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Anotace

NAGYOVA, K. Charakterizace vybranych kmenii bakterie Staphylococcus aureus s
ohledem na produkci proteinovych toxinii. Hradec Kralové, 2020. Bakalarska prace
na Prirodovédecké fakulté Univerzity Hradec Kralové. Vedouci bakalarské prace

Myslivcova Fucikova Alena. 53 s.

Bakalarska prace je zamétena na charakterizaci vybranych kment Staphylococcus
aureus (ristové krivky, optimalizace riistového média a agaru a jinych kultivacnich
podminek apod.). S ohledem na produkci jednotlivych proteinovych toxind byla
vybrana optimalni metoda kultivace, doba kultivace, vhodné médium a postupy
pro ziskani téchto toxin v nativni formé pro naslednou analyzu pomoci
hmotnostni spektrometrie. Prace obsahuje reSerSi, ve které jsou zahrnuty
informace o bakterii a zejména o jejich toxinech, véetné metod, které se pro praci
s proteiny nejcastéji pouZzivaji. V praktické c¢asti byla porovnavana dvé média
pomoci metody rilistovych krivek, které ukazaly, Ze vhodnéjsim médiem je LB
médium. Pri extrakci proteind z bakterie byly pouzity dvé metody (ultrazvuk a
lyza¢ni pufr), z nichZ se podarilo analyzovat pomoci nano LC MS na QExactive
pouze jednu sadu vzorkd, a to vzorky lyzované ultrazvukem. U téchto vzorki byly

nalezeny pouze dva toxiny (gama hemolyzin-podjednotka b a exfoliativni toxin A).
Klicova slova
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Annotation

NAGYOVA, K. Characterization of selected strains of Staphylococcus aureus with
respect to the production of protein toxins. Hradec Kralové, 2020. Bachelor Thesis at
Faculty of Science University of Hradec Kralové. Thesis Supervisor Myslivcova

Fucikova Alena. 53 p.

The bachelor thesis is focused on the characterization of selected strains of
Staphylococcus aureus (growth curves, optimization of growth medium and agar
and other culture conditions, etc.). With regard to the production of individual
protein toxins, the optimal culture method, culture time, suitable medium and
procedures for obtaining these toxins in native form for subsequent analysis by
mass spectrometry were selected. The thesis contains a theoretical part, which
includes information about the bacterium and especially about its toxins, including
the methods that are most often used to work with proteins. In the practical part,
two media were compared using the method of growth curves, which showed that
the more suitable medium is LB medium. Two methods (ultrasound and lysis
buffer) were used to extract proteins from the bacterium, of which only one set of
samples was analyzed by nano LC MS on QExactive, namely samples lysed by
ultrasound. Only two toxins (Gamma hemolysin-subunit b and Exfoliative toxin A)

were found in these samples
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Seznam zKkratek
AcN - acetonitril

ADAM 10 - bunécny receptor (A Disintegrin and metalloproteinase domain-

containing protein 10)

APC - burniky reprezentujici antigen (antigen presenting cells)

APS - amonium persulfat

C5a - bunécny receptor (complement component 5a receptor 1)

C5L2 - bunécny receptor (G protein-coupled receptor 77)

CCRS5 - bunécny receptor (C-C chemokine receptor type 5)

CD11b - Integrin alfa M receptor (ITGAM)

CWA - proteiny pripojené k bunécné sténé (cell wall anchored proteins)
CXCR1 - bunécny receptor (C-X-C chemokine receptor type 1)

CXCR2 - bunécny receptor (C-X-C chemokine receptor type 2)

ELISA - analytickA metoda ke stanoveni riiznych antigeni (enzyme-linked

immunosorbent assay)

ESI - elektrosprejova ionizace

ETs - enterotoxin

FA - kyselina mraven¢i (formic acid)

FPR2 - bunécny receptor (formyl peptid receptor 2)
Hla - hemolyzin alfa

HPLC - wvysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid

chromatography)
LB - Luria Bertani médium/ agar (Luria Bertani broth/agar)

LuK - leukocidin



MALDI-TOF MS - laserova desorpce/ionizace za ucasti matrice (Matrix Assisted

Laser Desorption/lonization mass spektrometry)
MHC II - MHC glykoproteiny II. tridy
MRSA - methicilin rezistentni Staphylococcus aureus

MSCRAMM - povrchové slozky rozpoznavajici molekuly adhezivni matrice

(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules)

NA - Zivny agar (nutrient agar)

NB - Zivné médium (nutrient broth)

PBS - fyziologicky roztok (phosphate buffered saline)

PSM - moduliny rozpustné ve fenolu (phenol soluble modulins)

PVL - Panton Valentin leukocidin

SA - Staphylococcus aureus

SaPl - stafylokokové ostrovy patogenity (staphylococcal pathogenicity islands)

SDS-PAGE - 1 D elektroforéza za pritomnosti dodecyl sulfaitu sodného na

polyakrylamidovém gelu
SE - stafylokokovy enterotoxin (staphylococcal enterotoxin)

SEIT - stafylokokovy toxin, podobny enterotoxinu (staphylococcal enterotoxins

like toxin)
TCR - T - lymfocytarni receptor (T-cell receptor)
TEMED - tetrametyletylendimin

TFA - kyselina trifluoroctova (trifluoroacetice acid)



Uvod

Staphylococcus aureus je grampozitivni bakterie, ktera je razena do kmenu
Firmicutes, tridy Bacilli, tadu Bacillales, celedi Staphylococcaceae a rodu
Staphylococcus (Strasheim et al. 2013). Vyskytuje se predevsim na kiizi a nosni
sliznici teplokrevnych zZivocichti, kde mtize zplisobit riizné specifické i nespecifické
zanéty od mirnych az po velmi zavazné (Oliveira et al. 2018). Mezi nejznaméjsi
onemocnéni patii otravy zjidel, syndrom toxického Soku, stafylokokova
meningitida, syndrom oparené kiliZe, nebo bulézni impetigo (puchyiova forma

impetiga) (Fetsch 2018).

Staphylococcus aureus ve vztahu k ¢lovéku kolonizuje asi ¢tvrtinu lidské populace,
aniz by zptisobil zjevné zdravotni komplikace a je odpovédny za zhruba 40 %
vSech nozokomialnich infekci (Bonar et al. 2015). Ma vysoky potencial ziskat
antimikrobialni rezistenci (Denis 2017) a podle vyhlasky ¢. 474/2002 Sb., jsou
nékteré jeho toxiny v seznamu vysoce rizikovych biologickych agens a toxini -
priloha ¢ 1., 3. Toxiny a jejich podjednotky - 13. Staphylococcus aureus
enterotoxiny, hemolyzin alfa toxin, a toxin syndromu toxického Soku (drive zndm
jako Staphylococcus enterotoxin F) (Statni urad pro jadernou bezpecnost, subj.cz).
Z hlediska nebezpecnosti fadime bakterii Staphylococcus aureus do biologického
rizika 2, coZ znamend, Ze prace stouto bakterii by méla byt provadéna

v laboratornich podminkach BSL-2 (Biosafety level-2) (Emmert 2013).

Z téchto davodt je dilezité mit piehled o produkci toxint bakterie Staphylococcus
aureus a umét tyto toxiny rychle identifikovat. Cilem této bakalarské prace je
sepsani dosavadnich poznatkl o bakterii Staphylococcus aureus, zejména o jejich
toxinech. V praktické ¢asti zvolit vhodné laboratorni metody pro ziskani
bakterialnich toxint vybranych Sestnacti kment Staphylococcus aureus a nasledné

tyto kmeny charakterizovat dle identifikovanych toxind.
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1 Teoreticka cast

Staphylococcus aureus ma bunécnou sténu tvorenou jako typickd grampozitivni
bakterie. Je tvorena lipidovou membranou, silnou vrstvou peptidoglykanu a
teichoovymi kyselinami, které dodavaji bunécné sténé negativni naboj (Oliveira et

al. 2018).

Jako patogen, ma Siroké schopnosti virulence, tedy rtizné schopnosti vyvolat
v hostiteli onemocnéni. Tyto faktory virulence jsou casto kédovany i mimo
nukleoid, napriklad na plazmidech, které mohou byt prenaSeny horizontalnim
genovym pienosem mezi kmeny. Oblast v genomu, kde jsou nakumulovany geny
pro faktory virulence nazyvame ostrovy patogenity. Ke kédovani téchto faktori
muizZe dochazet i pomoci temperovanych fagl, které mohou byt integrovany
v podobé profiagu do chromozomu bakteridlni buiiky (Fetsch 2018). Faktory
virulence miizeme rozdélit do dvou skupin. Prvni skupina je zodpovédna za
kolonizaci hostitelského organismu a druhd za fyzické znamky infekce
(Medved'ova a Valik 2012). Mezi faktory virulence prvni skupiny patii napiiklad
proteiny kovalentné vazané k bunécné sténé, které umoziuji vazbu s povrchem
hostitelské buiiky. Jsou jimi CWA proteiny (cell wall anchored proteins). Nejvétsi
skupinou CWA je MSCRAMM (microbial surface components recognizing adhesive
matrix molecules) a fadime sem napftiklad clumping factor A, nebo fibronectin
binding protein A (Bonar et al. 2015). DalSimi virulen¢nimi faktory mohou byt
proteiny, které zachycuji Zelezo z hemoglobinu (D.Lowy 2011), nebo exopolymery,
které maji obrannou funkci a zodpovidaji za odolnost vici antimikrobidlnim
mechanismim  hostitelského organismu, jako je napiiklad piisobeni
antimikrobidlnich peptidi, nebo fagocytéza leukocyty. Z druhé skupiny jsou
vyznamnym faktorem virulence enzymy, nebo toxiny, které na rozdil od ostatnich
faktort, vylucuje bakterie do okoli a tim primo plisobi na hostitelské buiiky (Otto

2014b).

