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Anotace

Analyza protein a peptidu intracelularni bakterie Francisella tularensis
pomoci hmotnostni spektrometrie odhalila identifikacni a typizacni markery,
které mohou pomoci k rychlé detekci tohoto potencionalniho bojového agens.

Proteiny byly ziskany z bakterialnich acetonitrilovych extraktd
a celobuné&dénych lyzatd. Stépenim proteind proteolytickym enzymem trypsinem
byly ziskany peptidy, které byly nasledné analyzovany kombinaci separaéni
techniky vysokouc€inné kapalinové chromatografie s analyzou tandemovou
hmotnostni spektrometrii. Naméfena data byla poté zpracovana databazovym
vyhledavacim programem Phenyx. PouzZitymi nastroji pro nalezeni
identifikaCnich a typiza¢nich markert byly databaze DataProt a UniProt.

Témito metodami se podafilo detekovat a identifikovat velké mnozstvi
proteinl a peptidu. Zpracovanim dat bylo v této datové sadé objeveno 34
peptidd Francisella tularensis holarctica LVS a 63 peptidd Francisella tularensis
tularensis Schu S4, které se vyskytovaly v 80 % vSech vzorkl (bez ohledu na
metodu pfipravy vzorkd). Porovnanim sekvenci proteind mezi rdznymi kmeny
dané bakterie se podafrilo urcit 11 peptidd obsazenych v 80 % vzorkd, v jejichz
sekvenci se nachazi odliSné aminokyselinové misto v zavislosti na daném
kmenu bakterie. Tyto peptidy se mohou stat vhodnymi kandidaty pro identifikaci

a typizaci Francisella tularensis.

Kli¢ova slova

tandemova hmotnostni spektrometrie, databaze, proteiny, peptidy,

Francisella tularensis



Title

Analysis of proteins and peptides of bacterium Francisella tularensis in

order to select markers for identification and typing.

Summary

Analysis of proteins and peptides of intracellular bacterium Francisella
tularensis by mass spectrometry was selected for identification and typization
markers which can help for rapid characterization of this potential warfare
agents.

Proteins were identified in acetonitrile extracts and whole cell lysates.
The proteins were digested by trypsin and peptides separated by high-pressure
liquid chromatography followed by tandem mass spectrometry. Measured data
was processed by databases search engine Phenyx. Databases DataProt and
UniProt were used as a tool for selecting markers for identification and typing.

Large amount of the proteins and peptides were detected and identified
by such approach. In this, 34 peptides of Francisella tularensis holarctica LVS
and 68 peptides of Francisella tularensis tularensis Schu S4 that were present
in 80% of all samples (regardless of preparing samples methods) were
identified. 11 peptides present in 80 % of all samples were found to contain
amino acid sequence differences among Francisella tularensis strains. These

peptides can be suitable candidates for Francisella tularensis identification and
typing.
Keywords

tandem mass spectrometry, databases, proteins, peptides, Francisella

tularensis



Cil prace

Cilem této prace je analyza proteini a peptidd bakterie Francisella
tularensis, které by mohly slouZzit jako identifikacni a typizacni markery pro jeji
presnou a rychlou detekci. K tomuto uc€elu byly pouzity proteomické metody,
predevSim techniky tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) spojené

s vysokouc&innou kapalinovou chromatografii.



Pouzité zkratky

2-DE dvoudimenzionalni gelova elektroforéza

ACN acetonitrilové extrakty nebo acetonitril

AMK aminokyselina

BCA kyselina bicinchoninova

BSA hovézi sérovy albumin

BSL stupen biologické ochrany (Biosafety Level)

CD diferenciaéni antigeny (Cluster of Differentiation)
CID kolizné indukovana disociace

(collision induced dissociation)

DDA na analyze zavisla data (Data Dependent Analysis)
DTT dithiothreitol

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ESI ionizace elektrosprejem

FA kyselina mravenci

HLB kolonky Hydrophilic-Lipofilic Balanced

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie

(high pressure liquid chromatography)
IAA iodoacetamid
LAMP membranovy protein asociovany s lysozomy

(lysosomal-associated membrane protein)

LC kapalinova chromatografie (liquid chromatography)
LPS lipopolysacharid
LVS Zivy vakcinac¢ni kmen Francisella tularensis holarctica

(live vaccine strain)

MALDI ionizace/desorpce laserem za uc€asti matrice

MCP multikanalovy detektor (multichannel plate)

MRM multiple reaction monitoring

MS hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

MSMS tandemové hmotnostni spektrum

NADPH redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

PMF metoda peptidového mapovani (peptid mass fingerprinting)



PTM posttransla¢ni modifikace

Q kvadrupdl (quadrupole)

Q-TRAP hmotnostni spektrometr s kvadrupdlem a iontovou pasti
RP obracena faze (reverse phase)

TCEP-HCI tris(2-karboxyethyl)fosfinhydrochlorid

TFA kyselina trifluoroctova

TIC celkovy iontovy proud (total ion count)

TOF analyzator doby letu (time of flight)

WCL celobunéény lyzat (whole cell lysate)
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1 UvVOD

Snaha identifikovat a typizovat bakterie je stale aktualni oblasti vyzkumu
a vyvoje. Vedle klasickych mikrobiologickych metod se ve svété pouZivaji
metody zaloZzené na principu analyzy DNA nebo metody zaloZzené na principu
reakce antigenu s protilatkou. Rozvoj proteomickych metod, zejména
hmotnostni spektrometrie, umoznil vyuZzit k témto Uceldm i rlznorodost na
arovni proteind. Metoda MALDI-TOF se jiz Uspésné zafadila mezi metody
pouzivané k identifikaci bakterii na zakladé specifickych spekter povrchovych
proteind.

Tato prace zahrnuje pouziti tandemové hmotnostni spektrometrie
k identifikaci a typizaci bakterii na zakladé rozdild v aminokyselinové sekvenci

na arovni peptidd.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Francisella tularensis

Bakterie rodu Francisella tularensis je plvodcem tularémie, znamé pod
ndzvem zaje€i nemoc. Tularémie je typickou infekci s pfirodni ohniskovosti,
ktera je pfenaSena ze zvifat na ¢lovéka.

Pro svoji vysokou virulenci, nizkou infekéni davku pfi pfenosu aerosolem
a schopnost zpusobit zavazné klinické pfiznaky kongici pfi neléCeni i smrti, je
Francisella tularensis fazena mezi potencionalni biologické zbrané [1].

Francisella tularensis je maly, gramnegativni, aerobni kokobacil.
Francisella neni pohyblivA a netvofi spéry. V €asné kultufe je opouzdiena
(pouzdro neboli kapsule je bohaté na lipidy) a vykazuje zna¢ny pleomorfismus
(proménlivy tvar). NejCastéji se vyskytuje jako ty€inka, jejiz délka nepfesahne
0,7 um. V pfimych natérech z patologického materialu maji bakterie charakter
kokobacila, ve starSich kulturach tvofi charakteristické puchyrkovité utvary
a vlaknité formy. Francisely se dobfe barvi podle Giemsy (modrofialové
zbarveni), kdezto podle Grama zustavaji slabé razové.

Francisella tularensis ma velké naroky na kultivaéni podminky. Nelze ji
kultivovat na béznych pudach, vyZzaduje pfitomnost Zeleza a sloucenin
obsahujicich —SH skupiny (cystein, thioglykolat sodny) [2]. Pro zachyt je také
dobré puda z koagulovanych Zloutkd. Kolonie na kultivacnich pudach vyruastaji
po dvou a vice dnech.

Francisella tularensis je obligatné aerobni (mikroaerofilni podminky
podporuji rast), fakultativné intracelularni bakterie, ktera roste pfi teplotnim
optimu 37 <. Jednotlivé poddruhy francisely se vyznacuji rlznymi
biochemickymi vlastnostmi, které zahrnuji fermentaci glycerolu za vzniku
kyselin, citrulin ureidazovou aktivitu (konverze L-citrulinu na ornithin)
a fermentaci nékterych cukrd. K témto vlastnostem se fadi i citlivost
k antibiotiku erythromycinu (Tab. 1 — taxonomie rodu je vysvétlena v dalSim
textu). Identifikovat jednotlivé poddruhy Ize také na zakladé obsahu lipida
(Francisella tularensis tularensis mé& vyssi podil lipidl nez Francisella tularensis
holarctica) [3, 4].
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Tab. 1 Biochemické vlastnosti  Francisella tularensis [5]

, Citrulin Senzitivita
Nazev . o , Ferm. Ferm.
. biovar | ureidazova na
bakterie o glycerolu glukosy .
aktivita erythromycin
Francisella
tularensis N + + + +
tularensis
Francisella [ - - + +
tularensis 1 - - + -
holarctica | japonica - + + +
Francisella
tularensis N + + - (slabé) +
mediasiatica
Francisella
O N N N + N
novicida

N — neni uréeno

211 Epidemiologie a taxonomie

Plavodce tularémie se poprvé objevil v roce 1911 u hlodavcu v Tulare
County v Kalifornii, ktefi trpéli nemoci podobnou moru. V roce 1912 McCoy
a Chapin izolovali malou, gramnegativni bakterii a nazvali ji Bacterium tularense
podle mista nalezu. O nékolik let pozdéji se Edward Francis zaslouZil o izolaci
agens z krve pacientd a o objev schopnosti bakterie pfetrvavat v Zivotnim
prostfedi po dlouhou dobu a zplsobovat onemocnéni u lidi [1]. Na jeho pocest
byla bakterie pojmenovana Francisella tularensis. V roce 1959 Olsufjev a kol.
publikovali prvni praci, ve které doloZili vyskyt vice neZz dvou typu pavodcu
tularémie. Agens vyvolavajici onemocnéni v Severni Americe nazvali
Francisella tularensis tularensis a agens vyvolavajici mirn&jSi onemocnéni
v Evropé a Asii ziskalo jméno Francisella tularensis palaearctica, které se dnes
nazyva holarctica. V roce 1961 Jellison a kol. prokazali vyskyt obou typu
onemocnéni na Uzemi Severni Ameriky, proto se rozhodli oznacovat puvodce
jako subtyp A a subtyp B. V roce 1966 Aikimbaev prokazal vyskyt jesté tretiho
poddruhu, a to Francisella tularensis mediasiatica vyskytujici se ve stfedni Asii
[2]. Poslednim klasifikovanym poddruhem je Francisella tularensis novicida,
kterd byla izolovana ze vzorku vody v Utahu v roce 1950 [6]. Tab. 2 uvadi

jednotlivé poddruhy Francisella tularensis.
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Tab. 2 Poddruhy Francisella tularensis [7]

Poddruh StarSi pojmenovani Vyskyt
. Francisella .
Francisella . Francisella
. tularensis . , )
tularensis . tularensis typ A Severni Amerika
. nearctica i
tularensis . (Jellison)
(Olsufjev)
. Francisella .
Francisella : Francisella Evropa, Rusko,
. tularensis .
tularensis . tularensis typ B Japonsko a
. palaearctica . . :
holarctica . (Jellison) Severni Amerika
(Olsufjev)
Francisella .
. . . Kazachstan,
tularensis Francisella tularensis Uzbekistan
mediasiatica
Francisella . . ; .
: T Francisella novicida Severni Amerika
tularensis novicida

V souCasné dobé rodina Francisellaceae obsahuje pouze jeden rod
Francisella, ktery se fadi ke y-podtfidé Proteobacteria na zakladé analyzy
16S rDNA sekvenci [3]. Proteobacteria také zahrnuji endosymbionta ¢lenovcl
a Cerva Wolbachia persica, se kterym je Francisella v tésném pfibuzenském
vztahu. Na zakladé DNA podobnosti a obsahu mastnych kyselin jsou
definovany dva druhy rodu Francisella, a to tularensis a philomiragia (Obr. 1).
Francisella tularensis obsahuje ¢tyfi poddruhy: tularensis (subtyp A), holarctica
(subtyp B), mediasiatica a novicida, ktera je stale jeSté povazovana za tfeti druh
rodu Francisella. Francisella tularensis holarctica ma jesté tfi biovary [3, 4]:
biovar | (erythromycin senzitivni), biovar Il (erythromycin rezistentni) a biovar
japonica. Biovar | se primarné vyskytuje v Evropé, Kazachstanu, na Sibifi
av Severni Americe. Biovar Il obyva celou Evropu a Asii a japonica se
vyskytuje na Uzemi Japonska.

Nedavné studie rodiny Francisellaceae na zakladé biochemickych
a genetickych odliSnosti pfisSly na dalSi rozdéleni Francisella tularensis
tularensis na dva typy A.l a A.ll. Typ A.l je prokazatelné virulentnéjSi nez typ
A.ll a vyskytuje se prevazné na stfedozapadé Spojenych Statl, v Kalifornii
a Massachusetts. Typ A.ll je detekovan v Kalifornii a v horskych americkych
statech [8].
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Coxtella burnetii

48

Legionella pneumophila

Pseudo S aeruginosd
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FEscherichia coli

100

Proteus vulgaris

Francisella philomiragia
100

100

Francisella tulavensis

Wathachia persica

Agrobacteriuni tumefaciens

Obr. 1 Zatazeni Francisella tularensis do evolu éniho stromu na zaklad é
16S rDNA sekven €ni analyzy [3]

Na tzemi Ceské republiky se Francisella tularensis vyskytla roku 1936
na jizni Moraveé, kterd se stala hlavni oblasti vyskytu tularémie. Vhodnou oblasti
pro tularémii jsou také Stfedni Cechy a Polabi, ale v pfirodnich ohniscich se
vyskytuje po celém Gzemi Ceské republiky. Hlavnim pFirodnim rezervoarem
nakazy je pro Clovéka predevSim zajic polni (Lepus europaeus), ale
potencionalni nebezpedi hrozi i od malych hlodavcl, migrujicich prasat
divokych (Sus scrofa) a od lovné zvére (srnci, jeleni, mufloni, darci) [9, 10, 11,
12].

Francisella tularensis pfeziva v zivotnim prostfedi pomoci rezervoaru,
kterymi jsou suchozemsti i vodni savci. V Severni Americe jsou to pfedevSim
kralici, zajici, veverky, krysy, mySi, ondatry a bobfi. V Evropé patfi mezi
nejvyznamnéjsi rezervoary zajici, hrabosi, kife€ci, mysi a dokonce i ptaci [5].

Infekce Clovéka muze byt ziskana od ¢lenovcu jako vektoru, ktefi se Zivi
ovadi, blechy a koméfi. Francisella tularensis se v téchto vektorech pfenasi jak
transstadialné (skrz vyvojova stadia larvy, nymfy a dospélce), tak transovarialné
(pfenos na dalSi generaci). Bakterie u klistat preziva ve stfevech, tkanich
a hemolymfé. Infekci tedy klistata pfendsi kousnutim, kontaminaci poranéné
kize fekaliemi nebo rozmackanim klistat mezi nehty (popf. zuby u zvifat) [5].
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DalSim zplasobem pFenosu infekce na Clovéka je pfenos z prostifedi (voda,
prach, seno). UvaZuje se také o pfenosu kontaminovanou vodou, v niZz se
vyskytuji jednobunécné organismy, které mohou vyvolat vznik epidemie tohoto

onemocnéni [2].

2.1.2 Tularémie

Francisella tularensis je puavodcem tularémie, zoondzy s pFirodni
ohniskovosti, ktera je pfenosna na Clovéka. Tularémie se mize vyskytovat
v nékolika formach, a to v zavislosti na vstupni brané, kudy muaze bakterie
proniknout do lidského téla.

Klinické pfiznaky nemoci jsou rozdilné podle virulence bakterie, misté
vstupu agens a stavu hostitelské imunity. Za nejvirulentnéjSi subtyp je
povaZzovan Francisella tularensis tularensis (subtyp A), ktery zpusobuje
zavazné Kklinické pfiznaky jiz pfi infekéni davce 1 az 10 mikrobu [2]. Podle
vstupu agens do hostitele se rozliSuje nékolik forem tularémie (Tab. 3).
NejbéznéjSi formou onemocnéni je ulceroglandularni tularémie (asi 80 % vSech
pfipadl), kterd vznikad po proniknuti infekce poranénou kizi (infekéni davka je
10-50 jednotlivych bakterii). Typicka inkubacni doba je 3 az 6 dni. Poté
onemocnéni zacina priznaky chfipky, a to vysokou horeckou, zimnici, bolesti
hlavy a celkovou bolesti svall a kloubd. V misté praniku infekce do téla se
bakterie pomnoZuji a vytvari vied (lokalni 1ézi), ktery jesSté pretrvava po nékolik
mésicu. Z tohoto mista se bakterie rozSifuji do lymfatického systému a zvétsu;ji
regionalni mizni uzliny podobné bubonické formé moru. Odtud se dale mohou
Sifit do dalSich tkani, napf. do sleziny, jater, ledvin, plic, centralniho nervového
systému a kosterniho svalstva. Tato faze bakteriemie je pfechodna a objevuje
se v infek&énim procesu relativné brzo. V tkanich vytvafi nekroticka loZiska,
abscesy a dokonce granulomy, které mohou zfidka zesirovatét [5].

Méné se vyskytujici formy jsou glandularni a okuloglandularni tularémie.
Glandularni forma je velmi podobna formé ulceroglandularni, nevyskytuji se
vSak kozni nebo slizni¢ni 1éze, ale jsou zvétSené skupiny regionalnich uzlin.
Iniciaénim mistem okuloglandularni formy je spojivka, na kterou byla infekce
vnesena nejcastéji konec€ky prsti. Na spojivce se objevuji viidky a uzliny, ze

v rvs

kterych se bez I1éEby bakterie Sifi dale do lokalnich lymfatickych uzlin.
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Poziti kontaminované potraviny nebo vody miZze zpUsobit orofaryngealni
nebo gastrointestinalni pfiznaky tularémie podle mista kolonizace bakterii.
Projevuje se bolestivym viedem a zvétSenim krénich mandli v pfipadé
orofaryngealni formy. U gastrointestinalni formy zavisi klinické pfiznaky na
velikosti poZité infekéni davky (dosahuje az 10° jednotlivych bakterii). Potize
mohou byt od mirného, ale prFetrvavajiciho pradjmu, az po akutni smrtelné
onemocnéni s rozsahlou tvorbou viedl ve stfevech.

Tyfoidalni nebo septickad tularémie se prezentuje nahlym septickym
syndromem cCasto s nelokalizovanym pfiznakem. Neni postizeno lymfatické
astroji.

NejzavaznéjSi formou je pak forma plicni vyvolana vdechnutim
kontaminovanych &astic, ktera pfi nelé€eni muze zpUsobit amrtnost 30-60 %

pacientd s touto formou tularémie [3].

Tab. 3 Formy tularémie [5]

Forma tularémie incidence Klinické p  Fiznaky
ulceroglanduléarni | 45-85 % pfipadu kozni ulcevrace (hlavné na ruk_a}ch)
s otevienou lymfadenopatii
glandularni 10-25 % pripad( regionalni Iymfa/denog)_atle S nezjevnym
koznim loziskem
konjunktivitida, nenapadné viedy,
okuloglandularni | <5 % pripada priusnice nebo submandibularni
lymfadenopatie, zanét o¢niho vicka,
edém oc¢niho vicka
exsudativni faryngitida (moznost
orofaryngealni <5 % pfipadul zameény s diftérii), cervikalni
lymfadenopatie
tyfoidalni <5 % pripadul hore¢ka, zimnice
pneumonie <5 % pripadi bronchopneumonie, pleu_rltlda, hilova
lymfadenopatie

Zdufené uzliny nebo mista infekce v kGZi asi u 60 % pacientt prechazi
do faze otevieného viedu, ktery je velky pfiblizné 0,4 az 3 cm v priméru.
Zhojeni otevienych viedU trva az tfi roky.

Rekonvalescence po prodélaném onemocnéni je velmi dlouha
a dusledky v podobé vegetativni nerovnovahy mohou pretrvavat i nékolik let.
Umrtnost pfi onemocnéni zpGsobeném subtypem Francisella tularensis

tularensis je v pfipadé nelé€eni az 60%, pfi onemocnéni Francisella tularensis
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holarctica 1 az 10 %. Pfi léCbé antibiotiky se umrtnost v pfipadé subtypu A
snizuje pod 10 %, u subtypu B je prakticky nulova [5].

Francisella tularensis je citliva k Siroké Skale bakteriostatik. BéZzné se
proti infekci podava streptomycin a gentamicin (aminoglykosidova antibiotika).
DalSi volbou jsou tetracykliny chloramfenikol a doxycyklin. Vyhodou
chloramfenikolu je nizSi toxicita nez maji aminoglykosidy, nevyhodou je
pozdéjSi riziko relapsu onemocnéni. U doxycyklinu je dllezité dodrzovat dobu
lecby, aby se vyvinula dostate¢na odpovéd imunitniho systému proti bakterii.
Jako alternativni 1é€ba se navrhuji fluorochinolony, které maji dobrou
baktericidni schopnost v in vitro systémech [3]. Pouzitim fluorochinolona (napf.
ciprofloxacin) jako lé¢ebného prostfedku u pacientl se objevuje riziko vytvoreni
rezistence bakterie proti tomuto antibiotiku. Ciprofloxacin se vSak ukazal vhodny
k pouZziti u déti. Betalaktamova antibiotika nejsou efektivni pfi [éCbé tularémie
[13].

Preventivnim opatfenim proti nakaze tularémii je o¢kovani. Ve 30. letech
20. stoleti se vyvinula neziva vakcina, ktera méla ochranit proti tularémii
rizikové laboratorni pracovniky. Studie na imunizovanych mySich a priméatech
vSak ukazaly, Ze mrtvé bakteridlni buriky poskytuji nizky stupen ochrany proti
plné virulentni Francisella tularensis. AcZkoliv mrtva celobunétnéa vakcina
shizovala vyskyt a vaznost onemocnéni, vysledky pouziti vakciny nebyly
reprodukovatelné. Proto se védci zaméfili na vyvoj Zivych atenuovanych
(oslabenych) vakcina¢nich kmenu, které byly pouZity k ockovani nékolika
desitek miliond obyvatel byvalého Sovétského svazu do 60. let 20. stoleti.
V 50. letech 20. stoleti byly nékteré z téchto vakcinaénich kmenu prevezeny do
Spojenych statl a z nich se postupné vyvinul zivy vakcinacni kmen Francisella
tularensis holarctica LVS. Klinické testy tohoto vakcinacniho kmene ukazaly, Ze
nizké inhalované davky vysoce virulentniho kmene Francisella tularensis
tularensis Schu S4 u vétSiny dobrovolnikd nevyvolaly pfiznaky plicni tularémie,
u ostatnich se tularémie projevila jen mirné. Kdezto vysokd davka Schu S4
podand inhalacné u veétsSiny vyvolala mirné pfiznaky a u ostatnich se vyvinula
plnohodnotn& plicni pneumonie. Ackoliv vyskyt tularémie u laboratornich
pracovnik( sedminasobné klesl po zavedeni ockovani LVS, stale se vyskytuji

pripady nakazeni [7].
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V soucasnosti se obnovil zajem o nalezeni (&inné vakciny proti
Francisella tularensis kvuli moznosti jejiho vyuZiti jako potencionalni biologické
zbrané. Védci hledaji podjednotkovou vakcinu, ackoliv jsou znamy pouze
nékteré antigeny obsazené ve Francisella tularensis, které jsou zodpovédné za
spusténi ochranné reakce organismu proti této bakterii. U lidi hlavnim
antigenem vyvolavajicim protilatkovou odpovéd je bakterialni lipopolysacharid,
ktery indukuje ochranu proti méné virulentnim kmendm Francisella tularensis.
Moznou podjednotkovou vakcinou proti tularémii by mohl byt lipopolysacharid
konjugovany s antigenem schopnym vyvolat T-buné&nou imunitu. U mySich
modeld onemocnéni se jako U¢inné antigeny ukazaly byt 17-kDa lipoprotein,

v,

43-kDa vnéjSi membranovy protein a heat shock protein 60 [14].

2.1.3 Faktory virulence

Francisella tularensis je fakultativni intracelularni patogen schopny
proliferace jak uvnitf profesionalnich fagocytu (neutrofily, makrofagy), tak uvnitf
neprofesionalnich fagocytl (hepatocyty, endotelie, fibroblasty). Patogenita
bakterie je zpusobena faktory, které se souhrné nazyvaji faktory virulence.
Ulohou téchto faktort je zabezpedit bakteriim adhezi na hostitelské buriky
a prunik do téchto bunék, proliferaci v intracelularnim prostoru, Unik pfed
obrannymi mechanismy imunitniho systému a zabezpedit dalSi pochody
Zivotniho cyklu.

Divoké kmeny francisely a Francisella tularensis LVS maji na svém
povrchu polysacharidovou kapsulu. V porovnani s ostatnimi gramnegativnimi
bakteriemi kapsule francisel obsahuje neobvykle vysokou koncentraci lipidu.
Procentuelni zastoupeni lipidu v kapsule je charakteristické pro jednotlivé druhy
Francisella tularensis [1]. Kapsule chrani bakterii proti jejimu zni€eni sérovym
komplementem hostitele. Nicméné uloha kapsule ve virulenci francisel dosud
nebyla zcela prfesné odhalena. Ve stadiu vyzkumu je moznost uplatnéni
kapsule v procesu vakcinace [15].

