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Uvod

Bakteriofag 812 je polyvalentni fag z Celedi Myoviri-
dae, jehoz hlavnim hostitelem jsou kmeny druhu Staphylo-
coccus aureus, avsak atakuje i jiné druhy rodu Staphylo-
coccus. Jde o virulentniho faga, po jehoz adsorpci na po-
vrchu bakteridlni buniky a injekci fagové DNA nastava
Iyticky cyklus konéici lyzi hostitelské bunky. Staphylo-
coccus aureus je puvodcem zavaznych onemocnéni ptaki
a savcl, mezi nimi i ¢lovéka. Vyvolava predevsim infekce
kiize, podkozi a pfilehlych struktur, kosti, kloubil a dycha-
cich cest jako sekundarni infekce po virové chiipce. Je
hlavnim plvodcem tézkych pooperac¢nich komplikaci
u pacientd s ortopedickymi implantaty, katetry, u pacientl
s AIDS a novorozenct. VySe popsané charakteristiky ¢ini
faga 812 vhodnym kandidatem pro fadgovou terapii, pfi niz
jsou bakteriofagy pouzivany pro 1é¢bu bakterialnich infek-
ci. Dnes se o fagové terapii uvazuje jako o alternativnim
zpusobu 1écby infekci vyvolanych bakteriemi rezistentnimi
k antibiotikiim. Fagova terapie nabizi oproti 1é¢bé antibio-
tiky vyssi specifitu, selektivni aplikaci v misté infekce,
absenci nezadoucich u¢inkl a rychlou selekci novych fagh
v ptipad¢ rezistence. O aktualnosti fagové terapie sveédci
napf. i nedavné testy piipravki obsahujicich figa K (cit."),
ktery je blizky ptibuzny faga 812.

Z hlediska t¢innosti fagové terapie je nejvyznamnéjsi
charakteristikou rozmezi hostitelti; jako slibné se jevi
zejména pouziti virulentnich a polyvalentnich fagh
s Sirokym rozmezim hostitele. V soucasné dob¢ je studo-
van vztah rozdilli genomu u standardniho typu faga 812,
jeho mutantt®, piibuznych fagh K (cit.*), Twort, SK311,
U16, 131 (cit.>’) a listeriového faga A511 (cit.%) k jejich
odlisnému hostitelskému rozmezi.

Dalsi moznosti studia odliSnosti fagl nabizi proteo-
micka analyza. Tato prace si klade za cil charakterizovat
proteom standardniho typu faga 812. Bude tak polozen

962

Laboratorni pfistroje a postupy

zaklad pro porovnani standardniho typu faga 812 s jeho
mutanty a pfibuznymi fagy na Grovni proteinového kom-
plementu genomu. K analyze proteint faga 812 je pouzito
jak kombinace jednorozmérné gelové elektroforézy s pep-
tidovym mapovéanim s pouzitim MALDI MS (cit.”®), tak
ivysoce U€inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s elektrosprejem a tandemovou hmotnostni spektrometrii
(HPLC-ESI MS/MS)”'°.
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Experimentalni ¢ast
Ptiprava vzorku bakteriofdga

Féagové castice byly izolovany ultracentrifugaci fago-
vého lyzatu a &isténim v gradientu CsCl (cit.'"). Nizkomo-
lekularni latky byly odstranény dialyzou proti vodé. Fago-
va DNA, zpusobujici nadmérnou viskozitu suspenze vzor-
ku, byla odstranéna enzymovym §t€penim DNasou I. Po
zahusténi na vakuové odparce byly proteiny podrobeny
redukci a tepelné denaturaci ve vzorkovém pufru'’.

Separace

Zakladni technikou pouZitou k separaci smési protei-
ni faga byla jednorozmérna gelova elektroforéza (SDS-
PAGE) s naslednou analyzou MALDI MS, resp. MALDI
TOF/TOF MS. Alternativné byla pouzita také separace
peptidl vzniklych enzymovym $t€penim kapildrni chroma-
tografii spojenou on-line s ESI MS.