1.1 Proteinové toxiny

Proteinové toxiny jsou proteiny vylucované bakterii do extracelularni matrix
béhem postexponencialni a staciondrni ristové faze, nebo se dostavaji z bakterie

béhem zniceni bakterialni burniky (Kong et al. 2016). Pro organismus hostitele jsou
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to ve vétSiné pripadd negativné pusobici latky, které napomahaji napiiklad pri
Sifeni infekce a adaptaci bakterie (Zhang et al. 2017). Rozdélujeme je do dvou
hlavnich skupin. Toxiny, které pii plsobeni poskozuji bunéénou membranu a

superantigeny (Fetsch 2018).

1.1.1 Toxiny poskozujici buné¢nou membranu

Mezi toxiny poskozujici bunéénou membranu, tedy cytolyziny (plsobi cytolytickou
aktivitou vii¢i bunikam hostitelského organismu), fadime toxiny, které délime do
dvou skupin. Prvni skupina zahrnuje cilenéjsi specifické toxiny, které vyZzaduji
pocatecni interakci sreceptorem pro naslednou lyzi buiiky a druha zahrnuje
toxiny, které plsobi bez interakce s receptory (plsobi enzymaticky) (Zhang et al.
2017). Toxiny prvni skupiny maji velikost zhruba 32-40 kDa (Reyes-Robles et
Torres 2016). Lyza je uskutecniovana diky schopnosti téchto toxini tvorit pory
v bunééné membrané, ¢imZ se vyznamné narusi integrita celé buiiky (Seilie et
Bubeck Wardenburg 2017). Toxiny poskozujici bunénou membranu v interakci
sreceptory jsou konkrétné: hemolyziny, leukotoxiny a moduliny rozpustné

ve fenolu (Otto 2014b).

Hemolyziny patii mezi cytolytické exotoxiny, které napadaji zejména erytrocyty
(Fetsch 2018), a ptisobi v interakci sreceptory (Otto 2014b). Vyznamnym
zastupcem je alfa toxin (Hla, Alfa hemolyzin). Alfa toxin je 33,3 kDa velky, ve vodé
rozpustny monomer, ktery pri navazani na hostitelskou buiikku oligomerizuje a
tvori pdry v plazmatické membrané (Zhang et al. 2017). Pory tvori vytlaCovanim
specifického transmembranového proteinu skrz lipidovou dvojvrstvu za vzniku
hydrofilniho transmembranového kanalu (obr. 1) (Seilie et Bubeck Wardenburg
2017). V bakterii je jeho gen obvykle umistén v nukleoidu. Napada B lymfocyty, T
lymfocyty, monocyty, makrofagy, krevni destic¢ky, erytrocyty a jiné nemyeloidni
burky, jako jsou epitelidlni a endotelialni bunky (Reyes-Robles et Torres 2016). Na
hostitelskou buriku piisobi interakci s hostitelskym proteinovym receptorem, ktery
se nazyva ADAM10 (Vandenesch et al. 2012). Dals$i hemolyziny vzhledem k jejich
funkci, nebo plisobeni jsou rozrazené v nasledujicich skupindch toxint. Stale
se z jedna o hemolyziny, ale zaroven maji i vlastnosti, které jsou si bliZsi s jinymi

skupinami (Otto 2014b).
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Obr. 1: Mechanismus piisobeni alfa toxinu na membranu hostitelské buriky (Zdroj:

Oliveira et al. 2018).

Leukocidiny jsou bikomponentni exotoxiny. Skladaji se ze dvou ve vodé
rozpustnych monomert, které oznacujeme jako komponenty S a F. Tvori spolecné
heterooligomerni komplexy. Mezi leukocidiny radime Panton - Valentine
leukocidin (LukSF-PV nebo PVL), gama-hemolysin AB (HIgAB), gama-hemolysin CB
(HlgCB), leukocidin AB (LukAB, nebo LukHG) a leukocidin ED (LukED).
Podskupiny tridy S jsou LukS-PV, HlgA, HlgC, LukE a LukA / H. Podskupiny tridy F
jsou LukF-PV, HlgB, LukD a LukB / G (Seilie et Bubeck Wardenburg 2017).
Kleukocidinim radime i leukocidin FM (lukFM), ktery je izolovan z kment, které
napadaji skot (Grumann et al. 2014). Pfi tvorbé poéru vbunécné membrané
hostitele se nejprve monomer tfidy S navaZe na bunécny receptor. Po navazani
dojde ke konformacni zméné a vznikne vazba (dimerizace) s monomerem tiidy F.
Poté dochazi k oligomerizaci a vznika transmembranovy, beta barelovy pér (obr.

2) (Oliveira et al. 2018).
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Chemokine Integrin
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Obr. 2: Mechanismus plsobeni leukocidini na membranu hostitelské bunky

(Zdroj: Alonzo et Torres 2014).

NejznaméjSim leukocidinem je Panton - Valentine leukocidin. Napada monocyty,
makrofagy a neutrofily (Oliveira et al. 2018). Receptory pro plisobeni Panton -
Valentine leukocidinu jsou C5a a C5L2, které se nachdzi na membrané monocyti,
neutrofil@, ale i napriklad T lymfocyti (Zhang et al. 2017). M4 dvé jednotky o
velikosti 23,8 kDa a 31,6 kDa (uniprot.org). Geny pro LukS-PV i LukF-PV jsou
kédovany pres temperované fagy. (Seilie et Bubeck Wardenburg 2017). Panton -
Valentine leukocidin se v85 % poji s kmeny Staphylococcus aureus, které jsou
methicilin rezistentni (MRSA-methicilin rezistentni Staphylococcus aureus) a
zplUsobuji pneumonii, infekce kiize a mékkych tkani. Geny pro Panton Valentine
leukocidin jsou také detekovdny u kment, které zpilsobuji tkanovou

nekrézu, furunkuly a koZni abscesy (Oliveira et al. 2018).

DalSimi leukocidiny, které jsou izolovany z kment, které napadaji clovéka, jsou
leukocidin ED (lukED) a leukocidin AB (lukAB) (Seilie et Bubeck Wardenburg
2017). Leukocidin AB je kédovan v genomu a vaze se na hostitelskou buriku pres
receptor CD11b. Napadda monocyty, leukocyty, neutrofily a dendritické buriky
(Reyes-Robles et Torres 2016). Tento toxin zvySuje preziti bakterie Staphylococcus
aureus v hostitelském organizmu, jelikoZ svym plisobenim napomaha pti uniku
pred imunitni odpovédi hostitele, konkrétné pred neutrofily a fagocytézou
makrofagy. Na rozdil od predeslych leukotoxinli dochazi u leukocidinu AB

k dimerizaci jeSté pred navazanim na receptor (Oliveira et al. 2018).

15



Leukocidin ED je na rozdil od vétSiny leukocidinii kédovan na tzv. ostrovech
patogenity (SaPI) a interaguje s erytrocyty, neutrofily a makrofagy (Reyes-Robles
et Torres 2016). Tento toxin je prevazné izolovan zkmend, odebranych od
pacientd, ktefi trpéli impetigem, prijmem spojenym s antibiotiky, furunkuly anebo
krevnimi infekcemi (Alonzo et Torres 2014). Jednotka IukE ma velikost 35,2 kDa a
jednotka lukD ma velikost 36,8 kDa. Podjednotka IukE se vSak miuZe spojovat i
s podjednotkou HIgB a podjednotka lukD se miZe spojovat s podjednotkou HIgA
(uniprot.org). Receptory pro leukocidin ED jsou CCR5, CXCR1 a CXCR2 (Alonzo et
Torres 2014).

JelikoZ se jedna o bikomponentni toxin, tak mezi leukocidiny fadime také gama-
toxin, nebo-li gama hemolyzin. Je to dvou komponentni exotoxin, ktery stejné jako
Alfa-toxin, oligomerizuje a tvori transmembranové kanaly skrz fosfolipidovou
dvojvrstvu, ¢cimzZ poté dochazi k lyzi napadené bunky (Gouaux et al. 1997);(Huseby
et al. 2007). Interaguje s erytrocyty, neutrofily i lymfocyty. Komponenty
oznacujeme jako hlgA (Gamma-hemolysin component A), hlgB (Gamma-hemolysin
component B) a hlgC (Gamma-hemolysin component C) (Vandenesch et al. 2012).
HlgA ma velikost 34,9 kDa, hlgB ma 36,7 kDa a hlgC ma 35,6 kDa. Pri sekvencni
vazbé a spojenim jednotky S a jednotky F tvori heterooligomerni komplexy. HigB
(F) se spojuje bud’ s HlgA (S), ¢imZ se vytvori AB toxin, nebo s HlgC (S), ¢imzZ se
vytvori CB toxin (uniprot.org).