DalSi povrchovou strukturou bakterie, fazenou mezi faktory virulence, je
lipopolysacharid (LPS, endotoxin), ktery je hlavni soucasti vné&jSi membrany
gramnegativnich bakterii. Sklada se z jadrové oblasti (centralni sacharid), lipidu
A a polysacharidového O-antigenu, ktery uruje antigenni strukturu (O-antigen

F. tularensis subsp. tularensis a holarctica jsou shodné, ale O-antigen F.
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lipidu A, ktery je povaZzovan za virulentni faktor pro jeho vliv na schopnost ristu
bakterie v intracelularnim prostredi [3]. Zbytek LPS vyc€niva z povrchu buriky do
vnéjSiho prostoru. LPS u Francisella tularensis nema vlastnosti jako klasicky
endotoxin. Vykazuje mimofadné nizkou toxicitu in vivo a in vitro. Jeho
schopnost indukovat tvorbu interleukinu 1 (IL-1) a faktoru nekrotizujici nadory a
(TNF- a) u mononuklearnich bunék je 1000krat nizSi nez napf. u LPS
Escherichia coli. Bylo také objeveno, Ze existuje antigenni shift (zasadni zména
v antigenni struktufe) LPS Francisella tularensis, ktery ovliviiuje uc€innost
imunitni reakce hostitele. Regulace délky fetézce O-antigenu je nezbytna pfi
rstu bakterie v makrofazich a také ovliviuje rezistenci bakterie va&i sérovému
komplementu [15].

Na povrchu Francisella tularensis se také objevuje pilus typu IV (Tfp),
ktery je kodovany pil geny. Tfp jsou multifunkéni, povrchova vlakna, ktera se
objevuji u mnoha rdznych bakterii jako Pseudomonas aeruginosa, Neisseria
spp., Escherichia coli a Vibrio cholerae. Funkci Tfp je pfipojeni bakterie
k hostitelskym burikam, ,twitching“ pohyb a tvorba biofilmda. Poruchou Tfp
dochazi k redukci virulence [8].

Francisela vstupuje do makrofagt bez spusténi respiracniho vzplanuti,
za coz zfejmé odpovida schopnost kyselé fosfatazy (AcpA) inhibovat toto
vzplanuti. Radi se tak mezi virulentni faktory. Po vstupu do makrofagl jsou
bakterie obsazeny uvnitf fagosomu a jiz brzy se vytvafi markery pozdnich
fagozomi LAMP-1 a CD63. Markery pozdnich fagozomu rychle mizi,
fagozomalni membrana se rozpada a bakterie se postupné uvolfiuji do
cytoplazmy makrofagu, kde dochazi k jejich masivnimu mnozeni. Francisela
nakonec indukuje apoptézu (buné&nou smrt) makrofaga, bakterie se uvolfuji
z mrtvych bunék a napadaji dalSi neinfikované burky [17]. Na rozdil od tohoto
mechanismu jsou jiné fagocytované bakterie a cizi Castice zniCeny fazi
fagozomu s lysozomy bohatymi na enzymy hydrolazy. Pfesné pochody uniku
francisel pfed mechanismy makrofagu rovnéz nejsou znamy.

Dfive se predpokladalo, Zze okyseleni fagozomu pomoci ATPasové
pumpy (pfenos protonu) je nezbytné pro to, aby se francisely mohly pomnoZzit.
Kyselé pH totiz podporuje uvolnéni Zeleza z transferinu hostitele (Zelezo je pro

francisely nezbytnym rdstovym faktorem). Nicméné nedavné studie ukazaly, Ze
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fagozomy obsahujici LVS maji pH na vysoké hodnoté 6,7 [17]. Pfedpoklada se,
Ze toto vysoké pH je zplUsobeno jiz rozpadajici se membranou fagosomu
a dochazi tak k ustaveni rovnovahy mezi prostfedim fagosomu a cytosolu [18].
Mechanismus ziskavani Zeleza by mohl zaviset i na schopnosti makrofagu
zachézet s chloridem amonnym. Ten blokuje okyseleni endozomu, a tim
redukuje schopnost bakterii rist [19].

Za mnoZzeni uvnitf makrofaghd zfejmé odpovidaji geny iglA a igIlC
(intracellular growth locus), které jsou hlavni soucasti unikatni oblasti
.Francisella pathogenicity island“ (FPI). Pod vlivem oxidativnhiho stresu se
exprimuje 23-kDa protein, ktery se nazyva IgIC [19]. Neméné duleZity podil na
mnoZzeni bakterii uvnitf makrofagd maji i geny mglA a mgIB (macrophage
growth locus) umisténé blizko FPI, které produkuji proteiny MglA a MgIB, jejichz
ukolem je kontrolovat expresi gent FPI [1].

Na imunitni reakci hostitele se podili urCitou mérou vSechny slozky
imunity (nespecifické i specifick€). Nespecifickymi prostfedky obrany proti
infekci je komplement pfitomny v krvi, a to pfedevSim jeho C3 slozka
(CD11b/CD18), kter4 bakterie opsonizuje. Opsonizované bakterie mohou
reagovat s neutrofily, které nasledné bakterie fagocytuji a spoustéji respiracni
vzplanuti (déje zahajené aktivaci NADPH-oxidazy za spotfeby kysliku pro
zabijeni bakterii) [20]. Ukazuje se ale, Ze bé&hem primarni infekce tento
mechanismus zabijeni bakterii neni tolik G€inny na divoké kmeny Francisella
tularensis. Vice citlivy k tomuto mechanismu je LVS. DalSimi nastroji
nespecifické imunity jsou sekre¢ni produkty fagocytd cytokiny, z nichz
nekrotizujici nadory a (TNF-a). Kone¢né feSeni infekce Francisella tularensis je
dano burnikami specifické imunity, at uz T-lymfocyty nebo B-lymfocyty. CD4+
a CD8+ T-lymfocyty (oznageni povrchovych receptor) jsou dilezité v boji proti
Francisella tularensis Schu S4 (vysoce virulentni kmen). O B-lymfocytech se vi,
[1]. U lidi je buné&né zprostifedkovana imunita fizena hlavné proti proteinovym
antigentm [5]. Uloha buné&&né specifické imunity je v3ak stale oblasti vyzkumu.
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214 Laboratorni diagnostika

Kultivace bakterii patfi k tradi¢nim metodam identifikace mikroorganismdu,
mezi néz patfi i Francisella tularensis. Pro spravny prikaz francisel ale tato
metoda neni postacujici, vyuziva se kombinace vice technik. Ke kultivaénim
metodam se prfidavaji metody sérologické, pfima stanoveni pomoci
imunofluorescence a molekularni metody.

Pfi odbéru materiadlu a pfi jeho zpracovani je tfeba postupovat podle
zasad platnych pro praci s vysoce virulentnimi organismy.

Na kultivaéni vySetfeni se odebird materidl z primarnich Iézi, sputa,
punktatu z lymfatickych uzlin, pleuralni tekutiny nebo z Zaludecniho aspiratu.
Lze odebirat i krev pro zachyt bakterie pfi pfechodné fazi bakteriemie. Material
se kultivuje na obycejnych pudach (krevni agar, Enddv agar a dalSi) pro
vylouceni jiné infekce s podobnymi klinickymi pfiznaky. Na pady pro tularemii
infikovat vnimavé laboratorni hlodavce (mys, kie€ek, morce). Po uhynuti zvifete
se odebere material z tkanovych lézi a kultivuje se na pidach obsahujicich
cystein a krev (lidskd, kréli€i). V minulosti se vyvinulo nékolik kultivaénich pud
vhodnych pro francisely. Na pocatku to byla vajeéna puda nebo krevni agar
s pridavkem cystinu (McCoy a Francis). V roce 1927 vyvinul McLeod
C¢okoladovy agar, ktery obsahoval peptony a kvasinkové extrakty [21]. DalSimi
rutinné pouzivanymi pudami je agar s ov¢i krvi a Thayer-Martin agar [3].
Vhodna je inokulace materidlu do Zloutkového vaku kufeciho embrya [22].
Viditelné bakterie vyrlstaji na vhodném médiu jiz po 18 hodinach, ale jednotlivé
kolonie se objevuji az po 2 az 4 dnech inkubace pfi 37 C. V tekutych p tdach
neroste tak dobfe, i kdyZ obsahuiji cystein. K viditelnému rastu dochazi za 3 az
7 dni. Pro pomnozeni se pouziva mozkosrdcovy bujén, modifikovany Mueller-
Hintonuv a thioglykolatovy bujén. NejrozSifenéjSi syntetickou ristovou pudou je
Chamberlainovo médium [3].

Detekce protilatek je nejCastéjSi metodou ziskani specifické diagndzy.
Jednd se o tzv. sérologickou diagnostiku. Protilatky namifené proti LPS
a dalSim sacharidovym antigenim a aglutinaéni protilatky IgG, IgM a IgA se
objevuji béhem druhého a tfetiho tydne infekce. Protilatky setrvavaji po

nejméné dalSich osm let, minoritné se objevuji po dalSich 25 let. Nejbéznéji
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pouzivané techniky pro prikaz protilatek jsou aglutinace, mikroaglutinace,
imunofluorescence, western blot a ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), ktera rozliSuje jednotlivé tfidy protilatek (IgA, IgG a IgM). Své misto
zaujima i pratokova cytometrie [21]. Muze se také provést tzv. tularinovy test,
cozZ je vyvolani alergické reakce na tularemicky antigen, ktery byva pozitivni jiz
4.-5. den nemoci. Pfi pozitivité sérologickych reakci je zde moZznost zkfizenych
reakci s Brucella spp., Yersinia spp. a Proteus 0X19, jelikoz jde o antigenni
pribuznost francisel s témito agens [22].

Detekce genomu pomoci polymerazové fretézové reakce (PCR) je
pouzivana pro identifikaci a diagnostiku Francisella tularensis za pouziti primer(
navrzenych proti genim kédujicim vnéjSi membranové proteiny (17- nebo
43-kDa protein), jako je tul4 nebo fopA [3]. PCR je nejbéznéjSi metodou pro
amplifikaci DNA. Pro odliSeni Francisella tularensis tularensis a holarctica slouzi
také analyza 16S rRNA (mal& podjednotka ribozomalni RNA) [3, 21].

Bakterie Ize identifikovat i na zakladé proteomickych pfistupu. Stejné
jako jsou rozdily u jednotlivych poddruhG na genetické drovni, je jasné, ze
rozdilny bude i vyskyt proteinu (peptidd). Vhodnou metodou analyzy proteinu je
MALDI-TOF (ionizace laserem za Ucasti matrice s hmotnostnim analyztorem
doby letu), kde jsou proteiny pfedem nasStépeny proteolytickym enzymem
(nejCastéji se pouziva trypsin) na kratSi peptidy. Jelikoz tato metoda neni
schopn& rozeznat, o ktery peptid se jedna, na analyzu navazuje identifikace
peptidd metodou peptidového mapovani (PMF). Pfi ni se porovnavaji
experimentalné zjisténé hodnoty efektivnich hmotnosti m/z (pomér hmotnosti a
naboje) s teoreticky vypoctenymi m/z, a to vSe pomoci databazi.

VyhodnéjSim usporfadanim je napf. MALDI-TOF/TOF (tandemové
usporadani), které je schopné selektivné méfit peptidy pfifazené metodou PMF
nebo peptidy, které touto metodou rozeznany nebyly [41]. K plnohodnotnému
rozpoznani sekvenci peptidi je vSak vhodnéjSi pouzit jinych metod analyz.
Takovou metodou je napf. ESI-MS/MS (hmotnostni spektrometr s ionizaci
elektrosperejem a tandemovym hmotnostnim analyzatorem) spojena se
separaci kapalinovou chromatografii.

Rychlou metodou bakterialni klasifikace a identifikace je analyza celych
bakterialnich bunék pomoci MALDI-TOF. Bakterialni kolonie (bez pfedchozi

extrakce proteinl) jsou pfimo nanaSeny s matrici na MALDI desti¢ku
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a principem laserové ionizace analyzovany analyzatorem doby letu (TOF). Tato
metoda poskytuje bohaté hmotnostni spektrum a vyznaduje se vysokou
reprodukovatelnosti [23]. K rychlé identifikaci slouzi také metoda extrakce
bakterialnich povrchovych proteind acetonitriiem (ACN) a nasledna analyza
MALDI-TOF. Vyhodou této metody je, Ze lze méfit vzorky neobsahujici Zivé
infekéni bakterie.

Vysokou rozliSovaci schopnost v proteomice zaujimaji 2-dimenzionalni
gelova elektroforéza (2-DE) a nasledna detekce proteini pomoci hmotnostni
spektrometrie. 2-DE separuje proteiny v gelu podle jejich izoelektrického bodu
a velikosti (molekulové hmotnosti), vytvafi tzv. proteinovou mapu. Vyfiznuty
protein z gelu je poté naStépen proteolytickym enzymem a nasleduje
hmotnostni spektrometrie (MS), ktera analyzuje, o ktery protein (peptid) se
jedna na zakladé stanoveni sekvence aminokyselin. Oviem 2-DE neni tolik

pouZzivanou metodou predevSim pro jeji Casovou narocnost.

2.2 Proteiny

Proteiny, neboli bilkoviny, jsou vysokomolekularni slou€eniny, které jsou
nazyvané biopolymery. Mezi biopolymery se dale fadi nukleové kyseliny,
polysacharidy a také lipidy (malé molekuly lipidid se spontanné spojuji ve
struktury o vysoké molekulové hmotnosti) [24].

Bilkoviny jsou pfitomny ve vSech organismech (od vird az po ¢lovéka),
kde mohou vykonavat mnoho rtznych funkci. Tvofi jednak stavebni material
bunék, jednak obstardvaji vétSinu bunéénych funkci. Funguji jako enzymy
katalyzujici chemické reakce buriky, podili se na Fizeni rustu a diferenciace
bunék, zajistuji transport pfes bunétné membrany, jsou prenaseci specifickych
signall (vnitrobunéénych i mezibunéénych) a v neposledni fadé tvofi receptory
v bunéénych membranéach [25].

Cetnost jejich funkci vyplyva z velkého poétu konformaci (koneéna
trojrozmérna struktura), které mohou v prostoru nabyvat. Konformace urcuji
energetického stavu (zékladni pravidlo v pfirodé). VeSkera informace potfebnéa
k ur€eni trojrozmérného tvaru proteinu je uloZena v poradi aminokyselin, které
tvofi protein, a jejich chemickych vlastnostech. Toto pofadi aminokyselin se

nazyva aminokyselinova sekvence neboli primarni struktura. Primarni struktura
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zahrnuje také polohu disulfidickych muastkl -S-S- mezi  molekulami
aminokyseliny cysteinu [26]. Sekundarni struktura je tvofena pravidelnymi
konformacemi fetézce aminokyselin, a-Sroubovici a B-skladanym listem, které
mohou vzajemné vytvaret tzv. supersekundarni struktury (,B-meandr”, ,kli¢"
nebo ,B-a-B), jinak nazyvané domény. Organizovani sekundarnich
a supersekundarnich struktur do veétSich prostorovych celkd je zakladem
terciarni struktury (trojrozmérna konformace). Kvartérni struktura se vyskytuje
u téch proteinu, které jsou tvofeny dvéma a vice aminokyselinovymi Fetézci

vzajemné spojenymi nekovalentnimi vazbami [27].

221 Zakladni chemické a fyzikalni vlastnosti

Z chemického hlediska jsou proteiny tvofeny atomy uhliku, vodiku,
kysliku, dusiku popf. siry a selenu (aminokyselina selenocystein). Jejich
zakladni stavebni jednotkou jsou aminokyseliny obsahujici asymetricky uhlik,
na néjZz jsou navazany nasledujici skupiny: organicky zbytek -R, vodik -H,
aminoskupina -NH, a karboxylova skupina —COOH. Proteiny jsou tvofeny 21
kodovanymi aminokyselinami  (AMK) vzajemné& spojenymi kovalentni
peptidickou vazbou —CONH- (Obr. 2) do dlouhého linearniho retézce zvaného
polypeptid. AMK ziskavaji jiné chemické vlastnosti podle navazanych
postrannich fetézcu -R. Konec nesouci volnou aminoskupinu (-NH;) se nazyva
aminovy konec nebo N-konec, druhy konec polypeptidu nesouci volnou
karboxylovou skupinu (-COOH) se nazyva karboxylovy konec nebo C-konec.

V zavislosti na pH mize mit polypeptidovy fetézec pozitivni, negativni
nebo nulovy celkovy naboj [26]. Na celkovém naboji se podili jednak N- a
C-konec polypeptidu, jednak vlastnosti postrannich fetézct aminokyselin. AMK
se fadi mezi latky amfoterniho charakteru (amfolyty). Je-li vysledny néboj
aminokyseliny nulovy, amfolyt se vyskytuje ve formé amfiontu (bipolarni ion)
a neputuje v elektrickém poli. Hodnota pH prostfedi, v némz se vytvari amfiont,
se nazyva izoelektricky bod pl. Amfoterniho charakteru se vyuziva pfi separaci
a identifikaci aminokyselin a pfi ur€ovani kovalentni struktury protein a peptidu
[24]. Pro strukturu bilkoviny je také dulezitd polarita postrannich fetézcl
aminokyselin. Podle polarity postrannich fetézci délime aminokyseliny na
nepolarni (hydrofobni), polarni nabité (pozitivni, negativni naboj) a polarni

(nenabité). To urCuje jejich rozpustnost ve vodé a podil na hydrofobnich
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interakcich bilkovin. V izoelektrickém bodé maji aminokyseliny nejmensi
rozpustnost [24, 26].

W B o b 0 I = N B 0
_‘\}—C—C. + N—C—C_ ,‘\_C.._(I_!'_N_C._C'

OH H H OH H o aH

Obr. 2 Obecné schéma spojeni dvou aminokyselin zav  zniku peptidické
vazby [26]

2.2.2 Posttransla éni modifikace

Posttranslaéni modifikace (PTM) proteint mohou byt fyziologickou
soucasti syntézy proteinl (proteosyntézy) stejné tak, jako se mohou vyskytnout
nepfirozené vlivem napf. chemickych c&inidel. Modifikované a nemodifikované
formy protein0 mohou mit odliSnou biologickou aktivitu nebo topologii
a modifikace polypeptidovych Fetézcd muUze zpuUsobit i odliSné fyzikalni
vlastnosti jako jsou rozpustnost, viskozita a dalSi [28].

V dnesni dobé je znamo asi 300 raznych PTM, z nichz nejvice
uplathiovanych v pfirodé je pouze nékolik. Pfirozené se vyskytujici PTM
katalyzované enzymy jsou predevSim nasledujici tfi modifikacni reakce.
Glykosylace (zavedeni sacharidd do struktury proteinu) muze stabilizovat
konformaci proteinl a tyto sacharidové slozky proteind se mohou UcCastnit
rozpoznavacich interakci (napf. imunitni rozpoznavéni). Fosforylace/
defosforylace  (enzymové  pfipojeni/odpojeni  fosfatové  skupiny na
aminokyselinové zbytky serinu, threoninu a tyrozinu) Casto vytvafi aktivni
a neaktivni formy protein zapojené do kaskad prenosu signélu. Acetylace
lysinu (zavedeni acetylu na —NH; skupinu lysinu) sniZzuje jeho bazicitu
a zeslabuje tak iontové interakce. Acetylovany mohou byt vSechny volné —NH,
skupiny polypeptidového fetézce.

Vlivem oxida¢niho stresu na buriky muze také dojit k modifikaci proteinu.
Pfikladem jsou aminokyseliny cystein ¢i methionin [29].

Nepfirozené se vyskytujici PTM mohou vznikat napf. vlivem pfidavku
chemickych ¢&inidel pfi pripravé vzorkd (alkylace). Jedna se o0 vznik
karbamidomethylu cysteinu, deamidaci kyseliny glutamové resp. asparagoveé
nebo vznik pyroglutamove kyseliny.
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Se vSemi posttranslacnimi modifikacemi je potfeba pocitat pfi analyze
proteind hmotnostni spektrometrii, jelikoZz ovliviiuji molekulovou hmotnost

proteinu, na jejimzZ zakladé jsou proteiny identifikovany.

2.3 Metody proteomiky

Proteomika je védni obor zabyvajici se hodnocenim proteomu. Proteom
je soubor proteini produkovany uréitou burikou, tkani nebo organismem za
ur€itych podminek v ur€itém Case [30]. Existuje nékolik proteomickych pfistupu,
které identifikuji proteiny a jsou schopné stanovit jejich pfitomnost a koncentraci
v riznych bunkach daného organismu, jejich posttranslaéni modifikace,
vzajemné interakce, vztah mezi strukturou a funkci a jejich lokalizaci v rliznych
bunéénych organelach.

Na zakladé ruznych pfistupt k hlediskim, podle kterych Ize proteiny
identifikovat, se vyvinulo nékolik odvétvi proteomiky. Studiem struktury bilkovin
se zabyva strukturni proteomika. Pouziva krystalografii, nuklearni magnetickou
rezonanci (NMR), hmotnostni spektrometrii a dalSi techniky pro pochopeni
strukturniho chovani bilkovin. Analytickd proteomika identifikuje proteiny,
stanovuje pfesnou molekulovou hmotnost, uréuje pofadi aminokyselin, hleda
posttranslacni modifikace, ale také se zabyva umisténim proteini v bunce
a jejich funkci. Separuje bilkoviny ze slozitych biologickych smési a nasledné je
identifikuje.

Strukturni a analyticka proteomika se muize dale rozdélit podle
nésledujicich pfistupu. Sledovanim zmeén sloZeni bilkovin pfi rdznych stavech
organismu se zabyva diferencni (srovnavaci) proteomika. Jejim cilem je nalézt
a identifikovat rozdilné se vyskytujici bilkoviny po jejich separaci ze slozitych
smési bilkovin, a to na zakladé porovnani napf. dvou subtypu bakterie. High-
throughput proteomika se zaméfuje na ziskavani velkého mnozstvi informaci
o bilkovinach, ¢&ehoz se vyuzivA predevSim ve zdravotnictvi, zemédélstvi
a kontrole potravin. Bottom-up proteomika predstavuje klasicky* postup
identifikace bilkovin. Protein je nejprve izolovan ze smési, potom enzymoveé
rozStépen na smés peptida, které jsou nakonec analyzovany hmotnostni
spektrometrii (ur€eni molekulové hmotnosti ¢i sekvence). Shotgun proteomika
neseparovanou smes bilkovin nejprve enzymaticky rozstépi na smeés peptidd.

Poté nasleduje separace vhodnou metodou, ke které se nejCastéji vyuziva
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vysokouc€inna kapalinova chromatografie (HPLC). Nakonec se pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie uréi sekvence peptidd. Proteomika top-
down nevyuZziva ke Stépeni proteint enzymy, ale bilkoviny izolované ze smési

jsou pfimo fragmentovany v hmotnostnim spektrometru [31].

2.3.1 Priprava vzork G

Ml wew s

Ma velky vliv na mnoZstvi extrahovanych proteina. Pfi kultivaci bakterii by se
mélo zamezit kontaminaci kultury a dbat na vSechna bezpec€nostni opatfeni pfi
manipulaci s patogeny. Bakterie by se mély promyt ve fyziologickém pufru,
a poté by se méla chemicky nebo mechanicky provést extrakce proteind.

Extrakci proteini se mysli ziskani urcité frakce z celkového mnozstvi
proteind v bakteridlni burice. Mnoho postupl extrakce proteind vyuZziva
organicka rozpoustédla, jenz jsou schopna ur€itym zplsobem uvolnit proteiny
z bunék do roztoku. Pfikladem je extrakce acetonitrilem (ACN), po jehoz pfidani
k bakterialnim burikam se uvolni do roztoku proteiny vyskytujici se na povrchu
bakterialnich membran.

Proteiny se mohou ziskat a extrahovat z bunék také pomoci mechanické
sily, ktera je schopna bakterialni buriky rozbit. Ziskaji se tak celobunécné lyzaty
obsahujici proteiny vyskytujici se i uvnitf bunék. Jednou z metod mechanického
rozbiti bunék je FRENCH® Press (Thermo Scientific). Principem tohoto pfistroje
je pusobeni vysokého tlaku na buriky uzaviené do ocelové cely. Stlaenim pistu
vzrusta tlak uvnitf cely, a tim i uvnitf bunék, az na poZzadovanou hodnotu.
Uvolnénim kohoutku se vzorek necha pomalu odkapavat vyvodovou ocelovou
trubi¢kou. V momenté, kdy je sténa bunky vystavena vnéjSimu atmosférickému
tlaku, doch&zi k prasknuti membrany. To je zpasobeno vysokym rozdilem mezi
tlakem uvnitf cely a tlakem vnéjSiho prostredi [32]. Vzorky celobuné&nych lyzatd
obsahuji rozmanitou Skalu bakterialnich komponent, které mohou ovlivnit
naslednou analyzu proteini. Obsah nukleovych Kkyselin zvySuje viskozitu
roztoku, proto je vhodné pfidat napf. benzonazu, kter4 rozklddad nukleové
kyseliny. Ve vzorcich je také obsazena spousta proteolytickych enzymu, které
mohou pusobit autolyticky. Jejich aktivitu je mozné potlacit napf. nizkou teplotou

nebo pfidanim inhibitord proteaz.
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2.3.2 Stanoveni koncentrace bilkoviny

Znat koncentraci bilkoviny ve vzorcich je vhodné pro naslednou analyzu
hmotnostni spektrometrii spojenou s kapalinovou chromatografii, jelikoz kolona
kapalinového chromatografu je schopna pojmout jen urcité mnozstvi bilkoviny.
Jednou z moZnosti stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich je pouZzit
metodu pracujici na principu biuretovy reakce. Principem stanoveni bilkoviny je
dikaz prfitomnosti peptidické vazby —CO-NH-, ktera je charakteristicka pro
vSechny typy proteind. V alkalickém prostfedi reaguji médnaté ionty Cu®
s peptidickou vazbou a dochazi k redukci na médné ionty Cu®. K detekci Cu® se
muze pouzit unikatni metoda s bicinchoninovou kyselinou (BCA). Chelataci
dvou molekul BCA s jednim iontem Cu® vznika charakteristické modrofialové
zbarveni komplexu. Barevny komplex je ve vodé rozpustny a silné absorbuje pfi
vinové délce (A) 562 nm. Intenzita zabarveni se méfi spektrofotometricky a je
pfimo Umérna koncentraci proteinl ve vzorku.

