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1 UVOD

V soucasné dobé¢ je v problematice identifikace sekretovanych proteint z bakterii
vyvijeno velké Usili. Studium sekrece proteinli z bakterii je dilezité nejen kvili
bakteridlni virulenci, ale mize pfinést i dal$i zajimavé poznatky pro klinické odvétvi
naptiklad pii studiu tzv. bakteriocinli. Jednd se o bakterialni proteiny, které plisobi na
receptory jinych bakterii, coz ma za nasledek jejich smrt.

Tato bakaldiska prace se zabyva proteomickou charakterizaci sekretovanych
proteind  z gramnegativnich bakterii rodu Pseudomonas. Identifikace sekretovanych
proteint byla provadéna u dvou vybranych zastupcu z tohoto rodu, konkrétné se jednalo
0 Pseudomonas prosekii 2673 a Pseudomonas sp. 2433. Jde o bakterie ty¢inkovitého
tvaru, které jsou aerobni a netvoii spory. Tyto kmeny se vyskytuji voln¢ v ptirod¢. Jejich
studium by mohlo pfinést zajimavé poznatky z hlediska identifikace sekretovanych
proteint, mezi nimiZz se mohou vyskytovat i tzv. pyociny. To jsou bakteriociny, které

mohou predstavovat nové potencialni antimikrobidlni latky.
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2 CILE PRACE

Vypracovat reSerSi na téma proteinové sekrece a proteomické analyzy
sekretovanych proteintl se zaméfenim na studie u bakterii.

Osvojit si zdkladni metody pro proteomickou analyzu komplexnich proteinovych
smési (extrakce proteinii a jejich enzymatické Sté€peni, frakcionace a CiSténi
peptid, MS analyza, zpracovani a vyhodnoceni ziskanych dat).

Sestavit protokol pro proteomickou analyzu sekretovanych proteina bakterialniho
puvodu.

Aplikovat vyvinutou metodiku na proteiny sekretované gramnegativnimi

bakteriemi rodu Pseudomonas a diskutovat ziskané vysledky.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Sekrece
Sekrece je proces, pfi kterém dochézi k fizenému vylucovani latek, tzv. sekrett,

dulezitych pro spravnou funkci daného organismu. Tim se li$i od exkrece, pii které
dochazi k vymésSovani odpadnich nebo Skodlivych latek. Z chemického hlediska jsou
nejcastéji bunkami sekretovany glykolipidy, polysacharidy, aromaty nebo proteiny
(napfiklad hormony, enzymy atd.). Na sekreci proteind a jeji detaily pak bude zaméfen
cely nasledujici text.

Nejbéznéjsim sekrecnim mechanismem je exocytdza. Pii exocytdze se tvoii tzv.
transportni vacky (vezikuly), které obsahuji sekret. Vezikuly poté putuji k sekre¢nimu
polu buiky, kde se jejich membrana spoji s buné¢nou membranou a nasledovné dojde

k uvolnéni sekretu do mezibunééného prostoru burky.
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Obrazek ¢. 1: Exocytoza (pievzato z: http://www.oskole.sk/?idca=7&clanok=17682)

Z hlediska exocytozy lze u eukaryotickych organismu rozlisit dva zékladni typy
sekrece. Prvnim typem je tzv. sekrece konstitutivni, pfi niz bunky za kazdych okolnosti
v takika konstantnim mnozstvi uvoliiuji proteiny, jako jsou slozky mezibunééné hmoty
(kolagen, fibronektin atd.) nebo krevni plazmy (proteiny krevniho séra-albumin atd.).
Dalsim typem je tzv. regulovand sekrece, pii niz se proteiny skladuji a koncentruji
ve vaccich a uvoliluji se z bunky az na zdklad¢ specifického podnétu. Timto typem
sekrece jsou uvolfiovany zejména hormony, travici enzymy apod. V piipadé

prokaryotickych organismi, a to zejména pro gramnegativni bakterie, hraje dilezitou

12



ulohu vezikularni exocytéza. Cely mechanismus spociva v odSkrceni periplazmy
Vv podob¢ bakterialniho vezikulu vn&jSi membrany pro translokaci mikrobialnich
biochemickych signalti do eukaryotickych hostitelskych bunék (Yashroy 1993) nebo
jinych blizkych mikrobt (Kadurugamuw a Beveridge 1996).

Exocytéza je vSak pouze terminalnim krokem celé sekrece. Podrobnégji budou

detaily sekre¢nich drah bakterii popsany v nasledujicich kapitolach.

3.1.1 Sekrece proteint u eukaryot
Eukaryotické organismy jsou na rozdil od prokaryotickych organismli vyvojové

organel, které prokaryotické organismy postradaji, ale také v samotné sekreci proteint,
ktera je pfedmétem této prace. V eukaryotickych bunikach probiha syntéza proteind (tzv.
proteosyntéza) bud’ na ribozomech lokalizovanych v cytosolu, anebo mize byt
realizovana na ribozomech, které¢ se vyskytuji na povrchu drsného Endoplazmatického
retikula.

Proteiny syntetizované na ribozomech v cytosolu jsou posilany do bunéc¢nych
organel, jako jsou mitochondrie, peroxizomy, chloroplasty a vnitiek jadra. Naproti tomu
proteiny syntetizované na povrchu drsného Endoplazmatického retikula jsou
prostiednictvim vezikul transportovany do Golgiho aparatu a nasledné¢ do jinych
bunéénych organel (lysozomy, endozoémy a do jaderné membrany), anebo jsou
sekretovany ven z buiniky. Do pfislusSnych mist v bunice jsou proteiny transportovany
podle specifickych ,,adresnich §titka* (targeting), kterymi jsou u proteini Casti jejich
aminokyselinové sekvence.

Sekrece proteint eukaryotickych organismi je realizovana pomoci sekrecni drahy
probihajici ptes drsné Endoplazmatické retikulum a Golgiho aparat. Cely proces sekrece
spoCiva v syntéze proteinti na volnych ribozomech, jeZ nesou signalni sekvenci (N-
terminalni sekvenci), ktera rozpoznava tzv. SRP ¢astici (signal recognition particle). SRP
Castice je lokalizovana v cytosolu a jejim hlavnim ukolem je navazat se na Signalni
sekvenci proteinu. Pomoci této ¢astice je protein rozpoznavan SRP receptorem, ktery se
vyskytuje na membrané drsného ER. Touto vazbou se syntéza proteini docasné zastavi
a cely translaéni komplex se pfesune na membranu drsného ER. Po pfisednuti ribozomu

na membranu dojde k odpojeni SRP receptoru a opét je spuSténa syntéza proteint.
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Vznikajici polypeptid putuje skrze translokacni kanal, ktery je tvofeny proteinem Sec61

do lumenu ER (Zimmermann a kol. 2011).

%& Q uvolné ni proteind do mimobunééného prostoru
— - g —e _— - cytoplazmaticka membrana
t f
reguiovana selvece (&) Q \ konstit utivn i sekrece
t t
sekreéni vadek ' % ) 'Q \ transportni vadek

h 1 t

» £

Golgho aparat

transport proteind ve vaécich
ocbalenych membranou

proteiny uréené k sekseci
drsné endoplazmatické retikulum
protein béhem své syntézy

vstupuje do vnitiniho prostoru
retikula

ribozomy

- mRNA

mRNA se do proteinu pfepisuje na ribozomech
navazanych na endoplazmatické retikulum

Obrazek ¢. 2: Schéma sekrecni drahy eukaryotickych organismt (pfevzato z: http://ziva.avcr.cz/2013-

2/proteinova-sekrece-bunek-savcu-aneb-jak-si-bunky-povidaji-a-jak-jim-naslouchat.html)

V lumenu ER jsou proteiny upraveny tak, aby ziskaly spravnou strukturu a funkci.
Témito upravami jsou mysleny tzv. posttranslaéni modifikace, které dodavaji proteinim
nové vlastnosti, stabilizuji jejich konformaci a pomahaji regulovat jejich funkci. Mezi
tyto modifikace patii fosforylace, glykosylace, acetylace, methylace a dal§i. Spravné
sloZzené proteiny jsou transportovany prostfednictvim vacku, které vznikaji odskrcovanim
membrany endoplazmatického retikula. Vacky jsou transportovany do cis Golgiho
aparatu, ktery navazuje na Endoplazmatické retikulum. Naopak Spatné slozené proteiny
jsou degradovany pomoci degradacni drahy asociované s endoplazmatickym retikulem
(ERAD-endoplasmic reticulum associated degradation). Jejim tkolem je rozeznat tyto
proteiny a transportovat je z ER retrotranslokonem do cytoplasmy, kde dochazi k jejich
ubikvitinaci a degradaci v 26S proteazomu (Brodsky 2007; Mancini, Aebi
a Helenius 2003). V Golgiho aparatu dochazi k syntéze polysacharidi a také zde
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pokracuje syntéza glykolypidu, kterd byla zapocata uz v ER. Pfedevs§im zde ale dochazi
ke koncentraci produktt, které pochazi z ER do tzv. vysoce koncentrovanych sekre¢nich
granul (Langmeier a kol. 2009). Vysledkem uprav v Golgiho aparatu jsou sekre¢ni
granula obsahujici hotové funk¢ni proteiny. Finalni proteiny jsou sekretovany z granul do

mezibunécného prostoru buiikky pomoci exocytozy, jak jiz bylo zminéno vyse.

3.1.2 Sekrece proteint u bakterii
Bakterie patii do skupiny prokaryotickych organismt, které jsou evolucné starsi

a jednodus$si. Na rozdil od eukaryotickych organismli se vyznacuji mens$i velikosti.
Postradaji bunééné jadro, namisto toho maji kruhovou molekulu DNA, ktera neni
oddélena od okolni cytoplazmy membranou. Dale také postradaji bunécné organely, jako
je naptiklad Endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, mitochondrie, plastidy a jiné.
Proteosyntéza u nich probiha pouze v cytoplazmé na volnych ribozomech, které maji
jednodussi stavbu Ve srovnani s organismy eukaryotického puvodu.

