Univerzita Hradec Kralové
Prirodovédecka fakulta

Katedra biologie

Proteomicka charakterizace vybranych kment bakterii
produkujicich Shiga toxiny

Bakalarska prace

Autor: Pavla Kolatova

Studijni program: B1501 - Biologie

Studijni obor: BSP Systematicka biologie a ekologie
Vedouci préce; RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D.
Odborny konzultant: Ing. Mgr. Miloslava Durac¢ova

Hradec Kralové Kvéten 2021



Univerzita Hradec Kralové
Pfirodovédecka fakulta

Zadani bakalarské prace

Autor: Pavla Kolarova

Studium: S18BI072BP

Studijni program:  B1501 Biologie

Studijni obor: Systematicka biologie a ekologie

Nazev bakalaiské Proteomicka charakterizace vybranych kmeni bakterii
prace: produkujicich Shiga toxiny

Nazev bakalarské  Proteomic characterization of bacterial strains containing Shiga toxins
prace AJ:

Cil, metody, literatura, predpoklady:

Bakalarska prace je zamérena na charakterizaci (riistové krivky, optimalizace riistového média a
agaru a jinych kultiva¢nich podminek apod.) vybranych kment bakterii, které jsou producenty
Shiga toxint. Jde o vybrané zastupce bakterii Shigella dysenteriae a Escherichia coli STEC.

S ohledem na produkeci Shiga toxinu bude vybrana optimalni metoda kultivace, doba kultivace,
vhodna média a postupy pro ziskani téchto toxinli v nativni formé pro nasledné analyzy pomoci
gelové elektroforézy a hmotnostni spektrometrie.

Klicova slova: Shiga toxin, kultivace, proteinové toxiny, hmotnostni spektrometrie, Shigella
dysenteriae, Escherichia coli STEC

1. Melton-Celsa AR. Shiga Toxin (Stx) Classification, Structure, and Function. Microbiol Spectr.
2014;2(4):10.1128/microbiolspec.EHEC-0024-2013. d0i:10.1128 /microbiolspec.EHEC-
0024-2013

2. Jonas Bergan, Anne Berit Dyve Lingelem, Roger Simm, Tore Skotland, Kirsten Sandvig, Shiga
toxins, Toxicon, Volume 60, Issue 6, 2012, Pages 1085-1107, ISSN 0041-0101,
https://doi.org/10.1016/j.toxicon.2012.07.016

Garantujici Katedra biologie,
pracoviste: Prirodovédecka fakulta
Vedouci prace: RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D.

Datum zadani zavérecné prace: 23.1.2020



’

Prohlasenti:

ProhlaSuji, Ze jsem bakalarskou praci vypracovala samostatné s vyuzitim
informacnich zdroji, které jsou v praci citovany.

V Hradci Kralové dne Jméno a prijmeni



Podékovani

Dékuji vedouci prace RNDr. Alené Myslivcové Fucikové, Ph.D. za vstricnost,
¢as a dohled nad mou praci, dale Ing. Mgr. Miloslavé Durad¢ové za mnoho
cennych rad a trpélivost, Mgr. Véfe Vozandychové za praktické rady a Katedie
molekuldrni patologie a biologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi,
Univerzity obrany za poskytnuti materidlu a pristrojového vybaveni. Dékuji
svym rodi¢lim za podporu béhem celého studia a Rostovi za oporu.



Anotace

KOLAROVA, P. Proteomicka charakterizace vybranych kment bakterii
produkujicich Shiga toxiny. Hradec Kralové, 2021. Bakalafska prace na
Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci diplomové prace
RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D. 49 s.

Bakalai'ska prace je zamérena na charakterizaci (riistové kiivky, optimalizace
ristového média a agaru a jinych kultivacnich podminek apod.) vybranych
kment bakterii, které jsou producenty Shiga toxint. Jde o vybrané zastupce
bakterii Shigella dysenteriae a Escherichia coli STEC. S ohledem na produkci
Shiga toxinu bude vybrana optimalni metoda kultivace, doba kultivace,
vhodna média a postupy pro ziskani téchto toxini v nativni formé pro
nasledné analyzy pomoci gelové elektroforézy a hmotnostni spektrometrie.

Klicova slova: Shiga toxin, kultivace, proteinové toxiny, hmotnostni
spektrometrie, Shigella dysenteriae, Escherichia coli STEC



Annotation

KOLAROVA, P. Proteomic characterization of bacterial strains containing Shiga
toxins. Hradec Kralové, 2021. Bachelor Thesis at Faculty of Science University
of Hradec Kralové. Thesis supervisor RNDr. Alena Myslivcova Fucikova, Ph.D.
49s.

The bachelor thesis is focused on the characterization (growth curves,
optimization of growth medium and agar and other culture conditions etc.) of
selected strains of bacteria (representatives of Shigella dysenteriae and
Escherichia coli STEC), which are Shiga toxin producers. With regards to
production of Shiga toxin the optimal method of cultivation, culture time,
convenient media and procedures for obtaining these toxins in native form
for subsequent analysis using gel electrophoresis and mass spectrometry will
be selected.

Key words: Shiga toxin, cultivation, protein toxins, mass spectrometry,
Shigella dysenteriae, Escherichia coli STEC



Obsah

UVOM ettt ss s bbb s e 9
R UCT0) = 0103 & I o2 ] PPN 10
1.1.Vysoce rizikova biologickd agens a toXiny .....cceeeenmeenmeeseesseesseessesssessens 10
1.2.Bakterialni kmeny Shigella dysenteriae a Escherichia cOli ............c.cuueun... 12
1.2.1.Zakladni charakteristika vybranych Kment.......ccoemeneenneesneennnes 12
1.2.2.Misto vysKkytu gentl Pro tOXINY ......eereenmeeseesseessmesssesssesssessssssssesssessees 12
1.3.Patogenita vybranych Kmeni.......oeeneeresesnneesseesssssssessssesssssssssessseees 13
1.3.1.Zakladni SI0ZKY PAtOZENILY ....occreeeeureererreesreeseesseeseesseessessesssesssessessssssesssesnes 13
1.3.2.Klinicky obraz onemocnéni vyvolaném E. Ol ........comneerirereenseseennes 13
1.3.3.Klinicky obraz onemocnéni zptisobeného bakterii Shigella
0 A 112 o Lo L= TSP 16
1. 4. TOXINY ot b 16
0 0 25 (01 (0D 1| T 16
Y 0 U= R 10 o PP 16
1.5.Metody analyzy toxin a jejich PAVOACT......uuueemeeereereersseeesserssseesssessssessseees 18
1.5, 1.KUIIVACE ...ttt sssasessens 18
1.5.2.Metody imUNOAELEKCE....oueerrreererrerreessissessesesessssssses s sessssssssssessessessesees 20
1.5.3.Detekce poOmMOCE PCR......veuieererrcriresesseesssrssssssssssessssssssssssssssssssssssssssessens 21
1.5.4.Hmotnostni spektrometrie - identifikace a cilena proteomicka
ANALYZA e 22
1.5.5.Pfiprava proteinovéeho VZOTrKU.....ceeeneeneennesseesessesseesessesssseseesseenes 23
2. PTaKEiCKA CAST...cvuireeereerressreessesssesssssssesssessssssssessssesssssssssessssesssssssssessssessssesssssssssesssseees 25
2.1.Laboratorni Materidl......cereneseeerseessssessssssesssessessssssesssssssssssssssssssssssssssssssees 25
2.1.1.Bakterialni KIMENY......coeeenrereeneessensesseesessesssesesssessessssssssssssssssessssssesseees 25
2.1.2.Agary a teKULA MEIA.....rrerreereeereeereeseesseeseesssessesssesssesssessssssssssssssesssssssesns 25
2.1.3.ChemiCKe 1AtKY ...occvvererernirsssesseessssssessesssesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesns 25
2.1.4.Kapalinova chromatografie a Kolony .......oeenenenneenseseensesseesesseens 26
20 0 0 G 12T 27
2.1.6.Laboratorni Material ... ssssssesseseees 27
2.1.7.Pristroje a programové VYDaVeN] .......oeomeeneeeneenmeeseesseseessesssesssessesseens 27

A 8 Lo T Lo < 28



2.3.1zolace proteinového obsahu a jeho kvantifikace........ooneinenerseesneennens 28

2.3.1.SONIKACE ..overeereereeretcesreeeessee st s s s 28
2.3.2.Bakterialni lyza s vyuZitim CelLytic™ EXPress.....oeeenmerseesesseens 29
2.3.3.Bakteridlni lyza s vyuZitim deoxycholatu sodného........cneerurnnee. 29
2.3.4.Kvantifikace proteinového vzorku.........eesnn: 30
2.4.Gelova elektroforéza (1D SDS-PAGE) ....nenesesssssssssssssssssssssessesnns 30
2.5.Piiprava VZOrKil Pro MS ... sinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssseees 31
2.5.1.Enzymatické stépeni lyzatl pripravenych s 5% DOCHNa................. 31

2.5.2.Enzymatické Stépeni vzorki pripravenych s CelLytic™ Express....31

2.5.3.Kapalinova chromatografie s UV kontrolou a nasledna analyza

pomoci hmotnostni SPeKIromMeEtrie. .. 32

3. VYSIEdKY @ AiSKUSE ....curvuevrireerreiseisssssessssssssssssss s sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 34
3.1.Méreni proteinového obsahu ve VZOTKU ... 34

R I €723 (o) W U=) - 0] () =Y/ O 35
3.3.Identifikace proteinli s vyuZitim LC-MS/MS......ccommnermenmmnessennesseesesseens 38
ZAVET ceceereeeeereeeess et a e s s RS R R R AR R R 41
Seznam PoUZitYCh ZKIrateK ... ses e ssesssessesans 42

NY=YATE Voo 170 | (o) |0 PO 44



Uvod

Bakterie jsou nezbytnou soucasti Zivota na Zemi, jelikoZ svou piitomnosti
ovliviiuji vyvoj dalSich Zivych organismi i vyvoj prostiedi. Nékteré zastupce
nalézame v lidském téle, jako soucast stievni mikrofléry, jiné na hlizach
rostlin pro fixaci dusiku apod. Ne vZdy je piitomnost bakterii Zadouci, protoze
mohou zplisobovat fadu rizné zavaznych onemocnéni. Tuto vlastnost maji
mimo jiné diky schopnosti produkovat specifické bakterialni toxiny, jejichz
toxicita souvisi s koncentraci a citlivosti atakovaného jedince. Pokud neni
provedena vcasna diagnostika a zahajena 1é¢ba, miiZe v zavaznych pripadech
dojit k umrti. Je dilezité si uvédomit, Ze produkce toxinl neni samoziejmosti.
Bakterialni toxiny jsou ¢asto sekundarnimi produkty metabolismu a bakterie
je tudiz netvori vzdy. Ackoliv je na bakteriadlni toxiny nahliZeno predevsim
negativné, existuji oblasti, kde se jejich funkce mohou vyuZit, naptiklad
v onkoterapii.

Jednim z diskutovanych problémi v souvislosti s bakteridlnimi toxiny je jejich
mozné zneuziti pfi vyrobé biologickych zbrani. Ze stejného dlvodu je
pouziti nékterych bakteridlnich zastupct oSetieno zakonem ¢. 281/2002 Sb.
V pripadé Shiga toxinu je sice riziko zneuziti malé, ale stile se jedna o
nezanedbatelnou hrozbu. Rizikova bakteridlni agens jsou rozdélena podle
miry nebezpecnosti a od toho se odviji zabezpeceni laboratore, které
konkretizuje vyhlaska ¢. 474/2002 Sb.

Cilem této bakalarské prace je poukazat na problematiku a dosavadni
poznatky o detekénich metodach, bakteridlnich toxinech, konkrétné Shiga
toxinu a v ramci praktické Casti, s vyuzitim hmotnostné spektrometrické
analyzy ve spojeni s kapalinovou chromatografii a téZ s elektroforetickymi
metodami, detekovat Shiga toxin pro charakterizaci vybranych bakterialnich
kment Shigella dysenteriae a Escherichia coli.



1. Teoreticka cast

Zastupci z kmene Bacteria jsou béZnou soucasti lidského Zivota a jedna se o
nejrozsirenéjsi skupinu Zivych organismli na Zemi. Nalezneme je v ovzdusi,
plidé, vodé a v neposledni radé také v Zivych organismech. Ackoliv nékteri
jedinci vystupuji jako vnéjsi, popft. vnitini symbionti, a nepiisobi tak jinému
organismu obtiZe, existuji rody, jeZ mohou v krajnich ptipadech zapricinit
smrt hostitele (Bergey 2005). S tim souvisi jejich schopnost tvorby
nejriznéjsich toxinl, at uZz se jedna o neurotoxiny, cytotoxiny nebo
enterotoxiny, zminované dale.

Bakterie produkujici toxiny oznacujeme, spolecné s dalSimi biologickymi
faktory zptisobujicimi onemocnéni hostitele (viroidy, viry etc.), jako patogeny.
Tyto toxiny produkuji nejcastéji z divodu vlastniho poskozeni a jejich
plisobenim mitze dojit k poSkozeni pripadné usmrceni jiného organismu
(hostitele apod.). Patogeny jsou charakteristické urcitou hodnotou virulence,
ktera je kvantitativnim vyjadrenim patogenity. Jednotlivé kmeny se v ramci
druhu mohou liSit pravé mirou virulence.