Za tvorbu barevného komplexu s BCA je odpovédny pocet peptidovych
vazeb a pfitomnost tfech aminokyselin (cysteinu, tryptofanu a tyrosinu). Studie
s di-, tri- a tetrapeptidy ukazaly, Ze pouzitim BCA je stupen zabarveni vysSi
oproti intenzité zabarveni, ktera by vznikla souctem intenzit poskytnutych

jednotlivymi funk&nimi skupinami [33].

2.3.3 Enzymatické St épeni protein G

Proteolytické enzymové Stépeni se stalo béznym postupem zahrnutym
do pripravy vzorkl. Proteolytické enzymy katalyzuji hydrolyzu peptidovych
vazeb v proteinech a peptidech za uvolnéni tepla (exergonni reakce). Mohou se
dale rozdélovat na proteinazy, které Stépi proteiny, a na peptidazy Stépici pouze
kratké peptidy. Pojem peptidaza byl ale pouzit i v SirSim slova smyslu jako
enzym hydrolyzujici peptidové vazby. V zavislosti na misté pusobeni se
peptidazy rozdéluji na dvé skupiny. Endopeptidazy Stépi peptidoveé vazby uvnitf
polypeptidového fetézce, exopeptidazy odstépuji koncové aminokyseliny.

Pokud neni moZzné v nékterych specifickych pfipadech pouZzit
enzymatické Stépeni proteinl, pouzivaji se také chemické metody Stépeni.
Prikladem je pouziti bromkyanu (BrCN) pro Stépeni ve vodé nerozpustnych

nebo membranovych proteind (BrCN specificky pasobi na zbytky methioninu)



nebo hydrolyza proteini zfedénou kyselinou mravenéi pusobici v mistech
zbytka kyseliny asparagové [30].

Nejvice pouzivanym proteolytickym enzymem se stal trypsin. Trypsin
(EC 3.4.21.4) se fadi k endopeptidazam, které maji serinova charakteristicka
vazebna mista. DalSimi skupinami peptidaz mohou byt cysteinové, aspartatove,
threoninové a peptidazy obsahujici kovovy iont jako kofaktor. Trypsin je
vyluéovan u obratlovct z pankreatu do dvanacterniku ve formé neaktivniho
trypsinogenu. Hoveézi trypsinogen se aktivuje kaskadou enzymovych reakci za
vzniku aktivniho trypsinu o délce 101 aminokyselin.

Trypsin Stépi AMK sekvenci proteint na specifickych mistech, a to od
C-konce za lysinem a argininem, pokud za nimi nenasleduje aminokyselina
prolin. Diky &etnosti lysinu a argininu v proteinovych sekvencich poskytuje
trypsin peptidy, které jsou svoji velikosti vhodné pro analyzu hmotnostni
spektrometrii. Spravna ac¢innost trypsinu zavisi na reakénich podminkach. Je
nutné spravné zvolit slozeni a pH reakéniho pufru, pomér enzym/substrat,
teplotu a dobu inkubace. Optimalni pH pro trypsin se pohybuje v rozmezi 7 az
9, coz umoznuje praci s levnym tékavym pufrem hydrogenuhlicitanem
amonnym (pH 7,8). Ke Stépeni postacuje pomér enzymu a substratu v rozmezi
1:50 az 1:200. Optimalni teplota Stépeni je 37 T po dobu 4-24 hodin, nej astéji
pres noc [30].

Aby byly proteiny pfistupné ke Stépeni trypsinem a neobsahovaly
disulfidické mustky -S-S-, je potfeba vzorky redukovat a alkylovat. K redukci
disulfidickych mustkG na skupiny -SH se muize pouzit Tris(2-karboxyethyl)-
fosfinhydrochlorid (TCEP-HCI) nebo dfive pouzivany dithiothreitol (DTT) a dalSi
[34]. Skupiny -SH se poté stabilizuji alkylaci napf. pomoci iodoacetamidu (I1AA).
IAA je v rozpuSténém stavu citlivy na svétlo, proto je nutné navazenou
chemikalii rozpustit v pfisluSném mnozstvi vody tésné prfed pouZzitim a po dobu
reakce udrzovat vzorky ve tmé. K alkylaci se mohou pouZzit i dalSi Cinidla jako
4-vinylpyridin a akrylamid [35].

V souCasné dobé se zkouma vliv imobilizovaného trypsinu na
magnetickych ¢&asticich na moznost zkraceni doby inkubace, kter4d by

vyznamné dopomohla k redukci celkové doby analyzy vzorku bilkovin.
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2.4 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) byla vyvinuta po¢atkem 20. stoleti a stala
se po dlouhou dobu hlavni metodou analyzy ropnych produkti a tékavych
organickych latek. Za poslednich 20 let se MS rozSifila do mnoha pfirodnich
obortd (geologie, chemie, biologie, Zivotni prostfedi, farmacie a medicina).
V roce 2002 byla udélena Nobelova cena za hmotnostni spektrometrii Koichi
Tanakovi a Johnu Fennovi, ktefi vynalezli ioniza¢ni techniky schopné
analyzovat i velmi velké a slozité molekuly, jako jsou proteiny a nukleové
kyseliny. Jednalo se o techniku desorpce a ionizace laserem za pfitomnosti
matrice (MALDI) a ionizaci elektrosprejem (ESI). Objev téchto technik velmi
vyrazné podpofil vznik proteomiky, védy zabyvajici se studiem bilkovin
Z hlediska jejich identifikace a funkci [36].

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemickd metoda, ktera
uréuje hmotnosti molekul a jejich fragmentd. Nejprve pfevadi nenabité molekuly
na nabité ionty. Ty jsou dale rozliSeny na zakladé jejich efektivnich hmotnosti,
coz je oznaceni poméru hmotnosti a naboje iontu (m/z). Pfi detekci takto
separovanych ionti se zaznamenava hmotnostni spektrum, které vyjadfuje
zavislost Cetnosti vzniklych iontd na hodnotdch m/z. PfFistroj se nazyva
hmotnostni spektrometr. MS patfi k destruktivnim analytickym metodam, pfi
nichz je vzorek znehodnocen, ale vyhodou je jeho minimalni spotfeba. Tato
metoda je schopna rozeznat primarni strukturni informace analyzovanych latek
spolu s dalSimi udaji (napf. posttranslaéni a chemické modifikace
polypeptidového fetézce, neposkytuje vSak informace o sekundarni a terciarni
struktufe proteinu). Velkou vyhodou MS je jeji citlivost. Metoda umoZznuje

detekovat latky v mnoZstvi mensim nez 102 g [37].

24.1 Sou éasti hmotnostniho spektrometru

Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou iontovy zdroj,

hmotnostni analyzator a detektor (Obr. 3).
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Obr. 3 Zakladni €asti hmotnostniho spektrometru [38]

Kazdy pfistroj musi mit alespon jeden vstupni systém pro zavadéni
vzorkd do iontového zdroje. PouZivaji se razné systémy podle typu pfistroje
a podle skupenstvi a tékavosti vzorku. Pro tékavé latky se pouziva pfivod
vzorku sklenénou kapilarou do iontového zdroje. Velmi malo tékavé latky jsou
nejprve prevedeny na tékavéjsSi derivaty (napf. methylace, acetylace atp.), a az
poté zavedeny do iontového zdroje (vyuZiti u elektronové nebo chemické
ionizace). Malo tékavé a vysokomolekularni latky jsou zavadény do iontového
zdroje pomoci kovového ter€iku, na ktery se vzorek nadavkuje spolu s matrici,
a takto vzniklA sonda se zavede do iontového zdroje (vyuZziti u ionizace
urychlenymi atomy (FAB) nebo desorpce a ionizace laserem za Ucasti matrice
(MALDI)) [37]. Kontinualni pfivod vzorku zajiStuje spojeni MS s urcitou
separacni technikou. Spojeni muze byt s kapalinovou chromatografii (LC/MS),
plynovou chromatografii (GC/MS) nebo kapilarni elektroforézou (CE/MS).

Vakuovy systém pump je dalSi dulezitou souc€asti hmotnostniho
spektrometru, ktery je nutny pro hmotnostni analyzator a detektor. Hmotnostni
analyzator musi vzdy pracovat za vysokého vakua, jehoZz hodnota se liSi podle
typu analyzatoru a pohybuje se v rozmezi 102 az 10 Pa. Vysoké vakuum je
dilezité pro spravnou analyzu iontl, protoze jim zaru€uje dostate¢né dlouhou
stfedni drahu letu od ionizace po detekci, pfi které nedochazi ke koliznim
srazkam mezi ionty a neutralnimi molekulami [38]. Kromé ioniza¢nich technik
pracujicich za atmosférického tlaku musi byt ve vakuu umistén i iontovy zdroj.

Nedilnou soucasti je také spojeni pfistroje s pocitatem, ktery nastavuje
pracovni podminky analyzy, pIni fadu fidicich funkci pfistroje a usnadnuje

zpracovani naméfenych hmotnostnich spekter [37].

2.4.1.1 lontové zdroje

lontové zdroje slouzi k pfevedeni neutralnich molekul analytu na nabité

ionty. Tento proces se nazyva ionizace. V soucasnosti existuje nékolik zplsobu
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ionizace. Obecné se tyto zpuUsoby déli na mékké a tvrdé ionizaéni techniky.
Mékké techniky dodavaji molekule maly pfebytek energie a primarné vznikly ion
malo fragmentuje. V hmotnostnim spektru pozorujeme vzniklé protonované
molekuly [M+H]" pfi zaznamu kladnych iont( a deprotonované molekuly [M-H]
pfi zaznamu zapornych iontd. Tvrdé ionizaéni techniky poskytuji molekulam
dostate¢nou energii k tomu, aby mohla probéhnout rozsahla fragmentace nové
vzniklého iontu na mensi ¢asti. Tvrdou ioniza¢ni technikou je napf. elektronova
ionizace (El) poskytujici tzv. EI hmotnostni spektra. Pouziva se napf. u spojeni
plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Existuji rozsahlé
knihovny EI spekter latek, proti nimzZ Ize porovnavat nové nameéfena El spektra
neznamych latek. Volba ioniza¢ni techniky zavisi na vlastnostech analyzované
latky (tékavost, tepelna stabilita, molekulova hmotnost) [38].

Mékké ionizacni techniky, ionizace elektrosprejem (ESI) a MALDI, se
nejCastéji vyuzivaji pro analyzu velkych a slozZitych molekul, napf. proteint [37].

ESI patfi mezi techniky ionizace pracujici za atmosférického tlaku a byva
velmi Casto spojena s vystupem z kapalinového chromatografu. Na kovovou
kapilaru pfivadéjici vzorek z kapalinového chromatografu do ESI je vloZzeno
vysoké napéti (3-5 kV), které vytvari silné elektrostatické pole. Vlivem tohoto
pole a pomoci zmlzujiciho plynu (nejCastéji dusik) se z analytu rozpusténém ve
vhodném eluentu tvofi mlha kapiCek (aerosol), které nesou velké mnozstvi
povrchovych ndboji. Odpafovanim rozpoustédla dochazi ke zvySovani hustoty
povrchového naboje, az pfi dosazeni kritické hodnoty nastava tzv. Coulombickéa
exploze, pfi niz se rozdéli pavodni ndboj mezi nové vzniklé jeSté menSi kapicky.
Tento dé&j se opakuje az do té doby, nez se uvolni nabité ionty molekul analytu.
Ty jsou poté vtazeny do hmotnostniho analyzatoru systémem fokusacnich
a urychlujicich elektrod [35]. JelikoZ hmotnostni analyzator potfebuje vysoké
vakuum, pfi transportu iontll z atmosférické oblasti zdroje do vakua dochazi
k velkému ochlazeni iontl a nezadouci tvorbé klastri. Preventivnim opatfenim
je bud vyhrati iontového zdroje, nebo protiproud dusiku jako susiciho plynu
[38].

MALDI pracuje na principu ionizace desorpci laserem za U€asti matrice.
Vzorek se nanasi po smichani s vhodnou matrici na ter€iky MALDI desticky. Po
odpafeni smési na destiCce se destiCka vlozi do pfistroje a k terCiku

s odpafenym vzorkem se pfivede kratky laserovy impuls, ktery je absorbovan
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matrici. Matrice energii laserového pulsu prfenese na molekuly analyzované
latky, které prechazeji do plynné faze. Dochazi tak k ionizaci, pfi niz vznikaji
ionty s jednim nebo dvéma kladnymi naboji. NejCastéji pouzivanymi lasery jsou
dusikové UV lasery. Pro analyzu iontd biopolymera (proteiny, glykoproteiny,
polynukleotidy a polysacharidy) se velmi ¢asto pouziva spojeni s analyzatorem
doby letu (TOF) [37].

DalSimi ionizacnimi technikami jsou chemicka ionizace (CIl), chemicka
ionizace za atmosférického tlaku (APCI) a fotoionizace za atmosférického tlaku
(APPI) (spolu s ESI tvofi skupinu ioniza¢nich technik za atmosférického tlaku,
API), desorpéni ionizace elektrosprejem (DESI) a pfima analyza v realném Case
(DART). Ke starSim ioniza¢nim technikam se fadi ionizace termosprejem (TSI),
ionizace urychlenymi atomy (FAB) a ionty (FIB), ionizace polem (Fl), desorpce

polem (FD) a desorpce plazmou #*Cf [38].

2.4.1.2 Hmotnostni analyzatory

Separaci iontd v plynném stavu umoziuji hmotnostni analyzatory podle
efektivnich hmotnosti m/z (pomér hmotnosti a naboje iontu). Analyzator je
umistén za iontovym zdrojem, ktery prevedl neutralni molekuly na nabité ionty,
a pred detektorem, do néhoz vstupuji ionty rozdélené podle m/z. Separace lze
dosahnout na zakladé rliznych fyzikalnich principu.

Kvadrupélovy analyzator (Q) pracuje na principu separace iontd pomoci
Ctyf kovovych ty¢i kruhového prifezu. Na dvé protilehlé tyCe je vlioZzeno kladné
stejnosmérné napéti, na zbyvajici dvé zaporné stejnosmérné napéti a na
vSechny jesté vysokofrekvencni stfidavé napéti. Je-li ion pfiveden do stfedu osy
kvadrupoélu, zacne oscilovat. Pro urCity pomér stejnosmérného napéti
a amplitudy (U/V) jsou oscilace stabilni pouze pro ion s ur€itou hodnotou m/z,
ktery projde analyzatorem aZz na detektor. Ostatni ionty maji pro tuto hodnotu
U/V nestabilni oscilace, a tudiZ jsou zachyceny na ty€ich kvadrupolu. Plynulou
zménou pomeéru U/V (skenovanim) jsou postupné na detektor propustény
vSechny ionty ze vzorku.

lontova past (IT) pracuje na podobném principu jako kvadrupdl. lonty
jsou pulzné pfivedeny do pasti, kterou tvofi jedna kruhova a dvé koncove
elektrody. Zde jsou ionty zachyceny pomoci vhodnych pomérd napéti na

kruhové a dvou koncovych elektrodach (stabilni oscilace). Postupnou zménou
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napéti podléhaji ionty nestabilnim oscilacim a jsou vypuzovany na detektor
podle jejich m/z.

Analyzator doby letu (TOF), nebo také pruletovy analyzator, vyuZziva
rizné rychlosti letu iontd v oblasti bez elektrického pole. lonty s mensi hodnotou
m/z o stejné kinetické energii se pohybuji rychleji nez ionty s vys3i hodnotou
m/z. Jde o pulzni hmotnostni analyzator. Nejdfive jsou ionty pfi vstupu do
analyzatorové trubice urychleny kratkym elektrickym pulzem, a poté je méfen
Cas, za ktery dolétnou k detektoru. Tento €as ur€uje jejich m/z. Skenovani je
velice rychlé a Ize urgit i m/z vétsi nez 10° Da (Dalton). Zvy$eni rozliSeni u TOF
analyzatorl Ize dosahnout pouzitim reflektronu nebo opozdénou extrakci iontu.
Reflektron, neboli iontové zrcadlo, slouzi k vyrovnani riznych kinetickych
energii iontd se stejnou hodnotou m/z. lonty s vétSi kinetickou energii jsou
schopné proniknout hloubé&ji do odrazového elektrického pole, ¢imZz dojde
K jejich zpozdéni oproti iontim s mensi kinetickou energii. Vyrovna se tim
celkova dradha iontd se stejnou m/z. Pfi opozdéné extrakci iontd jsou ionty
z iontového zdroje extrahovany s malym zpozdénim, ¢&imz dojde diky
vzajemnym srazkam ke sjednoceni jejich kinetickych energii.

Dalsimi druhy hmotnostnich analyzatord jsou magnetické &i
elektrostatické analyzatory s jednoduchou nebo dvoji fokusaci iont (sektorové
hmotnostni spektrometry), iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou
transformaci (FT-ICR) a nejnovéjsi typ hmotnostniho analyzatoru Orbitrap [38].

Hmotnostni spektrometr nemusi obsahovat pouze jeden hmotnostni
analyzator, ale lze pouzit i vice analyzatorl umisténych za sebou. Takové
pristroje se nazyvaji tandemové hmotnostni spektrometry (MS/MS). Slouzi
k blizSi charakterizaci analyzované latky. Konkrétné u peptidd (protein()
zahrnuje napf. uréeni aminokyselinové sekvence peptida (proteind) nebo
nalezeni mist posttranslac¢nich modifikaci.

Tandemové hmotnostni spektrometry mohou kombinovat analyzatory
pracujici na raznych principech (tandemové hybridni hmotnostni spektrometry).
Pfikladem je spojeni kvadrupélu (Q) s praletovym analyzatorem (TOF), mezi
nimiz je dalSi kvadrupdl maijici ulohu kolizni cely (g). QqTOF (Obr. 4) se stal
dobrou volbou pro spojeni HPLC-MS/MS za ionizace ESI [39].

40



kolizni plyn

dusik
v ¢ pusher

L / detelctor
ESI
\ﬁ )—.-__ = | |_I!él /

vysolé valtuum e \

L

—
—A
iontové zrcadlo _— = \ /

Obr. 4 Schéma tandemového hmotnostniho spektrometru QQTOF [39]

Postup fragmentace peptidd pomoci MS/MS v uspofadani QqTOF je
nésledujici. Z iontového zdroje pfichazeji vzniklé ionty do prvniho hmotnostniho
analyzatoru. V ném jsou ionty separovany na zakladé fyzikalniho principu
daného analyzatoru, ktery je zde pfitomen, a ostatnimi dvéma analyzatory ionty
pouze prolétaji a dopadaji na detektor. Pomoci softwaru jsou vybrany pro
tandemovou analyzu pouze ionty s hmotou, ktera odpovidad zadanym
parametrim meéfeni. lonty s vybranou hmotou jsou poté fragmentovany ve
druhém analyzatoru oznaCovaném jako kolizni cela. Ta fragmentuje vybrané
ionty pomoci kolizni energie a srdZzek s neutralnimi atomy kolizniho plynu
(collision induced dissociation, CID). Fragmentaci peptidd technikou CID
nejCastéji vznikaji y-iontové (od C-konce) a b-iontové (od N-konce) série
fragmentd (Obr. 5). Rozdil m/z mezi sousednimi y-ionty nebo b-ionty odpovida
molekulové hmotnosti urcité aminokyseliny (AMK). Kromé CID fragmentaci
existuji také disociace proteini zachytem elektrond (electron capture
dissociation, ECD) nebo prenosem elektront (electron transfer dissociation,
ETD). Ty vyvolaji fragmentaci peptidi za dusikem peptidové vazby a vznikaji
c-ionty a z-ionty [40]. Fragmentované ionty popsané vySe uvedenymi

technikami jsou separovany ve tfetim hmotnostnim analyzatoru, dopadaji na
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detektor a jsou zaznamenany v tandemovém hmotnostnim spektru (MSMS
spektrum). Tak lze z MSMS spekter urcit AMK sekvenci peptidd.
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Obr. 5 Fragmenta €ni série peptid G [41]

K ur€eni proteinoveé struktury se také pouziva pfima sekvenace metodou
Edmanova odbouravani, kterym se postupné odStépuji N-koncoveé
aminokyseliny peptidové sekvence. V dnesSni dobé se ale sekvenace proteinu
provadi pfedevsim technikami hmotnostni spektrometrie. V proteomice se jiz
Edmanovo sekvenovani tolik nepouziva. Presto je stale vyuzivano tam, kde
pouziti hmotnostni spektrometrie neni vhodné, nebo tam, kde je k dispozici

maly pocet proteind ve vzorku [41].

2.4.1.3 Detektory

Detektor slouzi k detekci iontd po jejich separaci hmotnostnim
analyzatorem podle m/z a k uréeni relativni intenzity jednotlivych iontd.
Poskytuje analogovy signal umérny poctu dopadajicich iontd. Dnes jiz
nepouzivanymi typy detektort jsou detektory pro pfim& méreni, které detekuji
elektricky proud vznikajici pfimym dopadem stanovovanych iontu [38].

V souCasnosti nejCastéji pouzivanymi detektory v hmotnostni
spektrometrii jsou nasobiCove detektory. Ty se skladaji ze soustavy jednotlivych
dynod nebo z jedné souvislé dynody. U soustavy jednotlivych dynod kladné
nabité ionty o urcité m/z dopadaji na prvni dynodu, na kterou je vloZzeno
zaporné napéti (princip pfitahovani opaénych naboju). Dopadajici ionty emituji
sekundarni elektrony narazem na kovovy povrch dynody. Pokud se zvysSi
elektrické napéti mezi dynodami, ziska se primérné vysSi pocet emitovanych
elektrond na naraz. Na dynody néasledujici po prvni se vklada postupné nizsi
napéti (potencialovy spad) a dochazi tak k urychleni proudu elektrond. Tento

typ detektort neni vhodny pro vzorky, které poskytuji velmi slaby a preruSovany
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proud iontd. Nehodi se také pro proud iontl, ve kterém se hodné rychle méni
hodnoty m/z (napf. u TOF analyzatoru, ktery celé spektrum ziska béhem asi
100 ps).

DalSi moznosti usporadani nasobiCovych detektort je plocha sklenéna
desti¢ka, v niz je sada kandld. OznaCuje se jako multikandlovy detektor
(multichannel plate, MCP). Desticka umisténad v ohniskové vzdalenosti od
analyzatoru umozni iontim s ur€itou hodnotou m/z projit MCP a dopadnout az

na fosforeskujici vrstvu. Ta vysila svételny signal na pole fotodiod [39].

2.4.2 Spojeni LC-MS

Metody separace latek z bohatych vzorkd hraji vyznamnou roli pfi jejich
analyze. Na Uspésné separaci mnohdy zavisi spravnost a pFesnost celého
stanoveni. V proteomice se k separaci proteint a peptida vyuZivaji pfedevsim
elektromigracni separa¢ni metody (napf. 2-DE a kapilarni elektroforéza)
a chromatografické techniky (téméfF vSechny chromatografické separacni
techniky s kolonami, hydrofobni a hydrofilni interakéni chromatografie, gelova
permeadni chromatografie, afinitni chromatografie, izotachoforéza). Casto je
nutné pro déleni smési pouzit i nékolik separacnich technik najednou [42].

Kapalinova chromatografie (LC) je jednou z mnoha metod, pomoci niz
lze separovat proteiny a peptidy. V proteomice pouzivanym usporadanim pro
separaci proteind a peptidi se stalo spojeni kapalinové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii (LC-MS). LC slouzi k separaci latek na zakladé
jejich interakce se stacionarni a mobilni fazi. Vhodnym provedenim je
vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), ktera vynika lepSi ucinnosti
oproti klasické kapalinové chromatografii. K 4¢inné separaci pouziva drobnych
CasteCek pevného sorbentu (stacionarni féaze), kterymi je naplnéna
chromatograficka kolona. Tyto ¢astice kladou protékajici kapaliné (mobilni fazi)
znacny odpor, proto HPLC c&erpa mobilni fazi pumpami a pracuje tak za
vysokeého tlaku.

Usporadani kapalinové chromatografie je dvojiho typu. Probiha bud na
normalnich fazich (NP), nebo na fazich obracenych (RP). Uspofadani
s normalni fazi obsahuje polarni stacionarni fazi (napf. voda na silikagelu)
a nepolarni mobilni fazi (napf. hexan). Nejméné polarni analyt je eluovan jako

prvni, protoZze se nejméné misi se stacionarni fazi. Normalni faze je vhodnéjsi

43



pro separaci polarnich vzorkud, ale mize nastat stav, kdy interakce polarnich
molekul bude se stacionarni fazi tak silna, Ze se budou v koloné zadrZzovat po
velmi dlouhou dobu (dlouhy retenéni ¢€as). Jelikoz nebylo mozné zajistit
reprodukovatelnost retencnich ¢asu latek, byla vyvinuta metoda na obracenych
fazich (RP), kde jsou polarity fazi opacné. Stacionarni faze je nepolarni (napf.
uhlovodiky nebo alkyly vazané na silikagelu) a mobilni faze je polarni (napfr.
voda, acetonitril). Nejvice zadrZzované latky v tomto usporadani jsou latky
nepolarni. Tato separace se hodi pro latky jakékoliv polarity [43].

Peptidy ziskané Stépenim proteinl se nejcastéji separuji pomoci HPLC
s naplnovou chromatografickou kolonou v uspofadani s obracenymi fazemi
(RP-HPLC). Tato metoda déli peptidy na zakladé razné silnych hydrofobnich
interakci s chromatografickou naplni. Nejpouzivanéjsi nepolarni stacionarni fazi
se stala tzv. Cig (alkylové fetézce o délce osmnécti uhliki navazané na
pevnych silikagelovych ¢asticich). Jako mobilni faze se pouziva polarni
kapalina (napf. vodny roztok kyseliny mravenci nebo octove, trifluoroctova
kyselina neni pro hmotnostni spektrometr pfilis vhodna, jelikoz zlstava
v detektoru). Eluéni ¢&inidlo tvofi méné polarni organické rozpoustédlo
(methanol, acetonitril), které snizuje zadrZzovani latek na koloné&. Nizky obsah
organického rozpoustédla v mobilni fazi umoZznuje zadrzeni peptidd na koloné,
ale postupnym zvySovanim podilu tohoto organického rozpoustédla se peptidy
uvolnuji z kolony podle jejich polarity (eluce napf. gradientem acetonitrilu) [44].
S oblibou se vyuziva zarfazeni pfedkolonky, ktera zadrzi peptidy, umozni vymyti
nezadoucich slou€enin, a poté zvySenim gradientu uvolni peptidy na samotnou
kolonu. Z kolony se peptidy dostavaji do iontového zdroje hmotnostniho
spektrometru a nasleduje analyza hmotnostni spektrometrii.