Stejné jako nékteré eukaryotické organismy maji i bakterie buné¢nou sténu, ta se
ale ve svém slozeni vyrazné 1isi. Z hlediska jeji struktury rozliSujeme dvé zakladni
skupiny bakterii: grampozitivni a gramnegativni. Bunécna sténa grampozitivnich bakterii
ma velmi jednoduchou stavbu. Je tvotena silnou vrstvou peptidoglykanu (mureinu), ktery
se sklada ze dvou typti monomernich aminosacharidovych jednotek: kyseliny N-
acetylmuramové a N-acetylglukosaminu. Tyto jednotky tvofi linearni polysacharidové
fetézce (vlakna) spojena pomoci PB-(1,4)-glykosidické vazby. Vrstva peptidoglykanu je
navic prostoupena kyselinou teichoovou, ktera umoznuje peptidoglykanovym vazbam
vertikalni spojeni a tim 1 vytvafi trojrozmérnou sit. Vnitini vrstva bunécné stény je
tvofena dvouvrstvou fosfolipidli se zabudovanymi membranovymi proteiny. Vné&j$i
membranu  grampozitivni  bakterie  postradaji. Oproti tomu buné¢nd sténa
gramnegativnich bakterii se sklada z vnitini membrany slozené z dvouvrstvy fosfolipida
a membranovych proteinti. Dale je tvofena tenkou vrstvou peptidoglykanu a predevsim
také obsahuje wvn&jsi membranu, ktera se K peptidoglykanim vaze prostfednictvim
lipoproteini. Vn&j$i membrana je pak opét tvofena dvouvrstvou fosfolipidi se
zabudovanymi membranovymi proteiny (tzv. poriny). Na zevni stran¢ této membrany se
dale nachazi lipopolysacharidy, které poskytuji témto bakteriim ochranu proti chemickym
latkam a lytickym G¢inktim nékterych latek (Bednar a kol. 1996; Votava a Broukal 2007)
(Obr. 3).
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Obrazek ¢. 3: Porovnani bunééné stény (a) gramnegativnich a (b) grampozitivnich bakterii (pfevzato
z: Brown a kol. 2015)

Na rozdilné stavbé bakterialni bunécné stény je zalozeno jedno ze zakladnich
barveni pouzivanych v mikrobiologii, které objevil Hans Christian Gram, tzv. Gramovo
barveni. Toto barveni se provadi pomoci roztoku jako je krystalova violet' a Lugoliv
roztok (obsahuje jod) s nasledovnym promytim prostfednictvim ethanolu nebo acetonu.
Grampozitivni bakterie maji, jak uz bylo zminéno vySe, ve sténé tlustou vrstvu
peptidoglykanu, ktery brani vymyti vzniklého modrého komplexu (tvoteného krystalovou
violeti a jodem) z bunky acetonem. Naproti tomu maji gramnegativni bakterie pouze
tenkou vrstvu peptidoglykanu, acetonem se tedy odbarvi. Poté se jesté bunécna sténa
dobarvi safraninem, jenZ zplsobi u gramnegativnich bakterii typické Cervené zbarveni
(Gram 1884).
vyvinuly se u nich mechanismy umoznujici adhezi, poSkozeni hostitelské tkané,
proniknuti do hostitelského organismu, patogenitu a jejich pieziti. Jednim z téchto
mechanismi je produkce Siroké Skaly vysoce specializovanych makromolekularnich
efektort, které¢ zahrnuji naptiklad proteiny a DNA. Sekretované proteiny jsou pak jednim
Z hlavnich faktorti bakterialni virulence. Z tohoto divodu se nedavné studie zaméftily
na vyzkum sekre¢niho systému bakterii (Green a Mecsas 2016). Tento vyzkum mize
dopomoci k vyvoji novych antimikrobialnich latek a muze také minimalizovat vznik

lékové rezistence.
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V zavislosti na vylucovacim systému bakterii mohou sekretované proteiny zustat
spojené s vnéjsi membranou bakterii, dale mohou byt uvoliiovany do extracelularniho

prostoru, anebo mohou byt sekretovany do cilové bunky (Costa a kol. 2015).

3.1.3 Sekrecni systémy u grampozitivnich bakterii
Vzhledem k tomu, Ze se grampozitivni bakterie li$i svou stavbou bunécné stény

od gramnegativnich, lze oc¢ekavat i rozdilnou cestu sekrece proteini. V ptipadé
grampozitivnich bakterii je pro dopravu proteinii pfes cytoplazmatickou membranu
do extracelularniho prostoru vyuzito zejména sekre¢nich drah Sec (Secretory translocase,
sekreCni translokaza) a Tat (Twin-arginine targeting, translokaza transportujici proteiny
s motivem zdvojeného argininu) (Costa a kol. 2015; Ball a kol. 2016).

Sekre¢ni draha Sec predstavuje jeden z nejstarSich mechanismti pro export
proteini, ktery se vyskytuje ve vSech tfidach bakterii. Pfemist'uje pfedevSim proteiny,
které zatim nebyly poskladany. Tento transportni systém se sklada ze tii Casti. Ze slozky
rozpoznavajici sekretovany protein (SecB), dale z motorového proteinu (SecA) a z kanalu
integrovaného v membrané (SecYEG-translokaza). Navic nékteré grampozitivni bakterie
také produkuji tzv. Sec dopliujici proteiny, které maji dulezitou ulohu pfi sekreci
specifickych proteinti. Touto cestou jsou sekretovany proteiny, které podporuji virulenci
bakterialnich patogenti (tato draha je pfitomna napif. u bakterii rodu Staphylococcus
aureus a Listeria monocytogenes) (Green a Mecsas 2016; Lenz a kol. 2003).

Export zprostiedkovany Sec dréhou je zdvisly na hydrofobni signalni sekvenci
na N-konci sekretovaného proteinu, ktera je obvykle dlouha 20 aminokyselin a obsahuje
tf1 oblasti: pozitivn€ nabity amino-konec, hydrofobni jadro a polarni karboxylovy konec.
Proteiny, které jsou prostiednictvim Sec drahy sekretovany do periplazmy nebo ven
z buniky, obsahuji signalni sekvenci specifickou pro SecB protein, zatimco proteiny
ur¢ené k setrvani ve vnitini membrané obsahuji signalni sekvenci pro SRP ¢astici (signal
recognition particle).

SecB proteiny rozpoznavaji specifické signalni sekvence a zaroven slouzi jako
chaperony branici ve sloZeni proteinil. SecB protein nasledovné predéa své substraty SecA
proteinu, ktery je navazany na SecYEG proteinovy kanal, a za dodani energie ve formé
ATP je protein translokovan. U proteintl, jenz jsou transportovany do periplazmy, je
zprostiedkovan dalsi transport pies vnéjs§i membranu pomoci systému T2SS (Type Il

secretion system), anebo T5SS (Type V secretion system) (Green a Mecsas 2016).
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SecYEG SecYEG

Obrazek ¢. 4: Transport sekretovanych proteinti Sec drahou prostfednictvim SecB proteinu (pfevzato
z: Green a Mecsas 2016)

Proteiny, které setrvavaji ve vnitini membran¢, jsou transportovany SRP drahou.
Tyto transmembranové proteiny obsahuji hydrofobni domény, které jsou obecné méné
stabilni. Z tohoto divodu SRP drdha vyuzivd mechanismus kotransla¢niho exportu. SRP
Castice se vaze na cilové proteiny jiz béhem translace pii opousténi ribozomu
a nasledovné se spoji s FtsY proteinem. Vznika tak proteinovy komplex, jenz se pak vaze

na SecYEG proteinovy kanal, ktery umozni ptechod proteinu do cytoplazmy.

N
Cytoplasm Iﬁ =
Periplasm
SecYEG SecYEG SecYEG
Obrazek ¢. 5: Transport sekretovanych proteinti Sec drahou prostfednictvim SRP ¢éstice (pievzato z: Green
a Mecsas 2016)

U sekreéni drahy Sec nékterych bakterii jako je Bacillus subtilis s Mycobacterium
tuberculosis, byly objeveny tzv. homology SecAl a SecA2. Funkce homologu SecAl je

nezbytnd pro transport VEétSiny sekretovanych proteinti. Naproti tomu SecA2 prendsi
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mensi podskupinu substratu a zaroven je zapojen do virulence. Mechanismus této drahy
vSak jesté€ neni zcela objasnén (Green a Mecsas 2016; Feltcher a Braunstein 2012).

Sekre¢ni draha Tat oproti Sec draze vylu€uje vyhradné slozené proteiny. Tento
systém ve velké mife pfevazuje, protoze ne vSechny proteiny mohou byt vyluCovany
Vv jejich neslozeném stavu. Tat systém je slozen ze tii podjednotek: TatA, TatB, TatC.
U grampozitivnich bakterii jsou podjednotky TatA a TatB spojeny Vv jeden multifunkéni
protein. Tat signalni sekvence obsahuje jeden par arginini na N-konci sloZeného
proteinu.

Mechanismus této sekre¢ni drahy spociva v tom, ze podjednotky TatB a TatC
vazou signalni peptid vylu¢ovanych proteint a nasledovné se spoji s podjednotkou TatA,
kterd tvofi s membranou spfazeny kanal. Zatimco U grampozitivnich bakterii je vétSina
proteinti sekretovana touto cestou do extraceluldrniho prostoru, u gramnegativnich
bakterii (u kterych se tento sekre¢ni systém vyskytuje také) mohou sekretované proteiny
bud’ zdstat v periplazmé, nebo jsou transportovany ven zbunky prostiednictvim
sekre¢niho systému II, viz nize (Green a Mecsas 2016). Pro vétSinu bakterii je tato cesta
dulezitd pro spravnou fyziologii a piezivani, nékteré patogenni bakterie, jako je
Pseudomonas aeruginosa (Ochsner a kol. 2002), Yersinia pseudotuberculosis (Lavander
a kol. 2006) a Escherichia coli (Pradel a kol. 2003), vyzaduji funkéni Tat drahu pro

virulenci v infekci zvifat (Green a Mecsas 2016).

