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Uvod

Infekce zplisobené netyfoidnimi sérovary salmonel maji velky zoonoticky potencial a
jsou tak ve veterinarni i humanni mediciné stdle nevyieSeny dlouhotrvajici problém.
Nejcastéjsimi hostiteli a tedy 1 pfenaseci na Clovéka jsou vV Evropé prasata a dribez (EFSA
2009). Jednim ze zpisobu, jak snizit pocet salmonela-pozitivnich zvitat je, kromé dodrzovani
hygienicko-technickych opatieni, vakcinace. V soucasné dob¢ je v Evropé registrovana pouze
jedina vakcina pro prasata s ndzvem Salmoporc® (Selke a kol. 2007). Jedna se o Zivou
vakcinu zalozenou na kultufe Salmonella Typhimurium, ktera vSak neni mezi chovateli piili§
roz$itena. Dale je v registraci na pracovisti autorti vyvinuta inaktivovana vakcina pro prasnice
pfed porodem urcend K ochrané jejich sajicich selat pred infekci kmeny Salmonella
Typhimurium, S. Derby a S. Infantis (Kosina a kol. 2016). Tato vakcina vSak nevykazuje
dlouhodobou protektivitu pfi podani odstavenym selatiim.

Mistem interakce bakterii salmonel s hostitelem je v nejvétsi mife epitel stfeva. Za
ucasti tzv. M bunck casto dochédzi k prostupu pfes epitelidlni bariéru a dale se pomoci
imunitnich bunék, hlavné makrofagli, mohou bakterie rozsitit i do jinych casti téla (Jones a
kol. 1994). V zavislosti na fazi infekce a okolnim prostiedi vyuzivaji bakterie salmonel
proteiny nékolika ostrovli patogenity. Pro invazi salmonel pfes stievni sténu a vyvolani
lokalniho zanétu, ktery vede k atrakci bunék imunity, vyuzivaji proteint ze SPI-1 lokusu.
Nékolik hlavnich SPI-1 proteinti (SipB, SipC, SipD, Prgl a dalsi) utvaii povrchovou strukturu,
ktera zajisStuje transport efektorovych proteinii do bunék hostitele nebo do okolniho prostredi
(Marcus a kol. 2000). Zesileni inflamatorni odpovédi je zpuisobeno i zvySenou expresi Toll-
like receptord hostitele, hlavné TLR4 a TLRS, které specificky véazou bakterialni
lipopolysacharid, respektive flagelarni proteiny bakterie (Cario a Podolsky 2000, Gewirtz a
kol. 2001). Po fagocytdze salmonel makrofagy se bakterie nachazi v tzv. vakuole obsahujici
salmonely (SCV) a ve vétsi mife exprimuji proteiny ze SPI-2 lokusu. Ty umoziuji bakterii
eliminovat destruktivni mechanismy makrofagti — modifikuji sloZzeni membrany vakuoly a
zabranuji splynuti SCV s lysozomy (LaRock a kol. 2015); vaZou se na mikrotubul&rni systém
bunky a reguluji pohyb SCV ke stifedu bunky k replikaci nebo naopak na periferii a
diseminaci do okolnich bunék (Guignot a kol. 2004, Szeto a kol. 2009). Makrofagy se dale
snazZi zabranit rustu intracelularnich bakterii i tim, Ze svymi proteiny (napf. ferroportin)
aktivné transportuji ionty zeleza ven z bunky (Paradkar a kol. 2008). Za velmi nizkych

koncentraci zeleza salmonela ve zvySené mife exprimuje siderophory IroN a CirA, které



zachytavaji zbytky iontl Zeleza z okolniho prostfedi a transportuji jej dovniti bakterie (Barat a
kol. 2012).

Tvorba protilatek a specifickych T lymfocytl hostitele pfi infekci je zavisla na nabidce
antigenu patogena. Bakterialni proteiny, jejichz exprese se snizuje po prostupu pies bariéru do
téla hostitele tak nevyvolaji imunitni odpovéd’, ktera by vedla k ochrané pred patogenem uz
pfi prvotnim kontaktu. Naopak proteiny bakterie, které se tvoii az v pozd¢jsi fazi infekce za
specifickych podminek, nejsou ¢asto dostupné ve vakcinacnim kmeni, pokud se aplikuje
inaktivovana vakcina zalozena na bakterialni kultufe péstované za podminek extracelularniho
prostiedi. Naopak napodobeni podminek prostiedi riznych dostupnych habitatt bakterie pii
infekci a tvorba protilatek proti takto indukovanym proteinim salmonel zvySuje Sanci na

odpovéd’ imunitnich slozek v riznych fazich infekéniho procesu.