Vertikalni SDS-PAGE prob¢hla na aparatufe Protean
II (Bio-Rad) v 15% (resp. 7,5%) gelu za konstantniho
proudu. Rozméry gelu byly 16 x 20 cm a jeho tloustka
1 mm. Proteiny byly barveny barvivy Bio-Safe Coomassie
G-250 (Bio-Rad) nebo ProteoSilver Plus (Sigma-
Aldrich). Gely byly skenovany kalibrovanym densito-
metrem GS-800 (Bio-Rad).

K separaci HPLC byl pouzit kapilarni chromatograf
(LC Packings) skladajici se z gradientové pumpy (Ultimate),
autosampleru (Famos) a jednotky pro piepinani kolon
(Switchos). Vzorek (10 pul) byl nejprve zkoncentrovan
a odsolen na ptredkoloné¢ (PepMap CI18, 0,3 mm x 1 mm,
5 um, LC Packings). Priitokova rychlost byla 10 pl min™".
Vlastni separace byla provedena na kapilarni koloné
(0,32 mm x 175 mm) naplnéné sorbentem Jupiter Proteo
C12 (4 mm, Phenomenex) dle postupu popsaného v litera-
tufe". Priitokova rychlost separace byla 4 ul min~'. Mobil-
ni faze A obsahovala 5 % acetonitrilu (ACN) a 0,1 %
kyseliny mravenc¢i (FA), mobilni fdze B pak 80 % ACN
a 0,1 % FA. Gradientova eluce zacinala na 5 % faze B po
dobu 5 min, pak se podil faze B zvySoval na 50 % od 5. do
53. min a nakonec az na 70 % b&hem dalSich 2 min.

Proteolytické Stépeni

Vybrané prouzky byly vyfiznuty skalpelem a proteo-
lyticky na$tépeny trypsinem (Sequencing Grade Modified
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Trypsin, Promega) upravenym postupem dle Havlise
aspol.'. Po odbarveni a vysrazeni acetonitrilem byl gel
hydratovéan 45 min pii 4 °C v roztoku trypsinu (5 ng pl™")
v 25 mM uhli¢itanu amonném a poté vystaven proteolyze
po dobu 8 h pii 37 °C. Po skonceni $tépeni byl volny roz-
tok oddé€len a gel byl extrahovan smési 5% kyseliny mra-
venci a acetonitrilu (1 : 1, v/v). Roztok a extrakt byly spo-
jeny. U vzorkd uréenych pro analyzu HPLC-MS/MS byl
odstranén acetonitril centrifugaci za vakua. Pfidavkem
roztoku kyseliny mraven¢i (0,1%) bylo upraveno pH vzor-
ku na hodnotu 3,0.

Hmotnostni spektrometrie

Vzorky byly po separaci gelovou elektroforézou §té-
peny a analyzovany metodou MALDI MS. Vybrané vzor-
ky, stejné tak jako $tépeny vzorek celkové smési proteinl
faga, byly analyzovany pomoci HPLC-MS/MS.

Analyza MALDI MS byla provedena na hmotnostnim
spektrometru Reflex IV (Bruker). Jako matrice byl pouzit
nasyceny roztok 4-hydroxy-a-kyano-skoficové kyseliny
ve smési 50% ACN a 0,1% TFA (aq). Vzorky byly smi-
chany s matrici v poméru 1 :3. Na vzorkovaci desticku
bylo nanaseno 0,6 pl pfipravené smési vzorku s matrici.
V piipadé potieby byly vzorky pfed analyzou odsoleny na
mikroSpickach ZipTip C18 (Millipore). Hmotnostni spekt-
ra byla méfena v pozitivnim modu. K externi kalibraci
byla pouzita smés 5 peptidd v hmotnostnim rozsahu 660 az
2564 Da. Spektra pak byla vyhodnocena s pouZitim pro-
gramti XTOF 1.5 a Biotools 2.0 (Bruker).

Analyza MALDI TOF/TOF MS byla provedena na
hmotnostnim spektrometru 4700 Proteomics Analyzer
(Applera). Spektra byla méfena v pozitivnim modu, jako
kolizni plyn byl pouzit He. Vybér prekurzoru byl omezen
na 15 iontl s nejvyss$im signalem. Data MS/MS byla vy-
hodnocena programem GPS Explorer Workstation.

