje rozdilnou virulenci mezi obéma
poddruhy (Buchta, Jilek, Horac¢ek, Horak, 1998; Larsen, Pogliano, 2011; Larsson, Oyston,
Chain, 2005; Pechous, Mccarthy, Zahrt, 2009; Petrosino, Xiang, Karpathy, 2006).
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Bakterii F. tularensis chybi vétSina bunéénych organel jako mitochondrie, plastidy,
vakuoly, Golgiho aparat (GA), endoplazmatické retikulum (ER), cytoskelet, s vyjimkou
ribozomi, kde probihd proteosyntéza. Plazmatickd membrana je semipermeabilni a uzce
svazana s energetickym metabolizmem. Bunécné sténa ma vnéj$i a vnitini ¢ast a je slozena
Z peptidoglykanu  (mureinu), polymeru tvoiené¢ho stiidajicimi se jednotkami N-
acetylglukosaminu a N-acetylmuramové kyseliny, spojenymi tetrapeptidovymi fetézci
(Buchta, Jilek, Horacek, Horak, 1998).

Jednotlivé bakterie F. tularensis maji homogenni tvar a velikost. Jsou pokryty
kapsulovym obalem, ktery je u virulentnéjSich kment silngjsi (0,12 — 0,35 pm) a u méné
virulentnich kment ten¢i (0,06 — 0,12 pum). Bakterie F. tularensis se vyskytuji v jediném
antigennim typu. Jsou ¢aste¢né antigenné piibuzné s brucelami a s Yersinia pestis. Ve vngjsi
bunécné membrané se nachézi lipopolysacharid (LPS), neboli endotoxin, ktery je 1000 krat
mén¢ ucinny, nez LPS u stfevnich bakterii. Plisobenim na makrofagy a endotelidlni bunky
Pomahaji bakterii odolavat antibiotikiim a dal$im okolnim stresim. Antigen LPS F. tularensis
subsp. tularensis a F. tularensis subsp. holarctica je totozny, zatimco antigen F. tularensis
subsp. novicida se lisi. Kmeny, které jsou virulentni, maji povrchovy antigenni komplex,
oznacovana jako faktor Vi. Bakterie maji 1 své imunogenni proteiny. Byly identifikovany
rizné imunogenni proteiny u riznych kmend F. tularensis. Patii mezi né napfiklad
lipoproteiny kodované geny FTT1103 a FTT1676 (Bednat a kol., 1996; Gerasimov, Dolotov,
Stepanov, Urakov, 1997; Janovska, Pavkova, Hubalek, 2007; Janovska et al., 2007; Larsen,
Pogliano, 2011; McLendon, Apicella, Allen, 2006; Raetz, Whitfield, 2002).

Nékteré bakterie jsou schopné produkovat na vnéj§i membrané vyristky, zvané pily
neboli pilusy. F. tularensis ma na svém povrchu tzv. “pily typu IV (tfp), coz jsou dlouha,
tenka vlakna, pouzivana gram-negativnimi patogennimi bakteriemi k adhezi na hostitelskou
tkan a k vymeéné DNA. Dale F. tularensis muze tvofit tzv. siderofory, malé molekuly, které se
mohou vazat na zelezo z anorganickych a hostitelskych zdrojt. Dé&je se tomu tak za podminek
s nedostatkem Zeleza. Tato vlastnost je pro Francisellu velice dilezita, protoze na ni zavisi
jeji intracelularni replikace a dokonce i virulence (Egge-Jacobsen et al., 2011; Forslund et al.,
2006; Gil, Benach, Thanassi, 2004; Larsen, Pogliano, 2011; Sullivan, Jeffery, Shannon,
Ramakrishnan, 2006).
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1.1.2 Francisella tularenis jako intracelularni patogen

F. tularensis napada ruzné typy savéich bunék, primarné fagocytarnich, ale i
endotelialnich a hepatocytarnich, pieziva v nich a replikuje se. Tato schopnost hraje roli v jeji
virulenci a ma velky vyznam. Dutlezitym cilem jsou pravé makrofagy, které jsou vyznamnou
nikou pro bakterii. F. tularensis ma schopnost se v makrofazich ve velkém rozmnozovat a
napadat tak hostitelské tkdn¢ a orgdny. Tim narusSuje jejich normalni funkci a je vyvolana
zéanétliva odezva, kterd piispiva k onemocnéni. Bakterie se navaze na bunécny povrch pomoci
receptort, makrofag pak pohlti bakterii a vytvofi se fagozom, ktery nejprve prochazi
procesem zrani. Ve zralém fagozomu jsou antioxidanty, kationové antimikrobialni peptidy a
lysozomalni hydrolazové kyseliny, které se snazi degradovat a usmrtit pohlcenou bakterii.
Bakterie se proto snazi zabranit zrani fagozomu a vydrzet v tomto nepiatelském prostiedi.
Vydrzi-li, za 15-30 minut dojde k okyseleni prostfedi uvniti fagozomu a diky tomu se bakterie
za 2-4 hodiny zacina dostavat ven a po 4-8 hodinach je jeji velka ¢ast voln¢ v cytoplazmé, kde
se muze replikovat. Nakonec vyvold apoptéozu buiky, opusti ji a Siti se do dalSich
hostitelskych ¢asti. V cytoplazm& vSak mohou nékteré bakterie znovu vstupovat do
endocytickych drah a je vyvolan proces autofagie. Neni jisté, zda je tento proces adaptivni
strategie bakterie nebo zda je to jakasi bunéfnd obrana proti infekci. Protoze néktery typ
autofagozomu bakterii pravdépodobné poskytuje Ziviny, uhlik a energii, potiebné k jeji
replikaci, jiny zase muZe inhibovat jeji riist a usmrcovat ji. Makrofagy mohou byt i1
v nékterych piipadech stimulovany interferony riiznych typli a zabranit tak intraceluldrni
replikaci bakterie. Pokud je bakterie v neaktivnich bunikach, nemtze rtst a hostitelské bunky
jsou pak do 24-48 hodin zabity apoptozou zprostiedkovanou prostiednictvim vnitinich drah,
¢imz dojde k usmrceni bakterie (Checroun, Wehrly, 2006; Chu, Cunningham, Yu et al.; 2014;
McLendon, Apicella, Allen, 2006; Oyston, 2008; Santic, Al-Khodor, Kwaik, 2010; Sjostedt,
2005; Steele et al., 2013; Steiner, Furuya, Metzger, 2014).
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INF-B .

O
Chemoatraktanty\ \

Obrazek 2: F. tularensis jako intraceluldrni patogen. F. tularensis (hnédd) se viZe na bunéény povrch prostiednictvim
receptorit (1, 2). Do buiiky vstupuje pomoci fagocytozy (3) a preZivd tim, Ze brdni dozravani fagozomu (4). Poté unikd
z fagozomu a replikuje se v cytoplazmé (5), nakonec vyvolivd apoptozu a unikd z pry¢ z buiiky (6). Pokud jsou ale
makrofigy stimulovdny interferony (7), mohou omezit intraceluldrni replikaci (8). Tato stimulace (9) pak miiZe vést

k sekreci zdnétlivych cytokinii a chemoatraktantii (10). Vysvétlivky: IFN — interferon, TNF — faktor nddorové nekrozy
(Pievzato z: Steiner, Furuya, Metzger, 2014).
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1.1.3 Tularemie

1.1.3.1 Historie

Poprvé byla tularemie popsana v 16. stoleti v Norsku jako nemoc skupiny hlodavci —
lumikt. Tularemie se vSak objevovala po celém svété, a to hlavné na severni polokouli. Roku
1800 byla zaznamenana v Japonsku a Rusku, Severni Americe a Skandinavii. Infek¢éni agens
zpusobujici toto onemocnéni bylo izolovano v roce 1911 v Kalifornském Tulare v USA
MacCoyem a Chapinen. V této dobé byla bakterie oznacovana podle oblasti svého objeveni
jako Bacterium tularense. Edward Francis byl prvni ¢lovek, ktery studoval epidemiologii této
nemoci u lidi, morcat a kralikii a popsal klinické ptiznaky u lidi. Uvedl, ze mnoho lidi s
odlisnymi klinickymi pftiznaky trpi stejnou chorobou, a onemocnéni pojmenoval jako
tularemii. Zjistil, Ze k pfenosu dochdzi kontaktem s infikovanym masem kralikti a hlodavct a
pomoci sérologickych testd ptisel na to, Ze vektorem pro pienos jsou krev sajici mouchy. Tak
vznikl rod Francisella - byl pojmenovan na pocest Edwarda Francise, ktery vyznamné ptispél
k vyzkumu tularemie. Druhové jméno, tularensis, bakterie ziskala podle nazvu mista (Tulare),
kde byla poprvé pozorovana (Benes, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball, 2002; Giircan, 2014;
Téarnvik, Berglund, 2003).

1.1.3.2 Vyskyt a formy

Tularemie se u nékterych skupin lidi vyskytuje ¢astéji. K témto skupinam patii lesnici,
turisti, myslivci, lidé v kontaktu s masem a zvifaty, lidé Zijici na venkové, zemédélci,
pracovnici v laboratofich a veterinafi. Zajimavé je, ze ohniska nakazy lidské tularemie jsou
paralelni s ohnisky vyskytu zvitat, jako jsou veverky, kralici, zajici, hrabosi, ondatry, vodni
krysy a dal$i hlodavci. Na tato zvifata se onemocnéni piendsi sanim infikovaného klistéte,
komara ¢i blechy. Tito ¢lenovci tedy zastdvaji roli vektoru pii pfenosu infekce mezi savéimi
hostiteli. Clovék se kromé& zminéného vektoru mize dale nakazit piimym kontaktem, &i
pozitim kontaminované vody, ¢i masa infikovaného zvifete, kontaktem s kontaminovanou
pidou nebo vdechnutim aerosolové infekce. Pravé tento zplisob pifenosu tularemie
¢ini bakterii F. tularensis tak nebezpecnou (Benes, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball, 2002;
Foley, Nieto, 2010; Giircan, 2014; Hightower et al., 2014; Oyston, Sjostedt, Titball, 2004).
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V zavislosti na misté vstupu bakterie do téla se onemocnéni vyskytuje v nékolika
raznych formach, a to ulceroglandularni, okuloglandulérni, orofaryngealni, gastrointestinalni,
plicni a tyfoidalni. Zavaznost onemocnéni je pak déna typem bakteridlniho kmene. Po
inkuba¢ni dob¢ piiblizné 3-5 dnt (1-21) je nastup onemocnéni Casto pomérné nahly.
Vyznacéuje se vysokou horec¢kou, zimnici, nevolnosti, malatnosti a unavou, bolesti v krku,
suchym kaSlem a bolesti hlavy (Benes, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball, 2002; Foley,
Nieto, 2010; Oyston, Sjostedt, Titball, 2004; Tarnvik, Berglund, 2003).

Ulceroglandularni forma je nej€ast&jsi (vyskytuje se u cca 80% ptipadi). Obvykle
vznikne v disledku malého poranéni pti manipulaci s mrtvym zajicem nebo hlodavcem nebo
pouhym dotykem. Je charakterizovana drobnou hnisajici ulceraci, nejcastéji na ruce. V misté
napadeni vznikd vied, ktery je zpo€atku naplnén naZloutlym vyméSkem a ma ostré hranice,
pozdé&ji zacina Cernat. V rozpéti 3-6 (1-14) dni po expozici se vyznacuje zimnici, hore¢kou,
bolesti hlavy a svalii a vysilenim. Tato forma vznika 1 pfi pfenosu infekéniho agens klist’aty
nebo bodavym hmyzem, ktery se diive zivil na nemocném zvifeti, piicemz lokalizace
primarniho komplexu je dana mistem napadeni (Benes, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball,
2002; Foley, Nieto, 2010; Tarnvik, Berglund, 2003).

Okuloglandularni forma vznikd po zaneseni mikrobli do spojivkového vaku pfi
manipulaci s tularemickymi zvifaty, pfi umyvani kontaminovanou vodou nebo pfi pienosu
bakterii pomoci koneckd prstl. Projevuje se hnisavym zanétem spojivek, periorbitalnim
edémem, perforaci rohovky nebo vyhfezem duhovky. Bez 1é¢by se miize §itit do lymfatickych

uzlin (Benes, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball, 2002; Foley, Nieto, 2010).

Orofaryngedlni a gastrointestindlni formy jsou nasledkem nedostate¢né zpracovaného
masa z tularemického zvifete nebo poziti sekundarné kontaminovaného pokrmu ¢i napoje.
Primérni vied je lokalizovan tedy v ustech a v pfipad¢ stfevni formy na stfevni sliznici v misté
Payerovych plakt. Léze se vyskytuji na mandlich, které jsou pokryty Zlutobilym povlakem,
nebo na hitanu ¢i v celém gastrointestinalnim traktu (GIT). Pacienti si stézuji na bolest v krku
a/nebo bolesti bficha. Problémy jsou doprovazeny otoky krénich lymfatickych uzlin.
Ptilezitostn¢ se muze objevit zvraceni a priijem nebo dokonce krvaceni v GIT, coZ zplsobuje
ulcerace stfev a je pro pacienty fatalni (Bene$, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball, 2002;
Foley, Nieto, 2010; Téarnvik, Berglund, 2003).
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Plicni forma vznika po vdechnuti kontaminovaného prachu nebo aerosolu. Probiha
jako chtipka nebo jako pneumonie, mize vSak pfipominat az tuberkulézu. Vyviji se po
inhalaci F. tularensis subsp. tularensis nebo F. tularensis subsp. holarctica. Tento typ
tularemie je typicky pro pracovniky v laboratornim prostfedi a pro zemédélce, kteti pracuji
Vv mistech, kde se vyskytovali nakazeni hlodavci. Pacienti trpi suchym kasSlem, duSnosti,
bolestmi hrudniku a komplikaci mize byt az syndrom respira¢ni tisné. Umrtnost je pfiblizné

40% (Benes, 2009; Ellis, Oyston, Green, Titball, 2002; Foley, Nieto, 2010).

Forma tyfoidalni tularemie je sekunddrni formou plicni tularemie, méné casto
ulceroglandularni. Hlavnim projevem je vysoka horecka, celkova slabost a obluzeni.

Piedstavuje asi 10% vSech pfipada (Benes, 2009; Foley, Nieto, 2010).

Mohou vznikat i kombinované formy vSech vySe popsanych typu, a to tehdy, kdyz

infekéni agens pronikne do téla hostitele soucasné vice cestami (Benes, 2009).

1.1.3.3 Laboratorni diagnostika

V piirodé¢ muze F. tularensis prezivat az n€kolik tydnd a to ve vod¢, pude a v télech
uhynulych zvitat. V laboratornim prostedi se ji dafi nejlépe pii 35-37 stupnich Celsia. Je
ristové neobycejné naro¢na. Vyrlstd na krevnim agaru s glukézou a cysteinem, ktery je pro
ni dalezitym rdstovym faktorem. Vhodnym prostfedim je pro ni i pida z koagulovanych
vaje¢nych zloutkti. Kolonie jsou zpoc¢atku drobné a prisvitné, pozdéji se mlécné kali a jejich
konzistence je muko6zni. Dal$imi dileZitymi riistovymi faktory jsou glutamin, cystein, histidin

a thiamin (Bednaf a kol., 1996; Larsen, Pogliano, 2011).

Rozpoznani tularemie je u zevnich forem pomérné snadné jiz z klinického obrazu,
ktery zavisi na virulenci mikroba, odolnosti napadeného jedince a zplisobu proniknuti infekce
do organismu. K ovétovani pficin se pouziva aglutinacni reakce, ktera je pritkazna na pocatku
3. tydne a vrcholi ve 4. - 5. tydnu onemocnéni. Lze pouzit i citlivéj§i mikroaglutinaci,
imunoesej (piimé testy ELISA), ktera rozliSuje IgA, IgG a IgM protilatky, imunofluorescenci
nebo je mozna zk¥izena reaktivita sérologickych reakci F. tularensis s antigeny Brucella spp.
a Yersinia spp. Dulezitou metodou je PCR. Kozni testy se bé€Zné neprovadéji, protoze

interpretace jejich vysledkl je Casto problematickd. Mikroskopicky priikaz infekéniho agens
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je velmi obtizny, jelikoz se F. tularensis $patné zobrazuji v Gramové barveni (Bednaf a kol.,

1996; Benes, 2009; Foley, Nieto, 2010).

Na kultivacni vySetieni se zasild material z primarni 1éze, sputum, ptfipadné vzorek
Z uzlin. Dale je mozny zachyt mikroba z krve. Izolace se pak nejlépe dafi na vnimavych
laboratornich hlodavcich (mys, kie¢ek, morée). Po smrti zvifete se material izolovany z 1ézi
kultivuje na specidlnich ptdach z krevniho agaru s glukézou a cysteinem. Vhodna je i
inokulace materidlu do Zloutkového vaku kufeciho embrya. Pii odbéru materidlu a pii jeho
zpracovani je tieba postupovat podle zasad platnych pro praci s vysoce virulentnimi nakazami

(Bednaft a kol., 1996; Benes, 2009).

1.1.4 Francisella tularensis jako biologicka zbrarn

Francisella tularensis subsp. tularensis je extrémné virulentni. Je potieba mala
infek¢ni davka, jeji aerosoly se snadno $iii vzduchem a muze zpusobit t€zké onemocnéni a
smrt. Inhalace méné nez 10 jednotek tvoficich kolonie staci k nadkaze €lovéka. 30% — 60%
nelééenych piipadd muze byt fatalni. Infekénost F. tularensis je srovnatelna s vysokou
infek¢nosti bakterie Mycobacterium tuberculosis, puvodcem plicni tuberkuldzy. Americké
Centrum pro kontrolu a prevenci nemoci (CDC) klasifikovalo F. tularensis na seznamu
potenciondlni bioteroristické hrozby, jako zéastupce kategorie A, pravé kvuli jeji vysoké
nebezpecnosti. Proto také byla tato bakterie zkoumana a pouZivana za druhé svétové valky a
jesteé dveé desetileti poté jako potencionalni biologickd zbran. Tento vyzkum provadélo na
bakterii Japonsko, pozdéji byvaly Sovétsky svaz a Spojené staty (Darling et al., 2002; Dennis
et al., 2001; Larsen, Pogliano, 2011; Larsson, Oyston, Chain et al., 2005; McLendon,
Apicella, Allen, 2006; Oyston, Sjostedt, Titball, 2004).

