Univerzita Pardubice

Fakulta chemicko-technologicka

Studium membranové lokalizace konservovaného hyipké&ho
lipoproteinu bakteri€&rancisella tularensis vyuzitim
molekularrg-biologickych metod

Bc. MartinaCapkovéa

Diplomova prace
2009



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

ZADANI DIPLOMOVE PRACE
(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a prijmeni: Be. Martina CAPKOVA

Studijni program: N3912 Specidlni chemicko-biologické obory

Studijni obor: Analyza biologickych materidla

Nazev tématu: Studium membréanové lokalizace lipoproteinu FTT1103
bakterie F.tularensis s vyuZitim molekuldrné-biologickych
metod

Zadsady pro vypracovani:

Teoretickd ¢ast:

1.F. tularensis - intracelulirni patogen

2 faktory virulence intraceluléirnich patogent
3.bakteridlni lipoproteiny - struktura, funkee, lokalizace
4.metody poudivané k objasnéni lokalizace bakteridlnich lipoproteini - predikéni pristupy,
molekularné biologické metody, separaéni techniky a jiné
5. proteiny membrdanové frakee F.tularensis

G6.FTT1103 - dosud znama fakta

Experimentalni fdst:

1.piiprava expresnich vektord

2.exprese jednotlivich variant proteini v E.coli
3.detekce jednotlivych variant proteini v E.coli

d.vyuZiti fosfatasové aktivity pro lokalizaci F'TT1103



Rozsah grafickych praci:

Rogsah pracovni zpravy:

Forma zpracovani diplomové prace: tifténa
Seznam odborné literatury:

Sambrook J., Fritsch E. F., Maniatis T.: Molecular Cloning (A Laboratory
Manual), Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York 1989

Vedouci diplomové prace: Ing. Marcela Sim3ovd, Ph.D.
APRONEX s.r.o. Jesenice u Prahy
Konzultant diplomové prace: doc. Ing. Lenka Hernychova, Ph.D.

Fakulta vojenského zdravotnictvi Hradec

Datum zadani diplomové price: 1. F¥ijna 2008
Termin odevzdani diplomové prace: 7. kvétna 2009

il

|71
1
A UEz5 LS. D/?n /
prof. Ing, Potr Lo3fak, DeSe. doec. RNDY. Zuzani Bilkovd, Ph.D.

dékan vedouci katedry

V Pardubicich dne 27. inora 2009



Prohlasuiji:

Tuto praci jsem vypracovala samostatieSkeré literarni prameny a infor-
mace, které jsem v praci vyuzila, jsou uvedenyanamu pouzité literatury.

Byla jsem seznamena s tim, Ze se na moji prachuftarava a povinnosti
vyplyvajici ze zakon&. 121/2000 Sb., autorsky zakon, zejména se 8hagti, Ze
Univerzita Pardubice ma pravo na uieni liceréni smlouvy o uziti této prace jako
Skolniho dila podle 8§ 60 odst. 1 autorského zakamatim, ze pokud dojde k uziti
této prace mnou nebo bude poskytnuta licence o jii@mu subjektu, je Univerzita
Pardubice opravwma ode mne poZadovatipéreny gispevek na uhradu naklad
které na vytvéeni dila vynaloZila, a to podle okolnosti az dicfegkut&né vyse.

Souhlasim s prezeénim zgistuprénim sveé prace v Univerzitni kniho¥n

V Pardubicich dne 4. 5. 2009

Bc. MartinaCapkovéa



Podtkovani:

Rada bych na tomto méspodskovala Ing. Marcele SimSové, Ph.D., za vede-
ni mé diplomové prace a cenné radiyjgjim zpracovani. Dale chci pskbvat také
vSem zansstnan@m firmy Apronex s.r.o., ki@ mi ochot& pomahali a poskytli mi
skwlé zazemi, zvlastpak Mgr. Dag Manglové za jeji oftavou pomoc. Takeé bych
chttla poctkovat doc. ZuzahBilkové a doc. Lence Hernychové za konzultace.

Dékuji svym rodEam, Ze mi umoznili studium na vysoké Skole a vzdy m

podporovali. @Zkuji také svému manzelovi za jeho podporu &livpst.



Anotace

Nedavno publikované studie ukazuji, Ze proteiny im@mového bakterialni-
ho komplexu DsbA-DsbB maji fjimy vztah kvirulenci mikroba (Inaba and
Ito, 2008). Pedkladana prace je z#@mna na studium topologie jednohoéetto
lipoproteini Franciselle tulransis (F. tularensisubtyp tularensig, ozn&ovaného
jako lipoprotein FTT1103 (gi 56708183, teoretick& @8 721 Da, pl 5.23) s DsbA
doménou. Metodami genového inzenyrstvi byla, préfeni vysledk predilkcnich
algoritmi, pripravena sada vektibmpro expresi jak fuznich rekombinantnich protei-
na, tak i volnych forem FTT1103.

Expresni vektory byly vytv@ny klonovanim genu pro FTT1103 a reportéro-
vého genu pro periplazmaticky aktivni enzym alkadiec fosfatazu (PhoA). K deni
lokalizace lipoproteinu ¥scherichia coli(E. coli) byla vyuzita pray ptirozena en-
zymatickd aktivita PhoA ip sekreci proteifi do periplazmatického prostoru diky
piitomnosti funkniho N-koncového signalniho peptidutigPavené vektory byly
pouzity pro expresi, naslednou detekci prateia jejich enzymatické aktivity
v modelovém organismi.coli. Na zaklad ziskanych poznatkbyl navrzen topolo-

gicky model proteinu FTT1103.

KLI COVA SLOVA: Francisella tularensisproteinova topologie, alkalicka fosfataza

Summary

Recently was published, th&rancisella tularensisproteins in membrane
compartment have direct relation to the microbé&@genicity. The referred diploma
thesis is focused on FTT1103 lipoprotein topologylg. There was prepared a set of
vectors for expression of phusion recombinant jmetas well as their free variants
by using of genetic engeneering methods to validate in bioinformatic study. Ex-
pression vectors were prepared by “in frame” clgroh FTT1103 gene and reporter
gene for periplasmatically active enzyme alkalit@gphatase (PhoA). Activity of
PhoA due to enzyme secretion into periplasmaticespathe presence of functional-
ly active N-terminal signal sequence was used terdene lipoprotein localization
in Escherichia coli(E. coli). The vectors were used for expression, proteiaatien
and enzymatic activity prediction in a model orgamiof E. coli. Based on research

data the topology model was proposed.

KEYWORDS: Francisella tularensisphusion protein, alkaline phosphatise



Zkratky:

2-DE

A
A,C,G,TW
ABC

AD

BCIP

bp

BSA

C

CIAP

D

dNTP

E. coli
EDTA
ELISA

F. tularensis
FTT1103
FTT1103-AD
FTT1103\
G

GAMpy
GARey

h

HEPES
His

I

IFN-y
IgG, IgM
iIMALDI
kDa

L

LB

LD pufr
LP

LPS

Dvoudimenzionalni elektroforéza
Alanin

Nukleotidy - adenin, cytosin, guanin, fygradenin nebo tymin
ATP binding cassette transporter (ATP vazelsmekovy penaseé)
adaptor

5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat

Pa@et pafi bazi (base pair)

Howzi sérovy albumin (bovine serum albumin)

Cystein

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (telatéwmi alkalicka fosfataza)
Kyselina asparagova

Deoxyribonukleotidtrifosfat

Escherichia coli

Etylendiamintetraoctova kyselina

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

Francisella tularensis

Funkni lipoprotein FTT1103

Funkni lipoprotein FTT1103 sifpojenym adaptorem

Lipoprotein FTT1103 bez signalni sekvence

Glycin
Goat anti-mouse (kozi sekundarni protilatka protsi primarni protilatce)
Goat anti-rabbit (kozi sekundarni protilatka pkoéli¢i primarni protilatce)
hodina

N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfostid

Histidin
Izoleucin

Interferony

Protilatky — imunoglobulin G a M

Immunoaffinity Matrix-assisted laser desorb/ionization

Kilodalton

Leucin

Luria-Bertani Broth; Lysogeny Broth
Leading DNA pufr

Lipoprotein

Lipopolysacharid



LVS
MALDI
MHC II
min
PBS
PCR
PhoA
rpm
RT

S

SDS
SDS-PAGE
Sp

T

TB
TBE
TLR
Tuld

Live Vaccine Strain
Matrix-assisted laser desorption/ionization
Hlavni histokompatibilni kompleX. ttidy
minuta
Phosphate-buffered saline (fosfatovy pufr)
Polymerase-chain reaction (polymeraz@egzova reakce)
Alkalicka fosfataza
Pa@et ot@&ek za minutu (revolutions per minute)
Laboratorni teplota
Serin
Dodecylsulfat sodny
SDS polyakrylamidova gelova elektroforéza
Signalni peptidaza
Treonin
Transformation buffer (transforréai pufr)
Tris/boritan/EDTA
Toll-like receptor
T-lymphocyte-reactive protein
Valin

Libovolna aminokyselina



fakta

3.

0o T USSP 11
TEOMEUICKAEAST ..vvvvveiiiiieii e et e e e e e e e e aeeeeas 12
2.1 Francisella tularensis.............ooouuuiiiiiiiiiiiie e 12
2.1.1 Francisella tularensis- intracelularni patogen ...................... 12
2.1.2 Faktory virulencd=. tularensis...........ccccceevvvvvviiiiiiiieeeeeeeeeeen, 13
2.1.3 DiagnostikaF. tularensisa projevy onemoemi ...............c......... 15
2.1.4 Dostupné vakciny proti tularémii .............ceeemeeeeeiieneieeeeeeeennn 18
2.2 Faktory virulence intracelularnich patogen...............cccccevvvvvvnnnnns 18
2.3 Bakterialni lipoproteiny — struktura, funkce, lokalce .................. 20

2.4 Metody pouZzivané k objasni lokalizace bakterialnich lipoprotéin

2.5 Konservovany hypoteticky lipoprotein FTT1103 — ddsandma

................................................................................................ 24

O |1 > o TS 26
EXPerimentalNBast...........uuiiiiiiii it e e e e e e 27

4.1 Chemikalie, material aifstrojoveé vybaveni ...........cccccceeeeieiii e 27
4.1.1 ChemMiIKANE ......ooveieeiiiiiieiiie e ree et 27
A = {0 74 (o ]|V 2SR 28
A.1.3 KIY woeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eemes e 31
A.1.4 ENZYMY ottt mmmmme e e e e e e e e e eaans 33
4.1.5 ProtilAtKy......cooooiiiiiiiieiccc e 35
4.1.6 Syntetické oligonukIeotidy ............cceeeeiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 35
A.1.7 GEIY.eoeeeeeeeeeeeee et 36
4.1.8 Kultivacni MEdIa.........cceeiiiiiiiiiiiieiiiiiie e 37
4.1.9 PlaZmidy ....coovuuiiuiiiiiiiiiee e eee e eeeemr e e e e e e e 38

4.1.10 Bakterialni Kmeny..........coooiiiiiiiiiiiiiemmmmee e 38



4.1.11 PouZzité pistroje a pormcKY ..........cooovviiiriiiiiiiiiiiiiiiieeee e, 38
4.2  Metody a pracovni POSTUPY ..ccceeeeeeeeeeeeiimmmmmeiiniieieeeeeeeeeeeeeee s 40
4.2.1 Priprava superkompetentnich BUIE.cOli..........ccccvvvvivivnnnnnn.n. 40

4.2.2 Transformace plazmidové DNA do superkompetentnicki 41

4.2.3 lzolace plazmidoveé DNA ........couuiiiiiiiiiiie e 41
4.2.4 Manipulace s plazmidovou DNA ...........oovvimeemmmeeieeeeeeeeeeeee, 42
4.2.5 Elektroforéza v agar6zovém gelu ...........ccmeeeniieiiieeeeeeennnnnnn. 43
4.2.6 lzolace fragmerit DNA z agar6ézového gelu...............coovveeeues 44
4.2.7 Kontrola exprese ProteinuU............cceevvveeemmeeieeeeeeeeeseeeeeeeieennnnnns 45
4.2.8 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)....... 45

4.2.9 Barveni SDS-PAGE gelu pomoci Coomassie BrillianteBl.... 46

4.2.10 Imunochemicka detekce protéina membra# (Western-blot) 46

4.2.11 Glyceroloveé bakterialni KONZErvy.............cewmeeeeeeiiieeeeeennnnn. 47
4.2.12 Priprava sekver@i PCR ... 47
5. VysledKy @ diSKUSE ..........uuviiiiiiiiiiiiiieieeeiiiicee e 48
5.1 Priprava expresnich VEeKIDE...........ccevvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeenen 48
5.2 Exprese a detekce jednotlivych proteinE.coli................cc.eveeee. 57

5.3 Vyuziti fosfatazové aktivity pro lokalizaci konsemaného

hypotetick€ho liPOPIOtEINU ...........coieees et e e e e e e e e e e e e e e eeeae e enaaaeeee 60
5.4 DISKUSE ....oiiiiiiiiiiii e ettt e e e e e e e e e e 60
B. AV oot a e e e e e e e e e 62

7. [ 2] = 10 | = DTSR 63



1. Uvod

F. tularensisje jemna pleimorfni Gram-negativni intracelularakterie vy-
volavajici zoonotické onemoéni tularemie.F. tularensisse vyskytuje vetyiech
subtypech: subtypolarctica mediasiatica novicida a tularensis Pokud neni nasa-
zena I€ba antibiotiky, je onemoené hypervirulentni variantol. tularensissubtyp
tularensis smrtelné az v 60 % ifpadi. Ostatni subtypy jsou ménvirulentni.

F. tularensisse vyskytuje prakticky po celé severni polokoulisubtyg tularensisa
holorctica byl sekvenovan a anotovan genom (Larsson P. 208b) a charakterizo-
van zakladni proteom (Hubalek M. et al. 2008).tularensissubtyptularensisje
jednim ze Sesti mikroorganisnklasifikovanych The U.S. Centers for Disease Con-
trol and Prevention jako biologické agens typu Aewsky a teroristicky zneuzitelné
(Dennis a kol., 2001; Ellis a kol., 2002). Vzhledemebezp&, které pedstavuje, se

v dnesni do mnoho vyzkun vénuje podrobnému zkoumani této bakterie.

Predkladana prace je z&rena na studium jednoho z lipoproteif.P), ktery
je podle prediknich algoritnii lokalizovan v periplazéhnebo vijSi membras bak-
terieF. tularensis Tento LP se oziaje FTT1103 a pokud by se potvrdila jeho loka-
lizace ve vijSi membraa a vliv na patogenicitu, mohl by byt vyuziti wyvoji vak-

cin, novych diagnostickych metod neliozlepSovani moznostidby.
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2. Teoreticka ¢ast

2.1 Francisdlatularensis

2.1.1 Francisdlatularensis— intracelularni patogen

Bakterie F.tularensisje Gram-negativni, opou#eha, nepohybliva, aerobni
bakterie tginkovitého tvaru. Jeji rozény jsou 0,4-0,6um na Sfku a 0,8-1,Qum na
délku.F. tularensispati mezi bakterie, které netkicspory (Macela a kol., 2006).