K analyze HPLC-MS/MS byl pouZzit hmotnostni
spektrometr s iontovou pasti Esquire 2000 (Bruker) vyba-
veny ortogondlnim elektrosprejem. Pfistroj pracoval
v pozitivnim modu za podminek béznych pro analyzu pep-
tidii. Spektra MS/MS byla méfena v rezimu automatického
sbéru dat Auto MS(n). Data byla zpracovana s pouzitim
programl DataAnalysis 3.0 a Biotools 2.0 (Bruker).

Identifikace proteinii pomoci peptidového mapovani,
resp. MS/MS dat byla provedena programem MASCOT
(Matrix Science). Povolena odchylka hmotnosti byla
v ptipadé¢ MALDI MS dat v rozsahu 40—100 ppm, pro MS/
MS data 1,5 Da pro hmotnost peptidu a 0,8 Da pro frag-
menty a pro TOF/TOF data 50 ppm pro hmotnost peptidu
a 0,5 Da pro fragmenty. K prohledavani byla pouzita jed-
nak proteinova databdze vznikla ptekladem dostupnych
tsektt DNA faga 812 (cit.*'"), jednak proteinova databaze
faga K (cit.), ktera je jiz v souasné dob& vélenéna do
databaze NCBInr. Vyuziti databaze faga K k identifikaci
proteinti faga 812 umoznil vysoky stupen podobnosti ge-
nomt obou fagd jak na trovni sekvenéni homologie, tak
i na urovni organizace genomu.
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Vysledky a diskuse

Genom faga 812 (146 kbp) obsahuje cca 100 putativ-
nich otevienych ¢tecich ramcu. Piiblizné polovina proteint
neni zabudovana do struktury fagové castice a tedy prav-
dépodobné neni piitomna v piipraveném vzorku. Vzhle-
dem k jednoduchosti systému byla proto zvolena jako za-
kladni metoda separace proteint faga 812 jednorozmérna
gelova elektroforéza. Po nezbytné optimalizaci separace
a obarveni Coomassie Blue byl ziskan gel s cca 40 odd¢le-
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Obr. 1. Gelova elektroforéza proteinii bakteriofaga 812; popi-
sem jsou oznaceny majoritni proteiny, které byly identifikovany;
X oznacuje prouzek obsahujici fragmenty proteinu 812_mitsp (viz
diskuse v textu a obr. 4); gel byl obarven Bio-Safe Coomassie G
250

Tabulka I
Identifikované proteiny bakteriofaga 812

M [kDa] Identifikovany protein Pokryti sek-
fag 812 ° fagK®  vence [%]
143,7 ORF 55 21
129,0 ORF 65 45
64,4 812 mtsp ° ORF 49 ¢ 59
51,2 812 mcp ¢ ORF 44 ¢ 67
50,4 ORF 68 34
39,2 ORF 62 20
232 ORF 95°¢ 72
17,8 ORF 96 34
19,2 ORF 64 69
15,9 812 ORF8° ORF50°¢ 87
12,2 ORF 52 23

“V sloupcich oznagenych fag 812 a fag K jsou uvedeny
proteiny podle databaze pouZité pii identifikaci; © proteiny
identifikované také HPLC-MS/MS ze §tépen¢ho vzorku
celkové smési proteinti faga; M — je molekulova hmotnost
vypoctena z proteinovych databazi fagl; pokryti sekvence
bylo ziskano peptidovym mapovanim



Chem. Listy 99, 962 — 966 (2005)