V letech 1932-1945 byla F. tularensis subsp. tularensis pouzita Japonskymi valecnymi
vyzkumnymi jednotkami proti ¢inskym civilistim, ruskému vojsku a proti americkym
valeCnym zajatcim. Kromé¢ toho se tularemie vyskytovala mezi tisici ruskych a némeckych
vojaka pfi obléhani Stalingradu a to bylo mozna vysledkem umyslného zneuziti Sovéty.
Pti¢ina epidemie vznikla v pfirodnich podminkéch nebyla odstranéna a tak mohli vojensti
pracovnici chytit tularemii i od mysi a krys, jejichz pocet prudce vzristal kvili rozsdhlému

naruseni kanalizace a Spatné hygien¢ bé¢hem bitvy. Béhem Studené véalky Sovétsky svaz i

19



Spojené staty piipravovali a skladovali tuny infek¢énich agens pro mozné vyuziti proti
civilnimu obyvatelstvu svych neptatel (McLendon, Apicella, Allen, 2006; Oyston, Sjostedt,
Titball, 2004).

V roce 1969 odborna komise ze Svétové zdravotnické organizace (WHO) odhadla, ze
by rozptyleni aerosolu virulentni bakterie F. tularensis o hmotnosti 50 kg nad metropolitni
oblasti s péti miliony obyvatel mélo za nasledek 250 000 obéti vyzadujicich rozsahlou
1ékatskou pé&i a 19 000 Gmrti. Proto Spojené staty nasledné v roce 1972 podepsaly Umluvu o
zékazu vyvoje, vyroby a hromadéni zasob bakteriologickych (biologickych) a toxinovych
zbrani a o jejich znic¢eni (Dennis et al., 2001; Larsen, Pogliano, 2011; McLendon, Apicella,
Allen, 2006; Oyston, Sjostedt, Titball, 2004).

1.1.5 Vakciny proti tularemii

F. tularensis je intracelularni patogen a je tedy ziejmé, Zze v ochrané pied timto
infekénim agens bude zapotiebi bunécnéd odpoveéd’. Nicméné bylo prokdzano, Ze po prodélané
infekci rovnéZ dochazi k tvorbé protilatek, a tudiz k imunospecifické ochrané proti opétovné
infekci. Tyto protilatky mohou chranit proti méné virulentnim kmenim. Proti vysoce
virulentnim kmentim je vSak dilezita reakce pamétovych T-bunék. Pfipravena vakcina by tak
méla vyvolavat jak humoralni, tak buiikami zprostfedkovanou imunitu. V roce 1946 byl v
byvalém Sovétském svazu vyvinut a pouZit jako o€kovaci vakcina tzv. Zivy vakcina¢ni kmen
LVS. Uziti LVS jako vakciny vSak stdle zlstadva v béZné populaci neopravnéné, a to
z n€kolika divodl. Vakcina jen ¢astecné chrani proti nejvice virulentnimu kmeni typu A a
také molekuldrni mechanizmus uc¢inku vakciny neni znam. Je zde také riziko propuknuti
onemocnéni u jedincl s oslabenou imunitou, ponévadz se jednd o Zivy, byt oslabeny,
bakterialni kmen. Proto je zde snaha o vyvoj vakciny, jakoZzto nebunécéné podjednotky ¢i celé
usmrcené bunky, kde toto riziko odpada (Barry, Cole, Santiago, 2009; Mann, Ark, 2009;
Oyston, 2009; Pascalis, Chou, Ryden et al., 2014).

Nebunécné podjednotkoveé vakciny jsou vakciny bez bunck, které se piipravuji ze
syntetickych nebo purifikovanych slozek mikroorganismi. Jejich hlavni vyhodou je, Ze
nejsou infekeni. U infikovanych jedinct ¢i jedincli imunizovanych zivym oslabenym kmenem

dochazi do dvou tydnil od pfenosu infekce k rozvoji silné imunitni odpovédi, ktera je v prvni
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fad¢ mifend proti LPS. Proto je LPS zkouman jako potenciadlni kandidat k vyrobé
podjednotkové vakciny. Imunizace purifikovanym LPS vede predevsim k rozvoji humoralni,
ale do jisté miry i buné¢né B-lymfocytarni imunitni odpovédi. Mysi imunizované LPS, ktery
byl izolovan z kmene LVS, jsou chranény proti nasledné infekci divokym kmenem LVS.
Polysacharidova cast LPS, tzv. O-antigen, je sice silné¢ imunogenni, ale dokaze navodit pouze
kratkodobou imunitni odpovéd’ nezavislou na T-buiikach. Néekteré studie se proto zabyvaji
vyvojem konjugované podjednotkové vakciny, kde je O-antigen konjugovan s proteinovym
nosi¢em, ktery je schopen navodit na T-bunkédch zavislou, a tudiz dlouhodobou imunitni
odpovéd’ (Barry, Cole, Santiago, 2009; Cole et al., 2009; Conlan, Shen, Webb, Perry, 2002;
Cuccui, 2013; Fulop, Manchee, Titball, 1995; Fulop, Mastroeni, Green, Titball, 2001; Prior et
al., 2003; Weintraub, 2003).

Vakciny z celych usmrcenych bunék jsou biologické komplexy a jsou neinfekcni.
Pfipravuji se z infekénich agens, které jsou schopny vyvolat ochrannou imunitni odpovéd.
Lee Foshay v roce 1950 vyvinul takovouto vakcinu fenolizaci nebo acetonovou extrakei.

Imunizaci pak zkousSel na primétech a dalSich zvitatech, ale prokazaly se nezadouci Gcinky

(Barry, Cole, Santiago, 2009; Foshay, 1950; Mann, Ark, 2009).

Zivé oslabené vakciny jsou obecné definovany jako vakciny z Zivych organismd, které
maji oslabenou virulenci, ale jsou stdle imunogenni. Nejvice testovanou Zivou vakcinou proti
tularemii je jiz zminény zivy vakcina¢ni kmen LVS. LVS byl vytvofen opakovanym
pasazovanim bakterie poddruhu typu B na pepton-cysteinovém agaru, coz vedlo ke dvéma
fenotypovym variantam kolonii odlisné barvy — Sedé a modré. Modré varianta méla schopnost
vyvolat ochrannou imunitni odpovéd’ u mysi, zatimco Seda varianta byla pfili§ oslabena a
nenavodila zddnou odolnost. Modra varianta byla po dal§i manipulaci zahrnujici lyofilizaci a
sériové pasazovani oznaCena za zivy vakcinaéni kmen LVS. Modra varianta vSak mohla
béhem sériové vyroby vakciny dat vznik i Sedé varianté, ktera pak mozna piedstavovala az
20% nékterych ptipravkd. LVS kmen byl testovan na lidskych dobrovolnicich v tzv.
»Operation Whitecoat a nasledn€¢ pouzit u laboratornich pracovnikd, u nichz doslo
k vyslednému snizeni laboratorné ziskané tularemické infekce. Cetné studie u primatd i lidi
prokézaly uc¢innost ockovani LVS, ktery chrani pied infekci kmeny typu B, ale jen Caste¢né
chrani proti virulentnim poddruhtim typu A. Primati 1 lidé vykazovali specifickou imunitni
odpovéd,, u lidi miZze tato odpovéd’ pretrvavat i po mnoho let. Vyzkum je proto dale zaméten

na zlepSeni ochrannych schopnosti vakciny proti kmeni typu A, a to tvorbou plné
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definovanych, stabilnich, oslabenych mutantnich kment. VétSina z cilenych mutaci byla
poprvé provedena v kmeni LVS nebo na bakterii Francisella novicida kvili lepsi manipulaci
s témito kmeny. Testovani virulence téchto mutantnich kment in-vivo umoznilo identifikovat
slibené cilené geny pro mutaci v kmenech typu A. Geny cilené pro mutaci lze zatradit do tfi
skupin: metabolické enzymy, faktory virulence a regula¢ni proteiny. (Barry, Cole, Santiago,
2009; Larsen, Pogliano, 2011; Larsson, Oyston, Chain et al., 2005; Oyston, Sjostedt, Titball,
2004; Oyston, 2009).

1.1.6 Faktory virulence

Patogenita bakterie je zptsobena faktory, které se souhrnné nazyvaji faktory virulence.
Ulohou téchto faktort je zabezpegit bakteriim adhezi na hostitelské buiiky a prinik do téchto
bunék, proliferaci v intracelularnim prostoru, Unik pfed obrannymi mechanismy imunitniho

systému a zabezpecit dalsi pochody zivotniho cyklu (Udrzalova, 2009).

Jednim z faktor virulence F. tularensis je LPS. LPS je hlavni slozkou zevni
membrany vSech Gram-negativnich bakterii. Je to struktura s neobvyklymi biologickymi a
strukturnimi vlastnostmi a je to potencialni soucast vakcin proti tularemii. LPS je glykolipid
S hydrofilni 1 hydrofobni vrstvou a sklada se z jadrové oblasti centralniho sacharidu, lipidu A
a kovalentné pfipojeného polysacharidového O-antigenu, urcujicitho antigenni strukturu
bakterie. Do membrany je pak LPS ukotven pomoci lipidu A a jeho zbytek vycniva vné
z povrchu buiky. LPS F. tularensis se vyznacuje nizkou toxicitou in vitro i in vivo a vytvari
nizkou protizanétlivou odezvu ve srovnani s LPS jinych bakterii. Jeho schopnost indukovat
tvorbu interleukinu 1 (IL-1) a faktoru nadorové nekrozy o (TNF-o) je také velice nizka. Bylo
zjisténo, ze poskytuje ¢astecnou ochranu proti problémim s poddruhem holarctica, nikoliv
vsak proti problémtm s poddruhem tularensis. Bylo také objeveno, Ze existuje antigenni shift
(zasadni zména v antigenni struktuie) LPS F. tularensis, ktery ovliviiuje G¢innost imunitni
reakce hostitele. Regulace délky fetézce O-antigenu je nezbytna pii rastu bakterie v
makrofazich a také ovliviuje rezistenci bakterie viici sérovému komplementu. Tyto vlastnosti
se vSak lisi u jednotlivych kment (Cowley, Gray, Nano, 2000; Gil, Benach, Thanassi, 2004
Sjostedt, 2003; Udrzalova, 2009).
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Dalsimi faktory virulence jsou bakterialni pily, u F. tularensis tfp. Tfp jsou slozité
vlaknité privésky podilejici se na interakcich hostitelskych bunck. Vyskytuji se nejen u
bakterie F. tularensis, ale i u dal$ich patogent, jako jsou Neisseria spp., Pseudomonas
aeruginosa nebo Vibrio cholerae. Maji spole¢né strukturalni, biochemické, antigenni a
morfologické znaky a hraji roli v expresi mnoha fenotypi, tvorbé biofilmi, bunétné
signalizaci, pohyblivosti a pfilnavosti k hostitelské bunce. Pilusové vladkno se sklada z hlavni
pilinové podjednotky zvané PilA. Je syntetizovano jako membranové asociovany prepilin,
ktery je proteolyticky S$té€pen prepilinovou peptidazou PilD. Dal§im moznou podjednotkou
pilovych vlaken je PilE. Pokud dojde kng&jaké poruse tfp, dochazi k redukci a Gtlumu
virulence (Egge-Jacobsen et al., 2011; Forslund et al., 2006; Gil, Benach, Thanassi, 2004;
Salomonsson et al., 2009).

Mezi faktory virulence se fadi i ostrov patogenity — FPI (Francisella Pathogenic
Island). Tento ostrov obsahuje 4 velké oteviené ¢teci raimce ORF (open reading frame) o0 2,5 —
3,9 kb a 13 ORF o 1,5 kb a mén¢ a patii do sekre¢niho systému VI. Na FPI se nachazi klastr
17 genu vcetné igIABCD a pdpABCD, u kterych bylo prokazano, Ze se podileji pravé na
virulenci bakterie. Jedna se o geny pro transportni systém a virulenéni faktory. Geny igl
(Intracellular Growth Locus) jsou dilezité pro vnitrobunéény rist a geny pdp (Pathogenicity
Determinant Proteins) ovliviuji patogenezi. Tyto geny koduji stejnojmenné proteiny. IglA a
IglB proteiny se sdruzuji v bakteridlni cytoplazmé, podileji se na sekreci a maji urCitou
homologii s proteiny Rhizobium leguminosarum. Protein IglC indukuje apoptozu. Zatimco F.
novicida obsahuje pouze jednu kopii FPI, poddruhy tularensis a holarctica maji dvé kopie. To
mize byt jednim z divodd, pro¢ ma F. novicida nizsi virulenci. FPI hraji dtlezitou roli
v ranych fazich biogenese fagozomu a bakterialnim Ut€ku do cytosolu, pficemz maximalni
exprese geny dosahuji na konci replikace. Toto miize naznac¢ovat urCitou roli genit FPI béhem
pozdni faze infekce nebo se mlze jednat o adaptivni mechanizmus bakterie byt pfipravena
napadnout budouci hostitelskou buniku (Lindgren et al., 2013; Nano et al., 2004; Oyston,
2008; Santic, Al-Khodor, Kwaik, 2010; Wehrly et al., 2009).

Roli ve virulenci F. tularensis hraji i proteiny mimo FPI, které maji také vyznam pro
rust bakterie uvnitf makrofagli. Bakterie jsou oslabené a maji sniZenou schopnost tniku
z fagozomu. Mnoho z téchto proteinii bylo charakterizovano, ale jen nékolik z nich bylo
zkoumano jako potencidlni kandidat na vakcinu proti tularemii. Mezi tyto proteiny se fadi

napf. protein kédovany genem FTT_1103, ktery ma podobnost s proteiny DsbA z rodiny
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disulfidickych oxidoreduktdz. Hypoteticky lipoprotein FTT_1103 byl vyizolovéan
transpozonovou inzertni mutaci z bakterialniho kmene F. tularensis subsp. tularensis Schu
S4. Mutantni bakterie byly na mySim modelu maximaln¢ oslabené a mysi prezily bez
viditelnych znamek nemoci. Imunizace mysi timto kmenem poskytovala i ochranu proti
infekci zptsobené divokym kmenem F. tularensis. Vysledky tedy ukazaly, Ze i pies vysokou
virulenci kmene typu A je mozné mutaci tohoto lokusu zmirnit stupenl infek¢nosti bakterie a

chranit tak imunitu (Oyston, 2008; Qin et al., 2009; Sjostedt, 2003; Straskova et al., 2009).
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1.2 Glykosylace proteinii

Glykosylace, enzymatické pfipevnéni cukernych jednotek na proteiny, je post-
transla¢ni modifikace (PTM), kterd poskytuje vétsi proteomickou diverzitu nez jiné PTM a je
bunék K extracelularni matrix a interakci protein-ligand v bunice. Zda se, Ze hraje i dileZitou
roli v patogenité bakterii a v jejich hostitelské invazi. Glykosylace proteind byla dlouhou
dobu povazovéana za d¢j probihajici vyhradné v eukaryotnich bunkach, avSak dnes je jiz
znamo, ze je rozsifena i u prokaryotickych domén Archea a Eubacteria. Na rozdil od jinych
bunécnych procest, jako transkripce nebo translace, je glykosylace netemplatova, a proto k ni
nemusi pokazdé vibec dojit. Builkky pouzivaji celou fadu enzymda, které ptidavaji nebo
odebiraji cukry zjedné molekuly na druhou. Enzymova aktivita jednotlivych enzymu je
zavisld na dokonceni piedchozi enzymatické reakce a 1isi se podle typu bunék. Jednotlivé
buitky mohou syntetizovat glykoproteiny, které vSak maji odliSnou glykanovou strukturu (Aas

et al., 2007; piercenet.com; Weerapana, Imperiali, 2006; Young et al., 2002).

Cukerné jednotky, sacharidy, jsou ve svych nejjednodusSich formach brany jako
primarni zdroje energie a jsou tak nezbytné pro Zivot. Sacharidy existuji nejen jako
jednoduché cukry, ale také jako komplexni molekularni struktury, tzv. glykany. Tyto sloZzené
cukry existuji v mnoha tvarech a velikostech, od linedrnich po vysoce rozvétvené molekuly.
Mohou byt pfipojeny k proteinlim nebo lipidim, ¢imz pak vznikd glykoprotein, proteoglykan
nebo glykolipid. Glykany jsou sloZeny z monosacharidovych jednotek jako je glukoza (Glc),
galaktoza (Gal), mandza (Man), N-acetylglukozamin (GIcNAc), N-acetylgalaktozamin
(GalNAc), fukéza (Fuc) a N-acetylneuraminova kyselina (NeuAc, kyselina sialova),
vzajemné vazanych glykosidovou vazbou. Existuji dva hlavni typy glykanii podle mista jejich
uchyceni na bilkovinnou ¢ést. Ty, které jsou piipojeny amidovou vazbou na zbytek
aminokyseliny (AK) asparagin, se nazyvaji N-vdzané glykany a ty, které jsou
pfipojeny hydroxylovou skupinou bud’ na zbytek AK serin nebo treonin, se nazyvaji O-
vazané glykany (obrazek 3). Diky témto rozdilnym typlim glykosidickych vazeb se odlisuji
tedy i typy glykosylaci — N- a O-glykosylace. Glykany ovliviiuji fyzikalné-chemické
vlastnosti proteind, jako stabilitu a rozpustnost a hraji dalezitou roli ve zprostiedkovéani a
modulaci adheze a signalizace bun¢k. Vedou jakousi bunécnou komunikaci, kterd je zasadni
pro normalni vyvoj tkani a bun¢k. Hydrolyzou se glykany rozkladaji opét na své cukerné

slozky (Balonova, 2011; Riman et al., 1986).
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N-vazana glykosylace O-vazana glykosylace
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Obrdazek 3: N-vizany glykan piipojeny amidovou vazbou k asparaginu a O-vdzany glykan piipojeny hydroxylovou
skupinou k serinu.