1.1.Vysoce rizikova biologicka agens a toxiny

Shigella dysenteriae a enterotoxigenni Escherichia coli, jsou, stejné jako rada
dalsich patogenti, potencidlni biologickou hrozbou a mohly by byt zneuzity
formou biologické zbrané, naptiklad kontaminaci pitné vody. Z toho diivodu
je jejich pouZiti oSetfeno zakonem ¢. 281/2002 Sb. O nékterych opatrenich
souvisejicich se zdkazem bakteriologickych (biologickych) a toxinovych zbrani a
0 zméné Zivnostenského zdkona, kde je specifikovana potrebna zpiisobilost
k nakladani s rizikovymi agens, pravidla jejich evidence, pteprava,
zabezpeceni a v neposledni radé pokuty spojené s poruSenim téchto pravidel.
Povoleni, potiebnda k nakladani s vysoce rizikovymi agens, vydava Statni drad
pro jadernou bezpec¢nost (SUJB). Zadatel o povoleni musi uvést své osobni
udaje, ucel, mnozstvi a nazev rizikového agens pripadné toxinu, misto vykonu
¢innosti a zaroven doloZit technickou dokumentaci budovy (laboratore), v niZ
bude povolovana ¢innost vykonavana. Podminkou pro vydani povoleni je dale
trestni bezithonnost, odborna zptisobilost a pobyt nebo sidlo na tizemi Ceské
republiky (Zakon ¢. 281/2002 Sb.).

Vybavenost laboratofe a prace v ni je urena drovni biologické bezpecnosti
tzv. biosafety level. Tato uroven je stanovena vzhledem k patogenité
organismi, s nimiZ se v laboratofi pracuje, nese oznaceni BSL a nabyva
hodnot 1-4 (nejvyss$i droven zabezpeceni BSL-4). Shigella dysenteriae i
enterotoxigenni Escherichia coli jsou fazeny do skupiny 2 a smi se s nimi
pracovat v laboratoifich BSL-2 (vyhlaska ¢. 474/2002 Sb.). Rozdéleni
laboratoii BSL-1 aZ BSL-4 nesouvisi se zatfazenim rizikovych agens do skupin
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1-4. Skupinou 2 se rozumi takova biologickd agens, ktera mohou zapfricinit
onemocnéni ¢lovéka, ale bezprostiedné jej neohroZuji na Zivoté a obvykle je
dostupna lé¢ba ptipadné Gc¢inna profylaxe (SUJB). Laboratof BSL-2 musi byt
oznacena symbolem biologického nebezpeci, je zde nutné pouziti ochrannych
osobnich pomiicek a prace s rizikovymi biologickymi agens probiha prevazné
v boxu s laminarnim proudénim (MBB). Pied vstupem do laboratote je nutna
dezinfekce rukou, stejné jako pred odchodem z laboratore. Stejné jako
v ostatnich typech laboratori, i zde je zapovézeno jist a pit. VSechny
pouzivané latky, mikroorganismy a vzorky je tieba dikladné popsat nazvem,
datem, jménem laboratorniho pracovnika a uchovavat vhodnym zputsobem.
Kontaminované pomiicky jsou zlikvidovany podle platnych predpist.
Pozadavky na vybaveni laboratofi, zajisSténi ochrannych pomficek a
hygienické poZadavky jsou uvedeny v podminkach ochrany zdravi pti praci
(Narizeni vldady ¢. 361/2007 Sb.).

Ackoliv vojenské pouziti biologickych zbrani je velice nepravdépodobné,
bioterorismus je realnou hrozbou. ZneuZiti biologicky rizikovych agens
teroristickymi, extremistickymi a nabozZenskymi skupinami je jiz
zdokumentovano. Jednim z nejvyraznéjSich incidentl je bezpochyby utok
sarinem v tokijském metru v roce 1995 sektou Om $inrikjé (Sakurada 2020).
Priklady zastupct zneuzitelnych v bioterorismu jsou uvedeny v tabulce ¢. 1.

Tab. 1: Neékteri zastupci zneuzitelni v bioterorismu podle CDC. Kategorie A zobrazuje

vvvvvv

kategorie C méné bézna agens. (Zdroj: Benes 2009)

A B C

virus Eboly Shigella dysenteriae Mycobacterium
tuberculosis
(multirezistentni)

virus Marburg Salmonela enterica viry klistovych
hemoragickych horecek

virus varioly Coxiella burnetii hantaviry
Clostridium botulinum Brucella sp. virus Napah
(toxin)

Bacillus anthracis (inhalaéni | Staphylococcus aureus

forma) (enterotoxin)
Francisella tularensis Clostridium perfringens
(inhalacéni forma) (toxin)

Yersinia pestis Burkholderia mallei

11



1.2.Bakterialni kmeny Shigella dysenteriae a Escherichia coli

1.2.1.Zakladni charakteristika vybranych kment

Escherichia coli ndlezi do kmenu Proteobacteria, tridy Gammaproteobacteria,
radu Enterobacteriales, celedi Enterobacteriaceae a rodu Escherichia.
V pripadé E. coli se jedna o gramnegativni tycinkovitou bakterii. E. coli je
fakultativni, pohyblivy anaerob (Mayer et al. 2012). Pohyblivosti docilila
pritomnosti bicikli, popt. fimbrii, které ovsem slouZi piredevsim k lepsSimu
uchyceni na hostitelskou burniku. Patii mezi béZné obyvatele lidského tlustého
jednd o velmi dobfe studovanou bakterii, stile existuji zna¢né mezery
v pochopeni nékterych procesti virulence. Casto je virulence spojovana
s pritomnosti specifickych genovych shlukii, tzv. ostrovii patogenity
(Groisman et. al. 1996). Potize zpisobuje patogenni forma E. coli, ktera
zahrnuje vice nez 160 miliéni piipadi uplavice rocné.

Shigella dysenteriae je, stejné jako jiZ zminéna E. coli, fazena do kmenu
Proteobacteria, ttidy Gammaproteobacteria, tadu Enterobacteriales, celedi
Enterobacteriaceae, jedna se o rod Shigella. Tato gramnegativni bakterie je
fakultativné anaerobni, nesporulujici a na rozdil od E. coli nepohybliva. Za
urcitych podminek je S. dysenteriae schopna napadnout erytrocyty a riizné
epitelialni buniky a replikovat se v nich (Ryan 2018).

Co se téchto dvou zastupct tyce, potencidlni problém predstavuje tvorba jiz
zminénych toxinii, konkrétné Shiga toxinu, ktery napada stievni burky ve
formé enterotoxinu nebo nervovy systém ve formé neurotoxinu (Carroll et al.
2016). To muzZe vést aZ k propuknuti tézkych forem shigel6zy, které mohou ve
vaznych ptipadech skoncit smrti.

1.2.2. Misto vyskytu genii pro toxiny

Bakterialni toxiny jsou jednim z dilezitych virulen¢nich faktord, syntetizuji se
a jsou Fizeny pomoci specifickych gent. Tyto geny jsou casto lokalizované na
plazmidech. K predani nebo prijeti genetické informace od jiného jedince
mize dojit prostiednictvim horizontalniho pienosu. HGT (horizontal gene
transfer) je velmi vyznamny proces, s jehoZ pomoci mohou bakterie ziskat
vyhodné geny a dosahnout napriiklad antibiotické rezistence (Varga 2016).
Napriklad geny Stx1 a Stx2 pro tvorbu toxinu jsou do STEC introdukovany
pomoci bakteriofagu, jenZ setrvava v temperovaném stavu do doby, kdy dojde
k vystaveni nadmérné stresové zatéZi bakterie (Marejkova 2015). Takovou
zatéz predstavuje mimo jiné pravé antibioticka expozice.
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1.3.Patogenita vybranych kmenti

Patogeny jsou mikroby schopné vyvolavat rlizna onemocnénti jejich hostitele.
Virulence je velmi individudlni a napfi¢ svétem mikrobi velice variabilni.
Z toho divodu existuji kmeny s rozdilnou virulenci, ackoliv se jedna o jeden
patogenni druh (Bednar 1996). Virulence u gramnegativnich bakteridlnich
bunék je mimo jiné urcena uvoliiovanym endotoxinem nebo pritomnosti
kapsuly (Horacek 2000). Na zdkladé miry virulence rozliSujeme kmeny
avirulentni a mdlo virulentni, neschopné nebo omezené schopné vyvolat
onemocnéni u hostitele, stf‘edné virulentni, schopné vyvolavat onemocnéni a
dale se Sirit a vysoce virulentni, jez sice nejsou schopny tak masivniho Sifeni,
jako virulentni kmeny, ale mohou zapricinit smrt vétSiny svych hostiteld.
Malo virulentni kmeny slouzi jako hlavni podklad pro pripravu ockovacich
latek, s tim souvisi i atenuace, umélé sniZovani virulence (Votava 2005).

Infekce zpiisobend pritomnosti S. dysenteriae se do organismu dostava
prevazné Usty a je zapri¢inéna nedostatecnou hygienou nebo
kontaminovanou potravou. Po priichodu S. dysenteriae travici soustavou
dochazi k jejimu mnozeni v tenkém stievé a nasledné poskozuje epitelidlni
buniky v tlustém stfevé. Zminéné chovani je projevem cinnosti 140 Md
plasmidu, na némz jsou lokalizovany geny pro koédovani strukturalnich
membranovych proteind, které cely proces ridi. Infekce vyvolana pritomnosti
enterotoxigenni E. coli se dokonce S§iii ze zazivaciho traktu nebo z mocového
meéchyre do krevniho obéhu.

1.3.1. Zakladni slozky patogenity

Do jaké miry je patogen zpusobily k posSkozeni hostitele, urcuji tri zakladni
slozky patogenity. Schopnost vlastniho Sifeni mezi hostiteli neboli
kontagiozita, schopnost vstupu do hostitele a nasledného mnoZeni a Sireni
uvniti téla oznacovana jako invazivita a aktivni nebo pasivni schopnost
poskozeni hostitele tzv. toxicita (Votava 2005). Shigella dysenteriae, narozdil
od enterotoxigenni E. coli, pronikd do epitelidlnich bunék strevni sliznice.
Musime zvazit skutecnost, Ze projevy onemocnéni ¢asto souvisi s vlastni,
nékdy velmi intenzivni, reakci organismu hostitele na pritomnost patogenu.

1.3.2. Klinicky obraz onemocnéni vyvolaném E. coli

E. coli zplisobuje ¢etné infekce mocovych cest, novorozeneckou meningitidu a
Casta strevni onemocnéni. V souvislosti se stfevnimi chorobami rozliSujeme 5
zakladnich podtypt E. coli podle produkujiciho toxinu (nékteré zdroje uvadeéji
i dalsi) - ETEC, EPEC, EIEC, EHEC znamy i jako STEC a EAEC (Mueller 2020).
Konkrétni kmen urcujeme prostrednictvim sérotypizace a klicovou roli hraje
pritomnost faktort virulence (Bene§ 2009). Pti sérotypizaci patogenni E. coli
se nejcastéji pouziva lipopolysacharidovy neboli O-antigen a H antigen

13



(bicikovy) (Bryan 2015). Zakladni charakteristiku a odlisSnosti skupin

popisuje tabulka ¢. 2.

Tab. 2: Zakladni skupiny E. coli zptisobujici stfevni onemocnéni (Zdroj: Mueller 2020)

Skupina Nazev Sérotyp Charakteristika Zdroj infekce
ETEC enterotoxigenni | Neuvadi se plvodci tzv. poziti
E. coli konkrétni cestovatelskych | kontaminova-
sérotyp spojeny | prdjma; né vody
s produkci subtropické a
toxind. tropické oblasti
s
nedostate¢nou
hygienou
EPEC enteropatogen- = 15 O sérotypl; | plvodci nejCastéji
ni E. coli nejrozsirenéjsi: | vodnatych poziti
0111, 055, prajma; kontaminova-
026 predevsim né vody nebo
kojenci a malé potravy
déti; vznik
epidemickych
ohnisek
EAEC enteroagregativ- Neuvadi se plvodci tzv. poziti
ni E. coli konkrétni cestovatelskych kontaminova-
sérotyp spojeny  prdjm{; né vody
s produkci rozvojové
toxind. oblasti; akutni i
chronické
pfipady
vodnatého
prdjmu
EHEC/STEC | enterohemora- = Sérotypy O157: | plvodci poziti
gickd/ H7, 0104: H4 a  hemoragické kontaminova-
shigatoxigenni | dal$i (produkce | kolitidy né zeleniny,
E. coli Shiga toxinu) (vSechny nedostate¢né
vékové tepelné
skupiny), upraveného
hemolyticko- hovéziho masa
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uremického
syndromu (déti
do 5. roku a
dospéli starsi 60
let)

nebo
nezpracova-
nych mléénych
vyrobk{



Skupina Nazev Sérotyp Charakteristika Zdroj infekce

EIEC enteroinvazivni | 14 O sérotyp(;  plvodci poziti
E. coli nejrozsifenéjsi:  onemocnéni s kontaminova-
0124, 028 projevy stejnymi né zeleniny
jako u nebo
bakterialni nedostate¢né
dysenterie tepelné
zpUsobené upraveného
Shigellou masa

Terapie je v pripadé E. coli odliSnd u bakteridlnich infek¢nich prijmi a
extraintestinalnich infekci. V ptripadé druhé varianty se podavaji antibiotika
nejcastéji ze skupiny aminoglykosidii, naptiklad gentamicin, netilmicin a
amikacin v kombinaci s B-laktamovymi antibiotiky. Vzhledem
k nedostatecnému vstiebavani v travicim traktu se aplikuji parenteralné
(Benes 2009).

