


UNIVERZITA PARDUBICE
FAKULTA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA

Katedra biologickych a biochemickychv  éd

Proteomicka analyza vzork 0 infikované tkan é ziskanych

pomoci laserové mikrodisekce

DIPLOMOVA PRACE

Autor: Veronika Jedli €kova
Vedouci prace: Mgr. Martin Hubalek, Ph.D.
Doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D

2009



UNIVERSITY OF PARDUBICE
FACULTY OF CHEMICAL TECHNOLOGY

Department of Biological and Biochemical Sciences

Proteomic analysis of infected tissue samples acqui red

by laser microdissection

THESIS
Author: Veronika Jedli €kova
Supervisor: Mgr. Martin Hubalek, Ph.D.

Doc. RNDr. Zuzana Bilkova, Ph.D

2009



ProhlaSuji, Ze jsem tuto praci vypracovala samostatné. VSechny pouZzité
literarni zdroje a informace, které jsem pro sepsani prace pouzila, jsou uvedeny

v seznamu literatury.

Byla jsem seznamena stim, Ze se na moji praci vztahuji prava a
povinnosti vyplyvajici ze zadkona €. 121/2000 Sb, autorsky zakon, zejména se
skute¢nosti, Ze Univerzita Pardubice ma pravo na uzavreni licencni smlouvy o
uziti této prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zakona, a s tim,
Ze pokud dojde k uziti této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o uziti
jinému subjektu, je Univerzita Pardubice oprdvnéna ode mne poZadovat
pfiméreny prispévek na Uhradu nakladu, které na vytvoreni dila vynalozila, a to

podle okolnosti az do jejich skutecné vyse.
Souhlasim s prezen&nim zpfistupnénim své prace v knihovné Univerzity

Pardubice.

V Pardubicich dne: 30.4.2009

Veronika Jedlickova



Univerzita Pardubice
Fakulta chemicko-technologicka
Katedra biologickych a biochemickych véd
Akademicky rok: 2008/2009

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pijmeni: Be. Veronika JEDLICKOVA
Studijni program: N3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Analyza biologickych materidla

Néazev tématu: Proteomicka analyza vzorka infikované tkané ziskanych
pomoci laserové mikrodisekce
Proteomicka analyza vzorkt infikované tkané ziskanych
pomoci laserové mikrodisekce

Zasady pro vypracovani:

1)Teoreticka Cast:

a)Infekce Francisella tularensis - popis epidemiologie, patogeneze a infekénich model
b)Laserova mikrodisekce a jeji vyuziti

c)Metody proteomického vyzkumu - separaéni techniky, hmotnostni spektrometrie
d)Shrnuti pouZivanych postupi pro pfipravu proteomickych vzorki z histologickych rezii
a z fezll pomoci laserové mikrodisekce

2)Prakticka cast:

a)Infekee mysi bakterii Francisella tularensis

b)Histologické Fezy pomoci kryotomu

¢)Zpracovani fezti pomoci imunobarveni

d)Pouziti sestavy pro laserovou mikrodisekei v klasickém usporadani a v usporddani
s fluorescenénim mikroskopem

e)Stanoveni pfitomnosti proteinii pomoci western blotu

f)Testovani piipravy proteomickych vzorkl kompatibilni s LCMS

g)Méfeni a idenitifikace proteinti na LCMS

h)Zhodnoceni vysledki



Rozsah grafickych praci:

Rozsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové prace: tisténa
Seznam odborné literatury:

podle pokynu vedouciho diplomové prace

Vedouci diplomové prace: Mgr. Martin Hubalek, Ph.D.
FVZ UO Hradec Kralové
Konzultant diplomové prace: doc. RNDr. Zuzana Bilkovi, Ph.D.

Katedra biologickych a biochemickych véd

Datum zadani diplomové prace: 1. fijna 2008
Termin odevzdani diplomové prace: 7. kvétna 2009

5]

ek Y ds L

i /‘.“' J".‘ -
prof. Ing. Petr Losfidk, DrSc. doc. RNL‘%&R& BiEkm';,’le;.D.

A

dékan vedoucl katedry

V Pardubicich dne 27. tnora 2009



ANOTACE

Laserova mikrodisekce (LMD) je metoda, s jejiz pomoci se pfipravuji
vzorky pro rGzna bioanalytickd stanoveni. Prfiprava spociva v izolaci
pozadované oblasti bunék ztkarnovych ¢&i buné&fnych preparatd. LMD se
pouziva hlavné pro ucely genomické analyzy. V poslednich letech se objevuji
studie, které tuto metodu vyuzivaji pro pfipravu vzorkd uréenych k proteomické
analyze. NejCastéji jsou v proteomice vyuzZivana  spojeni LMD
s elektroforetickymi metodami, po nichZ nasleduje analyza proteind hmotnostni
spektrometrii. V - menSi mife se vyskytuji prace, jejichZz postupy jsou zaloZené
na kombinaci LMD pfimo s hmotnostni spektrometrii.

V této praci byla provedena proteomicka analyza infikovanych tkani
kiZze mysi s cilem identifikovat bakterialni proteiny. Tkané byly ziskany z mysi
linie Balb/c infikovanych bakterialnim kmenem Francisella tularensis LVS/GFP.
Pouziti tohoto bakterialniho kmene bylo ovéfeno vin vitro pokusech na
bunééné makrofagové linii J774. Pro dukaz bakterialni infekce v odebranych
tkdnich bylo vyuZito mikroskopického hodnoceni imunochemicky barvenych
histologickych preparatt. Kontrolou, potvrzujici pfitomnost Francisella tularensis
v zpracovavanych tkanich byla detekce bakterialnich proteind IgIC, IgIB, nebo
FTT1103 pomoci Western blotu. U vzorkd ziskanych z LMD za pouziti
fluorescenéni mikroskoplie a vzorkd celych tkanovych fezl byla provedena
hmotnostni analyza proteind Francisella tularensis na LC-ESI-QTOF.
Z celkového poctu dvaceti vzorkl (16 LMD vzorkd a 4 vzorky celych tkanovych
fezd) bylo v programu Phenyx identifikovano 52 peptidovych sekvenci a k nim

pfifazeno 34 proteind.

KlicovA slova: laserova mikrodisekce, tandemova hmotnostni
spektrometrie, Francisella tularensis, proteomickd analyza, fluorescenéni

mikroskopie



SUMMARY

Laser microdissection (LMD) is a method that is used for preparation of
variety of bioanalytical assays. Requiered section is isolated from tissues or
cells by this method. Currently, LMD is mostly used for genomic analyses. New
studies that apply LMD for preparation of proteomic samples has emerged.
Usually LMD samples are separated by electrophoretic methods followed by
mass spectrometry. Less often LMD is combined directly with mass
spectrometry.

Proteomic analysis of infected skin tissues of mice aiming to identify
bacterial proteins was performed. Tissues were dissected from Balb/c mice
infected by Francisella tularensis LVS/GFP. In vitro tests to confirm the
application of GFP bacterial strain in order to visualise the bacteria in situ was
performed. Also, immunohistochemical staining confirmed the bacteria at the
site of developed granulomas, as well as presence specific bacterial proteins
IgIC, IgIB or FTT1103 by Western blotting. The samples from LMD of
fluorescent microscopy and the whole cryosection were analysed by LC-ESI-
QTOF. There were 52 peptide sequences identifying 34 proteins out of twenty

samples (16 LMD and 4 cryosections) found.

Key words: laser microdissection, tandem mass spectrometry,

Francisella tularensis, proteomic analysis, fluorescent microscopy
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POUZITE ZKRATKY

1D

2D

ACN
ACpA
BalB/C
BCA
C57BL/6
CCL2

CD
ClpB
CR3
CR4
CXCL8

DC
DNA
DTT
EEA-1
ELISA
ESI

FPI
HPLC
IAA
ICAM-1

jednorozmérna elektroforéza
dvourozmérnd elektroforéza

acetonitril

kysela fosfataza

oznaceni typu mysi

bicinchoninova kyselina

oznaceni typu mysi

chemokine (C-C motif) ligand 2
(chemokinovy C-C ligand)

cluster determinant (diferenciacni antigen)
kaseinolyticka protedza B
komplementovy receptor 3
komplementovy receptor 4

chemokine (C-X-C motif) ligand 8
(chemokinovy C-X-C ligand)

dendriticka burnka

deoxyribonukleova kyselina

dithiotreitol

early endosomal antigen (ranny endosomalni antigen)
enzyme-linked imunosorbent assay
elektrosprej

Francisella pathogenicity island
vysokoucinna kapalinova chromatografie
jodacetamid

intracellular adhesion molecule 1
(mezibunécna adhezivni molekula)
infraCervené zareni

interferon

intracellular growth locus (lokus pro intracelularni rast)



IgM, G, A imunoglobulin M, G, A téz protilatky

IL interleukin

IT iontova past

Kat G katalaza/peroxidaza

LAMP s lyzozomem asociovany membranovy protein
LC kapalinova chromatografie

LCM laser capture microdissection

(laserovéa zachytna mikrodisekce)
LMD laserova mikrodisekce
LMPC laser microdissection and pressure catapulting

(LMD s pulznim laserovym paprskem pro katapultaci)

LPS lipopolysacharid

LVS live vaccine strain (Zivy vakcina¢ni kmen)
MALDI desorpce/ionizace laserem za G&asti matrice
MCP-1 methyl-accepting chemotaxines protein

(membranovy kofaktorovy protein)

MF mobilni faze
Mgl macrophage growth locus (lokus pro rist v makrofézich)
MHC major histocompatibility complex

(hlavni histokompatibilitni komplex)
MIP-2 major intrinsic protein
(chemotakticky faktor pro monocyty)

MS hmotnostni spektrometrie

MS/MS tandemova hmotnostni spektrometrie

m/z efektivni hmotnost

NK natural killer

NLR NOD-like receptor

NMR nuklearni magneticka rezonance

NOD nukleotide-binding oligomerization domain
PCR polymerazova fetézova reakce

pdp patogenicity determinant protein

(patogenicitu urcujici protein)

PI3K fosfatidylinositol-3-fosfokinaza



PPMD piezo power for microdissection
(mikrodisekce piezo-mikroskalpelem)

PMN polymorfonuklearni leukocyt, neutrofil

PVDF polyvinylidenfluorid

Q kvadrupol

RES retikuloendotelialni systém

RFLP restrikéni polymorfismu délkovych fragmentt

RNA ribonukleova kyselina

RPC Reversed-phase chromatography
(chromatografie na obracené fazi)

rRNA ribozomalni ribonukleova kyselina

SDS dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE polyakrylamidova elektroforéza za pfitomnosti
dodecylsulfatu sodného

SELDI laserova desorpce/ionizace usnadnéna povrchem

SF stacionarni faze

SH skupiny thiolové skupiny

Sod superoxiddismutaza

SPE extrakce na pevneé fazi

TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfin

TGF-B transformuijici rastovy faktor beta
TLR Toll-like receptor

TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa

TOF time-of-flight (pruletovy analyzator)
uv ultrafialové zareni

VCAM-1 vascular cell adhesion molecule 1

(cévni adhezivni molekula)

Pozn. Ostatni zkratky pro chemikalie a roztoky jsou uvedeny v kapitole 3.1.1 a 3.2.
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1. UVOD

Laserova mikrodisekce (LMD) je metoda umoZiujici snadno a rychle
vybrat a izolovat cilenou skupinu bunék z komplexnich tkanovych ¢&i bunéénych
preparatu. Tato metoda nachazi uplatnéni v mnoha oborech. V sou¢asné dobé
se zacina projevovat jeji pfinos pfi pfipravé vzorku pro proteomickou analyzu. Z
mnoha studii je zfejmé, Ze v kombinaci svysoce citlivou hmotnostni
spektrometrii Ize ziskat neocenitelné informace o pfesné definované oblasti
bunék.

Velmi rozSifenou aplikaci je spojeni LMD s elektroforetickymi metodami
nasledované analyzou hmotnostni spektrometrii. Cinidla pouZivana b&hem
elektroforetického zpracovani vzorku vSak snizuji citlivost stanoveni na

hmotnostnim spektrometru.

Snahou této diplomové prace bylo posoudit, zda spojeni laserové
mikrodisekce a tandemové hmotnostni  spektrometrie  pfi absenci
elektroforetickych metod je vhodné pro proteomickou analyzu infikovanych tkani
s durazem na identifikaci bakteridlnich proteind. K tomuto Gcelu byly pouZity,
jako infekéni model, mysi linie Balb/c a oslabeny bakterialni kmen Francisella
tularensis LVS/GFP. Genom Francisella tularensis LVS/GFP obsahuje gen,
ktery koduje protein GFP (green fluorescent protein) umoZzujici sledovani
bakterie pomoci fluorescenéni mikroskopie. Proteomicka analyza byla
provedena u laserem disektovanych infikovanych tkani pomoci LC-ESI-QTOF
hmotnostniho  analyzatoru s cilem identifikovat bakterialni  proteiny

Francisellatularensis.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Bakterie Francisella tularensis a onemocn éni tularémie

2.1.1. Obecna charakteristika bakterie  Francisella tularensis

Francisella tularensis je zastupce aerobnich Gram-negativnich bakterii.
Vyskytuje se ve formé& malych, nepohyblivych ty€inek az kokobacill o velikosti
0,2-0,7 x 0,2 ym. Ma pouzdro, netvofi spory a neprodukuje toxiny. Kultivace je
pomald a naroCna. Pro svij rast potfebuje pfitomnost Zeleza a SH skupin,
dodavanych ve formé cysteinu nebo cystinu.* 2

Francisella tularensis je fakultativné intracelularni bakterie a je
povaZzovana za puvodce onemocnéni tularémie u zvifat a lidi. Tato nemoc
muaze mit rdzny prabéh v zavislosti na formé onemocnéni a na bakterialnim
poddruhu.

Diky své vysoké virulenci, nizké infek&ni davce, schopnosti Sifit se
vzduSnou cestou formou aerosolu a zpusobit zavazna onemocnéni vedouci az
ke smrti, se fadi do skupiny agens povaZzovanych za potencionalni biologickou

zbran.®

2.1.2. Taxonomie

Pavodné tato bakterie nesla nazev Bacterium tularensis.* Na zakladé
serologické analyzy bylo jeji oznadeni zménéno na Pasteurella tularensis.’
Jméno Francisella bylo nasledné zvoleno na pocest Edwarda Francise, ktery
mezi prvnimi tularémii studoval.®

Na zakladé analyzy sekvence genu pro 16S rRNA je kmen
Francesellaceae fazen do y-podtfidy Proteobacteria.” ® Souasna taxonomie
pod tento kmen fadi jediny rod Francisella. Dle DNA podobnosti a slozeni
mastnych kyselin v bunééné sténé spadaji pod tento rod dva druhy, Francisella

tularensis a Francisella philomiragia.® °
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Francisella tularensis zahrnuje Ctyfi poddruhy uréené dle biochemickych
a genetickych test(d. Poddruh tularensis (nazyvany téz typ A) se vyskytuje
v Severni Americe. Rozdéluje se podle geografického rozSifeni do dvou
geneticky odliSnych tfid — typ A; (Kalifornie, Massachusetts a stfedozapad USA)
a typ A, (Kalifornie a oblast Skalistych hor).® *° O zafazeni rodu Francisella do
skupiny agens povaZzovanych za potencionalni biologickou zbran bylo
rozhodnuto pravé kvuli vysoké virulenci typu A pro mnoho druh( zvifat a pro
lidi. F.tularensis ssp. holarctica (typ B) je méné virulentni a je rozSifen
v Severni Americe, Evropé i Asii. Pod ssp. holarctica se fadi tfi biovary - biovar
IEry® (erythromycin citlivy), IEry® (erythromycin rezistentni) a Japonica
izolovany v Japonsku.®® Ve stfedoasijskych republikich byvalého SSSR je
zaznamenén vyskyt velice malo virulentniho poddruhu mediasiatica. Nizkou
virulenci, ale stale patogenni vlastnosti pro jedince s oslabenou imunitou, ma
poddruh novicida identifikovany v Severni Americe a nedavno v Australii.**

Porovnani sekvence genu pro 16S rRNA s dalSimi bakteriemi ukazuje
pfibuznost dalSich organismu, které mohou byt zafazeny do rodu Francisella.
Prikladem je Wolbachia persica a dalSi endosymbionti nalezeni v klistatech a

v prvocich. %8

2.1.3. Epidemiologie

Vyskyt Francisella tularensis a snim souvisejici onemocnéni je
soustfedén na severni polokouli. Od roku 1911, kdy byla v Kalifornii poprvé tato
bakterie ur€ena jako puvodce tularémie, byly pravidelné popisovany pripady
v USA, Kanadé, vminulosti v Mexiku, dale ve Svédsku, Finsku, Rusku,
Kazachstanu, Uzbekistanu, Turkmenistanu, Ceské republice, na Slovensku a v
Japonsku. Oblasti Ruska, Skandinavie a USA, hlavné staty Arkansas, Missouri,
Jizni Dakota, Oklahoma a Montana, byly oznafeny jako mista s nejvySSim
potem zaznamenaného onemocnéni.®**!* Naposledy se ohniska tularémie
objevila na Uzemi Turecka (1988), Spanélska (1997) a Kosova (1999).1% > 16

Izolace kmene podobného F. tularensis ssp. novicida v Severnim teritoriu
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Australie vSak ukazuje, Ze rozSifeni tohoto druhu je mnohem vétSi nez se

predpokladalo.*

F. tularensis maze preZivat v riznych ekosystémech, coz dokazuje jeji
pritomnost u pfiblizné 250 druhl Zivoc&ichd. Byla nalezena u savcu, ptaku, ryb,
obojzivelnikG a bezobratlych. Tularémie je pfenasena na clovéka infikovanymi
zvifaty, z nichz nejvétSi vyznam maji hlodavci (mysi, krysy, veverky, bobfi,
ondatry aj.) a zajicoviti (zajici, kralici). Pfenos bakterii je zprostfedkovan
vektory, mezi které se Fadi krevsajici hmyz — klistata, komafi, moskyti a
nékteré druhy savych much. PFi¢inou onemocnéni maze byt bakteridlni aerosol
nebo kontaminovand voda, u niz dosSlo ke znecisténi moci a fekalnim
materidlem infikovanych zvifat.®® 12 Predpokladanou moZnosti znegisténi
vodnich zdroji muze byt i prezivani F. tularensis v prvocich, coz se podafilo
prokazat v laboratornich podminkach u Acanthamoeba castellanii.*” *® Cyklus
této bakterie v Zivotnim prostfedi vS8ak neni natolik popsan, abychom mohli urcit

presny mechanismus prezivani v pfirodé.