F. tularensisje pivodcem tularémie, nemoci ozftwané také jako zaje
nemoc. Jde o onemadan s @irodnim vyskytem, které setzejména mezi vnima-
vymi hlodavci, jakymi jsou divoce Zijici hlodavckralici a zajici (odtud ozrteni
zajei nemoc). Mize vSak dojit k jejimuienosu i na jiné savceetre ¢lovéka. Re-
nos probihatznymi zpisoby: (1) vzduSnou cestou (kontaminovanym prachebon
aerosolem), (2§lenovci, ktgi saji krev na infikovanych zkdtech (kom# a kli&'a-
ta), (3) pozitim kontaminované vody apod. Tato baktnapadaizné typy eukaryo-
tickych burgk (profesionalni makrofagy i nefagocytujiciiiky) a mize se vyskyto-
vat v iiznych tkanich (nap uzliny, slezina, plice). Je také schopna uniknout
z fagolysozomu a mnozit se v cytoplazhostitelské biky (Thakran a kol., 2007).
Letalni infekéni davkaF. tularensissubtyptularensisje proclovéka 10 bakterii aero-
solovou cestou (Dennis a kol., 2001; Pavkova a ROD5).

Bylo prokazéno &kolik subtypi tohoto mikroorganismu, které se lisi ve vi-
rulenci. Dva pravépodobré nejznangjSi subtypy jsou vysoce virulenthi tularensis
subtyp tularensis (typ A, kmen SchuS4) a meén virulentni subty-
py F. tularensissubtyp holarctica mediasiatica novidica (typ B). F.tularensissub-
typ tularensisse vyskytuje v severni Americe a subtyplarcticav Evropg: a Asii.
Praw subtypholarctica zpisobuje epidemie také(eské republice. Zatimco nakaza
zpiusobena subtypeimolarctica nel&ena antibiotiky je letalni asi jen ve 30 %, jde-li
o infekci subtypentularensis,miuze byt umrtnost az 60 %. Né&na nebo nedosta-
tecné lécena infekce vede k selhani dychani, Soku a smetistédni Asii se vedle
subtypuholarctica vyskytuje také-. tularensissubtyp mediasiatica jez svymi cha-
rakteristikami pipomin&F. tularensissubtyptularensis V Japonsku se dale vysky-

tuje F. tularensissubtyp japonica(Macela a kol., 2006; Havlasova a kol., 2005).
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2.1.2 Faktory virulence F. tularensis

Jedny z kikovych struktur spojenych s virulenci se jevi poengh proteinové
struktury bakterii. Proteiny ¥si membrany umaiiji F. tularensisvstup do hosti-
telské buiky, prezivani uvnit buiky a tim anik gped imunitnim systémem hostitele.
V souwtasnosti je zndmo 38 membranovych prategnstéle jsou ifdavany dalsi, u
kterych je o¢iovan vztah k virulenci mikroba. Identifikace povostych struktur je
dulezita, protoZze vede k vyvoji novych protilatekagnostickych souprav, vakcin
apod. Zatim vSak nebyl jednozim& uréen proteini skupina proteifh zodpowdnych
za virulenci (Janovska a kol., 2007).

Vedle proteii mohou byt za virulendr. tularensiszodpowdné i dalSi sou-
casti bakterii, jako je jeji pouzdro, povrchovy lgmbysacharid (LPS) a lipid A nebo
alkyl-pyrofosfoestery (fosfoantigeny). Pouzdro jélekité jako ochrana proti lyzi
zprostedkované sérem, avSak uvribstitelskych bugk vede k respiranimu vzpla-
nuti a usmrceni bakterii. LAS tularensisma asi 1000x niZSi toxicitu nez je tomu u
E.colia sokasre ma jeho Otetézec unikatni sloZeni. Lipid A obsazeny uyiiakte-
rie ma vliv na virulenci LPS. Fosfoantigeny jsolngmi induktory istu T-bugk a
tento Gst je patrny pedevsSim fi onemocwni tularemii, nikoli pi vakcinaci (Sjod-
stedt, 2003).

Jednim z proteiin vnéjSi membrany je FopAHRrancisellaouter membrane
protein), jehoZz hmotnost je 43-kDa. Tento proteihtegtovan jako mozny kandidat
vyuzitelny @i pripraw vakcin. Ukazalo se vSak, Ze nevyvolava ochranupati
subtypu A, ale dokonce ani proti kmenu LM&¢ vaccinestrain — oslabeny kmen
pouzivany k vakcinaci zkat). DalSi molekulou lokalizovanou ve &8 membraa
F.tularensis je Tul4 (T-lymphocyte-reactive protein) s molekwdo hmotnosti
17-kDa. Vyzkum ukazal, Ze jde o integralni membxdnbP. Ri dalSim zkoumani
byly objeveny dva paralogy toho proteinu — Tul4ATT0901) a Tul4-B (FTT0904)
(Huntley a kol., 2006).

DalSi proteiny pravgpodobré lokalizované ve w&Si membraa jsou: LP
asociovany s peptidoglykanem Pal (peptidoglycanaated lipoprotein, FTT0842);
ortology proteinu v&§Si membrany TolC-A (FTT1095c) a TolC-B (FTT1724c);
podjednotka pilinu typu IV PilQ (FTT1156c); proteindpovdny za rezistenci proti
sttibrnym kationtm SilC (FTT1258); antigen na povrchu&&i membrany FtaG
(FTT1573c); nasobitel infeékosti makrofag Mip (macrophage infectivity
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potentiator, FTT1043); N-koncovéast ortologu autotransporterového proteinu
Yersinia YapH-N (FTT0918); C-koncov&ast ortologu autotransporterdersinia
YapH-C (FTT0919); LVS ortolog autotransporteMersinig ktery je vysledkem
delece C-koncovéasti YapH-N a N-koncovéasti YapH-C vetecim ramci a jehoz
néazev je YapH-LVS (FTL_0439) (Huntley a kol., 2006)

Pomoci prediknich programi byly objeveny dalSi dva proteiny: protein
Z chitinazové rodiny Chtl (FTT0715) a antigen pbawrcvrgjSi membrany SrfA
(FTTO025c). Peoitacovy program LipoP (http://www.cbs.dtu.dk/serviceptiP/)
umoziujici predpowdét lipoproteinovy charakter ukazal, Ze Pal, Mip, ¥aN, Ya-
pH-LVS, Tul4-A a Tul4-B by mohly byt lipoproteinyetailni analyza N-koncovych
sekvenci TolC-A a SilC vSak odhalila, Ze postradajvenci zvanou ,lipobox" a
proto s velkou prawibodobnosti nejde o lipoproteiny (Huntley a kol.0gp

Podle pgitatového programu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
obsahujeF. tularensiskompletni Lol systém, ktery je nezbytny priepos lipopro-
teind z vnittni do vrEjSi membrany (Takeda a kol., 2003). Zatim vSak re=eia
znamo, zda dochazi opravdu pomoci tohoto systéimanklokaci lipoproteit pies
periplasmaticky prostor nebo nikoli (Huntley a k@006).

DalSimi potencialnimi faktory virulence jsou 23-kpeotein (IglC), ktery je
dulezity pro intracelularni proliferaci; proteiny Mgl a MgIB, které jsou
pravdEpodobrg regulatory genové exprese; 17-kDa lipoproteingykje rozpoznavan
lidskymi T-buikami po vakcinaci kmenem LVS (Sjostedt, 2003); @irot IglA a
IgIB, u nichz dosud nebyla objasra jejich funkce a produkt gengiD. S vyuZzitim
bioinformatické analyzy byly navrzeni dalsi kandidaktora virulence, kterymi jsou
proteaza CplB, wlezita pro spravné skladani protiido jejich terciarni konformace;
RNA ozna&ovana jako host factor 1 (Hfq), vazajici proteiiny pro translaci sigma
faktoni stacionarni faze; sigma 54 modina protein, ktery je alternativnim sigma
faktorem; superoxid dismutaza a peroxidaza/katalppanahajici bakteriimipzit
oxidativni vzplanuti ve fagozomech; alkalicka faafa (AcpA), ktera by mohla
pomahatF.tularensis unikat z fagolysozofh Mezi potencialni faktory virulence
pati i tzv. ,housekeeping” proteiny (tj. proteiny netheé pro pezivani a proliferaci
bakterii), mezi ®Z pati glutamin-syntaza, serin-hydroxymethyltransferaza
(NP_406411), gama-glutamyltranspeptidaza (NP_46R453Bymidylat syntaza
(NP_820530), tzv. putative chorismate mutase (NB248), beta podjednotka
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riboflavin  syntazy (NP_819678) a ABC transportér TRAbinding cassette
transporter). Z vySe uvedenych Udgp patrné, Ze otazka faktorvirulence F.
tularensisje dosud nedostates objasina (Macela a kol., 2006). V nedavné &ob
byla prokdzana idezitost LP s DsbA doménou (disulfid oxidoredukjazako
klicového faktoru virulencé-. tularensissubtypuholarctica Tento lipoprotein je
nezbytny pro feZiti a replikaci bakterie v hostitelskéioe (Straskova a kol., in

press).

2.1.3 DiagnostikaF. tularensis a projevy onemocrni

V minulosti se pro diagnostiku pouzivaly bakteraelzycené z krveipbakte-
riémii. Izolace se néasledrprovadla na vnimavych laboratornich hlodavcich. Po
jejich smrti se materiél z typickych organovychil&altivoval. Pro kultivaci se pou-
Zival krevni agar sifdavky glukdzy a cysteinu iip. inokulace testovaného materia-
lu do Zloutkového vaku Keciho embrya. V dnesni dbke vSak kultivace pro dia-
gnostickeé dely bézrn¢ neprovadi kuli obtizné izolaci, kultivaci a také realnému rizi-
ku ndkazy persondlu labor&to Pro rychlou aiffmou diagnostiku se s vyhodou vyu-
Zivaji imunofluorescemi metody. Biikami zprostedkovanou fecitlivélost Ize de-
tekovat jakin vitro testem inhibice migrace makrotag blastickou transformaci
lymfocyta, tak takéin vivo koznim alergickym tularinovym testem. Provadi-li se
piimé nékry z patologického materialu, majic¢igky kokobacilarni tvar. Pro starSi
kultury jsou pak charakteristické pudkgvité Utvary a zdtelé vidknité formy (Bed-
n& a kol., 1996).

Na kéznych laboratornichimach nemize bytF.tularensiskultivovana, pro-
toZze je velice nakma na kultivéni podminky. Pro jejitst na Zivnych pdach je
nutna gitomnost Zeleza a sldenin obsahujicich -SH skupiny rfagystein nebo
thioglykolat sodny (Lukas, Libich, 1962). Kultivaggmozna také na krevnim agaru,
kde je vedle cysteinuiftomna i glukdza, fip. na mdé z koagulovanych vagaych
Zloutki. Mezi nezbytndirstova aditiva pro kultivack. tularensispati krome jiz
zminéného cysteinu i glutamin, histidin a thiamin. Kdtkiaci Ize pouZzit také che-
micky definované medium s pH mezi 6,2 a 6,4 obsahajimo jiné vapenatouik
kyseliny pantothenové. Oba tyto faktory maji paxtivliv na fist bakterii (Cham-
berlein, 1965). Kolonie vyistaji po 2 i vice dnech. Zpatku jsou drobné a fsvit-
né, pocase se min¢ zakali a z&nou mit mukdzni konzistenci. Fermentace @uykr
u F. tularensisvelice slaba (Bedita kol., 1996).
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Pro diagnostiku se spiSe nez kultivace pouZzivéatiaglini test nebo ELISA.
Tradiéni metodou diagnostiky je pr&agluting&ni test, ktery vSak nentfifis citlivy a
navic dochazi kifpadim, kdy izolovany kmen obsahuje jiné antigeny, nearé
jsou pouzivany v komenich testech (Ellis a kol., 2002). Doba, po ktemnize aglu-
tinatni test podavat fale8nnegativni vysledky je i vice nez 25 dnVzhledem
k tomu, Ze wasna léba gedchazi dalsim komplikacim, je jasné, Ze jsoughat
rychlejSi a robustSi diagnostické metody. Jednimdgpups maze byt ELISA, kte-
ra vyuziva navazany vysoce purifikovany lipopolysaodovy antigen (LPS antigen)
k detekci IgG a IgM v séru. Ani ELISA vSak nedok&Zgstotou stanovit IgG a IgM
v séru div nez za 2-3 tydny. DalSi nevyhodou metod ELIS&ghutinaniho testu je
to, Ze nejsou schopny od sebe odlisit typy A a BchHRejSi diagnostika je v dnesni
dok¢ mozna s vyuzitim PCR (polymerase chain reactimgomoci PCR Ize stanovit
az 1¢ CFU/ml bakterii ve fosfatovém pufru (CFU — coldfoyming unit). Ve vzor-
ku krve, ktery obsahuje inhibitory PCR, vSak takovéitlivosti nelze doséhnout.
V lidském séru byla citlivost PCR 300" CFU/mI bakterii (fi pouZiti vice PCR to
bylo az 16 CFU/mI bakterii v lidské krvi). Specialni filtéai papir a spojeni s tzv.
.,PCR-enzyme immunoassay“i(p. stanoveni pomoci TagMan 5 nukleazy) zvysuje
citlivost az na méhnez 100 CFU/mI bakterii (Ellis a kol., 2002). Mé®oPCR je
dostaten¢ citliva pro kozni formu tularémie, avSak nedostagepro ostatni formy
jako nap. respir&ni nebo tyfoidni forma. Byl vSak proveden vyzkurterk vyuZzival
stimulaci lymfocyt plné krve (Whole-Blood Lymphocyte Stimulation Tjes¥&fit-
kem aktivace lymfocyt je u tohoto testu hladina interferop(IFN-y). Diky tomu,
Ze buréna imunita je rychlejSi nez humoralni, Ize jghbm jednoho tydne od infi-
kovaniclovéka prokazat onemoéni. Tato metoda je zatim stale ve vyvoji &
se nepouziva. Jeji nevyhodouidze byt, Ze se vzorky po odebrani musi zpracovat
béhem péar hodin, protoZe jsou velice citlivé k po&kaz- jiz za 24 hodin mohou byt
vysledky zkreslené (Eliasson a kol., 2008). Dayghlou diagnostickou metodou je
mikroskopické pozorovani s vyuzitim fluoreséeh znaenych protilatek. V tomto
piipadt je mozné ziskat vysledky jiZbem rékolika hodin (Dennis a kol., 2001).

ELISA metodou vyuzivajici monoklonalni protilatkgel detekovat ifimo
bakterialni lipopolysacharid. Citlivost tohoto staeni je 16 CFU/mI bakterii ve
fosfatovém pufru a TOCFU/mI bakterii v lidském séru. Pro rychlé stamdve

v terénu lze pouzit tmi imunochromatograficky test vyuzivajici jak motaidlni,
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tak i polyklonalni protilatky proti LPS antigenuiti&ost tohoto testu je F0CFU/ml
ve fosfatovém pufru a I0CFU/ml v lidském séru. Imunochromatograficky tgst
sice jednoduchy a rychly (vysledky jsou k dispozhem 15 minut), avSak diky
nizké citlivosti nelze na zaklachegativniho vysledku jednoztr@& vyloucit infekci
F. tularensis(Ellis a kol., 2002

Novéa kvantitativni diagnosticka metoda vyuZivapod detekciF. tularensis
hmotnostni spektrometrii je rychla, be#pa, citliva a specificka. Tato metoda se
nazyva immunoaffinity MALDI (zkracehozna&ovano iMALDI) a je zaloZena na
detekci IgIC peptiddr. tularensis Protilatky proti peptidu jsou nejprve imobilizova
ny na afinitni kuléce, nasledd jsou gidany natravené ,lehké" a étké" peptidy,
které jsou adsorbovany na kiku (imunoadsorpce), kdky se usptadaji na destt
ku pro MALDI analyzu, je fidan roztok matrix a dalSi postup je jiz stejnygak
MALDI. ,T ézké" peptidy jsou izotopicky ziané peptidy s hledanym epitopem,
které slouzi jako vnihi standard. Jako ,lehké" peptidy jsou ozeray peptidy, které
jsou analyzovany. Metoda iMALDI mé& oproti mikroagghacnimu testu tu vyhodu,
Ze je rychla (natitelna hladina protilatek pro mikroaglutiérd test je asi za 1 tyden
po infekci), a oproti PCR a ELISA neni tolik citike kontaminaci materialu jinou
DNA/mikroorganismem. Metodou IMALDI se stanovujeldgv PBS roztoku, ale

stanoveni Ize provést i z lidské plazmy nebo naswiteru (Jiang a kol., 2007).