Obr. 2. Bakteriofag 812; na snimku ziskaném elektronovou
mikroskopii je znazornéno umisténi dvou majoritnich proteinti v
kapsidu a biciku faga

nymi prouzky vrozmezi 10-150 kDa (obr. 1). Vybrané
prouzky byly vyfiznuty, vystaveny pulsobeni trypsinu
a ziskané peptidy byly podrobeny MS analyze. Peptido-
vym mapovanim bylo identifikovano 11 proteind (tab. I).
Vedle dvou majoritnich strukturnich proteinti, hlavniho
kapsidového proteinu, 812_mcp, a hlavniho proteinu bici-
kové pochvy, 812 mtsp (obr.2), bylo nalezeno dalSich
7 proteind, které lze pravdépodobné zaradit do skupiny
strukturnich proteini na zakladé jejich homologie
s proteiny ptibuznych fagl. Zbyvajicim dvéma nalezenym
proteinim nebyla timto zpisobem pfifazena zadna funk-
ce*. Pokud byla hodnota skore pii peptidovém mapovani
s pouzitim MALDI MS niz$i nez 80, byla pro potvrzeni
identity proteinli pouzita kapalinova chromatografie s on-
line analyzou ESI MS/MS. Ve vsech ptipadech byly potvr-
zeny vysledky peptidového mapovani.

HPLC-MS/MS byla také pouzita pro jednorozmérnou
separaci a analyzu $tépeného vzorku celkové smési protei-
ni faga. Zde se projevila nevyhoda analyzy v realném Case
s automatickou volbou matefského iontu, kdy jsou pted-
nostné fragmentovany peptidy majoritnich proteinti. Meto-
dou HPLC-MS/MS byly s jistotou identifikovany pouze
4 majoritni proteiny (tab. I).

Z obou jednorozmérnych separacnich technik pouzi-
tych v této praci se tedy lépe osvédcila instrumentalné
méné naroc¢na klasicka gelova elektroforéza. V soucasné
dob¢ jsou ovéfovany moznosti dvourozmérné separace
s cilem rozsifit pocet identifikovanych proteini faga 812
zejména o dileZité minoritni proteiny, jako je napf. lyticky
enzym.
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Obr. 3. Srovnani separace fragmentii proteinu 812_mtsp na
gelu 7,5% a 15%; po optimalizaci separace byly ziskany misto
jednoho prouzku (X) tfi oddélené prouzky fragmenti proteinu (A,
B, C). Prouzek patrny tésné pod prouzkem X na gelu 15% patii
jinému proteinu; gel byl obarven barvivem Bio-Safe Coomassie
G 250

Vedle proteind, jejichz polohy na gelu odpovidaly
jejich molekulovym hmotnostem, bylo nalezeno nékolik
prouzki, ve kterych byly identifikovany proteiny se znac-
né vyssi hmotnosti. Az na jedinou vyjimku bylo mozno na
zakladé nalezenych peptidi soustfedénych do urcitych
usekd usoudit, ze jde o fragmenty téchto proteind.
U prouzku v poloze odpovidajici hmotnosti cca 30 kDa
(obr. 3) byl vsak opakovan¢ identifikovan cely hlavni pro-
tein bic¢ikové pochvy (812 _mtsp) s dvojnasobnou moleku-
lovou hmotnosti (64,4 kDa). Navic tento protein byl spo-
lehlivé identifikovan v prouzku se spravnou polohou na
gelu. Prestoze odchylky v migraci pti gelové elektroforéze
jsou bézné pozorovany u proteint, jako jsou napft. histony
nebo nékteré posttranslacné modifikované proteiny, od-
chylka molekulové hmotnosti uréena z polohy prouzku na
gelu od molekulové hmotnosti ¢inici cca 50 %, je neob-
vykla. Proto byl tento jev podroben dal§imu studiu. Pfi
separaci na gelu vhodnéjsim pro studovanou oblast (7,5 %)
byly misto jednoho prouzku pozorovany tii dobfe separo-
vané prouzky (obr. 3). Na zaklad¢ peptidového mapovani,
potvrzeného MALDI TOF/TOF MS analyzou bylo zjisté-
no, ze jde o fragmenty proteinu 812_mtsp o pfiblizn€ stej-
né molekulové hmotnosti (tab. II). V prouzku A byly na-
lezeny peptidy z Gseku 299-587, coz odpovida C-koncové
poloving proteinu. V prouzcich B a C byly nalezeny pepti-
dy zuseku 2-257 odpovidajici N-koncové poloving€ pro-
teinu. Specifi¢téj$i analyza MALDI TOF/TOF MS ne-
potvrdila u prouzku A ani jeden z peptidii pochazejicich
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Tabulka II