Moduliny rozpustné ve fenolu (PSM) jsou alfa helikalni peptidy, které napomahaji
k tvorbé biofilmu a Sifeni infekce v hostiteli (Peschel et Otto 2013). Prispivaji k lyzi
neutrofild a k nékolika typiim projevu infekce, jako jsou kozni infekce anebo
bakterémie (pritomnost bakterie v krvi) (Otto 2014a). PSM vyvolavaji zanétlivé
reakce interakci s FPR2 receptorem, ale jejich cytolyticka aktivita je na FPR2
nezavisla. D€l se na podskupiny, které oznacujeme jako PSMa, B, y, 0 a dalsi.
Ve spojitosti se Staphylococcus aureus je nejpodstatnéjsi PSMa, ktera je kddovana
vgenomu (Otto 2014b) a zplsobuje lyzi neutrofili po fagocytéze. Coz miize
vysvétlovat vysokou toxicitu nékterych agresivnich kment (Fetsch 2018) .

Do PSM tadime i delta hemolyzin, ktery je znacen PSMy (Peschel et Otto 2013).
PSMy napada predevsim erytrocyty a jeho velikost je vyjime¢né malj, je to 2,8 Da

(uniprot.org). Jednotlivé skupiny PSM se lisi svym nabojem. PSMa ma kladny
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naboj, PSM negativni a PSMy ma naboj neutralni. Jako predchozi toxiny tvorici
pory i PSM oligomerizuji a tvori kratkodobé transmembranové kanaly (obr. 3)

(Oliveira et al. 2018).

(1)
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Obr. 3: Nespecifickd cesta PSM toxini pri oligomerizaci a tvorbé
transmembranového kanalu (Zdroj: Oliveira et al. 2018).

Staphylococcus aureus sekretuje velké mnoZstvi enzymi, které napomahaji
virulenci v hostitelském organismu. Jsou to predevSim proteazy aureolysin,
cysteinové protedzy staphopain A a B, stafylokindza anebo stafylokoagulaza.
NejvyznamnéjSi toxiny, které sice také poSkozuji membranu hostitele, ale jiz

plsobi enzymaticky, jsou exfoliativni toxiny a beta hemolyzin (Otto 2014Db).

Exfoliativni toxiny jsou specifické serinové proteazy, které rozpoznavaji a Stépi
desmozomalni kadheriny (transmembranové proteiny podilejici se na
mezibunécénych spojich) v povrchovych vrstvach kaze. Zpuasobuji SSSS
(stafylokokovy syndrom opatené kiize), nebo-li Ritterovu chorobu, kterd je
charakterizovana predevsim odlupovanim kaze, horeckou, malatnosti a buléznim
impetigem (Bukowski et al. 2010). Exfoliativni toxiny zndme Cctyfi, jsou to
exfoliativni toxin A (ETA), exfoliativni toxin B (ETB), exfoliativni toxin C (ETC) a
exfoliativni toxin D (ETD). Hlavnimi zastupci exfoliativnich toxint, které poskozuji
lidskou kiizi jsou ETA a ETB. ETC byl izolovan z koné a neposkozuje lidskou kiizi.
Exfoliativni toxin ETD byl poprvé izolovan v roce 2002, a to z klinického materialu
(Oliveira et al. 2018). ETA je kédovan temperovanym fagem, ETB na plazmidu a
ETD na ostrovech patogenity. ETA i ETB maji velikost 27 kDa a ETA je tepelné
stabilni, zatimco ETB je teplotné labilni (Mariutti et al. 2017). Exfoliativni toxiny
jsou ale produkovany jen cca 5 % kment Staphylococcus aureus (Oliveira et al.

2018).
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Beta hemolyzin, nebo-li fosfolipaza C (uniprot.org) je exotoxin s velikosti 35 kDa
(Dinges et al. 2000). Enzymaticky se jedna o sfingomyelinazu, ktera pri napadeni
hydrolyzuje sfingomyelin a tim dochazi k lyzi erytrocytli. Tento hemolyzin ma také
lymfotoxické vlastnosti a stejnym zplisobem, jako napada erytrocyty, napada i
lidské lymfocyty a neutrofily (Huseby et al. 2007). Je kédovan na ostrovech
patogenity (Otto 2014b).

1.1.2 Superantigeny

Superantigenni toxiny napadaji hostitele opét pomoci bunécného receptoru, ale
narozdil od predeslé skupiny toxinti, které poskozuji bunécnou membranu,
superantigeny bunéfnou membranu neposkozuji (Fetsch 2018). Stafylokokové
superantigeny jsou skupinou pyrogennich proteinti s vysokou molekulovou
hmotnosti, které napadaji T lymfocyty, makrofagy, eozinofily a epitelialni bunky
(Bachert et al. 2002). Plvodné byly vSechny superantigeny fazeny mezi
enterotoxiny, jelikoZ zplsobuji po poZiti zvraceni a gasteritidy (zanéty travici
soustavy). Zjistilo se ale, Ze ne vSechny superantigeny zplisobuji tyto potiZe a proto
je rozdélujeme na stafylokokové enterotoxiny (SEs) (tab. 1), stafylokokové toxiny
podobné enterotoxintim (SEIT) (tab. 2) a toxiny syndromu toxického Soku (TSST-
1). Vétsina superantigenti je kédovana na mobilnich genetickych elementech jako
jsou napriklad plazmidy. Jsou ovSem vyjimky, jako je SEIX, ktery je kédovan na
chromozomu (Grumann et al. 2014). V roce 2018 bylo popsano vice jak 23 rtznych
stafylokokovych superantigent: stafylokokové enterotoxiny A-E,G-],L-QaR-
T (SEA-SEE, SEG-SE], SEL-SEQ, SER-SET), stafylokokové toxiny podobné
enterotoxiniim K - Q a U - X (SEIK-SEIQ, SEIU-SEIX) a TSST-1 (Oliveira et al. 2018).

Stafylokokové enterotoxiny jsou globularni, jednoretézcové, teplotné stabilni
proteiny, které zname predevsim jako piivodce otrav zjidla (Fetsch 2018). Jsou
pomérné odolné, coZ jim umoziiuje zistat neporuSené v potravé a vyvolat
onemocnéni (Pinchuk et al. 2010). Zptsobuji nevolnost, zvraceni a gastritidy
(Fetsch 2018). Jejich velikost je cca 20-30 kDa a diky nespecifické interakci
s hlavnim histokompatibilnim komplexem tiidy II (MHC II) stimuluji T lymfocyty
(Otto 2014b). Po stimulaci T lymfocytt se vyplavi velké mnozstvi cytokind a tim

dochazi k staviim akutni intoxikace hostitelského organismu. VétSina genl pro
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enterotoxiny je kdédovana na genetickych mobilnich elementech (Pinchuk et al.
2010).

Stafylokokovy enterotoxin (SE) Vlastnost
NejbéZnéjsi SE toxin, ktery je spojovan
SEA s otravou z jidla
SEB Byl studovan, jako biologicka zbran
SEC BéZny zvireci izolat
SED Otrava z jidla
SEE Otrava z jidla
SEF Spojovan se syndromem toxického Soku
SEG Mensi role pfi otravé z jidla
SEH Otrava z jidla
SEI Mensi role pti otravé z jidla

Tab. 1: Prehledova tabulka stafylokokovych enterotoxint a jejich vlastnosti (Zdroj:
Pinchuk et al. 2010)

Z globalniho hlediska je nejvyznamnéjSim stafylokokovym enterotoxinem SEB
toxin (staphylococcal enterotoxin B). SEB toxin je velky 28 kDa, je extrémné
stabilni a snadno vyrobitelny ve velkém mnoZstvi. UZ pti nizkych koncentracich
miuZe SEB zplsobit selhdni organismu a smrt. Béhem Sedesatych let mély Spojené
staty utocny program, kde byl SEB toxin studovan jako biologickd zbrai. Na
zakladé téchto vyzkumia bylo urcCeno, Ze 50% smrtelna davka SEB toxinu je
0,02 ng/kg télesné hmotnosti ¢lovéka, ktery je vystaven danému mnozstvi toxinu

vzdus$nou cestou (Fries et Varshney 2013).
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SE Velikost (kDa) Geneticky element
SEA 27,1 Temperovany fag
SER 26.4 Chromosom - ostrovy

patogenity, plazmid
SECi3 ~27,5 Ostrovy patogenity
SED 26,9 Plazmid
SEE 26,4 Temperovany fag
(hypoteticka lokace)
SEG 27 Chromosom
SEH 25,1 Chromosom

SEI 24,9 Chromosom
SEK 25,3 Plazmid
SEL 247 Chromosom - ostrovy

patogenity
SEM 24,8 Chromosom
SEN 26,1 Chromosom
SEO 26,8 Chromosom
SEP 26,7 Temperovany fag
Chromosom - ostrovy
SEQ 25,2 patogenity, temperovany
fag
SER 27 Plazmid

SES 26,2 Plazmid

SET 22,6 Plazmid

Tab. 2: Prehledova tabulka SE, jejich velikosti a genetického elementu, kde jsou

kédovany (Zdroj: Fetsch 2018)

Ke stafylokokovym enterotoxiniim radime i toxiny, které jsou enterotoxiniim

podobné. Tyto toxiny nazyvame souhrnné enterotoxin-like toxiny (SEls) a stejné

jako enterotoxiny jsou ptlivodci otrav z jidla a ke kédovani dochazi na genetickych

mobilnich elementech (Argudin et al.