F. tularensisje intracelularnim parazitem, dikemuz se ji dd unikat ged
imunitnim systtmem napadeného organismu. Je schdinaa mnozit se
v makrofazich a ma aparat, ktery ji umozni unikgolysozon do cytoplazmy. Jeji
lokalizace v organech zavisi daité miry na zfisobu infikovani, i kdyZ fednosts
napada jatra, slezinu, ledviny, plice a lymfatickstiny. P@&atek onemoami byva
provazen bolestmi hlavy, hateami (38-40 °C), zimnicemi, rymou a podré&adm
krku (Dennis a kol., 2001). Onemager ma charakter kil akutni infekce, nebo je
chronické. B akutni fazi Ize pozorovat zvySenou teplotu a rmaét, @ chronické
pak zhnisani a 2¥Seni miznich uzlin a ztratu pohyblivosti (Sedlalomstkova,
2006; Bedn&a kol., 1996).

Podle zfisobu nakazeni Ize tularémii ragitl na nekolik forem. A to kozni,
zpasobenou fedevsimilenovci, dale pak @i forma, Ustni forma po poziti kontami-

novaneé potravy nebo vody a plicni, ktera jésgibena vdechnutim kontaminovaného
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prachu nebo aerosolu. Prapddobr nejzavazyjsi je posledni zniiovana forma —
plicni. Projevuje se z&em plic, kaslem, dudnosti a bolesti na hrudi. Uiirma
muze mit d¥ rizné manifestace. Bupripomina &€Zkou anginu, nebo tyfus (tyfoid-
ni), kdy jsou casté bolesti #icha, pijmy, zwtSeni sleziny, krvaceni atredy
v zaZivacim traktu (Sedlak, Torakdva, 2006; Bedrida kol., 1996).

2.1.4 Dostupné vakciny proti tularémii

Z kmeneF.tularensis subtyp holarctica byl izolovan oslabeny kmen ,Live
Vaccine Strain® (LVS), ktery se pouZzival k vakcina¢ dnesni dob se lidé ne¢kuji
timto kmenem, protoze kmen LVS jiZ neni licencovdeni znam dvod atenuace a
také hrozi realné riziko konverze na virulentni kmBale neni vieSen mechanis-
mus navozeni imunity a hrozi tak nebedpafekce imunosuprimovanych jediinc
OvsSem vzhledem k tomu, Ze jind vakcina zatim négeisvakcinace lidi kmenem
LVS se ve specialnichtipadech provadi. Jde o lidi, kigsou v gimém ohrozeni
touto bakterii Janovska a kol., 2007

Nedavny vyzkum odhalil mozny cil vyvoje Zivé oslabevakciny. Pokusy
provedené s kmenem tularensissubtypholarctica, ktery obsahoval nefugki gen
pro lipoprotein FTT1103 s DsbA doménou, ukazalyterego lipoprotein je kéiovym
pro virulenci bakterid=. tulaensis Tento lipoprotein navozoval u pokusnychiavi
protektivni imunitu, takZe byly chrény pred infekci plg virulentnim kmenem typu
B (Straskova a kol., in press). Byly testovany takétantni kmeny s defektnim ge-
nem pro lipoprotein FTT1103 s DsbA doménou, kteréozovaly protektivni imuni-
tu proti SchuS4. Pokud by se tedy potvrdilo, Zepitein FTT1103 je skutaé
zodpovdny za virulenci. tularensis znamenalo by toddeZity objev nejen pro vy-
voj vakciny protiF. tularensis ale i pro diagnostikudin a kol., 2003

2.2 Faktory virulence intracelularnich patogeni

Pro virulenci intracelularnich patogefe klicové nejenom adherovat na po-
vrch hostitelskych butk, ale také proniknout do jejich nitra. Kighyceni na povrch
hostitelskych bugk vyuZivaji bakterie molekuly oztavané jako adheziny. Tyto
molekuly jsou velice variabilni od jednoduchych tsaidi az po slozité organely.
Mohou mit vlaknitou a ohebnou podobu fimbrii (pii¢bo to mohou byt slozky bu-
né¢né membrany. Tyto molekuly jsou specifické pro jettlné druhy bakterii. Veli-

ce dilezité jsou povrchoveé struktury bakterii, jako L&Broteiny vijSi membrany u
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Gram-negativnich bakterii, nebo polysacharidy obséZz v bui¢né séné
Gram-pozitivnich bakterii. Tyto struktury mohou ledchrany proti v&§Simu pro-
stredi slouzit také k adhezi bakterii na hostitelskatku (Macela a kol., 2006).

Molekuly, které pomahaji finiku bakterii do hostitelskych béik, se nazyva-
ji invaziny (u bakterieListeria monocytogenese nazyvaji internaliny). které ad-
heziny mohou plnit zarowei funkci invazini, jako nap. ,fibronectin binding pro-
tein“ bakteriiStaphylococcus aurewsStreptococcus pyogenddezi invaziny pat i
proteazy a peptidazy, fosfolipazy, kolagenazy, im@lidazy apod., které umiadji
prinik bakterii tk&®mi. Invaziny rozruSuji membranu vakuol a tim urgz Gnik
bakterii z vakuoly do cytoplazmy. ik skrze membranu hostitelskéiby mize
byt zprostedkovan také igstavbou cytoskeletu hostitelskénky, ktera je induko-
vana GTPazou z rodiny Rho (farucella melitensis, Salmonella entenc&e-
kre¢ni systémy jsou pro patogenitu bakterii takde#ité, protoze s jejich pomoci
bakterie transportuje adheziny a invaziny n& povrch a zarove umoziuji sekre-
tovat i regulatory obrannych mechanishostitelské biiky (Macela a kol., 2006).

Pro patogenitu bakterii jsou nutné proteiny, ktes@s’'uji zakladni metabo-
lické pochody a umaiuji bakteriim peZivat v bitkach hostitelského organismu
Tyto proteiny se ozralji jako tzv. ,house-keeping“ proteiny. Mezi ,houkeeping*
proteiny lze z#adit nap. glutamin-syntdzu nezbytnou profegivani bakterii
v makrofazich Mycobacterium tuberculosis, Salmonella typhimupiurttiymidy-
lat-syntazu umaiujici intracelularni  proliferaci Salmonella enterida nebo
y-glutamyl transpeptidazu indukujici apoptétielicobacter pylorj (Bedn& a kol.,
1996).

DalSim z faktodl virulence jsou bakterialni toxiny. Tyto toxiny nuh piso-
bit bud’ pfimo v hostitelské hice nebo jejim&sném okoli, nebo mohou byt krevnim
obéhem zaneseny do jinyatasti tla. U Gram-pozitivnich bakterii se toxiny do pro-
stredi uvohuji béhem fnistu. Toxiny Gram-negativnich bakterii se uwgl az po
narudeni jejich busné stny. kinky toxind jsou izné od cytotoxickych, jako n&ap
O-streptolyzin,g-lyzin nebo listeriolyzin, pes pyrogenni jako nappyrogenni toxin
bakterieStreptococcus pyogenagbo mohou zjsobovat toxicky Sok jako je tomu
v pripadt toxinu toxického Sokibstaphylococcus aureudako endotoxin se ozhige
lipopolysacharid nebo jeho odpenacast. Mezi toxiny Ize zZadit i superantigeny,

molekuly vazajici se nespecificky na T-lymfocytyVHIC Il (hlavni histokompati-
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bilni komplex II. ¥idy). Nebezpé&i superantigeinsp@iva v jejich schopnosti vyvolat
autoimunitni onemocmi (Bedné a kol., 1996; Macela a kol., 2006).
Geny pro faktory virulence jsotasto lokalizovany blizko sebe v oblastech

oznaovanych jako ,ostrovy patogenity“.

2.3 Bakterialni lipoproteiny — struktura, funkce, lo-

kalizace

Lipoproteiny se skladaji z proteinové a lipidiaiésti. Na N-konci proteinu je
navazana N-acyl diacylglycerylova skupina, kterédo@fmje ukotveni lipoproteinu
v membraf. Spojeni proteinu s diacylglycerylem zdiife thioeterova vazba mezi
diacylglycerylem a cysteinovym zbytkem (Obr. 1).

Pro lipoproteiny je charakteristicky ,lipobox“. Jadekratkou aminokyselino-
vou sekvenci na N-konci peptidu, ktera obsahujey\@gteinovy zbytek. Tato sek-
vence je tvéena aminokyselinami [LVI][ASTVI][GAS][C] (Obr. 2)Bakterie pouzi-
vaji charakteristicky zjsob lipidace této oblasti peptidu. Posttrafisladojde
k navazani N-acyl-diacyl-glycerylové skupiny naotbivou skupinu cysteinu. Peptid
je nasledn rozSepen enzymem signalni peptidazou (Sp) a na volndwmitovou
skupinu cysteinu je navazateti acyl. Tim vznika triacylovany lipoproteiniitdm-
nost lipidovych zbytk umoziuje ukotveni proteinu v membr&nN-konec lipopro-
teind obsahuje signalni peptid, ktery jaleZity pro jejich lokalizaci v membrén
bakterii (Obr. 3) (www.mrc-Imb.cam.ac.uk).

Lipidace je také kfiova pro spravnou funkci protéinktera je rozmanita.
Nékteré slouzi k transportu exopolysacharid kapsularnich polysachatidpies
membranu, jiné jsou aktivatory pro dalSi proteiMafczak a kol., 2006).#kladem
takovych lipoprotein je i FTT1103 (gi 56708183) a Tul4 (32395512), &temoz-
nuji aktivovat Toll-like receptory (TLR) (Thakrankal., 2007). Pro spravnou funkci
lipoproteini je dilezita i jejich sekundarni struktura. Jakiokpad |ze uvést fitom-
nost sekundérni struktury protéinp-barelu u transportnich protéin které
v membran vytvaii kanal (Marczak a kol., 2006).
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Obr. 1 Schematické znazorgni struktury lipoproteinu. Na cysteinovy
zbytek proteinu je thioeterovou vazbou navazanyitifyceryl. Treti acyl je
navazan na N-konci cysteinugRV pozicich R a R byva navazan zbytek
kyseliny palmitové, v pozici RmuzZze byt navazan zbytek kyseliny palmito-
vé nebo olejovéwww.mrc-Imb.cam.ac.ykKamalakkannan a kol., 2004).
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Obr. 2 Zastoupeni aminokyselinovych zbytk v N-terminélni proteino-

vé sekvenci ,lipobox“. Na ose x jsou uvedeny zkratky jednotlivych amino-
kyselinovych zbytk (L, V, I, A, S, T, G, C); na ose y je procentuehai-
stoupeni aminokyselinovych zbyitkNa prvni pozici v ,lipobox* byva nej-
¢astji leucin, druha areti pozice je variabikjsi — na druhé je tdasto ala-
nin nebo serin, nadti pak alanin nebo glycin. Posledni pozici vZdyjiraa
cystein (vww.mrc-lmb.cam.ac.uk

Bakterialni lipoproteiny jsou u Gram-negativnichkiegii lokalizovany ve
vnitini ¢i vnéjSi membré nebo v periplazi To, v jaké¢asti membrany bude lipo-

protein lokalizovan, zavisi na mnoha faktorech @nje z nich je uspgddani a za-
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stoupeni jednotlivych aminokyselinovych zbytk ,lipobox" sekvenci. Pokud je na
druhém mist kyselina asparagova (CXD), pak bude teoretickyaddita lipopro-
teinova lokalizace ve vriiti membran. Jestlize lipoprotein v této pozici kyselinu
asparagovou postrada, bude prgatiobrg lokalizovan ve vijSi membrag. Lipo-
proteiny mohou obsahovat jednu nebo i vice trandon@novych oblasti a mohou
tvorit homo- i heterokomplexy (Thakran a kol., 2007;rbtk a kol., 2006).

Lipidovy nastavec (kotva) Lipoprotein

¥

LI

.r

Hydrofilni protein ki
embrana

\ 4

=

Obr. 3 Schematické znazorgni ukotveni lipoproteinu v membrané.
Hydrofilni ¢4st proteinu je orientovana do cytoplazmy, periplatického
prostoru nebo WjSiho prostedi, zatimco hydrofobni lipidick&ast ged-
stavuje kotvu, kterou je cely lipoprotein ukotven membras
(www.mrc-Imb.cam.ac.yk

2.4 Metody pouzivané k objasini lokalizace bakte-
ridlnich lipoprotein u
K predikci bakterialnich lipoproteinlze pouzit poitacové programy, které

obsahuji databaze znamych lipoproteifProteinovou sekvenci hledaného lipopro-
teinu porovnavaji s jiz znamymi sekvencemi a motiggproteini v databazi a sta-
tistickymi vypaity nasleds urci pravépodobnou lokalizaci lipoproteinu v bakterii.
Jako piklady prograni lze uvéstBLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi),
PSORT-B (www.psort.org) nebdipoP (www.cbs.dtu.dk/services/lipoP/). Program
PSORT-B hleda oblasti signalnich pepiidtransmembranovych-helixa a motivi
specifickych pro ufitou lokalizaci. Je schopen izalit lipoprotein do jedné zp
moznych lokalizaci (cytoplazma, vinift membrana, periplazmaticky prostor gjé
membrana a extracelularni prostor) a dokonce jeahnuiit, zda protein neni loka-
lizovan zarove ve dvou mistech (népcytoplazma a vnihi membrana). fedpowd’
lokalizace gkterych lipoproteif vSak miize byt obtizn4, pokud jde o proteiny ¥nit

ni membrany se 2 a m&m-helixy, proteiny asociované s&gi membranou bez
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klasickéhoB-bareluci proteiny sekretované jinak nez sekredrahou typu Il (Gardy
a kol., 2003). PrograrhipoP je schopny predikovat N-koncovou signalni sekvenci
oblast rozeznavanou signalnimi peptidazami | a pr@tein bez signalni sekvence.
Pri predikci lokalizace vyuziva oblasti signélni sekee, ktera rive byt bu’

v n-oblasti, h-oblasti nebo c-oblasti (,lipobox™Mento program je vhodny pro pre-
dikci lokalizace lipoproteih a mist rozeznavanych signalnimi peptidazami I,a Il
dale pak cytoplazmatickych a transmembranovychepid{Juncker a kol., 2003).

K izolaci proteirii jednotlivych bugénych kompartmerit se pouziva rozd
leni v sachar6zovém gradientu. Tento gradient s®okfy postupnym vrstvenim
55 %, 50 %, 45 %, 40 %, 35 % a 30 % (w/v — hmotmigstocenta) roztoku sacharo-
zy. Sachardza je nakoneteprstvena homogenizovanym vzorkem obsahujicim ana-
lyzované proteiny a lipoproteiny. Nasleduje dloublodél centrifugace, dnem které
dojde k rozdleni sngsi proteiri na jednotlivé frakce podle obsahu prote@lipidu.
P¥itomnost studovanych protéiwv jednotlivych vrstvach je analyzovana SDS-PAGE
s detekci stbrem nebo imunochemicky (Huntely a kol., 2006).