1.2.1 Glykosylace proteinii u Gram-negativnich bakterii

U Gram-negativnich bakterii se proces glykosylace zpravidla odehrava na cytosolické
stran¢ vnitini membrany bakteridlni buiiky, kde probiha biosyntéza glykanu, a je dokoncen
V periplazmatickém prostoru pienosem glykanu z lipidového nosice na cilovy protein. Lipidy
tvofi zékladni wvné&j$i  vrstvu  Gram-negativnich bakterii a slouzi jako nosice
oligosacharidovych zbytkl. Jednotlivé kroky glykosylace jsou katalyzovany enzymy rtizné
specifity, které se obecné oznacuji zkratkou Pgl (z angl. protein glycosylation locus). Syntéza
glykanu je zahajena pfipojenim monosacharidové jednotky na lipidovy nosi¢ (tzv.
dolicholpyrofosfat) zakotveny v membrané. Enzymy, které pienaseji mono-sacharidy
z darcovskych  molekul do rostoucich oligosacharidovych fetézcl, se nazyvaji
glykosyltransferdzy (GTF). Kazdd GTF ma urcitou specifitu pro spojovani darcovskych
molekul na substrat a plsobi nezavisle na ostatni GTF. Jakmile je syntéza glykanu na
cytosolické strané membrany dokoncena, je glykan vazany na lipidovy nosi¢ transportovan do
periplazmatického prostoru. Tento transport je zajistén enzymy, které jsou schopné
pfemistovat fosfolipidy s navazanymi glykany z jedné strany membrany na druhou i proti
koncentracnimu gradientu, a nazyvaji se flipazy. Glykosylace proteinti je dokoncena pomoci
oligosacharyltransferazy (OST). OST jsou podjednotkové membranové enzymy, které

katalyzuji pfenos oligosacharidii vazanych na lipidy (LLO) na cilovy polypeptid za vzniku
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glykoproteinu. VySe popsanym procesem probihaji oba typy glykosylaci, 1isi se jen specifita
oligosacharyltransferaz, které se tak rozliSuji na N-OST ¢i O-OST (Balonovéa, 2011; Delake,
2006; Devaux et al., 2008; Matsumoto et al., 2013; Li et al., 2008; piercenet.com; Qutyan,
Paliotti, Castric, 2007).
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Obrdzek 4: Ukdzka glykosylace u Gram-negativnich bakterii. HexNAc: N acetylovand hexdza; Bac: bacillosamin; Glc:
glukoza; Hex: hexoza; UMP: wuridin  monofosfit; PP: undekaprenyl pyrofosforecnan (Prevzato z:
http://www.antibodyreview.com/protein_image_annot.php?article_pmcid=1976384&pmcid_imgid=106658&image=article
_images%2F17608667%2FMol+Microbiol%2F1-03-27%2Fp607-1976384%2Fmmi0065-0607-f10.jpg).
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1.2.2 Priklady glykosylaci u Gram-negativnich bakterii

1.2.2.1 Campylobacter species

Campylobacter jejuni je patogen, ktery zpusobuje lidské gastroenteritidy, kolonizuje
GIT a invaduje bunky stfevniho epitelu. Zplisobuje akutni bolesti bficha a zanétlivé prijmy.
Glykosylace u Gram-negativnich bakterii byla poprvé objevena pravé u této bakterie.
Glykany jsou zde vazany na zbytek AK asparagin, jedna se tedy o N-glykosylaci. Struktura
glykanu byla urCena jako heptasacharid GalNAc-al,4-GalNAc-al,4-[Glcpl,3-]GalNAc-
al,4-GalNAc-al,4-GalNAc-al,3-Bac, kde Bac, znac¢i bacillosamin, 2,4-diacetamido-2,4,6-
trideoxyglucopyrandzu. Modifikace proteinti timto heptasacharidem je dana pgl genovym
lokusem, ktery je zodpovédny za glykosylaci alespot 30 riznych proteinil, napi. vysoce
imunogennich glykoproteini PEB3 a CgpA vcetné flagelinu. To svéd¢i o roli glykoproteind
nebo flagelinu v interakcich C. jejuni s hostitelem. Mutageneze tohoto mista a ztrata
cukernych slozek ma za nasledek ztratu imunogenity a snizeni adheze a invaze in vitro a je
tim snizena virulence. To je dikaz toho, Zze glykosylace je v bakterialni virulenci dtlezita.
Mezi enzymy podilejici se na glykosylaci se fadi PglE, PglF a PgID, které katalyzuji
biosyntézu Bac z N-GICNAc. Bac je pienesen na lipidovy nosi¢ pomoci PglC a poté
prodlouzen o 5 jednotek GalNAcC ptsobenim PglA, Pgll a PglH. Pgll nasledné ptipojuje
Glcna ctvrtou jednotku GalNAc za vzniku vétveného glykanu. Vznikly heptasacharid je
plsobenim PgIK pienesen z cytosolu do periplazmy a pfipojen na zbytek asparaginu cilového
proteinu pomoci OST PglIB. Glykosylaéni aparat byl objeven i u dalSich druh rodu
Campylobacter, jako je C. lari ¢i C. coli (Linton et al., 2002; Linton et al., 2005; Power,
Jennings, 2003; Scott et al., 2011; Szymanski et al., 1999; Weerapana, Imperiali, 2006;
Young et al., 2002).

1.2.2.2 Neisseria species

O-glykosylace byla poprvé popsana u bakterie Neisseria meningitidis, ptvodce
meningokokovych nakaz. Dochézi k ni pfes O-vazané cukry na pilinové podjednotky pomoci
OST PglL, ktera je homologni s ligaizou katalyzujici ptidani O-antigenu na LPS. U N.
meningitidis bylo prokazano, ze pilin je glykosylovan na serinu s neobvyklou trisacharidovou
molekulou Gal-p1-4-Galal-3-DADTH, kde DADTH zna¢i 2,4-diacetamido-2,4,6-
trideoxyhexozou. Glykosylace rovnéz probiha u N. gonorrhoeae, zastupce pohlavné prenosné

choroby kapavka, u niz je pilin glykosylovan stejnym zpiisobem a ve stejné oblasti pilinové
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molekuly, ale O-glykan je pievazné disacharid se strukturou Gal-ol,3-GIcNAc. Pilinovy
protein této bakterie vSak neni jediny, ktery je modifikovan O-glykosylaci. V dne$ni dobé je
znama celd fada membranovych glykoproteinti riznych funkci, mezi nimi napiiklad nitrat
reduktaza AniA. Bylo pozorovano osm genil zapojenych do glykosylace a prvnim z nich byl u
N. meningitidis pglA. Ke glykosylaci proteinti dochazi obdobné jako u bakterie C. jejuni, za
katalyzy enzymu PglA (Anonsen et al., 2012; Hartley et al., 2011; Ku, Schulz, Power,
Jennings, 2009; Power, Jennings, 2003; Power, Seib, Jennings, 2006; Vik et al., 2009).

1.2.2.3 Pseudomonas species

Dalsi bakterii s O-glykosylaci je Pseudomonas aeruginosa, oportunisticky patogen
schopny zptisobovat zavazné infekce u jedincii s narusenymi obrannymi mechanizmy. Kmen,
ktery byl zkouman, nese nazev 1244. Glykan je trisacharid vazany na serin se strukturou o.-
5NBOHCOHC,7NFmPse-(2-4)-p-Xyl-(1-3)-B-FucNAc, kde a-5NBOHC47NFmPse znaci 5-
N-B—hydroxybutyryl-N-formyl-pseudaminovou kyselinu, Xyl znaéi xylozu a FucNAc
odpovida N-acetylfukozaminu. Struktura glykanu je totoZna se strukturou O-antigenni
jednotky, coz naznacuje, Ze se O-glykosylacni draha prolind s biosyntetickou drahou LPS.
OST katalyzujici pienos glykanu na cilovy protein se nazyva PilO a studie prokazaly, Ze tato
OST je podobna OST bakterie F. tularensis. Genom bakterie P. aeruginosa obsahuje pgl
slozeny ze 14 gend, které jsou zapojeny do glykosylace. Soucasti tohoto genového lokusu je i
gen kédujici samotny pilinovy protein PilA, ktery je glykosylovan. Zadny dalsi glykoprotein
nesouci uvedeny trisacharid nebyl v tomto kmeni dosud identifikovan (Castric, 1995; Castric,
Cassels, Carlson, 2001; Qutyan et al., 2010; Power, Jennings, 2003).

V nasledujici tabulce ¢. 1 je uveden stru¢ny piehled dosud popsanych Gram-

negativnich bakterii s funkénim glykosyla¢nim aparatem.
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Tabulka 1: G- bakterie s glykosyla¢nim apardtem (Balonovid et al., 2012; Hanuszkiewicz et al. 2014; Jervis et al., 2010;

Lees-Miller et al., 2013; Lithgow et al., 2014; Power, Jennings, 2003).

Nazev bakterie Typ glykosylace Geny zapojené do glykosylace
Campylobacter jejuni N-glykosylace pal
Neisseria meningitidis O-glykosylace pol
Pseudomonas .
aeruginosa O-glykosylace pilO, pgl
Caulobacter crescentus O-glykosylace flmA - H

Helicobacter pylori

N-glykosylace

neuA, fimD a H, flaAl

Aeromonas cavie

O-glykosylace

flmA,B a D, neuA a B

Burkholderia cepacia

O-glykosylace

bcal0960

Acinetobacter baumanii

O-glykosylace

hasB, pgi

Francisella tularensis

O-glykosylace

FTT_0905,FTL_0425,FTT 0791 ,FTT_0798
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1.3 Glykosylace a Francisella tularensis

F. tularensis ma v soucasné dobé nejméné tii znamé glykosylované proteiny. Jedna se
0 PilA, DsbA a hypoteticky membranovy protein FTH_0069. PilA byl objeven u F. tularensis
supsp. tularensis v divokém kmeni FCS200. Glykan je zde ve formé& pentasacharidu se
strukturou HexNac-Hex-Hex-HexNAc-HexNAc a geny zapojené do glykosylace jsou
naptiklad FTT 0905 nebo FTL_0425. Rada studii naznacuje, Zze PilA protein hraje velmi
diilezitou roli v patogenezi nemoci zpiisobené touto bakterii. Do glykosylace proteinu DsbA
jsou zapojeny geny FTT 0791 a FTT 0798 a cukr ma formu hexasacharidu slozené¢ho z N-
acetylhexozaminu, hex6zy a neznamého monosacharidu o molekulové hmotnosti 242.08 m/z.
Struktura glykanu tedy vypada asi takto HexNAc-neznamy monosacharid (X)-HexNAc-Hex-
Hex-HexNAc. FTH 0069 je siln¢ imunoreaktivni lipoprotein, ktery je pravdépodobné také
zatazen mezi faktory virulence F. tularensis a byl objeven v kmeni Schu S4. Glykan ma
totozné sloZzeni jako glykan proteinu DsbA, je to tedy také hexasacharid obsahujici N-
acetylhexozamin, hexézu a neznamy monosacharid. Detekovany byly i dalsi pfedpokladané
proteiny, které by mohly byt glykosylovany. V ptedeslych studiich byly vytipovany dalsi
kandidatni proteiny, které by mohly byt glykosylované. Patfi sem napiiklad FTH_0414,
FTH_1830, FTH_0159, FTH_1855FTH_0539, FTH_1112, FTH_0311 nebo FTH_1167
(Balonova et al., 2010; Balonova et al., 2012; Egge-Jacobsen et al., 2011; Thomas et al.,
2011).

Nezbytnou soucasti ke glykosylaci proteinti je enzym OST, ktery je pravdépodobné
spole¢ny pro vSechny druhy rodu Francisella a katalyzuje pfenos glykanu z lipidového nosice
na cilovy protein. Studie glykosylace proteintit u N. gonorrhoeae a u vybranych kment P.
aeruginosa odhalily spole¢né drahy, ve kterych jsou oligosacharidy syntetizovany na lipidové
nosice v cytoplazmé. Glykan je k cilovému proteinu pfipojen pouze tehdy, obsahuje-li protein
ve své aminokyselinové sekvenci tzv. glykosylacni misto, coz byva sekvence 3-5

aminokyselin (Egge-Jacobsen et al., 2011).
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Material

2.1.1 Chemicky material

2.1.1.1 Chemikalie

= Deionizovana voda (dd.)

= GC agar base (Becton Dickinson, France S.A.S., Le Pont de Claix, Francie)
= Hemoglobin (Becton Dickinson, France S.A.S., Le Pont de Claix, Francie)
= IsoVitaleX (Becton Dickinson, France S.A.S., Le Pont de Claix, Francie)
= L-arginin-HCI (Sigma, St. Louis, MO)

= L-cystein-HCI (Sigma, St. Louis, MO)

= L-histidin-HCI (Sigma, St. Louis, MO)

= L-isoleucin (Sigma, St. Louis, MO)

= L-leucin (Sigma, St. Louis, MO)

= L-lysin-HCI (Sigma, St. Louis, MO)

= DL-prolin (Sigma, St. Louis, MO)

= DL-serin (Sigma, St. Louis, MO)

= DL-treonin (Sigma, St. Louis, MO)

= DL-valin (Fluka, St. Louis, MO)

= DL-metionin (Sigma, St. Louis, MO)

» Glukoza (Sigma, St. Louis, MO)

= NaCl (Sigma, St. Louis, MO)

= KH,PO, (Sigma, St. Louis, MO)

= K3HPO, (Sigma, St. Louis, MO)

= L-aspartova kyselina (Sigma, St. Louis, MO)

= L-tyrosin (Sigma, St. Louis, MO)

» Tiamin-HCI (Sigma, St. Louis, MO)

= Spermin tetrahydrochlorid (Sigma, St. Louis, MO)

= Pantotenat vapenaty (Sigma, St. Louis, MO)

= MgSO, . 7H,0 (Lachema, Neratovice, Ceska Republika)

= FeSO,. 7H,0 (Biochemicals, Eschwege, Némecko)
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NaOH (MERCK, Dermstadt, Némecko)

HCI (Sigma, St. Louis, MO)

Tris (Sigma, St. Louis, MO)

Glycerol (Sigma, St. Louis, MO)

Inhibitory protedz EDTA free (Roche Diagnostics, Mannheim, Némecko)
Benzonaza (Sigma, St. Louis, MO)

Triton X-100 (Pharmacia LKB, Uppsala, Svédsko)

n-dodecyl-B- D-maltopyranosid (DDM) (Sigma, St. Louis, MO)

Kyselina bicincholinova - Pierce™ BCA Protein Assay Kit ¢inidlo A (sigma, St. Louis,
MO)

CuSO4-5H,0 - Pierce™ BCA Protein Assay Kit ¢inidlo B (Sigma, St. Louis, MO)
Proteinovy standard Hovézi sérovy albumin (HSA), koncentrace 1mg/ml, Pierce™ BCA
Protein Assay Kit ampule albuminového standardu (Sigma, St. Louis, MO)
Akrylamid (Bio-Rad, Hercules, CA)

1,4-bis(akryloyl) piperazin (Sigma, St. Louis, MO)

Dodecylsulfat sodny (SDS) (Sigma, St. Louis, MO)

Peroxodisiran amonny (APS) (Bio-Rad, Hercules, CA)

Bromfenolova modi (LKB-Producter AB, Bromma, gvédsko)

B —merkaptoetanol (B-ME) (SERV A, Heidelberg, Némecko)

Glycin (Sigma, St. Louis, MO)

N,N,N,N —tetramethylendiamin (TEMED) (Sigma, St. Louis, MO)

Metanol (Fluka, St. Louis, MO)

Netu¢né susené mléko (Bio-Rad, Hercules, CA)

TWEEN 20 (Sigma, St. Louis, MO)

Etanol (Fluka, St. Louis, MO)

Chemiluminiscen¢ni kit Pierce™ ECL Plus Western Blotting substrat 1 a 2 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Némecko)

Chloroform (Sigma, St. Louis, MO)

5,6-karboxyfluorescein peptid (JPT Peptide Technologies, Berlin, Némecko)
Acetonitril (ACN) (MERCK, Dermstadt, Némecko)

CaCl; (Sigma, St. Louis, MO)

MgCl,-6H,0 (MERCK, Dermstadt, Némecko)

MnCl,-4H,0 (Sigma, St. Louis, MO)

Aceton (Fluka, St. Louis, MO)
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Trifluoroctova kyselina (TFA) (Sigma, St. Louis, MO)

Kyselina mravenc¢i (FA) (Sigma, St. Louis, MO)

C18 reverzni faze (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA)
PolySULFOETHYL A 20 pum, 300 A (PolyLC, Columbia, MD, USA)
Propanol (Fluka, St. Louis, MO)

KCI (Sigma, St. Louis, MO)

Bisakrylamid (Bio-Rad, Hercules, CA)

Tricin (Sigma, St. Louis, MO)

Butanol (Sigma, St. Louis, MO)

Coomassie Brilliant Blue G-250 (SERVA, Heidelberg, Némecko)
Kyselina octova (Sigma, St. Louis, MO)

Formaldehyd (Sigma, St. Louis, MO)

Na,S,03 (Sigma, St. Louis, MO)

Na,COj3 (Lachema, Neratovice, Ceska Republika)

AgNO;3 (Sigma, St. Louis, MO)

Koncentrat A na bazi hydrochinonu (Agfa Healtcare, Mortsel, Belgie)
Koncentrat B na bazi kyseliny octové a etylenglykolu (Agfa Healtcare, Mortsel, Belgie)

Koncentrat fixa¢niho roztoku (Agfa Healtcare, Mortsel, Belgie)

2.1.1.2 Protilatky

Polyklonalni krali¢i anti-FTT1103 protilatka proti proteinu DsbA (R074, APRONEX,
Vestec u Prahy, Ceska republika)

Polyklonalni krali¢i anti-PilA sérum proti proteinu PilA (Sweden Defense Research
Agency, Umea, Svédsko)

Monoklonalni mysi anti-LPS [FB11] protilatka proti lipopolysacharidu (Abcam,
Cambridge, UK)

Polyklonalni prase¢i protilatka proti kralicim imunoglobuliniim, znacend kienovou
peroxidazou HRP (DAKO Denmark A/S, Glostrup, Dansko)

Polyklonalni kozi protilatka proti anti-mys$im imunoglobulinim znacena peroxidazou HRP

(DAKO Denmark A/S, Glostrup, Dansko)
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2.1.2 Biologicky material

2.1.2.1 Bakterialni kmeny

Francisella tularensis subsp. holarctica divoky kmen FSC200 (klinicky izolat, Svédsko)
Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC679 (FSC200/4AFTS0416 neboli ApglA
mutantni kmen, delece kodonu 10-469) (Egge-Jacobsen et al., 2011)

Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC354 (FSC074/AFTS0381 neboli ApilA
mutantni kmen, delece dvou 120 nukleotidovych ptimych repetic) (Forslund et al., 2006)
Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC200/AFTS1067 neboli ADsbA mutantni
kmen, delece kodont 4-369 (Straskova et al., 2009)
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2.2 Pristroje

= Laminérni box BSL2 (BIOAIR Instruments, Siziano, Italie)

= SI16 Orbital tfepaci inkubator (Sheldon manufacturing, Inc., Cornelius, OR)

= Ultracentrifuga Optima Max (Beckman Coulter, Inc., Fullerton, CA)

= Centrifuga Sorvall Evolution RC (Thermo Scientific, Rockford, IL)

= Centrifuga Eppendorf 5804R (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

= French Press (Thermo Electron Corporation, Needham Heights, MA)

= Ultrazvukova lazen Manufacture expert (SHARPERTEK, Pontiac, USA)

= Centrifuga Eppendorf Mini spin Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

= Stolni Cell denzitometr WPA BIOWAVE C08000 (Biochrom, Cambridge, Anglie)

= Ttepacka MS2 (IKA Works, Inc., Wilmington, NC)

= NanoPhotometer UV/VIS spektrofotometr (Implen GmbH, Mnichov, Némecko)

= Ohfiva¢ a magnetick¢é michadlo Jenway 1000 (Bibby Scientific Limited, Staffordshire,
UK)

= pH-metr InoLab pH Level 1 (WTW, Weilheim, Némecko)

= Termoblok Grant (Tectra a.s., Praha, Cesk4 Republika)

= FLUOStar Optima (BMG Labtech, Offenburg, Némecko)

= Rotator MACSmix™ (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko)

= Vyvolavaci aparatura Curix 60/CP1000 (AGFA, Mortsel, Belgie)

= Autoklav SANYO MLS-3020U (Panasonic Healthcare Co., Gunma, Japonsko)

= Termomixér (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

» Vakuova odparka Jouan RC10 09 s centrifugou RCT60 (Jouan SA, Saint Herblain,
Francie)

= UV transiluminator VILBER TCX-20.M (ETS Vilber Lourmat, Marne la Vallee, Francie)

= Analytické vahy Mettler Toledo AG (Laboratory & Weighing Technologies, Greifensce,
Svycarsko) a piedvazky EK-200 G (Schoeller instruments, s.r.o. Praha, CR)

= FElektroforetickd aparatura Mini-PROTEAN® System s piisluSenstvim (Bio-Rad,
Hercules, CA)

= Blotovaci aparatura Trans-blot® SD Semi-dry transfer cell (Bio-Rad, Hercules, CA)
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2.3 Metody

2.3.1 Priprava tuhych McLeod pud

2.3.1.1 Roztoky

= Roztok 1
Do dvoulitrové lahve bylo navazeno 72 g GC agaru base a rozpusténo v 1 L dd. vody. Roztok

se nechal zahtét a povafit 1 minutu.

