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Proteomicka analyza antimikrobialnich G¢inki terpeni
pomoci MALDI-TOF

Souhrn

Antimikrobidlni aktivita slozek silic, je znama od pradavna, mechanismus jejich
antibakteridlniho ucinku byl vSak objasnén teprve nedavno; tyto latky zplsobuji rozsahlé
zmény na bunééné membrané: ovliviuji propustnost membrany, porusuji lipidovou
dvojvrstvu a podminiuji zmény v syntéze proteint. Pravé syntéza proteind zptisobena stresem
podminénym antibakterialni latkou je neprozkoumanou oblasti a dosud bylo publikovéano jen
nékolik studii zabyvajicich se touto problematikou.

Tato diplomovd prace se zabyva identifikaci nizkomolekularnich proteint
vytvotfenych po oSetfeni bun¢k E. coli K-12 riznymi slozkami silic, pfevazné terpeny. Pro
vSechny slozky silic byla nejprve mikrodiluéni metodou stanovena minimalni inhibi¢ni
koncentrace. Ze vSech 42 testovanych slozek silic vyznamnou antibakteridlni aktivitu
prokazovalo pouze 12 slozek v riznych MIC pohybujicich se v rozmezi od 256 mg/L do 2048
mg/L. Tyto slozky silic spolu s antibiotikem tetracyklin, peroxidem vodiku a chlornanem
sodnym, byly nasledné pouzity k oSetfeni bun¢k E.coli pro analyzu stresové reakce. Pro
samotnou analyzu proteini byla vyuzita metoda MALDI-TOF, coz je efektivni a rychla
metoda, ktera v proteomické analyze predstavuje metodu prvni volby. Velké mnozstvi
ziskanych dat bylo poté statisticky vyhodnoceno analyzou hlavnich komponent.

Vysledky experimentu potvrdily vliv terpenti a ostatnich slozek silic na tvorbu
nizkomolekularnich proteind E. coli K-12. Z 297 namétenych m/z jsme identifikovali 94
riznych proteint s odliSnymi vlastnostmi a funkcemi. Mezi identifikovanymi proteiny byly
ribozomalni proteiny; membranové proteiny; stresové proteiny; proteiny, které ovliviiuji
rezistenci bakteridlnich bunék vii¢i antibiotikiim; ale také proteiny podilejici se na tvorbé
biofilmu. Dale byla zjisténa vyznamna podobnost mezi slozkami silic navzajem (napf.
karvakrolu, karvonu a karvomentenolu nebo citronellolu a citralu), a mezi nékterymi slozkami
silic a komeréné uzivanymi antibakteridlnimi latkami, konkrétné guajakolu a tetracyklinu.
Této synergie by mohlo byt vyuzito v boji proti rezistenci bakterialnich bun¢k vuci
antibiotikim a dezinfekénim prostfedkim. Ziskané poznatky mohou poslouzit dal§imu

vyzkumu.

Klic¢ova slova: proteomika, proteiny, silice, terpeny, antibakterialni, MALDI-TOF



MALDI-TOF proteomic analysis of antimicrobial effect of
terpenes

Summary

Antimicrobial activity of essential oils components has been known for many years,
but the mode of their antibacterial action has been clarified recently; these substances cause
many changes in the cell membrane structure: affect membrane permeability, break lipid
bilayer and affect changes in protein synthesis. Only few studies have been published in the
area of the protein synthesis induced by stress after cell treatment with antibacterial agent.

The aim of this study was to identify low molecular weight proteins synthesized after
treatment of E. coli K-12 cells with various components of essential oils, mainly terpenes. By
using microdilution method was first determined a minimum inhibitory concentration for all
tested components. From 42 tested essential oils components only 12 components showed
significant antibacterial activity in different MIC ranging from 256 mg/L to 2048 mg/L. This
components plus antibiotic tetracycline, hydrogen peroxide and sodium hypochloride, were
used for E. coli cells treatment in stress response analysis. For the analysis of proteins, the
MALDI-TOF was used, this method is efficient and fast and represents a first choice method
in proteomics. The large amount of obtained data was statistically evaluated by principal
component analysis.

In the experiment we proved the effect of terpenes and other essential oils components
on the low molecular weight proteins production by E. coli K-12. From 297 measured m/z we
were able to identify 94 different proteins with different properties and functions. Identified
proteins include ribosomal proteins; membrane proteins; stress proteins; proteins that affect
the resistance of bacterial cells to antibiotics; also proteins involved in biofilm formation.
Furthermore we have found significant synergy in protein profiles for some essential oils
components (carvacrol, carene and carvomenthenol or citral and citronellol) and synergy of
some essential oils components with commercially used antibacterial agents, particularly
guaiacol and tetracycline This synergy could be used to combat the resistance of bacterial

cells to antibiotics and disinfectants. The obtained results can help in further research.

Keywords: proteomics, proteins, essential oils, terpenes, antibacterial, MALDI-TOF
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1 Uvod

Silice jsou sekundarni metabolity rostlin. Slozky silic jsou chemické latky s riznymi
chemickymi vlastnostmi, hlavni slozkou vétSiny silic jsou terpeny. Terpeny plni Vv rostlinach
mnoh¢é biologické a ekochemické funkce; lakaji opylovace, chrani rostliny pied predatory a
Skiidei a umoznuji komunikaci mezi rostlinami. Pro ¢lovéka je jejich hlavnim pfinosem nejen
vane, pro kterou se hojné vyuzivaji v kosmetickém prumyslu, ale také jejich antimikrobialni
aktivita. Mechanismus antibakterialniho G¢inku silic byl pfedmétem mnoha studii, v sou¢asné
dob¢ je pficitdn schopnosti silic ovliviiovat vlastnosti bunécné membrany. Jednim z projevi
reakce bakterialni buniky na antibakterialni latku je zména v syntéze proteind a produkce
riznych druht stresovych proteind. Studiem proteint, jejich funkci, vlastnosti a struktury se
zabyva obor proteomika. Jednou z moznosti identifikace proteint je analyza hmotnostniho
spektra bilkovinného vzorku rliznymi metodami, v soucasné dobé se za timto ucelem hojné
vyuziva moderni metoda MALDI-TOF. Tato metoda nevyzaduje slozitou ptipravu vzorku, je
rychld a Setrna. Analyza proteinli vytvofenych vlivem stresové reakce po plsobeni
antibakterialni latky muze pfispét k pochopeni mechanismu antibakterialniho ucinku latek a
mize dopomoci k rozvoji novych strategii boje Vv rezistenci bakterii viéi antibakterialnim

latkam.



2 Védecka hypotéza a cil prace

Védecka hypotéza:
Terpeny, jakozto hlavni slozky silic, maji vyznamny vliv na mikrobialni proteom a
ovlivituji syntézu nékterych nizkomolekularnich proteinti v bakterialnich bunkach. Tyto

Zmeény v proteomu mohou byt detekovany metodou MALDI-TOF.

Cil prace:
Cilem této prace je pomoci MALDI-TOF identifikovat zmény v proteinovych
spektrech Escherichia coli vzniklé vlivem stresové reakce, vyvolané pisobenim rtznych

druhil terpenil a ostatnich sloZzek obsazenych v silicich.



3 Literarni reSerse

3.1 Terpeny

Esencialni oleje, v ¢ceském jazyce silice (Plevacova, 1960), jsou pfirodni latky rostlin,
slozené ze Siroké Skaly chemicky odliSnych latek, hlavni soucasti silic jsou vSak terpeny
(Burt, 2004). Pojem esencialni oleje pochazi ze 16. stoleti, kdy $védsky 1ékai Paracelsus von
Hohenheim poprvé pojmenoval ucinnou latku rostliny Quinta essentia. Silice se ziskavaji
metodou destilace, destilace jako metoda produkce silic byla poprvé pouzita na vychodé
(Egypt, Indie a Persie) pied vice nez 2000 lety, v 9. stoleti byla zlepsena Araby (Guenther,
1952).

Termin terpen pochazi ze slova terpentyn. Terpentyn, nazev odvozeny z latinského
balsamum terebinthinae, je ptijemné vonici balzam, ktery se nachazi ve dievé n€kolika druht
borovic (Pinaceae) a hlavni soucasti tohoto oleje jsou terpeny. Terpeny jsou ptirodni
slouCeniny vytvorené z izoprenovych jednotek, syntetizované jako sekundarni metabolity
rostlinami (Nerio et al., 2010), ale i n€kterymi ZivoCichy a houbami (Gross et Konig, 2006;
Cimmino et al., 2014). Terpeny jsou jednou z nejpocetnéjSich skupin pfirodnich latek,
v soucasné dobé& je popsano piiblizné 15 tisic terpend. Tyto lipofilni latky mohou byt
syntetizovany vSemi rostlinnymi organy, tj. pupeny, kvéty, listy, stonky, semeny, plody,
koteny, dievem nebo kiirou a hromadi se v sekre¢nich buiikach, kanalcich, epidermdalnich
bunikach nebo zlazovych trichomech (Bakkali et al., 2008). Terpeny jsou také vyznamnou
slozkou rostlinnych pryskyfic. Terpeny ovliviiuji vlastnosti rostliny, ve které jsou pfitomny a
ovliviiuji viini a chut’ (Seigler, 1998; Loza-Tavera, 1999).

Nejprve byly terpeny povazovany a dalsi sekundarni metabolity povazovany za odpadni
produkty rostlinného metabolismu, nemajici zddnou biologickou funkci, pozdéjsi vyzkum
terpentt vSak prokazal, ze se terpeny v rostlinach podileji na riznych biochemickych
procesech, a kromé& toho maji rizné biologické a ekochemické funkce. Mnoho rostlin
produkuje terpeny, aby ptilakaly specificky hmyz pro opyleni (atraktanty) (Kleinhentz et al.,
1999), jako obranu pted sktdci a predatory (repelenty) (Habermehl et Fliegner, 1997), nékteré
terpeny jsou ve vysokych koncentracich toxické, coz také napoméha ochrané proti
predatoram (Coats et al., 1991). V neposledni fad¢ maji terpeny dulezitou roli jako signalni
slouceniny a regulatory rastu (fytohormony) rostlin (Urbanové et al., 2011). Kromé vyse
zminovanych biologickych funkei maji terpeny také fadu pozitivnich vlivli na zdravi ¢loveka,

maji chemoprotektivni efekt na vznik rakoviny, antimikrobidlni a antifungélni efekt, pisobi
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antiparaziticky efekt (Breitmaier, 2006; Paduch et al., 2007). V poslednich letech je stiedem
z4jmu jejich vliv na propustnost membran a vyuziti terpenti jako soucast 1éCiv podporujici
vstiebavani 1éku kuzi (Furuishi et al., 2013).

Terpeny jsou velkou a riznorodou skupinou uhlovodikti. Zakladni stavebni jednotkou je
izopren s péti uhliky (sumarni vzorec CsHg, Obrazek ¢. 1), pusobenim riznych enzymi se
méni jejich funkce a stupen oxidace (Tidgewell et al., 2010).Vzorec terpenovych uhlovodikt
je tedy (CsHg) n, kde n je pocet izoprenovych jednotek. Strukturu terpenti objasnil Otto
Wallach vroce 1887 a zavedl tzv. izoprenové pravidlo, podle kterého je vétSina terpent
tvofena spojenim izoprenovych jednotek. Na zakladé toho klasifikoval terpeny do skupin

podle poétu izoprenovych jednotek (Silvestre et Gandini, 2008; Aldred et al., 2009):

1) Hemiterpeny, které maji jednu izoprenovou jednotku a 5 atomd uhliku.
2) Monoterpeny, které maji dvé izoprenové jednotky a 10 atomi uhliku.
3) Seskviterpeny, které maji 3 izoprenové jednotky a 15 atomi uhliku.

4) Diterpeny, které maji 4 izoprenové jednotky a 20 atomu uhliku.

5) Triterpeny, které maji 6 izoprenovych jednotek a 30 atomut uhliku.

6) Tetraterpeny, které maji 8 izoprenovych jednotek a 40 atomu uhliku.

Empirické izoprenové pravidlo je vhodné pro zafazeni terpentt do skupin, ovSem existuji
vyjimKky napii¢ celou skupinou, toto pravidlo o 30 let pozdé&ji zdokonalil Robinson, ktery
zjistil, Ze uspotadani izoprenovych skupin terpent je témét vzdy od hlavy k ocasu (head-to-
tail) (Banthorpe et al., 1972), pozdg&ji bylo zjisténo, ze vyssi terpeny a nékteré monoterpeny
toto pravidlo nespliiuji nemaji head-to-tail usporadani, proto bylo pravidlo v 50. letech
minulého stoleti upraveno Leopoldem Ruzickou, ktery formuloval tzv. biogenetické
izoprenové pravidlo, popisujici, Ze terpeny mohou byt tvofeny kondenzaci, cyklizaci a
preskupenim definovaného poctu hypotetickych prekurzori, které maji spole¢nou
biosyntetickou drahu, jako je napf. geraniol, farnesol, geranylgeraniol a skvalen (Ruzicka,
1953; Silvestre et Gandini, 2008).

11
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Obrazek €. 1: Chemicka struktura izoprenové jednotky a jeji trojrozmérné zobrazeni
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3.1.1 Vlastnosti a zastupci terpent

Jak jiz bylo zminéno, terpeny jsou velika skupina latek, proto se lisi i ve svych
fyzikélnich, chemickych a biologickych vlastnostech.