2010). Maji také velmi podobnou

charakteristiku pti napadeni hostitele a velikost (Tab. 3) (Fetsch 2018).
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Stafylokokovy toxin
podobny enterotoxinu Velikost (kDa) Geneticky element

(SEls)
SE]j 28,6 Plazmid

SEIU 27,2 Chromosom
SEIV 27,6 Chromosom
SEIW 26,7 Chromosom
SEIX 19,3 Chromozom
SEIY 22,5 Chromozom

Tab. 3: Prehledova tabulka SEls, jejich velikosti a genetického elementu, kde jsou

kédovany (Zdroj: Fetsch 2018)

Toxin syndromu toxického Soku je nejznaméjsi stafylokokovy superantigen o
velikosti 22kDa. Diive byl fazen mezi enterotoxiny pod zkratkou SEF, ale jelikoZ
nezpusobuje otravy z jidla, je uvadén zvlast (Otto 2014b). Syndrom toxického Soku
je nejcastéji spojovan szZenami, které béhem menstruace pouzivaji vysoce
absorp¢ni tampony. Existuji dvé klinické formy syndromu toxického Soku a tim je
pravé zminény syndrom menstruacniho toxického Soku a nemenstruac¢niho
toxického Soku (Que et Moreillon 2015). Mezi symptomy fadime horecku (38,9 °C),
hypotenzi (nizky tlak), vyrazku a intoxikaci tfi organovych soustav, a to napriklad
jater, kardiovaskularni soustavy, vyluCovaci soustavy, sliznic, gastrointestinalni
soustavy, svalové soustavy a centralniho nervového systému. Rozdil mezi
stafylokokovym a streptokokovym syndromem toxického Soku je ten, Ze u
streptokokového syndromu toxického Soku dochazi k napadeni pouze dvou
organovych soustav (Klompas 2010). Nemenstruacni toxicky Sok je spojovan
nejcastéji s chirurgickymi zakroky a s primarnimi stafylokokovymi infekcemi, jako
je naptiklad kozni infekce. Syndrom toxického Soku nemusi zpiisobovat nutné
pouze TSST-1, ale mliZe ho zplisobit i fada enterotoxint, jako je naptiklad SEB
nebo SEC (Stevens et Bryant 2011). K syndromu toxického Soku dochazi interakci
toxinu s MHC II a TCR (T-lymfocytarnich receptort) na buiikdch APC (burkach
reprezentujicich antigen) a T lymfocytech. Timto zplisobem mohou dané toxiny
stimulovat az 20 % celé populace T lymfocytl a iniciuji uvolnéni cytokinti, které
jsou zanétlivé a v tomto mnozstvi zplisobuji syndrom toxického Soku (Moza et al.

2007).
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1.2 MoZnosti analyzy proteinovych toxini bakterie

Staphylococcus aureus

1.2.1 Kultivace

Staphylococcus aureus je fakultativné anaerobni bakterie, kterd vytvari hladké,
vypouklé, lesklé, kruhové kolonie. Koky, které kolonie tvoii, maji cca 0,5-1,5 um a
rostou v typickych shlucich zplisobenych nedokoncenim septa pfi bunécném
déleni. V zavislosti na podminkdch rlistu mohou mit riiznd zabarveni, ovSem
nejcastéji se setkame se zlutymi (zlatymi) odstiny. Staphylococcus aureus je
kataldza pozitivni, oxiddza negativni, nepohybujici, netvoii spory a na krevnim

agaru tvori typickou -hemolyzu (Medved'ova et Valik 2012).

Staphylococcus aureus je obvykle kultivovan pti 37 °C, po dobu 24 hodin, na
riznych druzich agaru. Typicky se jedna o tzv. nutrient agar, LB (Luria Bertani)
agar, nebo TSA (trypticky s6jovy agar). Pri kultivaci v tekutém médiu by mély byt
pouzity provzdusinovaci zkumavky, aby dochazelo k ristu bakterii, jelikoZ je
Staphylococcus aureus aerobni az fakultativné anaerobni bakterie (Missiakas et
Schneewind 2013). ProtoZe je Staphylococcus aureus tolerantni vic¢i mnoha
faktortim, jako je pH, soli (azZ 15 %), teplota i antibiotika, roste na Sirokém spektru

médii a v Sirokém spektru rlstovych podminek (Medved'ova et Valik 2012).

1.2.2 Extrakce proteina

Pri extrakci proteinti z bakterie bereme v ivahu umisténi proteinti v téle bakterie a
nasledné zpracovani proteinti. Zvolena metoda by méla tcinné rozbit télo burky a
vyplavit proteiny do extracelularni tekutiny. Metody extrakce se déli na dvé
skupiny. Prvni je mechanické rozbijeni buriky, pri kterém je na bunku vyvijen
riizné velky tlak. Radime sem napiiklad French press, nebo vysokotlaky
homogenizator. Do druhé skupiny spadaji metody nemechanické, které se jesSté
déli na chemické (napr. detergenty), biologické (napt. enzymy) a fyzikalni (napf-.
teplo). Pri chemickém rozrusSovani bunky se pouzivaji zejména lyzacni pufry, které
vétSinou funguji na principu zmény pH. Chemicka lyza se da rozdélit na alkalickou
a lyzu zplisobenou detergenty, které maji schopnost narusit hydrofobné-hydrofilni

interakce (iontovym detergentem miiZe byt napt. SDS). Enzymaticky se da rozrusit
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burika napriklad lyzozymem a u fyzikalnich se jedna zejména o tepelné zmény (var,

mraz) (Islam et al. 2017).

1.2.3 Detekeni a separacni metody

Pro detekci a separaci toxinl Staphylococcus aureus se vyuziva Siroka skala
laboratornich metod, které se rozdéluji na primé a neprimé. Primé se jesté déli na
imunologické a fyzikalné chemické a do neprimych se radi molekularné biologické
metody, jako je naptiklad polymerazova fetézova reakce nebo-li PCR (St'4stkova et

al. 2012)

Imunologické metody funguji na principu vazby antigen a protilatka. Antigen
obvykle znazoriiuje molekulu, kterd v organismu zahaji imunologickou odpovéd,
coZ zpusobi produkci protilatek. Antigenem mize byt v laboratorni praxi cCast
zkoumané bakterie, nebo tfeba jeji toxin (Bursova et al. 2014). Mezi imunologické
metody Fadime napftiklad reverzni pasivni latexovou aglutinaci (RPLA), metodu
ELISA anebo western blotting (Fetsch 2018). Z téchto metod se nejcastéji pouziva
metoda ELISA.

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) je Siroce pouzivana kolorimetricka
metoda, kterad se provadi pomoci imobilizace umélych antigenti nebo zachycenim
protilatek na plastovych nosicich (mikrotitra¢ni desticka) (Wu et al. 2016). Kromé
reakce antigen-protilatka se pii této metodé vyuziva i pritomnosti enzymu, ktery
slouzi k oznaceni protilatky (Bursova et al. 2014). Je nékolik typli metody ELISA
(prima, nepiima a sendvicova) a nejcastéji se pro detekci stafylokokovych toxint
vyuziva sendvi¢ova ELISA. Pri sendvic¢ové verzi se pouZzivaji dvé protilatky, které
jsou specifické pro rlizné c¢asti daného antigenu. Tento typ se provadi na
mikrotitracni desti¢ce a jedna protilatka je navdzana v jamce desticky a druhj,
ktera je oznacena enzymem, slouzi k detekci antigenu (Crowther 2000). U této
metody je nevyhoda, Ze laboratorni soupravy jsou k dispozici pouze pro detekci
péti enterotoxinli (SEA az SEE) (Duracova et al. 2019). Dalsi nevyhodou pro pouziti
metody ELISA je ta, Ze béhem procesu mize dojit ke krizené reakci s jinymi

antigeny (Stastkova et al. 2012)

Do detekénich fyzikadlné chemickych metod radime napriklad biosenzory,

hmotnostni spektrometrii a vysokoucinnou kapalinovou chromatografii a do

23



separacnich fyzikalné chemickych metod radime napriklad SDS PAGE (Bursova et
al. 2014). VsoucCasné dobé je naprosto prevazujici identifikatni metodou
v proteomice hmotnostni spektrometrie, vramci které se prednostné vyuZziva
nejvice spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie, ktera umozni efektivni
rozdéleni studované komplexni smési peptidli, meékkych ionizacnich technik,
zejména elektrosprejové ionizace (ESI) a nasledné detekce pomoci
vysokorozliSujictho hmotnostniho spektrometru. Tato kombinace zajisti velice
dobrou senzitivitu a specifitu pri identifikacich vétSiny proteindi, resp. Jejich

peptidi (de Hoffmann 2005).

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) je druh
gelové elektroforézy na polyakrylamidovém gelu za pritomnosti dodecylsiranu
sodného. Jedna se o béZné vyuZivanou metodu pro separaci proteinovych molekul
podle velikosti a nadboje (Backman a Persson 2018). Polyakrylamidovy gel
se sklada ze dvou ¢asti, z horniho (zaostiovaciho) gelu a spodniho (separac¢niho)
gelu. Oba gely maji odliSné pH a obsahuji jiné mnoZstvi polyakrylamidu.
Dodecylsiran sodny zajiStuje denaturaci proteinii a dodava jim uniformni
negativni ndboj. Samotna elektroforéza probiha tak, Ze se do pripravenych jamek
na hornim gelu vlozi pripravené vzorky a standard. Poté se do gelu vpousti
elektricky proud a pomoci elektrického proudu prostupuji proteiny gelem. Mensi
proteiny prostupuji rychleji a vétSi pomaleji, takze vznikd Skala proteint
roziazenych od nejvétsi velikosti po nejmensi (Brunelle et Green 2014). Po
ukonceni elektroforézy se miize gel obarvit. Kobarveni se vétSinou uziva
Coomassie brilliant blue, nebo-li briliantova modr, ktera vysledné bandy zvyrazni,
anebo se miiZe gel tzv. stribrit, coz zviditelni hiife viditelné bandy a zkontroluje se

tim i ¢istota vzorku (Kavran et Leahy 2014).