X TatB
TatB

TatC
Cytoplasm - TatC

Periplasm

¥

Obrazek ¢. 6: Transport sekretovanych proteint realizovany Tat drahou (pievzato z: Green a Mecsas 2016)

Dale byl u grampozitivnich bakterii popsan sekre¢ni systém T7SS (Type VII
secretion system). Ten byl konkrétné objeven u bakterii Mycobakterium

a Corynebakterie. Tyto bakterie jsou charakteristické silnou lipidovou buné¢nou sténou
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(mykomembrana), ktera se nachazi na jejich vnéjsim povrchu. Slouzi jako u¢inna bariéra
chranici pted vlivy okolniho prostfedi a také chrani bakterie pfed antimikrobialnimi
1é¢ivy. | kdyzZ se jedna o pomérné nedavno objeveny sekre¢ni systém, doposud neni znam
jeho piesny mechanismus, jakym transportuje proteiny skrz mykomembranu (Green
a Mecsas 2016; Costa a kol. 2016).

3.1.4 Sekrecni systém u gramnegativnich bakterii
Mnoho gramnegativnich bakterii vylucuje prostfednictvim sekre¢niho systému

virulentni proteiny bud’ ven z buiiky, ale v n¢kterych ptipadech mohou byt také virulentni
proteiny vylucovany piimo do cytoplazmy eukaryotické nebo prokaryotické cilové
bunky.

U gramnegativnich bakterii je pozoruhodna sekrece extracelularnich proteind,
jelikoz musi pii sekreci prochdzet dvéma fosfolipidovymi membranami. Neékteré
sekretované proteiny gramnegativnich bakterii prochazeji skrz bakteridlni membrany
ve dvou oddélenych krocich. Nejprve jsou dodavany do periplazmatického prostoru
sekre¢nimi drahami Sec nebo Tat, tak jak bylo popsano vySe. Poté jsou transportovany
pfes vnéj$i membranu sekundarnimi transportnimi systémy. Tento proces se nazyva Sec
nebo Tat dependentni sekrece proteinti. V dal$im piipad€ jsou proteiny pfenaseny pomoci
transmembranovych kandli v procesu znamém jako Sec nebo Tat independentni sekrece
proteind.

Sekreci proteinii U gramnegativnich bakterii Ize rozd¢€lit na systémy sahajici
pfes dvé membrany (I, II, III, VI) a dale na systémy sahajici pfes jednu membranu (V,
chaperone-usher, Curli) (Costa a kol. 2016).

Sekre¢ni systém typu I (Type | secretion system, T1SS) se vyskytuje u mnoha
gramnegativnich bakterii, kde jsou jeho substraty transportovany v jednokrokovém
procesu pres vnitini i vn€jsi bakterialni membranu. Zakladem sekrecniho systému I jsou
tzv. ATP vazajici transportéry, které se vyskytuji ve vnitini membrané a spadaji do tzv.
,»ATP-binding cassette” (ABC) superrodiny. ABC proteiny jsou vysoce konzervované
a zajistuji transmembranovy transport Siroké Skaly substratd jak u organismi
prokaryotickych, tak eukaryotickych. Tyto proteiny jsou sloZeny ze dvou integralnich
membranovych kanali a dvou cytoplazmatickych domén, jez hydrolyzuji ATP a tim
cerpaji energii pro aktivni transport substratu. TISS ABC transportéry lze rozdélit do tii

skupin na zékladé sekvence jejich N-konce. Prvni tfida ABC transportérii obsahuje C39
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peptidazovou doménu (peptidase domain-CD), které rozpoznavaji a §tépi N-konce
substrat. Pfikladem substratu TISS ABC transportéru s C39 peptidazovou doménou je
kolicin u E. coli (Wu a kol. 2004).

Druha tfida ABC transportérii obsahuje obdobnou sekvenci jako prvni tfida.
Jedna se o sekvenci C39 like peptidazovou doménu (like peptidase domain-CLD),
ta ovSem postrada proteolytickou aktivitu. Substraty ABC transportéri, které maji CLD,
obecné obsahuji RTX (repeat in toxin) motiv a jsou mnohem vétsi nez ty, které jsou
sekretovany prvni tiidou ABC transportéri. Je zajimavé, ze RTX motiv vaze véapnik
na extracelularni, ale ne na intracelularni Grovni. Vzhledem k tomu, zZe navazani vapniku
podporuje ustaveni trojrozmérné struktury téchto proteind, jsou tyto velké substraty
schopné zlstat neslozené uvniti bunky.

Tteti tiida ABC transportéri postrada dalsi sekvence na své N-koncové casti.
Jejich substraty mohou, ale nemusi, obsahovat RTX motiv, jenZ je mensi nez u CLD
a obsahuje také sekrecni signaly na svém C-konci.

Vsechny ABC proteinové transportéry jsou dale propojeny s dvéma piidavnymi
proteiny. Jedné se o fuzni protein (membrane fusion protein, MFP), ktery prochézi skrz
vnitini membranu a dale o faktor vnéjSi membrany (outer membranhe factor, OMFs).
Tyto specializované proteiny spole¢né umoznuji piekonat periplazmaticky prostor
avn&j§i membranu bakteridlni bunky v jednom kroku. T1SS substraty piispivaji
k virulenci u riznych bakteridlnich patogend a patfi mezi n¢ napiiklad alkalicka
fosfataza, ktera je sekretovana bakterii Pseudomonas aeruginosa (van Delden 2004).

Sekre¢ni systém typu II (Type II secretion system, T2SS) se nachazi u vétSiny
gramnegativnich  bakterii a jeho funkci je transport sloZzenych proteind
Z periplazmatického prostoru do extraceluldrniho prostfedi. JelikoZz se tento systém
vyskytuje pouze na vné&jSi stran¢ vnéjSi membrany, musi byt nejdiive sekretované
proteiny transportovany do periplazmy pomoci drdhy Sec nebo Tat. T2SS systém
predstavuje slozity komplex skladajici se z vice jak 15 proteind, které 1ze rozdélit do Ctyt
podskupin: vngjsi membranovy komplex, vnitini membranovy komplex, tzv. pseudopilus
a sekrecni ATPaza. Jak jiz nazev napovidd, vnéj$i membranovy komplex se nachazi
na vné¢jSi membrané, kde slouzi jako kanal, pfes ktery jsou translokovany slozené
periplazmatické T2SS substraty. Tento kanal je tvofen z multimerického proteinu tzv.
sekretinu (GspD) majici dlouhy N-konec. Tento protein se rozprostira po celém
periplazmatickém prostoru a spojuje jej tak s ostatnimi T2SS proteiny ve vnitini

membrane. Vnitini membranovy komplex se sklada z vice kopii proteinia GspC, GspF,
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GspL, GspM. Vazbou s GspL proteinem je K vnitini membrané napojen jesté protein
GspE (Bacterial Secreted Proteins: Secretory Mechanisms and Role in Pathogenesis).
Pseudopilus je tvofen malymi podjednotkami (pseudopily), které jsou znamé jako GspG,
GspH, Gspl, GspJ, GspK. Pseudopily mezi sebou polymerizuji a tim vytvareji dynamicky
komplex, jenZ jako pist tlaci proteiny ptes vnéjSi membranu sekretinu (Reichow a kol.
2010). Polymerizace pseudopilu je zajisténa ATPazovou aktivitou GspE. Sekre¢ni
ATPaza je pak lokalizovana v cytoplazmé a poskytuje piedevsSim energii pro cely
sekrecni systém (Green a Mecsas 2016).

U nékterych typt gramnegativnich bakterii slouzi T2SS k sekreci pouze
nekolika specifickych proteinli, zatimco u jinych druhti ma tento systém Sirokou
specificitu a je schopen sekretovat rozmanité spektrum substratii, z nichz nékteré také
prispivaji k virulenci bakterialnich patogend. Jako priklad mtze byt uveden exotoxin A
z bakterie Pseudomonas aeruginosa blokujici syntézu proteinti v hostitelskych bunkach,
coz muze vyvolat letalni infekci (Green a Mecsas 2016). Dalsi patogeny (u E. coli,
Klebsiella Pneumoniae, Aeromonas hydrophila) vyuzivaji tento sekre¢ni systém k sekreci
enzymu pomahajici adaptaci na vnéj$i prostredi. Jedna se zpravidla o enzymy, jako jsou

proteazy, lipazy a fosfatazy (Green a Mecsas 2016).

Obrazek ¢. 7: Sekreéni systém typu II (pfevzato z: Costa a kol. 2015)
Sekreéni systém typu III (Type 11 secretion systém, T3SS) neni vyluéné spojen
pouze s bakterialni patogenitou. Mize se podilet i na symbiotickych interakcich, jako

priklad Ize uvést symbidzu bakterie Rhizobium s kofeny lusténin (Biittner 2012). Tento
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systém dale vylucuje Sirokou Skalu proteinovych substrati pres vnitini i vnéjsi
membranu. Kromé toho také transportuje substraty pies membranu hostitelské bunky,
aproto se tento systém oznacuje jako tzv. ,injektisom®. Transport proteinu je tak
uskute¢nén pres tii membrany v jednom kroku s vyjimkou u bakterii rodu Yersinia.

Jadro sekre¢niho systému T3SS je sloZeno z deviti proteint tvoficich tii hlavni
Casti: zakladni komplex, jehlu a translokon. Zakladni komplex protind obé bakterialni
membrany a jeho vnittkem prochazi jehla sahajici do extracelularnich prostorti. Vnitini
Cast jehly ma duté jadro, které je dostateéné Siroké pro prichod neslozeného proteinu.
Translokon, ktery je lokalizovany v cytosolu, je pak nezbytny pro pienos efektorovych
proteinii pres hostitelskou membranu.