2.1.4. Bakterialni struktura a faktory virulence

V soucCasné dobé je bakterialni struktura a faktrory virulence pfedmeétem
intenzivniho vyzkumu, hlavné z divodu potfeby Gc¢inné vakciny. Mechanismy
virulence nejsou dostate¢né popséany a identifikovanych faktor virulence je
pouze maly pocet.

Mezi znamé povrchové faktory virulence patfi lipopolysacharid (LPS téz
endotoxin), pouzdro a pili.

LPS ma neobvyklou strukturu lipidu A, coz je pravdépodobné dusledek
nizké toxicity v porovnani s LPS jinych Gram-negativnich bakterif.? 19 202122
Neni schopny nespecifické aktivace B-lymfocytd in vitro a vliv na produkci
prozanétlivych cytokind (IL-1 a TNF-a) je tisickrat menSi nez u Escherichia
coli.?* # Na makrofazich krys je navic prokdzano, e LPS ssp. tularensis
nevyvolava tvorbu oxidu dusnatého potfebného pro potlaceni bakterialniho

rastu.?+?’
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Pouzdro tvofi polysacharidovy obal, ktery chrani bakterii pfed U€inkem
sérového komplementu. Je u néj prokazana pritomnost imunogennich struktur,
nicméné detailni analyza zatim nebyla provedena.® 28

Francisella tularensis obsahuje geny pro pili typu IV.?* % Tento typ pilti je
spojovan se sekreénim systémem typu Il, ktery dosud neni jasné popsan.>!
PfestoZe je znama role tohoto typu pilt pfi adhezi na hostitelskou buriku, tvorbé
biofilmu, pfenosu DNA a pohybu u jinych bakterii, nejsou stale pfesné uréeny
fyziologické a funkéni vlastnosti u F. tularensis.®***> Sekreéni systémy typu lIl,
IV a V nejsou v genomu této bakterie kédovany. O typu | se uvazuje vzhledem
k nalezenym gentim tolC a ftIC.%® 3" Nové popsany sekreéni systém typu VI je
také dlleZitym predmétem vyzkumu u Francisella tularensis.*®

Mezi faktory virulence je fazena i fada genl kédujicich vyznamné

proteiny.

MglAB operon je dllezity pro intracelularni proliferaci bakterii. Kéduje
protein MgIA a MgIB. MglA reguluje kyselou fosfatazu (AcpA), ktera inhibuje
respiraéni vzplanuti makrofagli, a transkripci gentd zejména v oblasti DNA

nazyvané FPI (Francisella pathogenicity island). * 3%

V misté FPI se nachazi operon iglABCD, ktery nese geny pro proteiny
IglA, IgIB, IgID a IgIC (23 kDa).** > %2 %1 |gIC je nezbytny pro rust bakterii uvnitf
makrofagu, pro unik z fagozomu a vyvolani apopt6ézy (programovana bunééna
smrt). Na FPI se dale nachazi operon pdp (patogenicity determinant protein) a
geny pro pdpA, pdpB, pdpC a pdpD proteiny, také s podstatnym vyznamem pro
intracelularni rast. Experimenty ukazaly, Ze proteiny IglA, IgIC a pdpB hraji roli
v mechanismu ziskavani zeleza.** %

Dulezitym faktorem virulence se ukazuje MinD protein, ktery zabezpecuje
integritu bakterialni burky, chrani bakterii pfed oxidacnim zabitim a vyvolava
apoptozu. > 4°

Identifikovany jsou také dalSi kandidati napf. geny kodujici proteiny o
neznamé funkci FTT0918 a FTT0919, ClpB proteaza, superoxid dismutaza

(Sod), kataldza/peroxidaza (Kat G), ABC transporter, homolog alanin racemazy,
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homolog glutamin fosforibozylpyrofosfat amidotransferazy a nékolik dalSich

proteind a gend. 3 434897

2.1.5. Patogeneze

2.1.5.1 Prabéh infekce bu nky

Francisella tularensis je intracelularni bakterie. Je schopna infikovat
makrofagy a dalSi podobné buriky retikuloendotelidlniho systému (RES). Jsou
zaznamenany infekce Kupfferovych bunék v jatrech, alveolarnich makrofagua
v plicich. Bakterie napada i dendritické burnky (DC), hepatocyty a epitelialni
buriky.*9>2
Vstup do hostitelské buriky je zprostfedkovan fagocyt6zou, ktera je
zavisla na signalni cesté pfes fosfatidylinositol-3-fosfokinazu (PI3K). Vstup
bakterie do bunky je rovnéz umoznén prostfednictvim cytochalasinu B a
preskupenim aktinovych filament. Fagocytdéza je podporovana opsonizaci
bakterie C3 slozkami komplementu. Interakce mezi komplementem a
komplementovymi receptory CR3 a CR4 umozniuje snadnéjSi adhezi a pohlceni
fagocytujicim makrofagem. DalSimi u€astnicimi se receptory jsou manndzové
a ,scavenger” receptory.>®>°

Je prokazano, Ze bakterie se po pohlceni nachazi ve fagozomu, ktery
nejprve ziskava znaky ¢asného endosomu EEA-1(early endosomal antigen) a
pozdéji znaky pozdniho endosomu CD63 (diferencia¢ni antigen), LAMP-1 a
LAMP-2 (s lysozomem asociované membranové glykoproteiny). Lysozomalni
znak kathepsin D, ktery je spojovan se splynutim endozomu a lysozomu, neni
pritomen. Navic se ukazuje, Ze prostfedi vakuoly nema dostate¢né kyselé pH.
V nésledujici fazi, po 3 - 4 hodinach od zacatku infekce, se mnozstvi znaku
LAMP-1 a CD63 snizi, coz indikuje rozpad fagozomalni membrany. Fagozom je
rozru$en a bakterie unika do cytoplazmy, kde se za&ina mnozit.”®®° Ke svému
rstu vyuziva nutriéni zasoby hostitelské bunky, zejména nezbytné ionty zeleza
a latky s cysteinovou funkéni skupinou. Studie na mySich makrofazich dokazuiji,

Ze se lze setkat i s opétovnym vstupem bakterie do tzv. autofagozomu. Tyto
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vakuoly, pozitivni na kadaverin, splynou se sekundarnimi lysozomy, ¢imz se
docili okyseleni jejich prostfedi a hostitelskd burika je schopna kontrolovat
bakterialni infekci. % % ®*

Po 24 hodinach, v dobé vrcholu intracelularni proliferace bakterii, se
objevuji znamky cytopatického efektu a patogenem vyvolané apoptozy.
V pozdnich fazich infekce Ize pozorovat i znamky nekrézy. Mezi projevy
apoptézy se fadi pfFitomnost anexinu V na povrchu umirajicich bunék a

fragmentace jaderné DNA.%* 3

Apopt6za vyvolana F. tularensis mtze probihat dvéma mechanismy.®* %
Prvni mechanismus zahrnuje cestu pfes uvolnéni mitochondrialniho
cytochromu C a aktivaci kaspaz 9 a 3. Druhy je zaloZzen na sekreci IFN-f
inflkovanymi burikami a na aktivaci kaspazy 1 a sni i multiproteinového
komplexu (v anglické literatufe oznagovany pojmem inflammasome®).®®
Vysledkem apoptozy je smrt buriky a uvolnéni bakterii, které nasledné opét

infikuji dalSi makrofagy.

PfestoZe se v posledni dobé objevilo mnoho studii, stale neni cyklus této

bakterie dostate¢né detailné popsan.

2.1.5.2 Odpov éd’ hostitele

Pri infekci hostitele dochazi k reakci imunitniho systému na pfitomnost
bakterii Francisella tularensis. Tato odpovéd umoZzZnuje hostiteli komplexni
ochranu vici patogenu. Patogen vSak dokaze nékteré mechanismy ovliviiovat a
prekonavat, coZz mu umoznuje prezivat v intracelularnim prostfedi a uniknout
obrannym procestm hostitele.

Sérum obsahuje slozky komplementu, které zajiStuji mimojiné opsonizaci
bakterii. Opsonizované bakterie jsou |épe pohlcovany fagocytujicimi burfkami,
jako jsou neutrofily (polymorfonukleary PMN), dendritické buriky (DC) ¢i bunky
monocyto-makrofagové linie.?® >3 >* %7 7e studii se ukazuje, Ze neutrofily se
zapojuji v prvi fazi infekce. Nejsou vSak schopny franciselu usmrtit, protoze
infekce u nich blokuje proces respiraéniho vzplanuti, tj. produkci reaktivnich

kyslikatych latek.®®
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Dulezitou roli pfi kontrole infekce hraji téZ cytokiny a chemokiny, zejména
prozanétlivé cytokiny IFN-y (interferon gama) a TNF-a (tumor nekrotizujici
faktror) a IL-12 (interleukin) sekretovany makrofagy, dendritickymi burikami a
NK burikami (natural killer).?® ™ In vitro byla prokazéana také produkce MCP-1
(membranovy kofaktorovy protein), IL-1, MIP-2 (chemotakticky faktor pro
monocyty), CCL2 (chemokinovy C-C ligand) u makrofagli a endotelialnich
bunék, IL-8 u monocytd a CXCL8 (chemokinovy C-X-C ligand) u endotelialnich
bunék.”*" Dal&imi slougeninami, které jsou zasadni pro obranu hostitele, jsou
reaktivni kyslikaté a  dusikaté radikaly. Vyznamnou roli pfi usmrcovani
Francisella tularensis hraje oxid dusnaty a peroxynitritovy radikal, které jsou
produkovany IFN-y aktivovanymi makrofagy.”®"® Pro rozpoznavani bakterii je
nutna pritomnost receptord na povrchu a uvnitf hostitelskych bunék.
Komplementové, ,scavenger‘, manndzové a Toll-like receptory (TLR) umoziuji
prilnuti a pohlceni Francisella tularensis.?® >3 > 7 Jiné intracelularni NOD/NLR
receptorové molekuly se u€astni mechanismu apoptdzy zahrnujici cestu pfres
kaspazu 1, zminénou vyse.®> ® Bakterie téZ indukuji expresi povrchovych
molekul VCAM-1 (cévni adhezivni molekula), ICAM-1(mezibuné&na adhezivni
molekula) a E-selektinl u studovanych endotelovych bun&k.”? Zména
povrchovych struktur je zaznamenana i u dendritickych bunék, které jsou
zodpoveédné za predkladani antigent. Tyto buriky, stimulované T-lymfocyty,
prezentuji ve zvySeném mnoZzstvi receptorové molekuly CD40, CD86 a MHC Il
(hlavni histokompatibilitni komplex) a produkuji fadu cytokind, mezi nimi i
TGF-B (transformujici rlstovy faktor beta) spojovany s potlaovanim zanétlivych
procesﬁ.67’ 79, 80

Ukazuje se, Ze hlavni ulohu imunitniho systému v reakci na pfitomnost
Francisella tularensis nesou lymfocyty, prevazné CD4*, CD8" a y/5 T buriky.?#°
Zajistuji specifickou bunénou pamét a jsou zasadni pro kontrolu primarni
infekce a pro vakcinaci vyvolanou ochranu. B lymfocyty se pak hlavné zasazuji
o protilatkovou odpovéd produkci IgM, 1gG a IgA specifickych protilatek.® 1%
NK bunky maji také dualezitou pozici pfi primarni infekci. Jejich hlavni Gloha
spociva v sekreci IFN-y, jejich schopnost vyvolat lyzu u infikovanych bunék se
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zda byt meéné vyznamna v porovnani sinfekcemi vyvolanymi jinymi

bakteriemi.®® °

2.1.6. Tularémie

2.1.6.1 Kilinické formy

Inkubaéni doba onemocnéni tularémie je 3-5 dni. V pocatcich se
vyskytuji nespecifické pfiznaky jako horecka, zimnice, malatnost, bolesti v krku
a hlavy. DalSi projevy choroby zavisi na poddruhu F. tularensis a na vstupni
cesté patogenu do organismu — pres kuzi a mukdézni membrany nebo
vdechnutim.? 13 8

Obecné, onemocnéni zplsobené Francisella tularensis ssp. tularensis je

Do skupiny s nejcastéjSim vyskytem se fadi formy tularémie, jejichz
vstupni branou je kiZze a mukozni membrany. NejbéznéjSi ulceroglandulérni
forma tularémie je spojena s pfenosem vektory a s kontaktem s infikovanym
zvifetem. Kozni leze v misté vstupu bakterie prechazi ze stadia papule pfes
pustulu az do faze otevieného viedu, ktery se I€cCi jizvou. Po nékolika dnech je
onemocnéni doprovazeno tvorbou granulomi v misté infekce a zvétSenim
regiondlnich miznich uzlin, které v zadvaznych pfipadech mohou nasledné i
prasknout.

Glandularni tularémie se od pFfedchozi odliSuje pouze nepfitomnosti
viditelného mista vstupu infekce. Okuloglandularni tularémie se projevuje
podobné jako jiz vySe zminéné formy. Je zpusobena zanesenim bakterii do oka
kontaminovanym prstem nebo aerosolem. Pfiznakem je zanét spojivkového
vaku spojeny s otokem vicka, fotofobie a nékdy i zvétSeni preaurikularnich
miznich uzlin v oblasti ucha. Orofaryngealni tularémie je vazana na pripady
pozieni kontaminovanych potravin a vody. Ma podobny prabéh jako predeslé
pripady s tim, Ze primarni leze se vyskytuji na sliznicich Ust nebo jinych oblasti
traviciho traktu a postizeny trpi stomatitidou (zanét sliznice dutiny Ust) a

faryngitidou (zanét hitanu).
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Infekce zapfi€¢inénd vdechnutim bakterii rozptylenych v aerosolu
provazi znaky pneumonie jako bolest na hrudi, suchy kaSel, dechova
nedostate¢nost a jiz zminéné nespecifické pfiznaky. Opét je mozné
zaznamenat zvétSeni prisluSsnych miznich uzlin. V komplikovanych pfipadech
se mohou vyskytnout Zivot ohroZujici septické stavy, zanét mozkovych blan,
zanétlivé stavy srdce, organové selhani (zejména jater a ledvin), které mohou
koncit smrti.

Pripady, kdy se tularémie prezentuje jako systémové onemocnéni a neni

jasné uréena brana vstupu infekce, se oznaéuji pojmem tyfoidalni.** 3 &

2.1.6.2 Diagnostika

Pritomnost infekce F.tularensis se da dokazat ve sputu, faryngealnich
sekretech, krvi, séru, aspirdtu z miznich uzlin, ve zvifecich sekretech, ve
stérech z otevienych viedu, v tkanovych vzorcich (slezina, jatra, plice, ledviny,
srdce, mozkové pleny, stieva) a také ve vodé a vzorcich bahna.

Diagnostika se provadi mikrobologickymi, imunochemickymi a
molekularn&-genetickymi metodami.®” &

Tradi¢ni mikrobiologicka diagnostika zahrnuje kultivaéni prikaz bakterii a
biochemické testy. Pro rist bakteridlnich kolonii, pozorovatelnych po 48-72
hodinach, se pouZzivaji pevna média, nejCastéji ¢okoladovy a srdcovy agar
obohaceny o cystein, pfipadné o antibiotika a jiné nezbytné slozky.
Biochemické testy jsou mélo vyuZivané, pfesto maji své misto pfi identifikaci
subtypt Francisella tularensis. 88’

Principem imunochemickych metod je reakce antigen-protilatka. Pro
pfimou detekci bakterialnich lipopolysacharidovych, vnéjSich membranovych a
jinych antigennich struktur je vhodné rychla sklickové aglutinace, rizné varianty
metody ELISA (enzyme-linked imunosorbent assay) a imunoblot. Do této
skupiny se také fadi imunochemicka a imunofluorescencni barveni, ktera jsou

vyhodnéjSi nez slabé Grammovo barveni. Pro serologické stanoveni protilatek,
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které je mozné az po dvou tydnech od pocatku infekce, se pouZzivaji metody
zkumavkové aglutinace, mikroaglutinace a ELISA.%%%’

NejmladSi a rychle se rozvijejici molekularné-genetické metody se
zameérfuji na detekci DNA Useku genl. PCR metodou (polymerazova fetézova
reakce) se nejcastéji uruji geny vnéjSich membranovych proteinu fopA, tul4 a
sekvence genu pro 16S rRNA. Pro zafazovani do poddruhu Francisella
tularensis se pouzivaji citlivéjsi varianty metody PCR — razné druhy real-time
PCR, RFLP (restrikéni polymorfismus délkovych fragmentd) a jiné. Dale se lze
v praxi setkat s PFGE (pulzni gelova elektroforéza) a Southern blotem. &8’

V budoucnu by se k témto bézné provadénym diagnostickym postupum
mohl pfipojit tzv. test T-bunék, zalozeny na stimulaci T lymfocytd bakteriemi

nebo jejimi antigennimi strukturami.®®2®

2.1.6.3 Lécéba

Dfive byly lékem prvni volby baktericidné pusobici aminoglykosidy,
hlavné streptomycin. Dnes je streptomycin zfidka pouZzivan, kvali problémuam
s oto- a neurotoxicitou. Nahradou se stal gentamicin. Z divodu parenteralniho
podani a neustalého monitorovani hladin 1€k, se pouziti téchto antibiotik
omezilo jen na zavazné formy tularémie napt. tularemicka meningitida.*? 8% &

Tetracykliny se staly soucasti |éCby infekci i presto, Ze maji pouze
bakteriostaticky uc€inek a jsou spojovany s €astéjSim navratem onemocnéni
(relapsem). V minulosti se podaval chloramfenikol, v sou€asné praxi pfevaZzuje
doxycyklin. Vyhoda tetracyklind spoc€iva v oralnim podavani léka a nizSi
toxicit. "> #

Nové moznosti vIécbé nabidla chinolonova antibiotika, jmenovité
ciprofloxacin. Osvédcil se jako uc€inny prostfedek proti tularémii typu B u lidi a
svUj baktericidni efekt potvrdil také u typu A in vitro. Na zakladé klinickych studii
se ukazalo, Zze by mohl splfiovat pfedpoklady pro pouziti pfi |éCbé déti a
téhotnych Zen.? 869091
Neuc¢inna se ukazala betalaktamova antibiotika, co-trimazol a

89, 92 U 91, 93, 94

clindamycin. rimfapinu byla stanovena rezistence in vitro.
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Erytromycin je oznaCen jako nevhodny, kvuli vyskytu rezistence v severni

Evropé (Skandinavie, Rusko).?® %

2.1.6.4 Vakcinace

Jiz pfes 80 let je snaha vyvinout oCkovaci latku proti tularémii, presto
dosud neexistuje bezpeéna a dostate¢né ucinna schvalena vakcina.

Usmrcené celobunééné, na lipopolysacharidové antigenni strukture
zaloZzené subjednotkoveé a lyofilizované (rozSifené v byvalém Sovétském svazu)
vakciny nespliuji pozadavky na imunizacni efekt a ¢asto se u nich projevuji
vedlejSi pfiznaky podobné pfirozené infekci Francisella tularensis.