Hmotnostni spektrometr je analyticky pristroj, ktery na vstupu vytvari ionty ze
zkoumaného vzorku a méri jejich hmotnost, resp. velikost. Podle typu usporadani
slouzi k analyze biologickych latek (proteinti, peptidii), ale tieba i syntetickych
polymeri (Friedecky et Lemr 2012). Kazdy hmotnostni spektrometr ma tri c¢asti.
Jde o zdroj iontd, ktery zkoumany vzorek prevede do plynné iontové faze, dale

jeden ¢i vice analyzatort, které analyzuji hmotnost iontl a rozdéli je podle poméru
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hmotnosti a naboje (m/z) a detektor, ktery separované ionty zachycuje a pocita (de

Hoffmann 2005).

V této bakalarské praci je pouzivana metoda nano LC-MS/MS a vtomto pripadé
jsou ionty separovany pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
online pripojené pres nanoelektrosprejovou ionizaci k hmotnostnimu
spektrometru QExactive (obr. 4). Iontovym zdrojem je zde elektrosprej, ktery
ionizuje vzorek za atmosférického tlaku (de Hoffmann 2005). Vyuziva se tak
elektrickd energie k prenosu iontli zroztoku do plynné faze (Ho et al. 2003).
Vzorek je spole¢né s polarnim rozpoustédlem veden kapildrou, na kterou ptisobi
vysoké napéti. Vysoké napéti vytvari elektrické pole, které zplisobuje hromadéni
iontd v kapce vychazejici z kapilary, coz poté vytvaii tzv. Tayloriv kuzel (de
Hoffmann 2005). Takto vznikajici kapicky s vysokym nabojem, generované z hrotu
elektrospreje, prochazi tlakovym a potencidlovym gradientem a sméfruji
k analyzatoru. Diky zvySené teploté elektrického zdroje, a protiproudu susiciho a
zamlzovaciho plynu, se nabité kapicky stale zmensuji, dochazi k odpaiovani
rozpoustédla a zvySuje se povrchovy naboj, aZ dojde k vytlaceni iontii do plynného

stavu (Ho et al. 2003).

Vzniklé ionty tedy dale pokracuji k hmotnostnimu analyzatoru, kterym je v tomto
pripadé tzv. orbitrap. Postupné ionty prochdazi pres kvadrupdl, ktery je schopen
vybrat na zakladé velikosti m/z prekurzory z plynného vzorku a ty poté posilat
selektivné dal. DalSim velmi dtlezitym mistem je C-trap, kde dochazi k zachyceni a
stlaceni vybranych iontd, které nasledné vysSle do HCD kolizni cely, kde dojde
k naruseni struktury peptidi a jejich fragmentaci na mensi ¢asti, které se nasledné
vraci do C-trapu. V C-trapu dojde opét ke stlaceni a vyslani vzorku, ovSem nyni jiZ
do orbitrapu, kde se vzorek analyzuje a vytvari se hmotnostni spektrum, které je
diky softwaru prekladano uZivateli k dals$i analyze. Vtomto pripadé orbitrap
slouzi nejen jako analyzator, ale i jako detektor (Michalski et al. 2011). Orbitrap
tvofi dvé elektrody, kde jedna obklopuje druhou a mezi nimi piisobi
elektrostatické pole. Elektrostatické pole zpilisobuje, Ze ionty obihaji centralni
elektrodu axidlné i radidlné a ménici se frekvence téchto oscilaci poté umoznuje

stanoveni u iontli hodnoty m/z (Dunn 2011). Pro urceni toxinl Staphylococcus
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aureus se vysledna data z hmotnostniho spektrometru zpracovavaji ve vybraném

softwaru a hledaji se shody v databazich (Tonacini et al. 2019).

C-Trap Exit Lens C-Trap Entrance Lens

HCD Collision Cell CaTrap Split Lens  Quad Exit Lens Quadrupole Lens Bent Flatapole
N
|— S m—
Inter-Flatapole Lens /
Z Lens _— :#:'
s I | |njection Flatapole
S-Lens Exit Lens =]
S-Lens =
c::::1 am _:'
/ \ Capillary

T —

NanoSpray Source
Orbitrap Mass Analyzer

Obr. 4: Schéma hmotnostniho spektrometru QExactive (Zdroj: Michalski et al.
2011)
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2 Experimentalni cast

2.1 Material

2.1.1 Vzorky bakterii

K charakterizaci bylo pouZito 16 kmenl bakterie Staphylococcus aureus, z nichz
vSechny byly k dispozici ve sbirkdch Katedry molekularni patologie a biologie,
Fakulty vojenského zdravotnictvi, Univerzity obrany na pracovisti v Hradci
Kralové. V nasledujici tabulce se nachazi seznam pouzitych kment s ocekavanymi
toxiny. Kmeny nesou oznaceni podle toho, odkud pochazi, jsou to NCTC National
collection of type culture, CCM Czech collection of microorganisms a ostatni
pochazi z Narodni referen¢ni laboratore pro stafylokoky, od RNDr. Petra Petrase,
CSc. U kmenu 1. CCM 4516 nebyl ocekavan zadny toxin, jelikoZ se jedna o kontrolni

kmen.

27



Kmen Ocekavany toxin

1. CCM 4516 Zadny

2. 5.14/484 SEA, SED

3. 7_13/648 SEC, SED

4. 10_14/341 SEC, TSST-1

5. 12_14/13 Exfoliativni toxin B

6. 4.14/592 SED

7. 3.14/597 SEC

8. 8.14/360 TSST-1

9. 9.14/583 SEA, TSST-1
10.11_15/504 Exfoliativni toxin A

11.6_12/281 SEB, SEC
12.13_14/586 Exfoliativni toxin A+B

13.1_.14/565 SEA

14.2_14/577 SEB
15.NCTC 10654 SEB
16.NCTC 5660 Alfa toxin, Beta toxin

Tab. 4: Prehledova tabulka pouzitych kment Staphylococcus aureus s ocekavanym

toxinem
Nazev toxinu Uniprot cislo
TSST-1 P06886
Enterotoxin A POAOL2
Enterotoxin B P01552
Enterotoxin C1,2,3 P01552,P34071, P01553
EnterotoxinD P20723
Exfoliativni toxin B P09332
Exfoliativni toxin A P09331
Alfa toxin P09616
Beta toxin A7LAI8

Tab. 5: Prehledova tabulka ocekavanych toxini s odpovidajicim UniProt ¢islem

(Zdroj: uniprot.org)
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2.1.2

Laboratorni material

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

BéZné laboratorni sklo (Ehrlenmeyerovy barky, lahve pro uchovavani
roztoki)

Centrifugaéni zkumavky, riizné objemy (TPP, Trasadingen, Svycarsko)
Indikatorové pH papirky (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

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

Kryci félie na mikrotitracni desticky (AB Sciex, Foster City, USA)
Laboratorni plast — Petriho misky, Kklicky, kultiva¢ni zkumavky s vétracim
vickem

Mikropipety, rizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Mikrotitra¢ni desti¢ky (TPP, Trasadingen, Svycarsko)

Mikrozkumavky, rizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

Ochranné osobni pomiicky (nitrilové rukavice, oblicejovy stit)

Spicky pro mikropipety, riizné objemy (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Vanicky pro multikandlovou pipetu (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)

Vialky pro HPLC (Waters, Milford, USA)

Agary/Média

Luria Bertani Broth (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Luria Bertani agar (Serva, Némecko)

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

Chemikalie

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

Acetonitril (ACN) (Merck Group, Darmstadt, Némecko)
Benzonaza (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Beta-merkaptoethanol

Dithiothreitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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2.1.5

2.1.6

2.1.7

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

Dusic¢nan stiibrny

EDTA free protein inhibitor coctail (Roche, Némecko)
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)

Mocovina (Sigma-Aldrich, St. Louis, 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)

Thiosiran sodny (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
Tris(2-karboxyetyl)fosfin (TCEP) (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)

xTractor™ Buffer (Clontech laboratories, USA)

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

Kapalinové chromatografy, kolony a prislusenstvi

Ultra microspin C18 kolonky (Harvard Apparatus, Holliston, USA)
UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC system (Dionex, Sunnyvale, USA)
Predkolona Acclaim PepMap100 (Thermo Fisher Scientific, USA)
Separac¢ni kolona Acclaim PepMap RSLC (Thermo Fisher Scientific, USA)

Hmotnostni spektrometr

QExactive (Thermo Fisher Scientific, USA)
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2.1.8 Pristrojové vybaveni

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

e Elektroforeticka vana s prisluSenstvim (Invitrogene, UK)

e Eppendorf stolni minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Eppendorfvakuova odparka 5301 (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Flowbox (Bioair, Italie)

e Fluostar optima (BMG labtech)