Tento sekre¢ni systém (znamy jako YSC-YOP ,,TYPE III*) navic umoziuje
Yersinii pestis sekretovat proteiny zvané Yops (Yersinia outer proteins) do makrofagi
a dalSich bunc¢k imunitniho systému. T3SS se skladd z nékolika slozek. Ve vnéjsi
membrang je lokalizovany protein YscC, ktery zde tvoti dodekamerni por. Dale proteiny

YscD a Yscl tvofi pér ve vnitini membrané (MS ring). Spolec¢né tyto proteiny vytvareji

wev

vvvvvv

sektetovany proteiny, které jsou transportovany do port hostitelské membrany. Tyto pory
jsou tvofeny proteiny YopB a YopD a zaroven zodpovidaji za rozpad buiiky (cytolyza).
Sekrece proteini je pohanéna pomoci ATPéazové aktivity prostiednictvim tzv. YscN
proteinu. Ten se vyskytuje na bazalni stran¢ vnitini membrany (Diepold a kol. 2010).

T3SS substraty jsou obecné povazovany za efektorové proteiny, jejichz
translokace do hostitelské bunky je nezbytna pro virulenci mnoha patogent, jako jsou
Yersinia, Salmonella, Shigella. Piikladem efektorovych proteind jsou IpaB a IpaH 7.8
u bakterie Shigella (Coburn a kol. 2007), dale SipA, SopA, SopB, SopD a SopE2
u bakterie Salmonella enterica (Giacomodonato a kol. 2007).

Sekre¢ni systém typu VI (Type VI secretion system, T6SS) byl objeven
pomérné nedavno. Proteiny jsou zde translokovany do riiznych bunék. Pfijemcem je
bézné jind bakteridlni bunka, ale miZe to byt 1 buiika eukaryoticka. Tento systém
umoznuje transport efektorovych proteini z jedné bakterie do druhé, ktery je
zprostiedkovany kontaktem. Predpoklada se, ze tak hraje dulezitou roli v bakterialni

komunikaci a interakci s vn&jsim prostiedim (Costa a kol. 2015).
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T6SS je svou stavbou analogii bakteriofaga lambda T4. Sklada se z 21 proteind,
z nichz se 13 (Hcp, VgrG, TssB/TssC, Tssk, TagL/TssL, TssJ, TssM, TssA, dvé kopie
TssF, TssK) vyskytuje u vSech druhii bakterii. Tento systém je sloZzen ze dvou komplext,
tzv. koncového a membranového. Koncovy komplex zasahuje hluboko do bakterialni
cytoplazmy a na povrch bunky je ukotven prostiednictvim membranového komplexu.
Soucasti koncového komplexu jsou Hep proteiny vytvarejici duty valec, ktery je pokryt
plastém z proteind TssB a TssC. Na konci valce se jesté nachazi Spice tvofena proteinem
VerG, ktery obsahuje tzv. doménu PAAR (prolin-alanin-alinin-arginin repeats).
VgrG/PAAR komplex usnadiiuje proniknuti skrz membranu hostitelské bunky
(Bonemann a kol. 2009). S VgrG proteinem jsou spojeny substraty a kontrakci Hep
proteinti dojde k sekreci substratu mimo bakteridlni buiiku. Cely systém je nasledné
degradovan ClpV proteinem.

Mezi systémy sahajici pfes jednu membranu patii zejména sekrecni systém typu
5 (Type V secretion system). Tento systém, také znamy jako autotransportérovy, je
jedinecny v tom, ze substrat a jeho sekrecni por jsou spojeny tak, ze tvoii dohromady
jeden funkéni polypeptid. Tento polypeptid tak mtze fidit vlastni sekreci skrz vngjsi
membranu a odtud vznikl nazev autotransportér (Costa a kol. 2015). Autotransportéry
jsou slozeny ze sekrecnich domén nazyvané jako ,,passanger® doména, ktera se vyskytuje
na N-konci. Dale se autotransportéry skladaji z transmembranové domény, nazyvané jako

translokatorova doména vyskytujici se na C-konci.

er Translocator

domain
1

C' Autotransporter
Passenger domain (unfolded)

Obrazek ¢. 8: Schéma autotransportéru (pievzato z: Costa a kol. 2015)
Vzhledem k tomu, Ze je sekrece proteinll u tohoto systému realizovana pouze

ve vnéjsi membrané, musi byt proteiny nejprve translokovany pies vnitini membranu

do periplazmy pomoci sekre¢ni drahy Sec prostiednictvim translokonu SecYEG (Green
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a Mecsas 2016). Aby mohl byt transport uskutecnén, musi navic autotransportér
obsahovat na N-konci signalni sekvenci Sec, ktera je nasledovné odstépena pii prichodu
translokonem (SecYEG) do periplazmy (van Ulsen a kol. 2014). Po transportu pies
vnitini membranu je autotransportérovy polypeptid udrzovan v neslozeném stavu pomoci
periplazmatickych chaperonti (Costa a kol. 2015). Dalsi nezbytnou soucasti tohoto
systétmu je tzv. Bam komplex, ktery se skladd z integralnich proteini BamA a Ctyf
lipoproteini oznacovanych jako BamB, BamC, BamD, BamE. Hlavnim tkolem Bam
komplexu je zprostiedkovat vlozeni translokatorové domény do vné&jsi membrany, kde se
slozi do tzv. B-barelu. ,,Passenger domény jsou pak transportovany skrz p-barel, kde se
slozi do B-Sroubovice (Costa a kol. 2015).

autotransporter

Periplasmic

complex N’ chaperones
'SE‘CYEG translocon
IM N’ Translocator
domain
Bacterial o~~~ C' Autotrar
cytosol Passenger domain (unfolde

Obrazek ¢. 9: Schéma sekre¢niho systému T5SS (pfevzato z: Costa a kol. 2015)

Nejznaméjsimi substraty TSSS jsou proteiny, které slouzi jako toxiny a proteiny
vazajici receptory (Costa a kol. 2015). Jako ptiklad mize byt uveden IscA protein, jenz je
vylucovan bakterii Shigella flexneri (Brandon a kol. 2003), ktery podporuje intracelularni
pohyblivost zaloZenou na aktinu a také slouzi jako adhezin (Zumsteg a kol. 2014).

DalSim systémem sahajicim pouze pies jednu membranu je tzv. bakteridlni
chaperon-usher systém. Pouziva se k sestavovani a vyluCovani pilti nebo fimbrii, které
umoziuji rozpoznani a ptipojeni se k hostitelskym bunkam. Tim pfispivaji k patogenité
a tvorbé biofilmu (Wright, Seed a Hultgren 2007). Nejlépe charakterizované chaperone-
usher systémy jsou pro typy: | pili a P pili, které vyuzivaji uropatogenni bakterie ke

kolonizaci a infekci mocového traktu (Lillington, Geibel a Waksman 2015).
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Hlavni soucasti tohoto systému je pilus ptipominajici Sroubovici. Ta je slozena
z n€kolika set pilusovych podjednotek. Pro typ I pili se jedna o podjednotky FImA, FimF,
FimG a FimH. Naproti tomu se pilus typu P pili sklada z PapA, PapE, PapG, PapF, PapK.
FimH a PapG tvori $picku jednotlivych typa pilt, jejichz soucéasti je N-termindlni
lektinova doména, ktera hraje kli¢ovou roli v rozpoznavani hostitelskych bunék.

Aby doslo Kk vytvofeni jednotlivych typt pild, musi dojit ke transportu
jednotlivych pilusovych podjednotek prostiednictvim translokonu SecYEG, ktery je
lokalizovany ve vnitini membrané. Tyto podjednotky jsou pfeneseny do periplazmy,
ve které se nachdzi Vvrozvinutém stavu. Nasledovné jsou podjednotky slozeny
a stabilizovany prostiednictvim periplazmatického chaperonu: FimC pro typ | pili a PapD
pro P pili. Vzniklé komplexy jsou nasledovné pieneseny na vnéjsi membranu, kde se
nachazi tzv. usher protein (FImD pro | pili a PapC pro P pili), ktera katalyzuje
polymerizaci pilusovych podjednotek a zprostfedkovava sekreci pilusu (Costa a kol.
2015).

Obrazek ¢. 10: Chaperone-usher systémy typu P pili a I pili (pfevzato z: Waksman 2009)

Poslednim typem systému sahajiciho pfes jednu membranu je tzv. Curli. Tento
systém je tvofen proteinovymi podjednotkami CsgA, CsgB, které musi byt nejprve
translokovany do periplazmy opét pomoci translokonu SecYEG. DalSimi proteinovymi
podjednotkami jsou CsgC, CsgE, CsgF a CsgG, které tvori kanal. Timto kanalem poté
prochazi vlakna proteinovych podjednotek CsgA a CsgB, jenz pak na vnéjsi strané

membrany polymerizuji v tzv. curli fibres (Costa a kol. 2015).
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h Curli biogenesis system

SecYEG translocon

Obrazek ¢. 11: Sekreéni systém Curli (pfevzato z: Costa a kol. 2015)

Jelikoz pifedmétem studia této bakalaiské prace byly proteiny sekretované
bakteriemi rodu Pseudomonas a k tomuto ucelu byly vybrany metody spadajici do oboru
zvaného proteomika, budou nasledujici kapitoly vénovany pravé tomuto modernimu

odvétvi bioanalytické chemie.