V soucasné dobé se pouzivad vakcina s oznacenim LVS (live vaccine
strain), jejimZz zakladem je oslabeny kmen ziskany pasdzovanim z Francisella
tularensis ssp. holarctica. Je pouzivana hlavné pro ockovani laboratorniho
personalu na rizikovych pracovistich. Vakcina ma dobry imunizaéni efekt,
poskytuje dobrou ochranu pfed systémovou infekci tularémie typu A i B, ale
nizSiho efektu je dosazeno pfi vystaveni imunizovaného organismu aerosolu.
Problémy se stabilitou virulence a standardizaci vakciny znemoznuji splnéni
licenénich poZadavky.® 12 13 45 9

Z dosavadnich studii byly navrzeny dva pfistupy, které by mohly vést
k ziskani acinné vakciny. Prvni pfedpoklada vytvofeni oslabené varianty F.
tularensis na zakladé mutace gend nezbytnych pro metabolismus aromatickych
aminokyselin, biosyntézu purin nebo genu regulujicich genovou expresi
faktort virulence. Druhy je zaloZen na identifikaci protektivnich imunogennich
slozek F. tularensis, které by byly pfedkladany imunitnimu systému jako

sougast subjednotkové vakciny.™

2.1.7. Infek €ni modely

Pro studium virulenénich faktort, patogeneze, Zivotniho cyklu bakterie a
obrannych mechanismul hostitele se pouZzivaji modely infekce. Modely infekce

umozniuji sledovani chovani bakterii a hostitele a poskytuji informace, které jsou
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zasadni pro vytvofeni teorii vysvétlujicich interakce hostitel-patogen
Vv pfirozeném prostredi.

Pro studium Francisella tularensis se pouzivaji hlavné méné virulentni,
oslabené bakterialni kmeny, nejbé&znéji Francisella tularensis ssp. novicida,
Francisella tularensis LVS a od ni odvozené mutantni kmeny. Pfikladem
mutantniho kmenu muze byt Francisella tularensis LVS/GFP, ktery produkuje
protein GFP (green fluorescent protein). Tento protein umoznuje sledovani
bakterii pomoci fluorescenéni mikroskopie. Oblibenym objektem pro studia je
také vysoce virulentni kmen Francisella tularensis SCHU S4. Pfi manipulaci
s timto kmenem se pracuje za zvySenych bezpecnostnich podminek. In vitro
pokusy vyuzivaji bunécnych linii, zejména monocyto-makrofagové linie (napf.
mySi makrofagova linie J774). Existuji vSak i pokusy na endotelialnich burikach,
hepatocytech, dendritickych bunkach aj. Bunééné linie jsou nejenom zvifeciho
puvodu (napfiklad z mysi, krys), ale také lidského. Metody provadéné in vivo
jsou zalozené na studiu bakterii v Zivych organismech. NejCastéji se Ize setkat
s hlodavci chovanymi pro vyzkumné ucely, jako jsou mysSi Balb/c, C57BL/6 atd.
Ale pokusy Ize provadét i s jinymi Zivogisnymi druhy.*

Infikované oblasti tkani se z zivoCichu odebiraji, pfipravuji se z nich
tkariové barvené a nebarvené preparaty, které jsou podrobovany
mikroskopickému vySetfeni, nebo se pomoci pfisluSnych postupt tkané

upravuji pro proteomickou analyzu.

2.2. Priprava histologickych preparat a

2.2.1. Fixace tkani

Tkané ziskané za UCelem pfipravy histologickych preparatd, napfr.
Z biopsie a z patologickych nélezu, je nezbytné fixovat. Fixace zachovava jejich
strukturu, zabranuje enzymatickému traveni a degradaci tkané bakteriemi
a pfevadi tkanoveé slozky do nerozpustného stavu. Takto oSetfena tkan je

chranéna proti poSkozeni béhem dalSiho zpracovani.
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Chemicka fixace slouZzi pro stabilizaci molekul a struktur histologickych a
cytologickych vzorkl. PouZivaji se aldehydové slouceniny (formaldehyd,
formalin, glutaraldehyd), které reaguji s aminoskupinami a zpUsobuiji zesitovani
a koagulaci proteinu tkané. Dale se vyuzivaji oxidaéni ¢inidla (napf. roztok
0s0O4, manganistan draselny, dichroman draselny) nebo c&inidla denaturujici
proteiny, jako etanol, metanol, aceton nebo kyselina octovd. Chemickéa fixace
zpravidla pfedchazi zalévani do parafinu. Tkanovy vzorek je poté pripraven pro
krajeni.

Fyzikalni fixace zahrnuje proces zamrazeni (kryofixace). Kryofixace je
povaZzovana za optimalni volbu pro genomické a proteomické aplikace. Tkané
jsou zality kryoprotekénim médiem (glycerin) a poté rychle zmrazeny pfi velmi
nizkych teplotach (az —80<C). Vyhodou je, Ze takto upravena tkan muaze byt

ihned krajena. 1%

2.2.2. Mikrotom a p Fiprava preparat G tkAnovych reza

Fixované tkané se krdji na tenké fezy o Sifce 3-25 ym pomoci pfistroju
nazyvanych mikrotomy. Podle konstrukce rozeznavame nékolik typu
mikrotomd. Sarikovy mikrotom je opatfen sarikami s mikrometrickym nozem,
ten se pohybuje proti pevné upevnénému blo¢ku tkané, smérem dopfedu a
dozadu. Rotaéni mikrotom ma nUz upevnény v pevné svorce a proti nému se
pohybuje svorka s blo¢kem tkané, smérem nahoru a dolu. Zmrazovaci
mikrotom pouZziva mikrotomovy nuz upevnény v rameni otacgivé paky, ktery se
pohybuje proti blo¢ku pfimrazenému ke stole¢ku. DalSimi typy zmrazovaciho
mikrotomu je kryokaf, kdy se chladi stolek, kryokat, u kterého se chladi niz a
bloCek a poslednim je kryostat (kryotom), kde je chlazeno i prostfedi. Pro
ultratenké fezy Sifky 0,08-0,1 pym se pouziva ultramikrotom se sklenénym nebo
diamantovym nozem.% 1%

Tkanové fezy z mikrotomu jsou preneseny a upevnény na odmasténa,
popf. jinak vhodné& upravena podlozni skla, nebo membrany pro laserovou
mikrodisekci (viz dale). Predtim nez je preparat pfipraven k barveni,
parafinované tkadnové fezy prochazeji procesem odparafinovani v xylenovych a
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etanolovych roztocich a fezy zamraZzovanych tkani se fixuji, v naSem pfipadé

fezy na podloznich sklech methanolem a fezy na membranach 70% etanolem.

2.2.3. Barveni

Barveni preparatd pro mikroskopii je nezbytnou soucasti histologie.
Barviva, ligandy se specifickymi vazebnymi a optickymi vlastnostmi a
radioaktivni znacky se pouZzivaji k lokalizaci a rozliSeni bunék a struktur tkané.
Barvici techniky se déli na dvé zakladni skupiny, klasické histochemické a
imunohistochemické barveni. Do prvni skupiny patfi barveni pomoci zasaditych
barviv (napf. hematoxylin), kyselych barviv (napf. eosin) a barviv rozpustnych
v tucich (napf. sudanova cCern). K barveni se téz vyuziva vicesloZkovych
histochemickych reakci (napf. Feulgenova reakce pro barveni jaderného
chromatinu). Imunohistochemické barveni se zaklada na reakci antigen-
protilatka. K detekci téchto imunokomplexd se pouZivaji enzymové komplexy,

fluorescenéni a radioaktivni znagky.***

2.2.4. Imunohistochemické barveni

Obecné je imunohistochemické barveni popsano nékolika kroky. Prvnim
krokem je zavodnéni tkané, které umoznuje pronikani kapalnych reagencii do
zmrazeného, odparafinovaného nebo fixovaného vzorku na podloznim skle.
Nasleduje tzv. restaurace antigenu (téZ natrdveni tkané) zlepSujici expozici
epitopl na fixovanych tkanich. V tomto kroku se vzorek povafi v pufru nejlépe
v tlakovém hrnci nebo mikroviné troubé. DalSi krok, blokovani endogennich
peroxiddz zpravidla pomoci roztoku peroxidu vodiku, inhibuje veSkerou
endogenni enzymovou aktivitu, kterd by mohla nespecificky vyvijet barevnou
reakci. Poté se provadi blokovani nespecifickych vazebnych interakci, ¢imz se
omezi nespecifické vazby proteinl (tedy i protilatek) na tkani. Zasadnim krokem
je naneseni primarni protilatky, ktera se specificky vaze na poZadovany antigen.
V dal§i fazi se na primarni protilatku vaze sekundarni protilatka zajistujici
zesileni signalu. Imunokomplex protilatek je nasledné oznaen enzymovym
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komplexem. Ten pfeménuje chromogenni substrat na barevny produkt, ¢imz se
zviditelni detekovany antigen. V nékterych pfipadech se dodate¢né pouZziva
kontrastni barveni (napf. barveni hematoxylinem) umoziujici snadnégjSi
mikroskopické hodnoceni. Poslednim krokem je montovani preparatu pomoci

vhodného média (napf. pryskyfice) a umisténi kryciho skla.*%% 10> 1

2.2.4.1 Komplex biotin-streptavidin-peroxidazaac  hromogen DAB

Nepfima trojstupriova metoda, ktera je jedna z nejrozSifenéjSich, vyuziva
schopnosti neimunologické vazby streptavidinu a biotinu, ktery byva ukotveny
na sekundarni protildtce. Zbyla streptavidinova vazebna mista jsou znaCena
peroxiddzovymi enzymy. Tento peroxidazovy komplex se inkubuje s DAB
(3,3 -diaminobenzidinem) a peroxidem vodiku. Enzym pfenese vodik z DAB na
peroxid a vysledna oxidovana forma DAB vytvofi tmavé hnédou srazeninu na

misté aktivity enzymu, 0% 106 107, 108

2.3. Laserova mikrodisekce (LMD) a jeji vyuziti

2.3.1. Vyvoj a obecna charakteristika

Mikrodisekce je povazovana za dulezity nastroj studia bunék a tkani.
Spojuje mikroskopii s metodami ziskavani skupin buné&énych populaci
z tk&novych fezu nebo jinych biologickych materiald.

Prvni manualni metody, pouzivajici skalpel a ocelovou jehlu, byly
Casové narocne, zavisely na schopnosti pracovnika a potykaly se s Castou
kontaminaci vzorku.'%% 1% 1 pouziti laserové technologie, poprvé publikované
vroce 1967, tyto nedostatky prekonalo. Velky pokrok pfinesla tzv. negativni
ablace, pfi které se pozadovana oblast bunék nejprve pFekryla ochrannou
vrstvou pigmentu a poté se tkan vystavila ultrafialovému zareni, které poskodilo
DNA nechréanénych bunék.**® 2 Nejvétsi pokrok byl zaznamenan v 90. letech,
kdy se nezavisle na sobé objevily dva odliSné systémy. Prvni systém - laser
capture microdissection - byl zalozen na selektivni adhezi vybranych bunék

k termoplastické membrané aktivované laserovym pulsem. Druhy - laser
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microbeam microdissection, nékdy téZ laser cutting microdissection — vyuZzival
laserového paprsku k vyfezavani pozadované oblasti bunék. Tyto dva systémy

poloZily zaklad pro sou¢asné LMD technologie. 03 109 110. 113

Laserova mikrodisekce se takto stala metodou umoziujici snadno,
spolehlivé, rychle a bez kontaminace vybrat a izolovat cilenou skupinu bunék
z komplexnich tkanovych a bunéénych preparatu, nebo z kultivovanych Zivych

bunék 114, 115

2.3.2. Princip laserové mikrodisekce

Laserova mikrodisekce se sklada z nékolika zakladnich krokd: upevnéni
biologického vzorku na podklad, vybér poZzadované oblasti pomoci mikroskopie,
vyfezani vybraného Useku laserovym paprskem, odstranéni vyfezané Casti

pomoci zachytného systému.

Podle typu pouzitého laseru (UV nebo IC) Ize odvodit dva zakladni
principy. Prvni, pro IC laser, je zaloZen na upevnéni tkani & bunék na podloZni
sklo. Nad tkan se umisti termoplastickh membrana (zpravidla soucCasti
upraveného vicka), ktera se Gginkem IC laseru roztavi a pfilne k vybrané
disektované oblasti bunék. Po disekci je termoplasticka folie spolu
s adherovanymi burfikami odstranéna a zbytek nepouzité tkané zlstava na
podloZznim skle. Druhy princip, spojeny s UV laserem, se nepatrné liSi. Tkan je
vétSinou pfipevnéna na specialni membranu. UV laserovy paprsek vybranou
oblast obkrouzi a vyfizne. Vyfiznuty Usek je poté zachytnym systémem
odstranén od zbylé ¢asti vzorku. Vybrané a izolované skupiny bunék mohou byt

nasledné& podrobeny pfipravé pro analyticka stanoveni.***

2.3.3. Technologie

Typicky pfistroj pro laserovou mikrodisekci se sklada z inverzniho nebo

klasicky orientovaného mikroskopu. Mikroskop je napojen na pocitacovou

32



jednotku, ktera zajiStuje ovladani kamery, motorizovaného stolku,
mikrodisekéniho zachytného systému (viz. dale), nastaveni parametri pro
laserovy paprsek nebo pro fluorescenci, vSe za pomoci softwaru uzplsobeného

pro laserovou mikrodisekci.**°

Dulezité soucasti pristroje jsou svételny zdroj (halogenova lampa), zdroj
pro laser (rtutova nebo xenonova vybojka) a nékdy také zdroj pro fluorescenci

(rtutova vybojka).

2.3.3.1 Lasery

UV laser o kratSi vinové délce umoZznuje vétSi soustfedéni paprsku
(az 1um) oproti IC laseru (7,5 um). Z té&chto davodd poskytuje UV systém
presnéjsSi vyfezavani a je vhodnéjSi pro mikrodisekci jednotlivych bunék a
subcelularnich  struktur.  Z pohledu mozZzného poskozeni bunécnych
makromolekul m& UV laser horSi vlastnosti. Ze studii vyplyva, Zze UV-A zéafeni
(320-400 nm) nepoSkozuje nukleové kyseliny ani jiné buné&né biomolekuly,
pokud jejich absorpéni maxima nelezi v této oblasti. Z divodu nizZsi energie je
tento fotochemicky degradaéni Gginek u IC zafeni mensi. S ohledem na nékteré

studie se v8ak nesmi zanedbat mozny tepelny efekt IC zareni.**°

2.3.3.2 Fluorescence

Pfistroj laserové mikrodisekce umozZiiuje s doplikovym vybavenim
fluorescenéni  mikroskopii. Takto Ize lokalizovat slozky oznacdené
fluorescencnimi latkami (fluorochromy, napf. fluorescein, rhodamin, DAPI atd).
Excitagni filtr mezi zdrojem zéFeni a preparatem propousti pouze vinové délky
vyvolavajici fluorescenci. Po absorpci zafeni s vhodnou vinovou délkou se
elektrony fluorochromu dostavaji do excitovaného stavu. Pfi navratu elektront
do zékladnich energetickych stavi dochazi k emisi zafeni o vinové délce jiné
nez pouzité pro excitaci. Bariérovy filtr mezi objektivem a okuldrovymi ¢ockami

propousti pouze viditelné emitované svétlo, které Ize pozorovat.***
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2.3.4. Zachytné systémy

Soucésti technického vybaveni jsou z&chytné systémy. SlouZi
k zachytavani a pfenosu vyfezanych bunék a tkanovych usekl. Rozeznavaji se

tfi zakladni typy.**

2.3.4.1 Membranové (fazni) systémy

Membranové systémy zahrnuji nékolik technologii, které vyuzivaji
termoplastické membrany a specialni folie.

Jedna z nejCastéjSich se nazyva LCM (laser capture microdissection).
Mikrodisekované &asti tkan& adheruji, v dudsledku pusobeni IC laseru, na
termoplastickou membranu. Membrana je soucasti specialné upraveného
vicka. Vicko se i s pfilnutym vzorkem odstrani a vzorek se uzavie do
zkumavky.llo' 114, 116, 143

Jiny systém vyuziva techniku ,Pick-Up Sticks“. Tkanové preparaty jsou
uchyceny na skla pokryta polyetylenovou folii, bufky jsou UV laserem
obkrouzeny a vyfezany kousek folie sbunkami je vtlaten do vicka
mikrozkumavky elektrostatickou silou, % 14144

Pod oznaCenim LMM (laser microbeam microdissection) se Ize setkat
s technikou, kde se tkanovy material pfipevni na membranu, vzorek se prekryje
podloZznim sklem, UV laser obkrouzi poZzadovanou oblast a poté se vyfezané
102, 110, 114,145

okrsky tkané vyzvednou zkumavkami s vicky s adhesivni vrstvou.

LMM technologii jsme pouZili i v této diplomové praci. (Obr.1, 2)

2.3.4.2 Paprskoveé systémy

Do skupiny se fadi technologie oznacovana jako LMPC (laser
microdissection and pressure catapulting). Jako v pfedchozich pfipadech se
vzorek montuje na sklo, které se prekryva polyetylenovou folii. Po mikrodisekci
UV laserem se vyfezané Casti tkané katapultuji pomoci pulsu laserového
paprsku a jsou zachycovany vickem nanozkumavek. 10 110 114.117.147

Podobné funguje i laserovy mikropaprskovy systém vyuzivajici gravitacni
silu misto laserového pulsu. Vyfezany objekt pada bezkontaktni cestou za
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Gcinku gravitace do vicka zkumavky a ihned je pfipraven pro dalSi

zpracovani.10% 110, 114, 146

2.3.4.3 Mechanické systemy

DalSi moznosti zachytavani bunék je tzv ,Piezo power for
microdissection“ (PPMD) technologie. Tento systém zahrnuje ultrazvukovy
piezo-mikroskalpel. Mikroskalpel kmitavymi pohyby seSkrabava potfebny Usek
tkané do kapky média. Kapka s izolovanymi bufkami je naséata pipetou a

vnesena do mikrozkumavky.'# 148

2.3.5. Aplikace

V soucasnosti se LMD aplikuje ve tfech oblastech: v genomické analyze,
proteomické analyze a pfi studiu zivych tkafnovych bunék.