V soucasné dobé je zndmo pfiblizn¢ tisic druhti monoterpenii. Monoterpeny maji
jejich 1écivé ucinky a vini jsou dilezitou soucasti 1é¢iv a kosmetickych vyrobkil. V rostlinach
se vyskytuji nejcastéji volné (nevazané), ale mohou byt i vazané napi. v glykosidech, pokud
jsou vazané, ztraceji svou tékavost (Seigler, 1998). Prekurzorem vétSiny druht monoterpent
je geranylpyrofosfat (GPP) (Obrazek ¢. 2), monoterpeny jsou syntetizovany enzymem
monoterpen syntazou. Je zndmo tficet druht moznych strukturnich uspotadani monoterpent a
mohou byt rozdéleny na monocyklické a bicyklické formy, které vznikaji cyklizaci GPP, a
formy acyklické. U monocyklickych forem je zndmo vice néz deset strukturnich uspotadani.
Velkou skupinou jsou iridoidy, tento druh monoterpenti je hojné zastoupen ve dvoudéloznych
rostlinach, ¢asto vazany v glykosidech. Jsou to vyznamné chemotaxonomické markery a maji
rizné biologické ucinky, existuji studie potvrzujici, ze nékteré skupiny iridoidl piisobi proti
hepatitidé typu C (Dev, 1989; Zhang et al., 2011). Typickym piikladem struktury acyklickych
monoterpent je linalool a citronellol (Dev, 1989); p—myrcen a jeho izomer —ocimen jsou
soucasti silic bazalky (Ocimum basilicum), chmele (Humulus lupulus), pomeranéovniku
hotkého (Citrus vulgaris) aj. (Breitmaier, 2006), znamym zastupcem této skupiny je také
citral vyskytujici se v citronové travé (Katsukawa et al., 2010). Velmi rozsifenym zastupcem
monocyklickych monoterpeni je limonen, ktery je obsazen v silicich citrusu (Sun, 2007);
mentol je zase nejvice obsazen v mnoha druzich maty (Mentha canadensis, Menha piperita)
(Kamatou et al., 2013), dale karvakrol a jeho izomer tymol vyskytujici se v dobromysli
(Origanum vulgare), matefidousce (Thymus spp.), saturejce (Satureja montana), maji
vyznamny antisepticky efekt (Can Baser, 2008). Do skupiny bicyklickych monterpenti patii
a-pinen, ktery je obsazen v silici borovice (Pinus) a jinych jehlicnant (Yang et al., 2016);

eukalyptol, neboli 1,8-cyneol, se vyskytuje v Eucalyptus cinerea, rozmarynu (Rosmarinus
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officinalis) aj. (Tripathi et Mishra, 2016); dal$im zastupcem je thujon izolovany z pelynku
(Artemisia vulgaris) (Chan et Lin, 2010).
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Obrazek ¢. 2: Strukturni vzorec geranyl pyrofosfatu.

Seskviterpeny Vv porovnani S monoterpeny nejsou tolik te€kavé, ale vykazuji vétsi
stereochemickou rozmanitost a maji siln€js§i vini. Prekurzorem seskviterpenti je farnesyl
fosfat (Obrazek ¢. 3). Seskviterpeny jsou velmi riznoroda skupina, déli se do n¢kolika tiid na
zaklad¢ jejich acyklické a cyklické povahy. Kromé jednoduchého farnesanu a nékterych
nepravidelnych acyklickych seskviterpenoidli, méa vétSina cyklickou strukturu. Cyklické
seskviterpeny jsou nejcastéji monocyklické, bicyklické nebo tricyklické. Seskviterpeny
v prubéhu ¢asu oxiduji na seskviterpenoly (Awouafack et al., 2013; Buckle, 2015). Napiiklad
fadi mezi seskviterpeny. Chamuzalen a karyofylen maji silnou antioxida¢ni aktivitu a ptisobi
proti vzniku nadori. Chamuzalen se nachazi v hefmanku pravém (Matricaria chamomilla)
(Buckle, 2015), karyofylen je nejvice zastoupen v ¢erném pepfi, ale velké mnozstvi je ho také
Vv hiebicku, rozmarynu, chmelu a konopi (Hartsel et al., 2016). V ¢erném pepfi a v hefmanku
pravém je také zastoupen o—bisabolen (Buckle, 2015). Seskviterpenovy lakton artemisin
izolovany z pelynku (Artemisia annua), se vyuziva jako antimalarikum (Webster et Lehnert,
1994). Humulen, zastoupeny hlavn¢ v chmelu (Humulus lupulus), ma protizanétlivou aktivitu
(Hartsel et al., 2016) a také se podili na typické chuti a vuni piva (Verhagen, 2010).
V zazvoru (Zingiber officinale) je zastoupen gingerol, ktery pusobi cytotoxicky proti

nadorovym bunkam, ale ma také antibakterialni efekt (Mbaveng et Kuete, 2017).

Obrazek ¢. 3: Strukturni vzorec farnesyl fosfatu (PubChem, 2016).
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Prekurzorem diterpent je geranylgeranyl difosfat (GGDP) (Obrazek ¢. 4). Mohou byt
rozdéleny do ¢tyt skupin na zakladé kombinace dvou zakladnich typa cyklizaéniho procesu:
typ A, typ B, typ A typu B a typ B typu A. Strukturni a funk¢ni rozmanitost je zptisobena
riznymi funkcemi diterpenovych enzymu zpusobujicich cyklizaci a chemickou modifikaci
(Toyomasu et Sassa, 2010). Diterpeny mohou byt také rozdéleny podle poctu cyklt
(acyklické, bicyklické, tricyklické, tetracyklické a makrocyklické diterpeny) (De Oliveira et
al., 2008). Jsou to latky s vysokym bodem varu slozené z velkych molekul. V rostlinach jsou
obsazeny hlavné v pryskyficich, vyskytuji se v polyoxygenované formé¢ s keto a
hydroxylovymi skupinami, esterifikované alifatickymi nebo aromatickymi kyselinami
(Buckle, 2015). Néktefi zastupci pusobi proti vzniku kardiovaskularnich chorob, napf.
marrubenol z jable¢niku (Marrubium vulgare), eleganolon, forskolin (De Oliveira et al.,
2008), tansinon ze Salv&je (Salvia spp.) (Aldred et al., 2009). V zrncich kavy ptitomny
kafestol a kahweol zase maji antikancerogenni efekt (Nkondjock, 2009). Steviosid neboli
steviol glykosid pochazejici ze stévie (Stevia spp.) ma uplatnéni v potravinaiském primyslu
jako sladidlo, ale také byl prokazan jeho efekt na snizeni krevniho tlaku (Chan et al., 2012),
ferriginol z Podocarpus ferrugineus, resin a enmein zlsodon trichocarpus vykazuji
antibakterialni a fungicidni efekt (Lanzotti, 2013). Ginkgolidy izolované ze stromu Ginkgo
biloba maji hemoreologicky tc¢inek, pusobi jako antagonisté faktoru aktivujiciho krevni
desticky (platelet-activating factor, PAF), kromé& toho maji také antioxidacni a

neuroprotektivni efekt (Cragg et al., 2010).

Obrazek €. 4: Strukturni vzorec geranylgeranyl difosfatu

Prekurzorem triterpent je skvalen (Obrazek ¢&. 5), ktery je syntetizovan ze dvou
molekul farnesyl disfosfatu. Nejvice se vyskytuji triterpeny v cyklické formé s 1-5 cykly
(Muranaka et Saito, 2010). Mezi nejcastéjsi cyklické formy patii triterpeny steroidni
(tetracyklické triterpeny a saponiny) a pentacyklické triterpeny. Pokud jsou triterpeny soucasti
glykosidi nazyvaji se saponiny. Triterpeny jsou jednou z nejvétSich tfid rostlinnych

pfirodnich produktl s vice nez 20 tisici zndmych zastupcl. Jednoduché triterpeny jsou
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komponenty povrchovych voskli a membran a mohou pusobit jako signalni molekuly,
zatimco komplexni saponiny poskytuji ochranu proti patogenim a Skidcum (Aldred et al.,
2009; Thimmappa et al., 2014). Rozsifenym triterpenem je lupeol, ktery je zastoupeny

V mangu, olivach, jahodach a hroznech vinné révy, tento triterpen vykazuje Sirokou Skalu

-----

-----

rrrrr

antikaryogenni a antispasmodicky efekt, kromé toho se vyuziva v potravinaiském primyslu
pro jeho typickou chut’ a také jako sladidlo (Gloria, 2003). Mezi triterpenické glykosidy patii
také ginsenosidy, které jsou obsazeny v kofeni ZenSenu (Panax ginseng), tyto saponiny maji
hepatoprotektivni efekt (Silva et al., 2016), snizuji hladinu krevniho tlaku (Yang et Wu,
2016), dale maji neuroprotektivni, protizanétlivy a imunologicky efekt (Khan et al., 2015).
Betulinova kyselina, pentacyklicky triterpen pfitomny v kiife mnoha druhd stromti, vykazuje
protirakovinny efekt a psobi proti starnuti (Gill et al., 2016). Kukurbitacin izolovany
z rostlin Celedi Tykvovité (Cucurbitaceae) pusobi proti rakoviné a vyuziva se k 1é¢bé jater
(Izawa et al., 2010). Celastrol pochazejici z tradiénich ¢inskych 1é¢ivych rostlin, ma

-----

protizanétlivé, antioxidacni a protirakovinné ucinky (Venkatesha et Moudgil, 2016).

Obrazek &. 5: Strukturni vzorec skvalenu.

Prekurzorem tetraterpentt je geranylgeranyl pyrofosfat. Existuje jen malo druhi
tetraterpenti, nejvetsi skupinou jsou karotenoidy (Rodriguez-Concepcion, 2014). Karotenoidy
mohou byt rozdéleny na karoteny (napt. B-karoten, lykopen) a na xantofyly (napf. lutein,
kryptoxanthin). VSechny karotenoidy jsou velmi lipofilni a vykazuji velmi nizkou rozpustnost
ve vodé (Boysen et Hearn, 2010). Karotenoidy maji vyznamny efekt v prevenci béznych
chronickych onemocnéni, ptisobi jako antioxidanty a ptisobi proti vzniku rakoviny. -karoten
a B-kryptoxanthin, jsou dobie znamé jako provitaminy vitaminu A. (Miyashita et Hosokawa,

2014). Smisené karotenoidy mohou byt izolovany z fas, B-Karoten z palmového oleje, lutein
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aestery luteinu zrostlin rodu Calendula, lykopen z rajéat a kryptoxantin z citrusi a

tropického ovoce (Astley, 2003).

3.1.2 Antimikrobiilni G¢inky terpenii

Antimikrobidlni vlastnosti aromatickych a 1é€ivych rostlin a jejich silic byly znamy jiz
od starovéku, prvni laboratorni pokusy charakterizujici tyto vlastnosti se objevuji poc¢atkem
19. stoleti, kdy Martindale (1910) ve své publikaci uvedl, Ze soucasti silic jsou z nejvétsi ¢asti
terpeny. Od této doby bylo publikovano mnoho vyzkumi, oznacujicich terpeny za chemické
latky odpovédné za 1é¢ivé, chutové a vonné vlastnosti rostlin (Dorman et Deans, 2000).
Terpeny jsou ucinné proti bakteriim, houbam a nékterym druhiim prvoki, pficemz bylo
zjisténo, ze 60 % terpent inhibuje houby, zatimco 30 % inhibuje spiSe bakterie (Cowan,
1999). Studie ukazuji, ze oxidované formy terpenti (alkoholové a fenolové terpeny) a terpeny
s aromatickymi jadry maji vyssi inhibi¢ni aktivitu nez ostatni druhy terpent, a to nejspis kvuli
schopnosti tvorby vodikovych vazeb s aktivnimi misty cilovych enzyma. Mechanismus
antibakteridlniho U¢inku terpenti neni zcela objasnén, ale ve vétSiné studii je pficitan
lipofilnimu charakteru terpent. Terpeny se navazi na bunéénou membranu bunky, vysledkem
je poruseni lipidové frakce bunéné membrany mikroorganismi, coz vede ke zméné
propustnosti, k uniku intracelularnich struktur (ATP), naruSeni membranové vazanych
proteinii a zménadm syntézy proteinil, inhibici dychani a zméné iontovych transportnich
procesu (Zengin et Baysal, 2014; Trombetta et al., 2005). Siroli et al. (2015) ve své studii
prokazal antibakterialni aktivitu tymolu, karvakrolu a citralu (v subletalnich koncentracich),
zpusobujicich modifikaci slozeni mastnych kyselin bunééné membrany bakterii Listeria
monocytogenes, Salmonella enteritidis, Escherichia coli béhem jejich ristu. Antibakterialni
aktivitu terpent potvrdila ve své studii také Burt et al. (2007), zkoumali zmény v syntéze
proteind bakterii E.coli po ptisobeni subletalni davky tymolu a karvakrolu. Pfitomnost téchto
dvou terpent vyrazné zvysila produkci HSP 60 proteinu (heat-shock protein). Tento protein
tepelného Soku a ostatni stresové proteiny bakterie produkuji po vystaveni stresu zplisobené¢ho
toxickou latkou nebo vystaveni riznym fyzikaln&-chemickym faktoriim (Arsene et al., 2000).

V soucasné dobé¢ roste zajem potravinaiského primyslu o pfirodni antibakterialni latky,
jakozto vhodné alternativy k chemickym prostiedkiim, z tohoto divodu se zvySuje pocet
studii zabyvajicich se pouzitim silic ke konzervaci potravin (Hyldgaard et al., 2012;
Tongnuanchan et Benjakul, 2014; Adelakun et al., 2016) a k oSetieni a dezinfekci (Bouaziz et
al., 2009; Deans et Ritchie, 1987; Delaquis, 2002). Terpeny tymol a karvakrol jsou uzitecné

pro inaktivaci vyznamnych potravinafskych patogent jako je Listeria monocytogenes (Aureli
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et al., 1992), Bacillus cereus, Salmonella spp., Shigella sonnei (Gallucci et al., 2009). Wan et
al (1998) prokazal, ze silice bazalky obsahujici linalool, aplikovana na list salatu, ma stejny
dezinfek¢éni Gcinek jako 125 ppm chloru, proto by mohly byt silice bazalky a jinych rostlin
vhodnou alternativou k ¢isténi zeleniny. Dlouhodobym problémem v potravinaistvi je tvorba
bakteridlniho biofilmu v potravinaiském provozu a rezistence pfitomnych bakterii na Cistici
prostiedky. Oliveira et al. (2010) ve své studii prokazal dezinfekéni efekt silic z rostliny
Cymbopogon citratus, jejichz hlavnimi komponenty jsou monoterpeny geranial a neral, na
biofilm tvofeny bakterii Listeria monocytogenes.