3.2 Proteomika
Proteomika je védni obor, ktery zkouma biologické procesy na urovni proteind.

Zabyva se proteiny z hlediska jejich identity, kvantity, struktury, funkénich vztaht a dale
také zkouma jejich protein-proteinové interakce vcetné charakterizace posttranslaénich
modifikaci. Mezi né patii napiiklad fosforylace, acetylace, glykosylace, hydroxylace
a metylace hrajici velmi dilezitou roli v bunéénych procesech (Aebersold a Mann 2016;
Walsh, Garneau-Tsodikova a Gatto 2005). V soucasné dob¢ je proteomika povazovana

za jednu z nejdynamictéjsich védeckych disciplin (Jensen 2006).

3.2.1 Metody pouZivané v moderni proteomice
V soucasné dobé se v proteomice pro izolaci, charakterizaci a identifikaci proteint

pouzivaji predevsim tii typy bioanalytickych metod. Mezi n¢ patii elektroforetické
a chromatografické metody, jenz slouzi hlavné k separaci proteini, ale mohou také
poskytovat informace o jejich kvantité. Dalsim hojné vyuzivanym typem bianalytickych
metod jsou metody hmotnostni spektrometrie, ktera navic oproti pfedeslym technikam

umoznuje 1 identifikaci jednotlivych proteinti. Tyto metody je pak mozné kombinovat
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podle nasledujiciho schématu (Obr. 12) a jejich nejpopularnéj§im variantam budou

vénovany nasledujici odstavce.
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Obrazek ¢. 12: Schéma pfipravy proteintl pro MS analyzu

V roce 1970 §védsky biochemik Ulrich Laemmli modifikoval elektroforetickou
separaci proteinti Vv polyakrylamidovém gelu ptidanim dodecylsiranu sodného (SDS).
Laemmli pouzil SDS jako silny aniontovy detergent, ktery zplsobuje rozvolnéni
trojrozmérné struktury proteind a udili jim jednotny zdporny naboj. Z tohoto divodu
proteiny migruji k anodé skrz pory polyakrylamidového gelu rychlosti nepfimo umérnou
jejich velikosti a jsou tak rozdéleny podle jejich molekulové hmotnosti (Laemmli 1970).
Vzhledem ke své jednoduchosti a robustnosti se tato separa¢ni technika stala velmi
popularni a S$iroce pouzivanou metodou dodnes V biochemii, forenzni genetice,
molekularni biologii a v neposledni fade pravé v proteomice.

O pét let pozdéji byla zavedena dalsi elektroforetickd metoda pro separaci
proteint, poskytujici lepsi rozliSeni. Jedna se 0 kombinaci izoelektrické fokusace a SDS-

PAGE oznacovanou jako dvoudimenzionalni elektroforéza (2-DE). Touto technikou jsou
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proteiny nejprve rozdéleny na zaklad€ jejich izoelektrického bodu v prvnim rozméru
a poté podle jejich molekulové hmotnosti ve druhém rozméru (O Farrel 1975). 2-DE byla
také prvni metodou, ktera umoznila porovnani obsahu jednotlivych proteini
v komplexnich vzorcich, a tak i polozila zdklad pro moderni diferen¢ni proteomiku. Tato
metoda byla nasledné jesté zdokonalena o aplikaci fluorescen¢nich znacek (Cy2, Cy3,
Cy5), jenz byla publikovana skupinou Jona Mindena (Unlii, Morgan a Minden 1997)
a pojmenovana jako diferencni gelova elektroforéza (DIGE). Princip této metody spociva
Vtom, ze se jednotlivé fluorescencni znacky li§i svou vlnovou délkou excitovaného
a emitovaného svétla, tim padem umoziuji soucasnou separaci az tii proteinovych vzorkl
na jednom gelu. Na rozdil od 2-DE poskytuje tato metoda nizsi variabilitu a tim se
I zvysila lepsi opakovatelnost analyz.

Dalsi ptistup separace proteinli nevyuziva pohybu nabitych molekul v elektrickém
poli, ale rozdilné distribuce latek mezi stacionarni (nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou)
fazi. Jednd se o metody chromatografické separace, jejichz nespornou vyhodou je
moznost piimého propojeni (on-line) s MS (Yates, Ruse a Nakorchevsky 2009).

Obecné miize byt mobilni fazi kapalina nebo plyn, Vv pfipadé separace proteind
a peptidi se vSak jako mobilni faze pouziva téméf vyhradné kapalina. Pro separaci
proteinit a peptidii se tak z chromatografickych technik nejbéznéji pouziva kapalinova
chromatografie (LC).

Kapalinova chromatografie mtize mit rizna provedeni. Lze ji rozdé¢lit na zaklade
pouzitého tlaku a to na nizkotlakou, sttednétlakou a vysokotlakou (vysocetcinnou). Déle
ji 1ze delit podle uspofadani stacionarni faze, kdy rozliSujeme sloupcovou (kolonovou)
nebo planarni (tenkovrstevnou ¢i papirovou) chromatografii.

Nejbéznéjsi je vSak déleni podle charakteru stacionarni faze. Nejcastéji
pouzivanymi stacionarnimi fazemi pro kapalinovou chromatografii proteini jsou
molekularni sita, iontoménice a afinitni matrice. Molekularni sita vyuZivaji pro déleni
analytu efektti permeace a exkluze, kdy se separované molekuly d€li na zakladé jejich
rozdilnych rozmérii. lontoménicem je makromolekuldrni matrice (naptiklad polystyren,
celuldza, dextran a jiné), ktera nese funkéni skupiny kyselé nebo zéasadité povahy. Tyto
funkéni skupiny tak mohou vlastni protiiont vyménovat s iontem, ktery je obsazen
Vv mobilni fazi. Afinitni chromatografie je zaloZena na pouziti imobilizovaného ligandu,
ktery specificky interaguje s proteinem, jenz ma byt purifikovan. K takto pfipravené
afinitni stacionarni fazi se pfida smés proteinll, z nichz se navazou jen ty, které tvori

s ligandem silnou vazbu. Zbytek smési pak protece kolonou bez zachyceni.
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Pro separaci peptidii pomoci kapalinové chromatografie se kromé vyse zminénych
stacionarnich fazi vyuzivaji Casto také reverzni faze (reversed-phase chromatography).
Chromatografie s reverzni fazi vyuziva hydrofobni stacionarni fazi. Déle se naptiklad
uplatiuje metoda HILIC (hydrophilic interaction liquid chromatography), ktera na rozdil
od chromatografie s reverzni fazi pouziva hydrofilni stacionarni fazi. Mezi dalsi
chromatografické metody se fadi i ERLIC (electrostatic repulsion-hydrophilic interaction
chromatography), ktera je variantou metody HILIC. Vyuziva elektrostatického efektu
k lepsi separaci.

Dalsi technikou, kterd se hojné vyuziva pro ¢isténi peptidi pfed samotnou MS
analyzou, je separace na pevné fazi (solid-phase extraction, SPE), ktera se nejcastéji
provadi s reverzni fazi C18.

Tyto techniky vsak neposkytovaly informace o identité proteint. Védci k tomuto
ucelu nejprve pouzivali takzvané Edmanovo odbouravani (Edman 1949). Princip této
metody spoc¢iva v uréovani sekvence proteinii postupnym odbouravanim jednotlivych
aminokyselin od N-konce pomoci fenylisothiokyanatu. AvSak K vyraznému rozvoji
proteomiky ptispél az objev hmotnostni spektrometrie (MS). Jedna se 0 analytickou
metodu, kterd umoziuje identifikaci proteinti a peptidi v komplexnich biologickych
vzorcich s vysokou citlivosti detekce dosahujici az 10 mol (Mallick a Kuster 2010).
Tato metoda byla postupem ¢asu obohacovana o dal$i pfinosné techniky, mezi néZ patti
predevsim ionizace laserem za ucasti matrice (matrix-assisted laser desorption ionization-
MALDI) a ionizace elektrosprejem (electrospray ionization-ESI), za jejichz vyvoj byla
jejim objevitelim Koichi Tanakovi a Johnu Benettu Fennovi udélena v roce 2002
Nobelova cena za chemii. Tyto ioniza¢ni techniky totiZ umoziiuji analyzu i netékavych
makromolekul, zejména proteinti a nukleovych kyselin (Takana a kol. 1988; Fenn a kol.
1989).

Podstatou MS analyzy je pfesné urceni molekulové hmotnosti analyzovanych
molekul, respektive jejich fragmenti. Hmotnostni spektrometr se skladd z ioniza¢niho
zdroje, hmotnostniho analyzatoru a detektoru. Pii méfeni je pak nutné pievést analyty
do plynného stavu pomoci mékkych ionizacnich technik, které byly zminény vyse.

Pfi ionizaci za Gcasti matrice jsou vzorky naneseny na ocelovou MALDI desti¢ku.
K nanesenym vzorkiim obsahujici peptidy se nejcastéji pfidava jako matrice kyselina
2,5-dihydroxybenzoova nebo kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova. Po pfidani matrice

dojde ke kokrystalizaci peptidi s pouzitou matrici. Takto pfipravena desti¢ka je umisténa
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do iontového zdroje. Nasledné je vzorek ozafen pulznim laserem, jenz zptsobi ionizaci
molekul vzorku a jejich uvolnéni do plynné faze.