2.3.5.1 Genomicka analyza

S rozvojem LMD metod se spojuje vyrazny posun pfi studiu molekularné-
patologickych procesu. Pfikladem muZe byt sledovani genovych mutaci pfi
diagnostice onemocnéni nebo pozorovani genové exprese a genetickych zmeén
v jednotlivych fazich rakovinovych bunék. LMD technika je UspéSné pouzivana
ve spolupraci s modifikovanymi metodami izolace nukleovych kyselin (DNA a
RNA), s PCR metodami, s komparativni genomickou hybridizaci, spektraini

karyotypizaci nebo s microarray metodami.t? 112 118119, 120

2.3.5.2 Proteomicka analyza

V proteomické analyze zvySuje LMD pravdépodobnost identifikace
novych proteini. Pom&ha pfi porovnavani vyskytu proteind in vitro a in vivo'®?,
pfi sledovani pfirozené aktivity bunék, pfi studiu patologickych procesd,

pfi pozorovani G&inka légiv atd.'® LMD kombinovana s proteomickymi
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metodami, jako jsou 2D-PAGE'??, Western blot, MS metody (napf. MALDI,
SELDI, LC-MS, tandemova MS'%), tvoii vysoce citlivy nastroj pro identifikaci,
kvantifikaci, mapovani proteini a pro porovnavani proteinové a genové

sekvence, 102 118,121,124

2.3.5.3 Studium a kultivace zivych bun  ék

LMD se pouZziva i pfi cilené izolaci jednotlivych Zivych bunék z tkdni nebo
z kultivovanych ~ bunéénych smési.*® Ze studii je prokadzano, Ze
Zivotaschopnost, metabolicka aktivita a déleni bunék neni zadnym zpusobem
ovlivnéna. Proto je vhodnym pomocnikem pfi opétovné kultivaci a ziskavani
novych bunécnych linii. Zajimavou aplikaci je spojeni softwaru pro automatické
skenovani a automatického LMD systému. Toto spojeni umozfiuje rychlou
identifikaci (napf. na zakladé barveni nebo znaceni protilatkami) a izolaci

pozadovanych bunék z velkého mnoZstvi biologického materialu.**% 7

2.3.6. Vyuziti v praxi

Pomoci LMD lIze zpracovat velké mnoZstvi druhl biologického materialu.
MUze se pracovat se zamrazenymi, formalinem fixovanymi nebo
parafinovanymi vzorky. Je mozné vyrfezavat z cytologickych preparatd a
natérd.** Ani stafi barveného & nebarveného preparatu nema velky viiv na
LMD.

V praxi se LMD uplatfiuje hlavné ve vyzkumu rakoviny*** 122 123.125 qaje

v molekularni  patologii****?®,  buné&cné biologiit*’, forenzni mediciné,
imunologii**’, neurologii*?’, mikrobiologii, virologii, genetice®’, prenatalni

diagnostice!’ a dalich oborech.

2.4. Proteomicka analyza

Proteomika je obor, ktery se zabyva systematickou analyzou bilkovin

v daném biologickém systému z hlediska jejich identity, mnoZstvi a funkci.

36



K analyze bilkovin pfistupuje z nékolika smér(1.*?® Analytick& proteomika spojuje
metody separace bilkovin ze smési, identifikaci a charakterizaci bilkovin pomoci
hmotnostni spektrometrie a bioinformatiku. Strukturni proteomika studuje
strukturu proteind metodami krystalografie, NMR, MS atd. Funkéni proteomika
se snazi urcit funkci protein a jeho chovani v zZivotnich procesech. Diferenéni
(srovnavaci) proteomika sleduje zmény slozeni bilkovin pfi rdznych stavech
organismu. High-coverage proteomika ziskava (daje o aminokyselinové
sekvenci a posttranslacnich modifikacich za u¢elem popsat primarni strukturu.
High-throughput proteomika je zaméfena na ziskavani velkého mnozstvi udajl
o bilkovinach, coz je dulezité pro screeningové Ucely. Bottom-up proteomika
pouzivd  postupu enzymového  Stépeni  izolované bilkoviny a
naslednou identifikaci a popis peptidovych fragmentl hmotnostni spektrometrii.
Shotgun proteomika identifikuje proteiny pomoci jejich peptidd, které jsou
ziskavany naStépenim proteind v neseparované smeési. Pouziva kombinace
kapalinové chromatografie (nej¢astéji HPLC) standemovou hmotnostni
spektrometrii. Top-down proteomika se vétSinou snazi identifikovat celé

proteiny pomoci pfimé fragmentace na hmotnostnim spektrometru.*?®

Dulezitymi kroky proteomické analyzy jsou pfiprava vzorku a separace
s naslednou detekci. Pouzivdji se chromatografické metody (afinitni
chromatografie, kapalinova chromatografie na reverznich fazich, ion-vyménna
chromatografie, gelova permeacni chromatografie), elektromigracni techniky
(napf. 1D-elektroforéza, 2D-elektroforéza, izoelektricka fokusace, Westernblot)

a hmotnostni spektrometrie.

Metody separace a detekce mohou byt pouzity pfed Stépenim bilkoviny
nebo po Stépeni. V prvnim pfipadé se Ize setkat hlavné s elektromigracnimi
technikami (1D-elektroforéza, 2D-elektroforéza kombinujici izoelektrickou
fokusaci a déleni dle molekulové hmotnosti, Western blot). V druhém pfipadé
prevazuje hmotnostni spektrometrie kombinovana s kapalinovou

chromatografii.*?8133
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2.5. Priprava vzorku pro proteomickou analyzu

2.5.1. Homogenizace

Pro rozbiti bunéénych struktur a uvolfiovani proteind z tkanovych a
celobunéénych vzorkl se pouziva procesu homogenizace. NejCastéji se Ize
setkat s fyzikalnimi metodami vyuZivajici tlaku (frenchpress) a ultrazvuku
(sonikace jehlou nebo v lazni), chemickymi metodami zaloZzenymi na lyze
bunék osmotickou a enzymatickou cestou a mechanickou homogenizaci.
Proteiny uvolnéné z rozbitych bunécnych struktur se extrahuji do roztoku pufru
obsahujici detergent. Detergenty (napf. SDS, CHAPS, Rapigest) snizuji
povrchové napéti bunécnych struktur, zvysuji rozpustnost proteint a usnadriuji

prechod protein do kapalné faze.

2.5.2. Stanoveni bilkoviny

Postupy pro zpracovani vzorku (napf. nanasené mnozstvi, koncentrace
Cinidel atd.) se odviji od pfitomnosti mnozstvi bilkoviny ve vzorku. Pro ureni
koncentrace proteinl se pouZziva spektrofotometrického stanoveni na principu
Biuretovy reakce. Pfi tomto dé&ji dochazi k interakci médnatych iontli (Cu*?)
s peptidovou vazbou (-CO-NH-), pficemz médnaté ionty jsou redukovany na
médné (Cu®). Ke zvy3eni citlivosti se pfidava chelata¢ni &inidlo bicinchoninova
kyselina (BCA), ktera vytvari komplex s médnym iontem v poméru 2 BCA : 1
Cu’. Reakce probiha v alkalickém prostfedi za vzniku modrofialového
komplexu, ktery je detekovan pfi vinové délce 562nm. Intenzita zabarveni

odpovida tmé&rné koncentraci bilkoviny ve vzorku.***

2.5.3. Redukce a alkylace

Tyto dva procesy bézné predchézeji enzymatickému Stépeni. Redukce
zajiStuje naruSeni prostorové struktury proteinu rozbitim disulfidickych mustka,

které jsou tvoreny thiolovymi skupinami cysteinu. Alkylaci téchto skupin se
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zabrani jejich oxidaci, opétovné vytvoreni disulfidickych vazeb. Mezi redukéni
Cinidla patfi TCEP, DTT, merkaptoethanol, thiourea aj. K nejznaméjSim

alkylaénim €inidlim se fadi jodacetamid (IAA), kyselina jodoctova a akrylamid.

2.5.4. Stépeni protein G

Analyza celych proteind hmotnostni spektrometrii je naroéna z nékolika
ddvodu. Problémem je trojrozmérnd struktura bilkovin a vysoka molekularni
hmotnost, které komplikuji prdchod a déleni v separa¢nim systému a identifikaci

presné sekvence z dat z fragmentace v hmotnostnim analyzatoru.

v v

Tyto problémy feSi Stépeni proteind na snadnéji identifikovatelné peptidy.
Stépeni je proto povazovano za jeden z nejduleZitgjSich krok( pfipravy vzorku.
Fragmentace proteind je provadéna chemicky pomoci bromkyanu nebo astéji
enzymaticky. NejuzivanéjSim proteolytickym enzymem je trypsin, aktivni pfi pH
8,5. Aminokyselinovou strukturu proteini  Stépi  specificky v mistech
C-terminalniho konce argininu a lysinu, za pfedpokladu, Ze sousedni
aminokyselinou neni prolin. RozSifenymi enzymy jsou také chymotrypsin,

pepsin a endoproteindzy Lys C a Asp-N.'*

2.5.5. Odsoleni

Odsoleni je proces odstranovani nezadoucich slozek ze vzorku a
ziskavani analytu v CistSi a koncentrovanéjSi formé. NejCastéji se pfi pFipravé
pro proteomickou analyzu provadi pomoci SPE-kolonek, tj. extrakce na pevné
fazi. Podstatou je zachyceni molekul latek (napf. peptidd) na tuhém sorbentu
kolonky (napf. C18-sorbent), pres kterou vzorek protéka. Pfi extrakci se vyuziva
chemickych vlastnosti molekul, které v diasledku mezimolekulovych interakci
ulpivaji na sorbentu. Promytim kolonky vhodnym rozpoustédlem se odstrani
nezadouci pfimési. Poté se elu¢nim rozpoustédlem vymyje extrakt o vysoke

gistoté a vy3si koncentraci bilkoviny nez v pavodnim vzorku.**
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2.6. Western blot

Western blot je metoda slouZici k prakazu pfitomnosti poZadovanych
proteind ve vzorku. Spojuje principy separace elektroforézou a imunodetekce
prostfednictvim specifickych protilatek znacenych enzymovym komplexem nebo

radionuklidy.

Princip této metody je velice podobny postupu pfi imunobarveni
(viz. vySe). Prvnim krokem je separace smési proteind pomoci elektroforézy
(v pripadé této diplomoveé prace 1D-elektroforézy) na polyakrylamidovém gelu.
Nasleduje prenos rozdélenych proteint z gelu na membranu (nitrocelulézovou
nebo PVDF) vlivem elektrického proudu. Po pfeneseni proteind se membrana
ponofi do roztoku, ktery blokuje mista pro vznik nespecifickych vazeb. Na
blokovanou membranu se nanese primarni protilatka, ktera se specificky vaze
na detekovany protein. Poté se aplikuje sekundarni protilatka namifena proti
protilatce primarni. Tento imunokomplex je v dalSim kroku ozna¢en enzymovym
komplexem (popf. pouze radionuklidem), ktery pfeménuje chromogenni
substrat na barevny produkt. Vysledkem je barevny prouzek v misté
detekovaného proteinu. V pfipadé, Ze se pouziva enzymovy komplex
pfeménujici chemiluminiscenséni latku, se detekce provadi pomoci filmu (napf.

film pro rentgenologické tcely).**" +°

2.6.1. Komplex biotin-streptavidin-peroxidaza a lum  inol

Tento peroxidazovy komplex, princip uveden v bodé 2.2.4, katalyzuje za
pfitomnosti peroxidu vodiku oxidaci luminolu. Vyslednd oxidovana forma
emituje zareni v misté aktivity enzymu. Emitované zéfeni je detekovano pomoci
fotocitlivého filmu. Film je emitovanym zafenim osvicen a poté je za pouZiti

roztokd vyvojky a ustalovaée vyvolan.'3
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2.7. Kapalinova chromatografie v proteomické analyz e

Kapalinovd chromatografie (LC) je separaéni metoda zaloZzena na
rovnovazném rozdélovani analytu mezi stacionarni (SF) a mobilni fazi (MF).
Mobilni faze unaSi slozky vzorku, které se srdznou afinitou zadrzuji na
stacionarni fazi. Latky s vysSi afinitou k SF se zpozduji a eluuji pozdéji néz latky
s niZSi afinitou.

V proteomické analyze se pouziva systém na obracenych fazich (RPC -
Reversed-phase chromatography), kde SF je nepolarni, tvofena uhlovodiky a
alkyly vazanymi na silikagel (napf. C-18 skupiny), a MF je polarnéjsi, obsahuijici
napf. acetonitril a vodu.**®

Kapalinovd chromatografie je vétSinou kombinovana s hmotnostni
spektrometrii. Uplatiuje se u bottom-up proteomického pfistupu (viz vyse) ve
slozeni LC-MS pro peptidové mapovani nebo LC-MS/MS pro sekvenaci

130, 132

peptidd.
2.8. Hmotnostni spektrometrie v proteomické analyze

2.8.1. Princip hmotnostni spektrometrie

Jednou z nejrozSifenégjSich  separaCnich a  detek&nich metod
v proteomickeé analyze je hmotnostni spektrometrie.

Podstatou této metody je pfevedeni molekuly vzorku na kladné nebo
zaporné ionty procesem ionizace. Nabité Castice se poté separuji podle
efektivni hmotnosti m/z, tj. molekulové hmotnosti m pfipadajici na naboj iontu z.
Separované ionty putuji do detektoru, kde se zaznamend jejich zesileny signal
a ziskand data se prevedou do formy hmotnostniho spektra, jako zavislost
relativni intenzity iontového proudu na efektivni hmotnosti m/z. B€hem nebo po
procesu ionizace muze dochazet k rozpadu ionizovanych molekul na mensi
fragmenty, které ziskdvaji naboj nebo zlstavaji nenabité.

Hmotnostni spektrometrie je velice citlivda metoda umoZriujici detekovat
latky v fadech 102 — 10 g. Doké&Ze popsat primarni strukturu proteinti véetné
posttranslaénich a chemickych modifikaci a stanovit pomér izotopu
zastoupenych prvkg, 136 139 140
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2.8.2. Konstrukce hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi hlavnich funkénich jednotek -
ionizaCni zdroj, analyzator a detektor — a vedlejSich jednotek zahrnujici vstup

analytu do pfistroje, vakuovy systém a Fidici pocitacovou jednotku.

2.8.2.1 loniza éni zdroj

NejbéznéjSimi zdroji v proteomice jsou mékké ionizacni techniky MALDI
(desorpcel/ionizace laserem za Ucasti matrice) a ESI (elektrosprej) ionizace.

U MALDI se nanaSi smeés vzorku s matrici na terCik desticky. VysuSenim
dochazi ke krystalizaci matrice, jejiz krystaly mezi sebe uzaviou molekuly
peptidd a proteint. Desti¢ka je poté vystavena pUsobeni laserového paprsku.
Matrice absorbuje fotony laserového paprsku a dochazi k jeji excitaci. Nasledné
je energie pfenesena z matrice na proteiny a peptidy, ¢imz dochazi k jejich
ionizaci a vymrsténi z terCiku do plynné faze. Jako matrice se pouziva napf.
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova kyselina a
a-kyano-4-hydrosyskoficova.

Pfi ESI ionizaci dochazi na konci sprejovaci kapilary ke vzniku nabitych
kapek. V dasledku odpafovani rozpoustédla se kapky zmenSuji a jejich
povrchova hustota naboje vzrusta. Vysledkem je rozpad kapek az na malé,
vysoce nabité kapi¢ky, z nichZ se uvolfuji ionty do plynné faze. lonty analytd
poté vstupuji do analyzatoru.'3 14°

V proteomice se Ize také setkat s oznacenim SELDI (laserova
desorpcel/ionizace usnadnéna povrchem), coz je ionizacni metoda podobna
MALDI technice.**!

2.8.2.2 Analyzétor

K nejCastéjSim hmotnostnim analyzatorim se fadi kvadrupélovy

analyzator (Q), iontova past (IT) a praletovy analyzator TOF.
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Kvadrupdl vyuziva separace pomoci ¢tyf kovovych tyCovych elektrod, na
které se vklada kombinace stejnosmérného a stfidavého napéti. Napéti se voli
tak, aby mezi elektrodami prochazely pouze ionty s hodnotou m/z v ur€itém
omezeném intervalu. K detektoru se dostavaji pouze ionty se stabilni drahou a
Zadané efektivni hmotnosti m/z.

lontova past pracuje podobné jako kvadrupol, mé vSak jen tfi elektrody
s hyperbolickym prifezem, znichz jedna je prstencova a dvé kruhové.
V prostoru mezi elektrodami se shromazduiji ionty, jejichz pohyb je usmérfiovan
atomy helia. Obdobné jako u kvadrupodlu se zvoli kombinace napéti a vybrané
ionty poté putuji k detektoru.

Priletovy analyzator TOF je velmi Casto spojovan s MALDI. S ESI
ionizaci se uziva hlavné vtandemové MS/MS. TOF analyza je zalozena na
principu déleni dle rozdilnych rychlosti iontd s riznou efektivni hmotnosti. lonty
jsou urychleny elektrickym napétim, prochazeji letovou trubici a dopadaji na

N1 LV~

detektor. Postupné dopadaji ionty od nejleh¢ich (s vysSi rychlosti) po nejtézsi (s

niz&i rychlost).t3® 139 140

2.8.2.3 Detektor

K zachyceni signalu iontového proudu slouzi tfi typy detektorld -
.Faraday cup“ (doslova Faradayova miska), elektronové nasobiCe a detektor
s konverzni elektrodou (dynodou) a fotonasobi¢em.

.Faraday cup“ a elektronové nasobi¢e vyuZivaji podobného principu, tj.
prevedeni proudu dopadajicich iontd na proud elektricky. lonty z hmotnostniho
analyzatoru vyrazi elektron, ktery dopadd na misto s méné negativnim
potencialem a vyrazi dalSi elektrony. Signal se dalSimi narazy elektron(
zvétSuje. Zesileny proud elektront se vede na zesilova¢ a signal je poté
vyhodnocen.

Detektory s konverzni dynodu a fotonasobiCem se zakladaji na
podobném principu s tim rozdilem, Ze naraz iontu na konverzni elektrodu uvolni
elektron, ktery poté dopada na fosforescencni stinitko a vyrazi foton. Foton je
zachycen fotonasobiem a signal z fotonasobice je nasledné vyhodnocen. Na
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tomto principu pracuje detektor v anglické literatufe nazyvany ,multichannel

plate* (multikanalova desticka).'*® **°

2.8.3. Tandemova spektrometrie (MS/MS) v proteomick ¢é analyze

V proteomické analyze se Casto setkdme s tzv. tandemovou hmotnostni
spektrometrii (MS/MS). Je zaloZena na zapojeni nékolika hmotnostnich
analyzatorll za sebou, umozniujicich analyzu, fragmentaci a naslednou analyzu
fragmentd stanovovanych iontl. NejCastéji se pouzivaji MALDI-TOF-TOF a
ESI-Q-TOF. Mezi dalSi zapojeni patfi QqQ nebo kombinace s QIT.