* Roztok 2
Bylo navazeno 20 g hemoglobinu a rozpusténo v 1 L dd. vody. Pies noc se nechal roztok

nabobtnat, nejprve par hodin na michacce, poté se nechal stat pti laboratorni teploté (LT).

= Rustovy doplnék

Byly rozpustény 2 lahvicky IsoVitaleXu, kazda v 10 ml fediciho roztoku.

2.3.1.2 Postup

Ptipravené roztoky 1 a 2 byly vyautoklavovany (121°C, 20 min) a zchlazeny na 50°C.
Roztoky pak byly sterilné smiseny v 5 L Erlenmeyerové bance. Poté bylo asepticky piidano
20 ml rastového dopliiku a vzniklé médium bylo dobie promichano. Médium bylo postupné
rozlévano do Petriho misek a ptipadné bubliny byly ihned odstranény kratkym ozehnutim

plamenem. Po zatuhnuti byly McLeod plotny uskladnény v lednici pii 4°C.

2.3.2 Priprava kompletniho Chamberainova média

2.3.2.1 Roztoky

= 3M NaOH
Bylo navéazeno 24 g NaOH a rozpusténo ve 20 ml dd. vody.
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Tabulka 2: Priprava kompletniho Chamberlainova média.

Roztok 1
Chemikalie Koncentrace [%] Navazka [g] na 2 litry média
L-arginin-HCI 0,04 0,80
L-cystein-HCI 0,02 0,40
L-histidin-HCI 0,02 0,40
L-isoleucin 0,04 0,80
L-leucin 0,04 0,80
L-lysin-HCI 0,04 0,80
DL-prolin 0,20 4,00
DL-serin 0,04 0,80
DL-treonin 0,20 4,00
DL-valin 0,04 0,80
DL-metionin 0,04 0,80
Roztok 2
Chemikalie Koncentrace [%] Navazka [g] na 2 litry média
Glukoza 0,40 8,00
Roztok 3
Chemikalie Koncentrace [%] Navazka [g] na 2 litry média
NaCl 1,00 20,00
KH,PO, 0,10 2,00
KoHPO, 0,10 2,00
Roztok 4
Chemikalie Koncentrace [%] Navazka [g] na 2 litry média
L-aspartova kyselina 0,04 0,80
L-tyrozin 0,04 0,80
Dopliiky roztoku 1
Chemikalie Koncentrace [%] Navazka [g] | Do 2 litr média piidat x [ml]
Tiamin-HCI 0,0004 0,02 4
Spermin 0,004
tetrah;F/)drochlorid 0,08 10
Pantotenat 0,0002 0,01 4
vapenaty
Dopliiky roztoku 2
Chemikalie Koncentrace [%)] Navazka [g] | Do 2 litr média ptidat x [ml]
MgSO, . 7H,0 0,0135 0,675 4
FeSO, . 7H,0 0,0002 0,010 4

2.3.2.2 Postup

Chemikélie pro pfipravu roztokli 1-4 byly navaZeny v mnozstvich odpovidajicich

jejich pozadované finalni koncentraci ve dvou litrech média (viz tabulka 2) a rozpusStény v cca

200 ml dd. vody. Rozpustnost chemikalii v roztoku 4 byla dosaZena piidavkem 3M roztoku

NaOH. Vsechny chemikalie pro ptipravu doplikii byly nejprve rozpustény v 10 ml dd. vody a
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jednotlivé doplitkky pak byly v mnozstvich (viz tabulka 2) ptidany k odpovidajicim roztokiim
1 ¢i 2. Roztoky se svymi dopliky byly smichany dohromady, poté byly pfidany roztoky 3 a 4,
objem byl doplnén do 2 L a pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na hodnotu 6,3.
Chamberlainovo médium (Ch. médium) bylo asepticky prefiltrovano ptes sterilni 0,22 pum

filtr do oznacenych sterilnich lahvi a skladovano pii 4°C.

2.3.3 Stanoveni kinetiky rustu

2.3.3.1 Roztoky

= Chamberlainovo médium

2.3.3.2 Postup

Na Mc Leod plotny byla vyseta bakterialni kultura Francisella tularensis subsp.
holarctica wild-type kmene FSC200 nebo nékterého z mutantnich kment. Plotny pak byly
kultivovany 24 hod v termostatu pfi 37°C. Druhy den byl naockovéan do pfedehiatého Ch.
média vzdy jeden maly stér z Cerstvé nakultivované plotny na optickou denzitu (O.D.) cca 0,1
a suspenze byla kultivovana pii 36,8 °C, 200 rpm ptes noc. Dalsi den byla zméfena O.D.
narostlych suspenzi, které byly natfedény predehfdtym médiem na O.D. 0,1. Pfipravené
suspenze a Ch. médium, které slouzilo jako blank, byly pipetovany do jamek mikrotitraéni
desti¢ky po 200 pl v hexaplikatu. Pro zabranéni odpafovani béhem méfeni bylo do sousednich
jamek napipetovano 350 ul Ch. média. Takto ptipravena desti¢ka byla vloZena do pfistroje
FLUOStar Optima pfedem vytemperovaného na teplotu 36,8°C. Rust bakterii byl podpoien
ttepanim desticky v pravidelnych 5-ti minutovych intervalech. Hodnoty O.D. bakterialnich
suspenzi a samotné¢ho Ch. média byly zaznamenavany v 10-ti minutovych intervalech po

dobu 24 hod pfi vinové délce 562 nm.

2.3.4 Kultivace bakterie F. tularensis

2.3.4.1 Roztoky

= Chamberlainovo medium
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= 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NaCl
V 1L L dd. vody bylo rozpusténo 6,057 g Tris a 14,61 g NaCl, pH bylo upraveno pomoci

koncentrované HCI na hodnotu 8,0.

= 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NaCl a 5% (v/v) glycerolem
K 95 ml roztoku 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NaCl bylo ptidano 5 ml glycerolu.

2.3.4.2 Postup

Na Mc Leod plotny byla den pfed kultivaci vyseta bakteridlni kultura Francisella
tularensis subsp. holarctica divokého kmene FSC200 nebo n¢kterého z mutantnich kment.
Kultura z plotny byla zaockovana do predehiatého Ch. média a poté kultivovana v tfepacim
inkubatoru pii 36,8 °C a 200 rpm cca 12 hodin. Nasledujici den byla zméfena O.D. narostlé
bakteridlni suspenze. Suspenze byla zaokovana do 750 ml Cerstvého ptedehfatého Ch. média
V Erlenmayerové baiice, a to na O.D. 0,1 a inkubovana pfi 36,8 °C a 200 rpm do pozdni
logaritmické faze rastu. Poté byla suspenze stocena na 7300 rpm, pii 4 °C po dobu 15 minut.
Po odstranéni supernatantu byl sediment dvakrat promyt 50 mM roztokem Tris—HCI (pH 8,0)
s 0,25 M NaCl. Ziskany pelet byl resuspendovan v. 9 ml 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M
NaCl a 5% (v/v) glycerolem. Pro zabranéni proteolyzy byly k bakterialni suspenzi pfidany

50x koncentrované inhibitory proteaz.

2.3.5 Priprava proteinové membranové frakce F. tularensis

2.3.5.1 Roztoky

= 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NaCl

V 1 L dd. vody bylo rozpusténo 6,057 g Tris a 14,61 g NaCl, pH bylo upraveno pomoci

koncentrované HCI na hodnotu 7,0.

* 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NaCl a 5% (v/v) glycerolem
K 95 ml roztoku 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NaCl bylo pfidano 5 ml glycerolu.

= Solubilizaéni pufr 1A: 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NaCl, 5% (v/v) glycerolem a
1% (v/v) Tritonem X-100

K 99 ml 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NaCl a 5% (v/v) glycerolem byl ptidan 1 ml

Tritonu X-100.
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= Solubilizaéni pufr 2A: 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NaCl, 5% (v/v) glycerolem a
1% (v/v) Tritonem X-100

K 99 ml 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NaCl a 5% (v/v) glycerolem byl pfidan 1 ml

Tritonu X-100.

= Solubilizaéni pufr 1B: 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NaCl, 5% (v/v) glycerolem a
1% (w/v) DDM

V 99 ml 50 mM Tris—HCI (pH 8,0) s 0,25 M NacCl a 5% (v/v) glycerolem byl rozpustén 1 g

DDM.

= Solubilizaéni pufr 2B: 50 mM Tris—HCI (pH 1,0) s 0,25 M NaCl, 5% (v/v) glycerolem a
1% (w/v) DDM

V 99 ml 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NaCl a 5% (v/v) glycerolem byl rozpustén 1 g

DDM.

2.3.5.2 Postup

Bakterialni suspenze byla lyzovana piistrojem French Press (16000 psi, 2 prachody), k
lyzatu bylo pfidano 150 U benzonazy/ml suspenze a probéhla inkubace 15 min na ledu.
Nerozbité buniky byly odstranény stocenim (10 000 rpm, 4°C, 30 minut). Supernatant byl
rozpipetovan do ultracentrifuga¢nich zkumavek a sto¢en na ultracentrifuze Beckman Max pii
100 000g, 4°C na 1 hod. Supernatanty obsahujici cytosolické proteiny byly vyhozeny.
Sedimenty obohacené pievazné o membranové proteiny byly resuspendovany Vv piislusném
solubilizaénim pufru 1A, 2A, 1B nebo 2B (v mnozstvi 2 ml pufru na gram pivodniho peletu)
a rozpoustény pies noc pii 4°C za mirn¢ho otaceni v rotatoru. NerozpusSténé zbytky membran
byly odstranény ultracentrifugaci. Solubilizované supernatanty obohacené o membranové

proteiny byly uschovany ve 400 pl-alikvotech pii -80°C.

2.3.6 Extrakce oligosacharidiu vazanych na lipidy

2.3.6.1 Roztoky

= Chamberlainovo médium

= Extrakéni ¢inidlo

Byl smichan chloroform, metanol a dd. voda v objemovém poméru 10:20:3.
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2.3.6.2 Postup

Na Mc Leod plotny byla den pted kultivaci vyseta bakterialni kultura Francisella
tularensis subsp. holarctica divokého kmene FSC200. Kultura z plotny byla zao¢kovana do
predehiatého Ch. média a poté kultivovana Vv tfepacim inkubatoru pii 36,8 °C a 200 rpm cca
12 hodin pies noc. Nasledujici den byla zméiena O.D. narostlé bakterialni suspenze. Suspenze
byla zaockovana do 750 ml ¢erstvého predehiatého Ch. média v Erlenmayerové barce, a to na
0.D. 0,1 a inkubovana pii 36,8 °C a 200 rpm do pozdni logaritmické faze ristu. Suspenze pak
byla stocena na 7300 rpm, pii 4 °C po dobu 15 minut. Supernatanty byly slity a sedimenty
byly dvakrat promyty v dd. vod¢é. Promyté pelety byly nasledné resuspendovany v 15 mi
extrak¢niho ¢inidla a oligosacharidy vazané na lipidy (LLO) byly extrahovany z povrchu
bakterialnich bunék mirnym ,,omilanim“ pti LT po dobu 30 minut. Extrahované LLO byly
odd¢leny od bakterii centrifugaci na 10 000g, pii 4°C na 10 minut. Supernatant byl posbiran a
extrakce LLO byla zopakovdna opétovnym pfidanim 15 ml extrakéniho cinidla
k sedimentovanym bakteriim. Po odstranéni bakterii sto¢enim suspenze byly oba supernatanty
spojeny a nasledné zakoncentrovany ve vakuové odparce a odparek pak rozpustén v 500 pl
dd. vody. Nerozpustné agregaty byly odstranény sto¢enim (10 000 rpm, 10 min, 4°C) a roztok
obsahujici LLO byl uskladnén pii 4°C v lednici.

2.3.7 Stanoveni koncentrace proteini metodou BCA

2.3.7.1 Roztoky

= Pracovni roztok

50 dilt roztoku kyseliny bicincholinové bylo smichano s 1 dilem 4% roztoku CuSQO,4-5H,0 v

mnoZstvi podle poctu standardll a vzorki.

= Roztoky kalibra¢ni fady
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Tabulka 3: Roztoky kalibracni Fady.

Standard ¢. Dd.voda [ul] Standard HSA [ul] | HSA koncentrace [mg/ml]
1 50 0 0
2 40 10 0,2
3 30 20 0,4
4 20 30 0,6
5 10 40 0,8
6 0 50 1

2.3.7.2 Postup

Do 1,5 ml mikrozkumavek Eppendorf byla fedénim roztoku standardu HSA o
koncentraci 1 mg/ml pfipravena kalibra¢ni fada v rozmezi 0,2 — 1 mg/ml dle tabulky 3.
Vzorky byly nafedény na koncentraci proteinii v rozmezi kalibra¢ni fady, a to ve stejném
celkovém objemu jako roztoky kalibra¢ni fady, tedy 50 ul. K nafedénym standardim a
vzorkim byl pfidan 1 ml pracovniho roztoku v potadi méfeni, tj. od standardu 1 az 6 ke
vzorkiim a vSe bylo dikladn¢ promichdno. Nasledné probéhla inkubace v termostatu pii 37°C
po dobu 30 minut, po které byly vzorky ochlazeny, promichany a béhem 20 minut byla
zmétena jejich absorbance na spektrofotometru NanoPhotometer UV/VIS pii vlnové délce

562 nm.

2.3.8 Mini 1D SDS-PAGE

2.3.8.1 Roztoky

=  Akrylamidova smés

Bylo navazeno 4,5 g akrylamidu a 0,12 g 1,4-bis(akryloyl) piperazinu a rozpusténo v dd. vodé

na finalni objem 15 ml.

= 10 % SDS
0,1 g SDS bylo rozpusténo v 1 ml dd. vody.

= 3x SDS vzorkovy pufr s B-ME
Bylo smichano 1,875 ml 1 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,69 g SDS, 3 ml glycerolu, 0,3 ml 0,1 %

bromfenolové modie a roztok byl doplnén do 5 ml dd. vodou. K 85 ul 3x SDS vzorkového
pufru bylo ptidano 15 pl B-ME do finalni koncentrace15%.
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= FElektrodovy pufr

6 g Tris, 28,8 g glycinu a 1 g SDS byly rozpustény v 1 litru dd. vody, pH bylo upraveno
pridavkem HCI na hodnotu 8,5.

Tabulka 4: Mini 1D SDS-PAGE.

4 % zaostiovaci gel | 10 % separacni gel | 15 % separacni gel
Akrylamidova smés 1,3 ml 5,01 ml 7ml
1,5M Tris-HCI pH 8,8 | - 3,75 ml 3,48 mi
0,5M Tris-HCI pH 6,8 | 2,5 ml - -
Dd. voda 6,1 ml 6,0 ml 3,32 mi
odvzdusnit
10 % SDS 100 pl 150 pl 140 pl
10% APS 50 ul 37,5 ul 35,2 ul
TEMED 10 pl 3,75 ul 3,52 ul
Doba polymerace 50 min 1 hod 10 min 1 hod

2.3.8.2 Postup

Polymeraéni smési pro ptipravu gell byly pfipraveny smichanim roztokt dle tabulky
4. Porozita separa¢niho gelu a nanaSené¢ mnoZzstvi vzorkti byly zvoleny dle typu a molekulové
hmotnosti sledovaného proteinu (viz tabulka 5). Nejprve byly ptipraveny 10% a 15%
separacni gely smichanim vSech roztoku véetné dd. vody, poté byly smési odvzdusnény a
polymerace byla zahdjena po pfidavku SDS, APS a TEMED. Poté byly tyto gely ptevrstveny
4% zaostiovacim gelem, do kterého byl ihned vlozen hiebinek pro tvorbu jamek, a nechaly se
opét polymerovat. Po polymeraci byly hiebinky opatrné vyjmuty a vzniklé jamky byly
proplachnuty destilovanou vodou. Gely byly vlozeny do elektroforetické aparatury a zality
elektrodovym pufrem. Analyzované vzorky byly rozpustény v SDS-vzorkovém pufru do
findlni koncentrace B-ME 5% a nésledn€ povaieny 5 min pii 95°C. Poté byly napipetovany do
jamek. Aparatura byla zapojena do zdroje elektrického napéti a byla zahdjena separace pfi
konstantnim napéti 200 V a proudu 60 mA/gel. Elektroforéza byla ukoncena tehdy, kdyz ¢elo

bromfenolové modie doputovalo ke spodnimu okraji gelu.
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Tabulka 5: Molekulové hmotnosti proteinii.

Nézev proteinu, sacharidu Molekulova hmotnost Porozita gelu NanaSené mnoZstvi
’ [kDa] [%0] [ua]
DsbA 39,5 10 30
PilA 13,5 15 0,5
LPS 2-250 15 0,5

2.3.9 Western blot a imunodetekce

2.3.9.1 Roztoky

= Transfer pufr
Bylo smichano 15,15 g Tris, 72 g glycinu, 1 L metanolu a 4 L dd. vody.

= 10x TBS
24,4 ¢ Tris a 80 g NaCl bylo rozpusténo v 1 L dd. vody.

= TBS
200 ml 10x TBS bylo smichano s 1,8 litry dd. vody.