Dalsi meékkou ioniza¢ni technikou je ESI, ktera se pouziva ve spojeni
s vysoceucinnou kapalinovou chromatografii (LC-ESI). Pii ESI je na hrot sprejovaci
kapilary ptivedeno vysoké napéti 2-6 kV (Yates, Ruse a Nakorchevsky 2009), tim
dochazi k vytvofeni nabitych kapi¢ek analytu obalenych rozpoustédlem. V disledku
postupného odpatovani rozpoustédla se postupné uvolni vytvoiené ionty, které jsou

elektricky usmériovany na vstup do hmotnostniho spektrometru (Obr. 13).
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Obrazek ¢. 13: Schéma prevedeni kapalné faze analytu na plynnou fazi pomoci ESI (pfevzato z:

Dvotéakova, Hernychova, Vojtések 2014)

Pro proteomické ucely se pouzivaji nasledujici analyzatory. Ve spojeni s MALDI
se nejcastéji pouzivaji time of flight detektory (MALDI-TOF). Jednad se o analyzatory
podle doby letu, které jsou zaloZeny na urceni pfesné hmoty daného iontu podle doby, za
kterou proleti od zdroje k detektoru (Yates, Ruse a Nakorchevsky 2009). Dal§im hojné
vyuzivanym typem hmotnostnich analyzatorti je iontova past, kam jsou ionty ptivedeny
kratkymi pulzy napéti. Vhodnym pomérem napéti vloZzeného na kruhovou a dvé koncové
elektrody jsou pak ionty zadrzeny uvniti pasti a postupnou zménou napé€ti jsou podle
jejich m/z (hmotnost/naboj) vypuzovany na detektor. Dale miize byt jako analyzator
pouzivan trojity kvadrupol. Tento analyzator se sklada ze téi kvadrupdlu fazenych za
sebou. Prostfedni analyzator (q2) slouzi jako kolizni cela se zavedenym koliznim plynem

zpusobujicim excitaci vybranych iontd prvnim kvadrupdlovym analyzatorem (Ql) a
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jejich naslednou fragmentaci. Vzniklé fragmenty jsou analyzovany tfetim kvadrupdlovym
analyzatorem (Q3). Diky opakovanym srazkam ionti S koliznim plynem je pozorovano
vice fragmentovych iontd nez u MS / MS méfeni s iontovou pasti. Dal§im znamym
analyzatorem je Orbitrap, ktery vynalezl Alexander Makarov (Makarov a kol. 2005).
Do orbitrapu jsou ionty vstfikovany kolmo na osu pfistroje mezi vnéjSi a wvnitini
elektrodu. lonty s vhodnym pomérem m/z a kinetickou energii jsou zachyceny a pohybuji
se po draze kolem vnitini elektrody. Frekvence kmitajicich iont indukuji proud, ktery je
méfen v zavislosti na Case a ndslednou Fourierovou transformaci je zjiStén pomér m/z
(Bier 2010).

Proteomika v soucasné dobé pouziva pro charakterizaci a identifikaci proteini dva
pfistupy. Nej€astéji pouZivanym pfistupem je enzymatické S$tépeni proteint
na peptidy a jejich naslednou MS analyzou, takzvany bottom-up piistup. Stdpeni mtize
byt realizovano bud v gelu (in-gel) nebo v roztoku (in-solution). Druhy pfistup
predstavuje top-down analyza, kdy neni provadéno enzymatické $tépeni, a pracuje se tak
s intaktnimi proteiny (Aebersold a Mann 2016). V tomto textu se dale zaméfime
na detaily pfipravy proteind pro frekventovangjsi bottom-up analyzu.

Jestlize je provadéno Sté€peni proteint v gelu, je nutné provést elektroforetickou
separaci proteinti, nejbéznéjsi je pouziti SDS-PAGE. Separované proteiny jsou nasledné
vytiznuty z gelu. Pro efektivnéj$i $tépeni proteini na peptidy je nezbytné rozruSeni
tifidimenzionalni struktury proteinti, ktera drzi pohromad¢ prostiednictvim disulfidickych
mustkd, aby doslo k zpfistupnéni maximalniho poctu St€pnych mist. Toho lze dosdhnout
piidavkem reduk¢niho ¢inidla, naptiklad dithiotreitolu. Poté je tieba provést alkylaci
volnych cysteinovych zbytki pro zabranéni opétovné tvorby disulfidickych mustkd
vlivem oxidace kyslikem, ktery je pfitomen ve vzduchu (Boja a Fales 2001). Po redukci
a alkylaci jsou proteiny stépeny proteazou. Hojné vyuzivanou proteazou je trypsin, ktery
S$té€pi proteinovy fetézec za aminokyselinami argininem a lysinem smérem k C-konci
(Aebersold a Mann 2016).

Druhym pfistupem je in-solution stépeni, které umoznuje §tépit komplexni smés
proteinti ptimo Vv roztoku. Pro denaturaci proteinti jsou zde nejprve pouzivana Silna
chaotropni ¢inidla, zejména mocovina. Poté je stejné jako u Stépeni v gelu provedena
redukce, alkylace a proteolytické Stépeni. Takto upravené analyty mohou byt podrobeny

MS analyze.
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3.2.2 Bakterialni proteomika
Bakterie jsou jednobunééné organismy, které se spole¢né s archea fadi do fiSe

prokaryota. Jsou evoluéné star§i a jednodu$s$i neZz ecukaryota, ale piesto predstavuji
unikdtni modelové organismy, které se daji pouzit pro studium fady zékladnich
biologickych procest. Jejich neodmyslitelna vyhoda spociva predevsim v jejich kratké
generacni dobé, vysokém poctu jedincu v populaci a snadné kultivaci. Mimo jiné nachazi
uplatnéni v biotechnologickém primyslu pro velkovyrobu riznych proteini a vakcin.
Bakterie také predstavuji vyznamné patogeny zpusobujici zdvaznd onemocnéni ¢lovéka
a zvifat.

Bakterialni proteomika se v dnesni dob¢ ubira ¢tyfmi sméry. V prvni fadé se jedna
o vyzkum patogennich mikroorganismli, kde se zkouma molekularni mechanismus
patogenicity a identifikuji se virulentni faktory. Do tohoto sméru Ize zahrnout i studium
sekretovanych proteinti. Princip molekularnich mechanismt patogenicity byl vysvétlen
naptiklad na proteomu patogenni bakterie Mycobacterium tuberculosis, jenZ je piavodcem
zédvazného infekéniho onemocnéni - tuberkuldézy. Zamérem tohoto vyzkumu bylo
porovnavani rozdili mezi dvéma virulentnimi kmeny Mycobacterium tuberculosis
s dvéma nevirulentnimi kmeny Mycobacterium bovis. U Mycobacterium tuberculosis
byly objeveny kandidatni proteiny, které by se daly vyuzit pro vyvoj vakcin dale
v diagnostice a pfi terapii (Jungblut a kol. 1999).

V druhé tadé jsou bakterie dulezit¢ pro fadu biologickych procest. Piikladem
muze byt anaerobni digesce, pii niz dochdzi k rozkladu organické hmoty bez pfistupu
vzduchu za vzniku bioplynu a digestati v zemédélstvi. K tomu tcelu se bézné pouzivaji
bakterie z rodu Pseudomonas, Flavobacterium, Chromobacterium, Azotobacter,
Micrococcus, Arthrobacter, Acinetobacter, Mycobacterium a jiné.

Dale se zabyva studiem interakci mezi hostitelem a bakterii. Naptiklad
u nepatogennich bakterii Francisella tularensis a Neisseria meningitidis byly objeveny
proteiny, které se podileji na jejich pronikani do hostitelské buiiky (Havlasova a kol.
2002, Grifantini a kol. 2002). Tento priklad ov§em mize spadat i do studia molekularnich
mechanismi patogenicity a virulentnich faktor. Trendem dne$ni doby je studium
proteomu lidské stfevni mikroflory. Hlavnim cilem studia stfevni mikroflory je
pochopeni vlivu bakterii na zdravi ¢lovéka. V rdmci stievni mikroflory byly porovnavany
proteiny u déti trpicich diabetem typu I se zdravymi détmi. Pomoci 2-DE elektroforézy
védci objevili vyrazné rozdily ve stfevnim proteomu mezi zdravymi a nemocnymi

jedinci. Stfevni mikroflora déti s diabetem typu | byla obohacena o proteiny z clastru
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bakterii Clostridium. Naopak proteom zdravych déti obsahoval pouze bifidobakterialni
proteiny. Vysledky této studie pfispivaji k hlubsi znalosti funkce stieva u osob s timto
onemocnénim a mohou také poskytnout nové piistupy ve zlepSeni kontroly tohoto
onemocnéni (Pinto a kol. 2017).

Bakterialni proteomika pfispiva také vyraznou mérou Kk feSeni jednoho
ze zasadnich problémi v medicin€é, kterym je Siroce rozSifena rezistence vétSiny
patogennich mikroorganismt k antibiotikim (Cash a kol. 1999). Existuji dva druhy
rezistenci. V prvnim piipadé jde o primarni rezistenci, ktera je podminéna genetickou
necitlivosti bakterii na dané antibiotikum. Jednd se napfiklad o antibiotika naruSujici
syntézu bakterialni bunééné stény, kterd jsou primarn¢ neucinna vici mykoplazmam, jenz
bunécnou sténu vibec nemaji. Piikladem mohou byt nékteré gramnegativni bakterie
(naptiklad Pseudomonas aeruginosa), které jsou ve srovnani s grampozitivnimi méné
citlivé na antibiotikum penicilin. Naproti tomu sekundarni rezistence vznika az v prib&éhu
antibiotické terapie, nebo je nasledkem opakovaného podavani antibiotik.