Pro LC-ESI-Q-TOF plati princip, Ze po separaci kapalinovou
chromatografii je vzorek nesen do ESI zdroje, kde jsou generovany peptidové
ionty. V prvni ¢asti za sebou zapojenych hmotnostnich analyzatort je vybran
peptidovy iont. Ten putuje do kolizni cely, kde je podroben fragmentaci. Nové
vzniklé ionty jsou poté opét analyzovany dle efektivni hmotnosti m/z. Timto
zapojenim lze ziskat presné informace o sekvenci peptidi a zaroven odhalit

pfipadné posttranslaéni modifikace.*®% %2

2.9. Zpracovani dat z hmotnostni spektrometrie

2.9.1. Databaze

Proteinové databaze obsahuji uspofadana data o proteinech. Primarni
databaze poskytuji informace o jejichpeptidové sekvenci. Sekundarni databaze
zahrnuje vysledky analyzy primarnich databézi a doplfiiuje je informacemi o
strukturdalnich vzorech, motivech, mutacich atd. Existuji také databaze,

které uchovavaji zaznamy trojrozmérnych struktur makromolekul.

K primarnim databazim patfi napf. Swissprot, TrEMBL. Z ddvodu
sjednoceni novych dat se vytvofily databaze slozené jako UniProt. Ze

sekundarnich databazi je zndm napf. Prosite, InterPro aj.*3" 4
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2.9.2. Zpracovani dat tandemové hmotnostni spektro  metrie

Vyhodnocovani ztandem MS/MS je zaloZzeno na porovnavani
namérenych m/z peptidovych fragmentu a jejich matefského iontu s teoreticky
vypocitanymi hodnotami uloZzenymi v pouzité databazi. Peptidy jsou pfi
fragmentaci Stépeny v pfesné definovanych mistech, coz umoznuje automaticky
vypocitat pravdépodobnost shody s teoretickymi (daji. K porovnavani
nameéfenych a teoretickych m/z fragmentl z databézi se pouzivaji programy
napf. Sequest, Mascot a Phenyx. Programy dokazi dle pfesné stanovenych
pravidel pfifadit nalezenym peptidim jejich sekvenci a pomoci osekvenovanych
peptidovych fragmentld (s jistou pravdépodobnosti) identifikovat protein, ve

kterém se peptid nachazi.’3" 14°
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1. Pristroje a pom ucky

3.1.1. Pomucky

» Automatické mikropipety Proline, Biohit, Finsko
* Filtra¢ni papiry, Whatman, USA
» Kolonky pro odsoleni
o PepClean™ C-18 Spin Columns, Pierce, USA
o UltraMicroSpin™ Columns, Harvard Apparatus, USA
« Kultivaéni destiéky TPP (test plate 96U), Svycarsko
e Membrany pro laserovou mikrodisekci, MMi Molecular Machines and
Industries, Svycarsko
« Membrana pro western blot, Bio Trace™ PVDF (polyvinylidenfluorid),
PALL Corporation, USA
» Parafilm, SPI Structure Probe,INC.
* pH indikatorové papirky, Merk, Némecko
* Podlozni a kryci sklicka, Menzel-Glaser, Némecko
« RTG film CL-X Posure™, Pierce, USA
* Sada pro elektroforézu, Bio-Rad, USA
* Zkumavky s adhezivnim vickem, MMi Molecular Machines and
Industries, Svycarsko
e Zkumavky a Spi¢ky, Eppendorf, Némecko

» BézZny materidl: Injek&ni jehly, laboratorni nadobi, zkumavky

3.1.2. Pristroje a softwarové programove vybaveni
* Automat pro vyvolavani RTG snimkd, Curix 60/CP1000, typ 9462, Agfa,
Belgie

* Centrifugacni odparka Jouan RC1009, Trigon-plus, Francie



Centrifuga BR4i Jouan, Trigon-plus, Francie
Denzitometr CO8000 Cell Density meter, WPA, Velka Britanie
Inkubator mini rot. HIM 20, Grant BOEKEL, Velka Britanie
Inkubator C027, Biotech New Brunswick Scientific, USA
Kryotom SLEE MEV, Medesa s.r.0., Slovensko
Mikrovina trouba LCE-2010M, 230V ~ 50Hz, 1200W
Mikroskop Amplival, Carl Zeiss, Némecko
Mikroskop pro inverzni mikroskopii, Meopta, Ceské republika
Mikroskopicky pfistroj pro LMD Olympus IX71- Modul IMT2, Olympus,
Némecko
0 Mikrodisekce laser IMT2 IX71S1F-2
Mikroskop inverzni IMT2
Zdroj fluorescence U-RFL-T 2 PWS, 100W, Hg-vybojka
Zdroj VIS svétla AH2 RxT, 100W, Halogenova lampa
o0 Zdroj pro laser model U-LH100HGAPO, 19V, 100W, Hg-vybojka

o O O

PFistroj pro blotovani, Blot-Trans-Blot SD, Semi Dry Transfer Cell,
Bio-Rad, USA
Skfin bezpecnostni Biohazard s@feflow 1.2, Bioair instruments,
Softwarovy program — MassLynx 1.5., Waters, USA
Softwarovy program — MMi Cell Tools, MMi Molecular Machines and
Industries, Svycarsko
Softwarovy program — Phenyx 2.5.11, GeneBio, Svycarsko
Sonikétor ultrazvukovy UP 50H, dr.Hielscher Ultrasonics, Némecko
Speed Vac Concentrator 5301, Eppendorf, Némecko
Hmotnostni spektrometr a souvisejici komponenty:

o Spektrometr Q-TOF Ultima™ API, Waters, Velka Britanie

o Systém pro kapalinovou chromatografii - CapLC system, Waters,

USA
0 Pumpa - Micromass CapLC XE Pump, Waters, USA
o Predkolona - Atlantis dC18, 5um NanoEase™ Trap Column,

Waters, USA
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3.2.

o Kolona — Atlantis dC18, 75um x 150mm, 3um NanoEase™
Column, Waters, USA
Techne-Hybridiser HB-1D, Techne, Velka Britanie
Termostat, TECTRA a.s. UBD, Ceské republika
Thermomixer 5355 Comfort, Eppendorf, Némecko
Trepacka Minishaker MS2, IKA-WORKS, inc., Fischer Scientific, USA
UV-VIS spektrofotometr Helios, ThermoSpectronic, ChromSpec, Velka
Britanie
vahy AX105 Delt-Range, METTLER TOLEDO, Svycarsko
Zdroj Power PAC 200, Bio- Rad, USA

Chemikalie a roztoky

Acetonitril (ACN), pro isokratickou eluci, Merk, Némecko
Akrylamid, 99,9%, Bio-Rad, USA
Azid sodny (NaNs3), Trucizna, Polsko
1,4-bis(akryloyl)piperazin (PDA), 99,0%, Fluka, Svycarsko
BM Chemiluminescence blotting Substrate (POD) Kit, Roche, Némecko
Bromfenolova modF, LKB-Producter AB, Svédsko
Citrat sodny dihydrat (CsHsNazO7.2 H,0), 99%, Sigma-Aldrich, USA
Coomassie blue modf (C47H4sN307S;Na), Serva, USA
DAB (C12H14N4.4HCI.2H,0), Fluka, Svycarsko
DakoCytomation LSAB + Systém-HRP Kit pro imunobarveni,
DakoCytomation, Dansko
Deionizovana a destilovana voda, Téchotin, Ceska republika
Dihydrogenfosforeénan draselny (KH,PO,), Merk, Némecko
Dodecylsulfat sodny (SDS), 99%, Sigma-Aldrich, USA
Dusi¢nan stfibrny (AgNO3), 99%, Sigma-Aldrich, USA
Ethanol, 96%, RNDr. Jan Kulich s.r.0., Ceska republika
Glycerol, 99,5%, USB Corporation, USA
Glycin (C2HsNO3), 99%, Sigma-Aldrich, USA
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Dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu sodného (Na;HPO,4.12 H,0), Merk,
Némecko
Hydrogenuhligitan amonny, Fluka, Svycarsko
Chlorid draselny (KCI), 99,5%,
Chlorid sodny (NaCl), 99,5%, Fluka, Svycarsko
Jodacetamid (IAA), Sigma-Aldrich, USA
Kyselina chlorovodikovéa (HCI), Lachema, Ceska republika
Kyselina mravenci (FA), 98-100%, Sigma-Aldrich, USA
Kyselina octova (C,H40-), 99,8%, Fluka, Svycarsko
Kyselina trifluoroctova (TFA), 99%, Sigma-Aldrich, USA
Médium Mc Leod pro kultivaci barkterii

o Thayer-Martin agar base k.€. 10728, Merck, Némecko

o Bacto agar k.¢. 0140-01-0, Difco, USA

o Hovézi hemoglobin k.¢. 212392, Becton Dickinson, USA

o IsoVitalex™ k.&. 11876, Becton Dickinson, USA

o0 Tetracyklin
Médium pro kultivaci bunék linie J774

o D-MEM, MACS Miltenyi Biotec, Némecko
Merkaptoethanol (CoHgOS), Serva, USA
Methanol (CH40), 99,0%, Fluka, Svycarsko
Micro BCA™ Protein Assay Kit, Pierce, USA
Montovaci médium DPX pro histologii, Fluka, Svycarsko
30% peroxid vodiku (H20,), Conlac spol. s r.o., Ceska republika
Persiran amonny (APS), Bio-Rad, USA
Precision Plus Protein Standard 1,5mg/ml (standard pro Western blot),
Bio-Rad, USA
Primarni protilatka pro imunochemické barveni — vysokotiterni kralici
sérum, Ustav molekularni patologie Hradec Kralové, Ceska republika
Primérni protilatka (mysi) pro Western blot

0 anti-FTT1103 (CAT 1.1 08/06 Brno)

o anti-IglC (CGG 1.1 06/05 Brno)
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o anti-IgIB (2.2 04/07 Brno)
RapiGest ST, Waters, USA
Rekonstitu€ni pufr pro trypsin, Promega, USA
Sekundarni butanol (2-butanol), 99%, Sigma-Aldrich, USA
Sekundarni protilatka pro Western blot, Dako Polyclonal goat Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP, Dako Cytomation, Dansko
Siran médnaty pentahydrat (CuSO,. 5 H,0), Lachema, Ceska republika
Siran Zeleznaty heptahydrat (FeSO4.7 H,0), 99%, Sigma-Aldrich, USA
SuSené mléko (blotting grade blocker non-fat dry milk), Bio-Rad, USA
TCEP HCI (tris (2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid),Pierce, USA
TEMED (N,N,N",N"-tetra-methyl-ethylendiamin), Bio-Rad, USA
Tris base (C4H11NO3), Sigma-Aldrich, USA
Trypsin, sp. act. > 5,000 u/mg, Promega, USA
TWEEN 20, Sigma-Aldrich, USA
UstalovaC — Rapid fixer G 354, Agfa, Belgie
Vyvojka — Developer G 153 A a G 153 B, Agfa, Belgie

Xylen, Lach.ner, Ceska republika
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3.3.

3.3.1.

3.3.2.

3.3.3.

Modelova infekce bun ék makrofagove linie J774

Pouzity material

mySi makrofagova bunécna linie J774.2, American Type Culture
Collection, USA

bakterie Francisella tularensis LVS/GFP, Umea, Svédsko
kultivacni desticky TPP

Pouzité roztoky

Fosfatovy pufr (PBS) 10x koncentrovany
(80g NaCl + 2g KCI + 32,1g Na;HPO4*12H,0 + 2g KH,PO, do 1 |
deionizované vody, Uprava pH na 7,2-7,4 pomoci HCI nebo
NaOH, pfed pouzitim 10x nafedit)
Médium Mc Leod pro kultivaci bakterii
(Roztok 1 + roztok 2 + 20ml IsoVitalex + 44mg tetracyklin)
0 Roztok 1: 72g Thayer-Martin agar base + Bacto agar 1g do 1l
deionizované vody, povaifit,sterilizovat
0 Roztok 2: 20g hemoglobin do 1l deionizované vody, nechat
nabobtnat, sterilizovat
Médium D-MEM pro kultivaci bunék linie J774
Montovaci médium pro histologii

Vodny roztok 70% ethanolu

Postup

Na McLeodovu padu jsme naockovali F. tularensis LVS/GFP a inkubovali

jsme 37T 24 hodin. Po inkubaci jsme nap éstované bakterie stahli klickou

z plotny. Bakterie jsme promyli vroztoku PBS a pfipravili jsme supspenzi

bakterii v PBS s obsahem pfiblizné 10° bakterii/ml a optickou hustotou okolo
hodnoty 1(pokus 1 - CFU 1,06 OD, pokus 2 - CFU 0,94 OD). Ze suspenze 0
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koncentraci 10° bakterii/ml jsme pfipravili roztoky 1ml D-MEM média s
poZzadovanym mnoZstvim bakterii. Tyto roztoky jsme poté nanaSeli do jamek
kultivanich desti¢ek (Tab. 1).

Pro provedeni infekce jsme pouzili kultivaéni destiCcky s dvéma typy
jamek — neupravené standardni jamky (pokus 1) a jamky se sklem pro adhezi
bunék (pokus 2). Do kultivacnich destiek jsme nasadili buriky linie J774
v mnoZstvi dle Tab. 1. Burnky jsme inkubovali v DMEM médiu pfes noc pfi 37<C.
Po ukon&eni inkubace jsme jamky s burfikami J774 promyli PBS pufrem. Poté
jsme do jamek s bufikami J774 pfidali roztoky s pfislusSnym mnozstvim bakterii
(viz. Tab. 1) a inkubovali jsme pfi 37<C. Dobu infekce jsme zvolili 2 hodiny pro
pokus 1 a 6 hodin pro pokus 2. V nasledujicim kroku jsme jamky kultivacnich
destiCek tfikrat promyli PBS pufrem. V prvnim pokusu jsme vSe stocili pfi
1250rpm a resuspendovali jsme obsah jamek v 200 pl PBS pufru. Potom jsme
nanesli jednu kapku suspenze na podlozni sklicko, nechali zaschnout a fixovali
v 70% ethanolu. V druhem pokusu jsme sklicko s adherovanymi burnkami
fixovali 70% ethanolem a pomoci montovaciho media pfipevnili k podloZnimu
sklu. Takto pfipravené preparaty jsme pozorovali pod fluorescenénim
mikroskopem.

Tabulka 1. Schéma davkovaného mnozstvi bakterii

k pfislusSnému mnoZzstvi bunék linie J774.

Pokus 1 Pokus 2

10° bun &k J774 v jamce 10% bun &k J774 v jamce 10° bun &k J774 v jamce

Pocéet bakterii MOI Pocéet bakterii MOI Pocéet bakterii MOI
5x 10’ 50

2 x 10° 200 2 x 10’ 200
1x10° 100

2x 108 200 5x 10° 500 5x 10’ 500
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3.4. Infekce mysSi Balb/c

3.4.1. Pouzity material

« Mysi Balb/c, Velaz s.r.o. Praha, Ceskéa republika

« bakterie Francisella tularensis LVS/GFP, Umea, Svédsko

3.4.2. Pouzité roztoky

« Suspenze A obsahujici 9,8x10° bakterii ve fyziologickém roztoku (9%
vodny roztok NaCl) pro subkutani infekci
« Suspenze B obsahujici 9,8x10* bakterii ve fyziologickém roztoku (9%

vodny roztok NacCl) pro intradermalni infekci

3.4.3. Postup

Suspenzi A nebo B jsme pomoci injekéni jehly infikovali mysi Balb/c.
Subkutani infekci jsme provedli vpichem do oblasti tfisel, intradermalni infekci
vpichem do vybranych mist kiZe. Po 14 dnech jsme mysi, které prezili, usmrtili
a provedli pitvu. U intradermalné infikovanych mysi jsme odebrali kiizi v oblasti
vpichu a slezinu, u subkutané infikovanych mysi slezinu a oblast tfisel, kde byla
provedena infekce. Odebrané organy a tkané jsme oznadcili (Tab. 2) a vSe jsme
zamrazili pro uskladnéni pfi —80<C.

Tabulka 2. Oznaceni odebranych tkani

Infekce intradermalni Infekce subkutani

Mys €. 1 2 Mys €. 4 15|6|7
- 1KA | 2KA -
a Kuze < Misto vpichu —
S 1KB | 2KB | © T5|T6
s o | (K L w0 t¥islo (T)
o c (@] c
= T 1KC|2KC |z T
o + o +
0 - 0
o Slezina o _
N 1S | 2S | N Slezina (S) 4S|55|6S|7S
O (S) O
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3.5. Priprava tka novych preparat a a vzork G celych feza

3.5.1. Pouzity material

* Zmrazené kusy tkani ziskané pfi pitvé infikovanych mysi
*  Membrény pro LMD (laserovou mikrodisekci)

* Podlozni skla

3.5.2. Pouzité roztoky

* roztok methanolu

* roztok 70% ethanolu ve vodé

* roztok 1: vodny roztok 30% ACN, 50mM NH4HCO3, 0,1% RapiGest
» roztok 2: vodny roztok 50% ACN, 50mM NH4HCO3

* roztok 3: vodny roztok 15% ACN, 50mM NH4HCO3, 0,1% RapiGest

3.5.3. Postup

Kryotomem jsme nakrdjeli pfi —20C zamrazenou tkan na 8um Siroké
fezy. Tkanové fezy jsme pouzili na pfipravu tkdnovych preparatl a na pripravu
celofezovych vzorku.

Pro pfipravu tkanovych preparatd jsme pouzili podlozni skla nebo LMD
membrany. Tkanové vzorky na podloznim skle jsme fixovali 5-20 minut
v roztoku methanolu. Vzorky na membrané jsme fixovali 30 minut v 70%
roztoku ethanolu a poté jsme vSechny preparaty nechali oschnout. Takto

oSetfené preparaty byli pfipravené pro imunochemické barveni a LMD.

Celofezové vzorky uréené pfimo pro sonikaci jsme pfipravili pfenesenim
dvou aZ tfi fezu do eppendorfek s roztokem 1 nebo 2 (Tab.3). Roztok 2 jsme

z pfislusnych vzork( odpafili a pfidali jsme 60ul roztoku 3.

Tabulka 3. Pfiprava vzorkl celych fez( tkani

Roztok 1 2
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3.6.

3.6.1.

3.6.2.

3.6.3.