= TBS-T0,1%
Ke 2 litrim TBS byly pfidany 2 ml Tween 20.

= Blokaéni roztok

Do 100 ml TBS-T 0,1% bylo navazeno 5 g suSené¢ho mléka.

= Redé&né primérni protilatky

- Polyklonalni krali¢i anti-FTT1103 protilatka byla nafedéna v poméru 1:1000 v 5 % mléku
v TBS-TO,1 %.

- Polyklonalni krali¢i anti-PilA sérum bylo nafedéno v poméru 1:3000 v 5 % mléku v TBS-
T0,1%.

- Monoklondlni mysi anti-LPS protilatka byla pfipravena v fedéni 1:1500 v 5 % mléku
v TBS-T 0,1 %.
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= Redéné sekundarni protilatky
- Polyklonalni praseci Anti-krali¢i fedéni 1:1000 v 5 % mléku v TBS s 0,1 % TWEEN 20.
- polyklonalni kozi Anti-mysi fedéni 1:1000 v 5 % mléku v TBS s 0,05 % TWEEN 20.

=  Chemiluminiscenéni roztok

Bylo smichano 100 dilG roztoku 1 z chemiluminiscen¢niho Kitu ECL s 1 dilem roztoku 2

Z chemiluminiscen¢niho kitu ECL.

* Vyvojka
Do 1,25 litri dd. vody byl vmichan 1 litr koncentratu A na bazi hydrochinonu a po

promichani bylo vmichano 0,25 litru koncentratu B na bazi kyseliny octové a etylenglykolu.

= Fixacni roztok

Do 2 litr dd. vody bylo vmichano 0,5 litru koncentratu fixa¢niho roztoku.

2.3.9.2 Postup

PVDF membrana byla nejprve aktivovana smo¢enim na 1 minutu v metanolu a poté
promyvana 20 minut v transfer pufru. V transfer pufru byl dale smocen tlusty blotovaci papir
(Extra thick blot paper), pét filtraénich papiri a rovnéz gel po elektroforéze. Prenos
proteind/LPS z gelu na membranu byl uskute¢nén polosuchou cestou v tzv. transfer cele. Na
anodu (spodni dil transfer cely) byl poloZen tlusty blotovaci papir, na n¢j membrana, gel a
nakonec pét filtracnich papirt a byly odstranény ptipadné bubliny branici pfenosu. Vznikly
sendvi¢ byl ptiklopen katodou (horni dil transfer cely) a ptenos proteini z gelu na membranu
byl zahajen pii konstantnim proudu 170 mA a maximalnim napéti 25 V Po ukonceni pienosu
byla membréna s navdzanymi proteiny/LPS 10 minut promyvana v TBS pii laboratorni
teploté. Pro zabranéni nespecifické vazby primarni protilatky byla membrana inkubovana
Vv bloka¢nim roztoku po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté a poté se nechala inkubovat pies
noc s fedénou primarni protilatkou na parafilmu nebo v rotatoru pti + 4 °C. Druhy den byla
nezreagovand primarni protilaitka odstranéna opakovanym promyvanim membrany
v roztoku TBS-T 0,1%. Poté byla membrana inkubovana se zfedénou sekundarni protilatkou
zviteciho druhu dle typu pouZité primarni protilatky, a to po dobu 1 hodiny. Nenavédzana
sekundarni protilatka byla odstranéna nékolikerym promyvanim membrany v TBS-T 0,1%.
Na zé&vér byla membrana promyta v TBS. VSechny zminéné promyvaci a inkubacni kroky

byly provedeny v rotatoru pii LT a to za podminek dle typu detekované latky (viz tabulka 6).
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Tabulka 6: Promyvaci a inkubacni kroky pii WB a imunodetekci.

DsbA PilA LPS
Zviteci Krali¢i Krali¢i Mysi
druh
Primarni Ab <, 1:1000 1:3000 1:1500
Redéni
Inkubace Na parafilmu V rotatoru Na parafilmu
TBS-T 6X 5 min 8X 5 min 6X 5 min
Praseci Praseci Kozi
Zviteci (proti krali¢im | (proti kralicim Ig) | (proti mySim Ig)
Sekundarni druh [o)]
Ab
Redén 1:1000 1:1000 1:1000
TBS-T 6X 9 min 8X 9 min 6X 9 min
TBS 1x 5 min 1x 5 min 1x 5 min

Po promyti byla membrana na 1 minutu smocéena v chemiluminiscenénim roztoku
pripraveném dle pokyni vyrobce a poté vlozena do kazety. Nasledna detekce byla provedena
v temné komoie pii Cerveném svétle, kde byl na membranu pfilozen RTG film na rizné
dlouhou dobu expozice. Exponovany film byl vyvolan s pouzitim vyvojky a fixa¢niho roztoku
v pfistroji Curix 60/CP1000.

2.3.10 Invitro oligosacharyltransferazova reakce

2.3.10.1 Roztoky

= 5 6-karboxyfluorescein peptid

Byl ptipraven 30 umol/l roztok peptidu, ze kterého byly dale pfipraveny alikvoty po 600 ng a

odpareny.

= 05MTris—HCI pH 6,5

V 50 ml dd. vody byly rozpustény 3 g Tris, pomoci koncentrované HCI bylo upraveno pH na
hodnotu 6,5.
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= 10x Reakéni pufr 1: 0,5 M Tris—HCI pH 6,5 s 100 mM CaCl,, 100 mM MqgCl, a

100 mM MnCl,

V 5 ml 0,5 M Tris—HCI pH 6,5 bylo rozpusténo 55,5 mg CaCl,, 101,65 mg MgCl; a 98,95 mg
MnC|2.

= 10x Reakéni pufr 2: 0,5 M Tris—HCI pH 6,5 + 100 mM CaCl,, 10 mM MnCl,
V 5ml 0,5 M Tris—HCI pH 6,5 bylo rozpusténo 55,5 mg CaCl, a 9,895 mg MnCl..

2.3.10.2 Postup

600 ng 5,6-karboxyfluorescein peptidu bylo rozpusténo v 10x Reakénim pufru 1 nebo
2 do vysledné koncentrace 30 umol/l. Enzymaticka reakce byla provedena smichanim 120
pmol fluorescenéné znacené¢ho peptidu, solubilizované membranové frakce jednotlivych
bakterialnich kmenu F. tularensis v riznych testovanych mnozstvich a ptipadné s piidavkem
10 pl LLO frakce. Obsah zkumavek byl promichan a inkubovan po dobu 18 hodin pti 30°C
nebo 37°C za mirného tfepani pifi 300 rpm Vtermomixéru. Enzymatickd reakce byla
zastavena precipitaci vzorka ptidavkem acetonu do vysledné koncentrace 80% s néaslednou 1-
hodinovou inkubaci pii -20°C. Poté byly precipitaty stoCeny, supernatanty odsaty a pelety

vysuSeny od zbytkového acetonu.

2.3.11 Extrakce na pevné fazi C18

2.3.11.1 Roztoky

= 0,1% TFA s 5% ACN
Bylo smichano 50 ul TFA a 2,5 ml ACN se 47,5 ml dd. vody.

= 0,1% TFA s 80% ACN
Bylo smichano 50 ul TFA a40 ml ACN s 10 ml dd. vody.

= 0,1% FA s5% ACN
Bylo smichano 50 pul FA a 2,5 ml ACN se 47,5 ml dd. vody.

= 0,1% FA s 60% ACN
Bylo smichano 50 pl FA a 30 ml ACN s 20 ml dd. vody.
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2.3.11.2 Postup

Reverzni faze C18 naplnéna v mikrokolonkach byla nejprve aktivovdna metanolem a
nasledné postupné ekvilibrovana roztoky 0,1% TFA s 80% ACN a poté 0,1% TFA s 5%
ACN. Na ekvilibrovanou fazi byl nanesen vzorek po enzymatické reakci, ktery byl
resuspendovan v 0,1% roztoku TFA s 5% ACN. Proteiny a fluorescenéni peptid, které byly
timto zachyceny na reverzni fazi, byly dikladnym promytim roztokem 0,1% FA s 5% ACN

zbaveny soli a nasledn€ uvolnény z faze roztokem 0,1% FA s 60% ACN.

2.3.12 lontové vyménna chromatografie

2.3.12.1 Roztoky

= 0,1% FA s 60% ACN
Bylo smichano 50 ml FA a 30 ml ACN s 20 ml dd. vody.

= 0,05% FA s 30% ACN
Roztok 0,1% FA s 60% ACN byl natedén dd. vodou v poméru 1:1.

= (0,05% FA a 30% ACN s 1M KCI
372,75 mg KCI bylo rozpusténo v 5 ml 0,05% FA s 30% ACN.

2.3.12.2 Postup

Prazdné kolonky byly naplnény 10-15 mg PolySULFOETHYL A faze na bazi katexu.
Nasledné byly ekvilibrovany 100% roztokem ACN, dale 0,05% FA a 30% ACN s 1M KCl a
dvakrat 0,05% FA s 30% ACN. Proteiny a fluorescen¢ni peptid v roztoku 0,1% FA s 60%
ACN byly natedény vodou v poméru 1:1, naneseny na ptipravené kolonky a byla sbirana

protekla frakce obsahujici fluorescencni peptid. Frakce byla odpafena na vakuové odparce.

2.3.13 Mini 1D Tricin-SDS-PAGE

2.3.13.1 Roztoky

» Roztok AB-3:495% T,3% C
24 g akrylamidu a 0,75 g bisakrylamidu bylo rozpusténo v dd. vodé na finalni objem 50 ml.
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» Roztok AB-6:49,5% T, 6% C
23,25 g akrylamidu a 1,5 g bisakrylamidu bylo rozpusténo v dd. vod¢ na finalni objem 50 ml.

= 3,0 M Tris-HCI pH 8,45
18,17 g Tris bylo rozpusténo v 50 ml dd. vodoy, pomoci koncentrované HCI bylo upraveno

pH na pozadovanou hodnotu.

= 3x gelovy pufr: 3,0 M Tris-HCI pH 8,455 0,3% SDS
0,15 g SDS bylo rozpusténo v 3,0 M Tris-HCI pH 8,45.

= 10% APS
100 mg APS bylo rozpusténo v 1 ml dd. vody.

= Tricinovy elektrodovy pufr: 0.1 M Tris, 0,1 M tricin, 0,1% SDS. pH 8.25

Bylo navazeno 6,057g Tris, 8,95 g tricinu a 0,5 g SDS a rozpusténo v 0,5 L dd. vody.

= 05MTris—HCI pH 6.8

Byly navazeny 3 g Tris a rozpustény v 50 ml dd. vody, pomoci koncentrované HCI bylo

upraveno pH na hodnotu 6,8.

= Priprava 4x Tricinového vzorkového pufru
Bylo smichano 0,15 g SDS, 1,5 ml glycerolu, 1,5 ml 0,5 M Tris—HCI pH 6,8, 0,5 ml
Coomassie Brilliant Blue G-250 a 1,2 ml dd. vody.

= Pfiprava 1x Tricinového vzorkového pufru s B-ME

Do 188 ul 4x Tricin vzorkového pufru bylo ptidano 12 ul B-ME a ziedéno 600 ul dd. vody.

= Pfiprava roztokl na tricinové gely
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Tabulka 7: Priprava roztokii na tricinové gely.

Roztok Zaostifovaci 4% gel | Spacer 10% gel Separacni 16% gel
AB-3 0,333 ml 0,6 ml -

AB-6 - - 3,33 mi

3x gelovy pufr 1mil 1ml 3,33 ml

Urea - - 3,60

Dd. voda do 4 ml 3ml 10 ml

finélniho objemu

10% APS 30 pl 15 ul 33,3 ul

TEMED 3ul 1,5 ul 3,3 ul

2.3.13.2 Postup

Polymeraéni smési pro ptipravu gell byly pfipraveny smichanim roztokt dle tabulky
7. Nejdiive byly napipeptovany vSechny roztoky az vcetné dd. vody a polymerace byla
zahajena pridanim roztoka 10 % APS a TEMED. Nejprve byl pfipraven 16 % separacni gel,
ktery byl ihned opatrné pievrstven 1-cm vrstvou 10 % gelu, a oba gely se nechaly soucasné
polymerovat. Poté byl 10% gel ptevrstven zaostfovacim gelem, do kterého byl ihned vloZen
hiebinek pro tvorbu jamek a gel se nechal opét polymerovat. Po polymeraci byl hiebinek
opatrné¢ vyjmut a vzniklé jamky byly proplachnuty dd. vodou. Gely byly vlozeny do
elektroforetické aparatury a zality tricinovym elektrodovym pufrem. Do jamek byly poté
napipetovany vzorky rozpusténé v tricinovém vzorkovém pufru a povaiené 5 min pii 95°C.
Aparatura byla zapojena do zdroje elektrického napéti, umisténa na led a byla zahajena
separace za meéniciho se konstantniho napéti dle tabulky 8. Elektroforéza byla ukoncena
tehdy, kdyz ¢elo barvicky Coomassie Brilliant Blue G-250 doputovalo ke spodnimu okraji
gelu. Fluorescenéni peptid byl vizualizovan pod UV transiluminatorem pii vinové délce

excitace 494 nm a emise 520 nm.

Tabulka 8: Ménici se konstantni napéti.

Elek[trl:,cé\l;/y’gle)lmu‘i Napéti [V] Doba[ r;eiﬁiarace
60 30 30
60 100 60
60 200 ~130
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2.3.14 Modfreni gelu podle Jungbluta

2.3.14.1 Roztoky

= Fixacéni/Barvici roztok

Metanol s kyselinou octovou a dd. vodou byly smichany v poméru 50:10:40. V pfipraveném

roztoku pak byla rozpusténa CBB G-250 do finalni koncentrace 0,05%.

= (Qdbarvovaci roztok

Metanol, kyselina octova a dd. voda byly smichany v poméru 5:12,5:82,5.

2.3.14.2 Postup

Gel po clektroforéze byl kratce oplachnut dd. vodou a poté ponofen do
fixatniho/barviciho roztoku a inkubovan ptes noc na ttepac¢ce. Druhy den bylo barevné pozadi
gelu odbarveno promytim gelu odbarvovacim roztokem dvakrat po 30 minutach a poté 7 %

kyselinou octovou az do uplného odbarveni pozadi.

2.3.15 Stiibreni geli EMBL

2.3.15.1 Roztoky

= EMBL1
Metanol, kyselina octova a dd. voda byly smichany v poméru 50:10:40.

= EMBL2

50% methanol ve vodé.

= (0,0315% Nagsgog
Do 600 ml dd. vody vychlazené na 4°C bylo navazeno 189 mg Na,S,03

*= 0,1% AgNOs
Do 500 ml dd. vody o 4°C bylo navédzeno 0,5 g AgNO:s.

= Vyvijeci roztok

Do 1 L vychlazené dd. vody bylo navazeno 20 g Na,COs3 Tésné pred pouzitim bylo pfidano
550 ul 37% formaldehydu.
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= Stop lazen

5 % kyselina octova.

2.3.15.2 Postup

Pro stiibfeni gelt byl pouzit protokol dle Shevchenka s modifikacemi (Shevchenko et
al., 1996). Gel byl oplachnut kratce dd. vodou. Proteiny byly v gelu zafixovany inkubaci gelu
20 minut s roztokem EMBL1. Poté byla kyselina octova z EMBLI1 odstranéna promytim gelu
10 minut v EMBL2 roztoku a nakonec s dd. vodou pies noc. Druhy den byl gel promyvan 1
minutu v Na;S,03 a oplachnut v dd. vodé dvakrat 1 minutu. Stiibfeni bylo zapocato inkubaci
gelu v roztoku AgNO3 na 20 minut gel byl dvakrat 1 minutu oplachnut dd. vodou a detekce
proteind provedena inkubaci s vyvijecim roztokem dvakrat po dobu 1 minuty. Vyvijeni bylo

zastaveno promytim gelu tiikrat 5 minut ve stop lazni.
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3 Vysledky a diskuze

Vyzkumy, které byly provadény, prokazaly, ze glykosylace probiha i u bakterie F.
tularensis. Jsou znamy nejméné tii glykosylované proteiny — PilA (Egge-Jacobsen et al.,
2011; Forslund et al., 2006), DsbA (Thomas et al., 2011) a hypoteticky imunoreaktivni
protein FTH 0069 (Balonova et al., 2012). U jinych bakterii — napf. C. jejuni nebo H.
pullorum, byla glykosylace provadéna in vitro pomoci OST enzymu v pfipravené
membranové frakci. Jelikoz ma F. tularensis funk¢ni glykosyla¢ni aparat a OST enzym
obsahuje, cilem prace je zjistit, zda lze i u této bakterie glykosylaci provést in vitro
z pripravené membranové frakce. In vitro glykosylace se Gi¢astni tfi sloZky — protein ¢i peptid,
ktery ma byt glykosylovan, glykan, ktery ma byt pfipojen na cilovou molekulu a enzym OST,
ktery ma toto pfipojeni realizovat. Enzym vykonavajici funkci OST ve F. tularensis se nazyva
PglA. Tento enzym tedy katalyzuje pienos glykanu z lipidového nosice na cilovy
protein/peptid. K cilovému proteinu/peptidu jsou glykany ptipojeny pouze tehdy, obsahuje-li
protein/peptid glykosylacni misto AK, které mize byt soucasti kratk¢é aminokyselinové
sekvence zvané glykosylaéni motiv. Ukolem této diplomové prace bylo zjistit, zda in vitro

glykosylace probéhne na ptfidaném fluorescenéné zna¢eném peptidu.

Rada proteini pouzivanych v medicing &i pro jiné nemedicinské udely je pfipravovana
rekombinantni cestou v bakterii E. coli. Vzhledem k tomu, ze E. coli nemé glykosyla¢ni
aparat, jsou pfipravené rekombinantni proteiny bez této post-translaéni modifikace.
Neglykosylované proteiny tak mohou mit do jist¢ miry odliSné vlastnosti, naptiklad
imunogenitu, nez jejich glykosylované varianty. Glykosylace nemodifikovanych
rekombinantnich proteint provedena in vitro tak predstavuje nové moznosti piipravy
glykoproteind, které byvaji silné imunogenni a které by mohly byt pouzity jako

podjednotkové vakciny.
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3.1 Priprava bakterialni OST

3.1.1 Vybér kment vhodnych jako zdroj OST pro in vitro glykosylaci

OST patii do rodiny glykosyltransferaz, které katalyzuji pfenos oligosacharida
vazanych na lipidy na vznikajici polypeptidovy fetézec. U F. tularensis byl protein zastavajici
funkci OST objeven teprve nedavno, a to jako prvni enzym glykosyla¢ni drahy, a proto byl
pojmenovan PglA. Podle predikénich programi PSORTb a TMHMM je protein lokalizovan
V cytoplazmatické membrané a je tvofen 13 transmembranovymi helixy. Velikost PglA
v kmeni FSC200 je 55 kDa a délka je 480 AK. Sekvence proteinu obsahuje funkéni doménu
Wzy C, coz je O-antigen ligdza, ktera se podili na syntéze LPS. PglA vykazuje 40%
homologii s OST enzymem bakterie P. aeruginosa (Balonova et al., 2010; Egge-Jacobsen et
al., 2011; Mohorko, Glockshuber, Aebi, 2011; uniprot.org).