K objasnéni vzniku rezistence byly pouzity nckteré proteomické techniky.
Napiiklad skupinou Jinsonga Zhoua byl vysvétlen vznik rezistence u bakterie
Pseudomonas aeruginosa vici Ciprofloxacinu patficimu do skupiny chinolonovych
antibiotik. Tohoto objevu docilili za vyuziti 2-DE a LC-MS (Zhou a kol. 2006). Dalsim
prikladem bylo vyuziti kvantifikace iTRAQ spolu s 2D-LC-MS/MS pii zkoumani
rezistence bakterie Clostridium difficile vici antibiotiku Metronidazolu. Vysledky
naznacuji, ze multifaktoridlni odpovéd” mize byt spojend s vysokou Urovni rezistence
Clostridium difficile k Metronidazolu v¢etné mozné role ve zméné metabolismu Zeleza
nebo ve zménach reparace DNA (Chong a kol. 2014). Dale v roce 2006 byla pouzita 2-
DE elektroforéza s MS/MS analyzou pii studiu rezistence bakterie Streptococcus
pyogenes k penicilinu (Chaussee a kol. 2006). Bylo zjisténo, ze rezistence je umoznéna

zménami v cytoplazmatické membrané proteomu bakterie Streptococcus pyogenes.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie
2-D Quant Kit (GE Healthcare, Velka Britanie), 2-merkaproethanol (Sigma,

USA), 2-propanol (Sigma, USA), aceton (Sigma, USA), acetonitril (ACN) (Sigma,
USA), akrylamid (AA) (Serva, Némecko), bromfenolova modi (Serva, Némecko),
Coomassie Blue Brilliant G-250 (Serva, Némecko), dithiotreitol (Serva, Némecko),
dodecylsiran sodny (SDS) (Serva, Némecko), dusi¢nan stfibrny (Lachner, Ceska
Republika), ethanol (Merck, Némecko), formaldehyd (Sigma, USA), glycerol (Serva,
Némecko), iodoacetamid (IAM) (Sigma, USA), kyselina mravenc¢i (FA) (Sigma, USA),
kyselina octova (Merck, Némecko), marker molekulovych hmotnosti Precision Plus
Protein Dual Xtra Standards (Bio-Rad, USA), marker molekulovych hmotnosti Precision
Plus Protein Standards (Bio-Rad, USA), methanol (Merck, Némecko), moc¢ovina (Sigma,
USA), N, N’-methylenbisakrylamid (bisAA) (Serva, Némecko), N, N, N’, N’-
tetrametylendiamin (TEMED) (Sigma, USA), persiran amonny (APS) (Serva, Némecko),
thiomocovina (Fluka, USA), thiosiran sodny (Sigma, USA), Triethylammonium
bicarbonate buffer pH 8,0 (pufr na bazi uhli¢itanu triethylamonného, TEAB) (Fluka,
USA), Tris ultra pure (MP Biomedicals, USA), tris (2-karboxyethyl) fosfin (TCEP)
(Fluka, USA), trypsin (MP Biomedicals, USA), uhli¢itan draselny (Fluka, USA).

4.2 Biologicky material
Vychozim materidlem pro tuto praci bylo R2A medium, jez je velmi chudé

na ziviny a umoznuje kultivaci druhi, které by v komplexnéjsim médiu nerostly (van der
Linde a kol. 1999). Z tohoto divodu je vyuzivano pro kultivaci antarktickych izolatd
(Sedlacek a kol. 2017). Produkce antimikrobidlnich latek kmeny Pseudomonas prosekii
2673 a Pseudomonas sp. 2433 byla testovana podle metodiky upravené z publikace
Ghequire a kol. 2015. Kmeny byly kultivovany paralelné¢ ve dvou opakovanich v 50 ml
R2A média (HiMedia, Mumbai, India) pfi teplot¢ 25 °C a tfepani (200 rpm) dokud
bunécnd hustota (méfeno jako OD600) nedosdhla hodnoty 0,5. Poté byl k jednomu
z paralelnich vzorkd pfidan mitomycin C do finalni koncentrace 0,05 ng/ml, druhy
vzorek byl ponechén bez zasahu, a kultivace pokracovala dalsi 3 hodiny. Poté byly buiky
centrifugovany (6 000 rpm, 30 minut) a takto ziskané supernatanty média byly zamrazeny

a skladovany pti -80 °C.
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Veskera produkce médii probihala na Biologickém ustavu Lékatské fakulty

Masarykovy univerzity v Brné a byla za ni zodpovédna Mgr. Katetfina Snopkova.

4.3 Pouzité pristrojové vybaveni
Analytické vahy Radwag X (Radwag; USA), centrifuga (Eppendorf Minispin,

Némecko), centrifuga (Eppendorf Centrifuge 5702, Némecko), centrifuga IEC CL31R
Multispeed (Thermo Scientific, USA), hmotnostni spektrometr UHR-Q-TOF maXis
(Bruker Daltonics, Némecko) spojeny s kapalinovym chromatografem RSLCnano
(Thermo, USA), piedvazky (Vibra, Japonsko), sonifika¢ni lazeti K-2L (Kraintek, Ceské
republika), skener ImageScanner II (Amersham Biosciences, Svédsko), spektrofotometr
Lighwave Il WPA (Biochrom, USA), Thermoblok (Major Sciences, USA), Thermomixer
Eppendorf Comfort (Eppendorf, Némecko), tiepacka Unimax 1010 (Heidolph,
Némecko), vortex V-1 Plus (BioSan, USA), transiluminator Basic 2 (KAISER,
Némecko), tfepacka Vortex 4-basic (Thermo Fisher Scientific, USA), vakuova odparka
Eppendorf Concentrator Plus (Eppendorf, Némecko), vertikalni elektroforéza
s ptislusenstvim (Bio-Rad, USA).

4.4 Pouzité nastroje a spotiebni material
3M Empore High Performance C18 extrakéni disk (3M, USA), automatické

pipety Eppendorf Research v rozmezi objemti od 1 ul do 5 ml (Eppendorf, Némecko),
Hamiltonovy jehly (pramér 18G; Hamilton, USA), kalibrované pH papirky (pH 0,0-14,0;
0,0-6,0; 7,0-14,0; Sigma, USA), Micro SpinColumn (Harvard apparaturs, USA),
mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko), sklenéné vialky s konickym dnem Total
Recovery 12x32 mm glass screw neck vial (Waters, USA).

4.5 Pouzité roztoky a gely

Rozpousténi proteinového peletu

Mocovinovy pufr: 100 MM TEAB (pH 8,0); 6M mocovina; 2M thiomocovina
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Separace proteinii pomoci SDS-PAGE elektroforézy

Délici gel: deionizovana voda; akrylamid/bis (T 30%, C 2,67%); 1,5M Tris-HCI
(pH 8,8); 10% (w/v) SDS; TEMED; 10% (w/v) APS

Vodou saturovany n-butanol

Zaostirovaci gel (5%): deionizovana voda, akrylamid/bis (T 30%, C 2,67%); 0,5M Tris-
HCI (pH 6,8); 10% (w/v) SDS; TEMED; 10% (w/v) APS

10x koncentrovany elektrodovy pufr Tris/glycin (pH 8,3): 25 mM Tris; 192mM
glycin; 0,1% (w/v) SDS

2x koncentrovany vzorkovaci pufr (LSB): 0,125M Tris-HCI (pH 6,8); 20% (v/v)
glycerol; 4% (w/v) SDS; 10% (v/v) 2-merkaptoethanol; 0,01% (w/v) bromfenolova modf

Barveni proteinii barvivem Coomassie Brilliant Blue

Zasobni roztok Coomasie Brilliant Blue: 12,5% (v/v) kyselina fosfore¢na; 12,5% (w/v)

siran amonny; 0,15% (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250

Odbarvovaci roztok: 10% (v/v) kyselina octova

Barveni proteinii dusi¢nanem stiibrnym

Fixa¢ni roztok: 30% (v/v) ethanol; 10% (v/v) kyselina octova
Roztok ethanolu na oplach: 20% (v/v) ethanol

Zcitlivujici roztok thiosiranu sodného: 0,02% (w/v) thiosiran sodny
Barvici roztok dusi¢nanu stfibrného: 0,1% (w/v) dusi¢nan stiibrny

Vyvijejici roztok uhli¢itanu draselného: 3% (w/v) uhli¢itan draselny; 3 mM

formaldehyd; 50 uM thiosiran sodny

Stop roztok: 4% (wi/v) Tris; 20% (v/v) kyselina octova
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Stépeni proteinii v gelu

Odbarvovaci roztok: 50% (v/v) acetonitril (ACN); 100 mM TEAB (pH 8,0)
Redukéni ¢inidlo: 10 mM DTT; 100 mM TEAB (pH 8,0)

Alkylaéni ¢inidlo: 55 mM IAM; 100 mM TEAB (pH 8,0)

Dehydrata¢ni ¢inidlo: acetonitril (ACN)

Stépici pufr: 25 mM TEAB; trypsin 20 ng/ul (komeréné dostupny trypsin modifikovany
rafinosou podle protokolu, ktery byl publikovan v Sebela a kol. 2006)

Extrakéni pufr: 30% (v/v) acetonitril; 5% (v/v) kyselina mravenci

Stépeni proteinii v roztoku

Redukéni &inidlo: 100 mM TEAB (pH 8,0); 25 mM TCEP
Alkylaéni &inidlo: 100 mM TEAB (pH 8,0); 330 mM 1AM

Stépici roztok: 25 mM TEAB; trypsin 0,5 pg/ul (komerén& dostupny trypsin
modifikovany rafinosou podle protokolu, ktery byl publikovan v Sebela a kol. 2006)

PreciSténi peptidu na C18 reverzni fazi

Aktivaéni roztok: 2-propanol
NanaSeci a promyvaci roztok: 5% (v/v) FA

Eluéni roztok: 50% (v/v) methanol; 2,5% (v/v) FA

Roztoky pro LC-MS

Rozpoustéci pufr: 5% (v/v) FA; 5% (v/v) methanol
Mobilni faze, pufr A: 0,1% FA (v/v)

Mobilni faze, pufr B: 0,1% FA; 90% ACN (v/v)
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4.6 Metody

4.6.1 Extrakce bakterialnich proteini sekretovanych do média
Ke vzorkiim média byl pfidan vychlazeny aceton ve Etyfndsobném objemovém

nadbytku. Nasledovala inkubace vzorkti po dobu 24 hodin pfi teploté -20 °C. Poté byl
precipitat centrifugovan po dobu 10 minut pii 10000 g a teploté 4 °C. Supernatant byl
opatrn¢ slit z falkony. Na dné falkony zbyl pelet, ktery byl znovu promyt v acetonu
0 objemu 1 ml s naslednou centrifugaci po dobu 10 minut pti 10000 G a teploté 4 °C.
K promytému peletu bylo ptidano 100 ul mocovinového pufru a vzorky byly inkubovany
za neustalého promichavani (1400 rpm) 1 hodinu pii teploté¢ 25 °C v Thermomixeru.