V poslednich letech se stala trendem miniaturizace separacnich technik.
V oblasti vysokoucinné kapalinové chromatografie se zkracuji kolony
a zmenSuji velikosti ¢astic sorbentu, zmensuje se také vnitfni prmér kolon.
Dlvody k miniaturizaci jsou zrychleni analyz bez ztraty separaéni G&innosti,
zlepSeni finanéniho provozu laboratofi a sou¢asné ekologické hledisko (snizuje
se spotfeba mobilnich fazi obsahujicich organick& rozpoustédla). DalSim
ddvodem je omezené mnozstvi vzorku, jehoz objem nelze navysit (napfr.

v proteomice) [45].



2.5 Zpracovani dat

Nedilnou soucésti analyzy latek tandemovou hmotnostni spektrometrii je
kone¢né zpracovani naméfenych dat. Pfi analyzach bohatych smési latek
(napf. proteiny a peptidy, nukleové kyseliny) je nutné vzhledem k obsahlosti
ziskanych dat pouzit k vyhodnocovani pocitat. Ten je schopny informace
hromadit, uchovavat, analyzovat a hledat souvislosti mezi biologickymi daty
rychle a efektivné pomoci specializovaného softwaru.

25.1 Data tandemové hmotnostni spektrometrie

V proteomice data ziskana z tandemové hmotnostni spektrometrie
obsahuji efektivni hmotnosti m/z a intenzity pika pfislusejici jak jednotlivym
iontdm, tak jejich fragmentim. Tato ,surova“ data se ukladaji do soubor(
riznych formatd. Format raw pouzivaji napf. pocitaové programy MassLynx
(Waters) a Xcalibur (Thermo Electron), forméat baf je pouzivan MassLynx
(Bruker). V zavislosti na pouZitém programu se ze ,surovych“ dat extrahuji
pouze néktera do textového formatu urcitého typu, napf. mgf (MASCOT), dta
(SEQUEST) nebo pkl (ProteinLynx, Micromass). V textovém souboru jsou
obsazeny hodnoty molekulovych hmotnosti, naboji a intenzit iontd ve spektru
[46].

252 Databaze

Biologické databaze obsahuji data z riznych molekularné biologickych
odvétvi. Primarni databdze obsahuji proteinové nebo nukleotidové sekvence
doplnéné o dalSi informace. Primarni nukleotidovou databazi je napf. EMBL
nebo GenBank. K proteinovym primarnim databazim se fadi SwissProt nebo
TrEMBL.

V poslednich letech velmi narostl poCet sekvenci proteint a informaci
o téchto proteinech. Proto bylo tfeba vytvofit sloZzené proteinové databaze, které
jsou schopné pojmout toto obrovské mnozstvi dat a zaroven umoziuji propojeni
i s ostatnimi jednotlivymi databazemi. Pfikladem sloZené proteinové databaze
je UniProt (Universal Protein Resource). Metodou mnohocetného srovnavani
umozniuje porovnani jedné proteinové sekvence pochazejici z ruznych
organismu, napr. bakterii odliSnych kmend. Srovnani sekvenci jednoho proteinu

v fadcich pod sebou, jenz predstavuji bakteridlni kmeny, odhaluje odlisné
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obsazeni sekvenénich mist aminokyselinami. Tyto zdmény mohou byt
identifikaCnimi a typizacnimi markery odliSujici jednotlivé kmeny bakterii mezi
sebou.

Sekundarni databaze obsahuji vysledky analyz primarnich databazi,
které porovnavaji proteinové sekvence mezi sebou a hledaji strukturni ,motivy*,
které by mohly souviset s biologickou funkci daného proteinu. Do sekundarnich
databazi lze vlozit neznamou sekvenci proteinu a na zakladé porovnani se
sekvenci uloZzenou v této databazi Ize odvodit jeho funkci. Existuji také
databaze které uchovavaji data o trojrozmérnych strukturdch makromolekul
[47].

2.5.2.1 Databazové vyhledavaci programy

Databazové vyhledavaci programy pro identifikaci proteind z dat
ziskanych MS vyuZivaji razné druhy biologickych databazi. Pracuji na principu
porovnavani vlozenych experimentalnich dat s teoretickymi daty ulozenymi
v téchto databazich. Pokud dojde ke shodé porovnavanych dat na zakladé
ur€itych kritérii, je protein nebo peptid identifikovan s urlitym skoére
a pravdépodobnosti a popsan na vystupu z programu (Obr. 6). V soucasnosti
existuji tfi hlavni druhy databazovych vyhledavacich programu liSici se
prijimanymi vstupnimi daty. Programy mohou vyhledavat peptidy podle
vstupnich dat, kterymi mohou byt molekulové hmotnosti peptidd (MS-Fit,
PeptideSearch), molekulové hmotnosti fragmentovanych iontd (MS-Tag,
MS/MS lon Search, Phenyx) nebo sekvence aminokyselin (MS-Seq, Sequence
Query). Mnohé z téchto programU Ize volné vyuzivat prostfednictvim Internetu
[48].
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Obr. 6 Porovnani experimentélnich a teoretickych da  t pomoci
databazovych vyhledavacich program  [46]

Vyhledavaci databazovy program Phenyx (GeneBio, Svycarsko) je
nastrojem pro identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteind a peptidd z dat
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS), jenZz méfi fragmentacni spektra
iontd (MSMS). Phenyx umozriuje identifikovat peptidy a proteiny z MS/MS dat,
zobrazit a zhodnotit vysledky pomoci tabulek a grafl, porovnat vysledky
s ostatnimi  vyhledavacimi  databazemi, provést kvantitativni analyzu
a exportovat vysledky do souboru riznych formétu (xls, xml, text) [49].

Volitelnymi parametry tohoto programu jsou vyhledavaci kritéria, podle
kterych se porovnava naméfené spektrum s teoretickymi daty. Zakladnimi
parametry jsou proteinové databaze (jedna &i vice), vici kterym se dany vzorek
porovnava, a taxonomické zafazeni organismu, jehoz spektrum proteint se ma

identifikovat. K parametriim vyhledavajiciho nastroje MS/MS patfi typ pristroje,
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kterym je dané spektrum naméfeno (napf. Q-TOF, Q-TRAP), skérovaci model
(kritérium pro spravné sefazeni proteint podle miry spolehlivosti identifikace)
a nabojovy status ionta (2+, 3+).

DetailnéjSi parametry tykajici se proteinu a peptidd se mohou vyhledavat
dvoukolové. V prvnim kole se voli parametry, které jsou uplatiiovany na celé
spektrum proteint v databazi, ve druhém kole se zvolené parametry uplatiuji
pouze na proteiny, které spliuji podminky z kola prvniho. Kazdé kolo Ize navolit
samostatné, ale parametry jsou stejné. Jedna se o vybér modifikaci
aminokyselin (at’ uz pfirozenych nebo arteficialnich), které se mohou v daném
vzorku vyskytovat (oxidace methioninu, karbamidomethylace cysteinu atd.)
a druh enzymu, jimz jsou proteiny nastépeny na peptidy (trypsin, chymotrypsin,
pepsin a dalSi). Lze také zvolit poCet chybnych Stépeni enzymem (missed
cleavage) a zda enzym respektuje sva pravidla pro Stépeni na obou koncich
proteinu. DalSimi kritérii jsou minimalni pokryti peptidové sekvence
(v procentech) hledanymi fragmentovymi sériemi iontll (b+, b++, y+, y++)
a rozhodovaci kritérium v pfipadé nejasnosti, o kterou sekvenci se jedna.
Phenyx rozhodne, ktera sekvence je nejpravdépodobnéjsi. JelikoZ hmotnostni
spektrometr méfi molekulové hmotnosti s ur€itou chybou, lze zadat hodnotu
v Daltonech (Da) nebo ppm (parts per million), o kterou se miZzou namérené
hmoty [iSit od teoretickych. Pfijatelnymi parametry jsou také minimalni délka
identifikovaného peptidu podle poctu aminokyselin, minimalni z-skére peptidu
(mira podobnosti; ¢im vétsi Cislo, tim vétSi podobnost), maximalni p-hodnota
peptidu (pravdépodobnost, s jakou pfesnosti mohou byt dvé sekvence
navzajem podobné; &im blize hodnoté nula, tim vétSi pravdépodobnost, Ze
shoda neni nahodna) a AC-skore (soucet nejlepSich skore pro validované

peptidové sekvence) [50].
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Kultivace bakterii

Pro ucely této diplomové prace jsme vybrali dva organismy: Francisella
tularensis holarctica (LVS, live vaccine strain) a Francisella tularensis tularensis
(Schu S4).

S bakterialni kulturou LVS jsme manipulovali v laboratofi BSL-2
(Biosafety Level 2). Tento stupen biologické ochrany je uréen pro préaci
s puvodci infek€nich onemocnéni, ktefi mohou stfedné ohrozit osoby a Zivotni
prostfedi. Existuje proti nim uc€inna a nenaro¢na lécba. V této laboratofi jsme
pouzivali ochranné rukavice a ochranny odév (bily plast). Pfi praci s tekutym
vzorkem s infekénimi puvodci jsme pouzivali boxy s laminarnim proudénim
vzduchu, které brani Sifeni aerosolu s patogeny. Laboratof je pravidelné
a kompletné dezinfikovana.

Pro praci s Francisella tularensis Schu S4 se vyuzivd mikrobiologicka
laboratorf BSL-3 (Biosafety Level 3). Tento stupen biologické ochrany je uréen
pro praci s vysoce rizikovymi agens, které mohou po vdechnuti zpusobit vazné
az letalni onemocnéni. Laboratorni oble€eni ur€ené pro praci v BSL-3 laboratofi
je Cisty pracovni odév (koSile, kalhoty, ponoZzky), ustenka, pracovni obuv
a navleky, ochranny overal a dvoje ochranné rukavice. S infekénim materialem
lze v BSL-3 pracovat pouze v biohazardnim boxu nebo v uzavienych
systémech tak, aby se na nejvy$Si moznou miru omezil vznik infekéniho
aerosolu. Laboratof je po ukonc&eni celé prace dekontaminovana UV lampami
po dobu 0,5 hodiny. VeSkery pouzity material i oble€eni jsou autoklavovany.

Pfedem vypéstované bakterialni kultury LVS a Schu S4 na agarovych
McLeod padach a nové McLeod plotny jsou uchovavany v chladicim zafizeni.

Pro potfeby nové kultivace jsme jednotlivé plotny odebirali a dale zpracovavali.

3.1.1 Material, chemikalie a roztoky

McLeod pevné kultivaéni pudy se pfipravuji smichanim dvou pracovnich
roztokl. Roztok | obsahuje 72 g Thayer-Martin agarové baze a 1 g Bacto agaru
rozpusténé v 1 litru deionizované vody. VSechny sloZzky roztoku | se smichaji

a povafi do rozpusténi. Roztok Il se ziska smichanim 1 litru deionizované vody
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a 20 g hovéziho hemoglobinu, ktery se nechava pfedem nabobtnat pfes noc za
stalého michani. Oba zhotovené roztoky se sterilizuji autoklavovanim pfi 121
po dobu 20 minut, sterilné se smichaji a po zchladnuti na asi 50 C se pfida
k této smési 20 ml IsoVitalexu. Poté je puda rozlévana do sterilnich Petriho
misek o prméru 6 cm a nechava se ztuhnout s poodkrytymi vi¢ky. Po zatuhnuti
se plotny uzavfou vi¢ky a obrati dnem vzharu. Skladuji se v lednici, ve které

vydrzi asi tyden se zachovanim své kvality.

3.1.2 Technické vybaveni

* Bezpecnostni skfifi Biohazard s@feflow 1.2 (BIOAIR instruments)

» Standardni CO, inkubator 2406 ShelLAB (Sheldon Manufacturing)

3.1.3  Postup

V laminarnim boxu jsme nové McLeod plotny nechali vysusit asi 10 minut
pro odstranéni prebyte¢né vody. Nutna je pfiprava dezinfekéniho prostfedku
pro oSetfeni pouzitych pomucek, které néjak manipuluji s infekénim agens.
Praci s plotnami s Zivou bakterialni kulturou jsme provadéli v laminarnim boxu.
Pomoci plastovych bakteridlnich kli¢ek jsme pfenesli polovinu bakterialni kultury
z plotny na plotnu novou. Klickou jsme rozetieli bakterie rovnhomérné po celém
povrchu. Nové nasazené bakterialni kultury jsme uloZili do inkubéatoru
temperovaného na stalou teplotu 37 T a nechali ink ubovat pfes noc. Staré
pouzité plotny se vyhazuji do uréenych pytla, které se pravidelné vyménuiji
a dekontaminuiji.

Pracovni postup kultivace bakterii Schu S4 je obdobny tomu pro LVS. Je
tfeba pracovat v laboratofi BSL-3 a dbat zvySené opatrnosti pfi manipulacich
s bakteriemi. Kdyz je potfeba, prostor se dezinfikuje 75% ethanolem. Bakterie

se nechdvaji kultivovat v inkubatoru pfes noc pfi teploté 37 <C.

3.2 PFiprava vzork

Pripravovali jsme celkem ¢&tyfi druhy vzorkd. Dva postupy slouzily
k ziskani acetonitrilovych extraktd a dva pro vytvoreni vzorkd celobunéénych
lyzatd. Manipulace s kulturou jsme provadéli vzdy v laminarnim boxu. Pro
vortexovani a centrifugaci je mozno vynést vzorek i mimo laminarni box, ale

pfedem se musi vSechny eppendorfky a zkumavky fadné uzavfit.
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Vzorky zhotovené z bakterialni kultury Francisella tularensis tularensis
Schu S4 jsme museli zkontrolovat na Zivotnost bakterii. Ze vzorkd jsme
odpipetovali 20 pl na nové plotny s McLeod agarem a pomoci plastové klicky do
tvaru hokejky jsme roztok roztirali po celé plotné, dokud se nevsal. Kontrolni
plotny jsme nechali inkubovat pfi 37 € po dobu dvou dni, abychom si byli jisti,
Ze vzorky opravdu neobsahuji Zadné Zivé bakterie. V pfipadé negativni kontroly
rstu bylo mozné pfipravené vzorky vynést z BLS-3.

V pfipadé rustu jen jediné kolonie na kontrolnich pudach jsme museli
dany vzorek podrobit 0,5 hodinovému pusobeni UV-lampy a znovu zkontrolovat
Zivotnost bakterii.

Pokud jsme nepostupovali v dalSim zpracovani vzorku, uskladnili jsme je
pfi -20 C.

3.21 Acetonitrilové extrakty
3.2.1.1 Chemikalie a roztoky

» Acetonitril pro chromatografii LiChrosolv, Mr 41,05 g/mol (MERCK, kat.¢.
114291)

» Kyselina trifluoroctova (TFA), Mr 114,02 (Sigma-aldrich, kat.¢. 302031)

« PBS pufr: 80 g NaCl, 2 g KCl, 32,1 g Na;HPO4*12H,0 a 2 g KH,POq,
rozpustit v celkovém objemu 1 litr deionizované vody. Upravit pH na 7,2-
7,4 a sterilizovat autoklavovanim. Pfed pouzitim 10krat naredit.

» Extrakéni roztok: 70% ACN, 0,5% TFA ve vodé

» Extrakéni roztok: 80% TFA ve vodé

3.2.1.2 Technické vybaveni

Trepacka MINISHAKER MS2 (IKA)
Centrifuga BR4i Thermo-Jouan (Trigon-plus)

3.2.1.3 Postup

Metoda L

Narostlou kulturu LVS (Schu S4) inkubovanou pfes noc pfi 37 T jsme
setfeli z poloviny plotny plastovou klickou a resuspendovali v 5 ml vychlazeného
PBS pufru, ktery jsme méli ve zkumavce. Zkumavku jsme uzavieli, obsah

roztfepali a vloZili do centrifugy. Staceli jsme pfi 4000 rpm 10 minut za teploty
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4 C. Po centrifugami jsme ze zkumavky v laminarnim boxu odstranili
supernatant a k sedimentu za intenzivniho tfepani pfidali po kapkach 200 ul
extrakéniho roztoku (70% ACN, 0,5% TFA ve vodé). Trepali jsme po dobu
1 minuty a znovu obsah zkumavky stoc€ili v centrifuze pfi 10 000 rpm 10 minut

za 4 C. Supernatant jsme odebrali do spravn &€ oznacené noveé eppendorfky.

Metoda B

Narostlou kulturu LVS (Schu S4) inkubovanou pfes noc pfi 37 T jsme
setfeli z poloviny plotny plastovou klickou a resuspendovali ve 400 ul
extrakéniho roztoku (80% TFA ve vodé), ktery jsme predem napipetovali
do eppendorfky. Nechali jsme extrahovat 30 minut v laminarnim boxu. Poté
jsme eppendorfky vlozili do centrifugy a stocili pfi 13 000 rpm 5 minut za teploty
4 <. Odebrali jsme 100 ul supernatantu do nové eppendorfky a k tomuto
mnoZzstvi pfidali 300 pl deionizované vody (mohl se vytvofit zakal) a 400 pl
acetonitrilu (zakal se Castecné vycefil). Obsah eppendorfky jsme promichali
tfepaCkou. Eppendorfky jsme vlozZili do centrifugy a sto€ili pfi 13 000 rpm
5 minut za teploty 4 C. Supernatant jsme odebrali do spravné oznacené nové

eppendorfky.

3.2.2 Celobun ééné lyzaty
3.2.2.1 Chemikalie a roztoky

* Benzonaza ® Nukleaza (Sigma-aldrich, kat.¢. E1014-25KU)

* Mocovina Ultrapure, MB Grade, Mr 60,06 (USB Corporation, kat.c.
75826)

* PBS pufr (viz kapitola 3.2.1.1)

e 50mM Tris, pH 7,5: nafedit pfipravenou 100 mM Tris-HCI, pH 7,5 (12,119
Tris rozpustit v 1 | deionizované vody, v pfipadé potfeby upravit pH
pomoci HCI nebo NaOH)

3.2.2.2 Technické vybaveni

» Trepacka MINISHAKER MS2 (IKA)

* Centrifuga BR4i Thermo-Jouan (Trigon-plus)
» FRENCH® Press (Thermo Scientific)

* Termostat (TECTRA)
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3.2.2.3 Postup

Metoda Var

Narostlou kulturu LVS (Schu S4) inkubovanou pfes noc pfi 37 T jsme
setfeli z poloviny plotny plastovou kli¢kou a resuspendovali v 5 ml vychlazeného
PBS pufru. Zkumavku s kulturou jsme centrifugovali pfi 4000 rpm 10 minut za
teploty 4 <C. Odstranili jsme supernatant, pelet promyli v 1 ml PBS pufru
a roztok prepipetovali do eppendorfky. Eppendorfku jsme centrifugovali pfi 4000
rom 10 minut za teploty 4 €. Odstranili jsme supernatant a usazeninu
resuspendovali v .1 ml 50mM Tris, pH 7,5. Do vzorku jsme pfidali 1 pl
benzonazy, ktera Stépi nukleové kyseliny, a vzorek zahfali v termostatu na
95 T po dobu 10 minut. Poté jsme sto Cili eppendorfku pfi 14000 rpm 10 minut
za teploty 24 T a supernatant odebrali do nové epp endorfky.

Metoda FP-8M (french press s 8M mocovinou)

Narostlou kulturu LVS (Schu S4) inkubovanou pfes noc pfi 37 T jsme
setfeli z poloviny plotny plastovou klickou a resuspendovali v 5 ml vychlazeného
PBS pufru. Zkumavku s kulturou jsme centrifugovali pfi 4000 rpm 10 minut za
teploty 4 C. Odstranili jsme supernatant a pelet resuspendovali v 1 ml 8M
mocoviny. Pfidali jsme 1 upl benzonazy, ktera Stépi nukleové kyseliny, a obsah
roztfepali. Poté jsme provedli extrakci pomoci french pressu. Do vychlazené
cely jsme napipetovali 1 ml vzorku. Celu jsme spravné uzavreli, vloZili do
pFistroje, upevnili, nastavili tlak 18 000 psi a natlakovali. Pro ziskani
extrahovaného vzorku jsme pomalu povolovali vypoustéci kohout, aby
frekvence odtoku kapaliny byla asi 20 kapek za minutu. Vzorek jsme jimali do
stejné eppendorfky a poté cely proces extrakce opakovali pro dosazeni
dokonalého rozbiti bakterialnich bunék. Druhou extrakci jsme jimali do nové
eppendorfky, kterou jsme poté vlozili do centrifugy a staceli pfi 14 000 g 10

minut za teploty 24 <C. Supernatant jsme odebrali d o nové eppendorfky.
3.3 Stanoveni koncentrace bilkoviny

3.3.1 Chemikalie a roztoky

« Micro BCA™ Protein Assay Kit:
o Micro BCA Reagent A (MA) — uhli¢itan sodny, hydrogenuhli¢itan
sodny a vinan sodny v 0,2M NaOH
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0 Micro BCA Reagent B (MB) — 4% kyselina bicinchoninova (vodny
roztok)

o Micro BCA Reagent C (MC) — 4% siran médnaty (pentahydrat ve
vodé)

o Standard BSA (hovézi sérovy albumin) - koncentrace 2 mg/ml

v roztoku 0,9% soli a 0,05% azidu sodného

3.3.2 Technické vybaveni

» Termocyklér Hybridiser HB-1D (TECHNE)

e UV-VIS spektrofotometr Helios Gamma (Thermo Scientific)

3.3.3 Postup

Mnozstvi bilkoviny ve vzorcich jsme museli pfedem odhadnout a podle
tohoto odhadu jsme museli vzorky nafedit. Redéni bylo také potfebné pro
kompatibilitu tohoto kitu s pouzivanymi roztoky pro pfipravu vzorkd. Pro nas
pfipad pfipravy vzorkd se uvadi, Ze maximalni koncentrace acetonitrilu mize
byt 1% vodny roztok, mocovina maximalné 3M a Tris 50mM. Kompatibilita kitu
s koncentracemi dalSich reagencii, které se mohou pouZivat pro pfipravu
vzorkd, je uvedena v ndvodu pfilozeném u kazdého kitu.

Pripravili jsme kalibraéni fadu standardd BSA do zkumavek oznacenych
A az |. Davkované objemy vody a standardniho proteinu BSA uvadi Tab. 4,

uvadi také jednotlivé koncentrace BSA v této fadé zkumavek.



Tab. 4 Kalibra €éni fada standard a BSA

Zkumavka  |Objem vody [ml] | Objem BSA [mi] | BSA koncentrace
[pg/mi]

0,25 ml

A 2,25 zasobniho 200
roztoku

B 4,0 1mlA 40

C 2,0 2mliB 20

D 2,0 2mlC 10

E 2,0 2mlD 5

F 2,0 2mlE 2,5

G 2,4 1,6 mF 1

H 2,0 2mlG 0,5

I 4,0 0Oml blank

Vzorky ke zmérfeni bilkoviny jsme pfipravili vZdy nejméné ve dvojicich.
To platilo i pro vzorky kalibraéni fady standardniho proteinu BSA. Jednotlivé
eppendorfky vzdy obsahovali 0,4 ml standardnich roztokd B az | (odpipetovali
jsme ze zkumavek se standardnimi roztoky) nebo 0,4 ml roztoku vzorku (vzorky
takto davkované do eppendorfek jsme pfedem nafedili vodou podle
kompatibility kitu s reagenciemi). Do vSech eppendorfek jsme poté pfidali 0,4 ml
pracovniho roztoku, ktery jsme pfipravili tésné pfed jeho pouzitim. Byl slozen
z 25 dilG ¢inidla MA, 24 dild ¢inidla MB a 1 dilu €inidla MC (pomér 25:24:1).
VSechny eppendorfky jsme promichali vortexem a inkubovali 1 hodinu pfi 60 T
v termocykléru. Po inkubaci jsme eppendorfky zchladili na pokojovou teplotu
pod studenou tekouci vodou. Absorbanci kalibra¢ni fady i vzork( bylo vhodné
zméfit do 10 minut na spektrofotometru pfi A = 562 nm. PouZivany
spektrofometr byl schopen podle zméfenych absorbanci kalibracni fady
vypocitat kalibraéni parametry a a b z kalibraéni pfimky zavislosti absorbance
na koncentraci ve tvaru:

y=ax+b.

Dosazenim naméfenych primérd absorbanci vzork( (hodnoty y) do dané
zavislosti jsme vypocitali koncentraci bilkoviny v neznamych vzorcich (hodnoty
x). Pokud jsme neznamé vzorky fedili vodou, bylo nutné vyslednou koncentraci
vynasobit fedénim, abychom ziskali koncentraci bilkoviny v celém objemu

vzorku.
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3.4 Stépeni trypsinem
3.4.1 Acetonitrilové extrakty
3.4.1.1 Chemikalie a roztoky

* Hydroxid amonny 32%, Mr 17 g/mol (Merck, kat.€. 1054264000)
» Hydrogenubhli¢itan amonny, Mr 79,06 g/mol (Sigma-Aldrich, kat.€. 09830)
* lodoacetamid, Mr 184,96 g/mol (Sigma-Aldrich, kat.€. 11149)

* TCEP-HCI (Tris (2-karboxyethyl) fosfinhydrochlorid), Mr 286,65 g/mol
(Thermo-Scientific, kat.¢. 20490)
 Stépici pufr: 100mM NH4HCO3

3.4.1.2 Technické vybaveni

* Termomixér Comfort 5355 (eppendorf)
Vahy AX105 (METTLER TOLEDO)

3.4.1.3 Postup

Postup Stépeni trypsinem je totozny pro obé& metody ziskani
acetonitrilovych extraktd (metoda L a B).