Pokryti sekvence u fragmentl proteinu 812_mtsp

Vz. A

1 MAVEPFPRRP ITRPHASIEV DTSGIGGSAG SSEKVFCLIG QAEGGEPNTV

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

YELRNYAQAK
EIGGLKITSK
GNIFTIKYKG
DYTNAIITDI
VFGDLEKQTA
EPFELTKLKG
FVKERSDAGE
DDGRKNHVPA
ELNENGIISI
VSELKVQLED
QVIVEGNEAR

MAVEPFPRRP

RLFRSGELLD
IYGNVANNIQ
EEANATFSVE
NQLPDFEAKL
YNGIVSFEQL
GTNGEPPATW

ATELAWGSNP
VGLEKNTLSD
HDEETQKASR
SPFGDKNLES
NAEGEVPSNV
ADKLDKFAHE

NYTAGRILAM
SLRLRVIFQD
LVLKVGDQEV
SKLDKIENAN
EVEAGEESAT
GGYYIVPLSS

RIEDAKPASA
DRENEVYDNI
KSYDLTGGAY
IKDKAVYVKA
VTATSPIKTI
KQSVHAEVAS

NESKEQLFGR

PMRAIVGGGF

YMVAVALGGL
EFVRNRTNTF

ASGLEIGESI
FRIVDDVTTF

QASLSNPRVS

LVANSGTFVM

TFKPLRVSSL
NDKSDPVKAE

QFIGTRTINT

SASIIKDFIQ

SYLGRKKRDN

DQIYESIDLD
MAVGEANDFL
EIQDFPAEDV

ISMTVYPIRS

ITRPHASIEV

FKKISVSLVY

DTSGIGGSAG

KOQTLQA

SSEKVFCLIG

QAEGGEPNTV

YELRNYAQAK
EIGGLKITSK
GNIFTIKYKG

RLFRSGELLD

AIELAWGSNP

NYTAGRILAM

IYGNVANNIQ

VGLEKNTLSD

EEANATFSVE

HDEETQKASR

DYTNAIITDI

NQLPDFEAKL

VFGDLEKQTA
EPFELTKLKG
FVKERSDAGE
DDGRKNHVPA
ELNENGIISI
VSELKVQLED
QVIVEGNEAR

YNGIVSFEQL
GTNGEPPATW
PMRAIVGGGF
YMVAVALGGL
EFVRNRTNTEF
QFIGTRTINT
ISMTVYPIRS

SPFGDKNLES
NAEGEVPSNV
ADKLDKFAHE
NESKEQLFGR
ASGLEIGESI
FRIVDDVTTF
SASIIKDFIQ
FKKISVSLVY

SLRLRVIFQD
LVLKVGDQEV
SKLDKIENAN
EVEAGEESAT
GGYYIVPLSS
QASLSNPRVS
TFKPLRVSSL
NDKSDPVKAE
SYLGRKKRDN
KQQTLOA

RIEDAKPASA
DRFNEVYDNI
KSYDLTGGAY
IKDKAVYVKA
VTATSPIKTI
KQSVHAEVAS
LVANSGTEFVM
DQIYESIDLD
MAVGEANDFL
EIQDFPAEDV
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V tabulce jsou uvedeny vysledky jen pro prouzek A a B (viz obr. 3). U prouzku C byl ziskan takika identicky vysledek jako pro prouzek B. Useky
sekvence ziskané peptidovym mapovanim jsou vyznaceny tuéné (MALDI MS) a tseky ziskané analyzou MS/MS fragmentl peptidi jsou vyzna-

¢eny podtrzenim (MALDI TOF/TOF MS)

z N-koncové poloviny proteinu, které byly urceny peptido-
vym mapovanim (tab. II). Navic byla metodou MALDI
TOF/TOF MS ve vzorcich potvrzena pritomnost nékterych
dal$ich peptidi vzniklych po §tépeni trypsinem.