Antibakteridlni aktivity terpend se vyuziva také v mediciné a farmacii. Je znamo, ze
grampozitivni bakterie jsou vice senzitivni na ucinky terpenti nez bakterie gramnegativni.
Monoterpeny terpinen-4-ol, a-terpineol, eukalyptol a linalool vykazuji antibakterialni aktivitu
proti grampozitivnim 1 gramnegativnim bakteriim izolovanych zkiiZze, dutiny ustni a
dychaciho tustroji (Paduch et al., 2007). Staphylococcus aureus je velmi ¢asto rezistentni vici
antibiotikiim, proto se pouziti silic jevi jako mozny prostfedek K vyfeSeni této problematiky.
Bylo zjisténo, ze nejvice je Staphylococcus aureus senzitivni na pusobeni terpent farnesol,
nerolidol a plaunotol (Inoue et al., 2004). Terpeny pfitomné vtea tree oleji narusuji
membranu Staphylococcus aureus a tim napomahaji snadnéjSimu prichodu antibiotik do
bakterialni bunky (Carson et al., 2002). Eugenol, a a  pinen inhibuji riist gram pozitivnich
bakterii zpusobujicich infek¢éni endokarditidu (Leite et al., 2007). Kyselina betulinova ma
mnohé Ucinky, ale v poslednich letech je sttedem pozornosti jeji schopnost inhibovat virus
HIV (Aiken et Chen, 2005).

Terpeny pusobi také proti plisnim a kvasinkam. Terpeny piitomné v citrusech (limonen,
B-pinen, citral) pusobi proti Saccharomyces cerevisiae (Belletti et al., 2004). Proti
Saccharomyces cerevisiae pusobi také karvon, ktery navic pusobi i proti Aspergillus niger
(Hassan et al., 2017) a Candida albicans (Decarvalho et Dafonseca, 2006). Kvasinka Candida
albicans je jednim =z nejcastéjSich lidskych patogeni a zpusobuje riznorodé infekcni
onemocnéni, kromé vySe zminé€ného inhibuje jeji aktivitu také karvakrol, geraniol a tymol
(Dalleau et al., 2008). Siroké spektrum plisni inhibuje mentol a cineol (Pattnaik et al., 1997).
Nevyhodou vyuZiti terpenti proti houbam a kvasinkam je potfeba vysoké davky terpent. Z
tohoto diivodu muze dochazet k vaznym vedlejsim ucinktim. Nicméné terpeny mohou slouzit
jako doplikové latky, které by mohly zlepsit standartni konven¢ni antifungalni 1é¢bu (Paduch
etal., 2007).
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3.2 Proteomika

Proteiny jsou dulezité biomolekuly v Zzivém organismu, studiem proteinti se zabyva
obor proteomika. Termin proteomika byl poprvé definovan v roce 1995 jako analyza celého
proteinového komplementu buiiky, tkané nebo organismu za specifickych, definovanych
podminek (Graves et Haystead, 2002; Shah et Misra, 2011). Podle Lieblera (2002) je
proteomika studium proteomu (proteinovy a peptidovy komplement buriky, organu nebo
organismu, vcetn¢ vSech izoforem a posttranslatnich variant). Zabyva se studiem
proteinovych systémil, ve kterych se zaméfuje na interakce mezi proteiny a na jejich funkce.
Proteomika mize byt také definovana jako pfima kvalitativni a kvantitativni analyza souboru
proteintl v organizmu, tkdni, bunice. Vyhoda proteomické analyzy spociva v tom, ze zkouma
pfimo biopolymery a jejich soustavy, tedy latky, které jsou nejvice zodpovédné za fungovani
systému (Ferguson et Smith, 2003).

Poznatky ziskané diky proteomice se vyuzivaji napt. v biochemii, genetice a
molekularni biologii, imunologii, mikrobiologii, farmacii, medicin€¢, potravinaistvi a
neurovédach. Proteomika napomdha porozumét adaptaci bunck na signdly z vnéjSiho
prostfedi, mechanizmu bunétné diferenciace a vyvoji organismil, bunéénym aspektim
chorobnych procest (exprese proteind, biomarkery), bunééné reakci na starnuti a napomaha
zjistit rozdily mezi jedinci uvnitf jednoho druhu (Garrels, 2001). NejbéznéjSim typem
proteomickych studii jsou studie zabyvajici se kvantitativnim porovnanim profilu proteind,
tyto studie se zaméfuji na porovnani proteinii v kontrolni buiice a analyzované burce nebo
tkani, nebo zkoumaji podnéty na environmentalni podnéty a stres (Aebersold et Mann, 2003).
Dalsim castym typem proteomickych studii jsou studie zabyvajici se interakcemi mezi
proteiny, tyto studie ¢asto dopliuji predchdzejici kvantitativni studie profilu proteint. Tieti
typ proteomické analyzy zahrnuje identifikaci a detekci co nejvétSiho poctu bilkovinnych
sloZzek v jednoduchém az stfedné slozitém proteomu nebo sub-proteomu. Jako piiklad lze
uvést proteiny bunééné stény. (Ali-Khan et al., 2001).

Garrels (2001) datuje pocatek proteomiky do poloviny 70. let 20. stoleti, kdy byla
poprvé pouZzita metoda separace proteinit pomoci 2 D (dvojrozmérné) gelové elektroforézy.
Pro separaci a izolaci proteint se stale vyuzivad metody 2 D elektroforézy, ale také 1 D gelové
elektroforézy. Jednou z prvnich metod pro identifikaci proteinti byla metoda Edmanova
sekvenovani, pouziti této metody v poslednich letech upada srozvojem hmotnostni

spektrometrie (MS). Vyvoj technologii zalozenych na hmotnostni spektrometrii je jednou
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citlivost analyzy a ptesnost vysledkt zvysila o nékolik fadu (Graves et Haystead, 2002).

3.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je u¢inny nastroj v analyze rozdilnych biomolekul
zahrnujicich proteiny, nukleové kyseliny a sacharidy (Cao et Limbach, 2017). Hmotnostni
spektrometrie je analyticka technika, pii niZ jsou chemické slou¢eniny ionizovany na nabité
molekuly a méfi se pomér jejich hmotnosti k naboji (m/z). Ackoli principy MS byly objeveny
uz na pocatku 20. stoleti, jeji rozsah byl omezen pouze na chemické védy, avSak s postupnym
rozvojem techniky se zacala MS vyuzivat i v dalSich védnich disciplinach, jako je genetika,
buné¢na biologie, farmacie, medicina, aj. (Singhal et al., 2015). Hmotnostni spektrometr
sestava z iontového zdroje (ionizatoru); hmotnostniho analyzatoru, ktery méf pomér
hmotnosti k ndboji ionizovanych analytl; a z detektoru, ktery zaznamenava mnozstvi iontt
v kazdé hodnoté m/z (Aebersold et Mann, 2003).

V iontovych zdrojich jsou analyzované vzorky ionizovany pfed analyzou v
hmotnostnim spektrometru. Pro hmotnostni spektrometrii se pouziva fada ionizacnich
procesu a fyzikalné-chemické vlastnosti analytu. Nékteré ioniza¢ni techniky, oznacované jako
tvrdé, vyuzivaji velké ionizacni energie a zpusobuji rozsahlou fragmentaci. Oproti tomu,
techniky oznacované jako mekké, produkuji méné fragmentli a lze pozorovat i molekulové
ionty. Zvoleny zpusob ionizace zalezi na chemicko-fyzikalnich vlastnostech analytu. Mezi
tvrdé ionizacni techniky patfi: elektronova ionizace (El), chemicka ionizace (Cl); mezi me¢kké
ioniza¢ni techniky patii: desorpce laserem (LD), ionizace laserem za pfitomnosti matrice
(MALDI, matrix-assisted laser desorption/ionization), ioniza¢ni techniky za atmosférického
tlaku (API) zahrnujici ionizaci elektrosperejem (ESI), chemickou ionizaci za atmosférického
tlaku (APCI) a fotoionizaci za atmosférického tlaku (APPI). Dalsi techniky ionizace jsou:
ionizace polem (FI), hmotnostni spektrometriec sekundarnich iontd (SIMS), ionizace
termosprejem (TSP), ionizace urychlenymi atomy (FAB) a ionty (FIB), indukce vazanym
plazmatem (PD) (De Hoffmann et Stroobant, 2001).

Jeho hlavni funkci je rozdélit ionty, které do ného vstoupi z ionizatoru, podle jejich m/z, tedy
podle jejich poméru hmotnosti k naboji. Vsechny hmotnostni analyzatory pouzivaji statické
nebo dynamické elektrické a magnetické pole. VéEtSina zékladnich rozdili mezi béZznymi typy

hmotnostnich analyzator spociva v tom, jakym zplisobem se pouzivaji tato pole k dosazeni
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rozdélni ionth. Kazdy hmotnostni analyzator mé své vyhody a omezeni. Analyzatory lze
rozdelit na zdkladé rozdilnych zplisobii procesu analyzy. Skenujici analyzatory postupné
pfenaseji ionty raznych hmotnosti v Casovém meéfitku, do této tiidy analyzatort se fadi
kvadrupol. Dalsi tfidou jsou zachytové analyzatory, tyto typy analyzatorii nejprve ionty
zachyti a potom je az analyzuji, tento typ analyzatoru je napt. orbitrap, iontova cyklotronova
rezonance nebo iontova past. Priletové analyzatory umoziuji soucasny pienos vsech iontl
a meti dobu, pfi které ionty prekonaji urcitou vzdalenost, timto druhem analyzatoru je napf.
disperzni magneticky analyzator, hmotnostni analyzator TOF (time of flight, analyzator doby
letu). Analyzatory mohou byt rizné seskupeny, ¢imz jsou zajistény vhodnéj$i podminky
analyzy (Jocelyn Paré et Yaylayan, 1997).

Ionty prochazejici hmotnostnim analyzatorem jsou poté detekovany a tranSformovéany
do potiebného signdlu pomoci detektoru. V soucasnosti existuje nékolik typt detektori.
Volba detektoru zavisi na konstrukci pfistroje a analytickych postupech, které maji byt
provedeny. Detekce iontt je vzdy zaloZena na jejich naboji, jejich hmotnosti nebo rychlosti.
Neékteré detektory (Faradaylv pohdr) jsou zalozeny na méfeni pfimého proudu, ktery se
vytvafi, kdyz ion dopadne na povrch a je neutralizovan. Jiné (elektronové nasobice nebo
elektrooptické iontové detektory) jsou zaloZeny na prenosu kinetické energie dopadajicich
iontli kolizi S povrchem, ktery zase generuje sekundarni elektrony, ty se dale zesiluji a
poskytuji elektricky proud. U orbitrapu a iontové cyklotronové rezonanci s Furierovou
transformaci je detektor soucasti analyzatoru. Nékteré detektory jsou vyrabény pro detekci
vS§ech iontd postupné v jednom bodg, ty se nazyvaji bodové sbérace ionti. Jiné detektory, jako
jsou fotografické desky, obrazové proudové detektory nebo detektory pole, maji schopnost
detekovat vSechny ionty soucasné, tyto druhy se nazyvaji sbérace poli (Koppenaal et al.,
2005).

Hmotnostni spektrometrie se vyuziva: v metabolomice (screening a diagnostika
rakoviny, objev a profilovani biomarkerdi, metabolické poruchy, aj.); k environmentalnim
analyzam (testovani pitné vody, analyza pesticidd, monitoring znecis$téni oxidem uhlicitym,
analyza vyluhovani t€zkych kovill); ve farmacii (vyzkum léCiv a jejich vstiebavani, vyvoj
nemoci, metabolicky screening, aj.); ve forenzni analyze (analyza stopovych, vySetfovani
Zhaistvi, potvrzeni zneuzivani drog a identifikace vybuSnych zbytku); Vv potravinafstvi;

a velké vyuziti ma hmotnostni spektrometrie v proteomice (De Hoffmann et Stroobant, 2001).

20



3.3.1 Hmotnostni spektrometrie v proteomice

Hmotnostni spektrometric je v soucasné dobé nejvice vyuzivanou metodou
v proteomické analyze, kde MS vétSinou piedstavuje metodu prvni volby. Pro jakoukoliv
analyzu by se mél nejdiive zvazit typ instrumentace, metoda fragmentace a strategie analyzy,
ktera je vhodna pro analyzovany vzorek (Han et al., 2008). Vyhoda hmotnostni spektrometrie
Vv proteomice je jeji vysoka senzitivita, jelikoz mnozstvi bilkovin je omezeno, mnohdy se
analyzuji bilkoviny v mnozstvi 10% mol. Dalsi vyhodou je vysoké rozliSeni a presnost
(Liebler, 2002).

Pro vétSinu proteomickych analyz se vyuziva meékkych ionizacnich technik. Nejvice se
vyuziva MALDI a ESI. Tyto dva typy funguji zcela odlisn¢ a poskytuji rozdiln¢ druhy dat,
proto se pouzivaji za rozdilnymi ucely analyzy (Liebler, 2002; Yates et al., 2009). VV obou
piipadech ESI a MALDI se biomolekuly nejprve pievedou na ionty bud’ ptidanim nebo
Ztratou jednoho ¢i vice protonti. MALDI hmotnostni spektrometrie ma urcité vyhody oproti
ESI hmotnostni spektrometrii. MALDI produkuje jednou nabité ionty, takze interpretace dat
je snadna ve srovnani s ESI, pro analyzu pomoci ESI je ¢asto za potiebi predchazejici
chromatografie, ktera neni nutna pro MALDI hmotnostni analyzu (Everley et al., 2008). Pro
urceni sekvence aminokyselin, pfi které dochazi k fragmentaci specifického peptidu na mensi
peptidy, se vyuziva nejcastéji MS/MS (tandemovéa hmotnostni spektrometrie), kterd v mize
zahrnovat dva a vice druht analyzatorti (Henzel et al., 1993).