Ze vzorkd jsme odpipetovali takovy objem do eppendorfky, abychom ke
Stépeni pouzili pfiblizné 100 pg bilkoviny. MnoZstvi celkové bilkoviny ve
vzorcich jsme ur€ili stanovenim jeji koncentrace pomoci Micro BCA Kkitu.
PFitomnou vysokou koncentraci TFA jsme neutralizovali hydroxidem amonnym.
Ke vzorkim metody L jsme pfidali 45 ul 0,1M NH,OH a ke vzorkim metody B
45 ul 2M NH4OH, aby vysledné pH bylo zasadité povahy (pH 7-9 dle
indikatorového pH papirku). VSechny vzorky jsme poté naredili 150 pl Stépiciho
pufru. Pro pfistupnost proteini ke Stépeni trypsinem bylo potfeba redukovat
a alkylovat -S-S- mustky ve vzorku. K redukci jsme pouzili 30 pul 100mM
TCEP-HCI, jehoz koncentrace ve vzorku byla 9,2mM. Reakce probihala 45
minut pfi 55 T v termomixéru, ktery zajistil konstantni te plotu po celou dobu
redukce a zaroven roztok promichaval tfepanim. Alkylovali jsme 35 pul 300mM
iodoacetamidu v temnu po dobu 45 minut pfi 30 C. Zde byla koncentrace I1AA
pfiblizné tfikrat vétSi nez koncentrace TCEP-HCI (konkrétné 29,2mM). Teploty
jsme opét docilili vloZzenim vzork( do termomixéru a tmu zajistili pfikrytim

pristroje se vzorky alobalem. Po redukci a alkylaci jsme vzorky naredili 1100 pl
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Stépiciho pufru a pomoci acidobazického papirku zkontrolovali pH. To se
pohybovalo v rozmezi 7-8, protoZze pro spravnou funkci trypsinu je toto pH
optimalni. Do vzorkd jsme napipetovali 1 pg trypsinu v 5 pl rekonstituéniho
pufru (obsahuje slabou kyselinu octovou, ktera udrzuje trypsin v neaktivnim
stavu, pokud neni celé baleni spotfebovano najednou). Trypsin pro Stépeni
jsme pouzivali v poméru k bilkoviné 1:50 — 1:200. Vzorky s pfidanym trypsinem
jsme inkubovali pfes noc pfi 37 T za kontinualniho michani 300 rpm

v termomixéru.

3.4.2 Celobun ééné lyzaty
3.4.2.1 Chemikalie a roztoky

* Hydroxid amonny 32%, Mr 17 g/mol (Merck, kat.€. 1054264000)

» Hydrogenubhli¢itan amonny, Mr 79,06 g/mol (Sigma-Aldrich, kat.¢. 09830)

* lodoacetamid, Mr 184,96 g/mol (Sigma-Aldrich, kat.€. 11149)

* TCEP-HCI (Tris (2-karboxyethyl) fosfinhydrochlorid), Mr 286,65 g/mol
(Thermo-Scientific, kat.¢. 20490)

 Stépici pufr: 50mM NH,HCO3, 5% ACN ve vodé

3.4.2.2 Technické vybaveni

» Termomixér Comfort 5355 (eppendorf)
Vahy AX105 (METTLER TOLEDO)

3.4.2.3 Postup

Postup Stépeni trypsinem je totozny pro obé& metody ziskani
celobunécénych lyzatll (metoda Var a FP-8M).

Ze vzorkd jsme odpipetovali takovy objem do eppendorfky, aby jsme ke
Stépeni pouzili pfiblizné 100 pg bilkoviny. MnoZstvi celkové bilkoviny ve
vzorcich jsme urcili stanovenim jeji koncentrace pomoci Micro BCA kitu. Pridali
jsme 200 pl Stépiciho pufru a redukovali a alkylovali podle stejného postupu
jako u acetonitrilovych extraktu (viz kapitola 3.4.1). Vzorky jsme poté naredili
Stépicim pufrem do celkového objemu 1 ml a zkontrolovali jsme pH pomoci
acidobazickych papirk(. Pro Stépeni jsme pfidali 2 pg trypsinu v 10 ul
rekonstituéniho pufru. Nechali jsme v termomixéru Stépit pfes noc pfi 37 € za

kontinualniho michani 300 rpm.
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3.5 Méreni vzork G pomoci LC/MS
3.5.1 Priprava acetonitrilovych vzork 0

Vzorky pro méfeni pomoci LC/MS musi obsahovat nizké koncentrace

soli. Proto se vzorky upravuji odsolenim systémem obracenych fazi.

3.5.1.1 Chemikalie a roztoky

» Acetonitril pro chromatografii LiChrosolv, Mr 41,05 g/mol (MERCK, kat.C.
114291)

» Kyselina trifluoroctova (TFA), Mr 114,02 (Sigma-aldrich, kat.¢. 302031)

» Ekvilibraéni roztok: 5% ACN, 0,1% TFA ve vodé

» Elucni roztok: 80% ACN, 0,1% TFA ve vodé

e Pufr A: 2% ACN, 0,1% kyselina mravenci (FA) ve vodé

3.5.1.2 Technické vybaveni

PepClean C18 Spin kolonky (PIERCE)

3.5.1.3 Postup

Pro odsoleni vzork( acetonitrilovych extraktd bylo nutné vzorky po
Stépeni trypsinem pfes noc odpafit pomoci vakua. Odparek, ktery zbyl na dné
eppendorfky, jsme rozpustili v 80 ul ekvilibraéniho pufru a roztfepali, aby se
veskery vzorek ulpély na sténach eppendorfky dostal do roztoku.

Pepclean kolonky po naneseni roztoki jsme vzdy staceli kratce
centrifugou. Kolonky jsme navlhéili 200 pl acetonitrilu a tfikrat ekvilibrovali
200 pl ekvilibraCniho pufru. Po ekvilibraci jsme nanesli vzorek, ktery jsme
predem rozpustili v daném pufru. Stocili jsme kolonky na centrifuze a znovu
vzorek nanesli do kolonky a stocili. Poté nasledovalo odsoleni vzorku pomoci
ekvilibraniho pufru, kterym jsme promyli kolonku Cd&tyfikrat po 200 pl. Po
odsoleni jsme vyménili eppendorfku pod kolonkou za novou a vzorek eluovali
dvakrat eluénim roztokem po 20 pul. Pro néaslednou analyzu hmotnostni
spektrometrii bylo nutné vzorek znovu odpafit do sucha pomoci vakua, aby
roztok neobsahoval vysokou koncentraci acetonitrilu.

Pro analyzu hmotnostni spektrometrii s pfedsepara¢nim krokem pomoci

kapalinové chromatografie jsme vzorky rozpoustéli v takovém mnoZstvi pufru A,
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aby vysledna koncentrace bilkoviny byla 1 pg/pl. Objem roztoku vzorku jsme

prepipetovali do vialek a vlozili do autosampleru kapalinového chromatografu.

3.5.2 PFiprava celobun éénych lyzat a

Vzorky pro méfeni pomoci LC/MS musi obsahovat nizké koncentrace

soli. Proto se vzorky upravuji odsolenim systémem obracenych fazi.

3.5.2.1 Chemikalie a roztoky

» Acetonitril pro chromatografii LiChrosolv, Mr 41,05 g/mol (MERCK, kat.¢.
114291)

» Kyselina trifluoroctova (TFA), Mr 114,02 (Sigma-aldrich, kat.¢. 302031)
» Ekvilibraéni roztok: 5% ACN, 0,1% TFA

* Elucni roztok: 80% ACN, 0,1% TFA

* Pufr A: 2% ACN, 0,1% kyselina mravenci (FA) ve vodé

3.5.2.2 Technické vybaveni

Oasis® HLB kolonky (Waters Corporation)

3.5.2.3 Postup

Pro odsoleni vzorkl celobuné&nych lyzatd bylo nutné vzorky po Stépeni
trypsinem pres noc odpafit pomoci vakua. Odparek, ktery zbyl na dné
eppendorfky, jsme rozpustili v 500 pl ekvilibra¢niho pufru a roztfepali, aby se
veskery vzorek ulpély na sténach eppendorfky dostal do roztoku. HLB kolonky
se zbavuji roztokl pomoci vakua. Kolonky jsme navih¢ili 1 ml acetonitrilu
a ekvilibrovali 4 ml ekvilibracniho pufru. Vzorek jsme tentokrat nanseli celkem
tfikrat a poté odsolovali 4 ml ekvilibra¢niho pufru. Eluovali jsme tfikrat 66 ul
eluéniho pufru do nové eppendorfky. Vzorek jsme opét odpafili do sucha
pomoci vakua.

Pro analyzu hmotnostni spektrometrii s pfedsepara¢nim krokem pomoci
kapalinové chromatografie jsme vzorky rozpoustéli v takovém mnoZstvi pufru A,
aby vysledna koncentrace bilkoviny byla 1 pg/pl. Objem roztoku vzorku jsme

prepipetovali do vialek a viozili do autosampleru kapalinového chromatografu.
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3.5.3 Nastaveni softwaru pro m éreni

Softwarovy program, ktery jsme pouzili pro potfeby této diplomové prace,
se nazyva MassLynx 4.0 (Waters, USA). Pocita¢ s timto programem je fidici
jednotkou meéfeni vzorkd. Zahrnuje v sobé metodu pro separaci proteinu
kapalinovou chromatografii a metodu pro shromazdovani dat ziskanych
méfenim na hmotnostnim spektrometru (DDA, Data Dependent Analysis). Pro
vzorky acetonitrilovych extraktd jsme pouZili 80 minutovy eluéni gradient, pro
celobunécné lyzaty 120 minutovy gradient.

Prvnim Ukonem zméfeni hmotnostniho spektra proteind bylo vloZeni
vzorkll do autosampleru kapalinového chromatografu. Jednotlivé vzorky jsme
na pocitaci zapsali do pfislusné tabulky. Udavali jsme identifikaCni Cislo méfeni
vzorku, nazev vzorku, nazev metody pro hmotnostni spektrometrii, nazev
metody pro kapalinovou chromatografii, pozice vzorkl, ze kterych mél
autosampler jednotlivé vzorky odebirat a dale analyzovat, mnoZstvi vzorku,
které mélo byt odebrano, a nazvy programu, které po skonéeni analyzy
zpracovaly surova naméfena data do souboru pkl, ktery jsme pro vyhodnoceni
vloZili do databazové aplikace Phenyx.

Druhym ukonem analyzy vzorku bylo nastaveni podminek, za kterych
jsme chtéli vzorek méfit. Jelikoz se pfistroj sklada z kapalinové chromatografie
a hmotnostni spektrometrie, bylo nutné navolit podminky pro obé analytické
metody pomoci pocitaCe, ktery umoznuje komunikaci s pfistrojem. Zakladem
metody kapalinové chromatografie bylo navoleni gradientu mobilni faze, ktery
se skladal z rGznych pomért dvou pufrd. Pufr A byl roztok 2% ACN a 0,1%
kyseliny mravenci (FA) ve vodé, pufr B obsahoval 80% ACN a 0,1% FA ve
vodé. Pumpa vytvafela po celou dobu analyzy celkovy pratok mobilni faze
5 pl/min. Pomoci spliteru se ale k analyze vyuZzivalo pouze 250 nl/min, zbytek
mobilni faze odtékal do odpadu. Tab. 5 zaznamenava procentuelni zastoupeni

pufru B vzhledem k ¢asu analyzy.

Tab. 5 Gradient pufru B vzhledem k  €asu analyzy

[ﬁ?ns] 0.1 5 8 120 125 138 140
B % 5 5 10 35 90 90 5
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Postup davkovani vzorku na kolonu byl nasleduijici:

1. Do autosamplerové smycky se nejprve nadavkoval pufr A, poté prislusné
mnoZstvi vzorku a nakonec dalSi mnoZzstvi pufru A.

2. PretoCenim ventilu toto uspofaddani ze smycky putovalo do 10-ti
cestného ventilu a odtud pfimo na predkolonku Atlantis™ dC18
s velikosti &astic 5 um, NanoEase™ Trap Column (Waters, USA). Vzorek
se zachytil na pocatku predkolonky a promyval se 5 minut pufrem A
(odsoleni).

3. Gradient mobilni faze trval 120 minut (uvedeny v Tab. 4). Postupné se
tak jednotlivé peptidy eluovaly z pfedkolonky a putovaly na kolonu
Atlantis™ dC18 s velikosti ¢astic 3 ym, 75 um x 150 mm NanoEase™
Column (Waters, USA). Z kolony vytékaly peptidy s mobilni fazi do
nanospreje, ktery je ionizani ¢&asti pouzitého hmotnostniho

spektrometru.

Po gradientové eluci se procenta pufru B udrZzovala na vysoké hodnoté
po dalSich 13 minut, aby se eluovaly vSechny peptidy zachycené na predklonce
a koloné. Od 140. minuty se promyval cely systém 5% pufrem B po dobu 15
minut, aby se zajistila ekvilibrace systému pred dalSi analyzou. Celkova doba
analyzy byla tedy 155 minut.

Metoda hmotnostni spektrometrie zaujimala celkovy ¢as 150 minut.
Podminky pro tuto metodu se odvijely od uspofadani pfistroje. Jednotlivé ionty
jsme analyzovali pomoci Q-Q-TOF hmotnostniho analyzatoru (quadrupole-
quadrupole-time of flight), ktery je schopny méfit tandemova hmotnostni spektra
(MS/MS).

Pro méfeni jednoduchych spekter analytll jsme pouzivali pouze
analyzatoru TOF. Na kvadrupélech Q1 a Q2 jsme nastavili takové napéti, které
umoznilo prichod iontd s relativni hmotou m/z 400-1400 aZz do TOF
analyzatoru. Pfed vstupem do TOF analyzatoru se nachazi tzv. pusher. Ten
pomoci napéti zachytaval nabité ionty po zvolenou dobu 0,7 s a na konci této
doby vypustil ionty do TOF analyzatoru. Nasledovala 0,1s doba pro regeneraci
elektroniky a cely cyklus se opakoval.

VSech tfi analyzatort (Q-Q-TOF) jsme vyuzivali pro méfeni tandemovych

hmotnostnich spekter, pfi nichz byly uréené ionty fragmentovany pomoci
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kolizniho plynu (argon) a kolizniho napéti v Q2. SpInénim nésledujicich
podminek pfi méfeni jednoduchého spektra pocita¢ urcil ionty, které mély byt
dale fragmentovany. Prvni podminkou byla intenzita iontd vyjadfena
v jednotkach count/s. Volili jsme hodnotu 15, coz jinymi slovy znamena, ze ma-li
ion ve spektru intenzitu vétSi nez 15, je dale podroben fragmentaci pfi méreni
MS/MS spekter. Dalsi volitelnou podminkou byly ndbojové stavy iontl (charges
states). Optimalni jsou 2+, 3+ a 4+. Jednou nabitych iontl se jednak ve
spektrech vyskytuje mnoho a jednak je interpretace jejich fragmentace slozita,
ionty nabité Skrat a vicekrat se objevuji velmi zfidka a také pro né plati, Ze
interpretace jejich fragmentaénich spekter je slozita. Dalezitou podminkou bylo
také rozmezi, ve kterém se mély vyskytovat izotopické piky iontd, volili jsme
okno 2 Da. Nakonec jsme zvolili podminky samotné fragmentace. Vybrali jsme
pocet ionta (1 az 8), které mély byt nejintenzivnéjSi v daném c&ase analyzy
a které mély byt fragmentovany najednou (ve skute¢nosti se fragmentovaly
ihned po sobé). Vzhledem k mnoZstvi dat jsme zvolili 5 nejintenzivnéjSich pikd.
Rozsah hmot m/z pro MS/MS analyzu jsme zadali 50-1600. Napéti na Q1
pFistroj nastavil vzdy tak, aby proSel pouze jeden ion o dané hmotnosti do
kolizni cely Q2. V kolizni cele pak nastavil kolizni napéti, které zaviselo na
riznych nabojovych stavech iontd. Jeden ion byl poté méfen analyzatorem po
dobu 1 sekundy s meziskenovym zpozdénim 0,1 sekundy. VSechny ionty po

pruletu TOF analyzatorem dopadaly na detektor MCP (multichannel plate).

3.6 Softwarové zpracovani dat
3.6.1 MassLynx

Data ziskana z tandemové hmotnostni spektrometrie (HPLC-MS/MS)
obsahovala efektivni hmotnosti m/z a intenzity piku pfisluSejici jak jednotlivym
iontdm, tak jejich fragmentam. Pomoci pocitacového programu MassLynx 4.0
(Waters, USA) se naméfena data zobrazovala jako hmotnostni spektrum vSech
iont( v zavislosti na Case, které se nazyva celkovy iontovy proud TIC (total ion
count). Soucéasti MassLynx je skript PeptideAuto, pomoci néjz se naméreny
zaznam hmotnostniho spektra iontd a jeho fragmentacni spektra vyhladil

a vycentroval. Pomoci dalSiho skriptu se hodnoty extrahovaly do pkl souboru,
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ktery jsme dale vloZili do vyhledavaci databaze Phenyx verze 2.5.11 (GeneBio,
Svycarsko).

3.6.2 Phenyx

Vysledné pkl soubory vzork( acetonitrilovych extraktd (ACN)
a celobunécénych lyzatd (WCL) jsme vloZili do databdze Phenyx a nechali
vyhledavat proti databazim LVSrandom a SchuS4, které jsme ziskali na
Internetu z databaze NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Volili jsme odliSna kritéria pro vyhledavani podle toho, zda se jednalo o vzorky
ACN extraktl nebo WCL lyzata.

U ACN extraktl jsme v prvnim kole volili nasledujici parametry: naboj
iontl 2+, 3+, 4+; tolerovana chyba meéreni 80 ppm; enzym trypsin s maximalné
koncich proteinu); variabilni oxidace methioninu; fixni karbamidomethylace
cysteinu; minimalni z-skére peptidu 4; peptidova p-hodnota maximalné 1*10;
minimalni délka peptidu 6 aminokyselin; minimalni AC skore 4; minimalni
pokryti peptidové sekvence 20 %; zaznam iontd b, b++, y a y++; tolerance
chyby 0,8 Da. Ve druhém kole jsme volili tyto parametry: naboj ionta 2+, 3+, 4+;
tolerovana chyba méfeni 80 ppm; enzym trypsin s maximalné 2 chybnymi
Stépenimi; povoleno polovicni Stépeni (trypsin Stépi na jednom konci peptidu
specificky, na druhém nespecificky); variabilni oxidace methioninu; fixni
karbamidomethylace cysteinu; variabilni deamidace kyseliny glutamové
a asparagoveé; minimalni z-skére peptidu 4; peptidova p-hodnota maximalné
1*10°%; minimalni délka peptidu 6 aminokyselin; minimalni AC skére 4.

U WCL lyzéatd jsme v prvnim kole volili nasledujici parametry: naboj iontt
2+, 3+; tolerovana chyba méfeni 300 ppm; enzym trypsin s maximalné
koncich proteinu); variabilni oxidace methioninu; fixni karbamidomethylace
cysteinu; minimalni z-skére peptidu 5; peptidova p-hodnota maximalné 1*10°®;
minimalni délka peptidu 6 aminokyselin; minimalni AC skoére 4; minimalni
pokryti peptidové sekvence 20 %; zaznam iontd b, b++, y a y++; tolerance
chyby 0,4 Da. Ve druhém kole jsme volili tyto parametry: naboj iontl 2+, 3+;
tolerovana chyba méfeni 300 ppm; enzym trypsin s maximalné 3 chybnymi

Stépenimi; povoleno poloviéni Stépeni (trypsin Stépi na jednom konci peptidu
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specificky, na druhém nespecificky); variabilni oxidace methioninu; fixni

karbamidomethylace cysteinu;
a asparagove; variabilni vznik pyroglutamové kyseliny;

peptidu 5; peptidova p-hodnota maximalné 1*107

variabilni

aminokyselin; minimalni AC skore 4.

deamidace kyseliny glutamoveée

minimalni délka peptidu 6

VySe popsané parametry pro jednotlivé typy vzorkd jsou pro prehlednost

uvedeny v Tab. 6.

Tab. 6 Parametry vzork G pro vyhledavani v databazi Phenyx

Parametry

ACN
(metoda L, B)

WCL
(metoda Var, FP-8M)

Prvni kolo vyhledavani

Parent charge 2+, 3+, 4+ 2+, 3+
Parent ion error 80 ppm 300 ppm
tolerance
Enzyme trypsin trypsin
Max missed cleavage 1 1
Cleavage mode normal normal

Modification Oxidation_M (variable) Oxidation_M (variable)
Cys CAM (fixed) Cys CAM (fixed)
Min peptide z-Score 4 5
Max peptide p-Value 1*10™ 1*10™°
Min peptide lenght 6 6
Min AC score 4 4
Turbo scoring 20% cvg 0,8Da (b, b++, | 20% cvg 0,4Da (b, b++,
Y, y++) Y, y++)
Druhé kolo vyhledavani
Parent charge 2+, 3+, 4+ 2+, 3+
Parent ion error 80 ppm 300 ppm
tolerance
Enzyme trypsin trypsin
Max missed cleavage 2 3
Cleavage mode half cleaved half cleaved

Modification

Oxidation_M (variable)
Cys_CAM (fixed)
DEAMID (variable)

Oxidation_M (variable)
Cys_CAM (fixed)
DEAMID (variable)
PYRR (variable)

Min peptide z-Score 4 5
Max peptide p-Value 1*10 1*10
Min peptide lenght 6 6
Min AC score 4 4
Turbo scoring NO NO

minimalni z-skére




Na zakladé téchto zvolenych kritérii Phenyx porovnal naméfena data
s vybranou databézi, identifikoval peptidy v meéfeném vzorku a zaradil je
k pfisluSnym proteinim. K proteinim a peptidim také pfifadil informace, které
je od sebe odliSuji. V Tab. 7 jsou uvedeny parametry proteinl a jejich vyznam,
které jsme dale pouZivali pfi zpracovani vysledkd. Tab. 8 vysvétluje vyznam

parametru pro peptidy.

Tab. 7 Prehled parametr G protein (1 v databazi Phenyx

Nazev parametru proteinu Vyznam
Nazev databaze, se kterou se
Databank L e~
porovnavaji naméfrena data
AC Identifikator proteinu podle internetové
databaze NCBI
D DalSi identifikator proteinu podle
internetové databaze NCBI
Hodnota pfifazena skérovacim
Score

systémem Phenyxu celkové za protein

Pocet unikatnich sekvenci peptid(

Valid pept seq pfipadajicich na dany protein

Pocet validovanych peptidl pfipadajici

Valid pept na dany protein
Pept Celkovy pocet peptidl pfipadajici na
b dany protein
c Procento pokryti sekvence proteinu
ov . o S .
identifikovanymi peptidy
Description Nazev proteinu

Tab. 8 Prehled parametr G peptid G v databazi Phenyx

Nazev parametru peptidu Vyznam
Sequence Aminokyselinova sekvence peptidu
Modifs Modlflkavce pept@ove sevkvence
s urenim mista zmény
z Naboj peptidu
m/z Efektivni hmotnost peptidu
Hodnota pfifazena skérovacim
z-score ) ,
systémem Phenyxu pro peptid
Intensity Intenzita piku ve spektru odpovidajici

danému peptidu

KIi€¢ k ur€eni, ke kterému proteinu

DB matches keys dany peptid patfi

DalSimi parametry pro protein jsou hodnota izoelektrického bodu (pl)

a molekulova hmotnost (mass).

65




3.6.3 DataProt

DataProt je databazova aplikace, jenz byla vytvofena pro ucely uchovani
dat o laboratorni &innosti, ktera se zabyva vyzkumem v oblasti proteind
a peptidd. Ma& nékolik zakladnich funkci. Uzivatel si muze zadat do této
databaze nazvy svych protokold, vzorkd a tdaje o daném méfeni (identifikator
z programu MassLynx). DalSi data o proteinech a peptidech v daném vzorku se
do databaze importuji pod pfislusna méfeni. Tato data lze nacist ze souboru
typu xIs, ktery je vysledkem exportu vyhledavani v datab&zi Phenyx. Hlavni
funkci je vyhledavéani informaci v databazi na zakladé parametrd, které uzivatel
poZaduje.

Zadanim parametrl hledani jsme vybrali poZzadovana data do tabulky,
kterou jsme nasledné exportovali do nového souboru forméatu csv, ktery je
kompatibilni s tabulkovym procesorem MS Excel. MS Excel nabizi velkou Skalu
funkci pro dodate€nou préaci s daty. V nasem pripadé se nejvhodnéjSimi nastroji
staly automaticky filtr a kontingencni tabulka. Pokud jsme spravné nadefinovali
poloZky, se kterymi jsme chtéli pracovat, nebo jsme vytvofili vhodnou strukturu
kontingencéni tabulky, v relativné kratkém c&ase jsme ziskali poZadované
vysledky. Bez téchto funkci by kone¢né zpracovani dat bylo ¢asové velmi

narocné.
3.64 UniProt

Metodou mnohocetného srovnavani v proteinové databazi UniProt jsme
srovnavali vybrané proteinové sekvence jednu po druhé mezi raznymi
organismy (napf. bakteriemi odliSnych kmenu). Jednotlivé bakterialni kmeny
s jejich sekvenci proteinu jsou v této databazi vypisovany v fadcich pod sebou.
Sekvence jsou vyjadieny Fetézcem jednopismennych nazvi AMK. Srovnani
sekvenci jednoho proteinu odhalila odliSna sekvenéni mista (zastoupeni
riznymi aminokyselinami). Zamény AMK mohou proteiny resp. peptidy ucinit
identifikaCnimi a typizacnimi markery odliSujici jednotlivé kmeny bakterii mezi

sebou.
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4 VYSLEDKOVA CAST

Analyzovala jsem proteiny a peptidy bakterii Francisella tularensis
holarctica kmene LVS a Francisella tularensis tularensis kmene Schu S4.
K ziskani téchto typizacnich markerld z bakterialnich bunék jsem pouzila
metody pFipravy vzorkd pomoci acetonitritrilové extrakce a celobunécéné lyzaty.
Po stanoveni koncentrace bilkoviny ve vzorcich jsem proteiny Stépila
proteolytickym enzymem trypsinem. Ziskala jsem tak peptidy, které jsem po
odsoleni analyzovala pomoci HPLC-MS/MS.