Pro separaci jednotlivych bakterialnich protese pouziva dvoudimenzio-
nalni elektroforézu (2-DE). Touto metodou se protaiejprve rozdi podle svého
izoelektrického bodu a naslefise @&li podle molekulové hmotnosti (SDS-PAGE).
Proteiny Ize detekovat dusttibrem gimo v polyakrylamidovém gelu nebo imuno-
chemicky metodou Western-blot. Takto ziskané mapy pro dany kmen charakte-
ristické. DalSim krokem fi¥e byt analyza proteinhmotnostni spektrometrii. Nej-
prve jsou jednotlivé body, odpovidajici konkrétrproteinim, z SDS gelu izolovany
a nasleda upraveny pro vlastni analyzu. Analyza vzonrobiha metodou hmot-
nostni spektrometrie MALDI-TOF (matrix-assisted dasdesorption/ionization
time-of-fly) a ziskana hmotnostni spektra jsou ptaugro identifikaci proteinu (Ha-
vlasova a kol., 2005).

K analyze proteit Ize pouzit i fuzi s reportérovym genem. Proteidgdva-
né reportérovymi geny maji specifickou aktivituetd slouzi k jejich gikazu. Jako
piiklad  cytoplasmatickeho reportérového genu lze tuvéshloramfeni-
kol acetyltransferdzu (CAT), kterd bakterii poskgtochranu proti antibiotiku chlo-
ramfenikolu. Membranovymi reportérovymi geny mohmo hybridni protein man-
nitol permeéaza-PhoA nebo b-podjednotkaH Pazy. Periplazmatickymi reportéro-

vymi geny jsou p-laktamaza  (bla), ktera rozklada penicilin
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(http://www.epibio.com/f5_4/f5_4pp.asp) a alkalidk&fataza (PhoA), ktera pdip
dani vhodného substratu (iap-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat BCIP) umimije
konverzi bezbarvého substratu na barevny produkicffazkova a kol., 2005; Mie-
rendorf a kol., 1987).

2.5 Konservovany hypoteticky lipoprotein

FTT1103 — dosud zndma fakta

Protein FTT1103 je tuen 365 aminokyselinovymi zbytky. Jeho teoreticka
molekulova hmotnost je 38,72 kDa a izoelektrickydbb,11. Podle vysledk
hmotnostni analyzy je jeho realna molekulova hmstt®,82 kDa a izoelektricky
bod 4,45. H analyze vyuZivajici 2-DE se protein FTT1103 vysiiy v rekolika
nabojovych a hmotnostnich variantach. Podle pesdilo programu LipoP je
FTT1103 membranovy lipoprotein (Janovskd a kol.0730 Obsahujici DsbA
domeénu. Je vysoce prajgbdobné, Ze jde o periplazmaticky lipoprotein (Qikol.,
2009),¢emuz by odpovidalo i to, Ze jeho N-termindlni slgh@eptid je od&jpovan
signalni peptidazou Il (Janovska a kol., 2007).nSigi peptidaza | odfpuje také
N-terminalni signalni peptid, avSak na rozdil odgnsini peptidazy Il nepnasi
protein na lipidovou kotvu. Proteiny ¢pené signalni peptidazou | jsou dbu
sekretované proteiny nebo proteiny ukotvené v mémibdalSi transmembranovou
doménou. Proteiny &ené signalni peptidazou Il jsou k memlgraazany lipidovou
kotvou (Gomez a kol., 1999).

FTT1103 obsahuje motiv CXXC, ktery je s@sti ,DsbA-like” struktur. Péi tedy
do skupiny DsbA, podskupiny Coml-like (http://mwwwtmnlm.nih.gov/sites/;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) (Obr. 4). Peit DsbA ma disul-
fid oxidoreduktazovou aktivitu, avSak jeho role at@genezi je nejasna. Ds-
bA/Coml-like doména jeadezitd pro spravné sbaleni protieivnéjSi membrany a
sekretovanych protein které mohou slouzit jako toxiny (Straskova a kol press).
Lipoprotein FTT1103 spolu s TUL4 a dalSimi triacydmymi lipoproteiny jsou
schopny aktivovat Toll-like receptory (TLR), konkmé& heterodimer TLR2/TLR1.
TLR jsou molekuly na povrchu btk a v endosomalnich kompartmentech, které
jsou schopny detekovat produkty bakterii,ayikvasinek a prvak Za stimulaci
TLR2/TLR1 je pravdpodobré zodpowdna pra¥ lipidova sloZzka lipoproteiin

FTT1103 a TUL4. Oba proteiny jsou s n#gi pravépodobnosti triacylovany.
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Podle nedavnych vyzkuinmtyto dva lipoproteiny hraji jednu z hlavnich &leFitych
roli pii vrozené imunitni odpasdi na infekci vyvolanour. tularensis.Konkrétre
lipoprotein FTT1103 je prawgodobr zodpowdny za humoralni imunitni odp&d.
Diky stimulaci TLR2/TLR1, ktera vede k produkci okini, I1ze TUL4 a FTT1103

povazovat za faktory virulencée tularensis(Thakran a kol., 2007).

oblast ,lipobox*“ (LVAC) DsbA/Com1-like doména (motiv CMYC
mezi 164. a 167. aminokyselinou)

/ /

1 19-22 150 164-167 317 365

NH; — COOH

Obr. 4 Schematické znazoréni lipoproteinu FTT1103. Cerver lipobox,
zelert DsbA/Coml-like doména, motiv CXXC (,DsbA-like” stktura) mezi
aminokyselinami 164 a 16Tisla udavaji piadi aminokyselinovych zbyik
(pccitano od N-konce). Oblast ,lipobox“ je charaktedk& pro membranove
lipoproteiny, zatimco DsbA je periplazmaticky piatéproto je motiv CXXC
typicky pro proteiny periplazmy). Pismena L, V,®, M, Y ozn&uji aminoky-
seliny — leucin (L), valin (V), alanin (A), cysteifC), metionin (M) a tyrosin

(Y).

Nedavné studie ukazuji, Zze nejenom FTL_1096 izalgva kmene LVS
(ozna&eni pro FTT1103 subtypliolarctica) je schopen navodit protektivni imunitu.
Stejnou vlastnost ma i FTT1103 izolovany z kmeneuSel. Lipoprotein FTT1103 je
zodpo¥dny za unik F. tularensis z fagolysozomu. U mutantnich kmen
s nefunknim FTT1103, bylo pozorovano, Ze se z fagolysazoroliuje mér bak-
terii. Ty bakterie, které segsto uvolnily, byly imunitnim systémem rychle odstr
nény a rozdieni bakterii do orgdnbylo minimalni. Navic mysi, které byly infikova-
ny timto mutantnim kmenem, byly naslédre &tSin¢ pripadi imunni vaci infekci

divokym typem (,wild-type*) kmene SchuS®in a kol., 2009
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3. Cil prace

Cile diplomové prace vychazeji z vyslédk pozadavk predchazejiciho vy-
zkumu. Hlavnim cilem bylo, na zakkagredilkénich algoritnii a s vyuzitim novych
pristupa pro studium membranové lokalizace lipoproteipotvrdit a uéit topologii
jednoho z proteiin FTT1103 mikrobd-. tularensis Metodami genového inZenyrstvi
jsme gripravili sérii vektoi jak pro expresi fuznich protdinsestavajici z FTT1103 a
reportérového enzymu alkalicka fosfataza — PhoK, g expresi volnych forem
proteinu FTT1103 v pIné délce i s cRjilbi N-terminalni signalni sekvenci.

Pro wugeni lokalizace FTT1103 v komplexu \vmt membrana—
periplazmaticky prostor — ¥j§i membréana byla vyuZitatippzena aktivita alkalické
fosfatazy v periplazmatickém prostoru. Pro tentel jsme sestrojili expresni vektory

s predpokladanou furthi signalni sekvenci odvozenou od FTT1103 v porovsé
signélni sekvenci PhoA a zaravisme gipravili vektory bez signalnich sekvenci.
Dukaz funkini signalni sekvence a zardvevéreni lokalizace jsme provedli barev-
nou detekciirstu bakterii na tuhém kultignim mediu obohaceném o substrat pro
PhoA.

Kontrolu drovré exprese proteinjsme provedli pomoci SDS elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu s barvenim Coomassie &itliBlue a zaroweimuno-
chemickym stanovenim Western-blot s naslednou defebkteiri specifickymi pro-

tilatkami.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie, material a pristrojové vybaveni

4.1.1 Chemikalie
40 % akrylamid/bis 37,5:1 (akrylamid), Amresco, USA
Agardza pro DNA elektroforézu, Cambrex, USA
Ampicilin, sodna 8l (Amp), Amresco, USA
Azid sodny (NaN), PentaCR
Bakteriologicky agar (LB-agar), Amresco, USA
Bromfenolova mot] Sigma, USA
Calf Intestinal Alkaline Phosphatase (CIAP), FertasnLitva
Comassie Brilliant Blue R250 (CBB), Servasilecko
D-glukosa, bezvoda (glukosa), Amresco, USA
Dihydrogenfosforgnan draselny (KePQy), PentaCR
Dimethylsulfoxid (DMSO), Amresco, USA
Dithiothreitol (DTT), Serva, Bmecko
DNA polymeraza, Finnzymes, Finsko
dNTPs mix, Fermentas, Litva
Dodecylsulfat sodny (SDS), Amresco, USA
Ethidiumbromid, Amresco, USA
Ethylakohol, absolutni (etanol), Pent:R
Ethylendiamin-tetraoctova kyselina (EDTA), AmrestiA
Glycerin, bezvody (glycerin), PentéR
Glycin, Serva/Lachema/PentagiNeckoCR/CR
Hydrogenfosforénan sodny, heptahydrat (M#PO,. 7 HO), Amresco, USA
Hydroxid sodny (NaOH), Amresco, USA
Chlorid draselny (KCI), Pent&,R
Chlorid sodny (NaCl), Pent&R
Isopropylalkohol (isopropanol), PentaR
Isopropyl-D-thiogalaktosid (IPTG), Alexis, Svycarsko
Kanamycin sulfat (Kan), Amresco, USA
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Koncentrat rychloustalova, Foma Bohemia spol. s r.GR

Koncentrat vyvojky, Foma Bohemia spol. s r©R

Kyselina borita (HBO3), PentaCR

Kyselina chlorovodikova (HCI), PentdR

Kyselina kumarova, Sigma, USA

Kyselina octova (CECOOH), PentaCR

LB médium, Amresco, USA

Luminol, Sigma, USA

Methylalkohol (metanol), Pent&R

Mocovina, PentaCR

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethanosulfonova Kysa (HEPES),Amresco, USA

N,N,N",N"-tetrametylethylendiamin (TEMED), AmresddSA

Octan draselny (C#£00K), PentaCR

Odtuinéné mléko, BohemilkCR

Peroxid vodiku (HO,), PentaCR

Persiran amonny (APS), Amresco, USA

Reakni pufr pro DNA polymerazu (HF) , Finnzymes, Finsko

Reakéni pufr pro T4 DNA ligazu — 10x koncentrovany, Fermtas, Litva

Restrilkéni endonukledzy a jejich pufry, Fermentas, Litva

Roztoky E1-E6 z kitu JETSTAR 2.0, Genomediécko

Sachar6za, Amresco, USA

A DNA, Fermentas, Litva

Standard molekulovych hmotnosti pro SDS PAGE (Biestl Protein Mole-
cular Weight Marker), Fermentas, Litva

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris), Amresco, USA

Tris(hydroxymethyl)aminomethan-hydrochlorid (Tri$SH, Amresco, USA

Tween 20, Pro Pure, Norsko

VSechny pouzité chemikalie byly v analytickigtote.

4.1.2 Roztoky

Ampicilin (Amp; 150 mg/ml)
ampicilin ... 7,59
destilovana bloO ..................... 30 ml



Destilovanou HO jsme doplnili do 50 ml, zamichali a filtrovaligs filtr 0,2
um Corning. Alikvoty jsme uchovavalifp-20 °C.

Blokovaci roztok:

suSené odtinéné miléko .............. 259
PBS (10x konc.) ......ccoveiiiinnns 5ml
destilovana KO ......... doplnit do 50 ml

Blotovaci pufr (10x koncentrovany)

glycin ..o, 390 mM
TS te 480 mM
SDS .. e 0,37 % (w/v)

Zasobni roztok jsme uchovavati g°C.

Blotovaci pufr (1x koncentrovany)

gIyCiN .o, 39 mM

THIS s 48 mM

SDS i 0,037 % (w/v)
metanol .............cooeiiiiiiins 20 % (wiv)

Zasobni roztok jsme uchovavati g°C a spatebovali do 1 tydne.

ECL1:
luminol ... 0,0675 g
DMSO ..o, 1,5 ml
kyselina kumarova ..................... 0,0555¢g
15MTris (pH=8) ....coevviiiiinn. 9,99 ml
destilovana KO ......... doplnit do 50 ml
ECL2:
HoOo oo 91,8ul
0,1 M Tris-Cl (pH=8,5) ............... 9,99 ml
destilovana kO ......... doplnit do 50 ml
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Kanamycin (Kan; 60 mg/ml)
kanamycin .............oooeiiiiennns 39
destilovana bO ....................es 30 ml
Destilovanou HO jsme doplnili do 50 ml, zamichali a filtrovaligs filtr 0,2

um Corning. Alikvoty jsme uchovavalifp-20 °C.

Odbarvovaci roztok:

metanol .............cooeiiiiiiiieen 10 % (w/v)
CH3COOH ..., 10 % (w/v)
destilovana kO ....... doplnit do 100 ml

PBS (10x koncentrovany)

NaCl ..o, 809
KCI .. 249
NggHPO, . 7 HO ..o, 21,449
KHPOy ..o 29

destilovana KO ...... doplnit do 1000 ml
Roztok jsme sterilizovali autoklavovanim (121 °@, @in) a uchovavali i
4°C.

Promyvaci roztok:
PBS
Tween 20 ....ocvvvvvviiiie e, 0,05 % (w/v)

Roztok Coomassie Brilliant Blue R-250:
Coomassie Brilliant Blue R-250 ..... 0,25¢

metanol ..o 45 ml
CH3COOH ..., 10 ml
destilovana KO ........ doplnit do 100 m|

Po rozpusini jsme roztok fefiltrovali pies filtratni papir.

TB pufr:



MnCl; jsme gidali az po upra¥ pH na 6,7 pomoci KOH. Roztok jsme filtro-
vali pres filtry s velikosti par 0,45um (4 °C).

TBE pufr (10x koncentrovany)

THIS o 549
kyselina borita ...................ce.... 275¢
0,5 EDTA (pH=8,0) ....c.evvrvnnennn. 20 ml

destilovana KO ...... doplnit do 1000 ml

THS o 250 mM
gIyCIN .o, 25M
SDS ., 1 % (w/v)

Vzorkovy pufr pro agarézovou elektroforézu(6x koncentrovany)
bromfenolova mod................... 0,25 % (w/v)
sacharéza ............cccevvvviiinennnn. 40 % (w/v)

Alikvoty jsme uchovavali $ -20 °C.

Vzorkovy pufr pro SDS PAGE (2R — 2x koncentrovany)

Tris-Cl (pH=6,8) .........ccvvvnnnnn. 100 mM
DTT i, 200 MM
glycerin .......ooiiiiiiii 20 % (wiv)
SDS .. 4 % (WIV)
bromfenolova mod.................... 0,2 % (w/v)

Alikvoty jsme uchovavali p -20 °C.