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

e Magneticka michacka Hotplate & Stirrer JENWAY 1000 (Jenway, Dunmow,
Velka Britanie)

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

e Termomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

e Ultrasonic Processor UP200ST (Hielscher, Némecko)

e Vortex MS2 (IKA Works, Wilmington, USA)

2.1.9 Programové vybaveni
e Multimode Analysis Software (Beckman Coulter, Brea, USA)

e Proteom Discoverer 2.4 (Thermo Fisher Scientific, USA)

2.2 Kultivace

Pro kultivaci bakteridlnich kment byla zvolena na zacatku dvé média a agary. LB
agar (P160004)/médium (L3022) a Nutrient agar (CM0003)/médium (CM0001).
VsSechny kmeny byly nejprve naockovany z kryozkumavek na agarové plotny obou
druhti agaru, aby se zjistila zivotnost a Cistota kultury. Inkubace probihala pti 37°C
pres noc, do dalSiho dne. Poté byla prenesena narostla kultura do tekutého média o
objemu cca 9 ml a kultivovana aerobné v termostatu, pfi mirném trepani a opét pri
teploté 37°C. Dalsi kultivace probihala jiZ jen na jednom vybraném médiu, které
bylo vybrano porovnanim vysledkl z rastovych krivek. Spole¢né s riistovymi
krivkami byl provadén jesté CFU (Colony forming unit) prepocet, ktery byl
zaznamenavan vzdy na zacatku a na konci méreni ristovych kiivek u obou médii.

Pro CFU prepocet byl pouZit pouze jeden kmen a to CCM 4516.
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2.2.1 Rustové krivky

Ristové krivky byly charakterizovany pomoci pristroje Fluostar optima, kde byla
porovnavana dvé meédia, ktera jsou zminéna v kapitole kultivace (LB, Nutrient).
Nejprve byla provedena kultivace na agarovych plotnach pro vSech 16 kment na
obou typu agaru. Poté byla narostla kolonie z plotny prenesena bakteriologickou
klickou do ¢iré zkumavky, kde jiz bylo pripravené prislusné médium o objemu 3
ml. Zaznamenalo se OD (optickda denzita) kazdého vzorku a do dalSiho dne

se nechalo kultivovat s vétracim vickem pii 37°C a mirného michani cca 200 RPM.

DalSi den se opét zmérilo OD kazdého vzorku ve zkumavkach a jelikoZ bylo OD u
vSech kment vétsi nez 0,1, byly vzorky fedény odpovidajicim médiem na OD 0,1,
aby kazdy vzorek zacinal rtst pri stejném OD. Piiklad: Bylo OD 1,9 u3 ml
bakterialni suspenze a jelikoZ bylo potieba 5 ml bakterialni suspenze o OD 0,1, tak
bylo odebrano do nové zkumavky 0,2632 ml bakterialni suspenze a 4,737 ml

odpovidajictho média.

Po piipravé vzorkli byla pripravena mikrotitracni desticka (TPP96), kam byl
pipetou prenesen blank (¢isté médium) a vzorky o mnozstvi 200 pl. Do krajnich
jamek byla dana voda o mnozstvi 350 pl, kviili odpatovani. Mikrotitra¢ni desticka

vypadala po pripravé nasledovné.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Alv Vv VvV \' \% \% \' \% \' \' \' \'
B|V B 1 1 1 2 2 2 3 3 Vv
c|V B 4 4 4 5 5 5 6 Vv
DV B 7 7 7 8 8 8 9 \'
E|v B 10 10 10 11 11 11 12 12 12 \'
F|{v B 13 13 13 14 14 14 15 15 15 \'
G|V B 16 16 16 \'
H|V VvV VvV \' \% \% \' \% \' \' \' \'

Tab. 6: Predloha pro mikrotitracni desticku k ristovym krivkam. V= voda, B=Blank,

¢islo= ¢islo kmenu.

V tabulce (Tab. 6), ktera znazornuje mikrotitracni desticku jsou symboly pro vodu,
blank a ¢islo kmenu. Desticky byly pouZity dvé, jelikoZ jedna desticka vystacila pro

kmeny jednoho média. Vzorky byly aplikovany v tripletu.

Pro ristové krivky byla nastavena metoda Growth curve na 24 hodin se 145 cyKkly.
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2.2.2 CFU vypocet

CFU prepocet byl provadén jako kontrolni metoda, kterd patii mezi neprimé
metody a vysledkem je zjiStény pocet Zivotaschopnych bunék v1 ml média.
Piepocet byl provadén na zacatku a na konci riistovych kiivek. Byl provadén u

obou médii a u obou médii byl pouzit kmen ¢. 1, tedy CCM 4516.

Vypocet byl provadén tak, Ze po upravé OD vzorku bylo odebrano 50 pl, které
se poté rozredilo desitkové spolecné s fyziologickym roztokem (PBS). Do prvni
zkumavky bylo preneseno 450 ul PBS a ktomu 50 pl bakteriadlni suspenze a tim
se vytvorila koncentrace 10-1, v dalsi zkumavce bylo pripraveno 450 ul PBS a
pridavalo se 50 ul roztoku z prvni zkumavky a tim se vytvorila koncentrace 10-2.

Timto zptisobem byly naredéné koncentrace 10-*a 105, popripadé i 10-6.

Posledni dvé koncentrace byly vysety na plotny vZdy v duplikatu, na odpovidajici
agar a nechaly se kultivovat do dal$iho dne, opét pti 37°C. Nanaska na jednu plotnu
byla 50 ul. Dalsi den byly plotny spocitany, a to samé bylo provedeno na konci

ristové krivky.

Prepocet byl nasledujici. Byly zpriimérovany obé plotny s danou koncentraci a
danym typem média. Poté byly priméry pievedeny na stejné rady a nasledné
se secCetly. Nakonec bylo vychazejici ¢islo vydéleno poctem redéni (v tomto pripadé
2) avynasobeno 20, jelikoz bylo na plotnu pipetovdno mnozstvi 50 ul. Vysledek byl

znasoben redénim, na které bylo prevadéno.

2.3 Lyza bakterii a extrakce proteint
Lyza bakteridlnich bunék byla uskute¢néna dvakrat. Pfi prvnim pokusu byl pouzit
blokovy ultrazvuk Ultrasonic Processor UP200ST a podruhé lyzacni pufr

xTractor™ Buffer.

Pri pouziti ultrazvuku byla narostld kultura prenesena do centrifugacnich
zkumavek a stocCena pri 7000 x g, po dobu 5 minut, pri 4 °C. Poté byl odebran
supernatant a peleta byla resuspendovana v 1,2 ml PBS. Po resuspendaci byly
vzorky sonikovany Sestkrat po dobu 3 minut, pti 20 kHz a 30 W. Mezi 3 minutami
sonikace byla vzdy 1,5 minut pauza. Poté byly vzorky opét stoCeny v centrifuze, pri

10 000 g, po dobu 30 minut a pti 4 °C a byl odebran lyzat, ktery byl filtrovan pres

33



0,22 pm filtr. Lyzaty i supernatanty byly poté skladovany pri -80 °C do dalSiho

pouziti.

Pii druhém pokusu, pti pouziti lyza¢niho pufru bylo po kultiva¢ni fazi, tekuté
médium s narostlou kulturou preneseno do centrifugacnich zkumavek a stoceno
pti 7000 x g, po dobu 15 minut, pti 4 °C. Poté byl supernatant odebran a uchovan
pri - 80 °C do filtrovani na filtrech Amicon 10K. Pelety, které zlistaly na dné
centrifugacnich zkumavek byly resuspendovany vlyza¢nim pufru, ktery byl
odméten v poméru 20 ml pufru k 1 g pelety. Pelety vzorkd mély v priméru 0,17 g,
tedy pelety byly resuspendovany v 3,4 ml pufru. Po resuspendaci byly pridany
EDTA free proteinové inhibitory (1 tableta=1 ml destilované vody) a jelikoZ
bakterialni kultura rostla v9 ml média, tak bylo pridavano k resuspendované
peleté 180 ul roztoku proteinovych inhibitor. Aby se sniZila viskozita roztoku
béhem lyzovani bakterialnich bunék, byla pridana benzonaza. Vzorek byl lyzovan
po dobu 10 minut za pokojové teploty a mirného trepani. Po dané dobé byl lyzat
centrifugovan pri 1200 x g, po dobu 20 minut a pri 4 °C. Lyzat byl odebran do nové
zkumavky a spoletné se supernatanty byl objem zredukovan pomoci
membranovych Amicon filtrti 10K, které byly nasledné promyty 20 mM TrisHCI o
pH 8,5 a vysledné vzorky byly skladovany pfti - 80 °C.