Zjisténé Sté€peni proteinu pfiblizn€ v jeho stiedu mize
souviset s jevem, ktery byl pozorovan u proteinu bicikové
pochvy laktobacilového faga LP65. Zmény ve struktuie
tohoto proteinu mohou souviset s kontrakci bic¢ikové po-
chvy". U nékterych bakteriofagii bylo téZ pozorovano post-
translaéni $t&peni strukturnich proteina'®, Dalsimi experi-
menty je nutno s jistotou vylouc¢it mozny vliv proteas, které
mohou byt pfitomny ve vzorku faga, resp. moznost tvorby
fragmentll béhem izolace a €isténi bakteriofaga.

Zavér

Efektivni pouziti fagové terapie v klinické praxi vyza-
duje detailni znalosti fagového genomu a proteomu. V této
praci byl poprvé charakterizovan proteom standardniho
typu bakteriofaga 812. Celkem bylo identifikovano
11 proteinti. Byly nalezeny vSechny 4 proteiny identifiko-
vané v praci zabyvajici se studiem piibuzného faga K
(cit.*) a 7 dalsich proteind bylo identifikovano poprvé.
V deviti ptipadech jde pravdépodobné o strukturni protei-
ny, ve dvou piipadech neni funkce proteinti znama.

965

Byla vysvétlena neobvykld migrace hlavniho biciko-
vého proteinu. Upravou podminek separace SDS-PAGE
byla puivodni jedina zéna s migraci cca 30 kDa rozdélena
na tfi zony, ve kterych byly nalezeny fragmenty vyse uve-
deného proteinu s pfiblizné stejnou molekulovou hmotnos-
ti. Analyza TOF/TOF MS potvrdila vysledky ziskané pep-
tidovym mapovanim; byly nalezeny dalsi peptidy zvySujici
celkové pokryti sekvence a vylouceny chybné piifazené
peptidy. Jde pravdépodobné o peptidy pochazejici z ne-
specifického $tépeni fragmentl hovéziho albuminu, ktery
byl soucasti kultivaéniho media pouzitého pti ptipravé
vzorku faga.

Pti analyze relativné jednoduchého proteomu faga se
osvédcila kombinace jednorozmérné gelové elektroforézy
a MALDI TOF MS, resp. TOF/TOF MS. Relativné nizky
pfinos HPLC-ESI MS/MS byl pravdépodobné zplisoben
neuplnou separaci vétSiny peptidi a nedostatecnou rych-
losti vybéru mateiského iontu v redlném case. ZlepSeni
vysledki HPLC-ESI MS/MS by vyzadovalo opakované
experimenty za modifikovanych podminek sbéru dat (napt.
vylouceni iontl s jiz znamymi MS/MS spektry).

Identifikace proteinli polozila zdklad pro budouci
porovnani proteomu faga 812 sjeho blizce piibuznymi
fagy U16, SK311, 131 a Twort a s jeho mutanty s cilem
zjistit, jak pozorované zmény souviseji s jejich odlisSnym
rozmezim hostitele.
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Z. Zdrahal’, L. Eyer’, H. Konetna’, and
J. Preisler® (“Laboratory of Functional Genomics and
Proteomics, "Department of Genetics and Molecular Biol-
ogy and ‘Department of Analytical Chemistry, Faculty of
Sciences, Masaryk University, Brno): Characterization of
Bacteriophage 812 Proteome

A lytic bacteriophage 812 ranks among promising
candidates for phage therapy, which emerges as an alterna-
tive to antibiotics for treatment of staphylococcal infec-
tions. Proteome of bacteriophage 812 was analyzed using
various mass spectrometry techniques. Eleven proteins
were identified, of which seven for the first time. Gel
electrophoresis with peptide mass fingerprinting was
found the most efficient for overall analysis; HPLC-ESI
MS was used for confirmation in dubious cases. Seem-
ingly abnormal migration of main tail sheath protein
(812_mtsp) was explained after adjustment of gel electro-
phoresis conditions and peptide mass fingerprinting com-
bined with MALDI TOF/TOF MS results. Three similarly-
sized 812_mtsp fragments, which originally migrated in
one band, were separated and identified. Proteome charac-
terization of bacteriophage 812 is a prerequisite for future
comparison of the standard-type phage 812 with its mu-
tants and related phages to correlate proteome changes
with their different host range.