MALDI-TOF je jednou z metod, které¢ pfispély k velkému rozvoji proteomiky,
pochopeni proteinové chemie a ziskani novych poznatkli v bunécné biologii. Bez této metody
by pravdépodobné proteomika neméla takovy vyznam, jaky ma dnes (Welker, 2011). Pomoci
MALDI dokazeme ionizovat biopolymery o velikosti az do 100 kDa za pouziti vzorku
v koncentracich v fadech pikomold (Karas et al., 1991; Hillenkamp et al., 1991). V soucasné
dobé¢ se MALDI-TOF vyuziva hlavné k identifikaci neznamych proteinii (metoda PMF-
peptide mass fingerprinting) (Pappin, 1996), k identifikaci mikroorganismi (biotyping), tuto
metodu poprvé pouzil Holland a kolegové vroce (1999). Dale se pouziva V analyze
syntetickych polymert (Nielen, 1999) a v neposledni fadé¢ k diagnostice rakoviny
(kvantifikace hladin biomarkerti, zobrazeni tkani) (Merlos Rodrigo et al., 2014).
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3.3.2 MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie

Metodu MALDI vyvinuli Hillenkamp a Karas (1985), ktefi poprvé pouzili pro metodu
laserové desorpce matrici. Zjistili, ze alanin muze byt Iépe analyzovan, kdyz je smicham
s tryptofanem, tryptofan totiz absorbuje energii z laserového paprsku a pomaha tak ionizaci
alaninu, ktery neni schopny paprsek laseru jinak absorbovat. Kromé toho, zjistili, Ze i ostatni
proteiny mohou byt 1épe analyzovany v piitomnosti matrice. Zjistili také, ze analyzované
molekuly jsou diky matrici chranény pied fragmentaci béhem ionizace. Hillenkamp a Karas
(1988) zjistili schopnost techniky generovat hmotnostni spektra proteini s hmotnosti od 10
kDa do 20 kDa. Ke zdokonaleni techniky ptispél Koichi Tanaka v roce 1988, rozpustil
proteiny o velké molekulové hmotnosti, konkrétné karboxypeptidizu A (molekulova
hmotnost je 34,3 kDa), v roztoku glycerolu s ¢asticemi kobaltu, ¢imz prokazal, Ze za pouZiti
vhodné matrice a vinové délky laseru je mozné analyzovat polymery a proteiny o velké
molekulové hmotnosti. Za tento objev ziskal v roce 2002 Nobelovu cenu za chemii za vyvoj
mekké desorpéni ionizacni techniky pro hmotnostni spektrometrickou analyzu biologickych
makromolekul (Beavis et Chait, 1996; Raeder et Schrepp, 1998; Tanaka et al., 1988).

Ctyii desetileti pred vznikem MALDI, vroce 1946, W. E. Stephens vynalezl
malé rozliSeni, a proto byla v hmotnostni analyze aplikovana jen omezené. Teprve pozdéji
bylo zjisténo, ze kombinace MALDI a analyzatoru TOF je vysoce citliva technika, kterou
dnes zname jako MALDI-TOF. V uplynulém desetileti se MALDI-TOF stala jednou
Z nejlepSich a nejpouzivanéjSich metod v analyze biopolymeri i syntetickych polymert
a poznatky ziskané diky této metodé napomohly rozvoji mnoha védnich obort (Hosseini et

Martinez-Chapa, 2017).

3.1.1.1  Princip MALDI

Ionizace probihd ve dvou krocich. Prvni krok probihd mimo hmotnostni spektrometr,
v prvnim kroku je analyt, ktery ma byt analyzovan smichan s matrici, tedy s rozpousStédlem
obsahujicim malé organické molekuly. Tato smés je nanesena na MALDI kovovy tercik a
pifed analyzou usuSena. Vysledkem je vznik krystali tvofenych matrici prostoupenych
analytem (ko-krystalizace). Ptiprava vzorku a vybér vhodné matrice ovlivituje prubeh,
pfesnost a rozliSeni analyzy. Vhodna matrice umoziuje ko-krystalizaci analytu homogennim
zpusobem. Pouziti matrice napomahd zvySovat desorpci a ionizacni procesy, ¢imz je

umoznéna analyza netékavych a tepelné labilnich molekul (De Hoffmann et Stroobant, 2001;
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Sze et al., 1998; Singhal et al., 2015). Molekuly matrice musi mit absorbanci, ktera pohlcuje
paprsek laseru v riznych rozmezich vinovych délek. Vhodna matrice je vétSinou kyselé
povahy, pusobi jako zdroj protonti a napomaha tak ionizaci; dalSim faktorem je specificky
rozsah molekulové hmotnosti, ktery umozni snadné odpafovani matrice (Zenobi et
Knochenmuss, 1998).

Druhym krokem je samotna ionizace vzorku, ionizace probihd ve vakuu. Smeés analytu
a matrice je ozafena na n¢kolik nanosekund paprskem laserového zateni o ur¢ité vinové délce.
Nejcastéji se pouziva dusikovy laser o vinové délce 337 nanometrt, ktery je v rozsahu UV
(ultrafialového) zafeni. Druhy typ je laser o vinovych délkach v oblasti IR (infracerveného)
zateni, tento druh laseru se pouziva mén¢, ovSem jeho vyhodou je, Ze ionizace IR laserem je
jemnéjsi. Ozafovani laserem zplsobuje velké zahtivani krystalli a molekuly matrice pohlcuji
znacnou Cast energie fotond. Pfijata energie zpusobuje excitaci (desorpci) molekul matrice,
prostiednictvim této excitace jsou unaseny neporuSené ionty analytu a molekuly matrice
s analytem prechazeji do plynného skupenstvi, coz se projevi uvolnénim plynu ve vakuové
komote. Vznik iontli analytu stale neni objasnén, nejpravdépodobnéji excitované molekuly
matrice ptedaji proton neutrdlnim molekuldm analytu pomoci sraZzek mezi nimi. K pfenosu
protonu muze dochazet bud’ v pevné fazi pred desorpci, nebo po desorpci v plynné fazi. lonty
se potom pohybuji ve vakuu urychleny elektrostatickym polem smérem k hmotnostnimu
analyzatoru (Hosseini et Martinez-Chapa, 2017; Jurinke et al., 2004; De Hoffmann et
Stroobant, 2001).

3.1.1.2  Analyzator doby letu TOF

Ionty vygenerované ionizatorem jsou bud’ ionty matrice, ionty analytu nebo ionizované
fragmenty molekul analytu. Témto iontim je dodana konstantni kineticka energie elektrickym
polem a tim jsou ionty urychleny a jsou vedeny polem smérem ke ,,driftovaci oblasti
analyzatoru, tj. oblasti, kde neplsobi zadné pole. Na konci drahy letu je umistén iontovy
detektor, ktery dokaze zaznamenat letovy Cas a intenzitu jednotlivych iontt, které doputuji do
detektoru, pficemz vétsi ionty dosdhnou detektoru pozdé€ji nez malé ionty, ¢as doby letu je
umérny druhé odmocning jejich hmotnosti, jak ukazuje Rovnice ¢. 1 (Cotter, 1999; Guilhaus,
1995; Guilhaus et al., 1997).
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Rovnice ¢. 1: Rovnice vyjadiujici dobu letu t

1/2
t=(5)

V této rovnici je e zakladni naboj, V je naboj dodavajici zrychleni, m je hmotnost iontu a D je

délka driftovaci zony analyzatoru.

RozliSeni je odvozeno ze vztahu mezi dobou letu a poméru m/z, proto je mozné rovnici €. 1

prevést na hmotnostni spektrum podle nasledujici Rovnice ¢. 2

Rovnice ¢. 2: Rovnice vyjadiujici pomér hmotnosti k naboji
i\2

m/z =2eV (B)
kde m/z je pomér hmotnosti k naboji iontt, ostatni proménné zlstavaji stejné jako u Rovnice

¢. 1.

Vzhledem k tomu, ze hmotnostni rozliseni je umérné Casu letu a draze letu, viz Rovnice ¢. 2,
je jednim z feSeni pro zvySeni rozliSeni TOF analyzatoru prodlouzeni letové trubice. Nicméné
ptiliS dlouha letovd trubice snizuje jeho vykon, kvili ztraté¢ ionth rozptylem po kolizi
s molekulami plynu. Také je mozné prodlouzit dobu letu snizenim zrychlujiciho napéti.
Snizenim tohoto napéti vSak snizime citlivost. Jedinym zptisobem, jak dosahnout vysoké
citlivost a vysokého rozliseni, je pouziti letové trubice o délce 1 az 2 m pro vyssi rozliseni
a akcelera¢ni napéti minimalné 20 kV (De Hoffmann et Stroobant, 2001).

Analyzator doby letu, oproti skenovacim analyzatorim, dok4Ze analyzovat ionty
s neomezenym hmotnostnim rozsahem (v kombinaci s MALDI mohou byt analyzovany ionty
0 velikosti vétsi nez 300 kDa). Dalsi vyhodou TOF je jeho vysoka Gi¢innost pienosu, ktera
vede k velmi vysoké citlivosti, napt. dokaze detekovat proteiny (lysozym, ribonukleaza,
cytochrom C a myoglobin) v mnozstvich 100-200 attomold. Rychlost analyzy je velmi rychla,
poskytuje spektrum v Sirokém rozsahu hmotnosti v fadu mikrosekund. Dals$i vyhodnou
vlastnosti TOF analyzatoru je jeho snadna kalibrace S pouze dvéma referencnimi body (De
Hoffmann et Stroobant, 2001). Jediné omezeni TOF analyzatoru je jeho rozliSovaci
schopnost, ktera neni moc vysoka, jelikoz ionty o stejné hmotnosti nedorazi k detektoru ve
stejny Cas. Jednim z divodi je, Ze ionty maji pocatecni kinetickou energii, jakmile dosahnou

letové trubice, jejich kineticka energie neni konstantni, tato rozdilna distribuce energie
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zpusobi rizné rychlosti a rizné Casy letu iontli o stejné hmotnosti; dal§im divodem je délka
pulzu tvorby iontli v ionizatoru a rozlozeni prostoru. Proto se v souc¢asné dob¢ pouzivaji tzv.
reflektrony a opozdéna extrakce iont. Opozdénou extrakci iontd vyvinul Wiley a Mc Laren
(1955), tento zpusob extrakce napomaha k vyrovnani rozdila v kinetickych energiich ionti o
stejnych m/z. Metoda je zaloZend na ¢asovém zpozdéni mezi tvorbou iontl a extrakei iontd.
lonty se v oblasti bez pole pohybuji rtiznou rychlosti, v zavislosti na jejich pocateéni kinetické
energii. Po aplikaci extrak¢niho napéti, které ma zpozdéni stovky nanosekund aZz nékolik
mikrosekund, dojde k pienosu energie na ionty, které zistaly del$i dobu ve zdroji, v disledku
toho zpocatku méné energetické ionty pfijimaji vice energie a dorazi k detektoru za stejnou
dobu, jako ionty, které mély pivodné vice kinetické energie (Cotter, 1999; Vestal et al.,
1995). Reflektron, ktery poprvé pouzil Alikanov a Mamyrin je slozen z ¢asti, ktera je za
oblasti bez pole, tedy ptfed detektorem a z iontového zrcadla, které je na stran¢ od detektoru.
Iontové zrcadlo sestava zpravidla ze série rovnomérné rozmisténych prstencovych elektrod
nebo vyhodnéji jedné kruhové elektrody, na téchto elektrodach je urychlujici a zpomalujici
elektrické pole, toto pole odrazi dopadajici ionty a posle je zpét do letové trubice, pfi¢emz
ionty s vétsi kinetickou energii a tedy vétsi rychlosti proniknou do reflektoru hloubéji (jsou
zadrzeny déle) nez ionty s mensi kinetickou energii, tim dojde k vyrovnani rozdilu rychlosti
zpusobeného riznym mnozstvim kinetické energie iontd o stejném m/z a ionty dorazi

k detektoru za stejnou dobu (De Hoffmann et Stroobant, 2001; Schmid et Weickhardt, 2001).

3.3.3 Priprava vzorki pro identifikaci bakterialnich proteini pomoci MALDI TOF

Spolehlivost a pfesnost analyzy je ovlivnéna mnoha faktory, jednim z nich je ptiprava
vzorku pro analyzu. Velmi dllezité je pted analyzou pfipravit pfesny a standardizovany
postup pro piipravu vzorku zahrnujici kultivaci bakterii, chemicky postup k poruseni
bakterialni bunétné stény a extrakci proteind (Freiwald et Sauer, 2009). V navrhu
experimentu musi byt zahrnuty jak biologicke, tak technické faktory, jako je vybér vhodné
matrice, vhodnych rozpoustédel, koncentrace vzorku a odsolovani vzorku. Ristova faze a vék
kultury jsou také diilezité, protoZe bakterie reaguji rychle na zmény Zivotnich podminek
(Momo et al., 2013).

Pti ptipravé vzorku je prvnim krokem sbér potiebného mnozZstvi bakteridlnich bunck
Z kultivaéniho média, nasleduje usmrceni bunék, poruseni jejich bunécné stény a uvolnéni
bakterialnich proteinti (Demirev et Sandrin, 2016). Pro efektivni analyzu by mélo byt pouzito,
v zavislosti na zpisobu extrakce, 107-10" bakterialnich bungk. K usmrceni a oddgleni

bakterialnich bun€k se nejCastéji vyuzivaji alkoholy, k naslednému poruseni bunécné
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membrany bakterii a extrakci se hojné pouzivaji silné organické kyseliny a acetonitril
(Freiwald et Sauer, 2009). Kazdy bakterialni druh reaguje na jiné druhy latek. Pii vybéru
vhodného extrak¢niho Cinidla hraji také dulezitou roli vnéjsi faktory, jako je pH, koncentrace
soli a teplota (Demirev et Sandrin, 2016)

Nejvice pouzivanym postupem pro usmrceni bunék a oddéleni je oSetfeni buiiky smési
etanolu. Etanol se pouzivd v riznych koncentracich, literdrni zdroje uvadé¢ji koncentrace
etanolu 40 % (Madonna et al., 2000), 50 % (Momo et al., 2013), 70 % (Schott et al., 2016),
75 % (Sedo et al., 2011). Za uéelem poruseni bundené stény a extrakce se nejéastéji vyuziva
kyselina mravenci, literarni zdroje uvadi koncentrace 17 % (Madonna et al., 2000), 70 %
(Kern et al., 2013; Schott et al., 2016). Matrice pro piekryti vzorku naneseného na terciku je
slozena vétsinou z CHCA (a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina) (Ryzhov et Fenselau, 2001;
Kern et al., 2013; Schott et al., 2016), z CHCA v kombinaci s acetonitrilem a vodou (Sedo et
al., 2011), ale také z ferulové kyseliny (Madonna et al., 2000) a sinapové kyseliny (Ryzhov et
Fenselau, 2001). Piiprava vzorku S pouZzitim etanolu, smési kyseliny mravenci a acetonitrilu,
je pomérné levnd a mize se pouZzit pro vétSinu bakterialnich druht, diky tomu je tento zplisob
extrakce jednim z nejvice pouZzivanych, u jednotlivych autord se vSak 1i§i v mnoZzstvi a
koncentraci danych latek (Freiwald et Sauer, 2009).