I. Cil metodiky

Cilem nasledujici metodiky je popis kultivaénich podminek bakterii kmene Salmonella
enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium, které vedou ke specifické expresi proteint
ucastnicich se infekéniho procesu v hostitelském organismu, konkrétné proteinti ostrovi
patogenity SPI-1 a SPI-2, nékterych siderophoru a proteinti bi¢iku. Indukce exprese téchto
proteinit by mohla vést ke tvorbé protektivnich protilatek u zvifat po imunizaci vakcinou

ptipravenou z kultury Salmonella Typhimurium.

I1. Vlastni popis metodiky

1. 1. Kultiva¢ni média a aditiva

Pro kultivaci byl pouzit kmen Salmonella enterica subsp. enterica sérovar Typhimurium
DT104 zinterni sbirky Vyzkumného ustavu veterinarniho Iékarstvi. Bakterie byly
kultivovany ve tfech raznych médiich:

1) LB bujon (Lennox L Broth Base, Invitrogen, USA)

2) LPM médium (low phosphate, low magnesium) - 5 mM KCI, 7,5 mM (NH4)2SO4, 0,5

mM K2SO04, 1 mM KH2PO4, 8 uM MgCl,.6H20, 0,3 % glycerol, 0,1 % kaseinovy
hydrolyzat, 80 mM MES, pH upraveno na 4,8



3) Minca médium (minimal casein) - 8 mM KH2PO4, 28,2 mM NaxHPO4.12H,0, 0,1 %
kaseinovy hydrolyzat, 200 pM MgSO4.7H20, 25 pM MnCl2.4H20, 2,6 uM
FeCl3.6H20, 9 uM CaCl,.6H20, pH 7,4

K nékterym kultivacim bylo zdivodu zvySeni exprese salmonelovych siderophora

piidana EDTA v kone¢né koncentraci 10 mM.

10 pl bakteridlni kultury S. Typhimurium zamraZzené na -80°C v LB médiu s25 %
glycerolu bylo inokulovano 10 ml LB media, LPM média nebo Minca média. Kultivace
probihala 16 hodin pti 37°C za stalého tfepani. Poté byly bakterie centrifugovany 10 minut pfi
4000 x g. Stocené bunky byly promyty 20 ml PBS a opé¢t centrifugovany. Nésledné byly
resuspendovany ve 2 ml PBS a se zirkonium/kifemikovymi kuli¢kami (0,1 mm) sonikovany
na pfistroji Sonopuls HD 3100 (Bandelin, Némecko) s 80% amplitudou po dobu 2 minut na
ledu. Pote byl sonikéat centrifugovan 10 min pii 4°C pii 20000 x g. Supernatant byl odebran a
peleta byla dale resuspendovana ve 100 pl resuspenda¢niho pufru (8 M mocovina, 25 mM
triethylammonium bikarbonatovy pufr (TEAB), 0,2 % Triton X-100 a 0,1 % SDS). Po
hodinové inkubaci za stalého tiepani pii 20°C byly vzorky centrifugovany 10 minut pii 4°C
pii 20000 x g. Supernatant byl odebran a smichan se sonikatem (supernatant po sonikaci a
centrifugaci) a pouZzit na proteomickou analyzu.

Pokud se do bakterialni kultury ptidavala EDTA, pak se po prvotni 16 hodinové kultivaci
v LB, LPM nebo Minca odebralo 100 ul kultury a tou se inokulovalo 10 ml erstvého LB,
LMP nebo Minca media. Po 2,5 hodinach kultivace doslo k piidavku EDTA do finalni
koncentrace 10 mM. Po dalSich 2 hodinach doslo k odbéru ¢asti vzorku a zbytek kultury byl

dale kultivovan dalSich 20 hodin. Rozbiti bun¢k probihalo vy$e zminénym zpisobem.