Porovnanim nameéfenych dat se sekvencemi proteinG uloZzenymi ve
vyhledavaci databazi Phenyx jsem identifikovala jednotlivé peptidy nalezené ve
vzorcich, které byly pfifazeny k proteindm podle informaci v databazi. Po
vlozeni vysledkl z Phenyxu do databazové aplikace DataProt jsem si vytvorila
seznamy proteinG a peptidd na zakladé vyhledavacich parametr(. Vysledné
soubory jsem exportovala v podobé, ktera je kompatibilni s MS Excel. PouZitim
funkci, jenz MS Excel poskytuje, jsem dale dohledala seznam protein(
a peptidl na zakladé vybranych kritérii.

Metodou mnohocetného srovnavani jsem porovnala vybrané proteinové
sekvence mezi odliSnymi bakterialnimi kmeny Francisella tularensis. Srovnani
sekvenci odhalila mista, v nichZ se vyskytuji odliSné aminokyseliny v zavislosti

na kmenu dané bakterie.

4.1 Stanoveni koncentrace bilkoviny

Celkovy obsah bilkoviny ve vzorcich acetonitrilovych extraktl
a celobunécénych lyzatd jsem stanovovala pomoci MicroBCA kitu. VSechny
vzorky pouzité k vyhodnoceni vysledku jsem zméfila ve tfech skupinach. Kazda
skupina méfeni ma vlastni kalibra¢ni pfimku (Graf 1). Tab. 9 udava rovnice
regrese a hodnotu spolehlivosti R pro jednotlivé kalibracni pfimky. Vzorky ke
zméfeni bilkoviny a vzorky kalibracni fady standardniho proteinu BSA jsem
pFipravila vzdy ve dvojicich. Jejich absorbanci jsem méfila na spektrofotometru
Hélios Gamma. Tento spektrofotometr je schopny podle zméfenych absorbanci
kalibra¢ni fady vypocitat kalibracni parametry a a b zavislosti absorbance na

koncentraci ve tvaru:
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y=ax+b.
Dosazenim naméfenych pramértd absorbanci vzorkd (hodnoty y) vypocita
koncentraci bilkoviny v nezndmych vzorcich (hodnoty x) vyjadifenou v ug/ml.
Pokud jsem neznamé vzorky fedila vodou, vynasobila jsem vyslednou
koncentraci fedénim, abych ziskala koncentraci bilkoviny v plvodnim vzorku.
Koncentraci vyjadifenou v pyg/ml jsem nakonec pfevedla do jednotek mg/ml.
Tab. 10 shrnuje nazvy vytvorenych vzork(, ve kterém protokolu byly vytvoreny,
z které bakterialni kultury byly zhotoveny (LVS, Schu S4) a kterd metoda
extrakce byla u nich pouzita (ACN L, ACN B, WCL Var, WCL FP-8M).
K jednotlivym vzorkdm pfislusi pramérna koncentrace c v jednotkdch mg/ml,
ktera je praimérnou hodnotou vypoétenych koncentraci zmérenych dvojic vzorki

na spektrofotometru vynasobené pfislusnym fedénim.

—kalibrace (1)
= kalibrace (2)
— kalibrace (3)

O T T T T 1
0 10 20 30 40 50
¢ [ug/ml]

Graf 1 Kalibra éni pfimky stanoveni koncentrace bilkoviny v neznamych
vzorcich

Tab. 9 Rovnice kalibra €nich p Fimek

E;}'ri,f’;é &) 0 )

?eog;rréigs y =0,03341x +0,3808 | y =0,03862x +0,2139 | y =0,03768x + 0,1746

Hodnota
spolehli- 0,9941 0,9931 0,9974
vosti R
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Tab. 10 Seznam vzork G a jejich pr

umeérna nam éfena koncentrace bilkoviny

Pramérna

Bakt. Kalibr. Nazev Popis | Nazev konc. ¢ IDMass
kultura pfimka | protokolu | vzorku | vzorku : Spec
[mg/ml]
(1) Ju080421 | WCL | WCLB 2,54 Q09-03208
ACN L1 0,9927 | Q08-12061
metoda L2 0,4151 | Q08-12062
L L3 0,8767 | Q08-12108
L4 1,5010 Q08-12111
JU081020 ACN Bl 0,1523 | Q09-03243
F. metoda B2 0,1670 | Q08-12057
tularensis B B3 0,1570 Q08-12056
holarctica 2 B4 0,3674 | Q08-12054
LVS Al 0,1551 Q08-11092
mvcl,/t?&a Bl 0,1553 | Q08-11093
var Cl 0,1547 | Q08-11094
Ju081103 D1 0,1235 | Q08-12106
WCL B2 1,648 Q08-11076
metoda C2 1,955 Q08-11078
FP-8M D2 1,645 Q08-11080
Q09-03037
Al 1,001 Q09-03046
méi)“da B1 0957 | Q08-12136
L Cl 1,202 Q08-12138
D1 0,933 Q08-12140
E1l 1,172 Q09-13076
A2 0,0495 | Q08-12144
ACN B2 0,0674 | Q08-12146
metoda C2 0,0230 | Q08-12148
E B D2 0,0411 | Q08-12150
e E2 0,0614 | Q09-03245
:3:2;22:2 (3) | Juo81125 A3 0,111 | Q08-12155
Schu S4 WCL B3 0,123 Q09-03247
metoda C3 0,101 Q09-03092
Var D3 0,120 Q08-12161
Q09-03013
E3 0,0824 009-03022
A4 0,512 Q09-03249
WEL | i 04z | Q0903253
metoda ’ Q09-03035
FP-eM | D4 0.523 | 909-03044
E4 0,428 Q09-03090

WCL - celobunécny lyzat

ACN - acetonitrilovy extrakt
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Acetonitrilové extrakty jsem ziskala metodami L a B (viz kapitola 3.2.1),
celobunécné lyzaty metodami Var a FP-8M (viz kapitola 3.2.2). Do grafu jsem
vynesla pramérnou hodnotu z pramérnych koncentraci bilkovin ¢ (viz Tab. 10),
a to v zavislosti na metodé extrakce a bakterialni kultufe. Vysledkem je Graf 2,
ktery srovnava vytéznosti vzorkd podle téchto metod jak pro LVS, tak pro Schu
S4. Chybové UseCky znazoriuji smérodatnou odchylku primérnych hodnot

koncentraci.

2,500 ~

2,000

1,500

oLvs
W Schu S4

koncentrace c

1,000

prameérna

0,500

0,000 i [ mim

Metoda L Metoda B Var FP-8M

Graf 2 Srovnani vyt éznosti vzork G podle metod — porovnani Francisella
tularensis LVS a Francisella tularensis tularensis  Schu S4

4.2 Méreni na hmotnostnim spektrometru

VSechny vzorky jsem méfila na hmotnostnim spektrometru v usporadani
HPLC-ESI/Q-TOF. Pomoci pocitatového programu MassLynx 4.0 (Waters,
USA) jsem nastavila parametry méfeni (viz kapitola 3.5.3). Kazdy vzorek ma
v programu nadefinovany nazev, metodu kapalinové chromatografie, metodu
analyzy hmotnostnim spektrometrem a identifikaCni oznaCeni daného méreni
vzorku (IDMassSpec), které je uvedeno v Tab. 10 (vzorky, které maji dva
IDMassSpec, byly méfeny dvakrat a obé& méfeni byly pouZzity pro nasledné
vyhodnoceni dat).

Mérenim vzorkd na HPLC-ESI/Q-TOF jsem ziskala surova data, ktera

jsem nechala zpracovat pomoci dalSich pocitacovych programu. Vysledkem
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byly soubory ve forméatu pkl (viz kapitola 3.6), jeZz jsem pouzila k identifikaci
protein a peptidd ve vyhledavaci databazi Phenyx.

4.3 Vyhledavaci databaze Phenyx

Kazdym mérfenim vzorkd na HPLC-ESI/Q-TOF (oznaceni viz Tab. 10)
jsem ziskala soubory ve formatu pkl (viz kapitola 3.6), které jsem nacetla do
vyhledavaciho programu Phenyx. Porovnavala jsem tak naméfena data
s teoretickymi, které jsou obsazené v pouzité databazi. Nékteré vzorky jsem
méfila na hmotnostnim spektrometru vicekrat a oba soubory pkl nechala
porovnavat zaroven. Vysledkem porovnavani na zakladé zvolenych parametrd
(viz kapitola 3.6.1) byl seznam proteinu identifikovanych ve vzorku a k nim
pFislusejici seznam peptida.

Od kazdé metody pfipravy vzorkd jsem vytvofila urlity pocet replikatl
(viz Tab. 10). V kazdém replikatu daného postupu byl identifikovan jiny pocet
proteiny. Graf 3 zndzorfiuje pramérnou hodnotu poctu proteind identifikovanych
Phenyxem ve vSech vzorcich zhotovenych danou metodou. Chybové Usecky

znazorfiuji minimalni a maximalni pocet identifikovanych proteind.

300
250 T
1
- 200
£
)
o)
S 150
1]
O
g
100 ~
50 -
0
Metoda L Metoda B Var FP-8M
BELVS 125 108 74 220
O Schu S4 241 117 78 186

Graf 3 Pramérny po €et protein 4 identifikovanych danou metodou —
porovnani Francisella tularensis holarctica  LVS a Francisella tularensis
tularensis Schu S4
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4.4 Zpracovani dat pomoci DataProtu

Exportem vysledkd vyhledavani v datab&azi Phenyx jsem ziskala fadu
souboru typu xlIs (MS Excel), které jsem nacetla pod pfisluSna mérfeni vzorku
v DataProtu. Zadanim parametrl hledani jsem vybrala pozadovana data do
tabulky, kterou jsem nasledné exportovala do nového souboru formatu csv,
ktery je kompatibilni s tabulkovym procesorem MS Excel.

Pocet vzorku Francisella tularensis holarctica LVS ziskanych vSemi
metodami pfipravy byl 16. Pocet vzorkd Francisella tularensis tularensis Schu
S4 ziskanych vSemi metodami pfipravy byl 20.

V Tab. 11 jsou uvedeny parametry, které jsem zadala do DataProtu pro
vyhledani seznamu proteinu identifikovanych ve vSech vzorcich ze vSech metod
pfipravy vzorkll (parametry pro proteiny jsou vysvétleny v kapitole 3.6.1).
Z téchto dat jsem vytvofila kontingenéni tabulky, zvlast pro LVS a Schu S4.
Vysledkem kontingenénich tabulek byl seznam protein a k nim pfislusny pocet
unikatnich peptida (ValidPeptSeq) v kazdém vzorku. Z tohoto seznamu jsem
vybrala pouze ty proteiny, které se vzdy vyskytuji ve vzorcich, a to bez ohledu
na pouZzitou metodu (pfiloha A a B). Seznam obsahuje AC a IDNCBI proteinu,
ndzev proteinu a pocet unikatnich peptidd identifikovanych v jednotlivych
vzorcich pro kazdy postup (hodnoty poctu unikatnich peptidd v jednotlivych

vzorcich oddéleny ¢arkou).

Tab. 11 Parametry pro vyhledani seznamu protein 0 v DataProtu

IDMassSpec (identifikacni Cislo

Méreni .
generované programem MassLynx)

AC

IDNCBI

Protein
ValidPeptSeq

Description

Seznam peptidu identifikovanych ve vSech vzorcich ze vSech postupl
jsem vytvofila pomoci kontingencéni tabulky vytvofené z dat, které mi poskytl
DataProt. Tab. 12 obsahuje zadané parametry pro vyhledani informaci
v DataProtu (parametry pro proteiny a peptidy jsou vysvétleny v kapitole 3.6.1).
Jelikoz kontingenéni tabulka vytvofena v MS Excel nebyla schopna pojmout
velké mnozstvi dat, které obsahoval vypis vSech peptidd ze vSech vzorku

nezavisle na metodé, pouzila jsem v DataProtu omezujici podminky pro vybér
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peptidd. Omezujicimi podminkami byl vybér pouze téch proteinu, které byly
identifikovany ve vSech vzorcich (viz seznam v pfilohach A a B). Z takto
zuzenych dat byl MS Excel jiz schopny vytvofit kontingencni tabulku. Vysledny
seznam peptidd vytvofeny timto postupem se nachazi v pfilohach C a D.
Seznam obsahuje AC proteinu, nazev proteinu, AMK sekvenci (vyjadfena
jednopismennymi nazvy AMK), modifikaci peptidu, nédboj z, pramérnou
experimentalni efektivni hmotnost peptidu m/zgxp. (vytvofena z hodnot m/z ze
vSech vzorkl) a teoretickou efektivni hmotnost peptidu m/zteor. (vypocitano
pomoci Proteomics Toolkit [51]). Pro peptidy, které maji modifikaci, jsem
pouzila k vypoCtu m/zteor. jak Proteomics Toolkit, tak relativni atomové
hmotnosti prvka ziskané z NIST (National Institute of Standards and
Technology [52]). Jelikoz jedinou nalezenou modifikaci byla deamidace
v poloze 1, vypocetla jsem pomoci NIST zaménu skupiny -NH, za skupinu -OH.
Hodnotu 0,98401 jsem poté v Proteomics Toolkit pficetla k poZzadované

sekvenci a ziskala tak molekulovou hmotnost peptidu s danou modifikaci.

Tab. 12 Parametry pro vyhledani seznamu peptid G v DataProtu

Identifikaéni Cislo
Méreni generované programem MassLynx
(IDMassSpec)

AC

Protein —
Description

SequencAMK

Peptid Modifs

Y4

m/z

Stejnymi postupy, jakymi byly vyhledany seznamy proteind a peptidl
identifikovanych ve vSech vzorcich, jsem vyhledala seznam protein a peptidd,
které se vyskytuji v 80 % vzorkl nezavisle na pouZzité metodé jejich pfipravy.
Opét zvlast pro LVS a Schu S4. Vysledné seznamy obsahuji tytéZ udaje jako
seznamy uvedené v pfilohach A, B a C, D. Pfilohy E a F obsahuji seznamy
proteind LVS a Schu S4 vyskytujicich se v 80 % vSech vzork( a pfilohy G a H
obsahuji seznamy peptidu LVS a Schu S4.
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4.5 Porovnavani sekvenci protein G pomoci metody
mnoho éetného srovnavani v UniProtu
Metodou mnohocetného srovnéavani v proteinové databazi UniProt jsem
porovnala proteinové sekvence mezi odliSnymi bakterialnimi kmeny Francisella
tularensis (90% shoda sekvenci). Porovndvanymi sekvencemi proteint byly
proteiny uvedené v pfilohach A, B (proteiny vyskytujici se ve vSech vzorcich,
zvlast pro LVS a Schu S4) a E, F (proteiny vyskytujici se v 80 % vzorkd, zviast
pro LVS a Schu S4). Kmeny Francisella tularensis, které jsem zahrnula do
porovnavani, jsou nasledujici:
* Francisella tularensis holarctica LVS
» Francisella tularensis holarctica FSC022
» Francisella tularensis holarctica OSU18
» Francisella tularensis holarctica FTA
* Francisella tularensis tularensis FSC237 (pozn. Jedna se o kmen
Schu S4)
* Francisella tularensis tularensis FSC198
* Francisella tularensis tularensis FSC033
» Francisella tularensis tularensis WY96-3418
» Francisella tularensis mediasiatica FSC147

* Francisella tularensis novicida U112

Pfilohy | a J obsahuji vysledek porovnani sekvenci proteinu ziskanych
metodou mnohocetného srovnani v UniProtu, které byly identifikovany ve vSech
vzorcich, a to zvlast pro LVS a Schu S4. V Tab. 13 jsou souhrnné vypsany
sekvence peptidd z pfiloh | a J, jejich naboj, teoretickou efektivni hmotnost,
identifikator databaze UniProt (FTL pro LVS, FTT pro Schu S4) a urduje
pracovni oznaCeni téchto sekvenci. Tab. 14 poté uvadi odlisné AMK
v sekvencich peptidd u jednotlivych porovndvanych kmend Francisella
tularensis (oznaceni sekvenci peptidd s témito odliSnymi AMK je uvedeno
v Tab. 13).
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Tab. 13 Seznam sekvenci peptid , jejich pracovni ozna ¢€eni, naboj,

teoretickd m/z a identifikator databaze UniProt, kt

eré se vyskytuji ve vSech

vzorcich
Oznaceni Sekvence Z m/z UniProt
sekvence TEOR.
1 GGVGFANVQDIFETSPLGK 2 968,49476 FTL_0009
FTL_1745
2 DAVEGTPFTVK 2 582,30137 170143
3 AIVEPLVTLAK 2 577,36377 FTT0351
4 DLLPILEGVSK 2 592,35086 FTT1696

Tab. 14 Rozdily v sekvencich peptid G z Tab. 13 podle kmen G Francisella
tularensis , které se vyskytuji ve vSech vzorcich

Nazev kmenu

Francisella tularensis

Oznaceni sekvence

2 3

LVS

FSC022

OSuU18

FTA

FSC237

FSC198

FSCO033

WY96-3418

FSC147

Ull2

QIOITOO[O[O]|O]|O[D ]|~

=== =] =~
IR IR I
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Pfilohy K a L obsahuji vysledek porovnani sekvenci protein ziskanych

metodou mnohocetného srovnani v UniProtu, které byly identifikovany v 80 %

vzorkd, zvlast pro LVS a Schu S4. V Tab. 15 jsou souhrnné vypsany sekvence

peptidu z priloh K a L, jejich naboj, teoretickou efektivni hmotnost, identifikator

databaze UniProt (FTL pro LVS, FTT pro Schu S4) a ur€uje pracovni oznaceni

téchto sekvenci. Tab. 16 poté uvadi odliSné AMK v sekvencich peptidl

u jednotlivych porovnavanych kmenu Francisella tularensis (oznaceni sekvenci

peptidu s témito odliSnymi AMK je uvedeno v Tab. 15).
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Tab. 15 Seznam sekvenci peptid , jejich pracovni ozna ¢€eni, naboj,
eré se vyskytuji v 80 %

teoretickd m/z a identifikator databaze UniProt, kt

vzork U
Oznaceni Sekvence y4 M/Z teor UniProt
sekvence '
1 GGVGFANVQDIFETSPLGK 2 968,49476 ETL 0009
2 MASDDADAFKDALIK 2 805,89075 -
3 DASQAADILVNK 2 622,82828 FTL_1494
4 ALDGLTGENDDQNHGIALLR 3 708,02289 FTL 1714
ALDGLTGENDDQNYGIALLR 2 1074,53261 FTT1696
5 DLLPILEGVSK 2 592,35086 FTL 1714
DLLPILEGVSK 3 395,23653 FTT1696
6 DAVEGTPFTVK 2 582,30137 IT:-I'-I'I:I'_Olfja?
7 VAAEILEAVEGR 2 628,84648 FTT0322
8 VSFGEFGLQATSR 2 699,85483 FTT0332
9 AIVEPLVTLAK 2 577,36377 FTT0351
10 ISNIRDLLPILEGVSK 3 589,6846 FTT1696
11 SFGTPTITK 2 476,26152 FTT1696

Tab. 16 Rozdily v sekvencich peptid @ z Tab. 15 podle kmen G Francisella
tularensis , které se vyskytuji v 80 % vzork

Nazev kmenu Oznaceni sekvence

i&?:gﬁg:'sa 112 3 [a]s|e|l7] 8 [o|10]| 12
LVS G | Al H | T| vV FGL T | A
FSC022 G| Al H | I | Vv T | A
osui1s8 G | Al H | T L FGL T | A
FTA G | Al H | TV FGL T | A
FSC237 G|l T ]| AT Y | T| vV FGL A | T
FSC198 G\l AT Y | TV FGL A | T
FSCO033 G| AT Y | TV T | T
WY96-3418 R T| AT H | T| vV FGL T | A
FSC147 G| V,T H | TV FGL T | A
uliz G| AT HlVv]|T]V FGL T v A

V pfiloze M a N jsem uvedla pfiklad porovnani sekvenci proteinu

Chaperone protein,

groEL  (gi|89256983/FTL_1714; gi|56708705/FTT1696)

pomoci metody mnohocetného srovnani UniProtem. V pfiloze N je uveden

nazev kmenu a k nému pfislusny identifikator, ktery je vygenerovan UniProtem,

a nazev proteinu, ktery pro jednotlivé kmeny nemusi byt stejny (dano 90%

shodou sekvenci). V pfiloze M jsem odliSnymi barvami vyznacila pokryti

proteinové sekvence peptidy, které se mi podafilo identifikovat pomoci MS/MS.
Kmen LVS ma identifikator P94798, kmen Schu S4 ma identifikator QSNEEL.
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5 DISKUZE

Identifikovat a detekovat bakterie patogenni pro &lovéka lze nékolika
zpusoby na zakladé raznych principa. Klasické postupy zahrnuji identifikace
bakterii podle mikrobiologické kultivace, biochemickych vlastnosti nebo
imunologické detekce bakterialnich komponent (napf. metodou ELISA).
V poslednich letech se rozvijeji molekularni metody analyzy DNA nebo
proteina.

Také proteomika hraje vyznamnou roli v oblasti identifikace a typizace
bakterii. Snazi se odhalit vyznam bakteridlnich proteind ve virulenci bakterii
a studuje prubéh patologickych pochodd souvisejicich s onemocnénim
nebezpeCnym pro cClovéka. Stejné tak se bakterialni proteomika zabyva
I moznosti vyvinout rychlé a spolehlivé metody identifikace bakterii na principu
identifikace specifickych bakterialnich proteint a peptidu.

Tato diplomova prace je soudasti projektu Evropské obranné agentury
(EDA) ,Establishment and management of a common database of
B agents - A European Laboratory Biodefence Network®, ktery ma za ukol
shromazdit identifikaCni a typizacni znaky vybranych bakterii, a to jak na Urovni
DNA, tak na urovni proteind. Na proteinoveé urovni je vedle metody MALDI-TOF
v projektu zahrnuta i metodologie vyuZivajici tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Tuto metodu jsem pouZzila pfi vypracovani diplomové
prace.

Vytvofila jsem série vzorku podle &tyf riznych metod pfipravy. Metody L
a B jsem pouzila jako oznacCeni pro acetonitrilové extrakty (ACN), metody Var
a FP-8M pak pro celobunécéné lyzaty (WCL) (viz Tab. 10).

Stanovenim koncentrace bilkoviny ve vzorcich jsem ziskala hodnoty,
znichz jsem vytvofila graf vytéznosti vzorkd (viz Graf 2). Graf srovnava
primérné hodnoty koncentraci nameéfené v sérii vzorkd jednotlivych metod
v zavislosti na kmenu bakterie Francisella tularensis (holarctica LVS
a tularensis Schu S4). Chybové usecCky v tomto grafu znazoriuji smérodatnou
odchylku prdmérnych hodnot koncentraci. Na zakladé tohoto grafu Ize Fici, ze
z kmene LVS se podafilo extrahovat vysSi koncentraci protein nez z kmene
Schu S4. To mohlo byt zpusobeno tim, Ze kmen LVS roste snadnéji pfi
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kultivacnich podminkéch, které jsem zvolila. Kmen Schu S4 z nejasnych pfi€in
nemusi za dobu 24 hodin vabec nartst nebo jen velmi malo. Zaroven lze
z grafu usuzovat, Ze metody L a FP-8M jsou vhodné&jSimi metodami pro ziskani
vétSiho mnozstvi proteint z bakterialnich bunék nez metody B a Var.

Pro méreni vzorkd tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) jsem
odebirala pouze urcité mnoZzstvi z celkového objemu vzorku, které odpovidalo
kapacité chromatografické kolony. Hodnoty naméfené pomoci MS/MS jsem
nechala zpracovat pocitacovymi programy (viz kapitola 4.2) a ziskané soubory
ve formatu pkl naetla do vyhledavaciho programu Phenyx. Ten je schopny
porovnat naméfené hodnoty s hodnotami teoretickymi na z&kladé zvolenych
parametrd (viz Tab. 6). Ziskala jsem tak seznam proteinl a peptidd
identifikovanych v jednotlivych vzorcich. Prlmérné pocty proteint ve vzorcich
daného postupu v zavislosti na kmenu bakterie (LVS a Schu S4) jsem vynesla
do grafu 3. Chybové Usecky zde znazorfiuji minimalni a maximalni pocet
identifikovanych proteind. Z tohoto grafu lze Fici, Ze ve vétSiné pfipadl se
podafilo ziskat vétSi pocet rlznych proteind z kmene Schu S4. Vyjimkou je
metoda FP-8M, kde pfevaZzuje pocet proteind LVS. | v tomto pfipadé metody L
a FP-8M poskytuji vétsi pocet identifikovanych proteind. Konkrétné z metod L
a FP-8M bylo primérné ziskano dvakrat vice proteint nez z metod B a Var.