Pro in vitro glykosylaci je idedlni pouZzit OST jako samostatny purifikovany protein
dostate¢né Cistoty. Jednou z moznosti je pfipravit rekombinantni OST. OST je mozné rovnéz
vyizolovat v nativni formé z piislusného bakterialniho kmene. Pouziti téchto ptistupl zavisi
na vlastnostech konkrétni OST. Obecné lze fici, Ze oba piistupy byvaji problematické
vzhledem k membranové lokalizaci enzymu a ztoho vyplyvajici snizené rozpustnosti.
V ptipad€ izolace nativniho OST hraje roli 1 to, Ze protein Casto neni produkovan
v mnozstvich vyrazné pievysujicich produkci ostatnich bakteridlnich proteinti a tak mize dojit
k jeho ztraté pii naslednych purifikacnich krocich. Z téchto duvodi se alternativné muze
pouzit frakce obohacend o membranové proteiny izolovana z bakteridlniho lyzatu, ve které by
se m¢él OST vyskytovat. Vzhledem ktomu, Ze se PglA zbakterie F. tularensis zatim
nepodatilo vyizolovat, bylo v této studii zvoleno pouziti membranové frakce. Usp&snost
pouziti membranové frakce, jako zdroj OST pro in vitro glykosylaci byla demonstrovana jiz

v predeslych studiich (Jervis et al., 2010; Kohda et al., 2007).

Jako zdroj OST bylo v této diplomové praci zvoleno nékolik bakterialnich kment.
Jako prvni byl vybran Francisella tularensis subsp. holarctica divoky kmen FSC200. Tento
kmen obsahuje vSechny potiebné slozky ke glykosylaci, véetné OST PglA. V tomto kmeni
dochazi ke glykosylaci proteinti glykanem - hexasacharidem. Lze pfedpokladat, Ze mnozstvi
vSech slozek je v optimalnim poméru. Naproti tomu Francisella tularensis subsp. holarctica

kmen FSC679 (Egge-Jacobsen et al., 2011) je ApglA mutantni kmen, ktery neobsahuje OST
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PglA, a tudiz v ném glykosylace neprobihd. Syntéza glykant je nicméné zachovana a jelikoz
nemohou byt pfipojeny na cilové proteiny, jsou glykany v tomto kmeni v nadbytku. Pro
zvyseni ucinnosti in vitro glykosylace byl tedy zvolen takovy postup pifipravy OST, kdy kmen
FSC200 byl smichan s kmenem FSC679. Divoky kmen tak slouzil jako zdroj OST a ApglA
mutantni kmen jako zdroj nadbytku glykant. Pouziti smési divokého kmene a kmene bez
OST bylo uspésné popsano u bakterie C. jejuni (Jervis et al., 2010). Dale byly jako zdroj OST
pouzity mutantni kmeny Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC354 (Forslund et
al., 2006) a Francisella tularensis subsp. holarctica kmen FSC200/AFTS1067 (Straskova et
al., 2009). Kazdy z téchto kmend ma odstranén gen kodujici odpovidajici protein, a to PilA (v
ptipadé FSC354 kmene, v nasledujicim textu oznacen jako ApilA kmen) ¢i protein DsbA (v
ptipadé FSC200/AFTS1067, v nasledujicim textu uvadén jako AdsbA kmen). Proteiny PilA a
DsbA jsou nativni akceptorové proteiny pro glykosylaci, jejich absence tedy zapficini, Ze
glykan bude vtéchto kmenech v nadbytku, a zvysi se tak pravdépodobnost in vitro
glykosylace cilové akceptorové molekuly, v naSem piipadé 5,6-karboxyfluorescein peptidu.

VSechny membranové frakce t€chto kment byly pfipraveny pomoci lyzy bakterialni suspenze

(kapitola 2.3.5).

3.1.2 Stanoveni kinetiky ristu mutantnich kmeni

Pro urceni optimalni doby kultivace mutantnich kmenti byla sledovana kinetika rtstu

dle metody 2.3.3.
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Graf 1: Sledovdni kinetiky riistu F. tularensis subsp. holarctica divokého kmene FSC200.
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Graf 2: Sledovdni kinetiky riistu F. tularensis subsp. holarctica mutantniho kmene ApglA.
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Graf 3: Sledovani kinetiky riistu F. tularensis subsp. holarctica mutantniho kmene ApilA.
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Graf 4: Sledovdni kinetiky ristu F. tularensis subsp. holarctica mutantniho kmene [ dsbA.
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Ze zpracovanych grafli byla ur¢ena O.D. a doba kultivace pro kazdy kmen, kdy jsou
bakterie v tzv. pozdni logaritmické fazi rdstu, pfi niz je replikace bakterii vysoka a jesté
nedochazi k jejich ptilisnému thynu. Pro divoky kmen FSC200 byla zvolena O.D. 0,7, které
bylo dosazeno za 7 hodin kultivace kmene pfi pocateéni O.D. 0,1 (graf 1). U mutantniho
kmene ApglA bylo pozdni logaritmické faze dosazeno po 7,5 hodinach kultivace pii vysledné
O.D. 0,7 (graf 2). U kmene 4pilA byla uréena O.D. na 1 po téméf 8,5 hodinach kultivace z
pocatecni O.D. 0,1 (graf 3). Vysledna O.D. 0,8 byla stanovena u kmene AdsbA a bylo ji
dosazeno po 7 hodinach kultivace pii pocatecni O.D. 0,1 (graf 4). Stanovené optimalni doby

ristu byly vyuzity pii naslednych kultivacich uvedenych bakteridlnich kment.
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3.2 Ovéreni glykosyla¢ni aktivity mutantnich kmenii

Pokud je dany protein glykosylovan, projevi se to na jeho molekulové hmotnosti, ktera
je vyssi, nez je jeho teoretickd molekulovd hmotnost ur¢end z aminokyselinové sekvence
proteinu. Molekulovou hmotnost proteinu lze sledovat po separaci proteint elektroforézou
V pfitomnosti SDS na polyakrylamidovém gelu, tzv. SDS-PAGE. Rozdélené proteiny maji na
gelu tvar prouzki. Pro srovnani slouzi kmen ApglA, ktery je pouzit jako negativni kontrola
glykosylace. V tomto kmeni maji sledované proteiny niz§i molekulové hmotnosti nez jejich

glykosylované varianty.

Bakterialni kmeny byly kultivovany po dobu x urCenou z kinetiky rastu, poté
zlyzovany (metody 2.3.3, 2.3.4) a z celobunééného lyzatu byla izolovana membranova frakce
podle metody 2.3.5. Pelety membran jednotlivych kment byly rozpustény ve étyfech riznych
solubilizac¢nich pufrech s pH 7 ¢i 8 obsahujicich jeden ze dvou testovanych detergentti, Triton
X-100 ¢i DDM. Oba pouzité detergenty byly zvoleny na zékladé¢ jejich G¢innosti pfi in vitro
glykosylacich v piedeslych studiich (Gerber et al., 2013; Jervis et al., 2010; Kohda et al.,
2007). Takto byly z kazdého bakterialniho kmene piipraveny Ctyfi vzorky membranovych
frakci — FSC200 v solubilizaénim pufru 1A, 2A, 1B a 2B, ApglA v solubiliza¢nim pufru 1A,
2A, 1B a 2B, A4pilA v solubiliza¢nim pufru 1A, 2A, 1B a 2B a AdsbA v solubiliza¢nim pufru
1A, 2A, 1B a 2B. Koncentrace proteint v pfipravenych frakcich byla stanovena dle metody
2.3.7. Pro ovéfeni funkénosti glykosyla¢niho aparatu v mutantnich kmenech, které by mély
slouzit jako zdroj OST, byly proteiny pfipravenych membranovych frakei separovany pomoci
SDS-PAGE (dle metody 2.3.8), pfeneseny na membranu (metoda 2.3.9) a nasledné byly
vybrané proteiny DsbA a PilA detekovany pomoci specifickych protilatek (metoda 2.3.9).

3.2.1 Ovéreni glykosyla¢ni aktivity kmene FSC200 AdsbA

Imunodetekce proteinu DsbA byla provedena v 30 pg proteinit membranovych frakci
vSech pouzitych kmenti rozpusténych v solubiliza¢nich pufrech s Tritonem X-100 (obr. 5) ¢i
DDM (obr. 7). Protein DsbA ma teoretickou molekulovou hmotnost 39 kDa. Jak je vidét
Z obrazka, v divokém kmeni FSC200 je protein DsbA plné glykosylovan s molekulovou
hmotnosti blizici se 50 kDa. V mutantnim kmeni ApglA neni DsbA glykosylovan, coz je vidét

Z jeho nizsi molekulové hmotnosti. DsbA pochazejici z mutantniho kmene ApilA ma stejnou
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molekulovou hmotnost jako DsbA z divokého kmene a je tedy plné glykosylovan. Z toho
vyplyva, ze glykosyla¢ni aktivita v kmeni FSC200A4dsbA je zachovéana, coz svédéi o
funkénosti OST a lIze tedy tento kmen pouzit jako zdroj OST pro in vitro glykosylaci.
Uvedenymi imunodetekcemi proteinu DsbA byl zaroven ovéfen fenotyp pouzitého AdsbA
mutantniho kmene, ve kterém nebyl tento protein dle ocekavani detekovan. Jako dikaz
stejnych nanasek vzorkii jednotlivych kmenti byly gely po WB obarveny modifenim dle
Jungbluta (viz metoda 2.3.14) jak je vidét na obrazcich €. 6 a 8. Zvlasté vyznamné to pak bylo
praveé pro kmen FSC200AdsbA.
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Obrdzek 5: Pritkaz glykosylaéni aktivity a ovéiteni fenotypu mutantniho kmene AdsbA s detergentem Triton X-100. Levd
cast: solubilizacni pufr 1A4; prava Cast: soubilizacni pufr 2A. M = marker molekulovych hmotnosti.
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Obrazek 6: Obarveny gel po WB modienim dle Jungbluta jako diikaz stejnych nanasek. Detergent Triton X-100.
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Obrazek 7: Pritkaz glykosylaéni aktivity a ovéieni fenotypu mutantniho kmene AdsbA s detergentem DDM. Levd Cist:

solubilizacni pufr 1B; prava cast: soubilizacni pufi 2B.
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Obrdzek 8: Obarveny gel po WB modienim dle Jungbluta jako ditkaz stejnych nandsek. Detergent DDM.
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3.2.2 Ovéreni glykosyla¢ni aktivity kmene FSC200 ApilA

Protein PilA byl detekovan v 0,5 pug proteintt membranovych frakci vSech pouzitych
kment rozpusténych v solubiliza¢nich pufrech s Tritonem X-100 (obr. 9) ¢i DDM (obr. 10).
Teoreticka molekulovd hmotnost proteinu PilA je 14,6 kDa. Na obrazcich je viditelné, ze
v divokém kmeni FSC200 je protein PilA plné glykosylovan, coZ se projevilo na jeho
molekulové hmotnosti, ktra je cca 20 kDa. V mutantnim kmeni ApglA neni protein PilA
glykosylovan, a ma tudiz niz§i molekulovou hmotnost. PilA ma stejnou molekulovou
hmotnost jak v divokém kmeni FSC200, tak v mutantnim kmeni AdsbA, v tomto mutantnim
kmeni je tedy pln€ glykosylovan. Ztoho plyne, Ze glykosylacni aktivita v kmeni
FSC2004pilA je zachovana, OST je funkéni a tento kmen Ize pouzit jako zdroj OST pro in
vitro glykosylaci. Tak jako u proteinu DsbA byl u proteinu PilA provedenymi
imunodetekcemi ovéten fenotyp pouzitého ApilA mutantniho kmene. PilA zde opét nebyl, dle
o¢ekavani, detekovan. Kontrola nandSené¢ho mnozstvi vzorkli na oba gely nebyla z diivodu
nizkych nanasek, které jsou na hranici detekéniho limitu modfeni, dobfe viditelna (obrazek

neuveden).
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Obrazek 9: Pritkaz glykosylaéni aktivity a ovéieni fenotypu mutantniho kmene ApilA s detergentem Triton X-100. Levd
cast: solubilizacni pufr 1A; prava Cast: soubilizacni pufir 2A.
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Obrazek 10: Pritkaz glykosylaéni aktivity a ovéieni fenotypu mutantniho kmene ApilA s detergentem DDM. Levd Cdst:
solubilizacni pufr 1B; prava Cdst: soubilizacni pufr 2B.
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3.3 Akceptorova molekula — fluorescen¢né znaceny peptid

DsbA protein je in vivo glykosylovan na dvou glykosyla¢nich mistech — serinu 38,
ktery je soucasti N-terminalniho glykopeptidu, a serinu 355, ktery je soucasti C-terminalniho
glykopeptidu. Jako akceptorova molekula pro in vitro glykosylaci byl v nasem experimentu
zvolen peptid stejné aminokyselinové sekvence jako je ¢ast C-terminalniho glykopeptidu
DsbA  proteinu kmene  FSC200. Aminokyselinova  sekvence  peptidu  je
TAEAQAISGSTEQLAQ a v sekvenci je glykosylaénim mistem serin 8 (zvyraznén tucné).
Uvedeny peptid byl syntetizovan na zakazku firmou JPT. Pro vizualizaci peptidu na gelu byla
k peptidu pfipojena fluorescen¢ni znacka. Fluorescenéni znaCka se nazyva 5,6-
karboxyfluorescein a je pfipojena na N-terminalnim konci peptidu. C-termindlni konec je
amid, proto je vysledny nazev peptidu 5,6-karboxyfluorescein- TAEAQAISGSTEQLAQ-
NH,. Molekulova hmotnost tohoto peptidu je 1961,99 g/mol. V piedeslé studii bylo pouzito
fluorescen¢ni barvivo karboxytetrametylrodamin (TAMRA) pfipojené na N-termindlni konec
peptidu (Kohda et al., 2007). V dalsi studii bylo pouzito fluorescen¢ni barvivo 6-
karboxyfluorescein vazané na N-terminalni konec peptidu s vyslednym nazvem peptid FAM-

ADQNATA (Jervis et al., 2010).

Sekvence fluorescen¢niho peptidu byla ovéfena na Katedfe molekuldrni patologie a
biologie pomoci hmotnostni spektrometrie na pfistroji MALDI-TOF/TOF. V MS modu byl
zméfen iont o molekulové hmotnosti 1961.8 m/z, coz odpovida teoretické molekulové
hmotnosti syntetizovaného peptidu a tento iont byl dale fragmentovan. Zméfené fragmentacni
spektrum bylo analyzovdno pomoci programu mMass (Strohalm et al., 2008). Na obrazku ¢.
11 je uvedeno anotované fragmentacni spektrum, které potvrdilo aminokyselinovou sekvenci

peptidu.
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Obrazek 11: Tandemové hmotnostni spektrum fluorescenéniho peptidu o hmoté 1961 g/mol. Rozdily hmot (m/z) mezi
Jjednotlivymi piky urcuji aminokyselinovou sekvenci peptidu.
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3.4 Invitro glykosylace peptidu

Nezbytnou soucasti pro provedeni in vitro glykosylace je enzym OST, ktery katalyzuje
ptenos glykanu z lipidového nosi¢e na cilovy protein/peptid. K cilovému proteinu/peptidu
jsou glykany ptipojeny pouze tehdy, obsahuje-li protein/peptid glykosylaéni misto AK, které
muze byt soucasti kratké aminokyselinové sekvence zvané glykosyla¢ni motiv. V nasi studii
byla tato reakce provadéna v piipravené membranové frakci jako zdroje OST (Balonova et al.,

2010; Balonova et al., 2012; Egge-Jacobsen et al., 2011).

Peptid obvsa’hm}m Glykopeptid
glykosylacni misto OST
PglA
Reak¢ni
Lipid-linked pufr Lipid
oligosacharid LLO

Obrdzek 12: Princip metody in vitro glykosylace peptidu (Kohda et al., 2007).

Jak jiz bylo feCeno, glykosylace je piipeviiovani glykani na proteiny, popiipadé
peptidy. V nasi studii byla provadéna in vitro, ¢ili ve zkumavce v podminkach laboratofe.
Samotna OST reakce byla provedena podle postupu ¢. 2.3.10, ktery byl vyuzit v piedeslych
studiich (Jervis et al., 2010; Kohda et al., 2007). Prub¢h in vitro glykosylacni reakce je
schematicky znazornén na obrdzku ¢. 12. Jak je vidét, pro uskute¢néni této enzymatické
reakce bylo pouzito nékolik reakénich komponent — fluorescenéné znaceny peptid jako
akceptorova molekula, OST v podob¢ bakterialni membranové frakce a piipadné ptidavek
LLO. Dle Jervis et al. (2010) byly zvoleny mnozZstvi jednotlivych reak¢énich komponent.
V nasi studii pak 5,6-karboxyfluorescein peptid byl pouzit v mnozstvi 120 pmol, coz

odpovida mnozstvi 3 pl 30 umol peptidu (se sekvenci ADQNATA) v uvedené studii. Stejné
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tak bylo pouzito 26 pl membranové frakce obsahujici OST jako vychozi testované mnoZzstvi.
Jako zdroj OST byly testovany tfi membranové frakce riznych bakteridlnich kment. Jako
prvni membranova frakce OST1 vznikla smichanim FSC200 kmene s FSC200/ApglA
mutantnim kmenem v objemovém poméru 1:1. OST2 byla membranova frakce z mutantniho
kmene AdsbA. Posledni pouzitou membranovou frakci s pracovnim nazvem OST3 tvofil
mutantni kmen ApilA. Pro zajisténi rozpustnosti OST byly vzorky rozpustény v pufrech
obsahujicich dva rtizné detergenty — Triton X-100 a DDM. Uspé&$nost kazdé enzymatické
reakce zavisi na zvoleném reak¢énim prostiedi. Proto byly vnasi studii vzorky OST
rozpustény v solubiliza¢nich pufrech o dvou riznych hodnotach pH, 7 a 8. Enzymatické
reakce vyzaduji pfitomnost katalyzéatord, kterymi casto byvaji dvojmocné ionty, jako je
hot¢ik, vapnik ¢i magnézium. Z tohoto ditvodu byly v této praci zvoleny dva reakéni pufry
obsahujici rizna mnozstvi téchto iontti. Slozeni solubiliza¢nich a reak¢nich pufri jsou
uvedena v kapitole 2.3.5. In vitro glykosylace dale probihaji za riznych teplotnich podminek,
kterd je Casto dana rGstovymi podminkami pouzitého organizmu. Naptiklad pro OST
izolované z kvasinek je optimdlni teplota pro glykosylaci 37°C. Naproti tomu uspeésSna
glykosylace u termofilni bakterie Pyrococcus furiosus je dosazena pii zvySené teploté 65°C
(Kohda et al., 2007). Vzhledem k ptedeslym studiim zabyvajicim se in vitro glykosylacemi
v Gram-negativnich bakteriich (Feldman et al., 2005; Gerber et al., 2013; Jervis et al., 2010;
Kowarik et al., 2006) byla zvolena teplota 30°C a jako druha byla vybrana teplota 37°C, pti

niz F. tularensis vykazuje optimalni rust.