Objem ve zkumavce 100 pl 400 pl

Vzorek 1-5 22 -25

Imunochemické barveni

Pouzity material
Nebarvené tkanove preparaty na podloznich sklech

Kryci sklicka

Pouzité roztoky

PBS pufr pH 7,2
(0,49 KCI + 16g NaCl + 0,49 KH,PO4 + 5,8g Na;HPO4.12 H,0O
rozpustit v 2 litrech destilované vody, pH upravit 1IN NaOH nebo
0,1N HCI)
Tlumici roztok (1,8ml H,O, + 100ml metanolu)
Neimunni sérum — roztok 5% mléka (1g mléka + 20ml PBS pufru)
Roztok primérni protilatky v 5% roztoku miléka (fedéni 1:1000)
DakoCytomation LSAB + Systém-HRP Kit
0 Roztok 1: Biotinylated Link Universal
(anti-rabbit, anti-mouse, anti-goat immunoglobulins)
0 Roztok 2: Streptavidin-HRP
(Streptavidin conjugated to horseradish peroxidase)
Roztok DAB
(na Spi¢ku noze DAB + 100ul dimethylformaldehyd, nechat
rozpustit, + 20ml PBS, tésné pred pouzitim pfidat 10ul 30% H,05)
1% vodny roztok CuSO,
montovaci médium

roztok pro odvodnéni - xylen

Postup

Tkanove preparaty jsme oplachli destilovanou vodou, ponofili jsme je do

PBS l4zné a lazen vlozili do mikrovinné trouby na 2 x 5 minut pfi 750W. Lazen i
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s preparaty jsme nechali 20 minut chladnout. Poté jsme preparaty oplachli
destilovanou vodou a nanesli na né tlumici roztok, ktery jsme nechali pasobit 20
minut (pfi 20C). Nasledn &€ jsme je na 5 minut (pfi 20C) pono fili do destilované
vody. V dalSim kroku jsme po dobu 30 minut (pfi 20C) nechali na preparat
pusobit neimunni sérum. Poté jsme preparat slili, na tkanové fezy jsme nanesli
roztok primarni protilatky a nechali 1 hodinu inkubovat (pfi 20C). Po inkubaci
jsme preparaty oplachli PBS pufem a aplikovali jsme roztok 1. Po 20 minutove
inkubaci s roztokem 1 jsme vSe slili, oplachli jsme preparat a nanesli jsme
roztok 2. Inkubovali jsme 20 minut (pfi 20C), op ét jsme provedli oplach v PBS
pufru a poté jsme preparat pokryli roztokem DAB. Nechali jsme ho pusobit 15-
20 minut (pfi 20C), roztok jsme nasledné slili, preparat jsme ponofili na 1
minutu do destilované vody, na 5 minut (pfi 20C) do 1% roztoku CuSO 4 a
nechali jsme ho 10 minut promyvat pod tekouci vodou. Pomoci roztoku xylenu
jsme preparat odvodnili. V nasledujicim kroku jsme ho pokryli montovacim
meédiem a pfitiskli kryci sklicko. Po zaschnuti jsme preparaty mikroskopicky

zhodnotili.

3.7. Laserova mikrodisekce vzork 0

3.7.1. Pouzity material

* Membrany pro LMD se zafixovanymi tkafiovymi fezy
e Zkumavky pro LMD

* Podlozni sklicka

3.7.2. Pouzité roztoky

* Roztok 1: vodny roztok 30% ACN, 50mM NH4HCO3, 0,15% RapiGest
* Roztok 2: vodny roztok 30% ACN, 50mM NH4HCOg3, 0,2% RapiGest
* Roztok 3: vodny roztok 30% ACN, 50mM NH4HCO3, 0,1% RapiGest
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3.7.3. Postup

Membranu se vzorkem jsme prekryli podloZznim sklem tak, Ze vzorek
tkdné lezel mezi témito dvéma vrstvami. Preparat jsme umistili do mikroskopu
(membranou nahoru) a pomoci fluorescenéni mikroskopie (filtr BP 460-495nm a
BA 510-560nm, expozi¢ni ¢as 1,5 s) jsme ho zhodnotili. V pocitaovém
programu (mmi Cell Tools) jsme vyznaCili mista predpokladané infekce a
prostfednictvim laserového paprsku (parametry - 355nm, 200-240VAC, sila
100%, ohnisko 1-20%, rychlost 15-20%) jsme je vyfizli. Na vyfezané oblasti
jsme pfilozili vicko s adhezivni vrstvou a vyzvedli jsme disektované kousky
tkané, které jsme nasledné uzavieli do zkumavky. Disektované Useky tkané
jsme vnesli do extrakéniho roztoku 1, 2 nebo 3 (Tab. 4) a pokraCovali jsme ve

zpracovani vzorku sonikaci.

Tabulka 4. Pouziti extrakénich roztokd pro jednotlivé vzorky

Roztok Vzorek Objem (ul)
6 150
1 7 200
CB 120
120
2 9 80
10 70
11,12 75
3 13-21 100
26 80

3.8. Sonikace

3.8.1. Pouzity material

» Vzorky z laserové mikrodisekce

» Vzorky celych fezl

57



3.8.2. Postup

Vzorky z LMD a celofezové vzorky jsme stoCili na centrifuze, povafili
jsme je 15 minut pfi 95T a sonikovali. Sonikaci (amplituda 100%, cykl us 0,75s)
jsme provadéli 5x za sebou (vzorky s oznaenim 1-5 a 26,27 pouze 3X) po
1 minutovych intervalech, pfi ¢emz jsme vzorek chladili ledovou tfisti. Vzorky
jsme poté stocili na centrifuze, opét jsme je povafili 15 minut pfi 95C a zase
stocili. Po sonikaci byly vzorky pfipraveny pro stanoveni bilkoviny, Western blot

a pro redukci, alkylaci a Stépeni.
3.9. Stanoveni bilkoviny

3.9.1. Pouzity material

* Sonikované vzorky

3.9.2. PouZzité roztoky

«  Micro BCA™ protein Assay Kit
0 Roztok A: Micro BCA reagent (MA)
o Roztok B: Micro BCA reagent (MB)
o Roztok C: Micro BCA reagent (MC)
o Standardni roztok BSA (hovézi sérovy albumin) 2 mg/ml
* Pracovni roztok: 25 dild roztoku A + 24 dild roztoku B + 1 dil roztoku C
(7,5ml A +7,2mlI B + 0,3ml C)

3.9.3. Postup

Podle tabulky 6 jsme pfipravili fadu standardnich roztokd. Poté jsme
napipetovali 0,4ml standardnich roztokd B-l a pfisluSné objemy vzorku (Tab. 5)
v dubletech do eppendorfek. Vzorky jsme doplnili do 0,4ml vodou. Do
eppendorfek se standardnimi roztoky a vzorky jsme nasledné pfidali po 0,4ml
pracovniho roztoku, obsah jsme promichali a vSe jsme inkubovali 1 hodinu pfi
60<C. Po inkubaci jsme eppendorfky zchladili pod t ekouci vodou na pokojovou
teplotu. U roztokd jsme do deseti minut zméfili absorbanci pfi vinové délce

562nm a nakonec jsme vypocitali koncentrace bilkoviny ve vzorcich.
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Tabulka 5. Davkovani vzorku pro stanoveni bilkoviny

Vzorek Objem (ul)
1-5 2
13-21 4
22-25 2
CB 10

Pozn. U vzorkl 6-12, 26 a 27nebylo stanoveni provedeno

Tabulka 6. Priprava fady standardnich roztoku pro kalibraci

Zkumavka | Objem vody (ml) Objem BSA (ml) BSA koncentrace

(Hg/ml)

A 2,25 0,25 ml standardniho BSA 200

B 4,0 1 ml roztoku A 40

C 2,0 2 ml roztoku B 20

D 2,0 2 ml roztoku C 10

E 2,0 2 ml roztoku D 5

F 2,0 2 ml roztoku E 2,5

G 2,4 1,6 ml roztoku F 1

H 2,0 2 ml roztoku G 0,5

I 4,0 0 Blank

3.10. Redukce, alkylace a 5t épeni

3.10.1. Pouzity materidl

» Sonikované vzorky

3.10.2. Pouzité roztoky

* Vodny roztok 1200mM TCEP
e Vodny roztok 300mM IAA
* Vodny roztok 50mM NH4HCO3
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* Roztok trypsinu rozpustény v rekonstitu¢nim pufru 0,2ug/ul

3.10.3. Postup

V pfipadé potfeby jsme vzorek doplnili 50mM NH4HCO3; na vhodny
objem (Tab. 7). Poté jsme pfidali pfislusny objem 100mM roztoku TCEP
(Tab. 7) a inkubovali jsme 45 minut pfi 55C za stalého michani p i 600rpm.
Nasledné jsme pfidali dany objem 300mM roztoku IAA (Tab. 7) a inkubovali
jsme vtemnu 45 minut pfi 30C a michani 600rpm. Po inkubaci jsme vzorek
naredili 50mM NH4HCO3 na odpovidajici objem (Tab. 7) a zkontrolovali pH (8,5)
pomoci indikatorového papirku. V dalSim kroku jsme k vzorku pfidali roztok
trypsinu dle (Tab. 7) a inkubovali jsme pfes noc pfi 37C a za kontinuélniho
michani pfi 300rpm. Druhy den jsme vzorek odpafili do sucha. Takto upraveny

vzorek byl pfipraven pro odsoleni.

Tabulka 7. Tabulka objemu pfidavanych roztok( a hodnot koncentrace latek

v pribéhu pfipravy vzorku.

. Objem (pl) po
Vzorek 100mM TCEP 300mM I1AA Trypsin 0,2 pg/pl o
pridani NH4HCO;
3 o o . v = _ £
1 2 |25 8 |2 8§ |22 & =
o |E| S |8E| T |[8E| C |88 3 2
2 | & = = £ E 3 £ 5z o (3
o8| & |§2 & |52 8 |52 5 v
5 O e g o e g 0 g s 2 3
O g > g > g N o 5
6 |150 10 6,3 12 20,9 10 4 - 500
7 |200 10 4,8 12 16,2 10 4 - 500
8 |120 10 7,7 12 25,3 10 4 - 500
9 80 10 111 12 35,4 10 4 - 500
10 | 70 10 12,5 12 39 10 4 - 500
11 | 25 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 50 250
12 | 75 10 11,7 12 37,1 10 4 - 500
13 | 50 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 - 250
14 | 50 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 - 250
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15 | 50 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 250
16 | 90 5 5 6 17,7 5 2 500
17 | 90 5 5 6 17,7 5 2 500
18 | 90 5 5 6 17,7 5 2 500
19 | 90 5 5 6 17,7 5 2 500
20 | 90 5 5 6 17,7 5 2 500
21 | 90 5 5 6 17,7 5 2 500
22 | 28 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 50 250
23 | 38 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 50 250
24 | 30 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 50 250
25 | 23 2,5 4,2 3 16,2 2,5 2 50 250

3.11. Odsoleni vzorku

3.11.1. Pouzity material

3.11.2. Pouzité roztoky

3.11.3. Postup

kolonek (Tab. 8). Postup byl stejny, liSili se pouze objemy pouzitych roztoki
(Tab. 9). Kolonku jsme navih¢ili acetonitrilem, ekvilibrovali jsme ji roztokem 1 a
poté jsme dvakrat za sebou nanesli vzorek, ktery jsme rozpustili v 80l

roztoku 1. Kolonku jsme nékolikrat promyli roztokem 1 a v dalSim kroku jsme

Vzorky po Stépeni trypsinem

Kolonky

a) Pepclean™ C-18 Spin Columns

b) Ultra MicroSpin™ Columns

ACN
Roztok 1: 5% ACN, 0,1%TFA, 94,9% destilovana voda
Roztok 2: 80% ACN, 0,1% TFA, 19,9% destilovana voda

Odparené vzorky po Stépeni trypsinem jsme odsolovali ha dvou typech
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z ni vymyli zachycené slozky vzorku roztokem 2. Ziskany extrakt jsme odpafili
do sucha. Suchy vzorek jsme nasledné zpracovali dle postupu pro hmotnostni

analyzu.
Tabulka 8. Odsoleni vzorkd na kolonkach
Typ kolonky pro odsoleni Kolonka a) Kolonka b)
Vzorky 6 —10, 12 11,13-25
Tabulka 9. Postupy a) a b) pro rGzné kolonky
Krok Postup pro kolonku a) Postup pro kolonku b)

Navlh éeni kolonky

1 x 200l ACN

1 x 100pl ACN

Ekvilibrace kolonky

3 x 200yl rozroku 1

2 x 100yl roztoku 1

Naneseni vzorku

2 x za sebou 80ul vzorku

2 x za sebou 80ul vzorku

Odsoleni

4 x 200ul roztoku 1

2 X 75ul roztoku 1

Eluce

2 x 20yl roztoku 2

2 x 20yl roztoku 2

3.12. Western blot

3.12.1. Pouzity materidl

» Sonikované vzorky

3.12.2. Pouzité roztoky

* Roztok 0,5M TRIS-HCI pH 6,8
(6,059 TRIS base do 100ml destilované vody, pH upravit pomoci
HCI)

* Roztok 1,5M TRIS-HCI pH 8,8
(72,669 TRIS base + 23,64 TRIS-HCI do 500 ml destilované vody,
pH upravit pomoci HCI)

» 3 x koncentrovany vzorkovaci pufr SDS
(2,875ml 0,5M TRIS-HCI pH 6,8 + 1,5ml 2-merkaptoethanol + 3ml
glycerol + 0,699 SDS + 0,3ml 0,1% bromfenolovd modF doplnit do
10ml destilovanou vodou)

» Horni pufr pro elektroforézu
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(159 TRIS base + 72g glycin + 2,5g SDS doplnit do 2,5l
destilovanou vodou, pH okolo 8,5)

Dolni pufr pro elektroforézu
(15g TRIS base + 72g glycin + 2,5g SDS + 0,59 azid sodny doplnit
do 2,5I destilovanou vodou, pH okolo 8,5)

Transferovy pufr
(15,159 TRIS base +72g glycin + 1000ml methanol doplnit do 5I
destilovanou vodou, pH okolo 8,4)

10 x koncentrovany roztok TBS
(48,49 TRIS base + 160g NaCl + 76ml 1M HCI doplnit do 2I
destilovanou vodou, pH 7,6)

Roztok sekundarniho butanolu

(50ml sekundarni butanol + 10ml destilovana voda)

Roztoky pro pfipravu gelu:
0 Roztok akrylamidu s PDA
(4,59 akrylamid + 0,12g PDA doplnit do 15ml destilovanou vodou)
o 10% roztok APS (50mg APS do 0,5ml destilované vody)
0 10% roztok SDS (0,59 SDS do 5ml destilované vody)
Roztok pro 12% délici gel
(6ml roztok akrylamidu s PDA + 3,8ml 1,5M TRIS-HCI pH 8,8 +
5ml destilovana voda, odvzdusnit, + 150ul 10% roztok SDS + 50ul
10% roztok APS + 6ul TEMED)
Roztok pro zaostfovaci gel
(1,3ml roztok akrylamidu s PDA + 2,5ml 0,5M TRIS-HCI pH 6,8 +
6,1ml destilovana voda, odvzdusnit, + 100ul 10% roztok SDS +
50ul 10% roztok APS + 10ul TEMED)
Proteinovy standard — Precision Plus Protein Standard 1,5mg/ml
Roztok 0,05% TBST

63



(200ml 10x koncentrovany TBS + 1ml TWEEN + 1800ml
destilovana voda)
5% roztok mléka
(5,59 suSeného mléka + 110ml 0,05% roztoku TBST)
Primérni protilatka (fedéni 1:1000) v 5% roztoku mléka
0 Roztok anti-FTT1103 (2ul protilatky + 2ml 5% roztoku mléka)
0 Roztok anti-IgIC (2,5pl protilatky + 2,5ml 5% roztoku mléka)
0 Roztok anti-IgIB (2ul protilatky + 2ml 5% roztoku mléka)
Sekundarni protilatka (Fedéni 1:1000) v 5% roztoku mléka
o Dako Polyclonal goat Anti-Mouse Immunoglobulins/HRP
(5ul protilatky + 5ml 5% roztoku mléka)
Chemiluminiscenéni roztok
(fedéni A:B — 100:1, 2ml roztok A + 20ul roztok B)
(BM Chemiluminescence blotting Substrate (POD) Kit)
0 Roztok A (Lumiciscence Substrate solution)
0 Roztok B (Starting solution)

Roztoky pro rychlé barveni Coomassie Blue
0 Barvici roztok (25% methanol, 10% kyselina octov4, 0,1% CBBR
250 Coomassie Blue, 64,9% destilovana voda)
o Odbarvovaci roztok (45% methanol, 10% kyselina octova, 45%
destilovana voda)
Vyvojka a ustalovac
Roztok pro barveni stfibfenim
(4g citrat sodny v 10ml dest. vodé + 1,69 siranu Zeleznatého v 8ml
dest. vodé + 0,49 dusi¢nan stfibrny v 2ml dest. vodé, vSe doplinit

do 200ml destilovanou vodou)
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3.12.3. Postup

3.12.3.1 Pfiprava gelu a elektroforéza

Mezi 2 skla, oCisténa ethanolem a upevnéna ve stojanku, jsme nalili
roztok pro délici gel, prevrstvili jsme ho roztokem sekundarniho butanolu a
nechali 1 hodinu polymerovat. Ze zatuhlého déliciho gelu jsme odsali
sekundéarni butanol a na jeho misto jsme nalili roztok pro zaostfovaci gel. Do
jeho horni vrstvy jsme zasunuli hfebinek pro tvorbu jamek a nechali jsme gel 45
minut tuhnout. Poté jsme hiebinek vyjmuli a stojanek s gelem jsme pfemistili do
drzaku, ktery jsme polozili do vany pro elektroforézu. Do elektroforetické vany
jsme z vnéjSi strany drzaku nalili doIni pufr a z vnitfni strany horni pufr tak,
aby prekryval jamky gelu. Na takto pfipraveny gel jsme nanesli proteinovy
standard a upravené sonikované vzorky (Tab. 10). Sonikované vzorky jsme
predtim upravili odpafenim na pfijatelny objem a poté jsme je rozpustili ve
vzorkovacim SDS pufru (2dily vzorku a 1dil vzorkovaciho pufru) a povafili 5
minut pfi 95C. Doplnili jsme hladiny jednotlivych pufr G, aby zakryvaly elektrody,
a aparaturu jsme zapojili ke zdroji. Elektroforéza probihala 57 minut (200V,
47mA). Po ukonc&eni elektroforetického déleni jsme gel vyjmuli ze skel, promyli

ho v transférovém pufru a prenesli ho do blotovaciho pfistroje.

3.12.3.2 Blotovani a barveni gelu

PVDF blotovaci membranu jsme aktivovali v methanolu a nechali jsme ji
20 minut promyvat v transférovém pufru. Poté jsme ji vyjmuli a pfenesli do
blotovaciho pfistroje. Do blotovaciho pristroje jsme poloZili jednotlivé vrstvy
materidlu vtomto pofadi — v transférovém pufru navih&ené filtracni papiry,
aktivovana PVDF blotovaci membrana, gel, navihéené filtracni papiry. Pfistroj
jsme pfipojili k elektrickému zdroji a nechali jsme proces pfenosu na membranu
probihat 20 minut (0,17A, 11V). Po blotovani jsme membranu promyli vodou a
ususili.