Extrakci za pouziti kyseliny mravenéi, acetonitrilu a vody uvadi ve své studii Sedo
etal. (2011). Ve své studii nejprve bunky sterilizovali 75% etanolem, extrakce byla
provedena tiepanim v 50 pl smési acetonitrilu / kyseliny mravenci / vody (50:35:15, v/v) po
dobu 1 minuty. Vzorek byl nanesen na tercik a pti pokojové teploté ususen, poté piekryt 0,3
ul nasyceného roztoku matrice CHCA ve smési acetonitrilu, vody a v poméru (50:47,5:2,5,
v/v). Obdobny zptsob extrakce uvadi také Schott et al., (2016). Ve své studii se zabyvaji
analyzou proteini Lactobacillus paracasei. Pfiprava vzorku se provadéla nejprve centrifugaci
po dobu 5 minut, kdy doslo oddéleni supernatantu, a inaktivace bun€k se provedla pomoci
70% etanolu. Poté¢ byly builkky opét centrifugovany po dobu 2 minut, supernatant byl
odstranén a proteiny byly extrahovany za piidani 70% kyseliny mravenc¢i a acetonitrilu (50:50
v/v). Jeden mikrolitr suspenze byl poté pfenesen na tercik a prekryt matrici CHCA.

Alternativni metodou k poruSeni bunééné membrany je oSetfeni pomoci TFA
(trifluoroctové kyseliny) v kombinaci s acetonitrilem. Ryzhov et Fenselau (2001) uvadi ve své
studii extrakci proteinti acetonitrilem a 0,1% TFA, (70:30 v/v) a nasledné pfidani 0,2 pl
roztoku matrice. TFA vyuzil ve své studii také Holland et al. (1999) ve které extrahovali
proteiny E. coli, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida a Shigella flexneri pomoci

HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie) Bakterialni kolonie byly rozptyleny v 1 ml
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smési 0,1% TFA, destilované vody s acetonitrilem (2:1), poté byly vzorky cetrifugovany.
Supernatant ze vzorku byl odebran a zfiltrovan. V ptipad¢ bakterii P. putida a P. aeruginosa
byl zfiltrovany analyt odpaifen ve vakuu a znovu rozpustén v 200 pl roztoku vody a
acetonitrilu (2:1) s0,1% TFA. Bakterialni slozky z bunénych extraktd byly oddéleny a
izolovany na HPLC. Mobilni fazi byl acetonitril s 0,1% TFA.

Dalsi zminovanou metodou je metoda pifimého ptenosu, bakteridlni bunky jsou
pfeneseny piimo na MALDI ter¢ik a smichany s matrici, ktera je sloZena napf. z acetonitrilu a
TFA nebo jsou vzorky naneseny pfimo na tercik a na vzorek se aplikuje organicka kyselina,
¢imz probehne extrakce pfimo na terciku. Metoda pfimého pienosu se jevi jako rychlejsi
(Freiwald et Sauer, 2009).

Metodu piimého pienosu s extrakei piimo na MALDI terCiku ve své studii pouzil
Madonna et al. (2000). Analyzuje bakterialni proteiny o molekulové hmotnosti vyssi nez
15 kDa. Jednotlivé kolonie bakterii byly odebrany z agaru a pteneseny rovnou na MALDI
ter¢ik. Poté bylo na kazdy spot naneseno 2 pl 40% etanolu a po dobu 3 minut pii pokojové
teplot¢ doslo k odpafeni. Inaktivované a suché bunky byly poté prekryty 1,5 pl matrice
ferulové kyseliny. Takto pfipravené vzorky se nechaly na vzduchu uschnout. Metaani et
Voorhees (2005) k detekci proteinti o molekulové hmotnosti 140 kDa pozivaji také metodu
ptfimého ptenosu. K extrakci proteinti ze vzorkd nanesenych na ter¢iku pouzili surfaktant 0,1
mM n-oktyl-B-D—galaktopyranosid, ktery pusobi na strukturu bunétné stény poruSenim
vazby mezi lipidy, proteiny a mezi lipidy a proteiny navzajem. Vzorky se poté nechaly pti
pokojové teploté uschnout.

Kern et al. (2013) ve své studii o identifikaci bakterii porovnava vySe zminéné
zpusoby piipravy vzorku a to, metodu piimého prenosu a rizné druhy extrakce proteind. Pro
metodu pifimého ptenosu byly bakteridlni buniky naneseny piimo na ter¢ik a prekryty matrici
tvofené z CHCA, 50% acetonitrilu a 2,5% TFA a vody; druhou metodou pfimého pienosu
byla metoda piimého pienosu s extrakci na ter¢iku, na ususeny vzorek naneseny na terciku
byl pfidan 1 pl kyseliny mravenci. Pro pfipravu vzorku metodu extrakce byl pouZit etanol a
smés 70% kyseliny mravenci, destilované vody a acetonitrilu (35:15:50, v/v). Poté byly
vzorky odstiedény, preneseny na teréik, prekryty matrici CHCA a ususeny na vzduchu.
V porovnani téchto dvou metod piipravy vzorku dosli k zavéru, Ze vysledky analyzy byly
pfesnéjsi a spravnéjsi u vzorkl pfipravenych metodou extrakce pfed nanesenim vzorku na

ter¢ik nez u vzorku ptfipravenych metodou ptimého prenosu.
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3.3.3.1 Extrakce proteint E.coli

Pro ziskani proteinti E. coli existuje vice metod a vice chemickych ¢inidel. Také se
vyuziva riznych organickych kyselin, hojné se vyuziva TFA, ale také riizné pufry, nejcastéji
pouzivanym pufrem je SDS (sodiumdodecyl sulfat), ktery velmi dobfe porusuje bunécnou
sténu a rozpousti proteiny (Demirev et Sandrin, 2016)

Jeden z moznych zpusobu extrakce uvadi Momo et al. (2013) pro analyzu proteint
E. coli byly vzorky odebrany v kazdé ristové fazi. Pro exponencialni fazi byly vzorky
odebrany z 3,5 hodiny starych kultur, pro stacionarni fazi byly vzorky odebrany z 12 hodin
starych kultur, pro fazi odumirani byly vzorky odebrany z 26 hodin starych kultur. Alikvotni
podil kazdého vzorku byl centrifugovan pii 10 000 rpm po dobu 10 minut. Ziskané vzorky
byly dvakrat promyty 1 ml PBS (phosphate buffer saline, fosfatovy pufr s NaCl). Takto
promyté vzorky byly umistény do tfepacky, po odd€leni supernatantu se ptidal znovu 1 ml
PBS a bunky byly resuspendovany na tfepacce. Suspenze byla znovu promyta a vzorky
uchovéavany pii -70°C. Vzorky byly poté rozpustény v 300 pl destilované vody a v 900 pl
¢istého 50% etanolu. Poté byly vzorky odstiedény.

Dalsi zptasob extrakce bakterialnich proteint E. coli a ptipravu vzorku uvadi Ochoa et
Harrington (2005) ve své studii k extrakci proteini z bakterialni bunky pouzili 0,1% TFA
v kombinaci s acetonitrilem v poméru (2:3). Bakterialni suspenze byla promichana na
Vortexu po dobu 2 minut, dokud nebyl ziskan zakaleny homogenni roztok.

Arnold et al. (1999) ve své studii uvadéji extrakci proteint E.coli metodou ptimého
prenosu s extrakci na MALDI ter¢iku, bunky byly nejprve rozptyleny v destilované vodég, aby
bylo na kazdém spotu terCiku pfiblizné stejné mnozstvi bakteridlnich bunék, smés byla

nanesena na ter¢ik a prekryta CHCA ve smési 0,1% TFA a acetonitrilu v poméru (2:1).
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4 Material a metodika

4.1 Slozky silic

Pouzité slozky silic byly ziskany od dodavatele Sigma-Aldrich, byly skladovany pii

teploté 4 °C ve vzduchotésnych sklenénych vialkach, nebo v pivodnim obalu. VSechny

pofizené slozky silic jsou uvedené v tabulce ¢. 1. Jednalo se o Sirokou $kalu chemickych

latek, zahrnujici terpeny a jejich derivaty, aldehydy, ketony, fenylpropanoidy, fenoly, oxidy.

Tabulka ¢. 1: Slozky silic s identifikacnim CAS ¢islem

Nazev slozky CAS dislo Nazeyv slozky CAS dislo
karvakrol 499-75-2 cedrol 77-53-2
trans-skoficovy aldehyd  14371-10-9 cineole 470-82-6
eugenol 97-53-0 ()-citronellal 106-23-0
(—)-karvon 6485-40-1 citronellyl propionat 141-14-0
(+)-a-pinen 7785-70-8 p-cymen 99-87-6
(+)-B-citronellol 106-22-9 2-dekanol 1120-06-05
(1S)-(+)-3- karen 498-15-7 D-dihydrokarvon 7764-50-3
tymol 89-83-8 farnesen smés izomerQ
4-karvomentenol 562-74-4 (+)-fenchon 4695-62-9
citral 5392-40-5 geranyl acetat 105-87-3
geraniol 106-24-1 hexyl hexanoat 6378-65-0
guajakol 90-05-1 (—)-isopulegol 89-79-2
4-allylanisol 140-67-0 (R)-(+)-limonen 5989-27-5
allyl disulfid 2179-57-9 (-)-linalool 126-91-0
trans-anetol 4180-23-8 (-)-menton 14073-97-3
anisol 100-66-3 (-)-B-pinen 18172-67-3
(—)-bornyl acetat 5655-61-8 a-felandren 99-83-2
(—)-a-bisabolol 23089-26-1 (+)-rizovy oxid 16409-43-1
butyl isothiokyanat 592-82-5 a-terpinen 99-86-5
B-karyopyllen 87-44-5 y-terpinen 99-85-4
(—)-trans-karyopyllen 87-44-5 terpinolen 586-62-9
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4.2 Kultivaéni metoda

Pro experiment byl pouzit typovy kmen bakterie E. coli DSMZ 18039 z némecké sbirky
mikroorganismi (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH).
Bakterialni kultura byla uchovavana v Mueller-Hinton bujonu (Oxoid, CZ) s 50 % glycerinu
a skladovana pfti teploté -80 °C. Pro kultivaci bunék byl pouzit LB bujon Lennox (Oxoid,
CZ), kultivace probihala pfi teploté¢ 37 °C 24 hodin pied zahajenim testu. Takto pfipravena
bakterialni kultura byla pouzita nejprve pro stanoveni MIC (minimalni inhibi¢ni koncentrace)

slozek silic a poté pro samotnou analyzu stresové reakce.

4.3 Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace

Po 24 hodinové kultivaci bylo do PBS (fosfatovy pufr s NaCl, Sigma-Aldrich)
pfipraveno inokulum o koncentraci 10° KTJ ml™? (kolonii tvofici jednotka na ml), co?
odpovida 0,5 standardu McFarlanda méfeno pomoci densitometru (DEN-1B, Densitometer-
Biosan).

Pro zjiSténi antibakteridlni aktivity byla pouZzita mikrodiluéni metoda EUCAST 2003
v modifikované formé¢. Jako testovaci médium byl pouzit bujon LB lennox s 1 % Tween 80
(polysorbat 80). Mikrodiluéni metoda byla provedena na 96 jamkovych mikrotitraénich
destickach (Gama Group). Do kazd¢é jamky mikrotitraéni desticky bylo napipetovano 100 pl
testovaciho média, prvni fada slouZila ke kontrole Cistoty, posledni fada slouZzila ke kontrole
narastu. V postrannich sloupcich desticky bylo Cist¢ médium. Do zbylych jamek druhé fady
byl napipetovan zasobni roztok slozky silice, z této jamky bylo pipetou odebrano 100 pl a
preneseno do jamky ve sloupci nasledujici, takto byly dvojitym fedénim pftipraveny
koncentrace testovanych latek od 2048 do 64 mg/l, design mikrotitra¢ni desticky zobrazen na
obrazku ¢.6.

Jamky byly poté zaockovany pomoci trnového replikatoru. Vzorky se nechaly pies noc
inkubovat v mikrotitra¢ni desticce pii teploté¢ 37 °C, nasledné byla odectena minimalni
viditelny rist bakterii-v jamce nebyl viditelny zakal. VSechny testy byly piipraveny ve tfech

nezavislych opakovanich a finalni MIC byly uréeny jako median ze zjisténych hodnot.
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Obrazek ¢€.6: Znazornéni mikrotitracni desticky pii stanoveni MIC

Sedivé-kontrola &istoty (fada A), kontrola nartistu (fada H), ervend-kontrolni neo3etfené
medium v jamkach nevhodnych pro analyzu — problémy s vypafovanim, ostatni barvy-

testované antimikrobialni latky ve dvou opakovanich se zvySujici se koncentraci 64 mg/I-
2048 mg/I

4.4 Analyza stresové reakce

Casna exponencialni faze (Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, BioTek)
bakteridlniho rlstu, byla experimentdlné vyhodnocena jako nevhodnéjsi pro analyzu stresové

odpoveédi bakterialnich bunék (Cherchi et Gu, 2011).

4.4.1 OgSetieni bunék E. coli slozkami silice

Podobné¢ jako v testech antimikrobialni aktivity, byly mikrotitra¢ni desticky naplnény
100 pl LB Lennox s1 % Tween 80 a nasledné zaoc¢kovany kulturou E. coli. Mikrotitra¢ni
desti¢ky se vzorky byly poté inkubovany pii teploté 37 °C po dobu 5 hodin, coz je doba
odpovidajici konci lag faze (Cytation 3 Cell Imaging Multi-Mode Reader, BioTek). Ze slozek
silic byly pouzity pouze ty, které vykazovaly antibakterialni aktivitu, seznam pouzitych latek
je uveden v tabulce ¢. 2. Zasobni roztoky pro kazdou z aktivnich latek byly piipraveny
ve dvojnasobné minimalni inhibi¢ni koncentraci s LB bujonem a 1 % Tween 80. Z takto
ptipravenych roztokii bylo 100 pl pfiddno k bakteridlnim bunikdm. Tento postup byl
zopakovan pro kazdou aktivni latku v 10 jamkach a 3 nezavislych opakovanich. Jako

referen¢ni vzorky vyvolavajici stresové podminky byl pouzit tetracyklin v koncentraci 5 mg/I
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(Migliore et al., 2013), chlornan sodny (NaClO) také v koncentraci 5 mg/l a peroxid vodiku
v koncentraci 3 g/l (Zubko et Zubko, 2013). Bunky byly odebrany v ¢ase 0 tésné pied aplikaci
latek a nasledné 30, 60, 90 a 120 minut po aplikaci G¢inné latky. Obsahy dvou jamek od
kazdé latky v kazdém Case byly pieneseny do eppendorfky a smichany s 1 ml PBS, vzorky
poté byly centrifugovany na centrifuze Rotanta 450 R (Hettich, Némecko) pti 20 000 g po

dobu 2 minut a vznikly supernatant byl odstranén.