Hemolyticko-uremicky syndrom

Hemolyticko-uremicky syndrom (HUS) je onemocnéni souvisejici
s trombotickymi mikroangiopatiemi (TMA). TMA se projevuji
trombocytopenii, hemolyzou a tvorbou tromba v malych cévach, v jejichz
disledku dochazi k poskozeni a selhdvani organt. Mezi nejcastéji se
vyskytujici TMA patfi STEC-HUS, zplsobeny shigatoxigenni E. coli,
tromboticka trombocytopenicka purpura (TTP), aHUS (atypicky HUS) a
sekundarni HUS (Jokiranta 2017).

STEC-HUS nastupuje obvykle po nékolik dni trvajici gastroenteritidé
zpusobené STEC, nejcastéji sérotypem 0157: H7 nebo 0104: H4. Jeho
spoustécem je cinnost A a B podjednotek Shiga toxinu. NejcCastéji jsou
poskozeny ledviny nebo tracnik, ale infekce mtliZe zasahnout i oci, mozek a
dalsi organy. (Benes 2009) Tkanovy tropismus Shiga toxinu na zakladé silné
exprese Gb3 na glomeruldrnim endotelu je hlavnim diivodem, pro¢ infekce
zasahuje zejména ledviny (Jokiranta 2017).

V€asnd symptomatickd terapie je nadmiru dilezita, jelikoz stav témér
poloviny pacientli vyZaduje hemodialyzu nebo peritonedlni dialyzu. Jedna se
o velmi zdvazné onemocnéni, postihujici prevazné déti do 5 let a osoby starsi
60 let. Trvalé nasledky ve formé renalni insuficience, proteinurie nebo
hypertenze se vyskytuji u témér 25 % pacientli (Bene$ 2009). Mortalita se
pohybuje pod 5 %. Specificka 1é¢ba zamérena na STEC-HUS v soucasné dobé
neexistuje, 1é¢i se prevazné symptomy onemocnéni (Walsh 2019). Podavani
antibiotik je kontraindikovano z divodu dalsi lyzy bakteridlnich bunék.
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1.3.3. Klinicky obraz onemocnéni zptisobeného bakterii Shigella
dysenteriae

Klinické priznaky zplisobené infekci S. dysenteriae nastupuji po relativné
kratké dvoudenni inkubacni dobé. Shigel6za je provazena teplotami, pripadné
horeckou, ¢astou vodnatou stolici s krvi a hlenem a bolestivym vylu¢ovanim.
Jedna se o vyhradné lidské onemocnéni (Horacek 2000). Nasledna terapie
zahrnuje dietu s podporou dezinficiencii (nifuroxazid, kloroxin). Z prevazné
epidemiologického dlivodu se podavaji antibiotika, z nichZ miZeme zminit
Kotrimoxazol a trimethoprim (Benes 2009).

1.4. Toxiny

Toxické bakterialni proteiny, zkracené toxiny jsou latky prevazné bilkovinné
povahy. Proteinové toxiny muzeme rozdélit do dvou skupin - exotoxiny a
endotoxiny. Prvni zminovana skupina produkuje toxiny do okoli bunky a je
spojovana s grampozitivnimi (G+) i gramnegativnimi (G-) bakteriemi.
S endotoxiny jsou spojovany gramnegativni bakterie, které toxiny do okoli
buniky uvolnuji prevazné po naruseni bunécné membrany (Votava 2005).

1.4.1. Exotoxiny

Utinek téchto toxint neni omezen pouze na misto infekce, ale mize
difundovat na vétsi vzdalenost. Exotoxiny porusuji bunécné membrany
hostitelskych bunék, prostiednictvim receptord se mohou vazat na specifické
burniky organismu (enterocyty, leukocyty, neurony etc.) a poSkozovat nebo
inhibovat jejich c¢innost (bunécny cyklus, syntézu proteinli etc.). Oproti
endotoxinlim jsou exotoxiny vice toxické, ale zaroven termolabilnéjsi (pfti
vysokych teplotach dochazi k jejich denaturaci). Geny pro syntézu exotoxint
se nachdazeji prevazné na temperovanych bakteriofazich a plazmidech a jejich
tvorba tak neni pro bakterie prioritni, ale jedna se o uZitecny nastroj k preziti
(Hrdina et al 2004).

Proteinové toxiny rozdélujeme na povrchové aktivni, které interaguji
s bunéfnou membranou, cytolytické (poSkozuji bunécnou membranu) a
enterogenné (intracelularné) ptisobici (Popoff et al 2004). Mezi enterogenni
exotoxiny se radi Shiga toxin produkovany S. dysenteriae a nékterymi kmeny
E. coli.

1.4.2. Shiga toxin

Nazev Shiga toxin je odvozen od piivodce bakteridlni dysenterie (Shigella
dysenteriae), kterou v roce 1898 poprvé popsal Kiyoshi Shiga (Bergan 2012).
V roce 1977 dr. Jeffrey D. Konowalchuk spolecné se svym tymem uvedl
védeckou studii, ve které byl poprvé popsan tzv. Vero toxin (dnes znamy jako
Shiga toxin). Tento toxin produkovany nékterymi kmeny E. coli byl toxicky
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pro Vero buiiky (extrahované epitelové ledvinné buriky Chlorocebus aethiops)
(Takede 1997). Kultivacni filtraty, v nichz se Vero toxin prokazal, byly odliSné
od termolabilnich a termostabilnich enterotoxinli, béZzné produkovanych
zastupci E. coli. Od termolabilniho enterotoxinu se nelisil pouze cytotoxicitou,
ale i u¢inkem na Vero buiiky (Konowalchuk 1977).

Shiga toxin produkovany bakterii Shigella dysenteriae sérotypem 1 vykazuje
stejnou biologickou aktivitu jako Shiga-like toxiny produkované kmeny E. coli
(O’brien 1987). Molekula toxinu obsahuje podjednotku A (32 kDa) a pét
podjednotek B (7,7 kDa) (Marejkova 2015). Podjednotka A zplisobuje
poskozeni eukaryotického ribozomu a tim zastavuje syntézu proteint
v hostitelské buiice. Homopentamer B se vaZe na bunécny receptor Gb3
(globotriaosylceramid) na endotelovych bunkach (Melton-Celsa 2014). Po
vstupu podjednotky A do cytosolu dochdzi v misté citlivém na trypsin
k jejimu Stépeni furinem na fragment A1 (27 kDa) a A2 (4 kDa). A1 fragment
plisobi jako specifickd N-glykosidasa a Stépi adeninovy zbytek z 3’ konce
28S podjednotky rRNA. Tato depurinace blokuje elongacni faktor 1, na némz
je zavisla vazba aminoacyl tRNA a zpiisobi tak inhibici syntézy proteini a
apoptézu buniky (Mukhopadhyay et al 2020). Kmeny produkujici vyhradné
Shiga toxin Stx2 jsou spojovany s HUS, zatimco kmeny produkujici oba typy
(Stx1 i Stx2) Shiga toxinu se vyskytuji u méné zavaznych gastroenteritid.
(Russo 2016) Stx1 a Stx2 se lisi predevSim sekvencemi obsazZenych
aminokyselin. Zaroven je Stx2 ptiblizné 400x toxiCtéjsi nez Stx1 a mizZe
zplisobit neuronalni dysfunkce. (Melton-Celsa 2014)

0 0
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Obr. 1: Struktura receptoru Gb3 (globotriaosylceramid). Galaktosy jsou znazornény zelené,
glukosa zluté, sfingosin modre, bile je variabilni fetézec mastnych kyselin (zde C16:0).

Dlikazem velmi vysoké virulence je malad infekéni davka bakterii (10-100)
(Marejkova 2015). Kromé Shiga toxinu je mozné nalézt v kmenech STEC i
dalsi faktory virulence. Jednim z nich je napiiklad adherencni faktor intimin
kédovany genem eae, ktery je zodpovédny za tésnou adhezi k enterocytim
tlustého stieva (Bryan 2015).

Pozoruhodnou vlastnosti Shiga toxinu je jeho mozné vyuZiti spolecné
s terapeutickymi léky v cilené 1écbé rakoviny. Jak jiZ bylo zminéno, sklada se
z A a B podjednotky, a pravé B podjednotka hraje v této oblasti diilezitou roli.
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(Engedal 2011). Zdravé bunky jsou chranéné pomoci sfingolipidd, které
vytvaii odolnou vnéjsi fosfolipidovou vrstvu biomembrany. V pripadé
rakoviny dochazi ke zménam metabolismu a sloZeni glykosfingolipid{i (GSL) a
v nadorovych tkanich vyznamné narlistd exprese Gb3. Holotoxin Stx ma
oproti konven¢nim chemoterapeutikiim fadu vyhodnych vlastnosti. Bunky
usmrcuje Uc¢innym zplsobem pii nizkych davkach a k terapeutickym tucelim
staci Stx aplikovat jednou ptipadné opakovat v fadu jednotek (Ishitoya 2004).
Dale je mozZno vyuZit inherentni toxicitu Shiga toxinu, pripadné vektory
(prostiednictvim vazebnych podjednotek) k aplikaci dalSich potiebnych latek
k diagnostice, terapii nebo imunizaci (Bergan et al 2012). Kombinace cis-
platiny a Shiga toxinu Stx1 miiZe poslouzit jako uc¢inna lécba malignich
nadorovych bunék rezistentnich vici béznym léciviim. Stx1 dokaZe obnovit
citlivost malignich mesoteliomti na cis-platinu (Johansson et al 2010). Shiga
toxin B podjednotka se rovnéz zda jako velmi vhodny antigenni nosi¢ pfi
vyvoji ockovacich latek (Bergan et al 2012). Hlavni problém vyuZiti aktivniho
Stx spociva v moznych vedlejSich ucincich. Ackoliv ve spojitosti s STEC mohou
nastat Zivot ohroZujici komplikace, u purifikovaného Stx je to velmi
nepravdépodobné. Presto je zapotiebi dalSiho vyzkumu k posouzeni
kratkodobych i dlouhodobych uc¢inki Stx (Engedal 2011).

1.5. Metody analyzy toxinti a jejich ptivodcii

K identifikaci hledaného bakteridlniho infek¢niho agens dochazi prevazné
v mikrobiologickych laboratorich. Hlavnim ukolem téchto laboratofi je
neprima (neptimy prikaz) nebo prima (primy prikaz) diagnostika ptivodce
infekce. Neprimy priikaz je zaloZen na vyuZiti poznatk o daném patogenu a
prikazu protilatek nejcastéji prostiednictvim sérologie. Oproti tomu primym
ditkazem prokazujeme pritomnost patogenniho organismu nebo jeho c¢asti
pfimo ve vzorku. K tomu se vyuzivaji izolacni a mikroskopické metody,
prikazy nukleovych kyselin, priikazy antigent etc. (Votava 2014).

1.5.1. Kultivace

Abychom mohli urcity patogen dale studovat, je vhodné pomoci kultivace
ziskat Cistou kolonii pro dalsi vyzkum. K pozitivnimu riistu bakterii je tieba
vytvorit optimalni podminky, zahrnujici dostatek Zivin, vody, vhodnou teplotu
a pH etc. V soucasné dobé miiZeme vyuzit Siroké spektrum kultivac¢nich ptid,
agarli a tekutych médii. Kazdé z téchto kultivacnich médii ma specifické
slozeni a je vhodné pro uréitou skupinu biologickych agens. Zivna média
miZeme rozdélit podle konzistence (tekuté a pevné), sloZzeni (prirozené a
syntetické) a ucelu k jakému jsou urceny (Votava 2005). Priklady kultiva¢nich
pid jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Ackoliv existuje fada doporucenych
kultiva¢nich piid a médii pro konkrétni biologicka agens, je rozdil v jejich
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ucinnosti. To znameng, Ze ackoliv se jedna o vhodnou pidu k rlstu daného

mikroorganismu, miiZe se stat, Ze na jiné, rovnéz doporucené, plidé poroste

patogen lépe a rychleji. Stejné je to i v pripadé tekutych médii.

Tab. 3: Priklady kultiva¢nich pid, jejich vlastnosti a vhodné organismy (Zdroj: Jurankova

2011, Koukalova 2005)

Nazev média

Viastnosti

Kultivované
mikroorganismy

Endova puda

MacConkey agar

Deoxycholat-citratovy
agar

Krevni agar

Cokoladovy agar

Sabouraudtiv agar

Luria-Bertani

Brain-heart infusion

obsahuje laktosu a
Schiffovo reagens;
selektivné diagnosticka
plda

vlastnosti podobné jako
Endova plda; selektivné
diagnosticka plda

obsahuje NazS20s3,
deoxycholan, citrat
zelezity; selektivné
diagnosticka ptda

obsahuje 7-10 % beranich
erytrocytl; diagnosticka
plda

zahratim krevniho agaru na
80 °C (hemolyza)

obsahuje glukosu a
pepton; selektivni plda

obsahuje kaseinové
peptony a peptidy;
selektivné diagnosticka
plda

obsahuje infuzi z vafreného
hovéziho srdce a mozku;
selektivné diagnosticka
plda
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G- bakterie;

Enterobacteriaceae:
Shigella sp., E. coli,
Salmonella sp. etc.