Gel jsme omyli vodou, ponofili jsme ho na 15 minut do barviciho roztoku

pro rychlé barveni Coomassie Blue a nasledné jsme ho umistili na 30 minut do
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odbarvovaciho roztoku. Pro Ucely skladovani jsme obarveny gel zatavili do folie

s vodou.

3.12.3.3 Imunodetekce a barveni blotovaci membrany

Membranu jsme rozdélili podle proteinového standardu v mistech nad
25kDa. Poté jsme ji ponofili postupné na 1 minutu do methanolu, na 10 minut
do TBS pufru a na 1 hodinu blokovani do 5% roztoku mléka. Na pfislusné Casti
membrany jsme po blokovani nanesli odpovidajici roztok primarni protilatky
v roztoku 5% mléka a inkubovali jsme pfes noc pfi 4C. Druhy den jsme roztok
primérni protilatky slili a membranu jsme umistili do Falkonovych zkumavek
vrstvou s proteiny smérem dovnitf. Na rotacnim inkubatoru jsme membrany ve
zkumavkach promyvali 6krat za sebou 10ml roztokem 0,05% TBST v
intervalech po 5 minutach. Po ukonéeni promyvani jsme membrany inkubovali
1 hodinu s 5 ml roztoku sekundarni protilatky. Nasledné jsme opét promyvali
6krat za sebou 10ml roztokem 0,05% TBST v intervalech po 9 minutach a 1krét
5 minut vroztoku TBS. Po ukoncéeni promyvani jsme na kazdou pulku
membrany dali na 1 minutu chemiluminiscenéni roztok, membranu jsme poté
osusSili a polozili do desek pro vyvolavani RTG filmd. V temné komore jsme
nechali osvitit RTG film (doba dle potfeby) a pomoci automatu, ktery obsahuje
lazen s vyvojkou a ustalovacem, jsme vyvolali osvicené RTG filmy. U ziskanych
snimkd jsme hodnotili pfitomnost pruhl v oblasti 23kDa pro IgIC, 57,8kDa pro
IgIB a 38,7kDa pro protein FTT1103.

Membrany jsme po detekci opét aktivovali v roztoku methanolu, promyli
jsme ji vodou a nakonec obarvili pomoci roztoku pro barveni stfibfenim po dobu
1 minuty. Obarvené membrany jsme nechali odbarvit v destilované vodé a

ususili jsme ji.

Tabulka 10. Schéma nanesenych vzorku na 15 jamkovy 12% gel
uréeny pro Western blot
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Western blot VJ081017 Western blot VJ090320
Jamka ~ > % % ~ = % :3:_
g LS5 s g L S o
g 2 8 § N 2 8 5
= 5 6 S 5 6
c o c o
1 - - -
2 1 14,4 22 5
3 2 15 24 6,3
4 5 15 25 6
5 3 14,4 23 7,2
6 4 15 24 3
7 1 31 25 3
8 2 3 23 3
9 5 3 15 7,7
10 3 3 14 8,8
11 4 3 13 11,7
12 26 10ul son. vzor. 11 50 pl son. vzor.
13 27 20ul son. vzor. | Protein. standard 12ug
14 | Protein. standard 12ug - -
15 - - - -

Pozn. U vzork(, kde nebyla stanovena koncentrace, je uveden nanaSeny objem

puvodniho vzorku.

3.13. Hmotnostni spektrometrie a zpracovani dat

3.13.1. Pouzity material

» Odsolené odpafené vzorky

3.13.2. Pouzité roztoky

e ZA&sobni roztok A
(2% ACN, 0,1% kyselina mravenci, 97,9% deionizovana voda)
e Z&sobni roztok B

(80% ACN, 0,1% kyselina mravenci, 19,9% deionizovana voda)
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3.13.3. Postup

Odsolené a odparené vzorky jsme rozpustili v roztoku A dle tabulky 11.
Rozpusténé vzorky jsme dale analyzovali na tandemovém hmotnostnim
spektrometru, ktery byl propojen se systémem pro kapalinovou chromatografii.
Vzorky byly pfistrojem davkovany do mobilni faze (jeji sloZeni zavisi na poméru
roztokd A a B) systému kapalinové chromatografie. Na pfedkoloné byly vzorky
odsoleny a zakoncentrovany a nasledné separovany na koloné metodou
gradientové eluce (Tab. 12). Separované vzorky byly prostfednictvim spojeni
pfes nanosprej aplikovany do systému hmotnostnich analyzatori, kde byla
shirdna data v zavislosti na probihajici analyze. Naskenovana data z prabéhu
analyzy byla zpracovana v programu MassLynx 4.0, ktery umoznil zpétné
odecteni dat, jejich vyhlazeni a centrovani. Vysledny pkl format dat byl
porovnan proti databdzi 8 genomu Francisella tularensis za pouZiti programu
Phenyx 2.5.11. Pro vyhodnocovani jsme zvolili parametry uvedené v tabulce
13.

Tabulka 11. Davkovani roztoku A k odpafenym vzorkiim a davkované

mnoZstvi vzorku na hmotnostni analyzu

Objem Davkované mnozstvi
Vzorek | roztoku A
(ul Objem (ul) Proteiny (ug)
6 15 6,4 -
7 10 6 z (4vz+5 roztok A) -
8 25 6,4 -
9 25 6,4 -
10 25 6,4 -
11 12 4 -
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12 25 6.4 -

13 12 4 4,8
14 12 4 3,7
15 12 4 3,2
16 25 5 2,5
17 25 5 3,9
18 25 5 3,4
19 25 5 4,5
20 25 5 3,6
21 25 5 5,0
22 12 4 1,9
23 12 4 9,1
24 12 4 4,2
25 12 4 2,3

Tabulka 12. Parametry metody gradientové eluce

Cas Vysledné % ACN | Priitok
(min) v mobilni fazi Hl/min
0,10 5 5
5,00 5 5
8,00 10 5
120,00 35 5
125,00 90 5
138,00 90 5
140,00 5 5

Tabulka 13. Parametry pro vyhodnocovani dat v programu Phenyx

Kritérium 1. kolo 2. kolo
Naboj 2+,3+,4+
Tolerovana chyba 100ppm 150ppm

Enzym Trypsin (KR) Trypsin (KR)
Maximalné z jedné
Stépici mod Normalni strany nespecificky
Stépeny
Maximalni poc€et chybnych Stépeni 1 3
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Minimalni délka peptidu 6 6
Minimalni z-skére peptidu 5 5/4
p-hodnota peptidu 0,00001 0,0001
Minimalni AC skoére 5 5
Modifikace Cys-CAM (+57 Da) Fixovany Fixovany
Modifikace Oxidace M (+16 Da) variabilni meSi nez 4 mensi nez 2
Modifikace DEAMID (+1 Da) variabilni - mensi nez 4
Modifikace PYRR (-17 Da) variabilni - mensi nez 1
Turbo skére 20% pokryti 0,4Da ]
(a.by)
Pozn. Cys-CAM ....... karbamidomethylace cysteinu
Oxidace M ..... oxidace methioninu
DEAMID ........ deamidace kyseliny glutamové a asparagové
PYRR .......... vznik pyroglutamové kyseliny
AC-skore ....... soucet nejlepSich skare pro validované peptidové sekvence
p-hodnota ....... hodnota pravdépodobnosti peptidu

3.14. VYSLEDKY

V této préci jsme provedli u vzorkd infikovanych tkani ziskanych
laserovou mikrodisekci proteomickou analyzu s vyuZitim hmotnostni
spektrometrie.

Pomoci infekce bunék makrofagové linie J774 bakteriemi Francisella

tularensis LVS/GFP, které jsme pozorovali fluorescenénim mikroskopem, jsme
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ovéfili moznost pouZiti tohoto bakterialniho kmene pro vizualizaci bakterii
v misté infekce in vivo . (Obr. 3).

Mysi z linie Balb/c jsme infikovali intradermalné (5 jedincl) a subkutané
(5 jedincl). Po 14 dnech jsme z mysi, které prezili, odebrali tkané, jejichz
oznaceni je uvedeno v tabulce 2. Pfitomnost bakterialni infekce v odebrané
tkani jsme potvrdili imunochemickym barvenim tkanovych preparata (Obr. 4, 6)
a detekci bakterialnich proteind IgIB, IgIC a FTT1103 Western blotem
(Obr.11, 12).

Pro proteomickou analyzu jsme zvolili tkané kuze. Prostfednictvim
fluorescenéni mikroskopie jsme zhodnotili jednotlivé tkanové Ffezy na
membranovych preparatech (Obr. 7) a poté jsme laserovou mikrodisekci
izolovali fluoreskujici oblasti tkani (Obr. 8, 9, 10), u nichZ jsme predpokladali
pritomnost infekce. Vyfezané mnozstvi tkdné pro jednotlivé vzorky je uvedeno
v tabulce 14. Po sonikaci jsme u vybranych laserem disektovanych vzorkld a
vzorkl celych fezu stanovili spektrofotometricky koncentraci bilkoviny (Tab. 14),
na jejimz zakladé jsme volili davkovani pro Western blot a hmotnostni analyzu.

Po tryptickém Stépeni a odsoleni vzorkd jsme provedli hmotnostni
analyzu na tandemovém hmotnostnim spektrometru se systémem kapalinové
chromatografie LC-ESI-QTOF. V programech MassLynx 4.0 a Phenyx 2.5.11
jsme vyhodnotili data z hmotnostni analyzy. Identifikované peptidové sekvence
a knim pfifazené proteiny pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulkach

15-18. Hodnoceni vysledki je prodrobnéji probrano v diskuzi.

3.15. Diskuze

Pro proteomickou analyzu infikovanych tkani jsme zvolili postup, ktery
zahrnoval pfipravu vzorku laserovu mikrodisekci nasledovanou tryptickym

Stépenim a analyzu bakteridlnich proteinl hmotnostni spektrometrii za pouZiti

LC-ESI-QTOF. Tento pfistup jsme vybrali na zakladé nékterych studii'*> ***

149152 3 vzhledem k neuspokojivym vysledkdim hmotnostni analyzy z predchozi
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prace (nepublikovana data), kdy byla proteomickd analyza provedena
s vyuzitim SDS-PAGE. DalSim divodem byla také snaha o kompatibilitu
pouzitych cinidel s hmotnostni spektrometrii, protoZze cinidla bézné uZzivana
elektroforetickymi metodami (napf. SDS) znemozfuji analyzu pomoci

hmotnostni spektrometrie.

Dulezitym krokem prace byla pfiprava tkdnovych vzorkd a jejich
preparatu. Zvolenim bakterie Francisella tularensis LVS/GFP detekovatelné
fluorescencni mikroskopii jsme vylou€ili pfipadny negativni UCinek barveni
histologickych preparatd na pozdéjSi hmotnostni analyzu. Pouziti Francisella
tularensis LVS/GFP jsme ovéfovali dvéma pokusy in vitro na bunkach
makrofagové linie J774. Jelikoz prvni pokus nemél dostate¢né vypovidajici
hodnotu, museli jsme pokus opakovat, pficemz dobu infekce a koncentraci
bakterii (pomér bakterie : bunky J774) pro infekci jsme zvySili. Na zékladé
zietelné rozpoznatelnych infikovanych bunék J774 s pohlcenymi fluoreskujicimi
bakteriemi (Obr. 3) jsme se rozhodli pouZit bakterialni kmen Francisella
tularensis LVS/GFP pro infekci mysi linie Balb/c.

Z infikovanych mysi jsme odebrali sleziny, tkané kiZe a ftfisla z oblasti
vpichu. K fixaci tkani jsme zvolili proces zamrazeni a roztok 70% ethanolu (pro
preparaty) s cilem zamezit vlivu fixacnich ¢inidel na proteomickou analyzu. Pro
Gcely analyzy jsme vybrali tkdné klGZze z intradermalni infekce. Tuto tkan jsme
zvolili z nékolika divodl. Narozdil od sleziny se da jiz pouhym okem posoudit,
zda jsou pfitomny viditelné znamky infekce (otevieny vied). KazZe poskytuje
také moznost vyfezavat vétSi oblasti bunék ztkanovych fez( nez slezina,
protoze infekce se odehrava v uzké horni vrstvé tkané. U sleziny jsou
infikované oblasti (granulomy) mensSi a jsou rozesety v celé ploSe tkanovéeho
fezu. Dokladem jsou obrazky 4,6 imunochemického barveni preparatl, které
jsme pouzili k ovéfeni infekce vtkani a k srovnanipreparatld, jez byly

hodnoceny fluorescenéni mikroskopii pro ucely LMD.

Pouziti fluorescence s LMD se ukazalo jako efektivni pro vybér
infikovanych oblasti. Oblasti s pfedpokladanou infekci vykazovali vySsi intenzitu
fluorescence nez infekci nezasazena mista (Obr. 5, 7, 8, 9). Nevyhodou v3ak
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bylo, Ze s prodluzujici dobou osvitu tkani se intenzita fluorescenéniho zareni
snizovala. Skenovanim tkanovych preparatd pomoci kamerového systému

mikroskopu jsme tento problém ¢asteéné prekonali.

Pfi laserové mikrodisekci jsme pozadovanou tkan vyrezavali tak, aby
byla vystavena minimalnimu uc€inku UV laseru a nedochazelo Kk jejimu
poSkozeni. Presto se v nékterych oblastech hornich vrstev kize nepodafilo
okamzité cileny Usek vyfiznout a museli jsme ho vystavit procesu fezani
nékolikrat, coZz mohlo vést k ¢asteCné degradaci tkané v okoli fezu. Celkové
plochy vyfezané laserovou mikrodisekci se pohybovali od 5mm? (zvoleno dle
literatury)**®> do 20mm?, v zavislosti na mife infekce tkani a poétu fezl na
jednotlivych LMD membranach. Udaje pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny

v tabulce 14.

Dalsim z&sadnim krokem byla Uprava vzorku pro hmotnostni
spektrometrii. Laserem disektované vzorky a vzorky celych fezd jsme podrobili
procesu sonikace. Kvalita homogenizace vzorku nebyla v nékterych pfipadech
dostate¢na, coz ovlivnilo vytéZzek extrakce proteind. Stanovenim bilkoviny u
vzorkll jsme se presvédCili 0 mnozZstvi proteind extrahovaném ztkané do
roztoku. U vzorku s ozna¢enim CB jsme stanovili, Ze pfiblizné 7,48ug bilkoviny
Ize ziskat z 5mm? vyfezané tkané kuZe, co? je v porovnani se studiemi méné
(literatura udava priblizné 30ug bilkoviny na 5,5mm?)*°. Z tabulky 14 je patrné,
Ze pomér mnozstvi proteind na plochu vyfezané tkané je v zasadé zachovan,
ale u Zaddného LMD vzorku jsme nedosahli podobného vytéZzku proteinu, ktery
udava literatura. DUvodem nizké extrakce proteind do roztoku muze byt
nejenom nedostate¢na homogenizace vzorku, ale také struktura a slozeni tkané
kaze.

Znalosti o koncentraci bilkoviny jsme vyuZili pfi davkovani vzorkd u
metody Western blot, ktera slouzila k ovéfreni pfitomnosti bakteridlnich proteint
v extrakénim roztoku. Touto metodou jsme detekovali nejprve proteiny IgIB a
IgIC (Obr. 11). IgIB jsme prokazali ve vSech vzorcich celych fezl a IgIC ve dvou
vzorcich celych fezu. Z vysledku je patrné, Ze exprese IgIC byla niZsi nez IgIB.
U LMD vzorkl jsme nezaznamenali zadny pozitivni vysledek, coz bylo
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pravdépodobné zpusobeno nizkou nanaskou. JelikoZz geny pro proteiny IgIB a
IgIC jsou z jednoho lokusu, coZz muze poukazovat na vzajemnou zavislost v
jejich expresi, rozhodli jsme se v dalSim Western blotu detekovat misto IgIB
hypoteticky protein FTT1103, vyskytujici se na jiném lokusu (Obr. 12). P¥i
detekci hypotetického proteinu FTT1103 jsme zaznamenali pozitivni vysledek
ve vS8ech vzorcich celych fezi a LMD vzorcich. U detekce IgIC jsme ziskali
pozitivni vysledek jen u dvou LMD vzorkd a dvou vzorka celych Fezu.
Hodnocenim obou Western blotl jsme doSli k zavéru, ze je vhodnéjSi pouzit
k Gcelim detekce bakteridlnich protein Francisella tularensis hypoteticky

protein FTT1103 nebo IgIB v porovnani s IgIC.

Sonikované vzorky jsme podrobili procestiim redukce, alkylace, Stépéni
trypsinem a odsoleni. Podobné postupy jsme vyhledali ve studiich,*'* 123 149152
které se zabyvali proteomickou analyzou ve spojeni s hmotnostni spektrometrii,
a upravili jsme je pro naSe potieby. Redukéni &inidlo TCEP jsme pridavali
v takovém mnozstvi, aby byla jeho vysledna koncentrace ve vzorku pfiblizné
5mM. V trojnasobném poméru k TCEP jsme pfidali alkylaéni Cinidlo IAA a
nakonec jsme do vzorku davali roztok trypsinu, aby konecna koncentrace ve
vzorku byla 2 nebo 4ng/ul. Po Stépeni jsme vzorek odsolili a rozpustili v roztoku
pro hmotnostni analyzu podle znalosti obsahu bilkoviny. Zvolené podminky
jsme vSak nepovazovali za zcela idealni. Bohuzel z ¢asovych davodl nebylo
mozné tuto Cast prace optimalizovat dle naSich predstav. DalSi prace by se
mohly zaméfit na nékteré z nasledujicich bodl scilem omezit ztraty
analyzovaného materialu a zlepSit odezvu pfi hmotnostni analyze. ZvySeni
vytéZku protein z disektovanych oblasti by jsme mohli docilit lepsi
homogenizaci vzorku, nalezenim vhodného poméru objemu extrakéniho
roztoku na mm? vyfezané tkané nebo zkusit jiné extrakéni roztoky (napf.
s mocovinou). Zmeénou alkylaéniho €inidla nebo pfidavaného mnoZzstvi IAA by
se mohl najit optimalni stav, kdy nedochazi na aminokyselinach peptidu k
nezadoucim alkylaénim reakcim (napf. pfi nadbytku IAA muze dochazet k
alkylaci NH, skupiny na N-terminalnim konci, karboxylové skupiny na C-
terminalnim konci a k alkylaci nékterych aminokyselin peptidu)***, které nékdy
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vedou az ke ztraté naboje peptidu a tudiz i k znemoZnéni detekce na
LC-ESI-QTOF.