Il. 2. Analyza exprimovanych proteini hmotnostni spektrometrii

Na proteomickou analyzu bylo odebrano 50 pg celkového proteinu (méfeno pomoci
Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific, USA). Vzorky pro hmotnostni
spektrometrii byly pifipraveny metodou FASP (filter-aided sample preparation, Wisniewski a
kol. 2009). Kazdy vzorek byl 6x promyt 8 M mocovinou na centrifuga¢nich kolonkach
Vivacon 500 s 10.000 MWCO membranovym filtrem (Sartorius Stedim, Némecko). Jako
redukéni a alkyla¢ni ¢inidlo bylo pouzito 10 mM dithiothreitol (Sigma-Aldrich, USA),
respektive 50 mM iodacetamid (Serva, Némecko) ve 25 mM TEAB pufru. Proteiny byly poté
nastépeny trypsinem (Promega, USA) v poméru 1:50, po dobu jedné hodiny pii 37°C, poté
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pies noc pii 25°C. Po centrifugaci byl eluat nastépenych peptidi odparen na vakuové odparce
(DNA120 SpeedVac, Thermo Savant, USA) a peleta peptidu resuspendovana v 0,1 % vodném
roztoku kyseliny mraven¢i. Separace peptidi probihala na kapalinovém chromatografu
UltiMate 3000 RSLCnano (Dionex -Thermo Scientific, USA), na dvouhodinovem gradientu
se zvysujici se koncentraci acetonitrilu (0 min - 4 %, 4 min - 4 %, 98 min - 45 %, 98.5 min -
90 %, 112 min - 90 %, 112.5 min - 4 %, 120 min - 4 %). Peptidy byly separovany v pritoku
300 nl/min na 25 cm kolon& Acclaim PepMap RSLC C18, 2 um, 100 A, 75 pm 1.D. (Thermo
Scientific, USA). uHPLC byl pfipojen na elektrosprej EASY-Spray, ktery je soucasti
hmotnostniho spektrometru Orbitrap Velos Pro (Thermo Scientific, USA). PIny sken probihal
v rozsahu m/z 390-1700 k identifikaci protonovanych peptida s ndbojem 2 a vy3sim, které
byly automaticky podrobeny data-dependentni MS/MS analyze a fragmentaci kolizemi
s molekulami helia. Naméfena spektra byla poté prohledana pomoci softwaru Proteome
Discoverer 1.4 (Thermo Scientific, USA) s algoritmem Sequest HT. Oxidace metionini a
deamidace Asn a GIn byly nastaveny jako dynamické modifikace. Jako staticka modifikace
byla pouzita karbamidometylace cysteinii. Hmotnostni tolerance byly nastaveny na 10 ppm
pro prekurzorové a 0,5 Da pro fragmentové ionty. Pro identifikaci namétenych peptidi byla
pouZita proteinova databaze Uniprot pro kmen Salmonella Typhimurium. Pouze peptidy
identifikované s FDR (false discovery rate) 0,01 byly pouZity pro nasledné vyhodnoceni.

Pro relativni kvantifikaci vybranych proteint byl pouzit soucet ploch pod kiivkou (AUC)
tfi nejabundantnéjSich peptidi dané¢ho proteinu. Tyto hodnoty byly normalizovany na kvantitu
(AUC) proteinu Glyceraldehyd-3-fostat dehydrogenaza (Uniprot accession POA1P0). V ramci

jednotlivych skupin salmonelovych proteinti byly sledovany tyto proteiny:

Uniprot Accession number Uniprot Accession number
SPI-1 SPI-2
SipA E1WAC6 SopD2 Q8zQC8
SipB Q56019 SseB Q7BVH7
SipC PoOCL47 PipB2 Q8ZMM8
SipD Q56026
Prgl P41784 Siderophory
SopB 030916 CirA Q8ZNLO
IroN Q8ZMNO
Flagelliny FepA Q8ZR40




FliC

Q9R4Q7

FIjB

P52616

Z&kladni bakterialni médium bohaté na Ziviny - LB médium - ve velké mife indukuje

expresi proteint z lokusu SPI-1 (obr. 1). Zaroven se produkuje velké mnozstvi flagelarnich

proteinii. Bakterie v prvnich fazich infekce aktivné migruje pravé za pomoci biciku a zaroven

vyuziva proteiny SPI-1 pro aktivni invazi do epitelialnich bunék hostitele. LPM médium

oproti tomu simuluje podminky uvniti makrofagt - snizené pH, nizk& koncentrace Zivin i