Obecné lze tedy fFici nasledujici. Z metod ACN je pro ziskani protein(
vhodnéjSi metoda L, kter& k extrakci pouzivAd vodny roztok 70% ACN
s 0,5% TFA (viz kapitola 3.2.1), neZz metoda B. Konkrétné metodou L bylo
primérné ziskano 1,6krat vice proteind nez metodou B. Z metod WCL je pro
zisk protein vhodnéjSi metoda FP-8M nez Var (viz kapitola 3.2.2). Opét
konkrétné metodou FP-8M bylo primérné ziskano 2,7krat vice proteind nez
metodou Var.
vzorcich jsem exportovala z Phenyxu do souboru forméatu xls. Za pomoci
databadzové aplikace DataProt a nastroji MS Excel (automaticky filtr,
kontingencni tabulka) jsem usporadala toto velké mnozstvi dat tak, Ze bylo
relativné snadné ziskat poZzadované vysledky.

Zajimala jsem se, kolik riznych proteind se vyskytlo ve vSech vzorcich
nezavisle na metodé pfipravy vzorka (ACN i WCL). Ve vzorcich pfipravenych

z kmene LVS se objevilo 12 proteint, ve vzorcich ze Schu S4 18 (pfiloha A
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a B). Pro jednotlivé proteiny jsem do tabulky uvedla také pocty unikatnich
peptidu ziskanych jednotlivymi metodami, které jsem vypsala jednoduse vedle
sebe. Zajimavosti je, Ze pro nékteré proteiny je vice peptidd identifikovanych
metodou Var nez FP-8M, i kdyZz je podle predeSlych vysledkd vyhodnéjsi
metoda FP-8M. Pfikladem je ,outer membrane protein®“ LVS (gi|89255458), jenz
metodou Var poskytuje v priaméru asi 15 peptida, ale metodou FP-8M
v priméru asi 5 peptidd. Mnozstvi identifikovanych proteind souvisi jednak
s jejich uvolnénim do roztoku, ale také s jejich pfistupnosti pro tryptické Stépeni.
Z vysledkl se zda, ze metoda FP-8M |épe uvoliuje proteiny do roztoku, proto je
jejich celkové mnoZstvi vétSi. Metoda Var vSak ur€ité proteiny lépe denaturuje.
Proto by zfejmé bylo vhodné pokusit se v dalSich studiich zkombinovat oba
postupy pfipravy WCL. Bylo by ovSem nutné postup fadné promyslet, protoze
pokud by se pouZil stejny pufr jako v pfipadé metody FP-8M (8M mocovina), tak
by pfi zahfati na 95 T mohlo dojit k modifikaci protein G mocovinou. Je tedy
otazkou, zda tento pufr nenahradit néjakym jinym pufrem, nebo jestli nejdfive
vzorek zahfat a teprve pak pfidavat pufr obsahujici mocovinu.

Déle jsem hledala peptidy, které se vyskytly ve vSech vzorcich nezavisle
na metodé pfipravy vzorkd. Uvahou, Zze pokud je protein identifikovany ve viech
vzorcich, tak hledané peptidy vyskytujici se také ve vSech vzorcich mohou
pochazet pouze z téchto proteinu, jsem vytvofila seznam peptidd LVS a Schu
S4 identifikovanych ve v8ech vzorcich (viz kapitola 4.4). Prilohy C a D obsahuji
tyto seznamy. Nalezla jsem 12 peptidd LVS a 16 peptidi Schu S4.

K nalezeni identifikaénich a typizacnich markerl jsem poté pouzila
metodu mnohonasobného srovnani v UniProtu (viz kapitola 4.5). Objevila jsem
celkem 4 odliSné sekvence peptidi (z celkovych 12), které u raznych kmenu
Francisella tularensis pokryvaly rozdilnd mista proteint (zastoupena rlznymi
AMK) (viz Tab. 13). Jednotlivé odliSnosti souhrnné uvadi Tab. 14.

Celkovy pocet nalezenych markerd (4 odlisSné sekvence peptidl)
pochazejicich z tak velkého mnozstvi bilkovin, které bakterie obsahuji, se mi
zdal nedostadujici pro robustni identifikaci bakterialnich kmend. Zkusila jsem
tedy ty samé postupy pro vyhledani marker vyskytujicich se v 80 % vSech
vzorkl. K vyhledani peptidd jsem vyuzila tu samou Gvahu. Pokud je protein
identifikovany v 80 % vzork(, peptidy identifikované také z 80 % vzork( budou

pochazet jen z téchto proteinld. Pro LVS jsem nalezla 25 raznych proteinu

79



a k nim néleZejicich 34 peptidu vyskytujicich se v 80 % vzorkd (konkrétné ve 13
a vice vzorcich). Pro Schu S4 jsem nalezla 41 riznych proteind a k nim
nalezejicich 63 peptidd vyskytujicich se v 80 % vzorku (konkrétné v 16 a vice
vzorcich).

Mnohonasobnym srovnanim v UniProtu jsem objevila celkem 11
odlisnych peptidovych sekvenci (viz Tab. 15). Nékteré z nich se vyskytuji jak ve
dvojnasobné, tak v trojnasobné nabité formé. Jako pfiklad mnohonasobného
srovnani jsem v pfiloze N wuvedla ,Chaperone protein, groEL"
(0i|89256983/FTL_1714; gi|56708705/FTT1696). Délka tohoto proteinu je 544
AMK a v datab&zi UniProt se nazyva 60 kDa chaperonin. Zlutou barvou jsem
oznacila peptidy LVS, zelenou Schu S4, které jsem nalezla nejenom v 80 %
vSech vzork, ale které jsem kdy identifikovala. Celkové zastoupeni poctu AMK
peptidd Schu S4 mirné pfevazuje nad peptidy LVS.

Protein groEL obsahuje celkem 9 mist, v nichZ se vyskytuji odliSné AMK
u jednotlivych kmenu Francisella tularensis. V uvedeném prikladu jsou
obsazeny pripady, které mohou nastat pfi porovnavani. Ve vzorcich se mi
podafilo nalézt takové peptidy, které pokryvaji 8 z nich. OvSem pouze 4
sekvence peptidd jsem identifikovala v 80 % vSech vzorku (viz Tab. 15, 16) a ty
prekryvaji 3 mista s odliSnymi AMK. Ke spravné identifikaci kmenu Francisella
tularensis by bylo vhodné déle zjistit tyto informace pro kazdy protein, ktery se
mi v této praci podafrilo nalézt (tyto informace budou dale zpracovany).

Interpretace vysledku vSak neni tak jednoducha. Do vyhodnocovani by
se mély zahrnout i dalSi parametry proteint a peptidu, které vypovidaji o kvalité
namérenych dat. Takovymi parametry jsou naméfené intenzity proteinu
a fragmentovanych peptidl, dale pak skoére proteint a peptidd, které jim bylo
pfifazeno skorovacim systémem databaze Phenyx a pocet peptidd z danych
proteiny. Je tedy nutné pohliZzet na vysledky z komplexnéjsiho hlediska nez jen
Z pohledu, v kolika vzorcich je protein zastoupen. Tato sloZit&jSi interpretace je
vSak nad ramec této prace a bude dale zpracovavana.

DalSi pohled na zpracovani vysledkd by mohl byt z hlediska ziskani
informaci, které proteiny a peptidy byly identifikovany v konkrétnich metodach
pfipravy vzorkl, zvlast pro ACN a WCL. Vysledkem by byl velky pocet
rozsahlych tabulek pro kazdou metodu zvlast, ze kterych by bylo mozné dale

ziskavat informace napf. pro metodu MRM (Multiple reaction monitoring). MRM
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slouzi k detekci specifického analytu z komplexnich vzorkl, u kterého jsou
znamé fragmentacni vlastnosti [53]. Z vysledk( této prace by tedy bylo mozné
vybrat pro metodu MRM pouze ty proteiny a k nim pfisluSejici peptidy, které
maji zasadni vyznam pro identifikaci a detekci dané bakterie (obsahuji mista
s odliSnym zastoupenim AMK). Potfebnymi informacemi pro metodu MRM jsou

efektivni hmotnosti (m/z) proteinu a jejich peptidd vzniklych fragmentaci.
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6 ZAVER

Metoda tandemové hmotnostni spektrometrie je vhodna pro identifikaci
a typizaci bakterii. V této studii jsem dokazala, ze Ize nalézt proteiny a peptidy,
které k tomuto uc¢elu mohou slouzit. Podafilo se mi nalézt mnoho peptidl, které
se mohou stat kandidaty pro metody cilené identifikace bakterii (napf. metoda
MRM).

V porovnani s jinymi proteomickymi metodami, jako je 2-DE, je metoda
stranu tento postup vyzZaduje znacnou €asovou naroc¢nost pfi zpracovani dat
a ziskdvani informaci o moznych kandidatech vhodnych k typizaci bakterii.
Zahrnuje totiz porovnani znacného mnozstvi teoretickych a experimentalnich
dat, pfi némz jsou zohlednovany ruzna hlediska interpretace informaci
ziskanych o proteinech a peptidech.

Podobny postup by bylo mozné pouzit i u jinych bakterii nez Francisella
tularensis a mlze se tak stat dalSim univerzalnim pfistupem k identifikaci

a typizaci bakterii.
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PRILOHY

A. Seznam vzdy se vyskytujicich protein
peptid U v jednotlivych vzorcich dané metody

u Francisella tularensis holarctica

LVS a poéet unikatnich

AC IDNCBI Description Metoda L Metoda B Metoda FP-8 M | Metoda Var
1 0189255458 refl[YP_512819.1 outer membrane protein 6,10,4,11 8,11,9,10 4,55,4 15,17,16,15
2 0i|89255535 reflYP_512896.1 hypothetical protein FTL_0097 1,434 4,4,4,2 11,11 5,5,5,6
3 0i|89255548 ref[YP_512909.1 intracellular growth locus, subunit A 4,6,8,7 6,8,6,8 3,4,4,3 1,111
4 0i|89255967 ref[YP_513329.1 outer membrane protein 6,10,7,6 7,6,9,8 6,6,5,3 9,10,7,11
5 0i|89256014 reflYP_513376.1 hypothetical protein FTL_0617 10,9,12,15 | 19,16,13,12 16,14,16,9 7,8,7,6
6 0i|89256252 ref[YP_513614.1 Histone-like protein HU form B 9,10,7,8 8,9,10,9 5,3,4,3 6,6,5,3
7 gil89256255 | reflyp 513617.1 | Nostfactorlfor bacteriophage Q beta 3323 54,34 23,32 4433

replication

8 0i|89256462 refl[YP_513824.1 acyl carrier protein 3,3,3,3 4,6,3,4 3,3,2,3 6,7,6,4
9 0i|89256686 ref[YP_514048.1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. 9,8,8,7 6,8,4,3 3,4,3,3 10,9,8,9
10 0i|89256983 ref[YP_514345.1 Chaperone protein, groEL 7,4,6,9 6,7,3,2 19,19,21,10 16,17,13,16
11 0i|89257014 reflYP_514376.1 50S ribosomal protein L7/L12 3,4,3,2 5,5,3,6 1,1,3,3 4,454
12 0i|89257193 ref[YP_514555.1 heat shock protein 6,7,8,7 10,8,7,7 6,5,5,5 7,755




B. Seznam vZdy identifikovanych protein
unikatnich peptid a v jednotlivych vzorcich dané metody

U Francisella tularensis tularensis

Schu S4 a po éet

AC IDNCBI Description Metoda L Metoda B Metoda FP-8 M| Metoda Var
1 gi|56707307 | ref|[YP_169203.1 elongation factor Tu (EF-Tu) 25,25,24,27,21 5,5,9,5,5 22,22,22,21,22 6,1,4,3,3
2 0i|56707313 | ref|[YP_169209.1 50S ribosomal protein L7/L12 2,4,3,5,3 3,4,7,4,7 2,2,3,3,3 8,4,3,6,4
3 0i|56707320 | ref|[YP_169216.1 30S ribosomal protein S16 1,1,111 1,1111 1,1111 1,1111
4 gi|56707475 | refl[YP_169371.1 30S ribosomal protein S7 6,6,5,7,4 8,7,8,4,9 3,2,2,2,2 455,55
5 gi|56707482 | ref|[YP_169378.1 30S ribosomal protein S19 1,1,1,1,1 3,2,3,3,3 1,1,111 2,1,1,21
6 0i|56707485 | ref[YP_169381.1 50S ribosomal protein L16 6,4,6,7,4 43,455 6,3,3,5,3 4,5,5,9,6
7 gi|56707500 | refl[YP_169396.1 30S ribosomal protein S13 6,5,6,6,4 5,4,6,5,6 3,2,3,3,4 2,3,1,4,2
8 gi|56707504 | refl[YP_169400.1 50S ribosomal protein L17 4,3,3,3,1 2,4,5,5,4 3,3,3,2,2 4,3,3,4,3
9 0i|56707752 | ref[YP_169648.1 Histone-like protein HU form B 6,5,6,6,6 11,10,12,12,12 7,6,6,5,4 6,6,7,10,7
10 0i|56707755 | ref[YP_169651.1 | host factor | for bacteriophage Q beta replication 3,4,3,51 3,44,55 4,4,2,3,3 3,534,4
11 gi|56707795 | refl[YP_169691.1 50S ribosomal protein L25 2,2,2,3,2 2,3,4,2,3 2,2,2,1,2 12,131
12 gi|56708429 | ref[YP_170325.1 acyl carrier protein 3,3,3,3,3 3,3,3,4,4 3,2,3,2,3 5,4,6,6,4
13 0i|56708483 | ref|[YP_170379.1 hypothetical protein FTT1441 12,6,8,8,8 9,10,13,8,8 5,4,5,4,5 2,3,2,2,2
14 0i|56708512 | ref[YP_170408.1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. 57,795 4,3,6,6,5 4,4,3,4,3 5,6,7,8,6
15 0i|56708574 | ref[YP_170470.1 outer membrane protein 26 6,7,6,10,6 5,7,9,6,7 4,5,4,5,6 9,8,7,11,8
16 0i|56708623 | ref[YP_170519.1 50S ribosomal protein L28 3,4,5,55 4,5,7,6,6 3,1,2,3,1 3,2,3,2,3
17 gi|56708705 | refl[YP_170601.1 Chaperone protein, groEL 19,17,18,21,15|10,15,16,12,14| 18,15,19,22,21 | 28,31,22,33,24
18 gi|56708782 | refl[YP_170678.1 heat shock protein 7,5,5,5,3 5,7,4,5,6 3,3,3,3,3 3,2,5,4,2




C. Seznam vzdy identifikovanych peptid G Francisella tularensis holarctica  LVS
AC Description SequencAMK Modifs z Pramérmna m/zexe. |  m/zZ1eor.

1 gi|89255458 | outer membrane protein GGVGFANVQDIFETSPLGK 2 968,48802 968,49476
2 0i|89255967 | outer membrane protein FSSITINSDGK 2 584,79690 584,79645
3 AVSAYYELLK 2 578,81090 578,81666
4 0i[89256014 | hypothetical protein FTL_0617 KLIVEEETHIGEVEK 3 584,98320 584,98471
5 SIILEEYAR 2 547,29140 547,29863
6 EVASNTLDATIAAVTK 2 802,42710 802,43110
7 0i|89256252 | Histone-like protein HU form B NGDSVTLVGFGTFQVK DEAMID(1) 2 835,43800 835,42582
8 NGDSVTLVGFGTFQVK 2 834,93760 834,93381
9 0i|89256462 | acyl carrier protein DVYDYIESK 2 566,26910 566,26445
10 0i|89256686 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. VVENDELHK 2 550,78780 550,79097
11 0i|89257014 | 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2 582,29770 582,30137
12 gi|89257193 | heat shock protein YSNGVLSLNIPK 2 652,86420 652,86467




D. Seznam vzdy identifikovanych peptid 0 Francisella tularensis tularensis  Schu S4
AC Description SequencAMK Modifs 4 pI dmérmam/zewe, | M/izteor.
1| gi|56707313 |50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2 582,30270 582,30137
2 | qi|56707320 |30S ribosomal protein S16 LGFFNPLAK 2 503,79100 503,79024
3 | gi|56707482 |30S ribosomal protein S19 LGEFVVTR 2 460,76650 460,76423
4 | gi|56707504 |50S ribosomal protein L17 AIVEPLVTLAK 2 577,36460 577,36377
5 EVASNTLDATIAAVTK 2 802,93530 802,4311
6 | gi|56707752 |Histone-like protein HU form B EVASNTLDATIAAVTK DEAMID(1) | 2 802,43150 802,92311
7 NGDSVTLVGFGTFQVK DEAMID(1) | 2 835,44040 835,42582
8 | qi|56707755 |host factor | for bacteriophage Q beta replication ISSLQDPFLNALR 2 737,40930 737,40723
9 | qi|56707795 |50S ribosomal protein L25 IPAVIYGGEK 2 523,80310 523,79827
10| gi|56708429 |acyl carrier protein TVKDVYDYIESK 2 730,37320 730,36998
11| gi|56708483 | hypothetical protein FTT1441 SIILEEYAR 2 547,30350 547,29863
12| gi|56708512 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. VVFNDELHK 2 550,79470 550,79097
13 DLLPILEGVSK 2 592,35480 592,35086
14| qi|56708705 | Chaperone protein, groEL EIELEDKFENMGAQIVK 3 665,00790 665,00367
15 MLDGVNTLANAVK 2 673,36990 673,36144
16| gi|56708782 |heat shock protein YSNGVLSLNIPK DEAMID(1) | 2 653,36270 653,35667




E. Seznam protein G Francisella tularensis holarctica

LVS identifikovanych v 80 % vzork

AC IDNCBI Description Metoda L [MetodaB Metoda FP-8 M| Metoda Var
1 0i|89255458 | ref|[YP_512819.1 | outer membrane protein 6,10,4,11 8,11,9,10 455,4 15,17,16,15
2 0i|89255535 | ref|[YP_512896.1 | hypothetical protein FTL_0097 1,434 4,442 1,111 5,5,5,6
3 0i|89255548 | ref|[YP_512909.1 |intracellular growth locus, subunit A 4,6,8,7 6,8,6,8 3,4,4,3 1,111
4 0i|89255659 | ref|[YP_513020.1 | protein chain elongation factor EF-Ts 3,N,N,6 6,6,5,4 6,5,5,4 N,1,1,1
5 0i|89255661 | ref[YP_513022.1 | ribosome recycling factor 2,2,2,1 2,3,N,2 N,1,1,1 4,5,4,3
6 0i|89255929 | ref|[YP_513291.1 | 50S ribosomal protein L28 4,454 4,55,6 2,2,2,1 N,N,N,1
7 0i|89255943 | ref|YP_513305.1 | outer membrane protein OmpH 24,22 4,6,6,4 N,N,1,1 6,7,6,7
8 0i|89255967 | ref|[YP_513329.1 | outer membrane protein 6,10,7,6 7,6,9,8 6,6,5,3 9,10,7,11
9 0i|89256014 | ref|[YP_513376.1 | hypothetical protein FTL_0617 10,9,12,15 | 19,16,13,12 16,14,16,9 7,8,7,6
10 0i|89256185 | ref|[YP_513547.1 | hypothetical protein FTL_0822 4,3,3,1 4,322 N,N,2,N 4,4,4,4
11 0i|89256252 | ref|YP_513614.1 | Histone-like protein HU form B 9,10,7,8 8,9,10,9 5,3,4,3 6,6,5,3
12 0i|89256255 | ref|[YP_513617.1 | host factor | for bacteriophage Q beta replication 3,3,2,3 5,4,3,4 2,3,3,2 4,4,3,3
13 0i|89256299 | ref|[YP_513661.1 | 50S ribosomal protein L25 1,3,1,3 3,3,1,N 2,2,1,2 1,2,1,N
14 0i|89256396 | ref|[YP_513758.1 | inorganic pyrophosphatase 2,111 1,1,1,N N,1,N,1 2,2,3,3
15 0i|89256462 | ref|[YP_513824.1 | acyl carrier protein 3,3,3,3 4,6,3,4 3,3,2,3 6,7,6,4
16 0i|89256500 | ref|[YP_513862.1 | Sigma-54 modulation protein 1,2,2,4 4,2 N,4 2,142 9,8,9,9
17 0i|89256686 | ref|[YP_514048.1 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. 9,8,8,7 6,8,4,3 3,4,3,3 10,9,8,9
18 0i|89256783 | ref|YP_514145.1 | hypothetical protein FTL_1494 4,6,4,4 8,7,6,9 2,1,AN 4,434
19 0i|89256983 | ref|[YP_514345.1 | Chaperone protein, groEL 7,4,6,9 6,7,3,2 19,19,21,10 | 16,17,13,16
20 0i|89256984 | ref|[YP_514346.1 | Chaperonin protein, groES N,N,2,4 6,6,5,6 2,351 10,10,9,10
21 0i|89257014 | ref|[YP_514376.1 | 50S ribosomal protein L7/L12 3,4,3,2 5,5,3,6 1,1,3,3 4,454
22 gi|89257015 | ref|[YP_514377.1 | 50S ribosomal protein L10 3,4,4,4 6,8,3,5 3,3,3,3 N,N,N,1
23 0i|89257020 | ref|[YP_514382.1 | elongation factor Tu (EF-Tu) 14,13,13,19 1,1,N,N 22,21,22,17 8,4,6,5
24 0i|89257055 | ref|[YP_514417.1 | Glutaredoxin-related protein 1,1,2,2 2,2N,1 2,2,2,2 3,454
25 gi|89257193 | ref|YP_514555.1 | heat shock protein 6,7,8,7 10,8,7,7 6,5,5,5 7,7,5,5




F. Seznam protein G Francisella tularensis tularensis

Schu S4 identifikovanych v 80 % vzork

a

AC IDNCBI Description Metoda L Metoda B [Metoda FP-  8M Metoda Var
1 | gi|56707246 | ref[YP_169142.1 | Glutaredoxin-related protein 3,3,3,3,3 N,2,4,1,1 2,1,2,3,3 2,3,3,4,3
2 | qi|56707307 | ref[YP_169203.1 | elongation factor Tu (EF-Tu) 25,25,24,27,21 5,5,9,5,5 22,22,22,21,22 6,1,4,3,3
3 | qi|56707311 | refl[YP_169207.1 | 50S ribosomal protein L1 6,6,4,7,4 1,3,4,N,2 4,3,3,3,4 1,1,N,1,N
4 | gi|56707313 | ref[YP_169209.1 | 50S ribosomal protein L7/L12 2,4,3,5,3 3,4,7,4,7 2,2,3,3,3 8,4,3,6,4
5 | gi|56707320 | ref|[YP_169216.1 | 30S ribosomal protein S16 1,1,1,11 11,111 1,1,1,11 11,111
6 | qi|56707469 | refl[YP_169365.1 | ribosome recycling factor 2,1,2,3,N 2,2,2,3,3 N,1,1,1,1 4,5,4,4,5
7 | 0i|56707475 | ref|[YP_169371.1 | 30S ribosomal protein S7 6,6,5,7,4 8,7,8,6,9 3,2,2,2,2 4,55,55
8 | 0i|56707480 | ref|[YP_169376.1 | 50S ribosomal protein L23 3,2,2,3,3 122,22 1,1,1,11 N,N,1,N,1
9 | qi|56707482 | refl[YP_169378.1 | 30S ribosomal protein S19 1,1,111 3,2,3,3,3 1,1,111 21,121
10 | gi|56707485 | ref|[YP_169381.1 | 50S ribosomal protein L16 6,4,6,7,4 4,3,4,55 6,3,3,5,3 4,55,9,6
11 | gi|56707486 | refl[YP_169382.1 | 50S ribosomal protein L29 N,1,N,1,1 3,2,4,4,2 1,1,1,11 2,1,2,1,1
12 | gi|56707489 | ref|[YP_169385.1 | 50S ribosomal protein L24 3,4,3,2,2 1,N,4,N,N 2,N,2,1,2 5,4,4,3,2
13 | gi|56707493 | ref|[YP_169389.1 | 50S ribosomal protein L6 3,2,3,2,2 N,N,1,N,1 2,2,3,3,2 1,1,11,1
14 | gi|56707495 | refl[YP_169391.1 | 30S ribosomal protein S5 4,2,2,4,3 N,N,3,1,2 2,1,1,1,3 13331
15 | gi|56707500 | refl[YP_169396.1 | 30S ribosomal protein S13 6,5,6,6,4 5,4,6,5,6 3,2,3,3,4 2,3,1,4,2
16 | gi|56707504 | ref|[YP_169400.1 | 50S ribosomal protein L17 4,3,3,3,1 2,4,55,4 3,3,3,2,2 4,3,3,4,3
17 | gi|56707752 | ref|[YP_169648.1 | Histone-like protein HU form B 6,5,6,6,6 11,10,12,12,12 7,6,6,5,4 6,6,7,10,7
18 | gi|56707755 | reflyP_169651.1 rre‘gﬁtcg"’t‘fc}gr | for bacteriophage Q beta 3.4,3,5,1 344,55 44233 3,5,3,4,4
19 | gi|56707795 | refl[YP_169691.1 | 50S ribosomal protein L25 2,2,2,3,2 2,3,4,2,3 2,2,2,1,2 12,131
20 | gi|56707818 | ref|[YP_169714.1 | 30S ribosomal protein S15 4,4,1,4,3 5,4,4,6,5 2,1,2,1N 4,6,4,10,3
21 | gi|56707839 | ref|[YP_169735.1 | Peroxidase/catalase 21,20,16,18,14 N,N,1,N,N 15,11,11,12,13 18,14,14,18,13
22 | gi|56707885 | refl[YP_169781.1 | 50S ribosomal protein L27 1,1,1,11 22,121 1,1,N,N,N 1,3,2,2,2
23 | gi|56707921 | ref|[YP_169817.1 | hypothetical protein FTT0810c 1,1,1,2,1 1,1,1,N,N 1,1,1,N,N 12,131
24 | gi|56707991 | ref|[YP_169887.1 | Type IV pili fiber building block protein 1,1,111 1,1,111 1,1121 1,N,1,N,N
25 | gi|56708117 | ref[YP_170013.1 | inorganic pyrophosphatase 2,3,2,2,2 N,N,2,N,1 21221 3,3,3,3,N
26 | gi|56708125 | refl[YP_170021.1 | 30S ribosomal protein S21 3,2,1,2,N 3,3,3,3,3 1,1,1,N,N 4,2,4,5,2