Analyzu hmotnostni spektrometrii jsme provedli u 20 vzorkd (z toho 4
vzorky celych Fezu). V téchto vzorcich jsme urgili 34 bakterialnich proteind (32 u
LMD vzorku, 4 u vzorkd celych fezll) na zakladé identifikace 52 peptidovych
sekvenci (48 u LMD vzorkl, 6 u vzorka celych fezl). Celkové vysledky
hmotnostni spektrometrie jsou zaznamenany v tabulce 15 a 16. Podrobnégjsi
vysledky pro jednotlivé vzorky jsou uvedeny v tabulkach 17 a 18, kde je
zaznamenan nazev bakterialniho proteinu s jeho oznagenim (Tab. 17) a
konkrétni identifikované sekvence peptidd, knimz byl bakteridlni protein
pfifazen (Tab. 18).

Pomoci LC-ESI-QTOF se nam podafilo urit proteiny unikatni, vyskytujici
se vjediném vzorku, a proteiny objevujici se ve vice vzorcich, které
poukazovaly na stejné chovani bakterii vtkanich. Pfikladem proteinu
identifikovaného ve vice vzorcich je hypoteticky protein FTWQ0967, ktery je
znam také pod nazvem ,pilF“. Ze studii bylo zjisténo, Ze deleci genu pro pilF
u Francisella tularensis LVS dochazi ke ztraté nékterych povrchovych struktur,
coZ mé za nasledek sniZeni virulence bakterie pfi intradermalni infekci my3i.*>®
Také pfitomnost hypotetického proteinu FTW0967 v nasSich vzorcich poukazuje

na jeho dualezitost pfi infekci intradermalni cestou.

Vzhledem k poctu identifikovanych proteint (bakterialnich i mysich) u
LMD vzorkd a vzorkd celych fez( se pouziti metody LMD pro proteomickou
analyzu infikovanych tkani jevi jako vhodné. Z ¢asovych divodu vSak nebylo
mozné proveést vice méfeni, ktera by vyhodu spojeni LMD a LC-ESI-QTOF pro
Gcely identifikace bakterialnich proteind potvrdila. Prestoze jsou vysledky
znaSeho hlediska uspokojujici, zvolenim jiného pfistroje pro hmotnostni
spektrometrii, napriklad zapojeni s iontovou pasti, by se dalo docilit vysSi
citlivosti méreni, coz by vedlo v kone¢ném dusledku k identifikaci vétSiho poctu

proteind.
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Aby bylo dosazeno podobnych vysledkl jako ve studiich (konkrétné
vytéZzek proteinl a pocet identifikovanych peptidd a proteinld), je nezbytné
jednotlivé kroky pfipravy vzorku pro proteomickou analyzu v dalSich pracich
optimalizovat. V porovnani se studiemi se stale z pohledu celkového poctu
identifikovanych proteini dosahuje vyrazné lepSich vysledkd jak s vyuzitim

LC-MS tak i s jest& vice citlivéjsi 2D-elektroforézou, 11° 124123, 149-152
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3.16. Zaver

Vramci této diplomové prace jsme provedli proteomickou analyzu
infikovanych tkani kGZze mysi s vyuzitim laserové mikrodisekce a tandemové
hmotnostni spektrometrie. V celkovém poc¢tu 16 LMD vzorkl a 4 vzorkd celych
tkanovych fezl jsme identifikovali 52 sekvenci peptidi a k nim jsme pfifadili 34
bakterialnich protein(.

Postupy pfipravy vzorku pro LMD se nam podafily ve spojeni
s fluorescenéni mikroskopii vhodné zvolit. Pfiprava vzorku pro hmotnostni
analyzu se nam vSak nepodafila zcela optimalizovat, coz by mélo byt cilem
dalSich praci.

Pfestoze se spojeni LMD standemovou hmotnostni spektrometrii
konkrétné s LC-ESI-QTOF jevi jako vhodné pro proteomickou analyzu
infilkovanych tkani zameéfenou na identifikaci bakterialnich proteina, pro
potvrzeni ném chybi dostateCné mnoZstvi naméfenych dat, ktera z ¢asovych

ddvodu nebyla provedena.
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Obr. 2 Laserova mikrodisekce se systémem LMM
Laserovy paprsek je usmérnovan optickou soustavou mikroskopu a je
Obr.1 Umisténi tka fiového Fezu na membranu pro LMD ap Fikryti soustfedén na tkai upevnénou na membrané pro LMD. Ucinkem
tkafiového Fezu na membran & podloznim sklem. laseru je pozadovana tkan vyfiznuta a vyzvednuta vickem zkumavky
s adhezivnim povrchem. Izolovana tkan se uzavie do zkumavky.




Obr. 3 Infekce bun ék makrofagové linie J774 bakteriemi  Francisella tularensis LVS/GFP
pozorované pomoci fluorescen €ni mikroskopie.
(MOI 500, zvétSeni 400x, expozicni ¢as 1,5s pro fluorescenci).

Sipka oznaduje zelené zafici bakterii pohlcenou makrofagem.



Obr. 4 Imunochemické barveni tkani k GZe z intradermalni infekce pomoci DAB
chromogenu.
Tkané kize (vlevo 1KA, vpravo 2KA) se v infikovanych oblastech vyznacuji hnédou barvou

(znaceno Sipkami) Tyto preparaty byly hodnoceny svételnou mikroskopii pFi zvétSeni 40x.

Obr. 5 Tkanové rezy klze (z intradermalni infekce) infikované bakteriemi Francisella

tularensis LVS/GFP pozorované fluorescen €ni mikroskopii. (expozi¢ni ¢as 1,5s, skenovano
pfi zvétSeni 200x)Infikované oblasti se vyznacuji intenzivni fluorescenci (silné zelené zéfici
oblasti pozorované ve fluorescenénim mikroskopu, pro ilustraci jsou nékteré znacené Sipkami).
Infekce je soustfedéna hlavné do hornich vrstev kiize. Na hornim obrazku je tkan kize s

oznacéenim 1KA vzorek 6, na dolnim 2KA vzorek 9.



Klze z i.d. infekce 2KA, zvétSeni 200x

Obr. 6 Imunochemické barveni tkani k 0Gze z intradermalni infekce a sleziny z subkutani
infekce pomoci DAB chromogenu.

Tkané kuze a sleziny se v infikovanych oblastech vyznacuji hnédou barvou. U tkani kiize jsou
patrné vétsi infikované plochy (granulomy) nez u sleziny, kde jsou oblasti vice
rozptylené.(znaceno Sipkami) Tyto preparaty byly hodnoceny svételnou mikroskopii pfi zvétSeni
200x.



Klze 1KA, zvétSeni 200x KizelKC, vzorek 11,zvétSeni 200x

K@ze 1KA, vzorek 6, zvétSeni 200x Kdze 2KB, vzorek 14, zvétSeni 200x

Klze 2KA, vzorek 13, zvétSeni 200x

Obr. 7 Tkanové fezy kliZze (z intradermalni infekce) infikované bakteriemi Francisella
tularensis LVS/GFP pozorované fluorescen ¢€ni mikroskopii. (expozi¢ni ¢as 1,5s, zvétSeni
200x)Infikované oblasti (granulomy) se vyznacuji intenzivni fluorescenci (silné zelené zéfici
oblasti pozorované ve fluorescenénim mikroskopu, pro ilustraci zna¢ené Sipkami).



Vzorek 8, pfed LMD, zvétSeni 200x

Vzorek 9, pfed LMD, zvétSeni 200x Vzorek 9, po LMD, zvétSeni 200x

Obr. 8 Tkanové fezy ktlize (z intradermalni infekce) infikované bakteriemi Francisella
tularensis LVS/GFP pozorované fluorescen €ni mikroskopii
pred a po laserové mikrodisekci (LMD).
(expozi¢ni ¢as 1,5s, zvétSeni 200x)
Infikované oblasti (granulomy) se vyznacuji intenzivni fluorescenci (silné zelené zé&fici oblasti
pozorované ve fluorescenénim mikroskopu). Po vyfezani pozadovanych Useku tkani jsou ve

fluorescenénim mikroskopu vidét jasné zarici okraje Fezu.



» % e
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Vzorek 19, po LMD, skenovano pfi zvétSeni 200x

Obr. 9 Tkanové fezy kaze (z intradermalni infekce) infikované bakteriemi Francisella
tularensis LVS/GFP pozorované fluorescen ¢€ni mikroskopii p Fed a po laserové
mikrodisekci (LMD).



Vzorek 14, pfed LMD, skenovéano pfi zvétSeni 200x
Obr. 10 Tkanové fezy kiize (z intradermalni infekce) infikované bakteriemi Francisella
tularensis LVS/GFP pozorované fluorescen €ni mikroskopii
pfed a po laserové mikrodisekci (LMD).



Tabulka 14. Tabulka vyfezaného mnozstvi tkané u jednotlivych vzorkd a

vysledky ze stanoveni bilkoviny

NT) ’dc’ o NE § >~ < > ’:O:.\’
s | E | §E |£85|8¢e3
s | < e & |8 2 3 |3 3 <
S |8 |58 |§3 7 |© 28
o X a =
1 | 1KA | Celé fezy | 0,67 (100) 67
2 | 2KA | Celé Fezy | 0,58 (100) 58
3 | 2KA | Celétezy | 0,84 (100) 84
4 1S | Celétezy | 2,12 (100) 212
5 4S | Celétezy | 1,48 (100) 148
6 | 1KA N N
7 | 1KA N
8 | 1KB 10 N N
9 | 2KA 10 N N
10 | 2KB 10 N N
11 | 1KC N
12 | 1KC N N
13 | 2KA 20 0,29 (100) 29
14 | 2KB 12 0,22 (100) 22
15 | 1KB 10 0,19 (100) 19
16 | 1KB 10 0,14 (100) 14
17 | 1KC 10 0,22 (100) 22
18 | 1KC 10 0,19 (100) 19
19 | 2KA 18 0,25 (100) 25
20 | 2KB 17 0,20 (100) 20
21 | 2KA 20 0,28 (100) 28
22 | 1KB | Celétezy | 0,20 (60) 12
23 | 1KC | Celétezy | 0,72 (60) 432
24 | 2KA | Celétezy | 0,42 (60) 25,2
25 | 2KB | Celétezy | 0,30 (60) 18
26 | 1KA 5 N N
27 | 2KA 5 N N
CB | 1KA 5 0,06 7,48

Pozn. N znamena, Ze stanoveni nebylo provedeno.




Vzorek 1 2 5 3 4 1 2 5 3 4 26 27 standard Vzorek 22 24 25 23 24

IgiB FTT1103
F =
IgiC IgiC
Obr. 11 Western blot VJ081017 (osvit 20 sekund) Obr. 12 Western bl ot VJ090320 (osvit 10 minut)

Pozitivni vysledek (prouzek v misté osvitu RTG filmu) je pfi detekci proteinu Pozitivni vysledek je pfi detekci hypotetického proteinu FTT1103
IgIB u vzorkd 1, 2, 3, 4, 5 (vzorky celych FezU) a pfi detekci IgIC u vzorkd zaznamenan u vSech vzorka (22-25 vzorky celych fez(; 11,13-15 LMD

2,3,4. U vzorku 26, 27 (LMD vzorky) neni protein IgIB ani IgIC detekovan. vzorky). PFi detekci proteinu IgIC je pozitivni ndlez u vzorka 11, 13, 23 a 24.



Tabulka 15. Vysledky identifikace z hmotnostni spektrometrie

Identifikované
Identifikované NanéSené
sekvence peptid G | Identifikované
Vzorek €.| bakteridlni mnozstvi
k bakterialnim mysSi proteiny
proteiny protein G (ug)
protein am
6 11 14 138 -
7 8 17 108 -
8 5 7 83 -
9 4 4 77 -
10 2 2 71 -
11 2 2 26 -
12 3 3 70 -
13 2 2 22 4,8
14 2 2 35 3,7
15 1 2 43 3,2
16 3 3 95 25
17 4 7 85 3,9
18 4 5 76 3,4
19 4 7 98 4,5
20 5 6 109 3,6
21 3 3 111 50
22 0 0 9 1,9
23 2 2 36 91
24 2 4 56 4,2
25 3 3 50 2,3

Tabulka 16. Celkovy pocet identifikovanych protein a sekvenci peptidd

ve vzorcich
- LMD Vzorky celych VSechny
Identifikace
vzorky rezi vzorky
Pocet bakterialnich proteind 32 4 34
Pocet sekvenci peptidd
. ) 48 6 52
k bakterialnim proteiniim
Pocet mysich proteinG 349 88 367




Tabulka 17a. ldentifikované proteiny k jednotlivym vzorkam

Néazev proteinu AC ozna €eni vzorky €.
1-acylglycerol-3-phosphate acyltransferase gi[187932253 |6, 7, 12, 13, 21, 23, 25
30S ribosomal protein S7 0i|110669946 6

ABC superfamily ATP binding cassette transporter, ABC protein gi|115315503 17

ABC transporter, ATP-binding protein 0i|110669812| 7,6,8,10,12,18
ABC-type nitrate/sulfonate/bicarbonate transport system, ATPase component |gi|118496765 19
adenine specific DNA methylase 0i|118498062 20, 15
ATp-dependent helicase 0i|110671029 6
ATP-dependent helicase HrpA 0i|115314469 8
beta-lactamase gi|110670207 17,18
cytochrome oxidase bd-Il, subunit Il 0i|110669738 11

DNA polymerase lll, delta subunit 0i|134302695 14

DNA primase 0i|134301934 19




Tabulka 17b. Identifikované proteiny k jednotlivym vzorkiim

Néazev proteinu AC ozna €eni vzorky €.
fatty acid desaturase 0i|134301357 9

glycine dehydrogenase (decarboxylating) 0i|115314378 7
HrpA-like helicase 0i|118498004 7,8
Hypothetical lipoprotein gi|110670934 6
hypothetical protein FTA_1823 gi|156503189 | 7, 13,16, 23,24, 25
hypothetical protein FTF0016 0i|110669666 6
hypothetical protein FTF1284c gi|110670815 8
hypothetical protein FTH_1781 0i[115315460 24
hypothetical protein FTW_0967 gi|134301955| 6, 7, 9, 16, 17, 18, 19
hypothetical protein FTW_1556 0i|134302419 6
isoleucyl-tRNA synthetase gi|187931314 6,7,9, 12,16

17,18, 19, 20, 21




Tabulka 17c. Identifikované proteiny k jednotlivym vzorkim

Néazev proteinu AC ozna €eni vzorky €.
major facilitator superfamily (MFS) transport protein gi|110670690 20
membrane-bound lytic murein transglycosylase A (MLT) family protein 0i[134301630 25
MHC_I C-terminus family 0i|156503266 14
N-acetylmuramic acid-6-phosphate etherase 0i[134301821 8,9, 20
nicotinamide mononucleotide transport gi|156502540 20
outer membrane associated protein gi|156502769 6
sulfate adenylyltransferase subunit 1 0i|156502461 11
tRNA and rRNA cytosine-C5-methylases, sun protein 0i|118497926 7
tRNA(lle)-lysidine synthase 0i[134301750 21
Type IV pili fiber building block protein 0i|110670462 6
UDP-N-acetylmuramate--alanine ligase 0i|110669867 10




Tabulka 18a. Identifikované sekvence peptidu a k nim pfifazené proteiny u jednotlivych vzorki

Id. protein

Identifikovana sekvence

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

©
o
O

0i|110669666

DNVMTFWR

X

0i|110669738

LPLDNLYK

0i|110669812

TIELDYPR

0i|110669867

NALIKVTGVAR

0i|110669946

VAAEILEAVEGR

gi|110670207

ELGGLONLNKFIK

QDNNTGANR

9i|110670462

AQLGSDLSALGGAK

gi|110670690

SLACNMIFALGR

0i|110670815

VQQLEDKMAVANK

gi|110670934

SSALIGIIEGNIR

9i|110671029

QILTNSSNIKINRHS

SVITDCDQESSILKHDSKSS

IKYVIDSGLAR

0i|115314378

PGDMGFDVLHMNLHKT

ASHEFIVTLKPE

YASLAGFLER

0i|115314469

VHRDFNIYFIEGYR

Rl R R R R R R R R PR RN R R O R, R

Pozn. Zluté pole znagdi, Ze tato peptidova sekvence byla identifikovana i pro jiny protein a nachazi se na vice mistech tabulky.




Tabulka 18b. Identifikované sekvence peptidu a k nim pfifazené proteiny u jednotlivych vzork

Id. protein Identifikovana sekvence 6|7|8(9(10|11|12|13|14|15|16(17|18|19|20|21|22|23|24|25|poc
0i|115315460 [LHYFIYNNENPKK X 1
NDVLNDVVRFLYSK X 1
RNDVLNDVVR X 1
0i|115315503 [YNICLEYNQDKK X 1
TIELDYPR X 1
0i|118496765 |DIMRLWHTGQAKTK X 1
TIELDYPR X 1
0i|118497926 |NLQSKILTNL X 1
QAINAKADMFIR X 1
RLELLR X 1
0i|118498004 |IKYVIDSGLAR X | X 2
IVALLRALPKNIRK X 1
KIRLQNQLSQK X 1
KKNFISPVR X | X 2
0i|118498062 [KIMQENYNLILK X X 2
KIMQENYNLILKK X 1
QRPGIGDLPTK X 1
0i|134301357 (IGWCYDLKTTPK X 1
0i|134301630 [VINTDLKTK x| 1

Pozn. Zluta pole znadi, Ze tato peptidova sekvence byla identifikovana i pro jiny protein a nachazi se na vice mistech tabulky.




Tabulka 18c. Identifikované sekvence peptidd a k nim pfifazené proteiny u jednotlivych vzorka

Id. protein

Identifikovana sekvence

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

U
o
(@]

0i|134301750

LKILFQELQIPTTER

X

0i|134301821

VAIVMILNNCDYEK

0i|134301934

EQLYNK

0i|134301955

DQALVYMERANR

KDYTNCYKVIYSMK

QALVYMER

TKLIKAQDLAKQ

0i|134302419

YSQDTEKYR

0i|134302695

LQQTLVDK

0i|156502461

GFQGTVVSGSAK

0i|156502540

RQQNTNVDNIIMLNR

0i|156502769

AIASFVNFIKDSNISSVTVK

YFAVQYNQLVGR

0i|156503189

LNDSDHLVILDVNSK

0i|156503266

LLLPQLEK

R o Rl R R R R R R DR NP W] R

0i|187931314

QRTWGVPLSLFIHK

[iny
o

VTSPQDIYNTLGADILR

0i|187932253

LFSPTKFEIEQNTK

celkovy pocet identifikovanych peptid

14

17

95