4.1.3 Kity
Jet Quick Gel Extraction Spin Kit (izolace z gelGgnomed, Bmecko
JET Star
JET Star (Genomed, Mmecko)
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E1 (resuspendace hik):

pH upravené pomoci HCI na 8,0

E2 (lyze burk):
NaOH ....................... 200 MM
SDS ... 1% (W)

E3 (neutralizace):
octan draselny ...............3,1 M

pH upravené pomoci GBOOH na 5,5

E4 (ekvilibrace kolony):

NaCl ......ccoviiiiinnns 600 mM
octansodny ................. 100 mM
TritonX-100 ..........coceneees 0,15 %

pH upravené pomoci GBOOH na 5,0

E5 (promyti kolony):
NaCl ......................... 800 mM
octan sodny ................. 100 mM
pH upravené pomoci GBOOH na 5,0

E6 (eluce DNA):
NaCl ....................... 1250 mM
TrS covveiiiiiiiiiieienn.. 100 MM

pH upravené pomoci HCI na 8,5

JET Quick (Genomed, Rmecko)

L1 (rozpusni gelu):
NaCIlQ,

octan sodny
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TBE-rozpousici roztok

L2 (promyti, rekonstituce):
etanol
NacCl
EDTA
Tris-Cl

4.1.4 Enzymy

T4 DNA ligaza a 10x koncentrovany T4 DNA ligazovyfp Fermentas,
Litva

RNaza, Fermentas, Litva

DNA Phusion Polymeraza a 5x koncentrovany Phusibrptifr, Finnzymes,

Finsko

Nazev endonukleazy Rozpoznavana Doporweny pufr
sekvence

BanHl G|GATCC BanHI pufr; Green

Eco471 (Avall) G|GWCC Red

EcRl GIAATTC EcaRlI pufr; Orange,

2x Tango

Miul A|CGCGT Red

Nca C|CATGG 1x Tango, 2x Tango

Pst CTGCA|G Orange, Red

Pvul CAG|CTG Green

Sad GAGCT|C Sad pufr; Blue, 1x Tango

Sal G|TCGAC Orange

Smd CCC|GGG 1x Tango

Xbal TICTAGA 1x Tango

Xha CITCGAG Red, 2x Tango

Tab. | Pouzité restrikéni endonukleazy, jimi rozpoznavané sek-
vence a doporieny pufr. VSechny restrikni endonukleazy byly od
firmy Fermentas (Litva) a jejich restiki teplota byla 37 °C.
G,T,C,A\W oznduji nukleotidy — guanin (G), tymin (T), cytosin
(C), adenin (A) a adenin nebo tymin (W).
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Pufry pro restrikni endonukleazy:
BanHlI pufr:

Tris-HCI (pH=8,0 pi 37 °C) ....... 10 mM
MOClo e 5mM

KCl e, 100 mM
2-merkaptoetanol .................... 1 mM
Triton X-100 ..o..ovvveviiiiieeeenn, 0,02 %
BSA 0,1 mg/ml

Blue pufr:

Tris-HCI (pH=7,5 pi 37 °C) ...... 10 mM
MOCly e, 10 mM
BSA 0,1 mg/ml

Tris-HCI (pH=7,5 i 37 °C) ...... 50 mM
MOClo oo, 10 mM
NaCl ..oovoviieiiiiii e, 100 mM
Triton X-100 ..coevviiiii i, 0.02 %
BSA . 0,1 mg/ml

Tris-HCI (pH=7,5 pi 37 °C) ....... 10 mM
MOCl i 10 mM
NaCl ..o, 50 mM
BSA ., 0,1 mg/ml

Tris-HCI (pH=7,5 i 37 °C) ...... 50 mM
MOCl v, 10 mM
NaCl ....cooovveiiiiiii e, 100 mM
BSA 0,1 mg/ml



Red pufr:

MOCl e, 10 mM
KCl e 100 mM
BSA 0,1 mg/ml
Sad pufr:
Bis-Tris Propan-HCI (pH=6,5) ..10 mM
MOClo e, 10 mM
BSA 0,1 mg/ml
Tango pufr:
Tris-acetéat (pH=7,91p37 °C) ... 33 mM
Acetét hdecnaty ................... 10 mM
Acetat draselny .................... 66 mM
BSA . 0,1 mg/ml

4.1.5 Protilatky

Monoklonalni mysi protilatka proti alkalické foséae anti-PhoA (BAP,
PhoA; klon BAP-77), mysi IgG1 izotyp, Sigma, USA

Polyklonalni kozi protilatka proti mysi IgG protié® konjugovana
s klenovou peroxidazou, Southern Biotech, USA

Polyklonalni kraléi protilatka proti FTT1103, Apronex s.r.€R

Polyklonalni kozi protilatka proti kr&li IgG protildtce konjugovana
s kienovou peroxidazou, Southern Biotech, USA

4.1.6 Syntetické oligonukleotidy
Pomoci unidle vytvareného dvadetzcového adaptoru jsme do plasmidu
PET28b obsahujici FTT1103 vnesli sekvenci rozpoanau Sal restrikéni endo-

nukleadzou (vyzngena téng).

AD1 — koduijicitetzec: 5°-CATGCTTCGAC-3
AD2 — komplementarmiettzec: 5'-CATGTCGACAG-3’
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Uméle vytvarené oligonukleotidy jsme vyuZili jako primery prenglifikaci
alkalické fosfatazy PhoA, FTT1103 a FTT110BhoA (Tab. II).

Nazev primeru Nukleotidova sekvence Restrik
enzym

FW-PhoA 5 ATCTCGAGCGGGTACCTGACTCTGAC3 Xha

R-PhoA 5TACTCGAGGAGCTCGTAACCTTTCAGCCCC | Xhd, Sad
AG3’

FW-FTT1103 | 5’ATCAT GGACACTAAGAAAAAACTTTTAAA | Ncd
AGC3’

R-FTT1103 5 CATCGAGTCTTGGCTGAGCTAATTGCI’ Xhd

FW- 5’ ATTCTAGAATGGACTCAGATAGTTCTAGS Xbd

FTT1103\-

PhoA

Tab. Il Seznam pouzitych prime. Tucné je vyzna@&ena sekvence rozeznavana
uvedenou restriini endonukleazou.

VSechny pouzité oligonukleotidy byly dodany jakalnerettzcové DNA v
lyofilizované forme (GeneriBiotech(CR). Fred pouzitim jsme je rozpustili dle poky-
ni vyrobce v destilované véda vyslednou koncentraci 0,1 mM.

4.1.7 Gely

Agardzovy gel 0,6 % s ethidiumbromidem:
AQAIOZA ..iveree et e e 2,44
TBE .o doplnit do 400 ml
ethidiumbromid ..................cooi i, 2@l

Agardzovy gel 1 % s ethidiumbromidem:

AQAIOZA .uiveree et e e 49
TBE .o, doplnit do 400 ml
ethidiumbromid ..., 2ql

Zaostrovaci gel pro SDS-PAGE:
akrylamid (40 %0) ..coooeeeeiiieees 0,4 mi
Tris (1M, pH=6,8) ....coviiiiiienn, 1,25 mi



destilovana bO ...........c.ceeiviiinennnn. 3,25 ml
SDS (10%) vevvvvvveviiieieeiiieee e eenn.. D@
APS (10 9%0) .vieie i 5@l
TEMED .........oeoii i i, Syl

Délici gel pro SDS-PAGE (12 %):
akrylamid (40 %) ....cooeeeeeeeeeeee s 1,5 ml
Tris (L5 M, pH=8,8) ..o, 1,25 mi
destilovana bO .........cccceivivviiiienn. 2,20 ml
SDS (10%) «evvvvvveieiieieeieieiee e eenn.. D@
APS (10 9%0) .oeenie i 5@l
TEMED ......cooviiiviiiie i e e 1,80

Délici gel pro SDS-PAGE (10 %):
akrylamid (40 %) ....coooeeeeeeeeeeeees 1,25 mi
Tris (L5 M, pH=8,8) ..ceevvveiieiiiiin. 1,25 mi
destilovana kO ...........cceevvvviieennn. 2,45 ml
SDS (10%) vevvvvvveveiieieciiieiee e eenn. D@
APS (10 9%0) v 5@l
TEMED ......coovviii i 1,80l

4.1.8 Kultiva éni média

LB-agarova pida (Luria-Bertani)

AGAN e 189
LB médium ........oooveiiiiniienen 29
destilovana KO .......... doplnit do 100 ml

Padu jsme sterilizovali autoklavovanim (121 °C, 2(jni

Tekuté LB médium:
LBmeédium ..........cooeveiiiennnn. 209
destilovana KO ....... doplnit do 1000 ml

Médium jsme sterilizovali autoklavovanim (121 °®©, rain)

SOB:
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Bacto Tryptone ..........c.cooiiiiiiiiiinnnnn. 2 % (wiv)

kvasnény extrakt ..............ccooiiiiinennne, 0,5 % (w/v)
NaCl .....ccooviiiiiiiiii . 10 MM
KCl e 2,5mM
Sterilizovali jsme autoklavovanim (121 °C, 20 manpotom pidali:
MOCly e, 10 mM
MgSQy .. 10 mM
4.1.9 Plazmidy

Plazmid pET28b (5368 bp) obsahuje T7-promotor aerfiminator, na N- i
C-konci plazmidu je sekvence kodujici histidinowatvu (His-Tag), na N-konci je
sekvence pro T7-kotvu (T7-Tag) a nese gen @gji§ rezistenci na antibiotikum
kanamycin.

Plazmid pTZ19R (2862 bp) obsahuje T7-promotdnaagen, ktery zajifuje
rezistenci na antibiotikum ampicilin.

Plazmid pSWFII nese gen pro alkalickou fosfatazorian a kol., 1990).

4.1.10 Bakterialni kmeny

Pro transformaci a vyt¥eni faznich proteiln jsme pouZivali kmerk.coli
XL1-Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lat gFoAB la-
clZ4M15Tn10 (Tet)].
Kontrolu exprese jednotlivych protéifsme provadi v kmenuE.coli BL21(ADE?3)
E. coliB F dcm ompT hsd&™ mg’) gal A(DE3).

4.1.11 Pouzité pFistroje a pomicky

Autoklav FN 120, Niuve, Turecko

Autoklav MLS 3750, Sanyo, Belgie

Automatické pipety BioPette, Labnet, USA, VelkatBnie
Automatické pipety CAPP autoclavable, CAPRm¢cko
Automatické pipety Gilson pipetman, Gilson, USA
Bio-lImaging Systém MiniBis Pro, DNR Bio-imaging $smss, Izrael
Blotter TE70XP, Hoefer, USA

Centrifuga 5415R, Eppendorfghiecko

Centrifuga mikro 200, Hettich zentrifugeng¢mecko
Centrifuga Rotanta 460R, Hettich zentrifugegni¢cko
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Centrifuga Sigma 3-18K, Sigmaghiecko

Digitalni vdhy EW 150-3M, Kern&Sohn GmbH ¢hhecko

Elektroforeticka vana s podloZzkoudsnicimi kliny, Hoefer, USA

Film MEDIX XBU, Foma Bohemia spol. s r.&R

Folie, GE, Velka Britanie

Horizontélni elektroforéza HE33, Hoefer, USA

Chladici box (-4 °C), Caravell, Dansko

Injekeni stikacka, Hamilton, USA

Jehla, Hamilton, USA

Kazeta na vyvolavani filin Japonsko

Kolona DyeEX" 2.0 Spin Column, Qiagen,dhecko

Kolona z kitu JETSTART 2.0 , Genomed¢iNecko

Kyvacka Rocker 35A, Labnet, USA, Velka Britanie

Magnetické michadlo MR Hei-Mix S, Heidolphgidecko

Mikrovinna trouba ZMC 19M, Zanussi, Italie

Mrazici box (-20 °C), Liebherr Comfort,dhecko

Mrazici box (-20 °C), Liebherr Premiumghecko

Mrazici box (-80 °C) Platinum 340, Angelantoni isthie AS Biomedical
Division, Italie

Nitrocelul6zova membrana, PALL Life Sciences Biodg@dNT, USA

pH metr pH211 Microporcessor, pH metter HANNA instrents, Itélie

Plynovy kahan, KavalieR

PrisluSenstvi pro vertikalni SDS-PAGE elektroforégkld, hlinikové destt
ky, svorky, spacery arbbeny), Hoefer/Amarsham Biosciences (GE)/GE
Healthcare Bio-Sciences Corp., USA/Velka BritanelRé& Britanie

Spektrofotometr Lightwave 1l, WPA, Nizozemsko

Spektrofotometrické kyvety 302100, Deltalab, Sisko

Termoblok Digital Dry Bath, Labnet, USA, Velka Baitie

Termostat EN 055, Nive, Turecko

Termostat GallenKamp, GallenKamp, Velka Britanie

Trepaka GallneKamp, GallenKamp, Velka Britanie

Trepaka OS-10 Orbital Shaker, Biosan, Litva

Trepaka vortex VX100, Labnet, USA
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UV transluminator UVT-20M/W, Herolab, dhecko

Vertikalni elektroforéza SE250, Hoefer, USA

Vodni lazei-termostatovana BM 302, Nuve, Turecko

Zdroj elektrického nafii pro agardézovou elektroforézu EC105, Thermo
Electron Corporation, USA

Zdroj elektrického nafii pro agar6zovou elektroforézu Power Station 300,
Labnet, USA

Zdroj elektrického nafti pro SDS-PAGE elektroforézu EPS301, GE, Velka
Britanie

Zdroj elektrického nafii pro SDS-PAGE elektroforézu Power Station 300,
Labnet, USA

Pt praci jsme pouZzivaligZny laboratorni plastik a vybaveni.

4.2 Metody a pracovni postupy

4.2.1 Pr¥iprava superkompetentnich burk E.coli

Na tuhou LB-agarovougulu jsme nanesliifslusny kmerk.coli a kultivovali
(37 °C, ges noc). Ti kolonie jsme penesli do 50 ml kompletniho SOB a kultivovali
pii soustavnémiepani (37 °C, fes noc, fiepa&ka Biosan OS-10, 200-250 rpm/min).
Prenesli jsme 5 ml z kmiho inokula do 500 ml kompletniho SOB a néstekinlti-
vovali pri soustavnémiépani do optické denzity Qg= 0,6 (18-20 °C, iepaka
Gallenkamp 200-250 rpm/min). Po dosaZeni optickézite ODso= 0,6 jsme pe-
mistili Erlenmayerovu higku na 10 min na led. Kulturu jsme radid po 30 ml do 50
ml zkumavek (16 zkumavek) a centrifugovali (2 5@0YZ/10 min). Supernatant
jsme odstranili, sedimenty resuspendovali ve 20TBilroztoku o teplat 4 °C, ne-
chali inkubovat (4 °C, 10 min) a é&pcentrifugovali (2 500g9/4 °C/7 min). Superna-
tant jsme opt odstranili a sedimenty resuspendovali ve 4 mlrdBtoku o teplat
4 °C. Obsah kazdych 4 zkumavek jsme spojili doheyna gidali 1,1 ml DMSO
(konen& koncentrace 7 % (v/v)). Suspenzi jsme inkuba¥afiC, 10 min), rozplnili
do mikrozkumavek po 200 a rychle zamrazili porienim do tekutého dusiku.

Burky jsme uchovavaliip-80 °C.
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4.2.2 Transformace plazmidové DNA do superkompetentnich tnék

Na ledu jsme nechali rozEit suspenzi superkompetentnich &un
(BL21 ADE3 nebo XL1) a plazmidovou DNA (po rozéhi nutné dkladre zami-
chat). Do pedem vychlazené mikrozkumavky jsme nepipetovalp56unck a 1ul
plazmidové DNA, pip. 5ul liga¢ni snEsi. Po jemném promichéni jsme nechali bu-
néénou suspenzi inkubovat (4 °C, 20 min)&bemnre promichali a vystavili teplot-
nimu Soku (42 °C, 1 min). K suspenzi jsme oka&jtidali 1 ml vychlazeného
LB média a nechali inkubovat (37 °C, 1 h). Na tuhaB-agarovou pdu
s pislusnym antibiotikem jsme vyseli 50 buné¢né suspenze a nechali inkubovat
v zawsné poloze (37 °Cips noc).