AC IDNCBI Description Metoda L Metoda B [Metoda FP-  8M Metoda Var
27 | gi|56708145 | ref[YP_170041.1 | 50S ribosomal protein L9 4,7,6,7,3 N,N,2,N,N 4,3,3,3,4 3,6,3,7,2
28 | gil56708329 | reflyP_170225.1 | Chaperone protein dnak (heat shock 8,7,6,8,8 2,N,1,1,N 18,16,20,22,21 | 14,15,10,15,10

protein family 70 protein)

29 | gi|56708334 | ref|[YP_170230.1 | 30S ribosomal protein S9 2N,1,2,1 N,N,1,N,1 2,1,4,2,2 1,2,1,3,1
30 | gi|56708341 | refl[YP_170237.1 | Sigma-54 modulation protein N,1,N,3,N 1,1,3,2,2 1,N,2,2,2 4,6,6,9,5
31 | gi|56708415 | refl[YP_170311.1 | intracellular growth locus, subunit A 5,54,5,3 1,2,45,3 3,3,24,4 N,N,1,1,1
32 | gi|56708424 | ref|YP_170320.1 | 50S ribosomal protein L32 2,2,3,2,2 N,4,3,4,4 N,N,1,1,1 2,4,4,3,3
33 | i|56708429 | refl[YP_170325.1 | acyl carrier protein 3,3,3,3,3 3,3,3,4,4 3,2,3,2,3 5,4,6,6,4
34 | gi|56708483 | ref|[YP_170379.1 | hypothetical protein FTT1441 12,6,8,8,8 9,10,13,8,8 5,4,5,4,5 2,3,2,2,2
35 | gi|56708512 | refl[YP_170408.1 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. 5,7,79,5 4,3,6,6,5 4,4,3,4,3 5,6,7,8,6
36 | gi|56708574 | refl[YP_170470.1 | outer membrane protein 26 6,7,6,10,6 5,7,9,6,7 4,5,4,5,6 9,8,7,11,8
37 | gi|56708598 | refl[YP_170494.1 | outer membrane protein OmpH 2,2,3,2,2 3,6,2,3,3 1,N,1,1,1 3,4,4,3,4
38 | i|56708623 | ref|YP_170519.1 | 50S ribosomal protein L28 3,4,55,5 4,5,7,6,6 31,231 3,2,3,2,3
39 | gi|56708704 | refl[YP_170600.1 | Chaperonin protein, groES 4,42 N,N 4,3,8,3,6 3,1,4,3,3 9,9,9,14,9
40 | gi|56708705 | refl[YP_170601.1 | Chaperone protein, groEL 19,17,18,21,15 | 10,15,16,12,14 18,15,19,22,21 28,21,22,33,24
41 | gi|56708782 | ref[YP_170678.1 | heat shock protein 7,5,5,5,3 5,7,4,5,6 3,3,3,3,3 3,2,5,4,2

N — protein nebyl ve vzorku identifikovan




G. Seznam peptid a Francisella tularensis holarctica

LVS v 80 % vzork

AC Description SequencAMK Modifs umeérmna m/zexp. | M/Z1eor.
1 4i89255458 | outer membrane protein GGVGFANVQDIFETSPLGK 2 968,48800 968,49476
2 MASDDADAFKDALIK 2 805,88610 805,89075
3 ]40i|89255548 | intracellular growth locus, subunit A IPALTNYTIK 2 567,32770 567,33247
4 ]4gi|89255929 | 50S ribosomal protein L28 GIDTVLSDLR 2 544,79660 544,80154
5 4i[89255967 | outer membrane protein FSSITINSDGK 2 584,79690 584,79645
6 LATIDDQDPNYK 2 696,83320 696,83631
7 AVSAYYELLK 2 578,81090 578,81666
8 IADLNETYQHNINDILIESLEHEK 3 951,14100 951,14239
9 4i[89256014 | hypothetical protein FTL_0617 IADLNETYQHNINDILIESLEHEK 4 713,60720 713,60876
10 KLIVEEETHIGEVEK 3 584,98320 584,98471
11 QEIIDQLNK 2 550,80010 550,80154
12 SIILEEYAR 2 547,29140 547,29863
13 EVASNTLDATIAAVTK DEAMID(1)| 2 802,93640 802,92311
14 EVASNTLDATIAAVTK 2 802,42710 802,4311
15 |gi|89256252 | Histone-like protein HU form B NGDSVTLVGFGTFQVK DEAMID(1)| 2 835,43800 835,42582
16 NGDSVTLVGFGTFQVK 2 834,93760 834,93381
17 SELVSAIAK 2 459,26590 459,26934
18 |gi|89256255 | host factor | for bacteriophage Q beta replication | ISSLQDPFLNALR 2 737,40690 737,40723
19 4i89256462 | acyl carrier protein DVYDYIESK 2 566,26910 566,26445
20 VNHIIVEQLGVK 2 674,89780 674,90159
21 ITFEEAAR 2 468,74180 468,74349
22 149i|89256686 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. VHGPVQTQFGYHLLEITSR 3 728,05310 728,05223
23 VVFENDELHK 2 550,78780 550,79097
24 | gi|89256783 | hypothetical protein FTL_1494 DASQAADILVNK 2 622,82850 622,82828
25 4i[89256983 | Chaperone protein, groEL ALDGLTGENDDQNHGIALLR 3 708,02350 708,02289
26 DLLPILEGVSK 2 592,35390 592,35086




AC Description SequencAMK Modifs umeérmna m/zexp. | M/zteor.
27 ]4i|89257014 | 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2 582,29770 582,30137
28 ]4i|89257015 | 50S ribosomal protein L10 TLNEIPSQAVR 2 614,33500 614,33882
29 DIDIELDKNK 2 601,81740 601,81738
30 SITLPDNIDSDKIEAK 3 586,97530 586,9761
31 4i[89257193 | heat shock protein YNPFELK 2 455,73810 455,73768
32 YSNGVLSLNIPK DEAMID(1)| 2 653,35990 653,35667
33 YSNGVLSLNIPK 2 652,86420 652,86467
34 YYGEFQR 2 481,72440 481,72256




H. Seznam peptid G Francisella tularensis tularensis

Schu S4 v 80 % vzork

AC Description SequencAMK Modifs 4 P amérnam/zexp. | M/Zteor
1 gi|56707246 | Glutaredoxin-related protein YADWPTFPQLWYVK 2 825,9278 825,91998
2 0i|56707311 | 50S ribosomal protein L1 VVGQLGQILGPK 2 604,8733 604,8723
3 0i|56707313| 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2 582,3027 582,30137
4 0i|56707320| 30S ribosomal protein S16 LGFFNPLAK 2 503,791 503,79024
5 gi|56707475| 30S ribosomal protein S7 VAAEILEAVEGR 2 628,8497 628,84648
6 VGGATYQVPVEVRPER 3 586,3217 586,3168
7 0i|56707480| 50S ribosomal protein L23 VESVNILNVK 2 557,8319 557,82756
8 0i|56707482| 30S ribosomal protein S19 LGEFVVTR 2 460,7665 460,76423
9 gi|56707485 | 50S ribosomal protein L16 VSFGEFGLQATSR 2 699,8609 699,85483
10 0i|56707486 | 50S ribosomal protein L29 IELLQQLFSLR 2 680,4068 680,40396
11 4i[56707500 | 308 ribosomal protein S13 HTVIGLTSIYGIGK 2 729,9247 729,91998
12 IAGVNIPVHK 2 524,3199 524,3197
13 gi|56707504 | 50S ribosomal protein L17 AVEPLVTLAK 2 57,3646 577,36377
14 LFEEFGAR 2 484,753 484,74603
15 ALKNGDSVTLVGFGTFQVK DEAMID(1)| 3 661,3634 661,35855
16 EVASNTLDATIAAVTK DEAMID(1) | 2 802,9353 802,92311
17 gi|56707752 | Histone-like protein HU form B EVASNTLDATIAAVTK 2 802,4315 802,4311
18 NGDSVTLVGFGTFQVK DEAMID(1)| 2 835,4404 835,42582
19 SELVSAIAK 2 459,2712 459,26934
20 TGETIKIPASK 2 572,8328 572,83284
21 gi|56707755 | host factor | for bacteriophage Q beta replication HAISTIVPAK 2 518,8096 518,81171
22 ISSLQDPFLNALR 2 737,4093 737,40723
23 gi|56707795| 50S ribosomal protein L25 EAVSVLLDHDK 2 613,3264 613,32538
24 IPAVIYGGEK 2 523,8031 523,79827
25 0i|56707818 | 30S ribosomal protein S15 LLDYLHDKDVER 3 505,936 505,93217
26 gi|56707885 | 50S ribosomal protein L27 DHTLFALK 2 472,7677 472,76423
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AC Description SequencAMK Modifs 4 P amérnam/zexp. | M/Zteor
27 gi|56707921 | hypothetical protein FTT0810c DAGIDLPSGINFPFK 2 795,9188 795,91235
28 gi|56707991 | Type IV pili fiber building block protein AQLGSDLSALGGAK 2 644,3523 644,34938
29 gi|56708117 | inorganic pyrophosphatase VEGWDNAAFAR 2 618,3063 618,29441
30 0i|56708334 | 30S ribosomal protein S9 ALIEYDEELKPALR 3 553,9689 553,97051
31 gi|56708415 | intracellular growth locus, subunit A IPALTNYTIK 2 567,3322 567,33247
32 DVYDYIESK 2 566,2758 566,26445
33 TVKDVYDYIESK 2 730,3732 730,36998
34 gi|56708429 | acyl carrier protein TVKDVYDYIESK 3 487,2549 487,24928
35 VNHIIVEQLGVK 2 674,9033 674,90159
36 VNHIIVEQLGVK 3 450,2695 450,27035
37 gi|56708483 | hypothetical protein FTT1441 AVSAYYELLK 2 578,8228 578,81666
38 SIILEEYAR 2 547,3035 547,29863
39 ITFEEAAR 2 468,7475 468,74349
40 0i|56708512 | Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase. VHGPVQTQFGYHLLEITSR 3 728,053 728,05223
41 VVFENDELHK 2 550,7947 550,79097
42 EIPADQLGTIKL 2 649,3757 649,37233
43 0i|56708574 | outer membrane protein 26 FSSITINSDGK 2 584,8077 584,79645
44 GEWIEVVDNK 2 594,8034 594,79899
45 LATIDDQDPNYK 2 696,8417 696,83631
46 FLPNLHAHR 2 552,8134 552,80729
47 0i|56708623 | 50S ribosomal protein L28 FWVESENR 2 533,7607 533,75185
48 GIDTVLSDLR 2 544,8043 544,80154

11




AC Description SequencAMK Modifs  z Primérna m/zgxp.| mM/Z1eor.
49 gi|56708704 | Chaperonin protein, groES MNIRPLQDR 2 571,8123 571,80917
50 VGDETLLMMR 2 582,7945 582,7918
51 AAVEEGIVAGGGVALIR 2 791,4572 791,45217
52 ALDGLTGENDDQNYGIALLR 2 1074,5333 1074,53261
53 DLLPILEGVSK 2 592,3548 592,35086
54 DLLPILEGVSK 3 423,5539 395,23653
55 EIELEDKFENMGAQIVK 3 665,0079 665,00367
56 4i[56708705 | Chaperone protein, groEL ISNIRDLLPILEGVSK 3 589,6865 589,6846
57 LSGGVAVIK 2 422,2701 422,26915
58 MLDGVNTLANAVK 2 673,37 673,36144
59 QVLFSDEAR 2 532,7798 532,77278
60 SFGTPTITK 2 476,2647 476,26152
61 TADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLK 2 1209,1415 1209,14272
62 TADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLK 3 806,4309 806,4311
63 gi|56708782 | heat shock protein YSNGVLSLNIPK DEAMID(1)| 2 653,3627 653,35667
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I. Seznam peptid 0 Francisella tularensis holarctica LVS identifikovanych ve vSech vzorcich, ve
kterych se vyskytuji sekven éni rozdily mezi kmeny

AC UniProt Description SequencAMK Modifs z M/Zteor.
0i|89255458 FTL_0009 outer membrane protein GGVGFANVQDIFETSPLGK 2| 968,49476
0i|89257014 FTL_1745 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2| 582,30137
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J. Seznam peptid G Francisella tularensis tularensis  Schu S4 identifikovanych ve vSech vzorcich, ve

kterych se vyskytuji sekven €éni rozdily mezi kmeny

AC UniProt Description SequencAMK Modifs z M/Z1eor.
0i|56707313 | FTT0143 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2| 582,30137
gi|56707504 | FTT0351 50S ribosomal protein L17 AIVEPLVTLAK 2| 577,36377
0i|56708705 | FTT1696 Chaperone protein, groEL DLLPILEGVSK 2| 592,35086
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K. Seznam peptid G Francisella tularensis holarctica  LVS identifikovanych v 80 % vzork a, ve kterych se
vyskytuji sekven €ni rozdily mezi kmeny

AC UniProt Description SequencAMK Modifs z M/Z1eor.

. : GGVGFANVQDIFETSPLGK 2| 968,49476
0i|89255458 FTL_0009 outer membrane protein VASDDADAFKDALIK 2 | 805.89075
0i|89256783 FTL_1494 hypothetical protein FTL_1494 DASQAADILVNK 2| 622,82828

) . ALDGLTGENDDQNHGIALLR 3| 708,02289
0i|89256983 FTL_ 1714 Chaperone protein, groEL DLLPILEGVSK 2 59235086
0i|89257014 FTL_1745 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2| 582,30137
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L. Seznam peptid G Francisella tularensis tularensis
kterych se vyskytuji sekven €éni rozdily mezi kmeny

Schu S4 identifikovanych v 80 % vzork 1,

AC UniProt Description SequencAMK Modifs z M/Z teoR.
0i|56707313 | FTT0143 50S ribosomal protein L7/L12 DAVEGTPFTVK 2| 582,30137
gi|56707475 | FTT0322 30S ribosomal protein S7 VAAEILEAVEGR 2| 628,84648
gi|56707485 | FTT0332 50S ribosomal protein L16 VSFGEFGLQATSR 2| 699,85483
gi|56707504 | FTTO351 50S ribosomal protein L17 AIVEPLVTLAK 2| 577,36377

ALDGLTGENDDQNYGIALLR 2| 1074,53261
DLLPILEGVSK 2| 592,35086
0i|56708705 | FTT1696 Chaperone protein, groEL DLLPILEGVSK 3| 395,23653
ISNIRDLLPILEGVSK 3| 589,6846
SFGTPTITK 2| 476,26152
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M. Kmeny Francisella tularensis pro vyhledani Chaperone protein, groEL (gi|8925698

gi|56708705/FTT1696)

3/FTL_1714;

Identifikator

Nazev kmenu

Nazev proteinu

Délka proteinu

v po €tu AMK
A7NES88 Francisella tularensis subsp. holarctica (strain FTA) 60 kDa chaperonin 544
P94798 Francisella tularensis subsp. holarctica (strain LVS) 60 kDa chaperonin 544
QOBKF7 Francisella tularensis subsp. holarctica (strain OSU18) 60 kDa chaperonin 544
Q14FU4 Francisella tularensis subsp. tularensis (strain FSC 198) 60 kDa chaperonin 544
Q5NEE1 Francisella tularensis subsp. tularensis FSC237 60 kDa chaperonin 544
A7JET7 Francisella tularensis subsp. tularensis FSC033 60 kDa chaperonin 544
A7YUL5 Francisella tularensis subsp. holarctica FSC022 60 kDa chaperonin 544
B2SFF8 Francisella tularensis subsp. mediasiatica (strain FSC147) 60 kDa chaperonin 544
A4IWC4 Francisella tularensis subsp. tularensis (strain WY96-3418) 60 kDa chaperonin 544
A0Q838 Francisella tularensis subsp. novicida (strain U112) 60 kDa chaperonin 544
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N. Pfiklad

porovnani

sekvenci pomoci databaze UniProt: C

(gi|89256983/FTL_1714; gi|56708705/FTT1696)

MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKML DGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGTPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLEESDEARAKME DGVNTLEANAVKVTLGPKGRNVVLDKSEGIPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGTPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI
MAAKQVLFSDEARAKMLDGVNTLANAVKVTLGPKGRNVVLDKSFGAPTI TKDGVSVAKEI

A7NES8S
P94798
QOBKF7
Ql4FU4
Q5NEE1
ATJET7
A7YUL5
B2SFF8
A4l WC4
A0Q838

A7NE8S
P94798
QOBKF7
Ql4FU4
Q5NEE1
A7JET7
A7YUL5
B2SFF8
A4l WC4
A0Q838

A7NES8S
P94798
QOBKF7
Ql4FU4
Q5NEE1
A7JET?
A7YULS
B2SFF8
A4l WC4
A0Q838

k k k ok k kkkkk Kk Kk *k

EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI
EL EDKFENMGAQI

* k k k kK k k *k k x¥ k& k% %

kkhkhkkkkhkkkkkhkkhkkkhkhkhkhkhkhkkkkkkkkhk kK KKk

VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVTAGMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVTAGMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVTAGVMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGVMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGNVMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGI NPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGVMNPMDL KRGI
VKEVASKTADVAGDGTTTATVLAQALLTEGLKAVAAGVMNPMDL KRGI

* k k ok ok ok khk ok k ok ok hkk ok ok ok ok ok ok kkhkkkkhkkkkkhkkhkk o kk o kkkhkkk ok x k¥

* k k kk k ok kkkkk k%

DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKL | ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKL| ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATARLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG
DKATAKLVEELKALSKPCSDPKSI EQVGTI SANSDATVGKLI ADAMAKVGKEGVI TVEEG

* k k k kK -k k k xk k& kx %

* kK k ok ok ok ok ok ok ok ok ok hkkhkkhkkkhkkkkkhkkkkhkkhkkkhkkhkkhkkkhkkkkkkkkx kx kX
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haperone

60
60
60
60
60
60
60
60
60
60

120
120
120
120
120
120
120
120
120
120

180
180
180
180
180
180
180
180
180
180

protein,

CH60_FRATF
CH60_FRATH
CH60_FRATO
CH60_FRAT1
CH60_FRATT
A7TJET7_FRATT
A7YUL5_FRATU
CH60_FRATM
CH60_FRATW
CH60_FRATN

CH60_FRATF
CH60_FRATH
CH60_FRATO
CH60_FRAT1
CH60_FRATT
A7JET7_FRATT
A7YUL5_FRATU
CH60_FRATM
CH60_FRATW
CH60_FRATN

CH60_FRATF
CH60_FRATH
CH60_FRATO
CH60_FRAT1
CH60_FRATT
A7JET7_FRATT
A7YUL5_FRATU
CH60_FRATM
CH60_FRATW
CH60_FRATN

groEL



A7NES8S8 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGVY 240 CH60_FRATF
P94798 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGVY 240 CH60_FRATH
QOBKF7 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGV 240 CH60_FRATO
Q14FU4 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGV 240 CH60_FRAT1
Q5NEE1 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGVY 240 CH60_FRATT
A7JET7 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGVY 240 A7JET7_FRATT
A7YULS KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGVY 240 A7YULS5_FRATU
B2SFF8 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGV 240 CH60_FRATM
A4l WC4 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPI LEGV 240 CH60_FRATW
A0Q838 KGFEDELDVVEGMQFDRGYLSPYFATNQENMTTDLENPYI L1 VDKKI SNI RDLLPVLEGVY 240 CH60_FRATN
*******************************************************:****

A7NES8S8 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRATF
P94798 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRATH
QOBKF7 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRATO
Q14FU4 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRAT1
Q5NEE1 SKSGRALLI ITAEDVESEALATL VVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMEEDI ATLTGATE 300 CH60_FRATT

I

I

I

I

A7JET7 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 A7TJET7_FRATT
A7YULS SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 A7YULS5_FRATU
B2SFF8 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRATM
A4l WC4 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRATW
A0Q838 SKSGRALLI | AEDVESEALATLVVNNMRGVVKVCAVKAPGFGDRRKAMLEDI ATLTGATF 300 CH60_FRATN
* kkkkkkkkkkkhkkhkkhkhkkhkkkhkkhkkhkkhkhkkhkkkkkhkkhkkhkhkkkkhkkhkkikkhkkkkkkkkhkkkhk*k*kkkkkkk*k*%
A7NES8S VSEDLSMKLEETNMEHL GTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRATF
P94798 VSEDLSMKLEETNMEHL GTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRATH
QOBKF7 VSEDLSMKLEETNMEHLGTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRATO
Q14FU4 VSEDLSMKLEETNMEHLGTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRAT1
Q5NEE1 VSEDLSMKLEETNMEHLGTASRVQVTKDNTTI I DGAGEKEAI AKRI NVI KANI'AEANSDY, 360 CH60_FRATT
A7JET7 VSEDLSMKLEETNMEHL GTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 A7TJET7_FRATT
A7YULS VSEDLSMKLEETNMEHL GTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 A7YULS5_FRATU
B2SFF8 VSEDLSMKLEETNMEHLGTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRATM
A4l WC4 VSEDLSMKLEETNMEHLGTASRVLVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRATW
A0Q838 VSEDLSMKLEETNMEHL GTASRVQVTKDNTTI | DGAGEKEAI AKRI NVI KANI AEANSDY 360 CH60_FRATN

*k kK k kK k k ok k ok ok ok ok ok ok kkk ok kok ok xKk k k k ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok kkkkhkkkkkkkhkk ok ok kk kx K
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A7NE88  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDAL HATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CH60_FRATF
P94798  DREKL QERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDAL HATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CH60_FRATH
QOBKF7  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDALHATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CH60_FRATO
QL4FU4  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDAL HATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CH60_FRAT1
Q5NEE1  DREKL QERL AK ISGGVAVIIKVGAVTEAENKE K KDRVDDADHATRAAVEECIWAGGGVARN 420  CH60_FRATT
A7JET7  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDALHATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  A7JET7_FRATT
A7YUL5  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDAL HATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  A7YUL5_FRATU
B2SFF8  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDAL HATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CH60_FRATM
A4IWC4  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDALHATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CHB60_FRATW
A0Q838  DREKLQERLAKLSGGVAVI KVGAVTEAEMKEKKDRVDDALHATRAAVEEGI VAGGGVALI 420  CHB60_FRATN
kkkkkkk Kk kkhkkhkkhkkkkhkkkhkhhkkhkkkhk ki khkhkkkkkhkkhkhkkkhkkkkkhkkkhkkhkkkkkk*k Kk k k%
A7NE88  RAQKALDGL TGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATF
P94798  RAQKALDGLTGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATH
QOBKF7  RAQKALDGL TGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATO
QL4FU4  RAQKALDGLTGENDDQNYGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRAT1
Q5NEE1  RAQKAEDGETCENDDONYCIALNERKANEAPERQIVSNAGCESSVAVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATT
A7JET7  RAQKALDGL TGENDDQNYGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  A7JET7_FRATT
A7YUL5  RAQKALDGL TGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  A7YUL5_FRATU
B2SFF8  RAQKALDGL TGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATM
A4 WC4  RAQKALDGL TGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATW
A0Q838  RAQKALDGL TGENDDQNHGI ALLRKAI EAPLRQI VSNAGGESSVVVNQVKANQGNYGYNA 480  CH60_FRATN
*****************:******************************************
A7NE88  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSAL QHAASI AGLM TTEAMI GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CHB60_FRATF
P94798  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSALQHAASI AGLMI TTEAMI GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CH60_FRATH
QOBKF7  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSAL QHAASI AGLMI TTEAMI GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CH60_FRATO
QL4FU4  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSAL QHAASI AGLMI TTEAMI GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CH60_FRAT1
Q5NEEL  ANDTYGDMVENGHEDPTKV T RSANQHAASIACENMITTEAVMIGENKEAAPAMPMGGEGMGEN 540  CH60_FRATT
A7JET7  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSALQHAASI AGLMI TTEAMI GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  A7JET7_FRATT
A7YUL5  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSAL QHAASI AGLMI TTEAMI GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  A7YUL5_FRATU
B2SFF8  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSAL QHAASI AGLMI TTEAM GEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CH60_FRATM
A4IWC4  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSAL QHAASI AGLM TTEAMI GEl KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CH60_FRATW
A0Q838  ANDTYGDMVEMGI LDPTKVTRSALQHAASI AGLM TTEAMVGEI KEAAPAMPMGGGMGGM 540  CH60_FRATN

k k hk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok hkkhkkkkhk ok hkkhk ok khkkhkkhkkkhkkkkkhkkkkh ko kkhkkkkhkkkhkkkkkkkxkx k¥
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A7NE8S PGMM 544  CH60_FRATF
P94798 PGMM 544  CH60_FRATH
QOBKF7 PGMM 544  CH60_FRATO
Ql4FU4 PGMM 544  CH60_FRAT1
Q5NEE1 PGVMV 544  CH60_FRATT
A7TJET? PGMM 544  A7JET7_FRATT
A7YULS PGMM 544  A7YUL5_FRATU
B2SFF8 PGMI 544  CH60_FRATM
A4l \WC4 PGMI 544  CH60_FRATW
A0Q838 PGMM 544  CH60_FRATN

* Kk Kk -

Znacka , * “ znamena, Ze je dané sekvencéni misto shodné pro vSechny porovnavané kmeny. Prazdné oznaceni sekvencéniho
mista znamena velkou zménu AMK z fyzikalniho hlediska (napf. zména hydrofobni AMK za hydrofilni). Znacka , : “ znamena

nejmensi fyzikalni zménu AMK (napf. zména kyseliny za kyselinu). DalSi znackou ,, . “ je vyjadfena ,stfedni” fyzikalni zména.
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