2.4 Stanoveni proteinového obsahu vzorku

Méteni bilkoviny bakteridlnich lyzati a supernatanti bylo provedeno tzv.
bicinchoninovou metodou (BCA), ktera spociva v reakci sodnych soli kyseliny
bicinchoninové s méd'nymi ionty. Méreni probihalo na mikrotitra¢ni desticce, kam
byla postupné nanesena kalibracni fada a vzorky. Pro kalibra¢ni radu byly pouzity
proteinové standardy albuminu. NanaSka do kazdé jamky byla 10 pl v pripadé
blanku a standardid. Vzorky byly redény pétkrat, takze 4:1, coz ve vysledku
znamenalo 2 ul vzorku a 8 pl vody. Po pripravé desticky byl smichan tzv. working
reagent a to smichanim chemikalii z kitu - copper sulfate solution a bicinchoninic
acid solution v poméru 1:50. Do kazdé jamky bylo potreba pridat 190 ul working
reagentu a inkubovat poté desticku v termomixeru po dobu 30 minut pri 37 °C.
Koncentrace bilkoviny byla mérena na pristroji Paradigm, v programu Multimode

Analysis Software pri 562 nm.
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2.5 1D SDS-PAGE

Pii pripravé 1D SDS-PAGE elektroforézy byly nejprve pripraveny
polyakrylamidové gely podle nasledujici tabulky. Bylo pripravovano mnoZstvi na
16 gelid. Prvni byl pripravovan spodni, separacni (10%) gel a poté horni,

zaostrovaci (4%) gel. Gely byly ptripraveny dle nasledujici tabulky (Tab. 7).

Chemikalie 4% gel 10% gel
akrylamid mix 3,2 ml 30 ml
0,5M Tris HCl pH 6,8 8ml
1,5M Tris HCI pH 8,8 30 ml
deionizovana voda 20,48 ml 58,8 ml
10% SDS 320 ul 1200 pl
10% APS 160 pl 448 pl
TEMED 32 ul 44,8 ul

Tab. 7: Prehledova tabulka pro pripravu 16 polyakrylamidovych gelt

Do kazety na elektroforézu byl pridan separacni (10%) gel, ktery byl prevrstven 1
ml 2-butanolu pro vyrovnani startu a zabranéni pristupu vzduchu. Takto se gel
nechal polymerovat po dobu cca 60 minut. Po polymerizaci byl pripraven
zaostiovaci (4%) gel. Z kazet byl odebran 2-butanol a spodni gel byl prevrstven
hornim, kam byl vmezefen hieben na jamky. Horni gel polymeroval cca 30-45

minut.

Pro samotnou elektroforézu byl nejprve pripraven redukujici vzorkovy pufr
vpoméru 9 (vzorkovy pufr) :1 (B-merkaptoethanol). Vzorkovy pufr byl trikrat
koncentrovany a jiZ v ném byla obsaZena bromfenolova modf. Redukujici vzorkovy
pufr byl namichan se vzorkem v poméru 1 (pufr) :2 (vzorek) a takto pripravené

vzorky byly nahrivany v termobloku po dobu 10 minut, pti 70 °C.

Po dané dobé byly vzorky zchlazeny pod tekouci vodou a byly pripraveny vany
s gely pro SDS-PAGE elektroforézu. Nanaska do jedné jamky byla 30 pl a jako

standard byl pouzit Precision Plus protein standard Kaleidoscope.
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Elektroforéza probihala pri 200 V (konstantni) a 100 mA po dobu cca 50 minut. Po
dokonceni elektroforézy byly gely vyjmuty zkazet a obarveny metodou dle

Jungblutta koloidni modfi.

2.5.1 Stribreni gela
Pro stribreni geli byly gely nejprve fixovany v roztoku 50% methanolu s 5%
kyselinou octovou po dobu 20 minut. Poté byly promyty v 50% methanolu po dobu

10 minut a pres noc byly ponechany na trepacce v deionizované vodé.

Dalsi den byly gely promyty v 0,02% thiosiranu sodném po dobu 1 minuty, dvakrat
promyty v deionizované vodé po dobu 1 minuty a inkubovany ve studeném 0,1%
dusi¢nanu stfibrném po dobu 20 minut. Po vyjmuti z dusi¢nanu byly gely promyty
v deionizované vodé po dobu 1 minuty a nechany se vyvijet ve 2% uhli¢itanu
sodném s formaldehydem. Po dosazeni optimdalniho zbarveni bylo vyvijeni
dokonceno a gel byl promyt v 5% kyseliné octové. Uchovavany byly poté gely v 1%

kyseliné octové pii 4 °C.

2.6 Enzymatické Stépeni proteinového vzorku

Pro Stépeni a naslednou purifikaci byly pripraveny vzorky, které obsahovaly kazdy
30 ug bilkoviny. Takto byly pripraveny jak lyzaty, tak i supernatanty. Jako alkylacni
a redukeni ¢inidla byl pouzit 10 mM TCEP (tris(2-carboxyethyl)phosphine), 10 mM
IAA (iodacetamid) a 10 mM DTT (dithiothreitol), které se redily dle redéni
v tabulce 8 (Tab. 8).

Latka MnoZstvi dané latky Objem vody
TCEP 0,3 mg 100 pl
[IAA 0,2 mg 100 pl
DTT 15,4 mg 10 ml

Tab. 8: Redéni pouzitych alkyla¢nich a redukénich ¢inidel

Dale byla také potieba 8M urea, 1M HN4HCO3, deionizovana voda a 0,2 pg trypsinu.
Nejprve byla nafedéna 8M urea na koncentraci 1M urey ve vzorku (7 dilu vzorku:
1 dilu urey). Nasledné bylo pridano ke kazdému vzorku 5,1 pl 10 mM TCEP a
nechalo se takto reagovat na 45 minut, pti 600 rpm a 37 °C v termomixeru. Poté

bylo pridano 15,3 ul 10 mM IAA a opét se nechavalo reagovat, tentokrat na
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5 minut, pfi 600 rpm a prfi 37 °C. Po zreagovani bylo pridano 7,65 pl DTT,
upraveno pH pomoci 1M HN4HCO3 na 8,5 a ke kazdému vzorku byly pridany 3 pl
(0,2 pg/pl) trypsinu. Stépeni vzorkd trypsinem probihalo do dal$tho dne pii 37 °C

a 300 rpm v termomixeru.

Dalsi den byly vzorky okyseleny pomoci 10% TFA pro zastaveni reakce trypsinu a
nasledovalo ¢isténi vzorkli pomoci tzv. SPE kolonek. Pro ¢iSténi vzorkt byl potieba
metanol, roztok 60% acetonitrilu (AcN) s 0,1% kyselinou mraven¢i (FA) a roztok
2% acetonitrilu s 0,1% trifluoroctovou kyselinou (TFA). Kolonky byly staceny na
stolni centrifuze. Nejprve byly kolonky aktivovany 200 pl metanolu a stoCeny na
1000 rpm po dobu 1 minuty. Poté bylo ptidano 200 ul 60% AcN, 0,1% FA a stoceno
na 1000 rpm po dobu 1 minuty. Dale bylo 2x za sebou pridano 200 ul 2% AcN,
0,1% TFA na 1000 rpm po dobu 1 minuty. Po tomto stoCeni byl do kazdé kolonky
pridan vzorek, ktery byl stocen na 1500 rpm po dobu 1 minuty. Kazdy vzorek byl
pak promyt a odsolen 200 pl 2% AcN, 0,1% TFA na 1500 rpm po dobu 1 minuty.
Nasledné byl vzorek eluovan do nové oznacené zkumavky pomoci 200 pl 60% AcN,
0,1% FA pri 1500 rpm po dobu 1 minuty. Pfred dal$im zpracovanim byly vzorky
jesté odpareny a vysledna peptidova smés byla poté uchovavana ve zkumavkach

pri- 80 °C.

2.7 LC-MS/MS analyza peptidové smési

Purifikované vzorky byly rozpustény ve 20 pl roztoku 2% AcN, 0,1% TFA. 1 ul
ztakto vytvorené smési byl analyzovan nejprve pomoci kapalinového
chromatografu UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC s UV detekci, z diivodu zjisténi
kvality vzorku. Separace jednotlivych vzorkl probihala pres linearni gradient 5 -
45% AcN, 0,1% TFA, po dobu okolo 81 minut, pri pritoku 360 nL/min a
snastavenim UV detekce na 215 nm. Tato analyza i nasledna analyza na
hmotnostnim spektrometru byla provaddéna v usporadani s predkolonou Acclaim
PepMap100 (75 um x 20 mm) naplnénou 3 um C18 Casticemi a separacni kolonou
Acclaim PepMap RSLC (75 um x 150 mm) naplnénou 2 pm C18 ¢asticemi. Samotna
separace pred analyzou na hmotnostnim spektrometru byla provedena pres
linedrni gradient 3 - 44% AcN v 0,1% FA, po dobu 89 minut, pti priitoku 300 nL /

min. Separace byla opét monitorovana pres UV detekci, pfi 214 nm. Vzorek dale
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primo pokracoval do nano elektrospreje v hmotnostnim spektrometru QExactive a
byl analyzovan v pozitivhim mddu pfri rozliSeni 70000 (MS) a 17500 (MS / MS).
Pro fragmentaci bylo vybrano vzdy 12 nejintenzivnéjSich prekurzort v MS spektru,

v oblasti 350-1650 m/z.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 Vyhodnoceni ristovych krivek

Po zprimérovani tripletti byl pribéh ristovych kirivek zaznamenan v grafu, kde je
patrny rist kazdého kmenu. Graf ukazuje zavislost Casu (osa x) na optické denzité
(osa y). U obou ristovych kiivek mlzeme vidét, Ze média jsou pro kultivaci
bakterie Staphylococcus aureus vhodn3, jelikoZ je u obou patrny bakteridlni rist.
OvSem u kmend, které byly kultivovany na NA médiu (Graf. 1) je exponencialni
faze pozvolnéjsi a je tézsi urcit dalsi faze. U ristovych krivek NA média
zaznamenavame také vyssi nardst bakterii kmenu 7. U kmeni, které byly

’

kultivovany na LB médiu (Graf. 2) jsou faze lépe rozlisSitelné a u vétSiny kment na
tomto médiu muiZeme pozorovat vySsi nariist, nez u NA média, proto bylo
vyhodnoceno LB médium jako vhodnéjsi pro kultivaci vybranych kment

Staphylococcus aureus.