4.2.3 lzolace plazmidové DNA

4.2.3.1 Miniprepace plazmidové DNA

Po UspSné transformaci (4.2.2) byla jedna kolonigeresena do 3 ml
LB média s pislusSnym antibiotikem a za soustavnéhtepéni inkubovana
(37 °C, 200-250 rpm/min,ips noc). Do mikrozkumavky jsmegmesli 1,5 kultury,
centrifugovali (13 200 rpm/ laboratorni teplota /R min), supernatant jsme odstra-
nili a sediment jsme nechali na stole okapat. Sedtnisme pomoci vortexu resus-
pendovali ve 10@l roztoku SOL | a inkubovali (RT, 5 min). Bky jsme lyzovali
150ul roztoku SOL I, jema promichali a inkubovali (4 °C, 5 min).rfiBali jsme
150ul roztoku SOL I, promichali vortexem a inkubov#i °C, 15 min). Lyzované
buiky jsme centrifugovali (13 200 rpm/4 °C/15 min) askedrt prenesli 40Qul su-
pernatantu do nové zkumavky. K supernatantu jshiclp400ul isopropanolu, d-
kladre promichali pomoci vortexu, inkubovali (4 °C, 2 mira centrifugovali
(13 200rpm/4 °C/5-15 min). Supernatant jsme vgliBediment nechali na stole oka-
pat. Zkumavku jsme proplachli 1 ml etanolu (70 %@ odstradéni etanolu jsme
sediment vysusili v termobtu (55-60 °C, cca 5 min). Supernatant jsme rozpuwsti
40 ul roztoku TE s pankreatickou RNazou, mgirnzamichali a inkubovali
(70 °C, 30 min). Vzorek plazmidové DNA jsme uchoathypri -20 °C.

4.2.3.2 Midiprepace plazmidové DNA
Po transformaci (4.2.2) jsmeskolik kolonii pienesli do 50 ml LB média
s pislusnym  antibiotikem a za soustavnéhdepéni nechali inkubovat
(37 °C, 200-250 rpm/min,ps noc). Centrifugaci (4 000 rpm/4 °C/10 min) jSode
41



délili bunky, které jsme nasledrresuspendovali ve 4 ml roztoku E1. Postujame
pridali roztoky E2 a E3 a inkubovali (RT, vzdy po 5nn Vzniklou suspenzi jsme
promichali a centrifugovali (8 000 rpm/16 °C/10 migimZ jsme odstranili vSechny
nezadouci Pmeési. Supernatant bylips gazu fenesen na kolonku, kterou jsmi@p
dem ekvilibrovali 10 ml roztoku E4. Kolonku jsmeopmyli 10 ml roztoku E5 a na-
sledré eluovali DNA 5 ml roztoku E6 do 15 ml zkumavkyoRrysraZzeni DNA jsme
pridali 4-4,5 ml isopropanolu, promichali a inkubav@T, 20 min). Suspenzi jsme
centrifugovali (8 000 rpm/18 °C/15 min). Po odstrinsupernatantu jsme zkumavku
proplachli 3-5 ml etanolu (75 %), &pcentrifugovali (8 000 rpm/18 °C/5 min) a se-
diment nasledhvysusili v termobléku (55-60 °C, cca 15 min). Po Uplném oithpd
etanolu jsme sediment resuspendovali wb@estilované vody a uchovavaliip
-20 °C.

4.2.4 Manipulace s plazmidovou DNA

4.2.4.1 Priprava dsDNA syntetickych oligonukleotid

Lyofilizované ssDNA oligonukleotidy (GeneriBiotedfiR) jsme ped pouzi-
tim rozpustili ve sterilni destilované wbaha vyslednou koncentraci DNA 0,1mM.
Pro vytvaeni dsDNA oligonukleotitl jsme nejprve ob ssDNA zahéli ve vodni
lazni (70 °C, 5 min), potom smichali oba ssDNA ohgkleotidy v pordru 1:1 a
vzniklou snés opt zalali ve vodni lazni (70 °C, 20 min). Tuto 8sjsme nechali

pomalu vychladnout na laboratorni teplotu.

4.2.4.2 Stpeni plazmidové DNA restréiaimi endonukledzami

Plazmidovou DNA (5ug) jsme smichali s 1@l restrikkniho enzymu (Fer-
mentas, Litva) a @l 10x koncentrovanéhoiislusného reatiho pufru (Fermentas,
Litva). Destilovanou vodou jsme doplnili celkovyjeim do 30ul. Smes jsme d-
kladné promichali a inkubovaliip vhodné teplat (pro wtSinu pouzivanych enzyim
37 °C, 1-2 h). DalSim krokem byla agar6zova eldktéra, pipadré jsme reakni

smes uchovavali fi -20 °C.
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4.2.4.3 Defosforylace 5 -konclinearni plazmidové DNA
K 20 ul reakéni snesi (4.2.4.2) jsmeidali 1 pl CIAP (Calf Intestinal Alkaline
Phosphatasd:ermentas, Litva) a inkubovali (37 °C, 30 min). &totjsme celou sis

aplikovali na agar6zovou elektroforézu.

4.2.4.4 Ligace fragmerit DNA

Do mikrozkumavky s 2u linearizované plazmidové DNA (ide byt defos-
forylovand) jsme fidali 8 ul inzertu. Pondr inzertu a vektoru by shbyt 1:1, gipad-
n¢ inzert v mirném nadbytku. Ke €81 jsme dal fidali 2 ul 10x koncentrovaného
T4-ligaéniho pufru (Fermentas, Litva) a 14P T4 DNA ligazy (Fermentas, Litva).
Destilovanou vodou jsme s doplnili do objemu 2@l a dikladné promichali. Li-

gani snes jsme inkubovali fes noc p 4 °C nebo minimal& 2 h i 18 °C.

4.2.4.5 Amplifikace fragmeni plazmidové DNA metodou PCR

Do mikrozkumavky pro amplifikaci DNA metodou PCRne pipetovali ta-
kové mnoZstvi templatové DNA, aby jeji mnoZstvidoyl pg — 10 ng/5Q1 a @idali
jsme 10ul HF pufru (Phussion pufr, Finnzymes, FinskojisRiSné primery (Gene-
riBiotech, CR) jsme pidali v takovém mnoZstvi, aby jejich vysledna kamicace
byla 0,5uM (tj. 2,5ul primeru o koncentraci 10M). Ke snesi jsme gidali 0,8l
dNTP a 0,5 DNA polymerazy (Phussion polymeraza, Fermentatya). Destilo-
vanou vodou jsme doplnili do celkového objemuub0Smés pro PCR jsmeijpra-
vovali na ledu. V fistroji pro PCR prokhla nejprve Uvodni denaturace templatove
DNA (98 °C, 30 s) a potom 30 cyklve kterych se #daly tyto faze: denatu¢ai
(98 °C, 10 s), nasedani prindefd5-72 °C dle teploty tani primier30 s) a polyme-
raéni faze (72 °C, 30 s). Nasledovala ¢efihalni polymerace (72 °C, 10 min) a po-

tom postupné ochlazeni na 4 °C.
4.2.5 Elektroforéza v agar6zovém gelu

4.2.5.1 Pripravar DNA standardu molekulovych velikosti

Pro gipravu 100Qul (piipadré 250ul) jsme k 400ul (100ul) 2 DNA pridali
100ul (25 ul) pufru orange a 8@l (20 ul) restrikkni endonukleazyst (Fermentas,
Litva). Destilovanou vodou jsme sm doplnili do celkového objemu (tj. 420
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resp. 105ul). Restrikni snes jsme dkladne promichali a nechali &bit 2 hodiny i
37 °C. Poté jsme resttiki srmeés obarvili 160ul (40 ul) bromfenolové moil a rozpi-

petovali na jednotlivé alikvoty.

4.2.5.2 Priprava gelu, pibeh elektroforézy a detekce DNA

Podle velikosti separovanych fragm&rmdNA jsme si pipravili agarézovy
gel o koncentraci 0,6 % (w/v) nebo 1 % (w/v) iadpli do rgj ethidiumbromid, tak
aby jeho vysledna koncentrace byla Pgdml. Gel jsme zatali v mikrovinné trouk
do uplného rozv@ni agardzy. Po tom, co agar@@aste&né vychladla, jsme gel nalili
do utsrené elektroforetické vany a vlozili dogjnhieben s pdebnym mnozZstvim
jamek. Gel jsme nasledmechali tuhnout i laboratorni teplat Ze ztuhlého gelu
jsme vyjmuli Heben, gel penesli do elektroforetické vany afteprstvili
1x koncentrovanym TBE pufrem. Do jamek jsme napipati 5ul standardu mole-
kulovych velikosti. DNA (St€peny restriknim enzymenPst) a vzorky DNA nde-
déné vzorkovym pufrem LD (leading DNA pufr, 6x konteavany). Ristroj jsme
nasledg uzaveli, pripojili ke zdroji nagti a nechali prochazet n&p80-100 V. Po
doke pottebné k dostatmému rozdleni fragmeni DNA (cca 1 h), jsme odpojili
zdroj nagti a cely gel jsme ignesli na transluminator, kde jsme pod U\¢tkem
pozorovali prouzky DNA. VSechny gely byly zaznamapdgpomoci pistroje Bio-
Imaging Systém MiniBis.

4.2.6 lzolace fragmenti DNA z agar6zového gelu

K izolaci fragmeni DNA z agar6zového gelu jsme pouzili kit JETQuick
(Genomed, Nmecko). Na UV transluminatoru jsme fiali pruhy agarozy, které
obsahuji nami hledané fragmenty DNA, i@mesli je do fedem zvaZenych mikroz-
kumavek. Na kazdych 100 mg gelu jsmigdali 300ul roztoku L1 a inkubovali
(50 °C, 15 min). Bhem inkubace jsme s olEas promichali, aby se agardza lépe
rozpustila. Do s&rné zkumavky jsme umistili kolonku pro izolaci DNA
z agardzového gelu &gmesli na ni 60Ql vzniklé suspenze. Nasledovala centrifuga-
ce (12 000g/1 min), po které jsme vylili propadydoHi to nutné, nanesli jsme zby-
tek suspenze @pna kolonku a centrifugovali. Poté jsme na kolomanesli 50Qul
roztoku L2, centrifugovali (12 000g/1 min) a propaakt vylili. Kolonku jsme cent-
rifugovali jeSt jednou ,nasucho” (12 000g/1 min). Poté jsme kolomkenesli do
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Cisté mikrozkumavky a doprasid sorgni hmoty jsme napipetovali 50 destilova-
né vody pedelfaté na 70 °C. Kolonku jsme &pcentrifugovali (12 000g/2 min) a

takto izolovanou DNA jsme uchovavaliip20 °C.

4.2.7 Kontrola exprese proteinu

Provedli jsme transformaci (4.2.2) do Baného kmentE. coli BL21 ADE3,
druhy den jsme &kolik kolonii prenesli do 5Ql LB média s pisluSnym antibioti-
kem a za soustavnéh@pani nechali inkubovat (37 °C, 200-250 rpm/miiesmoc).
Odebrali jsme 100-150l no¢niho inokula a fenesli jej do 10 ml LB média
s pislusnym antibiotikem. Za soustavnéliepéani jsme hiky inkubovali (37 °C,
200-250 rpm/min) a fibézné mefili optickou denzitu Olgy (jako slepy vzorek jsme
pouZzili ¢isté LB medium). Jakmile byla QR=0,6-0,1, odebrali jsme 1 ml bakterii
do mikrozkumavky a zbytek bakterii jsme indukowaprodukci proteinu fidavkem
IPTG do vysledné koncentrace 1 mM. Spolu s IPTGejsbakterie inkubovali
(37 °C, 3-4 h) a nasledropt odebrali 1 ml bakterii. Pokazdé jsme 1 ml odefcan
bakterii centrifugovali (13 200/1 min) a sedimessuspendovali ve 1Q0 pufru
8 M matovina, 50 mM Tris-HCI pH=8, 1 % SDS digali jsme vzorkovy pufr 2R
(5x koncentrovany). VSechny vzorky jsme nastednalyzovali pomoci elektrofore-

zy v polyakrylamidovém gelu.

4.2.8 Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE)

Dle navodu jsme sifjpravili aparaturu pro fipravu SDS-PAGE. Nejprve
jsme si pipravili délici gel a potom zaostvaci gel. Hustotu obou dgejsme volili
podle relativni molekulové hmotnosti protéinhned po pdani APS a TEMEDu
jsme gel nalili mezi ppravena skla a nechali polymerovat. Nejprve jsraiirgel
délici, ktery jsme pevrstvili 1 ml butanolu nasyceného destilovanou otodPo
ztuhnuti gelu jsme butanol odstranili a dosuSilmpai filtratniho papiru. Nasle@n
jsme si gipravili a nalili a gel zaogbvaci a pondli do ného hrebinek odpovidajici
pottebnému mnozstvi jamek. Kdyz zpolymeroval i gel #aesci, genesli jsme
skla s SDS-PAGE gelem do aparatury pro vertikdkkteoforézu, kterou jsme napl-
nili elektrodovym pufrem a timto pufrem zalili inf&ky. Vzorek proteinu s 2R pufrem
jsme zahali (100 °C, 5 min) a nasledraplikovali na SDS-PAGE gel. Do prvni jam-
ky jsme napipetovali fil standardu molekulovych hmotnosti pro SDS-PAGE, do
ostatnich jamek 5-201 vzorka. Aparaturu jsme ifipojili ke zdroji nagti a nechali
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prochazet nafti 80 V, dokud vzorek neprosel zaimstacim gelem. Jakmile vzorek
doputoval do geludiciho, zvysSili jsme nagti na 150 V. Elektroforézu jsme nechali
probihat, dokudcelo nedosahlo spodniho okraje gelu. Potom jsme wyjiskla

s SDS-PAGE gelem z aparatury pro vertikalni eldttérzu a opatr odstranili skla
a zaosbovaci gel. Blici gel jsme barvili pomoci Coomassie Brilliantugl (CBB)
nebo z Bho proteiny penesli na membranu metodou Western blot.

4.2.9 Barveni SDS-PAGE gelu pomoci Coomassie Brilliant Be

SDS-PAGE gel jsme porit do roztoku Coomassie Brilliant Blue (CBB) a
nechali barvit (10-60 min). Kdyz byl gel dost&ié obarven, odstranili jsme roztok
CBB a gel nechali odbarvovat v odbarvovacim roztdarveni i odbarvovani jsme
provadli na kyvace, abychom umoznili co nejlepSi obarverfipadré odbarveni.
Odbarvovaci roztok jsmechem odbarvovanigkolikrat vymenili a po dostat&ném
odbarveni jsme gelipnesli do destilované vody. V destilované ¥ggine si namé-

li i celofan, ktery jsme pouzili k uzéeni gelu do ramu a jeho vysuseni.

4.2.10 Imunochemicka detekce proteirh na membrang (Western-blot)

Pripravili jsme si nitrocelulézovou membranu o ragech giblizné o 10 %
vétSich, nez jsou rozény SDS-PAGE gelu (v naSenripact 6x9 cm) a také dva
watman filtr&ni papiry o stejnych roz¢rech jako membrana. Po odst@ahochran-
nych papit z membrany jsme ji potidi do blotovaciho pufru (5 min) a blotovacim
pufrem jsme nasytili také filttai papiry. Na elektrodu blotovacihdgigtroje jsme
slozili blotovaci sendviv paradi od anody: filtréni papir, membrana, gel, filthai
papir. Tlakem jsme opatnodstranili gipadné vzduchové bubliny. Blotovaci
sendvt jsme uzaieli vikem s druhou elektrodou a aplikovali konstanproud
50 mA po dobu 60 min. Porgnosu proteifh Ize membranu uchovavat ve folifi p
-20 °C nebo ji rovnou barvit protilatkami proti @#mu proteinu.