G- bakterie;
Enterobacteriaceae:
Shigella sp., E. coli,
Salmonella sp. etc.

G- bakterie; Salmonella sp.,
Shigella sp., etc.

G+ i G- bakterie; Neisseria
sp., Streptococcus sp.,
Shigella sp., E. coli, etc.

Haemophilus sp., Neisseria
sp.

kvasinky a plisné

E. coli, Shigella sp.

G+ i G- bakterie;
Streptococcus sp.,
Meningococcus sp.,
Pneumococcus sp., E. coli,
Shigella sp. etc.



1.5.2.Metody imunodetekce

Kromé béznych kultivacnich a jinych biologickych diagnostickych metod, jsou
¢im dal castéji neopomenutelnou soucasti diagnostiky rovnéz tzv. CIDT
(culture-independent diagnostic tests). Jedna se o soubor specializovanych
imunodetek¢énich metod, které maji radu vyhod a jak z nazvu vyplyva nejsou
z4vislé na kultivaci biologickych agens. Casto jsou rychlejsi, méné naro¢né na
material, manipulaci, uchovavani nebo ptevoz. Riizna biologicka agens rostou
velmi pomalu, coZ je nezadouci v situacich, kdy potirebujeme rychle
diagnostikovat o jaky mikroorganismus pripadné toxin se jedna (Doggett
2016).

Imunologickych detekénich metod existuje cela fada. Metody imunodetekce
jsou zalozeny na interakcich antigen-protilatka a mtzeme je rozdélit do dvou
skupin - imunoprecipitacni a imunoanalytické. Prvni skupina zahrnuje
imunodifazni a imunodetekéni optické metody. Jednoducha radialni
imunodifize je zaloZena na inkubaci antigenti ve specialnim gelu obsahujicim
protilatky a vysledkem této inkubace je imunoprecipitacni prstenec. Na
zakladé velikosti prstence je urceno mnoZstvi antigenu ve vzorku.
Imunodetekéni optické metody vyuZivaji k detekci spektrofotometrii.
Imunoanalytické metody jsou zaméfeny na znaceni antigenu pripadné
protilatky, k ¢emuz se vyuZivaji prevazZné enzymy, radioizotopy pripadné
chemické nebo fluorescencni latky. Pro diagnostiku gramnegativnich
fakultativné anaerobnich tyCek z Celedi Enterobacteriaceae se pouZiva
predevsim primy kultiva¢ni prikaz s vyuzitim biochemickych enterotestt I, 11
a testu ELISA (Jilek et al 2002).

ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) je zaloZzena na detekci
antigenu prostiednictvim protilatky znacené enzymem. Obvykle se pouZiva
96 nebo 384 jamkova desticka a enzymy avidin-peroxidaza neboli HRP
(horseradish peroxidase) a alkalicka fosfataza. Z diivodu niZsitho detekcéniho
limitu se prioritné vyuziva HRP (Lin 2015). Enzymy katalyzuji barevnou
reakci a nejcastéji vznika barevny produkt z bezbarvého substratu (Jilek et al
2002). I v pripadé ELISA rozdélujeme nékolik metodologickych typti, ELISA
prima, nepiimd, sendvicovd a kompetitivni. U primé metody je protilatka
konjugovana s enzymem k detekci antigenu primo. Pokud je sekundarni
protilatka pouZita k amplifikaci signdlu primarni protilatky pripojené na
antigen, jedna se o neprimou metodu. Sendvicovd ELISA se vyznacuje nejvyssi
citlivosti ze zminénych metod a jamky desticky jsou pii ni vyplnény
protilatkami. Do jamek se nasledné prida vzorek a mezi protilatkou a
antigenem vznikd vazba. Poté se aplikuje druhad protildtka s navazanym
enzymem, ktery rozpozna odliSny antigenni determinant totoZného antigenu.
Pti kompetitivni metodé dochdzi k interakci imobilizovanych antigenii na
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desticce se smési komplexu protildtka-antigen a volné protilatky v kapalné
fazi (Lin 2015).

1.5.3. Detekce pomoci PCR

Nesmime opomenout diagnostiku pomoci polymerazové retézové reakce
neboli metodu PCR (Polymerase Chain Reaction). Ackoliv jsou konvencni
kvantifika¢ni metody zaloZené na biochemickém, sérologickém a kultivacnim
principu bezpochyby spolehlivym nastrojem, jednd se o velmi pracné a
zdlouhavé procesy. Oproti tomu PCR metoda je nejen efektivni, ale i rychla
(Duracova et al 2018). Pokud se zaméfime na efektivitu a rychlost v rdmci
proteomické analyzy a diagnostiky, existuji metody vhodné;jsi nezli PCR. Témi
jsou napriklad hmotnostni spektrometrie, proteinova microarray, gelova
elektroforéza etc.

Nicméné PCR a jeji varianty lze s uspéchem vyuZivat k rychlé detekci a
identifikaci. Napriklad na zakladé porovnani tii detek¢nich metod, PCR, RTQ-
PCR a ddPCR ve studii Comparing the performance of conventional PCR, RTQ-
PCR, and droplet digital PCR assays in detection of Shigella, dosli védci
k zavéru, Ze metoda ddPCR (droplet digital PCR) byla ze vSech tfi zminénych
metod nejvyhodnéjsi. Predkultivace trvala krat$i dobu a limit detekce pro
genomovy tetézec DNA byl 10-5 ng/ul, coz vykazuje vyssi citlivost oproti
zbylym metoddm (Yang et al 2020). Kontraindikovano je pouziti PCR v situaci,
kdy je nutné diagnostikovat neznamy vzorek (Duracova et al 2018). Jak jiz
vyplyva z diive receného, PCR dokaZe odhalit pritomnost i velmi malého
mnozstvi patogenni (virové ¢i bakteridlni) DNA. Princip PCR spociva
v odhaleni hledané (znamé) nukleotidové sekvence nukleové Kkyseliny a
nasledné amplifikaci této sekvence. Diky tomu miZeme ziskat vétSi mnozstvi
kopii studovaného dseku DNA i z malého vzorku. Na zakladé typu vychoziho
templatového tetézce rozdélujeme DNA-PCR a RNA-PCR (Jilek et al 2002).
PCR probihd za ucasti dvou primerli, které s obéma stranami
amplifikovaného useku DNA jednoho templatu hybridizuji, dale jsou
pritomny ¢tyti deoxynukleosidtrifosfaty a termoresistentni DNA-polymeraza.
Tato smés se opakované zahiiva a ochlazuje a cyklus se nékolikrat opakuje
(Koolman, Roéhm 2012). Pribéh PCR popisuje obrazek ¢.2

21



DNA pri o
primer & 0 P «———  nukleotid
/ g

Gsek DNA

P &

1. Denaturace 94-96 °C
| |
T
SR, 2. Hybridizace (annealing) 50-70 °C
Llilyly 3. Elongace 65-75 °C
/ .
Ty 2. cyklus m
7\7I77I7L mu—u—h“—u—‘
T W Gue
(HUNOOEES  ERIEE LIl DGIGO0EEE, A
n-cyklus
M -0 Kopii
Ll

Obr. 2: Priibéh polymerazové retézové reakce

1.5.4.Hmotnostni spektrometrie - identifikace a cilena proteomicka
analyza

Proteomicka analyza zahrnuje identifikacni a kvantifikacni technologie
k stanoveni celkového proteinového obsahu ve zkoumaném organismu (tkani,
burice) nebo vybranych jednotlivych proteinti (Aslam 2016).

Pokrocilou analytickou metodou v této oblasti je pravé je jiz zminovana
hmotnostni spektrometrie (MS, mass spectrometry). Je zaloZend na meéfeni
poméru hmoty a elektrického ndboje m/z (mass to charge ratio), ¢imz je
napomocna pri urcovani molekularni hmotnosti proteinti. MS sestava ze tii
hlavnich technologickych c¢asti. K prevedeni plynnych molekul vzorku na
ionty, pripadné k presunu existujicich iontli vzorku do plynné faze slouZzi
spocivajici v nadmérné fragmentaci termolabilnich a vétSich molekul. Prilom
nastal v 80. letech vyvojem MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption/
Ionization) a ESI (Electrospray ionization) (Domon et Aebersold 2006).
Druhym modulem MS je hmotnostni analyzdtor, ktery vyuziva
elektromagnetickd pole k roztridéni ionti na zakladé jejich hmotnosti.
Hmotnostnich analyzatorli existuje celd fada a mohou tak pracovat na
odliSnych principech, nicméné vysledkem je vzdy pomér m/z (Matthiesen et
Bunkenborg 2013). Vyuziti magnetickych poli se tyka naptiklad relativné
nového Orbitrapu nebo FT-ICR. Orbitrap ma oproti FT-ICR vyhodu spocivajici
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v absenci velmi ndkladného supravodivého magnetu (Domon et Aebersold
2006). Treti casti je detektor zaznamenavajici signal, jenz lze dale
elektronicky zesilit a ulozit. Slouzi k pocitani vybranych specifickych ionti
v redlném case. Stejné jako v pripadé analyzatort, i mezi detektory mizZeme
nalézt riizné druhy, napriklad elektronovy multiplikator, induktivni detektor
nebo scintila¢ni pocita¢ (Matthiesen et Bunkenborg 2013).

Obecné lze rici, Ze se ziskany vzorek peptidi zavede do systému kapalinové
chromatografie, ktery je propojen s MS, ¢imz dochazi k eluci do iontového
zdroje. Vzniklé kationty jsou nasledné privedeny do akcelera¢ni komory, kde
je zvySovana jejich rychlost. Poté vstupuji do magnetického pole, kde dojde
k usmérnéni jejich pohybu. Peptidy jsou vétSinou v hmotnostnim
spektrometru podrobeny fragmentaci na mensi ¢asti a ty dopadaji nakonec
na detektor, kde jsou detekovany a zaznamenany (Pertile 2006).

Pouzité metody se lisi na zadkladé vyuziti raznych zdroji iontd, hmotnostnich
analyzatori a detektorii. V ramci této bakalaiské prace jsme se rozhodli pro
techniku tandemové hmotnostni spektrometrie LC-MS/MS (Liquid
chromatography-tandem mass spectrometry) na pristroji Orbitrap s vyuZzitim
nanoelektrosprejové ionizace (Fenn et al 1989). Vysledkem tohoto méreni
jsou zakladni raw data s fragmentaCnimi spektry, kterd porovnavame se
znamymi proteinovymi sekvencemi biologického agens, coZ se celé déje
pomoci specifickych softwar a databazi. Ziskané informace jsou nasledné
zaneseny do tabulky, kde jsou uvedeny zjisténé proteiny a peptidy (Grebe et
Singh 2011).

1.5.5. Priprava proteinového vzorku

Dosazeni kvalitniho vysledku proteomické analyzy zavisi do zna¢né miry na
Cistoté a komplexité vzorku. Kvalitu dat ovliviiuje tedy i znecisténi z rtznych
zdrojl. S tim souvisi i fakt, Ze se ¢asto ve vysledcich objevi hodnoty proteinti
nejen zkoumané bunécné kultury, ale i proteint z kultivacniho média, odévu
nebo koZniho keratinu (Rogers et Bomgarden 2016). Pokud jsou vzorky
proteinii kontaminované chemicky Ccisticimi prostredky, lze je precistit
pomoci filtra (Matthiesen et Bunkenborg 2013).

Priprava proteomického vzorku se liSi v zavislosti na zdroji pouZitého
materidlu. V pripadé analyzy bakteridlnich toxinG se za prvni krok povazuje
lyza bunék. Lyzy miizeme docilit pouzitim rtiznych chemickych a biologickych
latek (pufry, detergenty etc.) nebo fyzikdlnimi silami (French press,
ultrazvukovy sonikator) (Domon et Aebersold 2006). Nasleduje denaturace,
ke které se vyuzivaji chaotropy, detergenty, teplo etc. Plisobeni téchto c¢inidel
zvySuje proteinovou digesci a pomaha pri solubilizaci a rozvijeni vyssi
struktury proteinti. Po denaturaci nasleduje redukce s alkylaci a enzymaticka
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digesce. Konecny proteinovy vzorek je tedy Stépen na kratsi ¢asti a vysledny
peptidovy vzorek je nasledné analyzovan pomoci hmotnostni spektrometrie
s prediazenou frankcionaci pomoci kapalinové chromatografie (Domon et
Aebersold 2006). Nejcastéji pouzivanou protedazou, z diivodu relativné nizké
ceny a vysoké aktivity, k pripravé vzorkli pro naslednou hmotnostni
spektrometrii je trypsin. Pouziva se c¢asto v poméru 1:50 trypsinu
k celkovému proteinovému obsahu. Po digesci je vhodné zajistit odstranéni
kontaminantli za pouziti napt. mikrokolon s reverzni fazi. Dosdhneme tak
vyssi citlivosti pred samotnou hmotnostné spektrometrickou analyzou
(Matthiesen et Bunkenborg 2013). Priprava kvalitniho vzorku pro
hmotnostni spektrometrii je velmi dulezitd k dosaZeni hodnotnych a
presnych vysledkl. Vyhody a nevyhody nékterych metod pripravy
proteinovych vzorkil jsou uvedeny v tabulce ¢. 4.