3.4.1 Invitro glykosylace bez pridavku LLO

Jelikoz jsou LLO obsazeny v membranach kazdého kmene, byla in vitro glykosylace
provedena nejprve s vyuzitim membranovych frakci jako zdroje LLO (Jervis et al., 2010;
Kohda et al., 2007). Diky tomu, se do reakce pfidavaly jen dvé komponenty — OST a 5,6-
karboxyfluorescein peptid. Peptid byl vzdy smichan s reakénim pufrem 1 nebo 2 a na kazdou
reakci ho bylo pouzivano stejné mnozstvi - 120 pmol. VSechny OST byly pouZivany
v kombinacich obou detergenti a vSech solubiliza¢nich pufrti a do reakce byly pfidavany ve
titech riznych objemech — 26 ul, 52 ul a 100 pl. Inkubace reak¢éni smési pak probihala 18
hodin bud’ za teploty 30°C nebo 37°C. U kazdé OST byla tedy provedena reakce n€kolikrat
vzdy za riznych podminek (jiny detergent, jiné pH, jiny objem, jiny reakéni pufr s riznym

obsahem dvojmocnych ionti a jina teplota) — OST1, 2 nebo 3 v detergentu Triton X-100 nebo
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DDM v daném mnozstvi (viz vyse), se 4 ul peptidu (60 ng/ul) v reakénim pufru 1 nebo 2,

V solubilizacnim pufru o jiném pH, pfi teploté 30°C nebo 37° a dob¢ inkubace 18 hodin.

3.4.1.1 Izolace peptidu/glykopeptidu ze smési proteinii po in vitro glykosylaci bez
pridavku LLO

Stejné¢ jako u glykosylace proteinti je analyza glykosylace peptidi zaloZzena na
rozdilné hmotnosti nemodifikovaného peptidu a odpovidajiciho glykopeptidu. Lze tedy pouzit
separaci peptida dle jejich molekulové hmotnosti jiz zminénou elektroforézou. Na rozdil od
proteind, jejichz hmotnosti se pohybuji v rozmezi 10 az 250 kDa, jsou peptidy podstatné
mensi molekuly 0 hmotnosti pod 10 kDa, pro které se separace na SDS-PAGE neda pouZit.
Pro separaci peptidu byla v minulych letech vyvinuta tricinova SDS-PAGE (Schiagger, 2006).
V publikované praci (Jervis et al., 2010) byl vzorek po in vitro reakci rovnou nanesen na gel
V polovi¢nim mnozstvi. V nasi studii pouzivame rtizné objemova mnozstvi vzorkl. U vzorki
nutné vzorky upravit tak, aby byly zajiStény stejné nanasky peptidu na gel. Nejjednodussi
metodou pro tyto ucely je precipitace proteint, pii které po pridavku precipitacniho ¢inidla
dojde k wvysrazeni proteinli zroztoku, a vzniklé precipitaty jsou ndsledné rozpustény
V pozadovaném objemu. Pro posouzeni vhodnosti precipitace bylo provedeno 8 riznych
enzymatickych reakci dle tabulky ¢. 9. Vzorky v reakénim pufru 1 po prob&hlé 18-ti hodinové
reakci pti 30 °C byly posléze precipitovany acetonem. Precipitaty byly nasledné rozpustény
ve stejnych objemech v Tricinovém vzorkovém pufru a rozdéleny pomoci Tricinové
elektroforézy (viz kapitola 2.3.13). Vysledky enzymovych reakci na gelu byly detekovany
pod UV transiluminatorem pii vinové délce excitace 494 nm a emise 520 nm, pii které

absorbuje 5,6-karboxyfluorescein (obrazek 13).

Tabulka 9: Zpracovdni vzorkii pro in vitro glykosylaci bez piidavku LLO.

Cislo vzorku | OST Objem [wl] | Detergent S“'“Eﬂ;ﬁac‘“
1 0ST1 26 TX-100 1A
2 0ST1 52 TX-100 1A
3 0ST1 100 TX-100 1A
2 0ST1 26 DDM 1B
5 0ST1 52 DDM 1B
6 0ST1 100 DDM 1B
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Obrdzek 13: Precipitované vzorky po inkubaci 18 hodin.
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Obrazek 14: Precipitované vzorky po inkubaci 18 hodin ve vizualizaci bez UV.
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Obrdzek 15: Precipitované vzorky po inkubaci 18 hodin — obarveny gel modienim dle Jungbluta.

Obrazek gelu byl dale zaznamenan bez pouziti UV pfi vinové délce ve viditelné
oblasti (obrazek 14). Za téchto podminek je mozné pozorovat pouze barvicku Coomassie blue
G-250. Jak je z obrazku vidét, barvicka Coomassie blue G-250 tvoii Smouhy, coZ je
pravdépodobné dano pfitomnosti velkého mnozstvi proteinti membranové frakce. Zatimco u
samotného JPT peptidu a vzorki, kde bylo pouZzito 26 pl OST1, se barvicka od komplexu
peptidi/proteintt s SDS oddé¢lila, u vzorkl s obsahem 52 a zvlasté pak 100 pl OST1 ziistala
barvicka v tomto komplexu navazana. To se projevilo deformaci, respektive zaZzenim prouzku
detekovaného fluorescencniho peptidu a naslednym poklesem jeho intenzity fluorescence. Gel
po UV detekci byl nasledné dobarven modienim dle Jungbluta (obrazek 15 ), kde je rovnéz
mozné pozorovat Spatnou separaci proteinll u vzorkd s vy$§im obsahem OST. Z vysledkt
vyplyva, ze samotnd precipitace pro upravu vzorkli nestaci. Diky tomuto zjisténi bylo

piistoupeno k experimentu s jinymi postupy.
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Jako alternativa k precipitaci proteini byla zvolena chromatografie na oktadecylové
reverzni fazi C18 (kapitola 2.3.11). Tato faze zachyti jak proteiny, tak peptidy, zatimco soli
jsou odstranény. Peptidy jsou z C18 faze v nasledném kroku eluovany za podminek, pfi
kterych vétSina proteinii zlstava stale zachycena. Dojde tak k odsoleni vzorku a zéaroven
¢astecnému odstranéni proteind. Dalsi metodou byla kationtové vyménna chromatografie na
polysulfoetyl A fazi (SCX). Na této fazi se pti pouziti pH ~ 3, kdy jsou peptidy/proteiny
pozitivné nabité, pfednostné zachyti vicendsobné kladné nabité proteiny, zatimco kratké,
méné pozitivné nabité peptidy jsou vazany slabé nebo vibec. Fluorescencni peptid
TAEAQAISGSTEQLAQ pouzity v nasi studii je ptfi pH ~ 3 neutralni, nebot’ obsahuje kyselé
a naopak neobsahuje zadné bazické aminokyseliny. Proto se na SCX fazi nezachyti a je tak
izolovan od zbytku proteint ve vzorku (kapitola 2.3.12). Pro zvoleni optimalni metody
zpracovani vzorku po enzymové reakci bylo provedeno 6 identickych modelovych reakci se
120 pmol fluorescen¢niho peptidu rozpusténého v 10x reakénim pufru 1 a 100 pl OST
membranové frakce rozpusténé v solubilizatnim pufru 1A. Enzymové reakce byly
inkubovany pii 30°C po dobu 18 hodin. Vzorky byly nasledné zpracovany rtiznymi postupy
viz tabulka 10, za pouziti metod uvedenych v kapitolach 2.3.10, 2.3.11, 2.3.12 a 2.3.13.

Tabulka 10: Riizné postupy zpracovdni vzorkii po in vitro glykosylaci bez piidavku LLO.

Vzorek Cislo Zvoleny postup zpracovani vzorku
1 C18 SCX Tricine-SDS-PAGE
2 C18 SCX Precipitace Tricine-SDS-PAGE
3 Precipitace C18 SCX Tricine-SDS-PAGE
4 Precipitace SCX Tricine-SDS-PAGE
5 Precipitace | Tricine-SDS-PAGE
6 C 18 SCX Tricine-SDS-PAGE

Vzorky 1 a 6 byly zpracovany totoznym zptisobem s tim rozdilem, ze vzorek 6 byl na
gel nanesen ve vzorkovém pufru bez barvicky Coomassie blue G-250. Ukézalo se, ze
barvicka separaci peptidu na gelu neovliviiuje, protoze dosSlo ke stejnému efektu, jako u
vzorku 1, tedy zuzeni detekovaného prouzku fluorescen¢niho peptidu (obrazek 16). Separace
peptidu na gelu vypadala nejlépe pii pouziti postupu 3 a 4, kde nedoslo ke zvInéni prouzkd.
Na stejném gelu detekovaném ve viditelné oblasti je vidét, Ze se barvicka od peptidu béhem
Tricine-SDS-PAGE oddélila. V obou piipadech byly vzorky precipitovany a poté byl peptid
separovan od proteini na SCX fazi. V postupu 4 byl vynechdn krok odsoleni pfes C18

reverzni fazi, protoze precipitaci se kromé detergentu a lipidti odstrani i soli. Vzorek z bodu 5
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byl pouze precipitovan a na gelu bez pouziti UV (obrazek 17) je vidét to, co bylo pozorovano
Jiz dfive u precipitovanych vzorkd - Smouha barvicky Coomassie blue G-250 a nasledné

snizeni intenzity detekovaného fluorescencéniho peptidu na obrazku ¢. 16.

Obrazek 16: Zvoleni optimdlni metody zpracovdni vzorku po probéhlé enzymové reakci.

Obrazek 17: Zvoleni optimdlni metody zpracovdni vzorku po probéhlé enzymové reakci — vizualizace bez UV.
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Z vysledku vzorki 1 a 6 vyplyva, ze precipitace vzorku je pro dobrou separaci peptidu
na gelu nutna, kvili odstranéni lipida a soli. Zaroven je ale zadouci odstranit nebo alespon
snizit mnozstvi proteind. Zafazeni precipitacniho kroku za oba chromatografické postupy se
ukazalo jako nevhodné (postup ¢. 2), protoze peptid v daném vzorku nebyl vibec
nedetekovan. Z tohoto hlediska byl zvolen postup vzorek nejdiive precipitovat a poté provést
separaci peptidu od proteini na SCX bez nutnosti pfedchoziho odsoleni na C18 reverzni fazi.

Pro dalsi praci byl tedy zvolen postup €. 4.

Z odsolenych vzorku byl tedy 5,6-karboxyfluorescein peptid izolovan pomoci iontové
vyménné chromatografie SCX. Peptid byl vyplachnut a zbylé proteiny zlstaly zachyceny na
SCX fazi. Frakce byla odpafena na vakuové odparce, ke vzorkiim byl ptidan vzorkovy pufr,
vse bylo povateno 5 minut pii 95°C a nakonec byly vzorky naneseny na gel a prob&hla Mini
1D Tricin-SDS-PAGE podle postupu ¢&.blabla (Jervis et al., 2010; Schagger, 2006). Poté byl
fluorescenéni peptid vizualizovan pod UV transiluminatorem, pii vinové délce excitace 494
nm a emise 520 nm. Nasledné byly gely obarveny modienim dle Jungbluta (viz metoda
2.3.14). Na reprezentativnim gelu (obrazek 18) jsou vidét vysledky sedmi vybranych in vitro
glykosylaci, pfi¢emz vzorek 1 znazoriiuje samostatny JPT-peptid. VSechny ostatni vzorky
byly rozpustény v reakénim pufru 1 a inkubace probihala za teploty 37°C. Ostatni zpracovani

vzorkl je uvedeno v tabulce ¢. 11.

Tabulka 11: Zpracovani vzorki pro in vitro glykosylaci bez piidavku LLO.

Cislo vzorku OST Objem [l] Detergent SOl“EllJl;iacnl
2 0OST3 26 TX-100 1A
3 OST3 52 TX-100 1A
4 0OST3 100 TX-100 1A
5 OST3 26 DDM 1B
6 OST3 52 DDM 1B
7 OST3 100 DDM 1B
8 OST3 26 TX-100 2A
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Obrazek 18: In vitro glykosylace bez piidavku LLO.

Obrdazek 19: In vitro glykosylace bez piidavku LLO — vizualizace bez UV.

Obrdazek 20: In vitro glykosylace bez piidavku LLO - obarveny gel modienim dle Jungbluta. Lze vidét vuspéSnost
odstranéni proteinii pomoci SCX ze vzorkit obsahujicich 26 a 52 pl membranové frakce a znacné sniZeni mnoZstvi
proteinit pii pouZiti 100 pl membrdanové frakce.



In vitro glykosylace za téchto podminek nebyla v nasi studii prokazana, jelikoz
nevznikl zadny produkt. Byl by viditelny jako prouzek o vys$si molekulové hmotnosti.
Negativni vysledek byl zaznamenan rovnéz u dal$ich 131 in vitro glykosylacnich reakci
(obrazky neuvedeny). Proto bylo pfistoupeno na reakce s pfidinim LLO, kde se
piedpokladalo, ze pro probéhnuti reakce je mozna nezbytné zvysit objem darcovského

substratu.

3.4.2 Invitro glykosylace s pfidavkem LLO

Vsechny membranové frakce z kultivovanych kmenitt obsahuji LLO, po pfidani
extrahovanych LLO z kmene FSC200 lze zvysit jejich mnoZstvi a tim zvysSit 1 potencionalni
moznost glykosylace. Ve studii Kohda et al. (2007) autofi testovali, zda dojde ke glykosylaci
peptidu pomoci OST izolované z kvasinek. Produkt vznikl pouze v ptipadé, kdyz do reakce
byly pfidany LLO. Vliv pfidavku exogennich LLO na vznik glykosylovaného produktu byl
tedy sledovan vnaSem dal§Sim experimentu. LLO byly pfipraveny obdobné jako
Vv ptedchozich studiich pomoci metody xy z divokého kmene FSC200 (lelpi, Couso, Dankert,
1993; Kohda et al., 2007; Musumeci, lelmini, Feldman, 2013). K ovéfeni Gspésné izolace
LLO z membranové frakce FSC200 byla nejprve provedena imunodetekce LPS, jakozto
hlavniho zastupce LLO, pomoci metody 2.3.6. LPS vykazoval na vyvolaném snimku

bouflivou reakci s anti-LPS protilatkou (obrazek 21).
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Obrazek 21: Imunodetekce LPS jako hlavniho zastupce LLO pomoci anti-LPS protildtky. Jako pozitivni kontrola byl
pouit LPS izolovany 7 F. tularensis kmene LVS.

Z provedené imunodetekce vyplynulo, ze LLO byly Gspésné vyizolovany. Frakci tedy

bylo mozno pouzit pro in vitro glykosylaci v dalSich experimentech. V nasledujicich reakcich

byly LLO ptidavany do reakéni smési jako tieti reakéni komponenta a to v objemu 10 pl.

3.4.2.1 1Izolace peptidu/glykopeptidu ze smési proteinu po in vitro glykosylaci
s pridavkem LLO

Po pfidani LLO ke vzorkiim se zvysila koncentrace lipidd, proto byl pied iontoveé

vyménnou chromatografii SCX zatazen jesté dalsi krok. A to pfecisténi pomoci reverzni faze

C18. Tato varianta vyplynula z nasledujiciho experimentu, kde bylo pouzito 5 modelovych

vzorkll s riznym zpracovanim (tabulka 12).

Tabulka 12: Riizné postupy zpracovani vzorkit pro in vitro glykosylaci s pridavkem LLO.

Vézi(;;‘sk Zvoleny postup zpracovani vzorku
1 Precipitace C18 SCX Tricine-SDS-PAGE
2 Precipitace C18 Tricine-SDS-PAGE
3 Precipitace SCX Tricine-SDS-PAGE
4 Precipitace | Tricine-SDS-PAGE
5 Bez precipitace | Tricine-SDS-PAGE
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Enzymové reakce byly provedeny smichanim 120 pmol fluorescenéniho peptidu, 52 pl
OST membranové frakce a 10 ul LLO a inkubaci ptfi 30°C po dobu 18 hod. Po enzymové
reakci byly vzorky 1, 2, 3 a 4 nejprve odsoleny pomoci precipitace. Vzorek 5 byl analyzovéan
bez predchoziho zpracovani, a to v nanaSeném mnozstvi 27 pl, které byly smichany s 9 pl 4x
Tricin vzorkového pufru a poté byla provedena Tricine-SDS-PAGE. Tato varianta, tzn.
obdoba postupu pouzitého v publikaci Jervis et al. (2010) s poloviénim mnozstvim vzorku,
byla hned vyloucena, jelikoz viditelny prouzek byl velice rozmazany. Vzorek 4 vypadal po
precipitaci 0 néco Iépe, nez bez ni, avSak prouzek byl stile rozmazany. U tietiho vzorku byla
pouzita SCX a prouzek byl rovny, ale ziZeny. Vzorky 1 a 2 byly odsoleny pomoci C18
reverzni faze, pticemz u vzorku 1 byla nasledné pouzita jest¢ SCX. Na gelu se tyto dvé

varianty zdaly byt jako nejlepsi.

Obrazek 22: Zvoleni optimdlni metody zpracovani vzorku s pridavkem LLO.
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Obrdzek 23: Zvoleni optimdlni metody zpracovdni vzorku s pFidavkem LLO — vizualizace bez UV.

Obrdazek 24: Zvoleni optimdini metody zpracovani vzorku s piidavkem LLO — obarveny gel modienim dle Jungbluta.

Pro nasledné zpracovani vzorkl byl vybran postup 1, ve kterém byly vzorky nejprve
vyprecipitovany, poté byla provedena C18 reverzni faze a nakonec iontové vyménna
chromatografie SCX. Jak je vidét z modieného gelu (obrazek 24), zvoleny postup ¢. 1

odstranil pii pouziti 52 pl OST membranové frakce vSechny proteiny.
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V naslednych analyzach byly vzorky po probéhlé enzymatické reakci tedy
zpracovavany postupem ¢. 1. V tabulce ¢. 13 je uvedeno sloZzeni reakénich smési Sesti
vybranych in vitro glykosylaci, do kterych bylo dale pfidano 10 ul LLO. VSechny vzorky
byly v reakénim pufru 1 a inkubace probihala pii teploté 30°C. Na obrazku €. 25 je pak vidét

vizualizace vzniklych prouzkt pod UV.