iontl (hlavné fosfath a hotecnatych iontl). Za téchto podminek se ve vEtsi mife exprimuji

proteiny SPI-2, jak je také vidét z grafu. Zaroven bakterie snizuje expresi flagelarnich

proteint FIiC a F1jB v tomto médiu. Bakterialni siderophory se produkuji v prostfedi s nizkou

koncentraci ionti zeleza. Toho bylo dosazeno kultivaci salmonel v Minca mediu.
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Obrazek 1: Grafy relativni kvantifikace vybranych salmonelovych proteini vztaZzenych na normalizaéni protein GapA (osay =

pomér protein/GapA), po expresi v rliznych kultivacnich médiich

Zvyseni exprese siderophort 1ze dosahnout také kultivaci salmonel v bohatém médiu po

pridavku soli kyseliny etylendiaminotetraoctové (EDTA). Toto chelata¢ni ¢inidlo z média

vyvazuje ionty kovl a stimuluje tak bakterii ke zvySenému transportu iontd z prostiedi dovnitt




bunky za pomoci indukce exprese siderophort (obr. 2). Jak je vidét z grafu na obr. 2
(porovnanim se stejnym grafem na obr. 1), tyto podminky zaroven vedou ke snizeni produkce
SPI-1 proteind, stejné tak jako proteinti bi¢iku. SniZeni koncentrace iontd v médiu tak ziejmé
zpusobuje celkovou zménu metabolismu bakterii salmonel. Pfidani chelata¢niho ¢inidla do
kultivacniho LB média tak umoziiuje vyuzivat ptitomnosti jak SPI-1 proteinti a flagellint, tak
salmonelovych siderophorti v jedné bakterialni kultufe. Exprese vétsiho spektra virulentnich

proteini bakterie pii kultivaci potencialné zvySuje pravdépodobnost imunitni odpovédi

hostitele pii podani takto ptipraveného antigenu ve formé vakciny pii nasledné infekei.

SPI-1 proteiny - EDTA

SPI-2 proteiny - EDTA

LB LPM Minca

0,02

LB

0,05 0,04
0,045 - 0,035
0,04 - .
M sipA 0,03
0,035 -
= sipB 0,025
0,03 7 . W sopD2
0,025 - HsipC 0,02
sseB
0,02 | HsipD | 0,015
0015 ’ M pipB2
’ W prgl 0,01
0,01 - - sonB
SO|
0,005 - P 0,005
0 - 0
LPM Minca LB LPM Minca
Flagellin - EDTA Siderophory - EDTA
2,5 0,18
0,16
2 0,14
0,12
1,5 - )
- M cirA
mflic 01
0,08 miroN
1 mfljB
0,06 H fepA
0,04

LPM Minca

Obrazek 2: Grafy relativni kvantifikace vybranych salmonelovych protein(i vztazenych na normalizacni protein GapA (osay =
pomér protein/GapA), po expresi v rznych kultivaénich médiich a pfidavku 10 mM EDTA

II1. Srovnani ..novosti postupu*

Jedina komeréné dostupna salmonelové vakcina v Evropé pro prasata je na bazi zivého

kmene Salmonella Typhimurium (Salmoporc, IDT), kde exprese proteinii bakterie nelze

ovlivnit. Jiné experimentalni vakciny jsou zaloZeny na dele¢nich mutantech S. Typhimurium

(Leyman a kol. 2011), supernatantu bakterialni kultury S. Typhimurium (Ferreira a kol. 2015),

ptipadné na rekombinantnich proteinech — povrchovych antigenech a siderophorech (Barat a
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kol. 2012). Cilené vyuziti exprese specifickych proteini bakterialni kultury se pii piipravé

inaktivované salmonelové vakciny nevyuZziva.

1V. Popis uplatnéni funkéniho vzorku

Postup piipravy bakteridlni kultury za ucelem specifické exprese salmonelovych
virulentnich proteinti miize byt vyuzit pii pfipravé inaktivované vakciny proti salmonelovym

infekcim.

V. Ekonomické aspekty

Predkladany funk¢ni vzorek miize byt nabidnut firmam, zabyvajicim se vyvojem a
prodejem veterinarnich vakcin, ptipadné muze slouzit jako podklad k ziskani navazujicich

projektt, které se budou zabyvat vyvojem takové vakciny.

V1. Patentova ochrana

Patentova ochrana tohoto postupu neni feSena.
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