Tabulka ¢. 2: Pouzité komponenty k analyze stresové reakce

Nazev komponentu CAS ¢dislo
karvakrol 499-75-2
trans-skoficovy aldehyd  14371-10-9
eugenol 97-53-0
(—)-karvon 6485-40-1
(+)-a-pinen 7785-70-8
(#)-B-citronellol 106-22-9
(1s)-(+)-3- karen 498-15-7
tymol 89-83-8
4-karvomentenol 562-74-4
citral 5392-40-5
geraniol 106-24-1
guajakol 90-05-1

4.4.2 Priprava vzorki pro identifikaci na MALDI TOF

Vzorek byl pfipraven podle standardniho postupu Bruker pro MALDI Biotarget.
K usmrceni bakterialnich bunék byl pouzit etanol. Extrakce proteind byla provedena 70%
kyselinou mravenéi (Sigma-Aldrich, Némecko) a acetonitrilem (Fluka, Némecko). Jako
matrice pro samotnou analyzu byla pouzita CHCA (Bruker, Némecko) v kombinaci
s acetonitrilem, vodou a trifluoroctovou kyselinou.

Usazené bunécné pelety z kroku 4.4.1 byly resuspendovany v 1 ml 70% ethanolu.
Vzorky byly znovu centrifugovany po dobu 2 minut pfi 20 000 g. Vznikly supernatant byl
odstranén. Usazena Cast vzorku byla znovu centrifugovana, ¢imz doslo k oddéleni zbytku

etanolu, ktery byl nasledné odebrany pipetou. Vzorky se nechaly susit 30 minut pii pokojoveé
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teploté, aby se zvySila Gcinnost extrakce. Poté se k usuSenym bunkam ptidalo 5 pl 70%
kyseliny mravenci a nasledné se roztok homogenizoval na vortexu. Ke zhomogenizovanému
vzorku bylo pfiddno 5 pl ultra Cistého acetonitrilu. Vzorek byl znovu promichan a odstiedén
po dobu 1 minuty pti 20 000 g. 1 pl extraktu byl poté nanesen na ocelovy tercik pro MALDI
(MTB 384, Bruker, Némecko). Kazdy vzorek byl na desticku nanesen ve tfech spotech pro
kazdou testovanou antibakteridlni latku v kazdém case. Vzorky byly nandseny okolo
kalibra¢nich spot (BTS, Bruker) (Obrazek ¢. 7), vzorky se poté nechaly pfi pokojové teploté
uschnout. Thned po zaschnuti byly v§echny vzorky na desticce prekryty 1 pl roztoku matrice
slozeného z CHCA (v koncentraci 10 mg/ml) s acetonitrilem, vodou a TFA
(50 %:47,5 %:2,5 %). Poté se vzorky opét nechaly uschnout pii pokojové teploté. Takto
ususené vzorky byly pouZity k analyze.
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Obrazek €. 7: Znazornéni systému nandseni vzorkti na MALDI tercik; zluté — testované

vzorky, ¢ervené — kalibracni spot

443 MALDI TOF analyza

Samotné meéfeni probihalo na piistroji MALDI TOF Autoflex speed (Bruker,
Némecko), k analyze byl pouzity software flexControl 3.4 (Build 135). Pro analyzu bylo
pouzito dvou rozsahu ioniza¢niho napéti, a to 19,38 kV a 18,18 kV. Mdd detekce byl
nastaven na rozmezi velikosti od 1000 do 15 500 Da. Pro kazdy vzorek byly naméfeny tii

spektra slozena z 5000 vystreli.
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4.5 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit volné pfistupny software R-project multiMS-
toolbox a Mass Spectrum Analysis a Data Conversion Tool (Hrdlickova Kuckova et al.,
2015). Vsechna spektra byla ptredbézné zpracovana pouzitim multiMS-toolbox 2.08 a
vyhlazena filtrem Savitzky-Golay. Intenzita signalu byla normalizovana na stejnou stfedni
hodnotu poméru intenzity. Nasledujici analyza hlavnich komponent (PCA) byla provedena
pomoci softwaru multiMS-toolbox 2.08 a statistického programu R-project 3.4.2.
Hierarchicka klastrova analyza intenzit pikt extrahovanych z primérnych spekter oSetfenych
vzorkti v 90 a 120 minuté byla provedena pomoci nastroje "hclust” v softwaru R 3.4.2.
Vzdalenostni matice byla vypoctena metodou manhattan vychazejici z analyzy hlavnich
komponent transformovaného skore prostorti prumérnych dat plného spektra. Hierarchické
shlukovani bylo provedeno metodou nejvzdalenéjsiho souseda (complete linkage). Korela¢ni
matice byla vypocitana pomoci Pearsonovych korela¢nich koeficientd PCA skoére primérnych
dat pIného spektra. Vzorky v matrici byly poté uspofddany podle identifikovaného
hierarchického shluku. Hierarchické shlukovani bylo vypoéteno za pouziti metody
nejvzdalengjsiho souseda. Vzorky v mapé byly zménény podle uréené¢ho hierarchického
shluku. Namétené hodnoty m/z byly porovnany s online databazemi UniProtKB/Swiss-Prot
(verze 2017 08) pomoci nastroje Tagldent, ktery je volné dostupny online
(https://web.expasy.org/tagident/) a s jiz namé&fenymi vysledky (Ryzhov et Fenselau, 2001;
Arnold et al., 1999; Holland et al., 1999; Momo, 2013).
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5 Vysledky

5.1 Vyhodnoceni MIC

Z 61 hodnocenych slozek silic pouze 12 vykazovalo antibakteridlni efekt v riznych

koncentracich, tyto slozky byly poté pouzity K analyze stresové reakce (Tabulka ¢. 3, tucné

oznaceng). S rostouci koncentraci latek se snizoval zakal v médiu. Hodnota MIC byla urcena

jako medianova hodnota ze tfech naméfenych opakovani. Nejvetsi antibakterialni aktivitu

vykazoval karvakrol a skoficovy aldehyd v koncentracich 256 mg/L a eugenol v koncentraci

512 mg/L; cely seznam pouzitych latek a jejich MIC uvedeny v tabulce ¢.3.

Nazev slozky CAS dislo MIc Nazev slozky CAS dislo MIc

mg/L mg/L
karvakrol 499-75-2 256 cedrol 77-53-2 >2048
trans-skoricovy aldehyd 14371-10-9 256 cineole 470-82-6 >2048
eugenol 97-53-0 512 (¥)-citronellal 106-23-0 >2048
(-)-karvon 6485-40-1 1024 citronellyl propionat 141-14-0 >2048
(+)-a-pinen 7785-70-8 1024 p-cymen 99-87-6 >2048
(¥)-B-citronellol 106-22-9 1024 2-dekanol 1120-06-05 >2048
(1S)-(+)-3-karen 498-15-7 1024 d-dihydrokarvon 7764-50-3 >2048
tymol 89-83-8 1024 farnesen smés izomerdt  >2048
4-karvomentenol 562-74-4 2048 (+)-fenchon 4695-62-9 >2048
citral 5392-40-5 2048 geranyl acetat 105-87-3 >2048
geraniol 106-24-1 2048 hexyl hexanoat 6378-65-0 >2048
guajakol 90-05-1 2048 (—)-isopulegol 89-79-2 >2048
4-allylanisol 140-67-0 >2048 (r)-(+)-limonen 5989-27-5 >2048
allyl disulfid 2179-57-9  >2048 (-)-linalool 126-91-0 >2048
trans-anetol 4180-23-8  >2048 (-)-menton 14073-97-3 >2048
anisol 100-66-3  >2048 (-)-B-pinen 18172-67-3 >2048
(—)-bornyl acetat 5655-61-8  >2048 a-felandren 99-83-2 >2048
(-)-a-bisabolol 23089-26-1 >2048 (+)-riizovy oxid 16409-43-1 >2048
butyl isothiokyanat 592-82-5 >2048 a-terpinen 99-86-5 >2048
B-karyopyllen 87-44-5 >2048 y-terpinen 99-85-4 >2048
(—)-trans-karyopyllen 87-44-5 >2048 terpinolen 586-62-9 >2048
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Tabulka €. 3: Hodnoty namétenych MIC u jednotlivych slozek

5.2 Vyhodnoceni stresové reakce

Z méfeni bylo ziskano velké mnozstvi dat pro kazdou u¢innou latku v kazdém case. Ke
zhodnoceni spekter byla pouzita analyza PCA. PCA analyza snizila mnozstvi pivodnich
proménnych na zdkladé¢ pouziti tfi hlavnich komponent. Vystupem PCA analyzy je
rozptylovy diagram PCA skore (Ptiloha ¢.1).

Na zaklad¢ PCA analyzy byl sestaven dendrogram (Obrazek ¢. 8) z naméfenych
vysledkti vsech testovanych vzorkd v ¢asech 0, 90 a 120 minut. Dendrogram ukazuje
rozdilnosti spekter pro kazdou skupinu latek, na zaklad¢ PCA analyzy jsou latky
v dendrogramu seskupeny do 6 skupin (klastri) podle jejich podobnosti, blize vzdalené
vzorky maji mezi sebou vétsi podobnost nez vzorky od nich vzdalené vice. Jednou skupinou
je skupina vzorkl oSetfenych tetracyklinem, dalsi tfi skupiny jsou vzorky oSetfené riznymi
druhy terpent, dale skupina neosetfenych vzorkd v ¢ase 0 minut a skupina vzorkid oSetiend
peroxidem vodiku a chlornanem sodnym. Podobnost mezi naméfenymi spektry jednotlivych
vzorkd byla znazornéna také pomoci diagramu korela¢ni matice (Obrazek ¢. 9). Diagram

znazoriuje korelaci proteinovych spekter vzorkl v riznych ¢asech.
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Obrazek ¢. 8: Dendrogram analyzy hlavnich komponent pro vzorky v 0, 90 a 120 minutach
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5.3 Identifikace proteint

Pro detekci pikt a vytvoreni seznamu pika byl pouzit software mMass 5.5.0. Pro kazdy
vzorek bylo naméfeno témét 97 pikd. Z celkového poctu zjisténych pik bylo v databazi

identifikovano 94 proteintl. Proteiny byly identifikovany pomoci nastroje Tagldent tool
Obrazek ¢. 9: Diagram korela¢ni matice vzorkd v ¢ase 0, 90, 120 minut

Modie jsou vyznaceny vzorky s ptimou korelaéni zavislosti, ¢ervené jsou vyznaceny vzorky
s nepfimou korela¢ni zavislosti. Tmaveé modra ptimka uprostfed oznacuje priseciky

identickych vzork.



shromazd’'ujici data z databaze UniProtKB/Swiss-Prot, identifikace byla zalozena na
porovnani jednotlivych hodnot m/z se shodnymi hodnotami v databazi (Pfiloha ¢. 2),
kazdému proteinu bylo piifazeno jméno, identifika¢ni ¢islo a funkce. Identifikované proteiny
maji ruzné funkce: podileji se na replikaci a transkripci DNA; podileji se na riznych
bunéénych procesech, jako je rust bunky, bunécna smrt; ovliviiuji propustnost membran;
umoziuji vazby rtiznych latek napt. RNA, lipidi, oxidoreduktdz; podileji se na stresové
odpovédi po plisobeni napt. antibiotik, latek s kyselym pH, zinku, hoi¢iku, ozareni; dale se
podileji na riznych metabolickych dé&jich, jako je napf. metabolismus pyruvatu, biosyntéza
threoninu, alaninu. Identifikované proteiny jsou soucasti riznych struktur bakterialni bunky,
z identifikovanych proteinti bylo 25 ribozomalnich, 26 membranovych, 9 proteint cytosolu
aDNA, 4 byly identifikovany jako stresové indikatory, zbylé proteiny nejsou
charakterizovany. Pfi¢emz u ribozomalnich proteinli naméfené intenzity pikd dosahovaly
antibakterialnich latek.

Kazd4 z testovanych latek podnécovala tvorby proteint riznou meérou, intenzita pika
byla vysoké ve ctytech ptipadech identifikovanych proteinti, a to u proteinu o m/z 5381.68a
(50S ribozomalni protein 1.34), u proteinu 0 m/z 6255.36a (ribosomalni protein 1.33), u
proteinu 0 m/z 7274.14a (50S ribosomalni protein L.29) a u proteinu 0 m/z 9554.84 (30S
ribozomalni protein S20). Tvorba nékterych proteini byla podminéna vice testovanymi
latkami soucasné S riznymi hodnotami intenzit; u jinych byla tvorba proteini podminéna
pouze jednou latkou. Ze vSech testovanych latek nejSirSi Skalu vytvofenych proteint
indukoval tymol a guajakol, dalsi latky podporujici tvorbu stresovych proteintt byl peroxid

cvwr

prokazoval citral, citronellol a a-pinen.
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6 Diskuze

Vsechny z testovanych slozek vedly kexpresi nebo inhibici riznych druhii proteind
s riznou intenzitou. Z vystupu PCA analyzy (Ptiloha ¢. 1), korela¢ni matice (Obrazek ¢. 9)
a dendrogramu (Obrazek ¢. 8) vyplyva, Ze existuji rozdily v produkci proteinti mezi
jednotlivymi skupinami antibakterialnich latek. Komerc¢né pouzivané antibiotikum tetracyklin
a dezinfekce peroxid vodiku a chlornan sodny vykazuji jiné vysledky nez pouzité slozky silic.
Peroxid vodiku a chlornan sodny podminoval tvorbu proteini se shodnymi m/z a
s podobnymi hodnotami intenzit, vV ¢ase 120 minut m¢l peroxid vodiku podobny proteinovy
profil jako karvakrol v ¢ase 120 minut; chlornan sodny se v ¢ase 120 minut proteinovym
profilem podobal a-pinenu v ¢ase 120 minut. 50S ribosomalni protein L33 (m/z 6255,36) byl
hlavnim detekovanym proteinem v kulturach oSetfenych peroxidem vodiku, chlornanem
sodnym a a- pinenem. Peroxid vodiku stfedn¢ intenzivné ovliviioval produkci proteinu 0 m/z
5473,64, v mensi mife tvorbu tohoto proteinu ovliviioval také chlornan sodny a karvakrol.
Chlornan sodny i peroxid vodiku jsou antibakteridlni latky u kterych je prokézano, ze
zpusobuji zna¢né zmény a poruSeni bunétné membrany (Virto et al., 2005; Folmer et al.,
2008), nejspis pravé kvuli tomuto faktu, jako jediné dvé z testovanych antibakterialnich latek
vyznamné ovlivilovaly (s intenzitou nad 50 %) tvorbu necharakterizovaného lipoproteinu
YghH, ktery je dtlezitou soucasti vn&jsi lipidové dvojvrstvy. Dalsi protein, ktery byl ve velké
mife ovlivnén peroxidem vodiku a chlornanem sodnym byl 50S ribosomalni protein L35 (m/z
7290,90), podilejici se na translaci DNA, produkci tohoto proteinu podobnou mérou
ovliviioval také skoficovy aldehyd a méné intenzivné karen.