Pro detekci proteinu na memb&gmomoci protilatek jsme museli nejprve za-
blokovat mista nespecifickych interakci pomoci bl&ciho roztoku
(45 min, RT, na kywéce). Membranu jsme po zablokovani promyli roztokeBS a
inkubovali s odpovidajici primarni protilatkou (1 RT, kyvaka). Nasleda jsme
membranu promyli promyvacim roztokem (3x15 min)n&ubovali se sekundarni
protilatkou (GAMsx nebo GAR,) naednou 20 000x do roztoku 1 % mléka

v promyvacim roztoku (45 min, RT, ky§lea). Sekundarni protilatka je konjugovana
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s kkenovou peroxidazou, ktera unimge detekci. Po inkubaci se sekundarni protilat-
kou jsme membranu promyli v promyvacim roztoku,rktsme rekolikrat behem
promyvani vyménili (45 min, RT, kyv&ka). Jakmile jsme membranu dostate
promyli, smichali jsme si vtemné koieol ml roztoku ECL1 a 1 ml roztoku ECL2 a
vzniklou snés jsme ihned aplikovali na membranu, kterou jsnedem osusili.
Membranu jsme nechali se substratem gem&vou peroxidazu inkubovat 60 s, po-
tom prebytek substratu vysusili a membranu ulozili doefoK membraa jsme -
lozili film, kazetu uzayveli a exponovali dle pétby 10 s-30 min. Potom jsme expo-
novany film genesli do nadobky s vyvojkou a nechali jej inkubbpdakud se neob-
jevily tmavé prouzky. Film jsme nasletipienesli do nadobky s rychloustal@ean

a inkubovali (cca 1 min). Aby nedochazelo k poSk@zo filmu vlivem rychlousta-
lovace, dikladre jsme jej oplachli pod tekouci vodou. Film jsme mac oschnout a
potom na & vyzn&ili jednotlivé pozice standardu molekulovych hmattica ode-
cetli specificky signal (Sambrook a kol., 1989)

4.2.11 Glycerolové bakterialni konzervy

Nekolik bakterialnich kolonii, které obsahovaly sprau plazmidovou DNA,
jsme genesli do 75Ql 40 % glycerolu. Takto vyti@nou konzervu jsme dlouhodo-
b¢ uchovavali pi teplot -80 °C.

4.2.12 Priprava sekvend&ni PCR

Pro sekvenaci DNA jsme si na ledu namichak dmgsi DNA s primery a
BD kitem. V jedné srsi jsme pouZzili 3u primeru pET28b-UP a ve druhé stejny
objem primeru pET28b-TERM. Objem pouzité midiprepd®NA jsme volili tak,
aby jeji hmotnost ve vysledné &sn byla cca 100 ng.ifelali jsme 8ul BD kitu a
destilovanou vodou doplnili do 20. Na PCR cykleru jsme nastavili tyto parametry:
denaturaceiip 96 °C (30 s), nasedani priniepii 50°C (30 s), polymeracesips0 °C
(4 min) a nechali jsme prébnout 25 cyki. PCR snis jsme naslednpiecistili po-
moci kolony DyeEX" 2.0 Spin Column. Kolonu jsmegd pouZitim miri protepa-
li, povolili horni uz&¥r a spodni uzar kolony odlomili. Kolonu jsme femistili do
sbkérné zkumavky a centrifugovali (720 rpm/3 min). Pentifugaci jsme kolonu
piemistili docisté zkumavky, doprostd napipetovali 2@l PCR snési a ot centri-
fugovali (680 rpm/3 min). Taktofpravenou srés jsme nechali analyzovat sekve-

nasnim servisnim pracovi&n na Mikrobiologickém Ustavu ACR.
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5. Vysledky a diskuse

5.1 Priprava expresnich vektok

Vysledky ziskané predékim programem LipoP ukazuji, Ze FTT1103 je
membranov lokalizovany lipoprotein. Motiv DsbA, nazéigje, Ze by se alespo
jeho ¢ast mohla nachazet v periplazniPro zjiSéni presrgjSi lokalizace a topologie
lipoproteinu FTT1103 jsme zvolili strategii vytkeni fuzniho proteinu, kdy jsme
fuzovali rekombinantni lipoprotein FTT1103 s regoolvym genem pro alkalickou
fosfatazu PhoA (Prochazkova a kol., 2005; www.dsusedu). Gen pro alkalickou
fosfatazu jsme ziskali z vektoru pSWFII (Ehrmarkoh, 1990). Fuzni proteiny jsme
vytvorili v plazmidu pET28b a nasledije pomoci restriénich endonukleazipnesli
do vektoru pTZ19R, ktery jsme pouZili pro kontra@uprese rekombinantnich pro-
teind a jejich detekci. Vektor pET28b-FTT1103 s N-teralimi signalni sekvenci i
bez ni byl pipraven firmou Apronex s.r.o. Vifpadt fuzniho proteinu FTT1103 bez
signalni N-terminalni sekvence s PhoA jsme powiliSnou strategii. Cely fragment
jsme amplifikovali metodou PCR a jako templat jsp@uZzili vektor obsahujici
FTT1103 fuzovany s PhoA. Ziskané vektory jsou uwgde tab. lll. Podrob#si
strategie tvorby jednotlivych faznich protéijsou uvedeny v dalSim textu. Bakterie
nesouci plazmid pET28b jsme kultivovali na médisaitujici kanamycin, ty které
nesly plazmid pTZ19R jsme kultivovali na médiu spaeilinem.

Alkalickéa fosfataza (PhoA) umanje defosforylaci 5- a 3- fosfatové skupiny.
Jako substrat pro PhoAuxe slouzit nap 5-bromo-4-chloro-3-indolylfosfat (BCIP).
Bezbarvy BCIP se gsobenim PhoA ig@meni na modry precipitat (Prochazkova a
kol., 2005; Gomez a kol., 2000). Tohoto jevu jsrgaaili i pfi pifimém uteni enzy-
mové aktivity periplazmaticky produkované PhoA & ti topologie lipoproteinu
FTT1103. Je-li PhoA lokalizovana v cytoplagne enzymaticka aktivita velmi nizka
a naopak je-li PhoA lokalizovana v periplagnje jeji aktivita vysokad (Ehrman a
kol., 1990; Gilmore a kol., 2004). Bakterie obsatiujunkini PhoA v irozené for-
m¢é nebo ve form fuzniho proteinu FTT1103 s futiki N-terminalni signélni sek-
venci jsou detekovany tm&wmodré kolonie (Gomez a kol., 2000). Exprimované
rekombinantni proteiny jsme detekovali také metodestern-blot a barvenim
SDS-PAGE gelu CBB.
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U vSech vytveéenych vektak jsme restrikni analyzou ogfovali spravnost

zaklonovanych inzeiit Velikosti fragmeni jsou uvedeny v tab. IV a vysledkyst

peni reprezentované elektroforézou v agarosovémjg@li na obr. 5.

Néazev vektoru

Kdédované proteiny

Barevné kolonie

pTZ19R-PhoA PhoA +
pPTZ19R-FTT1103-AD FTT1103 -
pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA PhoA, FTT1103 +

pPTZ19R-FTT110A-PhoA

PhoA, FTT1108

Tab. 1l Vytvorené fuzni vektory.Nazev vektoru je pouzivané ozeai jednotli-
vych vektofi; kddované proteiny jsou ty, pr@&njsou na vektoru geny; barevné ko-
lonie (+) jsme pozorovali vifpadt, Ze PhoA je lokalizovana do periplazmatického
prostoru, bezbarvé kolonie (-) jsme pozorovdii Ipkalizaci PhoA v cytoplaz#
FTT1103 je protein s N-koncovou signalni sekver€l,T1103\ je protein bez
N-koncové signalni sekvence a PhoA je alkalickéataza.

vekior restrikeni Fragmenty po 8peni
endonukleaza spravné Spatné

pTZ19R-PhoA Pvul 2513, 886,875 2513,1013,748
pTZ19R-FTT1103-AD EcoRl 3310, 657 3453, 514

3313, 1409, 331,
pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA EcoRl 2862

300

2513, 1220, 870,

pTZ19R-FTT110A-PhoA Pvul 689 2513, 349

Tab. IV Fragmenty DNA pii kontrolnim Stépeni vektora. Po S¢peni vytvdenych
vekton restrikknimi endonukledzami jsme na agarozové elektroforézamamenali
spravné fragmenty. Pokud bychom zaznamenali Sgetgénenty, znamenalo by to,
Ze orientace zaklonovaného inzertu je chybna, ebiozert neni zaklonovarilec
a na agarozové elektorofréze pozorujeme pouzerirme@ny plazmid.
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Obr. 5 Fotografie agaiézového gelu (0, %) s vektory, které byly kont-
roln¢ S€peny restriknimi endonukledzami. V jamkéaeh 1. a 6. je standard
velikosti molekulA-DNA, v jamce¢. 2. je vektor pTZ19R-PhoA &teny
enzymemPvul, v jamce¢. 3. je vektor pTZ19R-FTT1103-AD &eny en-
zymemEcaRl, v jamcec. 4. je vektor pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA¢peny
enzymemEcaR| (fragmenty 331bp a 300 bp nejsou patrné) a c@mb>. je
vektor pTZ19R-FTT1108-PhoA Stépeny enzymenPvul. Velikosti stan-
dardu molekulovych velikostk-DNA jsou uvedeny vlevo vedle obrazku,
velikosti fragment jsou uvedeny v tab IV.

Strategie vytveeni vektoru pTZ19R-PhoA je zndzéna na obr. 6. Zdrojem
PhoA byl plazmid pSWEFII, ze kterého jsme alkalickimsfatazu vy3fpili pomoci
restrikini endonukleadzyBanHI. Plazmid pTZ19R obsahuje pouze jednu sekvenci
rozeznavanou restiki endonukleazouBanHl a to v multiklonovacim mist
Vzhledem k tomu, Ze jsme k vioZzeni PhoA do plaznpdiz19R pouZzivali pouze
jeden enzym, bylo nutné &iit, zda ma viozena DNA sekvence PhoA spravnou ori-
entaci. Tuto kontrolu jsme provedli restiik analyzou s vyuzitim enzyniwvul. Po
amplifikaci tohoto vektoru midiprepaci jsmeédprovedli kontrolni &peni restrik-
ni endonukleazoBvul (Obr. 5).
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PhoA

BamHlI BamHlI BamHI

1) Stépeni BamHI
2) Izolace fragmentu o
velikosti 1412 bp

1) Linearizace vektoru BamHI
2) Izolace fragment o velikosti
2862 bp

Ligace PhoA s plazminem

pTZ19R Stépenym BamHI
PhoA

pTZ19R--
PhoA

Obr. 6 Scrematické znazorréni klonovani vektoru pTZ19R-PhoA.
Vnesenim genu pro alkalickou fosfatdzu (PhoA) dazplidu pTZ19R
(4292 bp) pomoci restriki endonukledzBanHl vznikl pTZ19R-PhoA

DalSim vektorem, ktery jsme vytiib, byl pTZ19R-FTT1103-AD
(Obr. 7 a 8). Spojeni FTT1103 s adaptorem (AD) jstyteorili nejprve v plazmidu
pET28b a teprve potom jej cely fragment FTT1103-AEenesli do plazmidu
pTZ19R. Gen pro furtni lipoprotein FTT1103 jsme ziskali metodou PCR ()
s vyuzitim primet FW-FTT1103 a R-FTT1103 uvedenych v kap. 4.1.6.d&kb
PCR reakce, stejnjako plazmid pET28b, jsmedsili restrikcnimi endonukledzami
Ncd a Xhd. S vyuzitim agar6zové elektroforézy jsme nasteBmT1103 i pET28b
piecistili a izolovali z gelu (kap. 4.2.5 a kap. 4.2.8¥ipraveny izolovany vektor
PET28b-FTT1103 jsme &tili restrikeni endonukleazoNcd, rozclili agar6zovou
elektroforézou a izolovali z gelu. Abychom d¢& mohli vlozZit dvofetézcovy adap-
tor, museli jsme jej nejprve vytyid z lyofilizovanych jedneetzcovych alikvoi
(kap. 4.1.6). Vznikly dvdpttzcovy adaptor jsme vilozili do vektoru
PET28b-FTT1103 do mista roZpeného restrisni endonukleazotcd. Spravnost
zaklonovani adaptoru jsme &l restrikénimi endonukledzamsal a Xhd a sek-
vereéni analyzou (Mikrobiologicky Ustav A¥R). Restriknimi endonukleazansal

aXhd jsme z vektoru pET28b-FTT1103-AD vypili FTT1103-AD DNA fragment
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o velikosti 1105 bp a pomoci agarézové elektrofpijégizolovali. Plazmid pTZ19R
jsme linearizovali restritnimi endonukledzantal a Sad a pregistili a izolovali z

agarézového gelu (kap. 4.2.5 a kap. 4.2.6). FragFEn1103-AD jsme do 8pené-

ho plazmidu pTZ19R vnesli s vyuzitim kompatibilggesahujicich koncpo Stpeni

enzymySad a Xhd (Obr. 8).

FTT1103
Xhol

PET28b

chromozomaélni DNA

1) Stépeni Ncol a Xhol
2) Izolace fragmentu o velikosti
5207 bp

A)

1) PCR s vyuzitim primerd pro FTT1103
2) Stépeni produktu PCR enzymy Ncol

a Xhol
3) Izolace fragmentu o velikosti 1098 bp Ligace pTZ19R s FTT1103
(1043 bp) Stépenym Ncol a Xhol
B) FTT1103

Ncol Xhol

5_ CATGCTGTCGAC |- 3

3" GACAGCTGGTAC |5 pET28b-FTT1103
1) Vytvoreni dvojfetézcového \
adaptoru L
2) Ligace s pET28b-FTT1103 1) Stépeni Ncol
$tépenym Ncol 2) Izolace fragmentu 6331 bp
FTT1103
Sall Xhol
pET28b-
-FTT1103-AD
Obr. 7 Sctematické zndzorréni  vytvoireni  plazmidu A)

pPET28b-FTT1103 a B) svloZzenym adaptorem (pET28b-FI1103-AD
6343 bp).FTT1103 pipravené metodou PCR jsme pomoci reshikh en-
donukleaz Ncd a Xhd vlozili do plazmidu pET28b a nasledlis vyuzitim
restrikéni endonukleazicad viozili i dvojrettzcovy adaptor.
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Sall FTT1103

Sall Xhol
PET28b-
-FTT1103-AD
1) Linearizace pTZ19R
Sall 1) Stépeni Sall a Xhol
2) Izolace fragmentu 2) Izolace fragmentu FTT1103-AD o
2862 bp velikosti 1097 bp

Ligace FTT1103-AD s pTZ19R Stépenym
Sall a Xhol

FTT1103

pTZ19R-

-FTT1103-AD

Sall Xhol
5—G TCGAC — 3 5—C TCGAG — 3%
3 —CAGCT G —5 3 —— GAGCT C__5
5 —GTCGAG — 3
3’— CAGCTC — &5
Obr. 8 A: Schematické znazorgni vytvoreni plazmidu

pPTZ19R-FTT1103-AD (3967 bp) s vyuzitim komplementaty piesa-
hujicich konci fragmenta Stépenych Xhol a Sall. Z plazmidu
pPET28b-FTT1103-AD jsme pomoci restiiich endonukleasal a Xha
vyStepili DNA Usek FTT1103-AD, ktery jsme nasletimloZili do plazmi-

du pTZ19R SipenymSal.