Tab. 4: Vyhody a nevyhody nékterych pouzivanych metodik k p¥ipravé vzorkil pro MS
(Zdroj: Makridakis et Vlahou 2017)

Digesce v roztoku GeLC-MS FASP

Vyhody Bez vyraznych ztrat Bez vyraznych ztrat = Efektivni extrakce
protein; rychly protein(; efektivni | protein(; gisténi
pribéh; extrakce proteinll; | vzorku; kompatibilni
kompatibilni s label = malé mnozstvi s label free
free metodami a potifebného metodami a
metodami materialu pro metodami
vyuzivajici kvalitni vysledky vyuzivajici
izotopové znaceni  (5-10 pg); Cisténi izotopové znaceni

vzorku

Nevyhody Neprilis Ucinna Casova naroénost;  Vy$&i mnozstvi

proteinova extrakce

pracny postup
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2. Prakticka cast

2.1. Laboratorni material

2.1.1. Bakterialni kmeny

Proteomickd charakterizace probihala u tfi bakteridlni kmenl Shigella
dysenteriae a jednoho bakterialniho kmenu Escherichia coli (Tab. 5). Vyzkum
probihal na pracovisti Katedry molekularni patologie a biologie, Fakulty
vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany.

Tab. 5: Seznam bakteridlnich kmeni a jejich ocekavanych toxind, oznac¢eni NCTC (National
Collection of type culture), (Zdroj: phe-culturecollections.org.uk)

bakterialni kmen kmen sérotyp oéekavany toxin
(NCTC oznaéeni*)
NCTC 04837 Shigella dysenteriae 1 Shiga toxin, Stx
NCTC 08379 Shigella dysenteriae 1 Shiga toxin, Stx
NCTC 09347 Shigella dysenteriae 9 Shiga toxin, Stx
NCTC 13562 Escherichia coli 0104:H4 2higa toxin, Stx1,
tx2

2.1.2. Agary a tekuta média

+ Brain Heart Infusion (BD, Le Pont-de-Claix, Francie)

+ Columbia Agar with Sheep Blood, poskytnuto FNHK mikrobiologie (Oxoid,
Némecko)

+ Luria Bertani agar (Serva, Némecko)

+ Luria Bertani broth (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ MacCONKEY broth (Merck Group, Darmstadt, Némecko)
+ MacCONKEY agar (Merck Group, Darmstadt, Némecko)
+ Nutrient broth (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Nutrient agar (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

2.1.3. Chemické latky

+ 2-butanol (Sigma-aldrich, St. Louis, USA)

+ Acetonitril (ACN) (Merck Group, Darmstadt, Némecko)
+ Ammonium bicarbonate (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
+ Benzonaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Beta-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
+ CelLytic™ Express (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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+ Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Dodecylsulfat sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ EDTA free protein inhibitor coctail (Roche, Némecko)

+ Ethyl acetat (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Hydrogenuhlic¢itan amonny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Jodacetamid (IAA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Kyselina mravenci (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Kyselina octova (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma Aldrich Corp., St. Louis, USA)
+ Methanol (Merck, Darmstadt, Némecko)

+ MOPS SDS Running Buffer (20X) (Novex, Carlsbad, USA)

+ NuPAGE™ Sample Reducing Agent (Invitrogen, Carlsbad, USA)

+ NuPAGE™ LDS Sample Buffer (Invitrogen, Carlsbad, USA)

+ NuPAGE™ Bis-Tris gel 4-12 % (Invitrogen, Carlsbad, USA)

+ NuPAGE™ Antioxidant (Invitrogen, Carlsbad, USA)

+ PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Precision Plus protein standard Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, USA)
+ Proteinové standardy albuminu (Thermo Fisher Scientific, USA)

+ Pufr na elektroforézu (Bio-rad, USA)

+ Sodium deoxycholate monohydrate (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
+ Thiosiran sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Tris (2-karboxyetyl) fosfin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Tris-HCI (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Trypsin, Sequencing Grade Modified (Promega, Madison, USA)

+ Uhlicitan sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Voda LC-MS Chromasolv (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

+ Vzorkovy pufr na elektroforézu (Bio-rad, USA)

+ xTractorTM Buffer (Clontech laboratories, USA)

2.1.4. Kapalinova chromatografie a kolony

+ Ultra microspin C18 kolony (Harvard Apparatus, Holliston, USA)

+ UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC system (Dionex, Sunnyvale, USA)

+ Predkolona Acclaim PepMap100 (Thermo Fisher Scientific, USA)

+ Separacni kolona Acclaim PepMap RSLC (Thermo Fisher Scientific, USA)
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2.1.5. Kity

+

Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)

2.1.6. Laboratorni material

<+

<+

+

Filtr 0,22 pm spin Ultrafree-MC (Amicon, Millipore Corporation, Bedford,
USA)

Félie na mikrotitracni desticky (AB Sciex, Foster City, USA)
Indikatorové pH papirky (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Koncentracni a odsolovaci filtry Amicon, (rtizné velikosti Amicon, Millipore
Corporation, Bedford, USA)

Laboratorni plast - kultivacni zkumavky s vétracim
vickem, Petriho misky, klicky rizné velikosti

Laboratorni sklo - zasobni lahve, Ehrlenmeyerovy banky, kadinky,
odmérné valce

Mikropipety - rizny objem (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Mikrotitraéni desti¢ka (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

Mikrozkumavky a kryozkumavky - rtzny objem (Eppendorf, Hamburg,
Némecko)

Ochranné osobni pomitcky (latexové rukavice, rouska/respirator, plast,
bryle)

Spicky pro mikropipety - riizny objem (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Vanicky pro multikanalovou pipetu (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

Vialky pro HPLC (Waters, Milford, USA)

Zkumavky centrifuga¢ni - rizny objem (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

2.1.7. Pristroje a programové vybaveni

<+

Analytické vahy - Mettler Toledo AG (Laboratory & Weighing Technologies,
Greifensee, Svycarsko)

Elektroforeticka vana s prislusenstvim (Invitrogene, UK)
Flowbox (Bioair, Italie)
Fluostar optima (BMG labtech)

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

Hmotnostni spektrometr QExactive (Thermo Fisher Scientific, USA)

Proteome Discoverer 2.4 (Thermo Fisher Scientific, USA)
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+ Magnetickd michacka Hotplate & Stirrer JENWAY 1000 (Jenway, Dunmow,
Velka Britanie)

+ Minicentrifuga stolni (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

+ Paradigm Detection Platform (Beckman Coulter, Brea, USA)

+ Multimode Analysis Software (Beckman Coulter, Brea, USA)

+ Termomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

+ Ultrasonic Processor UP200ST (Hielscher, Némecko)

+ Vakuova odparka 5301 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

+ Vortex MS2 (IKA Works, Wilmington, USA)

2.2. Kultivace

Bakteridlni kmeny z ampuli byly revitalizovany a nasazeny na plotny a do
kultiva¢nich zkumavek. Po 24hodinové inkubaci pti teploté 37 °C, byla
zmérena optickd denzita (OD) a jeji hodnoty zaznamenany pro pozdéjsi
kontrolu. Po dosaZeni dostate¢né vysoké hodnoty OD byly vzorky s vyuZitim
10% glycerolu zpracovany do formy tzv. prestockii, které byly nasledné
zamrazeny na -80 °C. Dalsi kultivace u vybranych bakteridlnich kmenti
probihala za pouziti drive pripravenych prestocki. Pro kultivace z prestocki
byla vybrana tekutd média LB, BH a krevni agar. Naockovano bylo osm
kultiva¢nich zkumavek s tekutym médiem a ctyfi plotny s krevnim agarem,
poskytnutym mikrobiologickym oddélenim Fakultni nemocnice Hradec
Kralové. Nasledné byly zkumavky umistény do tfepaciho inkubatoru a plotny
do klasického inkubatoru pti 37 °C po dobu 24 hodin.

2.3. Izolace proteinového obsahu a jeho kvantifikace

Bakterialni lyza probéhla tfemi odliSnymi metodami. Prvni metodou byla
mechanicka destrukce bakteridlnich bunék za pouziti blokového ultrazvuku
Ultrasonic Processor UP200ST. Tato metoda je u¢inn4, ale nese s sebou riziko
denaturace extrahovaného proteinu, proto se provadéla na ledu, aby
nedochazelo k priliSnému zahrivani bakteridlni kultury. V druhém pripadé se
jednalo o chemickou destrukci bakteridlnich bunék s vyuzitim
nedenaturujiciho CelLytic™ Express. Treti pouZitou metodou byl var
v lyza¢nim pufru s obsahem deoxycholatu sodného (DOCHNa).

2.3.1. Sonikace

Jednotlivé vzorky s narostlou kulturou byly z kultiva¢nich zkumavek
prevedeny do zkumavek centrifugacnich a za pouZiti centrifugy stoceny na
7000 x g pri 4 °C po dobu 5 minut. Nasledné byl odebran supernatant, ke
kterému byly pridany inhibitory protedz a umistén na led. Vznikla peleta se
resuspendovala v 3 ml 100mM Tris-HCI a po pridani 70 pl inhibitort proteaz

28



byla spole¢né se supernatantem, kvili lepsi lyze, umisténa do mrazaku na 60
minut, pri teploté -80 °C. Sonikace probihala celkové pétkrat
v 30sekundovych intervalech s 30sekundovymi pauzami a priibéZnym
chlazenim na ledu, aby nedoslo k prehiati vzorku a ndasledné denaturaci.
Nasledné se vzorky umistily znovu do centrifugy a stocily na 10 000 x g pri
4 °C po 30 minut. Vznikly lyzat byl odebran, peleta resuspendovana v 1 ml 20
mM Tris-HCI a stoCena na 5 000 x g pii 4 °C po dobu 5 minut. Po stoceni byl
lyzat i supernatant prefiltrovan na 0,22 um filtrech. Po filtraci byly vzorky
prevedeny do Amiconu 3000 MWCO a centrifugovany na 5 000 x g pii 4 °C po
dobu 15 minut. Peleta proplachnuta 2 ml 20 mM Tris-HCl, supernatant
zredukovan na 1 ml, lyzat zredukovan na 0,5 ml, vzorky byly podrobné
oznaceny a uloZeny do mrazaku na -80 °C.

2.3.2. Bakterialni lyza s vyuzitim CelLytic™ Express

Vzorky z kultiva¢nich zkumavek se ve zkumavkach centrifuga¢nich presunuly
do centrifugy a stocily pti 7 000 x g pti 4 °C po dobu 5 minut. Nasledné byl
supernatant prefiltrovan pres 0, 22 um filtry a po ptidani inhibitort proteaz
(20 pl/1 ml supernatantu) zamraZen na -80 °C. Vznikld peleta se
resuspendovala v 3 ml Brain-heart média, bylo pfiddno 150 mg CelLytic™
Express a probéhla 15minutova inkubace v trepacim inkubatoru. Takto
zlyzované vzorky byly zamrazeny na -80 °C.

2.3.3. Bakterialni lyza s vyuzitim deoxycholatu sodného

Z ploten s krevnim agarem byly klickou sebrany bakterialni kolonie a
prevedeny do fyziologického roztoku (PBS). Nasledné se zkumavky kratce
zvortexovaly a stoCily na 7 300 rpm pti 4 °C po dobu 20 minut. Mezitim byl
pripraven 5% DOCHNa v 50 mM NH4HCO3, ptricemZ navazka byla 1 g DOCHNa
na 20 ml 50 mM NH4HCO3. Po 20 minutach se vznikla peleta resuspendovala
v malém mnozstvi PBS a znovu stocila za stejnych podminek. Po centrifugaci
byl odebran supernatant a peleta se dvakrat promyvala v PBS pufru.
Pripraveny lyzacni roztok 5% deoxycholatu DOCHNa v 50 mM NH4HCO3 byl
pouzit k resuspendaci pelety v mnoZzstvi 200-400 pl. UloZeno k inkubaci do
termomixeru pri 95 °C na 10 minut, poté zvortexovano a kratce stoceno. Do
lyzatu pridana benzondza, kterd se nechala plisobit 20 minut na ledu.
Nasledné stoceno na 14 000 rpm pii 4 °C po dobu 10 minut a odebran
supernatant. Vznikly lyzat byl v mnoZstvi 2 x 20 ul nasazen na plotnu pro
kontrolu sterility a zbytek zamraZen na -80 °C pro pozdéjsi méreni bilkoviny,
plotny umistény do inkubatoru na 37 °C do druhého dne.
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2.3.4. Kvantifikace proteinového vzorku

Ke stanoveni proteinového obsahu vzorku byla vyuZita metoda BCA, jejimz
principem je chemicka reakce sodnych soli bicinchoninové kyseliny (2,2-
bichinolin-4, 4-dikarboxylova kyselina) s ionty médi. Bilkovinna kvantifikace
probihala na mikrotitracni desti¢ce s vyuzitim proteinovych standardi
hovéziho sérového albuminu (kalibra¢ni rada). Diluentem pro rozpusténi
vzorkd byla destilovand voda a vzorky byly fedény v poméru 4:1, cemuz
odpovidalo mnozstvi 20 pl vzorku a 5 pl diluentu. Nanaska slepého vzorku a
standardi byla 25 pl. Tzv. working reagent byl pripraven smisenim roztok
z kitu - bicinchoninic acid solution a copper sulfate solution v poméru 50:1.
Na mikrotitracni desticku byly postupné naneseny proteinové standardy
albuminu (kalibra¢ni rada), vzorky a nasledné pridano 200 pl working
reagentu do kazdé jamky. Desticka prekryta folii se umistila do termomixéru
k inkubaci na 30 minut pri 37 °C. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byl
meéren obsah bilkoviny s vyuzitim programu Multimode Analysis Software pri
562 nm na pristroji Paradigm Detection Platform.