Z vysledki méfeni také vyplyva podobnost proteinovych spekter tetracyklinu a
guajakolu, tyto dv¢ latky se dle dendrogramu (Obrazek ¢. 8) v casech 90 a 120 minut
podobaly nejvice. Podobnost mezi t€émito dvéma latkami je potvrzena i tim, Ze V né€kolika
ptipadech guajakol a tetracyklin jako jediné z testovanych antibakterialnich latek podporovaly
tvorbu urcitého proteinu, nebo naopak jako jediné dvé latky tvorbu urcitych proteint
neovliviiovaly vubec. Tetracyklin spolu s guajakolem, ovliviiovaly tvorbu 50S ribosomalniho
proteinu L27 (m/z 8994.70) nebo 50S ribosomalniho proteinu L35 (m/z 7158.74). Tetracyklin
je kvili jeho nizké toxicité a Sirokému spektru aktivity Siroce pouzivanym antibiotikem.
Ovsem jeho pouziti ma znacna omezeni vzhledem k rostouci rezistenci bakterii vici této
antibakterialni latce (Speer et al., 1992). Synergie mezi tetracyklinem a guajakolem by se

proto mohlo vyuzit v boji proti rezistenci bakterii vac¢i tomuto antibiotiku, jelikoz par
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synergickych antibakteridlnich latek ma vétsi efekt na bakteridlni buiiky nez soucet ptisobeni
samostatnych antibakterialnich latek.

Guajakol je Casto pouzivanou antibakteridlni latkou. Guajakol podminoval tvorbu
mnoha odlisnych druhii proteinti s vysokymi hodnotami intenzit. Napiiklad proteinu 50S
ribozomalni protein L34 (m/z 5381.68), jehoz tvorbu ovliviioval spole¢né s tetracyklinem
nejvice ztestovanych latek. Tento protein se podili na translaci DNA. Jako jediny
Z testovanych latek guajakol indukoval tvorbu neznamého YhcN proteinu (m/z 6960,26),
ktery ovliviiuje tvorbu biofilmu a je zahrnuty ve stresové reakci bunky (Lee et al., 2010); dale
jako jediny z testovanych latek guajakol podnécoval tvorbu 23S rRNA metylazového leader
proteinu (Erythromycin resistance leader peptid, m/z 3802,46), ktery je zapojen v
mechanismu rezistence viéi antibiotikim (Tenson et al., 1996).
proteinti. Nami stanovené MIC odpovidalo 1024 mg L™, v dostupné literatufe jsou oviem
stanovené davky MIC tymolu znaéng variabilni od 200 mg L™ (Xu et al., 2008) po 3200 mgL’
! (Santurio et al., 2014). Rozdilné MIC mohou byt podmin&né riiznymi postupy pii stanoveni,
finalni vysledek ovliviiuje doba inkubace inokula a také koncentrace Tween 80, ktery slouzi
jako disperzni c¢inidlo pfi ptipravé inokula, vyssi koncentrace Tween 80 podminuje vyssi
hodnoty MIC (Gomez-Lopez et al., 2005). V nasem piipad¢ jsme pouzili radéji nizsi davku
Tween 80 (0.5 % Vv/v). V porovnani s guajakolem podnécoval tymol sice tvorbu rtiznych typi
proteinll s riiznymi vlastnostmi, ale zmény jejich exprese byly niZsi, pouze v jednom piipade,
a to u proteinu 30S ribozomalniho proteinu S19 (m/z 10301.04). Tento protein se nachazi
Vv cytosolu buiiky, konkrétné v malé ribosomalni podjednotce, podili se na translaci DNA a
ovlivituje vazbu tRNA. Tento protein je také zahrnuty v mechanismu Uc¢inku tetracyklinu,
tetracyklin se na n¢j navaze a inhibuje jeho tvorbu (Roberts, 1996; Griffin et al., 2010). U
vzorku oSetfeného tetracyklinem jeho tvorba byla indukovana nejméné ze vSech testovanych
latek. Tymol také stiedné ovliviioval tvorbu proteinu 0 m/z 7851.78, tento protein se neobjevil
Vv kontrolnim vzorku, proto je mozné, Ze je jeho produkce ovlivnéna pravé vzniklym stresem
zpiisobenym antibakteridlnimi latkami, krom¢ tymolu totiz jeho produkci v menSi mife
podminoval také karvakrol, geraniol, karvomentenol, citronellol. Funkce tohoto proteinu je
dosud neobjasnéna, ovsem Herzberg et al. (2006) ve své studii zabyvajici se tvorbou biofilmu
E. coli K12 uvadi, Zze gen kodujici tento protein se v biofilmu vytvofil po odstranéni genu
YdgG, ktery ma vliv na tvorbu biofilmu a ma pravdépodobné vliv na rezistenci bun¢k proti

antibakterialnim latkam.
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Skoticovy aldehyd podnécoval nejvice tvorbu ribosomalnich proteind, s nejveétsi
intenzitou ovliviioval tvorbu 50S ribosomalniho proteinu L29 (m/z 7274.14), tvorba tohoto
proteinu byla podminéna také karvakrolem a karvonem. Jako jediny z testovanych
antibakterialnich latek skoficovy aldehyd ovliviioval tvorbu 50S ribosomalniho proteinu L22
(m/z 12227.96), ktery je soucasti velké ribozomalni podjednotky a ma vliv na resistenci
bakterii vuéi antibiotikim (Gregory et Dahlberg, 1999). Skoficovy aldehyd podminoval
tvorbu proteinti s podobnymi m/z jako karen, jejich podobnost je patrna i z vystupu PCA
analyzy, téméf s totoznymi hodnotami intenzit podminovaly obé zminéné slozky také tvorbu
508 ribosomalniho proteinu L29 (m/z 3637,60). Nami zjiiténé MIC 256 mg 1™ skoficového
aldehydu, odpovida jiz diive zjisténym MIC (Burt et al., 2007; Du et al., 2015). Karvakrol
ovliviioval produkci proteint podobnych spekter v blizkych intenzitach jako karvon a
karvomentenol. Karvakrol spolu s karvomentenolem podnécovaly tvorbu 50S ribosomalniho
proteinu L36 1 (m/z 4365.42), podobné tomu tak bylo i u ribozomalniho proteinu o m/z
7871.08, tento protein je schopny vazat kovové ionty, konkrétné ionty zinku (Eistetter et al.,
1999). Eugenol jako jediny z antibakterialnich latek podminil tvorbu lipoproteinu vné&jsi
membrany RzoR (Prophage outer membrane lipoprotein RzoR, m/z 4586.76), tento protein je
soucasti spaninového komplexu, ktery se podili na poruSeni vnéj$i membrany bunky a lyzi
bunky béhem vyvoje viru (Young, 2014).

Necharakterizovany protein YthA (m/z 4777,60) je zastupcem stresovych proteind,
jeho tvorba byla podminéna vSemi z testovanych latek, kromé& peroxidu vodiku; Vv nejvétsi
mife byla tvorba ovlivnéna plisobenim tymolu, karvonu, geraniolu a citralu, v malé mife
produkci ovliviioval chlornan sodny. V kontrolnim vzorku se tento stresovy protein objevil
také, ovSem v mens$im mnozstvi nez u vzorkl oSetfenych vySe zminénymi antibakteridlnimi
latkami. Dal$im stresovym proteinem je necharakterizovany protein Yoal (m/z 2690,98),
tvorba tohoto proteinu byla ovlivnéna S nizkou intenzitou u guajakolu, a-pinenu a
tetracyklinu, s vétsi intenzitou se protein vytvofil v kontrolnim vzorku. Guajakol jako jediny
podnécoval tvorbu dvou Acid shock proteind (m/z 4756.80, 4726.30), tyto proteiny jsou
stresové proteiny, jsou produkovany bakterialni buiikou v reakci na kyselé prostiedi a
pomahaji bunce prezit pii extrémné nizkém pH (pH 2,0) (Heyde et Portalier, 1990). Dalsi
identifikovany stresovy protein je Acid stress chaperone HdeA protein (m/z 9740.44), ktery je
také aktivovan pii nizkém pH bunky. Vykazuje chaperonovou aktivitu tim, ze potlaci agregaci
denaturovanych periplazmatickych proteind, napomaha ve fungovani ostatnich bunécnych
chaperontl a tim pomaha buice prezit v kyselém prostiedi (Malki et al., 2008); tento protein

byl vytvofen s intenzitou vice nez 50 % u vzorkil oSetfenych eugenolem, karvakrolem,

41



skoficovym aldehydem, karvomentenolem a karvonem, produkci tohoto proteinu naopak
vibec neovlivnil tymol, chlornan sodny a peroxid vodiku. Dalsi Acid shock protein (m/z
4685,02) se objevil v nizké intenzité u vzorku oSetfeného eugenolem.

Dalo by se predpokladat, ze pokud je tvorba proteinti ovlivnéna antibakterialni latkou
ve velké mife, tak se dany protein nevyskytne V kontrolnim neoSetieném vzorku. Ovsem
v n¢kolika piipadech proteini intenzita tvorby u kontrolniho vzorku piekrocila intenzity
tvorby proteini testovanych antibakterialnich latek. V takovych ptipadech lze predpokladat,
7e tvorba proteint byla naopak potla¢ena. Takovym piikladem je 50S ribosomalni protein
L32 (m/z 6316,44), kde tvorba tohoto proteinu u kontrolniho vzorku dosahovala nejvyssi
intenzity, mén¢ pak jeho tvorba byla ovlivnéna tetracyklinem, guajakolem a a-pinenem;
100% intenzity u kontrolniho vzorku dosahovala také tvorba ribozomalniho proteinu o m/z
5381,68, jehoz tvorba byla stejnou mérou podminéna i tetracyklinem a guajakolem; jiz
zminovany 50S ribosomalni protein L33 (m/z 6255,36), jehoz tvorba byla podminéna
peroxidem vodiku, chlornanem sodnym a a-pinenem se 100% intenzitou, byl ovSem také
indukovan Vv kontrolnim vzorku s intenzitou 98 %. V kontrolnim vzorku se také nejvice
projevila tvorba ribosomalniho proteinu stacionarni faze (m/z 5096,84), tvorba tohoto
proteinu je ovlivnéna vstupem builkky do stacionarni faze, ve které jsou bakteridlni bunky
nejvice odolné vuci ptisobeni antibakterialnich latek (Cherchi et Gu, 2011). Vyssi intenzita
produkce n¢kterych proteini u neoSetfenych vzorkii mulze byt vysvétlena tim, zZe
exponencialni faze ristu builkky ma rtizné trvani a po néjakém case mohlo dojit u nékterych
vzorkli oSetfenych antibakterialni latkou k usmrceni bunky, tim padem nemohlo dojit
k produkci proteinu; nebo se naopak bakterialni buiika vyporadala s indukovanym stresem,
¢imz byla produkce proteinu zastavena, pravdépodobné proto se nékteré slozky silic pfi

del§im plisobeni na bakteridlni buiiky(90, 120 minut) podobaly spiSe kontrolnimu vzorku.
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[ Zavér

V této diplomové praci byl zkouman efekt dvanacti antibakterialnich slozek silic
(pfevazné terpen) na produkci nizkomolekularnich proteinii bakterii Escherichia coli
vytvoienych vlivem stresové reakce pomoci nastroje MALDI-TOF. Pouziti MALDI-TOF se
jevi jako ucinna a efektivni metoda v analyze nizkomolekularnich proteini. Vsechny z
dvanacti testovanych latek tvorbu proteinti ovliviiovaly riznou mérou. Z 297 nalezenych m/z
tymol, skoficovy aldehyd a karvakrol, ovSem stresové proteiny byly indukovany i dalsimi
slozkami silic, jako je napftiklad eugenol, a-pinen, karvon, karvomentenol. Hypotéza prace
byla tedy potvrzena.