1. CCM 4516
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Graf. 1: Ristové krivky kmenii SA (1-16) na NA médiu
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Pii CFU prepoctu doslo u vysledku na zacatku riistové krivky (Tab. 9), u NA media

k chybé, kdy vysledek vysel o rad nizsi, nez by mél byt. V tomto pripadé nemtzeme

do pokusu plné zapocitat tento prepocet, jelikoz u CFU prepoctu, které bylo

provadéno u NA media, na zac¢atku rustové krivky doslo k chybnému kroku, kdy

nebyla radné vysuSena agarova plotna a pokus byl provadén znovu, na znovu

rozmrazené kultute a jelikoZ dosSlo k opétovnému zamraZeni kultury, tak doslo

k lyzi nékolika bakterii a vysledek je tedy vyrazné mensi. OvSem u CFU prepoctu,

ktery byl provadén na konci ristové krivky (Tab. 10) miZeme vidét, Ze

se bakteriim dafi spiSe na LB médiu.

Na zacatku riistové krivky (OD=0.1) -pramér z obou duplikati

Médium | Plotna (10-4) Plotna (10-5) Plotna (10-¢) vysledek
LB 563 64 1,2030*108/ml
NA 8 0,5 1,3*107/ml

Tab. 9: Namérené OD na zacatku ristové krivky
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Na konci riistové kiivky - priimér z obou duplikati

Médium | Plotna (10-4) Plotna (10-5) Plotna (10-%) vysledek
LB 305,5 32,5 6,305*108/ml
NA 937 235,5 3,292*108/ml

Tab. 10: Namétené OD na konci ristové krivky

3.3 Naméreny proteinovy obsah ve vzorcich

K dispozici mame porovndni nameéiené bilkoviny po lyzaci bakterii, nejprve

metodou ultrazvuku (tab. 11, 12) a poté metodou lyzacniho pufru (tab. 13,14). U

lyzatl mizeme vidét, Ze u 2. pokusu byla bilkovina o néco vyssi, coZ mohlo byt

zplsobeno pouzitim membranovych Amicon filtri, které v prvnim pokusu pouZity

nebyly a tim doSlo ke koncentraci bilkoviny v mensi mnoZstvi tekutiny.

U supernatanti mizeme vidét, Ze naopak u 1. pokusu byla naméfena vyssi

bilkovina. BohuZel v tuto chvili neni patrné, jaky je pro tento rozdil diivod.

41




Namérena bilkovina u lyzatt (kmeny 1-16) pg/ul - 1. pokus

1 0,427
2 0,374
3 0,322
4 0,341
5 0,333
6 0,347
7 0,284
8 0,319
9 0,309
10 0,356
11 0,423
12 0,392
13 0,338
14 0,318
15 0,336
16 0,409

Tab. 11: Namérend bilkovina SA lyzati (1-16) - pokus 1, zlyzovanych pomoci

ultrazvuku
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Nameérena bilkovina u supernatantti (kmeny 1-16) ug/ul - 1. pokus

1 2,233

2,692
3 2,667
4 2,820
5 2,276
6 1,928
7 1,919
8 2,085
9 1,562
10 2,730
11 2,538
12 2,446
13 2,439
14 2,145
15 1,874
16 2,070

Tab. 12: Namétena bilkovina SA supernatantti (1-16) - pokus 1
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Namérena bilkovina u lyzatt (kmeny 1-16) pg/ul - 2. pokus

1 0,575
2 0,410
3 0,349
4 0,355
5 0,431
6 0,317
7 0,412
8 0,395
9 0,533
10 0,423
11 0,524
12 0,490
13 0,425
14 0,425
15 0,452
16 0,708

Tab. 13: Namétend bilkovina SA lyzati (1-16) - pokus 2, zlyzovanych pomoci

lyza¢niho pufru
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Nameérena bilkovina u supernatantti (kmeny 1-16) ug/ul - 2. pokus

1 0,517

0,734
3 0,619
4 0,756
5 0,747
6 0,853
7 0,730
8 0,713
9 0,863
10 0,884
11 1,037
12 1,101
13 0,877
14 0,732
15 0,630
16 0,838

Tab. 14: Namétena bilkovina SA supernatantti (1-16) - pokus 2

3.4 Gelova elektroforéza
Na vyslednych polyakrylamidovych 1D gelech (obr. 4) miZeme vidét prehledné
pouze bandy proteinového standardu Kaleidoscope, ktery ndm potvrzuje, Ze byla

gelova elektroforéza provedena spravné.

Na druhém obrazku (obr. 5) jsou gely jiz stfibfeny a bandy jsou mnohem lépe
viditelné. Byla provedena gelova elektroforéza a proteiny byly sefazeny podle své
velikosti od nejvétstho po nejmensi. BohuZel mista, kde se mély nachazet toxiny,
byla i pres stiibfeni vidét velmi Spatné (oblast, kde se mély nachazet proteiny

s velikosti okolo cca 35 kDa).
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Obr. 4: Vysledné bandy obarvené koloidnim modienim (elektroforéza vzork z 1.

pokusu)

Obr. 5: Vysledné bandy stiibiené (vzorky z 1. pokusu)

3.5 Identifikace pomoci nano LC-MS/MS

Pomoci programu Proteome Discoverer 2.4 bylo u vSech lyzatli detekovano celkem
261 proteind a u vSech supernatantli celkem 73 proteinli. Nejvice proteinti bylo
detekovano ze supernatantii u kmenu 3, u kterého bylo nalezeno 38 proteint

z celkovych 73. U lyzatd bylo zajimavé, Ze u jednoho kmenu bylo detekovano
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vyrazné vice proteini nez u lyzatl ostatnich kment a tim byl kmen 15, u kterého

bylo nalezeno 215 proteinti z celkovych 261 proteind.

U vzorkl zprvniho pokusu, srovnanim vysledkii zhmotnostni spektrometrie
s existujici databazi stafylokokovych proteinti, byly nalezeny dva toxiny. Jsou jimi

exfoliativni toxin A a podjednotka B z gama hemolyzinu (Tab. 15, tab. 16).

Nazev toxinu vzorek kmen

Bi-componentni gama-

hemolysin HlgAB/HlgCB- Lyzat i supernatant 15.NCTC 10654
podjednotka B
Exfoliativni toxin A Supernatant 12.13_14/586

Tab. 15: nalezené toxiny u vzorki z prvniho pokusu (lyzovanych ultrazvukem)

Gama hemolysin-podjednotka b POAQO77

Exfoliativni toxin A P09331

Tab. 16: Nalezené toxiny s odpovidajicim UniProt ¢islem

Pro hmotnostni spektrometrii byly pouZity pouze vzorky z 1. pokusu. Na
vysledcich bylo patrné, Ze bud’ bylo Spatné provedené Stépeni trypsinem, nebo
byla nespravné pouZita lyza¢ni metoda ultrazvukem. V budoucnu bude potreba

touto metodou dodélat zbylé vzorky, které byly zpracovany v druhém pokusu.
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Zaveér

Ve své bakalarské praci jsem se zabyvala bakterii Staphylococcus aureus, konkrétné
jejimi proteinovymi toxiny. V teoretické Casti byla sepsana reSerSe o bakterii,
toxinech, které produkuje a nejcastéji pouzivanych metodach Kkultivace a
zpracovani ziskanych proteini z dané bakterie. V experimentalni casti bylo
vybrano 16 kmenl Staphylococcus aureus, které byly dostupné v laboratorich
Katedry molekularni patologie a biologie, Fakulty vojenského zdravotnictvi
v Hradci Kralové, Univerzity obrany. Nejprve byla pro tyto kmeny zvolena vhodna
kultivacni metoda a pro jejich charakterizaci byly sestaveny riistové kiivky pomoci
Fluostar Optima. Na zakladé riistovych krivek bylo zvoleno médium, na kterém byl
zaznamenan lepsi rist. Dale byly bakterie znovu kultivovany, tentokrat jiz na
vybraném médiu a zlyzovany dvéma metodami, nejprve ultrazvukem a poté
lyzatnim pufrem. Vyextrahované proteiny byly separovany pomoci SDS-PAGE 1D
elektroforézy a detekovany na hmotnostnim spektrometru QExactive. Vysledky
z hmotnostniho spektrometru byly nasledné vyhodnoceny v programu Proteome
Discoverer 2.4, ve kterém byly hledany shody s databazi proteinti bakterie

Staphylococcus aureus.

BohuZel byl vyhodnocen pouze prvni pokus, kdy byly bakterie lyzovany
ultrazvukem a ve vyslednych shodach s databazi proteinti byly objeveny pouze dva
toxiny. Druhy pokus, v rdmci kterého byly bakterie lyzovany lyzatnim pufrem,
nebyl z ¢asovych, technickych divodli a vladnich karanténnich opatteni, kviili
SARS-CoV-2, dokoncen. Do budoucna bych tento pokus rdda dokoncila, popripadé

zvolila jiny postup.
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