2.4. Gelova elektroforéza (1D SDS-PAGE)

Gelova elektroforéza probihala s vyuzitim NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris gelt.
Zvolené gely obsahovaly celkem 12 jamek. Nejprve byly pripraveny vzorky
podle tabulky €. 6 a nasledné inkubovany v termobloku po dobu 10 minut pri
teploté 70 °C. Smichanim 50 ml dvacetkrat koncentrovaného vzorkového
pufru (20X MOPS SDS) s 950 ml deionizované vody vznikl vzorkovy pufr o
zadané koncentraci. V pripadé redukujicich podminek byl do vzniklého
vzorkového pufru pridan antioxidant (500 pl antioxidantu/200 ml 1X SDS
pufru).

Tab. 6: Priprava vzorki pro 1D SDS-PAGE elektroforézu

redukujici podminky neredukujici podminky
vzorek X pl X pl
NuPAGE™ LDS Sample 2,5 ul 2,5 ul

Buffer

NuPAGE™ Sample 1ul =l
Reducing Agent

deionizovana voda do 6,5 pl do 7,5 pl
celkové mnozstvi 10 ul 10 ul

Do prvni jamky byl nanesen proteinovy standard Precision Plus protein
standard Kaleidoscope a do dalSich jamek bylo naneseno 10 pl (20 pl)
pripravenych vzork(i. Po umisténi gelli do elektroforetické vany a naplnéni
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MOPS SDS pufru probihala elektroforéza 50 minut pii konstantnich 200 V a
100 mA. Po vyjmuti geld z kazet byly gely obarveny koloidni modii podle
metody dle Jungblutta.

2.5. Priprava vzorka pro MS

2.5.1. Enzymatické stépeni lyzatu pripravenych s 5% DOCHNa

Enzymatické Stépeni proteinovych vzorka probihalo u supernatanti a lyzatd,
které obsahovaly 100 pg bilkoviny dvéma riznymi postupy. Ke Stépeni lyzatt
pripravenych varem s 5% DOCHNa (vzorky 1-4C) byla vyuZita redukcni a
alkylac¢ni ¢inidla 200 mM dithiothretiol (DTT) a 400 mM iodacetamid (IAA).
DalSimi potrebnymi latkami byl 50 mM NH4HCO3 a trypsin. Po odebrani
poZadovaného mnoZstvi vzorku (100 pg digestu), byla tato nanaSka doplnéna
50 mM NH4HCOs3, aby celkovy objem dosahl 200 pl. Nasledné bylo pridano
200mM DTT tak, aby vysledna koncentrace byla 10 mM a probéhla redukce.
Takto pripraveny vzorek se nechal reagovat pri 37 °C po dobu 60 minut
v termomixeru. Po 60 minutach byl do vzorku ptidan 400 mM IAA (vysledna
koncentrace 20 mM) a pri laboratorni teploté se nechal inkubovat po dobu 30
minut v temnu. Prebyte¢né mnoZstvi IAA bylo zneutralizovano pridanim 200
mM DTT (vysledna koncentrace 10 mM) 15 minut pri laboratorni teploté. Aby
vysledna koncentrace DOCHNa klesla na 0,5 %, byl 50 mM NH4+HCO3 natfedén
10x. Poté byl pridan trypsin v poméru bilkovina/trypsin 20:1 a
zkontrolovano pH pomoci indikatorového papirku (hodnota 8). Vzorky byly
inkubovany do dalSiho dne v termomixeru pti 37 °C.

2.5.2. Enzymatické $tépeni vzorki pripravenych s CelLytic™ Express

Vzorky ptipravené lyzou s CelLytic™ Express (1-16A) byly pired samotnym
Stépenim presrdzeny. Nejdiive byly centrifugovany pii 21 000 x g po dobu
30 minut pti 4 °C. Odebran supernatant a vznikla peleta promyta 500 ul 90%
acetonem (-20 °C). Znovu stoc¢eno na 21 000 x g po dobu 15 minut pfti 4 °C.
Odebran aceton, peleta vysusena a resuspendovana v 50 pl 4 % DOCHNa.
Nasledné probéhlo ziedéni 150 pl NH4HCO3 pro dosazeni vysledné
koncentrace DOCHNa 1 %.

Stépeni probihalo s vyuZitim alkyla¢niho ¢inidla 400 mM IAA a redukéniho
¢inidla 100 mM DTT. Po odebrani poZzadovaného mnoZstvi vzorku (100 pg
digestu), byla nanaSka dorovnana 25 mM NH4HCO3 k dosaZeni celkového
objemu 200 pl. Pridanim 4 mM DTT (3.7/2.3 pl 100 mM DTT/25 mM
NH4HCO3) a inkubaci pti 700 rpm po dobu 45 minut pfi 60 °C doslo k redukci.
Nasledna alkylace probihala po pridani 16 mM IAA (3.7/2.3 pl 400 mM 1AA/
25 mM NH4HCO3) a inkubaci ve tmé pfti laboratorni teploté po dobu 30 minut.
Pridan trypsin v poméru bilkovina/trypsin 30:1 a zkontrolovano pH. Vzorky
byly uloZeny do termomixeru pti 37 °C k inkubaci do dalSiho dne.
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Odstranéni piebytecného DOCHNa

Nasledujici den byly umistény vSechny vzorky (pripravené s 5% DOCHNa i
s CelLytic™ Express) z termomixeru na led a okyseleny priblizné 20 ul 1%
TFA, aby se vyslednd hodnota pH pohybovala okolo 2. Bezprostiedné po
okyseleni bylo vSe zvortexovdno po dobu 60 s. DosSlo k vytvoreni bilé
srazeniny deoxycholatu. Vzorky byly centrifugovany pri 7 000 x g po dobu 5
minut. Byl odebran supernatant, vysrazeny deoxycholat byl proplachnut 1%
TFA, znovu centrifugovan 2 minuty ptfi 10 000 x g a poté byl odebran
supernatant. ProtoZe nedoSlo k udplnému vysraZeni deoxycholatu, bylo
ptfidano 700 pl ethyl-acetatu (EtAc). Nasledné bylo vSe 30 s vortexovano a
stoCeno pri 10 000 rpm po dobu 30 s. Odstranéna byla horni vrstva
(organicka faze) EtAc s obsahem DOCHNa. Znovu bylo priddno 500 pl EtAc a
cely postup byl 2 x opakovan. Zbytek EtAc byl odparen ve vakuové odparce.

Odsolovaci SPE kolonka (solid phase exctraction) byla kondiciovana 1 ml
acetonitrilu (ACN), ekvilibrovana 2 ml pufru A (2% ACN, 0,1% TFA) a poté
byl nanesen vzorek a prokapana frakce nanesena znovu. Nasledné bylo vse
promyto 0,5 ml pufru A a eluovano 0,5 ml pufru B (50% ACN, 0,1% TFA).
VysusSeno ve vakuové odparce a zamrazeno do méreni na -20 °C.

2.5.3. Kapalinova chromatografie s UV kontrolou a nasledna analyza
pomoci hmotnostni spektrometrie

Pfed samotnou analyzou vzorkli na hmotnostnim spektrometru, byla
provedena kapalinova chromatografie s vyuZzitim UV detekce, ke kontrole
Cistoty danych vzorkd (1-16A, 1-4C). Vzorky proslé purifikaci (peptidové
smeési) byly rozpustény v pufru A (0,1% TFA, 2% ACN), a nasledné
analyzovany na chromatografu UltiMate 3000 RSLC-nano System (Dionex)
s UV detekci pro kontrolu cistoty a kvality vzorku. Vysledny chromatogram
popisuje obrazek ¢. 3. Nasledné byly vzorky pomoci autosampleru naneseny
na predkolonu Acclaim PepMap100 (C18, 3 um; 30,075 x 220 mm) a
separovany na koloné Acclaim PepMap RSLC (C18, 2 um; 0,075 x 150 mm) s
vyuzitim gradientu mobilni faze A (0,1% kyselina mravenci) a mobilni faze B
(80% ACN/0,1% HCOOH). Priitokova rychlost predkolonou byla nastavena
na 200 pl/min po dobu 5 minut, separace probihala s konstantni priitokovou
rychlosti 300 nl/min a pri konstantni teploté kolony 40 °C. Analyza byla
sledovdna pri vinové délce 215 nm. Separace probihala konkrétné pres
linearni gradient ze 4 na 55% ACN v 0,1% HCOOH po dobu 89 minut.

Vysledny rozseparovany eluent pokracoval online do nanosprejového zdroje,
odkud byl vpraven do hmotnostniho spektrometru (QExactive, Thermo
Scientific). Nasledna analyza probéhla v pozitivnim iontovém médu
s rozliSenim 70 000 v pripadé MS a 17 500 u MS/MS s maximalni dobou
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plnéni 100 ms. Ionty byly zaznamendany v oblasti 350-1650 m/z, ze které bylo
vybirdno vZdy 7-12 nejintenzivnéjSich prekurzorii v daném case ve spektru
MS. Normalizovana fragmentacni energie HCD (Higher-energy C-trap
dissociation) byla 27 eV. Po fragmentaci byly vzniklé peptidové fragmenty
usmérnény k detektoru, kde byly zaznamendny v podobé hmotnostniho
fragmentacniho spektra. Vysledna data byla nasledné zpracovana a
vyhodnocena pomoci programu Proteome Discoverer.

Rl - MaRCH21 #1601 WV VZ 1C PK __10u UV VIS
2 - MARCH21 #162 WVZ2CPK 10u uv.vis 1
€3 - MARCH21 #164 1
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Obr. 3: Priklad vysledného chromatogramu z UltiMate 3000 RSLC-nano System (Dionex)
s UV detekci pri vinové délce 215 nm se zndzornénim pikd analytli a slozek mobilni faze
(systémové piky), 200 ng v nastriku
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3. Vysledky a diskuse

3.1. Méreni proteinového obsahu ve vzorku

V niZe ptiloZenych tabulkach jsou uvedeny namérené koncentrace (mnozstvi)
bilkovin v jednotlivych vzorcich. V prvnim pripadé (tab. 7) se jedna o vzorky
(Iyzaty a supernatanty), pro jejichZ lyzu byl vyuZit CelLytic™ Express, druha
tabulka (tab. 8) obsahuje hodnoty namétené u vzorkt lyzovanych s vyuzitim
5% deoxycholatu sodného. Treti sada vzork, ktera byla lyzovana metodou
sonikace, nebyla nakonec pro analyzy vyuzita.

Vzorky 1-4 a 9-12 z prvni tabulky (tab. 7) jsou lyzaty a supernatanty s LB
médiem, vzorky 5-8 a 13-16 s médiem BH a pro lyzaty z druhé tabulky,
vzorky 1-4 (tab. 8), bylo vyuzito pouze médium BH. Z tabulek je patrné, zZe
vyssich hodnot bilkovinné koncentrace ve vzorcich bylo dosazeno vyuzitim
lyzacni metody CelLytic™ Express.

Tab. 7: Naméiené hodnoty bilkoviny u lyzatl a supernatanti pripravenych lyza¢ni metodou
s vyuzitim CelLytic™ Express

Cislo vzorku Druh vzorku Obsah bilkoviny [ug/pl]
1A lyzat 3,432
2A lyzat 3,688
3A lyzat 3,340
4A lyzat 3,231
5A lyzat 6,127
6A lyzat 6,794
7A lyzat 6,172
8A lyzat 6,971
9A supernatant 3,833

10A supernatant 3,668
11A supernatant 3,104
12A supernatant 3,161
13A supernatant 5,154
14A supernatant 7,093
15A supernatant 6,162
16A supernatant 6,227
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Tab. 8: Namérené hodnoty bilkovin lyzath pripravenych lyzacni metodou s 5% DOCHNa

Cislo vzorku Druh vzorku Bilkovina (ug/ul)

1C lyzat 0,494
2C lyzat 0,651
3C lyzat 0,727
4C lyzat 1,208

3.2. Gelova elektroforéza

Vysledky gelové elektroforézy u redukujicich i neredukujicich vzorkil
miiZeme pozorovat na obrazcich €. 3, 4. Pro lepsi prehlednost a orientaci ve
vysledcich odpovidaji radky v tabulce ¢. 9 sloupcim v gelu. Poradi
nanasenych vzorkid bylo v pripadé redukujicich i neredukujicich vzorkt
stejné proto je uvedena pouze jedna tabulka.