V této praci byla také zjiSténa podobnost v ziskanych proteinovych profilech mezi
nékterymi pfirodnimi antibakteridlnimi latkami a komeréné uzivanymi antibakterialnimi
latkami (tetracyklin, peroxid vodiku a chlornan sodny). Vhodnd kombinace slozek silic
S komeréné pouzivanymi antibakteridlnimi latkami by mohla mit vyznam v boji proti
rezistenci bakteridlnich bun¢k viici nékterym druhtim antibakteridlnich latek, napft. antibiotik.
V potravinaistvi by tento poznatek mohl mit ptinos v problematice tvorby a rezistence
biofilmu. K potvrzeni této synergie mezi komeréné pouzivanymi antibakterialnimi latkami a

prirodnimi antibakteridlnimi latkami je ovSem za potiebi provést mnoho dalsich vyzkumi.
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9 Seznam zkratek

GPP—geranylpyrofosfat

GGDP—geranylgeranyl difosfat

HSP-heat shock protein, protein teplotniho Soku
MS—hmotnostni spektrometrie

2 D— dvojrozmérna (gelova elektroforéza)
El—elektronova ionizace

Cl—chemicka ionizace

LD-desorpce laserem

MALDI-ionizace laserem za ptitomnosti matrice
TOF—time of flight, analyzator doby letu
APl—ioniza¢ni techniky za atmosférického tlaku
ESI-ionizace elektrosperejem

APCl—chemické ionizace za atmosférického tlaku
APPI—fotoionizace za atmosférického tlaku
Fl-ionizace polem

SIMS-hmotnostni spektrometrie sekundarnich ionti
TSP—ionizace termosprejem

FAB—ionizace urychlenymi atomy

FIB—ionizace urychlenymi ionty

PD—-indukce vdzanym plazmatem
MS/MS—tandemova hmotnostni spektrometrie
HPLC—vysokoucinna kapalinova chromatografie
IR—infracervené

UV-ultrafialové
CHCA-a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
TFA—trifluoroctové kyselina
SDS—sodiumdodecyl sulfat

PBS—phosphate buffer saline, fosfatovy pufr s NaCl
NaClO—chlornan sodny

KTJ—kolonii tvofici jednotka

MIC-minimalni inhibi¢ni koncentrace

PCA—analyza hlavnich komponent
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cintonellol,
aldehyd, | karvomentenol, J karvon,

peroxid,

Ptiloha ¢.

kontrola

citral, C eugenol, D geraniol, E tymol, F karvakrol, G a-pinen,
guajakol, L karen, M tetracyklin,

skoticovy

NaClIO,

2: Seznam identifikovanych proteini v UniProtKB podle jejich m/z a
antibakterialni latka, kterd nejvice pusobila na produkci daného proteinu, tuéné oznacené
proteiny vyskytujici se nejvice v kontrolnim vzorku

m/z

UniProtKB Gen

Skupina

Oznacdeni

Nazev a popis proteinu

Antibak.latka

2589.18

P56980

repL

D

REPL1_ECOLI

Positive regulator of
RepFIC repAl
expression (repAl
leader peptide)

Peroxid

2642.46

PO7003

poxB

MC

POXB_ECOLI

Pyruvate dehydrogenase
[ubiguinone] (EC
1.2.5.1) (Pyruvate
oxidase) (POX)
[Cleaved into: Alpha-
peptide]

Guajakol

2690.98

C1P603

yoaJ

YOAJ_ECOLI

Uncharacterized protein
Yoal

Kontrolni vzorek

2770.80

Q8XA85

thrL

LPT_ECO57

thr operon leader peptid
(thr operon attenuator)

Guajakol

2835.68

POAT790

panD

PAND_ECOLI

Aspartate 1-
decarboxylase (EC
4.1.1.11) (Aspartate
alpha-decarboxylase)
[Cleaved into: Aspartate
1-decarboxylase beta
chain; Aspartate 1-
decarboxylase alpha
chain]

Skoficovy
aldehyd

2997.98

A5A618

ynhF

YNHF_ECOLI

Uncharacterized protein
YnhF

Tymol

3021.56

A5A624

dinQ

DINQ_ECOLI

Uncharacterized protein
DinQ

Skoficovy
aldehyd

3205.74

P03061

ivbL

LPIV_ECOLI

ilv operon leader peptid
(ilvBN operon
attenuator peptid)

Tymol

3221.74

A5A627

tisB

M

TISB_ECOLI

Small toxic protein TisB
(LexA-regulated protein
TisB)

NaCIO

3235.60

A5A617

ydgU

M

YDGU_ECOLI

Uncharacterized protein
YdgU

Guajakol

3433.60

P52134

ypjK

YPJK_ECOLI

Uncharacterized protein
YpjK

Tymol

3509.84

A5A616

yneM

M

YNEM_ECOLI

Uncharacterized protein
YneM

Karvomentenol

3637.60a

A7ZSK1

rpmC

R

RL29 ECO24 50S ribosomal protein

L29

Karvon
Karvakrol
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3802.46 P10739 ermC A LPRM_ECOLX 23S rRNA methylase
leader peptide
(Erythromycin Guajakol
resistance leader
peptide)
3917.96 Q6BF25 ldrD M LDRD_ECOLI Small toxic polypeptide .
LdrD Geraniol
4115.20 Q2EES1  yniD M YNID_ECOLI Uncharacterized protein .
YniD Guajakol
4365.42 B1X6F1 rpmJl R RL361_ECODH 50S ribosomal protein Tymol
L36 1 Karvakrol
Karvomentenol
4586.76 P58042 rzorR M RZOR_ECOLI Prophage outer
membrane lipoprotein
RzoR (o0-spanin) (Outer
membrane lipoprotein
Rz1 from lambdoid Eugenol
prophage Rac) (Spanin
from lambdoid
prophage Rac, outer
membrane subunit)
4685.02 B6IB31 asr ASR_ECOSE  Acid shock protein Eugenol
4726.30 B7M9V0 asr ASR_ECO45  Acid shock protein Guajakol
4756.80 P36560 asr ASR_ECOLI Acid shock protein Guajakol
4777.60 A8BDYQl  ythA M YTHA _ECOLI Uncharacterized protein  Tymol
YthA Karvon
Geraniol
4858.34 P64567 yqoB C YQGB_ECOLI Uncharacterized protein
YqgB Tymol
5096.84a P68191 sra RC SRA _ECOLI  Stationary-phase-
induced ribosome- Kontrolni
associated protein vzorek
(Protein D) (SRA) (30S
ribosomal protein S22)
5213.14 P64508 yobF S YOBF_ECOLI Protein YobF Tetracyklin
5381.68a B1X9T1  rpmH R RL34 ECODH 50S ribosomal protein Kontrolni
L34 vzorek
5473.64 P14504 ydfA YP54 ECOLX  Uncharacterized 5.4 kDa
protein in replication Peroxid
origin region (ORF2)
5523.20 B7MBN2 mgrB MGRB_ECO45  PhoP/PhoQ regulator )
MgrB Tetracyklin
5553.46 P64512 mgrB MGRB_ECOLI FJI;rPB/Pth regulator Tetracyklin
5592.62 Q8XBW9 hokE HOKE_ECO57  Protein HokE Skoficovy
aldehyd
5792.06 POACWS8 ydfA YDFA_ECOLI Uncharacterized protein N
YAfA aClo
5895.50 P64442 yceO YCEO_ECOLI Uncharacterized protein .
Tetracyklin

YceO
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6104.42 POACW2  ydbJ YDBJ_ECOLI Uncharacterized protein
vdbJ Tymol

6255.36a POA7N9  rpmG RC RL33 ECOLI 50S ribosomal protein Kontrolni
L33 (Large ribosomal vz(:)relg
subunit protein bL.33)

6316.44 POA7N4  rpmF RC RL32_ECOLI 50S ribosomal protein Kontrolni vz.
L32 (Large ribosomal Tetraciklin
subunit protein bL32) Guajakol

6411.04  POAG51 rpmD R RL30_ECOLI 50S ribosomal protein
L30 (Large ribosomal Tymol
subunit protein uL.30)

6444.58 B1X929  rpmF R RL32 ECODH  50S ribosomal protein NaCl
L32 aclo

6504.60 POAFW?2 rmf C RMF_ECOLI Ribosome modulation
factor (RMF) Karen
(Hibernation factor Karvakrol
RMF) (Protein E)

6532.04 POAB40  bhsA M BHSA_ECOLI Multiple stress resistance
protein BhsA (Copper- Guajakol
induced outer membrane
component)

6553.22 P64646 ghoT M GHOT_ECOLI  Toxin GhoT Peroxid

6851.64 B1X8M1 ycaR YCAR_ECODH  UPFO0434 protein YcaR  Peroxid

6960.26 P64614 yhcN S YHCN_ECOLI Uncharacterized protein .

Guajakol
YhcN
7158.74 POA7Q1 rpml R RL35 ECOLI  50S ribosomal protein L35
(Large ribosomal subunit Guajakol
protein bL35) (Ribosomal Tetracyklin
protein A)
7206.48 P64619 yhdU M YHDU_ECOLI  Inner membrane protein I
YhdU NaCIlO
7274.14a B1X6G4 rpmC R RL29 ECODH  50S ribosomal protein L29 Skoticovy
aldehyd
Karvakrol
Karvon

7290.90 B1XG24  rpml R RL35 ECODH  50S ribosomal protein L35 Skoficovy

aldehyd

7306.22 P65298 yghH M YQHH_ECOLI  Uncharacterized lipoprotein .

YghH Peroxid

7459.84 P64545 yfgG M YFGG_ECOLI  Uncharacterized protein YfgG Tetracyklin

7468.88  POAAS9  ybdD YBDD_ECOLI  Uncharacterized protein .

vbdD Citral

7480.52 Q59385 COpA M COPA_ECOLI  Copper-exporting P-type

ATPase (EC 3.6.3.54)
(Copper-exporting P-type
Peroxid

ATPase A) (Cu(+)-exporting

ATPase)
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7690.78 Q52279 kleB D KLEB1_ECOLX Protein KleB (KcrA2 protein)  Peroxid
7851.78 P75688  b0309 Y309 ECOLI  Putative uncharacterised

protein b0309 Tymol
7871.08 B1XBA2 rpmE R RL31 ECODH  50S ribosomal protein L31 Karvoment
enol
Karvakrol
8119.38 P69222 infA C IF1_ECOLI Translation initiation factor Skoficovy
IF-1 aldehyd
8369.42 P68679 rpsU RC RS21_ECOLI  30S ribosomal protein S21 .
. . Guajakol
(Small ribosomal subunit Tetracvklin
protein bS21) y
8417.68 P64467 cnu D CNU_ECOLI  OriC-binding nucleoid-
associated protein (H-
NS/StpA-binding protein 2)  pgroxid
(Transcription modulator
YdgT)
8484.18 B7MCX0 yheU YHEU_ECO45 UPF0270 protein YheU NaClO
8876.32 POA7TM2 rpmB RC RL28 ECOLI  50S ribosomal protein L28
(Large ribosomal subunit Tymol
protein bL28)
8943.24 POAEG3 chaB D CHAB_ECOLI Putative cation transport .
Peroxid
regulator ChaB
8994.70 POA7L8  rpmA R RL27 ECOLI  50S ribosomal protein L27
(Large ribosomal subunit Tymol
protein bL27)
9026.32 P32696 pspG M PSPG_ECOLI  Phage shock protein G NaClO
9064.40 POAET2  hdeB M HDEB_ECOLI  Acid stress chaperone HdeB |
(10K-L protein) Eugeno
9191.88 B1XBT1  rpsP R RS16 ECODH  30S ribosomal protein S16 Tymol
9208.20 P76544 yffM YFFM_ECOLI  Uncharacterized protein YffM
Peroxid
9227.14  POACF4  hupB C DBHB_ECOLI  DNA-binding protein HU-
beta (HU-1) (NS1) Tymol
924280 Q1R1V4  yubK YUBK_ECOUT Uncharacterized protein |
YubK NaCIlO
9270.74 P08365 chpS D CHPS_ECOLI  Antitoxin ChpS Karen
Karvon
9537.34  POACF0O hupA MC DBHA_ECOLI  DNA-binding protein HU-
Tymol
alpha (HU-2) (NS2) Karvakrol
9554.84 POATU7 rpsT RC RS20 _ECOLI  30S ribosomal protein S20 Karen
(Small ribosomal subunit Karvoment
protein bS20) enol
Citral
Citronellol
Eugenol
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9602.80 P13959  repA2 D COPB1_ECOLI Replication regulatory protein
RepA2 (Protein CopB) NaClO
9740.44 POAES9  hdeA MC HDEA_ECOLI  Acid stress chaperone HdeA  Karvakrol
(10K-S protein) Eugenol
993550 B1XEX1 iraP C IRAP_ECODH  Anti-adapter protein IraP Karen
9997.52 P04482 imm S IMM2_ECOLX  Colicin-E2 immunity protein
(ImmE2) (Microcin-E2 Karvakrol
immunity protein)
10139.02 POADZ4  rpsO RC RS15 ECOLI  30S ribosomal protein S15
(Small ribosomal subunit Tymol
protein uS15)
10301.04a POA7U3 rpsS RC RS19 ECOLI  30S ribosomal protein S19 Tymol
(Small ribosomal subunit Karvoment
protein uS19) enol
10446.02  B7UI00  yggU YGGU_ECO27 UPF0235 protein YggU Geraniol
10470.22 P39274 yjdJ YJDJ ECOLI  Uncharacterized protein YjdJ Geraniol
10650.96 B1X852 ihfB D IHFB_ECODH Integration host factor subunit Tvmol
beta (IHF-beta) y
10695.38  B1X883 rplY R RL25 ECODH  50S ribosomal protein L25 Skoticovy
aldehyd
10743.00 B1IPV6 tusB C TUSB_ECOLC Protein TusB (tRNA 2-
thiouridine synthesizing Peroxid
protein B)
11036.66  POA9V5  yiaG D YIAG_ECOLI  Uncharacterized HTH-type
transcriptional regulator YiaG =~ Tymol
11200.62 QOTCE3  rplwW R RL23_ECOL5  50S ribosomal protein L23 Tymol
11226.64  POCO77 relg RELE_ECOLI  mRNA interferase toxin RelE
(EC3.1.-.-) Peroxid
(Endoribonuclease RelE)
(Toxin RelE)
11451.6 POAG59 rpsN R RS14 ECOLI  30S ribosomal protein S14
(Small ribosomal subunit Karen
protein uS14) Guajakol
11532.18 POADU2  ygiN C YGIN_ECOLI  Probable quinol
monooxygenase YgiN Peroxid
(QuMo) (EC 1.-.-.-)
11701.66  POCK94 eltB S ELBH_ECOLX Heat-labile enterotoxin B
chain (LT-B, human) (LTH-  Tetracyklin
B)
12171.26 Q46835  yghG M YGHG_ECOLI  Uncharacterized lipoprotein
YghG Tymol
12213.04 Al1AHX3 cyaY CYAY_ECOK1 Protein CyaY K
arvon
12227.96 P61175 rplVv RC RL22 ECOLI  50S ribosomal protein L22 o
(Large ribosomal subunit Skoficovy
aldehyd

protein uL22)
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12656.06 POAD50  yfiA YFIA_ECOL6 Ribosome-associated factor Y
(pY) (Ribosome associated Guajakol
inhibitor A)
12775.12 POA8BM6  yeeX C YEEX_ECOLI  UPF0265 protein YeeX Tymol
12971.22  POA7S9 rpsM RC RS13 ECOLI  30S ribosomal protein S13
(Small ribosomal subunit Tymol

protein uS13)
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