B: Komplementarita f@esahujicich konic po S€peni restriknimi endo-
nukleazamiSal a Xhd. Po ligaci toto misto nerozpoznavana ani jeden
z uvedenych enzyin
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DNA sekvence FTT1103

Ncol
FW-FTT1103 / l

»
»

5 3" Templatova
; R-FTT1103

Xhol

Obr. 9 Sclematické znazorréni PCR amplifikace FTT1103 S vyuZzitim
primeri FW-FTT1103 a R-FTT1103 jsme provedli PCR amplifika za-
roven vnesli mista pro rozeznani restmkmi endonukleazanhicd a Xhad.
Jako templatovou DNA jsme pouzili chromozomalni DRAularensis
SchuS4 (dar Hradce Kralové

Pro vytvaeni vektoru pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA jsme vyuZili jtipra-
veny vektor pET28b-FTT1103-AD z vyroby vektoru pBR-FTT1103-AD
(Obr. 10). Abychom mohli PhoA do vektoru pET28b-AHTD3-AD vloZzit fes misto
rozeznavané restdki endonukledzouXhd a tim wvytvait fazni protein
FTT1103-PhoA, museli jsme nejprve pomoci metody P@Rat PhoA, jejiz modi-
fikované konce obsahuji sekvenci rozeznavanou eemyiXhad (Obr. 11). K tomu
jsme pouzili primery FW-PhoA a R-PhoA uvedené v.kaf.6. Produkt PCR reakce
a vektor pET28b-FTT1103-AD jsmesptli restrikéni endonukleazoXhd a nasled-
n¢ precistili na agardzové elektroforéze. Takto upraveRtiwA jsme vlozili do fi-
praveného vektoru a restéiki analyzou ufili spravné klony (data nejsou uvedena).
Midiprepaci jsme ziskali dost&@ mnozstvicisté DNA a mohli pejit k prenesni
fragmentu pro fuzni protein FTT1103-AD-PhoA z pladmpET28b do plazmidu
pTZ19R. Diky tomu, Ze primer reverse-PhoA obsahgedle sekvence rozeznavané
restrikcni endonukleazoXhd i sekvenci rozeznavanou restiik endonukleazou
Sad, bylo mozné cely fragment FTT1103-AD-PhoAepést do pTZ19R pomoci
restrikinich endonukledfad a Sal. Spravné klony jsme @p urcili pomoci re-
strikéni analyzy (data nejsou uvedena). Vektor ziskangiprepaci jsme kontrotn
Stepili restrikéni endonukleadzokcarl (Obr. 5).
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PhoA FTT1103

Sall Xhol

pPET28b-
-FTT1103-AD

1) PCR s vyuzitim primer( pro
PhoA

2) Stépeni produktu PCR enzy-
mem Xhol

3) Izolace fragmentu o velikosti
1406 bp

1) Linearizace vektoru enzy-
mem Xhol

2) Izolace fragmentu o veli-
kosti 6343 bp

Ligace PhoA a pET28b-FTT1103-AD
Stépeného Xhol

sall FTT1103

Sall Xhol

Sacl

pET28b-
-FTT1103-

-AD-PhoA PhoA

. Sacl
1) Stépeni Sall a Sacl 5
2) lzolace fragmentu 2839 bp 1) Stépeni Sall a Sacl

2) Izolace fragmentu 2735 bp

Ligace FTT1103-AD-PhoA a pTZ19R
Stépeného Sall a Sacl

FTT1103

pTZ19R-
-FTT1103-

-AD-PhoA PhoA

Obr. 10 Schematické znazorsni vytvoreni plazmidu
pPTZ19R-FTT1103-AD-PhoA. PhoA ziskanou PCR metodou jsmépst
restrikini  endonukleazou Xhad a nasledd vlozili do plazmidu
pET28b-FTT1103-AD.  Zplazmidu  pET28b-FTT1103-AD  pm
FTT1103-AD-PhoA (5353 bp) vy&ili restrikcnimi endonukledzansal
aSad, s jejichz pomoci jsme cely fragment viozili dapmidu pTZ19R.
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Xhol gen pro PhoA

FW-PhoA / . J

Sacl Xhol

Obr. 11 Schematické zn4zorgni amplifikace PhoA <vyuZitim primer &
FW-PhoA a R-PhoA.Mista rozeznavana resttikimi endonukleazanXha
a Sad jsou ozné&ena Sipkami. Jako templatovou DNA jsme pouZili plak
pPSWHFII.

Pro vytvaeni vektoru pTZ19R-FTT11@3PhoA jsme nejprve cHli pouzit
stejnou strategii jako u vyty@ni vektoru pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA, avSak timto
zpisobem se nam dany vektor nep@ldaziskat. PouZili jsme proto metodu PCR,
s jejiz pomoci jsme ziskali fragment FTT12M0BhoA (Obr. 12) a ten jsme naslédn
vlozili p#imo do vektoru pTZ19R (Obr. 13). Primery FW-FTT1AGBhoA a
R-PhoA, které jsmeipPCR pouZili, jsou uvedeny v kap. 4.1.6. Spravianx zis-

kané miniprepaci DNA jsme &ili restrik¢ni analyzou.

FTT1103A-PhoA

Xbal
FW-FTT1103A-PhoA
5 3 pPTZ19R-
FTT1103
< -AD-Pho
R-PhoA
Sacl Xhol

Obr. 12 -Sctematické znazorréni amplifikace FTT1102A-PhoA < vyuzitim
primera FW-FTT1103A-PhoA a R-PhoA. Mista rozezndvana restéimi
endonukleazamXba, Xhd a Sad jsou ozné&ena Sipkami. Jako templatovou
DNA jsme pouzili vektor pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA.
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FTT1103 Xbal

Sacl

pTZ19R-

-FTT1103- PhoA

A/)Stépeni Xbal a Sacl
1) PCR s vyuzitim primeru for- 2) 1zolace fragmentu 2845bp

ward-FTT1103A-PhoA a re- 3) Ligace s FTT1103A-PhoA
Stépenym Xbal a Sacl

-AD-PhoA

verse-PhoA
2) Stépeni produktu PCR en-
zymy Xbal a Sacl

3) Izolace fragmentu 2668 bp I:igace ) FTT1103A-PhoA a pTZ19R
4) Ligace s pTZ19R $t&penym Stépeneho Xbal a Sacl
Xbal a Sacl
v
FTT1103

pTZ19R-
-FTT1103A-
_AD-PhoA  Jj PhoA
Obr. 13 Schematické znazorgni vytvoreni plazmidu

pTZ19R-FTT1103A-PhoA (5275 bp). Pomoci PCR jsme ziskali
FTT110A-PhoA z vektoru pTZ19R-FTT1103-AD-PhoA a nasledje)
vlozili do plazmidu pTZ19R pomoci restékich endonukleaXba a Sad.

5.2 Exprese a detekce jednotlivych proteifi v E.coli

Expresi jednotlivych proteinjsme provadi v bakteriich obsahujici nami vy-
tvorené vektory z plazmidu pTZ19R. Exprese pratgeme indukovali fidavkem
IPTG a potom bakterie nechatist 3 hodiny (kap. 4.2.7). Pro naslednou SDS-PAGE
elektroforézu jsme pouzili 10 %liti gel. Proteiny jsme detekovali barvenim SDS
gelu pomoci CBB (Obr. 14) a po Western-blot také@nochemicky pomaoci protila-
tek anti-FTT1103 a anti-PhoA (Obr. 15).

Imunochemickou detekci monoklonalni protilatkoui-#toA se nam nepo-

dailo detekovat ani PhoA (48 kDa), ani FTT1103-AD-Rhq97 kDa), ani
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FTT1103\-PhoA (95 kDa). Naproti tomu imunochemické detegol/klonalni pro-
tilatkou anti-FTT1103 odhalila moZnou kontaminaakterialnich linii. Vzhledem
k vysledkim ziskanym nadudach s BCIP k této kontaminaci prapodobré doslo
az khem kontroly exprese protéin Molekulova hmotnost fuzniho proteinu
FTT1103-AD-PhoA je 97 kDa a FTT1183PhoA je 95 kDa. Tyto proteiny se ndm
poddilo pomoci anti-FTT detekovat a také na SDS-PAGH ¢arveném CBB lze
pozorovat odpovidajici prouzky. Teoretickd molek@lohmotnost lipoproteinu
FTT1103 je 38,5 kDa, avsak jeho realna molekulavétnost je 49,8 kDa. Imuno-
chemicky jsme detekovali signal odpovidajici spé&keetické molekulové hmotnosti
a na SDS-PAGE gelu obarveném CBB jsme pozorovatiykci proteinu odpovida-

jiciho jak teoreticke, tak i realné molekulové hnumti.

A: B
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
170,130 —% 170 —» ;
95 ___, = LR 130 —>
72— : ™ 95 —»
5 —» . . 72 —>
43 —» "5 ° BB
s—nw >
34 —» 43 -
26 —»
34 —» ba
— -

Obr. 14 SDS-PAGE gely barvené CBB A: 12 % SDS-PAGE gel; 1.- standard
molekulovych hmotnosti, 2.- PhoAigd indukci, 3.- PhoA po indukci, 4.-
FTT1103-AD ged indukci, 5.- FTT1103-AD po indukci. B: 10 % SIPAGE
gel; 1.- standard molekulovych hmotnosti, 2.- FTU3-AD-PhoA ged indukci,
3.- FTT1103-AD-PhoA po indukci, 4.- FTT1183hoA ped indukci,
5.- FTT1102-PhoA po indukci. Sipkami jsou vyzéeny jednotlivé molekulové
hmotnosti.
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130 ¥

95 <4— 95 kDa a 97 kDa
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26
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170,130 3

95 95 kDa a 97 kDa
72

55

43 48 kDa

26

Obr. 15 Imunochemickd detekce exprimovanych proteif

v bakterialnich lyzatech pomoci polyklonalni kral€i protilatky an-

ti-FTT1103entire. 1.- standard molekulovych hmotnosti, 2.- Pha#dp
indukci, 3.- PhoA po indukci, 4.- FTT1103-AD ifgd indukci,
5.- FTT1103-AD po indukci, 6.- FTT1103-AD-PhoAigu indukci,
7.- FTT1103-AD-PhoA po indukci, 8.- FTT1183hoA ged indukci,
9.- FTT1102-PhoA po indukci, 10.- FTT1103 pozitivni kontrofipkami
jsou vyzngeny jednotlivé molekulové hmotnosti exprimovanycbtgini.

A: detekce primarni protilatkou anti-FTT1103 a sedérni protilatkou
GARpy. B: Detekce primarni protilatkou anti-PhoA a se#arni protilat-
kou GAMpy.
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5.3 Vyuziti fosfatazové aktivity pro lokalizaci konsenova-

ného hypotetického lipoproteinu

Bakterie nesouci vytwené vektory jsme kultivovalitps noc fi 37 °C na tu-
hych pidach, které obsahovaly 4Qg/ml BCIP, substrdt pro PhoA. Bakterie
s vektorem nesoucim gen pro FTT1103-AD-PhoA rostigodrych koloniich, coz
indukuje gitomnost signalniho peptidu pochazejici z FTT11@$n jako kolonie
bakterii transformovanych vektorem s PhoA. Bakterabsahujici vektory
pTZ19-FTT1103-AD a pTZ19R-FTT1103PhoA vykazovaly ist v bilych koloni-
ich (Obr. 16).

FTT1103A-PhoA B FTT1103-AD
. %3 4

FTT1103-AD-PhoA & PhoA

Obr. 16 Aktivita PhoA na padé < 40 pg/ml BCIP. Modré zbarveni kolonii
signalizuje pitomnost enzymaticky aktivni PhoA v periplazmatick@ro-
storu, bilé kolonie nenesou reportérovy gen proAPhebo neobsahuji gen
pro FTT1103 ¢etrg N-terminalni signalni sekvence.

5.4 Diskuse

Vzhledem k rozdilnym aktivitam PhoA fazované s FI02 se signalni sek-
venci a bez této sekvence jejmé, ze signalni sekvence lipoproteinu jgedita pro
transport do periplazmatického prostoru. FTT1103tdyy mohl byt sekretovany
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protein, nebo je lokalizovan do periplazmy, vnéjSi membrany a jeho C-konec
s nhavazanou PhoA siiuje do periplazmy (www.sci.sdsu.edu; Prochazkouala
2005; Gilmore a kol., 2004). Posledni z#rida moznost, tedy lokalizace lipoproteinu
ve vrEjSi membran s C-koncem orientovanym do periplazmatického prostod-
povida jak vysledkm predikiniho programu LipoP (Janovska a kol., 2007), tak i
moznosti periplazmatické lokalizace na zaklgagbdobnosti s DsbA (Qin a kol.,
2009). Podle prediniho programu LipoP je FTT1103 membranovy lipoprgte
avSak podobnost s DsbA proteinem jéggquuje k lokalizaci v periplazgnr My
jsme potvrdili, Ze C-konec lipoproteinu FTT1103 jkuté&né lokalizovan

v periplazng. Mozna topologie lipoproteinu FTT1103 je znazoa na obr. 17.

VnéjSi membrana
58

Lipidova kotva

K_é
N-konec @

DsbA motiv

C-konec Periplazmaticky prostor

Vnitfni membréana

Obr. 17 Model lipoproteinu FTT1103. C-konec a DsbA motiv jsou lokali-
zovany do periplazmatického prostoru. Na N-konecis€ ,lipobox” je na-
vazana lipidova kotva, ktera zajige interakci s v&Si membranou.

Pozorovali jsme, Ze bakterie, které nesly vektdazevanymi geny pro
FTT1103 a PhoA ziskavaly modré zbarveni dalekoleyicheZ bakterie, které obsa-
hovaly vektor se samotnou PhoA. Je mozné, Ze sigpalptid FTT1103 umadaitije
rychlejSi transport proteinu do periplazmatickéhasporu resp. wW)Si membrany.

Vtéto praci se nam potlp prokazat orientaci C-konce lipoproteinu
FTT1103 do periplazmatického prostoru. DalSi stoditwhoto lipoproteinu by se
mohlo zandfit na potvrzeni nebo vyvraceni hypotézy o jeho liakai ve vrgjsi

membras.
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6. Zavér

1. Z vektoru pSWFII jsme vy&pili gen pro PhoA, vnesli jej do plazmidu

PTZ19R a restriéni analyzou o#fili jeho zaklonovani.

2. Na z&klad znamé sekvence gepro FTT1103 a PhoA jsme navrhli pri-
mery pro jejich amplifikaci a vneseni sekvenci mevanych vhodnymi
restrikknimi endonukleazami vyuzitelnymiigejich zabudovani do vek-
tora pET28b a pTZ19R.

3. Gen pro FTT1103 jsme zaklonovali do vektoru pET2&}® jsme k &mu
pridali dvojrettzcovy adaptor. Spravné klony jsmeétwali pomoci re-
strikéni analyzy a sekvenovani. Do vyteného vektoru jsme zaklonovali
PhoA ziskanou PCR metodou a spravné zaklonovagiiliokestrikeni

analyzou.

4. Geny pro FTT1103-AD a FTT1103-AD-PhoA jsmiepesli do plazmidu
PTZ19R a jejich spravné zaklonovanktir restrikéni analyzou.

5. Navrhli jsme si primer FW-FTT11@3 ktery jsme spolu s primerem
R-PhoA pouzili pro amplifikaci FTT1108PhoA. Ziskany fragment jsme
vnesli do plazmidu pTZ19R a spravné zaklonovanejawtili restrikeni

analyzou.

6. Na pevnych kultivénich mediich s BCIP jsme &ili enzymovou aktivitu
PhoA fazovanou s FTT1103.

7. Owerili jsme expresi protein které jsme detekovali barvenim SDS-PAGE
gelu CBB a imunochemicky pomoci primarnich progkaanti-FTT1103
a anti-PhoA a sekundarnich protilatek konjugovanyéfenovou peroxi-

dazou.

8. Ze ziskanych vysledkjsme navrhli mozny model topologie lipoproteinu
FTT1103.
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