Tab. 9: Prehled vzorki na gelu s uvedenim konkrétnich kment a pouzitych médii

Vzorek €. Kmen Druh vzorku Médium

standard
1A NCTC 04837 lyzat LB
2A NCTC 08379 lyzat LB
3A NCTC 09347 lyzat LB
4A NCTC 13562 lyzat LB
5A NCTC 04837 lyzat BH
6A NCTC 08379 lyzat BH
7A NCTC 09347 lyzat BH
8A NCTC 13562 lyzat BH
9A NCTC 04837 supernatant LB
10A NCTC 08379 supernatant LB

standard
11A NCTC 09347 supernatant LB
12A NCTC 13562 supernatant LB
13A NCTC 04837 supernatant BH
14A NCTC 08379 supernatant BH
15A NCTC 09347 supernatant BH
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Vzorek ¢. Kmen Druh vzorku Médium

16A NCTC 13562 supernatant BH
1C NCTC 04837 lyzat BH
2C NCTC 08379 lyzat BH
3C NCTC 09347 lyzat BH
4C NCTC 13562 lyzat BH

Na vyslednych 1D gelech je zndzornéna separace proteinovych vzorki.
V ptipadé separovanych vzorki 1-8A (redukovana i neredukovana forma) na
obrazku ¢. 4 a 5 predstavujicich bakterialni lyzaty vybranych kmenf, nejsou
jednotlivé bandy viditelné. To miize byt zplsobeno chybou béhem méreni
bilkovinného obsahu (interference lyzacniho média etc.) a tedy nizsi nez
detekovatelnou nanaskou, v pripadé zvoleného barveni. U vzorkl 9-16A je u
redukované i neredukované formy patrny vyrazny band v oblasti 150 kDa.
Bez blizsi MS analyzy nelze v soucasné dobé s presnosti urcit identitu bandu.
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Obr. 4: Vysledny 1D gel, neredukovana forma - vzorky 1-10A, nanaska 10 pg (10-20 pl),
vlevo bandy standardu Kaleidoscope s uvedenymi velikostmi
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Obr. 5: Vysledny 1D gel, neredukovana forma - vzorky 11-164, 1-4C, nanaska 10 pg (10-20
ul), vlevo bandy standardu Kaleidoscope s uvedenymi velikostmi

Obr. 6: Vysledny 1D gel, redukovana forma - vzorky 1-10A, nanaska 10 pg (10-20 pl), vlevo
bandy standardu Kaleidoscope s uvedenymi velikostmi
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Obr. 7: Vysledny 1D gel, redukovana forma - vzorky 11-164, 1-4C, nanaska 10 pg (10-20
ul), vlevo bandy standardu Kaleidoscope s uvedenymi velikostmi

3.3. Identifikace proteini s vyuzitim LC-MS/MS

Databazové prohledavani probéhlo s vyuZitim programu Proteome
discoverer verze 2. 4. Databaze Swiss-Prot, proti které byly zjiStovany
proteiny ve vzorcich, byla velmi rozsahla a obsahovala celkem 337 766
sekvenci pro jednotlivé proteiny. Celkové bylo ve vSech vzorcich detekovano
1984 proteind. Cilem této prace bylo najit Shiga toxin a jeho dvé podjednotky
(StxA a StxB). Pro prehlednost je zde uvedena i tabulka (Tab. 10) se soupisem
vzorkd, u kterych byly Shiga toxiny detekovany.

Tab. 10: Vzorky ve kterych byly detekovany proteiny kédujici Shiga toxin

¢islo vzorku kmen lyza
1A NCTC 04837 CelLytic™ Express
2A NCTC 08379 CelLytic™ Express
1C NCTC 04837 5 % DOCHNa
2C NCTC 08379 5 % DOCHNa

Peptidy pro podjednotku A (StxA) byly objeveny ve dvou vzorcich a v obou
pripadech se jednalo o lyzaty. Peptidy pro podjednotku B (StxB) se podarilo
detekovat ve 4 vzorcich, a i v tomto pripadé se jednalo o lyzaty. V souvislosti
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s objevenymi sekvencemi peptidi byly dohledany konkrétni pozice, kde se

sekvence v proteinu vyskytuji viz tabulky ¢. 11 a 12.

Tab. 11: Vzorky s konkrétnimi sekvencemi a pozici v podjednotce A

Pozice sekvence v

Cislo vzorku Sekvence Modifikace .
proteinu
HSLTTSYLDLMSHS
e GTSLTQSVAR 155-178
1C, 26 LSSVLPDYHGQDS 028242
VR
MASDEFPSMCPAD 1x
1C, 2C Carbamidomethyl 274-288
GR
[C10]
FADFSHVTFPGTTA
e VTLSGDSSYTTLQR 114-141
1x
MASDEFPSMCPAD ' Carbamidomethyl
1 e GR [C10]; 1x Oxidation  2/4-288
M]
1C, 2C FVTVTAEALR 183-192
1C, 2C NNLYVTGFVNR 96-106
1C, 2C TNNVFYR 107-113
2C ILWDSSTLGAILMR 297-310
1C, 2C TYVDSLNVIR 34-43
1C, 2C GIDPEEGRFNNLR 78-90
1C TLDDLSGR 202-210

Tab. 12: Vzorky s konkrétnimi sekvencemi a pozici v podjednotce B

Cislo vzorku

Sekvence Modifikace

Pozice sekvence v

proteinu
1C, 2C \éEYTKYNDDDTFTV 09-43
1x
1C, 2C TNACHNGGGFSEVI Carbamidomethyl 74-89
FR
[C4]
1C, 2C VGDKELFTNR 44-53
1C, 2C, 1A, 2A YNDDDTFTVK 34-43

Detekované podjednotky StxA a StxB byly dohledany v databazi UniProt a na

jejim podkladu, byly toxiny oznaceny prislusnym kédem viz tabulka ¢. 13.
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Tab. 13: Detekované podjednotky Shiga toxinu s kédy UniProt a pokrytim peptidid

UNIPROT Nalezeny toxin Pokryti (%)
Q32GM1 Shiga toxin podjednotka A — StxA 50
Q7BQ98 Shiga toxin podjednotka B — StxB 46

U kmend NCTC 09347 (S. dysenteriae) a NCTC 13562 (E. coli) nebyl Shiga
toxin za pomoci hmotnostni spektrometrie detekovan. Diivodem miiZze byt
nizkd produkce toxinu, neefektivni nebo nedostate¢né enzymatické Stépeni.
Vzhledem k pozitivnim ndlezim u vzorkd, které byly pripraveny odliSnou
lyza¢ni metodou (CelLytic™ Express a 5 % DOCHNa), je chyba z divodu
Spatné zvolené lyza¢ni metody nepravdépodobna. Na zakladé téchto vysledki
bude vhodné stejnou metodiku u zbyvajicich dvou kmeni, u kterych nedoslo
k detekci Shiga toxinu dlikladné zopakovat.

Z dtvodu ztizenych pracovnich podminek v disledku protiepidemickych
vladnich opatfeni probihala prakticka ¢ast s ¢asovymi prodlevami a radu
metod tak bylo nutné zopakovat. Proto do této prace jiz nebyly zahrnuty
ristové krivky a nebyla znovu provedena vybrana metodika k detekci Shiga
toxin u zbylych kment, kde nedoslo k detekci. Shiga toxin ma radu
pozoruhodnych vlastnosti a jeho cilena proteomicka analyza je tak velmi
dilezita. V pripadé opakovani této prace bych kromé vybranych
proteomickych metod zvolila jesSté dalSi postupy k porovnani jejich ucinnosti
a k dosazeni dalsich kvalitnich vysledkd.
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Zaveér

V bakalarské praci jsem se vénovala proteomické charakterizaci Ctyt
bakterialnich kmeni produkujicich Shiga toxin, z nichZ tfi studované kmeny
predstavovala Shigella dysenteriae a jeden kmen Escherichia coli. Teoreticka
¢ast prace byla vénovana charakteristice a patogenité danych kmend, riiznym
metoddm kultivace, popisu Shiga toxinu a v neposledni tfadé také
imunodetekénim metoddm vcéetné pribéhu kapalinové chromatografie a
hmotnostni spektrometrie. Praktickd (experimentalni ¢ast) probihala
v laboratoii Katedry molekuldrni patologie a biologie Fakulty vojenského
zdravotnictvi v Hradci Kralové, Univerzity obrany. Pro jednotlivé kmeny S.
dysenteriae (NCTC 04837, NCTC 08379 a NCTC 09347) a E. coli (NCTC 13562)
byla po jejich revitalizaci zvolena optimalni metoda Kkultivace spolecné
s vhodnymi médii. Bakteriadlni kultury byly lyzovany tfemi zptsoby, sonikaci,
nedenaturujicim CelLytic™ Express a varem v deoxycholatu sodném.
K dalsimu zpracovani byly vyuzity vzorky pripravené druhym a tietim
jmenovanym lyza¢nim mechanismem. K méreni proteinového obsahu vzorku
byla zvolena metoda BCA. Purifikované vzorky po enzymatickém Stépeni byly
zkontrolovany na kapalinové chromatografii s UV detektorem kvili ovéfeni
Cistoty. Po separaci ziskanych (extrahovanych) proteinti probéhla jejich
detekce na hmotnostnim spektrometru (QExactive) a vyhodnoceni (Proteome
Discoverer 2.4). Ziskané vysledky byly porovnany s databazi Swiss Prot a byly
zaznamenany detekované aminokyselinové sekvence.

Podjednotky StxA a StxB byly detekovany u dvou kment Shigella dysenteriae
(NCTC 04837, NCTC 08379), u nichZ se shodovaly nalezené aminokyselinové
sekvence s proteinovou databazi Swiss Prot. Zbyvajici dva kmeny S.
dysenteriae a E. coli (NCTC 09347 a NCTC 13562), u kterych nedoslo k detekci
hledaného toxinu, bych v budoucnu rada zpracovala znovu s vyuzitim
stejnych metodickych postupli, k dodate¢nému prokazani pritomnosti
aminokyselinovych sekvenci kédujicich Shiga toxin.
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Seznam pouzitych zkratek

2D-PAGE - dvourozmérna gelova elektroforéza (Two-dimensional sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

ACN - acetonitril

aHUS - atypicky hemolyticko-uremicky syndrom
BCA - Bicinchoninic Acid Assay

BH - Brain Heart infusion

BSL - BioSafety Level

CDC - Centrum pro kontrolu nemoci (Centers for Disease Control and
Prevention)

CIDT - diagnostické texty nezavislé na bunécné kulture (Culture-independent
diagnostic tests)

ddPCR - digitalni polymerazova retézova reakce (Droplet digital polymerase
chain reaction)

DOCHNa - deoxycholat sodny

EAEC - enteroagregativni E. coli

EHEC - enterohemoragicka E. coli

EIEC - enteroinvazivni E. coli

ELISA - Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

EPEC - enteropatogenni E. coli

ESI - ionizace elektrosprejem (Electrospray ionization)

ETEC - enterotoxigenni E. coli

FT-ICR - Fourier-transform ion cyclotron resonance

HGT - horizontalni prenos genetické informace (Horizontal gene transfer)
HRP - kfenova peroxidaza (horseradish peroxidase)

HUS - hemolyticko-uremicky syndrom

ICAT - afinitni znac¢eni kédované pomoci izotoptli (Isotope-coded affinity tag)
IEC - ionexova chromatografie (ion exchange chromatography)

iTRAQ - izobarické znaceni pro relativni a absolutni kvantifikaci (Isobaric
tags for relative and absolute quantitation)
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LB - Luria Bertani broth/agar

LC-MS/MS - kapalinova chromatografie s tandemovou hmotnostni
spektrometrii (Liquid Chromatography with tandem mass spectrometry)

MALDI - laserova desorpce/ionizace za Ucasti matrice (matrix assisted laser
desorption/ionization)

MBB - mikrobiologicky bezpec¢nostni box

MS - hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry)

NCTC - National Collection of Type Culture

OD - opticka denzita (optical density)

PCR - polymerazova retézova reakce (Polymerase chain reaction)
RTQ-PCR - kvantitativni polymerazova retézova reakce (Real-time PCR)

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfat - polyakrylamidova gelova elektroforéza
(sodium dodecylsulphate-polyacrylamide gel electrophoresis)

SEC - molekularni sitova chromatografie (size exclusion chromatography)

SILAC - stabilni znaceni izotopli v bunécné kulture pomoci aminokyselin
(Stable Isotope Labeling by /with Amino acids in Cell culture)

STEC - shigatoxigenni E. coli

STEC-HUS - hemolyticko-uremicky syndrom zptisobeny shigatoxigenni E. coli
SUJB - Statni ufad pro jadernou bezpeénost

TFA - Kkyselina trifluoroctova

TMA - trombotické mikroangiopatie

TTP - trombocytopenicka purpura

43



Seznam zdroju

ASLAM, Bilal, Madiha BASIT, Muhammad Atif NISAR, Mohsin KHURSHID a
Muhammad Hidayat RASOOL. Proteomics: Technologies and Their Applications.
Journal of Chromatographic Science [online]. 2017, 55(2), 182-196. ISSN 0021-9665.
Dostupné z: doi:10.1093 /chromsci/bmw167

BEDNAR, Marek. Lékar'skd mikrobiologie: Bakteriologie, virologie, parazitologie.
Praha: Marvil, 1996. ISBN 8023802976

BENES, Jiii. Infekéni 1ékarstvi. Praha: Galén, c2009. ISBN 978-80-7262-644-1.