Tabulka 13: Zpracovaini vzorkii pro in vitro glykosylaci s piidavkem LLO.

Cislo vzorku OST Detergent SO]“SLl#aéni
1 0OST2 TX-100 1A
2 OST2 DDM 1B
3 0OST2 TX-100 2A
4 0OST2 DDM 2B
5 OST3 TX-100 1A
6 OST3 DDM 1B

Obrazek 25: In vitro glykosylace s piidavkem LLO.

Obrazek 26: In vitro glykosylace s piidavkem LLO — vizualizace bez UV.
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Pfi této kombinaci reakénich komponent a dalSich, zde neuvedenych reakcich,
vysledny produkt nevznikl. Pozitivni vysledek vSak byl zaznamenidn u dal$i kombinace
reakénich komponent (viz tabulka 14). Na obrazku ¢. 27 je nad prouzkem ve vzorku 4
nepatrné viditelny dalsi prouzek o vy$si molekulové hmotnosti (viz Sipky). Pravdépodobné se

jedné o zaddany produkt — glykosylovany peptid.

Tabulka 14: Zpracovini dal§iho vzorkii pro in vitro glykosylaci s piidavkem LLO.

Cislo vzorku OST Detergent | Reakéni pufr SOI“ES;?EM Teplota [°C]
1 OST3 TX-100 2 1A 30
2 OST3 DDM 2 1B 30
3 OST3 TX-100 2 2A 30
4 OST3 DDM 2 2B 30
5 OST2 TX-100 1 1A 37
6 OST2 DDM 1 1B 37

Obrizek 27: In vitro glykosylace s piidavkem LLO. Cervend Sipka ukazuje na pravdépodobné vznikly glykosylovany
peptid.

Obrazek 28: In vitro glykosylace s piidavkem LLO — vizualizace bez UV.
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Zda se, ze ke glykosylaci tedy dochazi za pouziti mutantniho kmene ApilA jako zdroje
OST za podminek neutralntho pH s pouzitim reakéniho pufru 2, detergentu DDM,

inkubovaném pti 30°C.

3.4.3 Ovéreni vzniku glykosylovaného peptidu

Pro potvrzeni spravnosti pozitivniho vysledku byla in vitro glykosylace zopakovana za
stejnych podminek snové pfipravenymi reakénimi slozkami. Byla pfipravena nova
membranova frakce OST3 z kmene FSC200/AFTT0890c neboli ApilA a fenotyp kmene byl
op¢t oveéfen imunodetekci s naslednou kontrolou nanaSky ostiibfenim gelu, které je citlivejsi

nez modieni (metoda 2.3.15). A dale byla piipravena nova smés LLO.

Obrazek 29: Ovéieni fenotypu nové pfipravené membrinové frakce mutantniho kmene ApilA.
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Obrdazek 30: Kontrola nandsky ostifibienim gelu po WB pomoci metody EMBL.

In vitro glykosylace byla tedy provedena smichanim 120 pmol 5,6-karboxyfluorescein
peptidu rozpusténého v reakénim pufru 2 s 52 pl noveé piipravené membranové frakce ApilA a
s ptidavkem 10 pl nové pfipravené frakce LLO izolované z kmene FSC200. Po 18 hodinové
inkubaci pifi 30°C byly vzorky opét precipitovany, precistény pies C18 reverzni fazi a
nasledn¢ byl peptid/glykopeptid izolovan na SCX. Detekce na gelu potvrdila piedchozi
vysledek. Tedy prouzek o vyssi molekulové hmotnosti nez je vychozi peptid, a ktery

pravdépodobné piedstavuje noveé vznikajici produkt — glykosylovany peptid (viz obrazek 31).
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Obrazek 31: In vitro glykosylace s pFidavkem LLO - 7 nové piipravené membranové frakce a novych LLO. Opakovini ve
dvou identickych vzorcich. Cervend Sipka znadzoriiuje pravdépodobny glykopeptid.

Pro vylouceni nespecifické reakce na gelu byly v dalSim experimentu zahrnuty
odpovidajici kontroly, ve kterych byla vzdy jedna zreakénich komponent vynechdna.
Enzymatické reakce prob¢hly za stejnych podminek jako pti vzniku glykopeptidu v minulych

analyzach.

OST3 + - + +

5,6-karboxyfluorescein
peptid + + +

LLO + + - +

Obrazek 32: Negativni kontrola glykosylovaného peptidu s vynechdanim vidy jedné reakcéni komponenty. OST3:
membrdnovou frakce mutantniho kmene ApilA.

Slozeni vzorku 1 bylo stejné jako v pfedchozim experimentu, ve kterém byl
pozorovany dva prouzky — prouzek o niz§i molekulové hmotnosti piedstavujici
nemodifikovany peptid a druhy prouzek o vyS$i molekulové hmotnosti, kterym je
pravdépodobné glykosylovany peptid. Na vzorek 2 byl pouzit mutantni kmen ApglA, ktery
neobsahuje OST enzym PglA, ale ostatni reakéni komponenty byly zachovany. Ke

glykosylaci tedy vtomto vzorku dojit nemize a na gelu také nebyl prouzek o vyssi

83



molekulové hmotnosti detekovan. Ve vzorku 3 chybély piidané LLO. Presto byly pozorovany
dva prouzky. Ve vzorku 4 chybél 5,6-karboxyfluorescein peptid, proto po UV vizualizaci na
gelu neni viditelny zadny prouzek (obrazek 32). Z absence prouzkid o vyssi molekulové
hmotnosti u vzorka 2 a 4, u kterych ke glykosylaci nemiize dojit, je zfejmé, ze prouzky o
vy$$i molekulové hmotnosti ve vzorcich 1 a 3 jsou opravdu produkty in vitro glykosylace.
Navic pozitivni reakce u vzorku 3 naznacuje, Ze membranova frakce izolovana z ApilA kmene
kromé& OST obsahuje i dostatecné mnozstvi LLO jako darcovského substratu ke glykosylaci

peptidu.

3.4.4 Testovani inkubacni doby

Reakéni doba in vitro glykosylaci se 1isi v zavislosti na biologickém pivodu
studovan¢ho agens a rovnéz na podobé pouzitého OST. Napiiklad ve studii Kohda et al.
(2007) pouzily OST z kvasinky Saccharomyces cerevisce a z termofilniho archea Pyrococcus
furiosus. Pozitivni vysledky glykosylaci byly dosazeny po inkubaci 24 a 21 hodin. Ve studii
Jervis et al. (2010) pracovaly s bakteriemi H. pullorum a C. jejuni a inkubace reak¢éni smési
probihala pfes noc. V naSich dosavadnich experimentech byla pro zvyseni pravdépodobnosti
probéhnuti glykosylace zvolena rovnéz del§i reakéni doba 18 hodin. Nicméné ze studie
Gerber et al. (2013) vyplyva, ze ke glykosylaci peptidu dochdzi rychleji. V nasledném
experimentu byl proveden test inkubaéni doby. Sledovalo se, za jaky ¢as jiz ke glykosylaci
dochazi. Pracovalo se s Sesti riznymi ¢asy - 3, 6, 9, 15, 18, 24 a 48 hodin. Vzorky byly
zpracovany stejnym zpusobem jako v predeSlém experimentu. Experiment ukézal, Ze ke
glykosylaci peptidu dochazi jiz po 3 hodinové inkubaci (viz obrazek 33). Jako negativni
kontrola zde byl pouzit opét mutantni kmen ApglA, u kterého nemize ke glykosylaci dochazet
(na obrazku 33 neocislovany vzorek). Na obrazku ¢. 33 je vidét, Ze mnozstvi
nemodifikovaného peptidu sice klesa, coz naznacuje jeho spotiebu v reakci, na druhou stranu
se zda, ze glykosylovaného peptidu nepiibyva. Vzhledem k tomu, Ze takto slabé intenzity
fluorescence lze Spatné¢ hodnotit vizudlné, byly intenzity jednotlivych prouzkd zméteny
denzitometricky pomoci programu BiolD (Vilber Lourmat). Z ploch a vysek piku kazdého
detekovaného prouzku byly urCeny jejich objemové intenzity. Mnozstvi neglykosylovaného
peptidu a glykopeptidu v jednotlivych inkubac¢nich ¢asech byla dale vyjadiena v procentech
vztazenych na celkovy soucet objemovych intenzit neglykosylovaného peptidu ve vsech

casech (rovno 100 %). Zrelativnich intenzit glykopeptidu lze pozorovat, Ze mnoZstvi
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glykopeptidu je ve vSech Casech prakticky stejné (tabulka 15). Vysledky tak naznacuji, ze se
samotny neglykosylovany peptid pravdépodobné vaze na zkumavku a vznik glykopeptidu
v zavislosti na inkuba¢ni dob& enzymové reakce tudiz nelze hodnotit. Nicméné z experimentu
vyplyva, Ze inkuba¢ni doba 3 hodiny je pro in vitro glykosylaci peptidu
TAEAQAISGSTEQLAQ dostacujici.

;Q;;
g

&
N 3 6 9 15 18 24 48 Hod.

Obrdzek 33: Testovdni inkubacni doby vzniku glykopeptidu. GP: glykopeptid; P: peptid.

Tabulka 15: Vznik glykopeptidu v zdvislosti na case.

« Neglykosylovany peptid Glykopeptid
Inkubacni - ; — - , —
. Objemova | Relativni y Objemova | Relativni
doba Vyska | Plocha | . - - Vyska | Plocha | . . .
[hOd] [1] [1] Intenzita Intenzita [1] [1] Intenzita Intenzita
[1] [%] [1] [%]
3 4064 11730 | 14925578 21,7 667 11815 | 5367089 10,0
6 2106 11900 | 9243001 17,2 651 11475 | 5131719 9,5
9 1900 10880 | 7882730 14,6 707 11815 | 5282073 9,8
15 996 11560 | 5803689 10,8 613 11730 | 4987676 9,3
18 892 11900 | 5672210 10,5 664 11730 | 5089346 9,4
24 837 11900 | 5538888 10,3 640 11645 | 4936515 9,2
48 549 11815 | 4814247 8,9 586 11730 | 4897103 9,1
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ZAVER

V této diplomové praci byla ovéiena glykosylacni aktivita dvou mutantnich kment
bakterie F. tularensis subsp. holarctica, a to kmene FSC200 AdsbA a kmene FSC200

ApilA, pomoci SDS-PAGE a nasledné imunodetekce. Tyto kmeny byly poté pouzity pro in
vitro glykosylaci syntetického peptidu TAEAQAISGSTEQLAQ shodné aminokyselinové
sekvence jako je C-terminalni peptid glykoproteinu DsbA. Vzorky byly nejprve zbaveny soli
pomoci precipitace, pot¢ pomoci CI8 reverzni faze a nakonec nasledovalo vyizolovani
peptidu pomoci iontové vyménné chromatografie na SCX fazi. Po optimalizaci tohoto
postupu byly nalezeny vhodné podminky pro vznik glykopeptidu, které byly objeveny
prozatim pouze v mutantnim kmeni FSC200 ApilA. Reakéni komponenty, OST, 5,6-
karboxyfluorescein peptid a LLO, byly ustaleny v pomérech 52 pl OST, 120 pmol peptidu a
10 ul LLO. Glykosylovany peptid vznikl pii pouziti solubiliza¢niho pufru s neutrdlnim pH
a detergentem DDM o slozeni 50 mM Tris—HCI (pH 7,0) s 0,25 M NacCl, 5% (v/v) glycerolem
a 1% (w/v) DDM pro piipravu OST. In vitro glykosylace probéhla v prostiedi reakéniho pufru
o slozeni0,5 M Tris-HCIl o pH 6,5 s obsahem dvojmocnych iontt vapniku a manganu v
podobé CaCl, a MnCl,, a to ve vysledné koncentraci 6 mmol/l vapenatych a 0,6 mmol/l
manganatych iontll Glykosylovany peptid v tomto reakénim prostiedi vznikl za teploty 30°C a
bylo prokdzano, Ze pro vznik produktu staci jiz délka 3 hodiny. Pro potvrzeni, zda se jedna

opravdu o vznikly glykosylovany peptid, bude nasledovat analyza produktu pomoci vysoce

ucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii.

Podminky pro in vitro glykosylaci peptidu tedy byly nalezeny, nicméné mnozstvi
vznikajiciho glykopeptidu by mohlo byt pravdépodobné i vyssi. Mohlo by se tak stat, pokud
by se zvysilo mnozstvi reak¢nich komponent, jako je naptiklad OST nebo by se hledalo
optimalni mnozstvi dvojmocnych iontll do reakéni slozky smési. Pozitivni vysledek by mohla
dat i jind kombinace OST, kde by se objemové v poméru 1:1 smichal pravé mutantni kmen
FSC200 ApilA s mutantnim kmenem ApglA, ktery by poskytl vétsi mnozstvi potiebného
substratu k provedeni reakce. Pokud by se podatilo zvysit mnozstvi vzniklého produktu, a
potvrdilo by se, ze se vskutku jedna o vznikly glykopeptid, dala by se tato studie pouZzit pro
studium glykosyla¢ni drahy bakterie F. tularensis, kde by se vyuzilo aktivity OST z

mutantniho kmene FSC200 ApilA smichaného s jednotlivymi mutantnimi kmeny
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s inaktivovanymi geny hypotetické glykosylaéni drahy F. tularensis. Diky tomu by byly

poznany dalsi skutecnosti o této bakterii a mohl by se kuptedu posunout i vyvoj vakcin.
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Mapa celosvétového vyskytu Ctyf hlavnich poddruhii rodu Francisella.

F. tularensis jako intracelularni patogen.

N-vazany glykan pfipojeny amidovou vazbou k asparaginu a O-vazany glykan
ptipojeny hydroxylovou skupinou k serinu

Ukazka glykosylace u Gram-negativnich bakterii

Prikaz glykosylacni aktivity a ovéfeni fenotypu mutantniho kmene AdsbA
s detergentem Triton X-100

Obarveny gel po WB modienim dle Jungbluta jako dikaz stejnych nanaSek.
Prikaz glykosylacni aktivity a ovéfeni fenotypu mutantniho kmene AdsbA
s detergentem DDM.

Obarveny gel po WB modienim dle Jungbluta jako dikaz stejnych nanések.
Prikaz glykosylaéni aktivity a ovéfeni fenotypu mutantniho kmene ApilA
s detergentem Triton X-100.

Prikaz glykosylaéni aktivity a ovéfeni fenotypu mutantniho kmene ApilA
s detergentem DDM.

Tandemové hmotnostni spektrum fluorescen¢niho peptidu o hmoté 1961 g/mol.
Princip metody in vitro glykosylace peptidu.

Precipitované vzorky po inkubaci 18 hodin.

Precipitované vzorky po inkubaci 18 hodin ve vizualizaci bez UV.
Precipitované vzorky po inkubaci 18 hodin — obarveny gel modifenim dle
Jungbluta.

Zvoleni optimalni metody zpracovani vzorku po prob¢hlé enzymové reakci.
Zvoleni optimalni metody zpracovani vzorku po probéhlé enzymové reakci —
vizualizace bez UV.

In vitro glykosylace bez piidavku LLO.

In vitro glykosylace bez piidavku LLO — vizualizace bez UV.

In vitro glykosylace bez piidavku LLO - obarveny gel modienim dle Jungbluta.
Imunodetekce LPS jako hlavniho zastupce LLO pomoci anti-LPS protilatky.
Zvoleni optimalni metody zpracovani vzorku s pfidavkem LLO.

Zvoleni optimalni metody zpracovani vzorku s pfidavkem LLO — vizualizace

bez UV.

98



Obrazek 24:

Obrazek 25:

Obrazek 26:

Obrazek 27:

Obrazek 28:
Obrazek 29:

Obrazek 30:
Obrazek 31:

Obrazek 32:

Obrazek 33:

Tabulka 1:
Tabulka 2:
Tabulka 3:
Tabulka 4:
Tabulka 5:
Tabulka 6:
Tabulka 7:
Tabulka 8:
Tabulka 9:

Tabulka 10:
Tabulka 11:
Tabulka 12:
Tabulka 13:
Tabulka 14:
Tabulka 15:

Zvoleni optimalni metody zpracovani vzorku s pfidavkem LLO — obarveny gel
modfenim dle Jungbluta.

In vitro glykosylace s ptidavkem LLO.

In vitro glykosylace s pfidavkem LLO — vizualizace bez UV.

In vitro glykosylace spiidavkem LLO. Cervena Sipka ukazuje na
pravdépodobné vznikly glykosylovany peptid.

In vitro glykosylace s ptidavkem LLO — vizualizace bez UV.

Ovéteni fenotypu noveé pripravené membranové frakce mutantniho kmene
ApilA.

Kontrola nanésky osttibfenim gelu po WB pomoci metody EMBL.

In vitro glykosylace s pfidavkem LLO - z nové piipravené membranové frakce
anovych LLO.

Negativni kontrola glykosylovaného peptidu s vynechanim vzdy jedné reakéni
komponenty.

Testovani inkubacni doby vzniku glykopeptidu.

G- bakterie s glykosylaénim aparatem.

Ptiprava kompletniho Chamberlainova média.

Roztoky kalibra¢ni fady.

Mini 1D SDS-PAGE.

Molekulové hmotnosti proteind.

Promyvaci a inkubaéni kroky pfi WB a imunodetekci.

Ptiprava roztoki na tricinové gely.

Meénici se konstantni napéti.

Zpracovani vzorkt pro in vitro glykosylaci bez ptidavku LLO.

Ruzné postupy zpracovani vzorki po in vitro glykosylaci bez pridavku LLO.
Zpracovani vzorku pro in vitro glykosylaci bez ptidavku LLO.

Ruzné postupy zpracovani vzorki pro in vitro glykosylaci s pfidavkem LLO.
Zpracovani vzorkt pro in vitro glykosylaci s pfidavkem LLO.

Zpracovani dalsiho vzorkd pro in vitro glykosylaci s pridavkem LLO.

Vznik glykopeptidu v zavislosti na ¢ase.
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Sledovani kinetiky ristu F. tularensis subsp. holarctica divokého
FSC200.

Sledovani kinetiky rastu F. tularensis subsp. holarctica mutantniho
ApglA.

Sledovani kinetiky rtstu F. tularensis subsp. holarctica mutantniho
ApilA.

Sledovani kinetiky rtstu F. tularensis subsp. holarctica mutantniho

AdsbA.
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