BERGAN, Jonas, Anne Berit DYVE LINGELEM, Roger SIMM, Tore SKOTLAND a Kirsten
SANDVIG. Shiga toxins. Toxicon [online]. 2012, 60(6), 1085-1107. ISSN 00410101.
Dostupné z: doi:10.1016/j.toxicon.2012.07.016

BERGEY, David Hendricks. Bergey's Manual of Systematic Bacteriology: Volume 2: The
Proteobacteria, Part B: The Gammaproteobacteria. 1984. USA: Springer-Verlag New
York, 2005. ISBN 9780387241449

BRYAN, Allen, Ilan YOUNGSTER a Alexander ]. MCADAM. Shiga Toxin Producing
Escherichia coli. Clinics in Laboratory Medicine [online]. 2015, 35(2), 247-272. ISSN
02722712. Dostupné z: doi:10.1016/j.c11.2015.02.004

CARROLL, Karen C,, Jeffery A. HOBDEN, Steve MILLER, Stephen A. MORSE a Timothy
A. MIETZNER et al. Jawetz, Melnick, & Adelberg's Medical Microbiology. 27. New York:
McGraw-Hill Education, 2016. ISBN 9780-0-71-82498-9.

DOGGETT, Norman A., Harshini MUKUNDAN, Elliot J. LEFKOWITZ, et al. Culture-
Independent Diagnostics for Health Security. Health Security [online]. 2016, 14(3),
122-142.1SSN 2326-5094. Dostupné z: d0i:10.1089/hs.2015.0074

DOMON, B. a Ruedi AEBERSOLD Mass Spectrometry and Protein Analysis. Science
[online]. 2006, 312(5771), 212-217. ISSN 0036-8075. Dostupné z: doi:10.1126/
science.1124619

DURACOVA, Miloslava, Jana KLIMENTOVA, Alena FUCIKOVA a Jiri DRESLER.
Proteomic Methods of Detection and Quantification of Protein Toxins. Toxins
[online]. 2018, 10(3). ISSN 2072-6651. Dostupné z: doi:10.3390/toxins10030099

ENGEDAL, Nikolai, Tore SKOTLAND, Maria L. TORGERSEN a Kirsten SANDVIG. Shiga
toxin and its use in targeted cancer therapy and imaging. Microbial Biotechnology
[online]. 2011, 4(1), 32-46. ISSN 17517915. Dostupné z: doi:10.1111/
j-1751-7915.2010.00180.x

FENN, J.,, M MANN, C. MENG, S. WONG a C. WHITEHOUSE. Electrospray ionization for
mass spectrometry of large biomolecules. Science [online]. 1989, 246(4926), 64-71.
ISSN 0036-8075. Dostupné z: doi:10.1126/science.2675315

GREBE, Stefan KG a Ravinder ] SINGH. LC-MS/MS in the Clinical Laboratory - Where
to From Here? The Clinical Biochemist. Reviews [online]. 2011, 32(1), 5-31. ISSN
1838-0212. Dostupné z: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/
PMC3052391/

44



GROISMAN, Eduardo A a Howard OCHMAN. Pathogenicity Islands: Bacterial
Evolution in Quantum Leaps. Cell [online]. 1996, 87(5), 791-794 [cit. 2021-5-10].
ISSN 00928674. Dostupné z: doi:10.1016/S0092-8674(00)81985-6

HORACEK, Jiti. Zdklady lékarské mikrobiologie. Praha: Karolinum, 2000. ISBN
8024600064.

HRDINA, Vratislav, Radomir HRDINA, Ludék JAHODAR, Zdenék MARTINEC a
Vladimir MERKA. Pfirodni toxiny a jedy. Praha: Galén, c2004. ISBN 80-246-0823-5

ISHITOYA, SATOSHI, HISAO KURAZONO, HIROYUKI NISHIYAMA, et al. Verotoxin
Induces Rapid Elimination of Human Renal Tumor Xenografts in SCID Mice. Journal
of Urology [online]. 2004, 171(3), 1309-1313. ISSN 0022-5347. Dostupné z:
doi:10.1097/01.ju.0000100110.11129.85

JOHANSSON, D, C ANDERSSON, ] MOHARER, A JOHANSSON a P BEHNAM-MOTLAGH.
Cisplatin-induced expression of Gb3 enables verotoxin-1 treatment of cisplatin
resistance in malignant pleural mesothelioma cells. British Journal of Cancer [online].
2010, 102(2), 383-391. ISSN 0007-0920. Dostupné z: doi:10.1038/sj.bjc.6605467

JOKIRANTA, T. Sakari. HUS and atypical HUS. Blood [online]. 2017, 129(21),
2847-2856.1SSN 0006-4971. Dostupné z: doi:10.1182 /blood-2016-11-709865

JURANKOVA, Jana. Klinickd mikrobiologie v laboratorni praxi: bakaldr'sky obor
Zdravotni laborant. Brno: Masarykova univerzita, 2011. ISBN 978-80-210-5657-2.

JILEK, Petr. Uvod do mikrobiologickych vysetfovacich metod ve zdravotnictvi. Praha:
Karolinum, 2002. Ucebni texty Univerzity Karlovy v Praze. ISBN 80-246-0459-0.

KONOWALCHUK, ], J I SPEIRS a S STAVRIC. Vero response to a cytotoxin of
Escherichia coli. Infection and Immunity [online]. 1977, 18(3), 775-779. ISSN
0019-9567. Dostupné z: doi:10.1128/1A1.18.3.775-779.1977

KOOLMAN, Jan a Klaus-Heinrich ROHM. Barevny atlas biochemie. Praha: Grada, 2012.
ISBN 978-80-247-2977-0.

KOUKALOVA, Dagmar. Praktickd cvieni z lékar'ské mikrobiologie I. Olomouc:
Univerzita Palackého, 2005. ISBN 80-244-0980-1.

LIN, Alice V. Direct ELISA. HNASKO, Robert, ed. ELISA [online]. New York, NY:
Springer New York, 2015, 2015, s. 61-67. Methods in Molecular Biology. ISBN
978-1-4939-2741-8. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-4939-2742-5_6

MAKRIDAKIS, Manousos a Antonia VLAHOU. GeLC-MS: A Sample Preparation
Method for Proteomics Analysis of Minimal Amount of Tissue. SARWAL, Minnie M. a
Tara K. SIGDEL, ed. Tissue Proteomics [online]. New York, NY: Springer New York,
2018, 2017-10-10, s. 165-175. Methods in Molecular Biology. ISBN
978-1-4939-7852-6. Dostupné z: doi:10.1007/7651_2017_76

MAREJKOVA, Monika, Petr PETRAS, Milu$e VASAKOVA Zpravy Centra epidemiologie
a mikrobiologie, SZU: Zjistovdni pritomnosti geniti kédujicich produkci Shiga toxinii
Stx1 a Stx2 u klinickych izoldtii Escherichia coli. 15. 2006. ISSN 1211-7358.

MATTHIESEN, Rune a Jakob BUNKENBORG. Introduction to Mass Spectrometry-
Based Proteomics. Mass Spectrometry Data Analysis in Proteomics [online]. Totowa,

45



NJ: Humana Press, 2013, 2013-3-29, s. 1-45. Methods in Molecular Biology. ISBN
978-1-62703-391-6. Dostupné z: doi:10.1007/978-1-62703-392-3_1

MAYER, Chad L. Caitlin S. LEIBOWITZ, Shinichiro KUROSAWA a Deborah ]J.
STEARNS-KUROSAWA. Shiga Toxins and the Pathophysiology of Hemolytic Uremic
Syndrome in Humans and Animals. Toxins [online]. 2012, 4(11), 1261-1287. ISSN
2072-6651. Dostupné z: doi:10.3390/toxins4111261

MELTON-CELSA, Angela R. Shiga Toxin (Stx) Classification, Structure, and Function.
Microbiology Spectrum [online]. 2014, 2(4). ISSN 2165-0497. Dostupné z:
doi:10.1128/microbiolspec.EHEC-0024-2013

MUELLER, Matthew a Christopher R. TAINTER. Escherichia coli. Escherichia coli
[online]. Treasure Island (FL): StatPearls publishing, 2020. Dostupné z: http://
www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK564298

MUKHOPADHYAY, Sarmishta, Sayak GANGULI a Santanu CHAKRABARTI. Shigella
pathogenesis: molecular and computational insights. AIMS Molecular Science
[online]. 2020, 7(2), 99-121. ISSN 2372-0301. Dostupné z: doi:10.3934/
molsci.2020007

O'BRIEN, AD a RK HOLMES. Shiga and Shiga-like toxins. Microbiological Reviews
[online]. 1987, 51(2), 206-220. ISSN 0146-0749. Dostupné z: https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC373104/

PERTILE, Eva a Vladimir CABLIK. Instrumentdini metody analyzy. Ostrava: VSB -
Technicka univerzita Ostrava, 2006. ISBN 80-248-1049-2.

POPOFF, Michel R. Bacterial Exotoxins. RUSSELL, W. a H. HERWALD, ed. Concepts in
Bacterial Virulence [online]. Basel: KARGER, 2004, 2004, s. 28-54. Contributions to
Microbiology. ISBN 3-8055-7786-9. Dostupné z: doi:10.1159/000081688

ROGERS, John C. a Ryan D. BOMGARDEN. Sample Preparation for Mass
Spectrometry-Based Proteomics; from Proteomes to Peptides. MIRZAEI, Hamid a
Martin CARRASCO, ed. Modern Proteomics - Sample Preparation, Analysis and
Practical Applications [online]. Cham: Springer International Publishing, 2016,
2016-12-15, s. 43-62. Advances in Experimental Medicine and Biology. ISBN
978-3-319-41446-1. Dostupné z: doi:10.1007/978-3-319-41448-5_3

RUSSO, Lisa M., Angela R. MELTON-CELSA a Alison D. O'BRIEN. Shiga Toxin (Stx)
Type 1la Reduces the Oral Toxicity of Stx Type 2a. Journal of Infectious Diseases
[online]. 2016, 213(8), 1271-1279. ISSN 0022-1899. Dostupné z: doi:10.1093/
infdis/jiv557

RYAN, Kenneth |. Sherris medical microbiology. Seventh edition. New York: McGraw-
Hill, 2018. ISBN 978-1259859809.

SAKURADA, Koichi a Hikoto OHTA. No promising antidote 25 years after the Tokyo
subway sarin attack: A review. Legal Medicine [online]. 2020, 47. ISSN 13446223.
Dostupné z: doi:10.1016/j.legalmed.2020.101761

TAKEDE, Y. Enterohemorrhagic Escherichia coli and its infection: from 1977 to 1995.
Japanese Journal of Clinical Medicine [online]. 1997, 55(3), 635-640. ISSN
0047-1852. Dostupné z: PMID: 086772

46



VARGA, Marian, Roman PANTUCEK, Vladislava ROZICKOVA a Ji#i DOSKAR. Molecular
characterization of a new efficiently transducing bacteriophage identified in
meticillin-resistant Staphylococcus aureus. Journal of General Virology [online].
2016,97(1), 258-268. ISSN 0022-1317. Dostupné z: doi:10.1099/jgv.0.000329

VOTAVA, Miroslav. Klinickd mikrobiologie. Brno: Masarykova univerzita, 2014. I[SBN
978-80-210-7503-0.

VOTAVA, Miroslav. Lékar'skd mikrobiologie obecnd. 2. preprac. vyd. Brno: Neptun,
2005. ISBN 80-86850-00-5.

WALSH, Patrick R. a Sally JOHNSON. Eculizumab in the treatment of Shiga toxin
haemolytic uraemic syndrome. Pediatric Nephrology [online]. 2019, 34(9),
1485-1492. ISSN 0931-041X. Dostupné z: doi:10.1007/s00467-018-4025-0

YANG, Jin, Nana ZHANG, Jun LV, et al. Comparing the performance of conventional
PCR, RTQ-PCR, and droplet digital PCR assays in detection of Shigella. Molecular and
Cellular Probes [online]. 2020, 51. ISSN 08908508. Dostupné z: doi:10.1016/
j.mcp.2020.101531

47



	Úvod
	Teoretická část
	Vysoce riziková biologická agens a toxiny
	Bakteriální kmeny Shigella dysenteriae a Escherichia coli
	Základní charakteristika vybraných kmenů
	Místo výskytu genů pro toxiny

	Patogenita vybraných kmenů
	Základní složky patogenity
	Klinický obraz onemocnění vyvolaném E. coli
	Klinický obraz onemocnění způsobeného bakterií Shigella dysenteriae

	Toxiny
	Exotoxiny
	Shiga toxin

	Metody analýzy toxinů a jejich původců
	Kultivace
	Metody imunodetekce
	Detekce pomocí PCR
	Hmotnostní spektrometrie – identifikace a cílená proteomická analýza
	Příprava proteinového vzorku


	Praktická část
	Laboratorní materiál
	Bakteriální kmeny
	Agary a tekutá média
	Chemické látky
	Kapalinová chromatografie a kolony
	Kity
	Laboratorní materiál
	Přístroje a programové vybavení

	Kultivace
	Izolace proteinového obsahu a jeho kvantifikace
	Sonikace
	Bakteriální lýza s využitím CelLytic™ Express
	Bakteriální lýza s využitím deoxycholátu sodného
	Kvantifikace proteinového vzorku

	Gelová elektroforéza (1D SDS-PAGE)
	Příprava vzorků pro MS
	Enzymatické štěpení lyzátů připravených s 5% DOCHNa
	Enzymatické štěpení vzorků připravených s CelLytic™ Express
	Kapalinová chromatografie s UV kontrolou a následná analýza pomocí hmotnostní spektrometrie


	Výsledky a diskuse
	Měření proteinového obsahu ve vzorku
	Gelová elektroforéza
	Identifikace proteinů s využitím LC-MS/MS

	Závěr
	Seznam použitých zkratek
	Seznam zdrojů