Ptipravené vzorky byly nasledné kvantifikovany pomoci sady 2-D Quant Kit.

4.6.2 Kovantifikace proteini 2-D Quant Kitem
Nejprve byl pfipraven pracovni roztok smisenim barevnych reagenti A a B

Vv objemovém poméru 100:1. Nasledovné byla nachystana kalibra¢ni fada ve dvou
opakovanich za pomoci roztoku BSA (standard) o koncentraci 2 mg/ml (Tab. 1). Pro
stanoveni koncentrace proteinti byly pouzity 3ul od kazdého vzorku, pii¢emz samotné

stanoveni bylo vzdy provedeno ve tfech opakovanich.

Tabulka ¢. 1: Schéma pipetovani kalibracni fady

Cislo zkumavky 1 2 3 4 5 6

Objem roztoku BSA (ul) 0 5 10 15 20 25

MnoZstvi proteinti (ng) 0 10 20 30 20 50

Ke vzorkim bylo pipetovano 500ul precipitantu a vznikla smés byla kratce
promichana. Dale bylo pfidano 500 pl Co-precipitantu s naslednym promichanim, poté
byla provedena centrifugace po dobu 5 minut pii 10000 g a teploté 25 °C. Po ukonéeni
centrifugace byl supernatant odpipetovan a k peletim bylo nasledné pipetovano 100 pl
roztoku obsahujictho médnaté ionty a 400 pl destilované vody. Po dikladném
promichéni byl do vSech vzorkl pfidan 1 ml pracovniho roztoku, vzorky byly opét

promichany a inkubovany pfi laboratorni teplot€¢ po dobu 20 minut. Nasledovalo méteni
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absorbance na spektrofotometru pii vinové délce 480 nm. Jako blank byla pouzita
deionizovand voda.

Vynesenim zavislosti naméfené absorbance na mnoZstvi standardu BSA a jeji
linearni regresi byla ziskana kalibra¢ni pifimka (Obr. 14), s jejiz pomoci bylo zjisténo
mnozstvi proteini v jednotlivych vzorcich. Takto charakterizované vzorky byly az

do dalsiho pouziti uskladnény pii -20 °C.
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Obrazek ¢. 14: Kalibraéni kiivka pro stanoveni koncentrace proteint

46.3 SDS-PAGE

4.6.3.1 Priprava geli
Pro elektroforetickou separaci byl pfipraven roztok pro 10% délici gel (viz

Tabulka ¢. 2). Pro zahajeni polymerizace bylo k roztoku déliciho gelu piidano 5 ul
TEMED a 50 pl 10% (w/v) APS. Roztok byl rychle promichan a pipetovan do prostoru
mezi skla upevnénd v nalévacim ramu. Aby nedos$lo ke vzniku nezadoucich bublin, byl
gel prevrstven cca 200 pul vodou saturovaného n-butanolu. Gel tuhnul pfiblizn¢ 20 minut.
Po ukonceni polymerace byl n-butanol odsan pomoci filtratniho papiru. Dale byl
ptipraven roztok pro 5% zaostiovaci gel (viz Tabulka ¢. 2). Pro zahajeni polymerace,

ktera byla provedena ptidavkem 10 ul TEMED a 50 pl 10% (w/v) APS, byl tento roztok

40



opét rychle promichan a pipetovan mezi skla na povrch déliciho gelu. Na zavér byl mezi
skla vlozen hiebinek slouzici k vytvoieni jamek pro vzorky. Po ukonceni polymerace
byla skla s pfipravenymi gely vlozena do elektroforetické cely, ktera byla poté naplnéna

elektrodovym pufrem.

Tabulka ¢. 2: Priprava polyakrylamidovych geli pro SDS-PAGE

AA/BIS
Gel Deionizovana voda Pufr * 109% SDS
(T 30%; C 2,67%)
5% 5,7ml 1,7 ml 2,5 ml 0,1 ml
10% 4,1 ml 3,3ml 2,5 ml 0,1 ml

*Pro 10% délici gel byl pouzit pufr 1,5M Tris/HCI pH 8,8 a pro 5% zaostfovaci gel byl pouzit pufr
0,5M Tris/HCI pH 6,8.

4.6.3.2 Priprava vzorki
Objem vzorkt, odpovidajici pozadovanému mnozstvi proteinti, byl smichan se

stejnym objemem 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru a dikladné promichan
pipetovanim. Takto pfipraveny vzorek byl inkubovan v Thermobloku pii teploté¢ 100 °C

po dobu 10 minut.

4.6.3.3 Separace proteina
Do prvni jamky zaostfovaciho gelu byl pipetovan marker molekulové hmotnosti.

Pripravené vzorky byly poté pipetovany do nasledujicich jamek. Elektroforeticka cela
byla pfipojena ke zdroji vysokého napéti a separace byla zahajena pii napéti 80 V
(prvnich 30 minut). Po zbylou dobu bylo napéti nastaveno na 125 V. Po skonéeni
elektroforézy byl gel vynat ze skel a separované proteiny byly vizualizovany pomoci
zvolené barvici metody (Laemmli 1970).

Pokud bylo cilem detekovat co nejmensi mnoZstvi proteinti bez potieby jejich
dalsi analyzy, bylo pouzito barveni pomoci dusi¢nanu stiibrného. V ptipad¢ identifikace
separovanych proteini pomoci hmotnostni spektrometrie pak byly proteiny v gelu

barveny Coomassie Brilliant Blue.
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4.6.4 Barveni proteini pomoci dusi¢nanu stfibrného
Gel byl vlozen do fixacniho roztoku a inkubovan po dobu 24 hodin za stalého

michani. Nasledujici den byl fixaéni roztok odlit do odpadu. Gel byl poté 2x
proplachovan ve 20% (v/v) ethanolu po dobu 10 minut. Pak byl pfenesen do nadoby
s deionizovanou vodou a v ni byl 2x proplachovan po dobu 10 minut. Néasledovné byl gel
za stalého michani postupné inkubovan nejprve 1 minutu ve zcitlivujicim roztoku,
nasledovné 2x 1 minutu v deionizované vodé€ a na zavér 20 minut v barvicim roztoku.
Po ukonceni inkubace byl gel kratce oplachnut v deionizované vodé a pienesen do
nadoby s vyvijecim roztokem, ve kterém byl inkubovan za stalého michdni do doby,
dokud nebyly zbarveny jednotlivé proteinové pasy. Poté byl gel pfeveden do nadoby se
stop roztokem a v ném inkubovan 30 minut. Na zavér byl gel kratce promyt destilovanou

vodou (Chevallet a kol. 2006) a naskenovan na laboratornim skeneru.

4.6.5 Barveni proteinii pomoci Coomassie Brilliant Blue
Pro barveni proteinti byl pfipraven barvici roztok smichdnim zasobniho roztoku

Coomassie Brilliant Blue a methanolu v objemovém poméru 4:1. Do n&j byl gel po
ukonceni elektroforetické separace vlozen a ponechan po dobu 24 hodin za stalého
michani. Nasledujici den byl gel oplachnut destilovanou vodou a umistén
do odbarvovaciho roztoku po dobu 30 minut za stalého michani. Na zavér byl gel kratce
promyt destilovanou vodou (Candiano a kol. 2004) a naskenovan na laboratornim

skeneru.

4.6.6 Stépeni proteini v roztoku
Od vzorku rozpusténych v mocovinovém pufru bylo odebrano 30 ul do novych

mikrozkumavek. Poté bylo ke vzorkim pfidano 7,5 ul redukéniho ¢inidla TCEP
(vysledna koncentrace TCEP ve vzorku byla 5 mM). Nasledovala inkubace vzorku po
dobu 45 minut pii teploté 25 °C. Po skonceni inkubace bylo ke vzorkiim ptidano 7,5 pl
alkylac¢niho c¢inidla IAM (vysledna koncentrace IAM ve vzorku byla 55 mM). Po pridani
alkyla¢niho ¢inidla byly vzorky inkubovany po dobu 30 minut ve tmé¢. Poté bylo
ke vzorkim ptidano 255 ul 25mM pufru TEAB (25mM pufr TEAB byl piipraven
smichadnim 25 pl IM TEAB s 975 pl deionizované vody). Poté bylo zméteno pH vzorki
pomoci kalibrovanych pH papirk a v ptipadé potieby bylo upraveno na pH 7,5 - 8,5
pfidavkem 1M TEAB. V poslednim kroku byly ke vzorkim ptidany 2ul Stépiciho
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roztoku. Nasledovala inkubace vzorkt po dobu 16 hodin v Thermobloku pfi teploté 37 °C
(Ledn a kol. 2013).

Po ukonceni inkubace byla ke vzorkiim pfidana koncentrovana kyselina mravenci
tak, aby jeji vysledna koncentrace byla 5% (v/v) (tzn. 16 pl). Vzorky byly nasledné

precistény na C18 reverzni f4zi pomoci kolon Micro SpinColumn (viz niZe).

4.6.7 Stépeni proteini v gelu
Gel s nabarvenymi proteiny byl oplachnut v destilované vod¢ a poté byl v Petriho

misce umistén na transluminator. Prislusné proteinové pasy byly skalpelem vyfiznuty
a umistény do 1,5-ml mikrozkumavek. Kazdy pas byl v mikrozkumavce rozdélen na
mensi kousky, ke kterym bylo pipetovano 300 pl odbarvovaciho roztoku. V tomto
roztoku byly gelové kousky inkubovany 15 minut za stdlého michani (800 rpm)
v Thermomixeru pti 25 °C. Supernatant byl poté odpipetovan do odpadu a cely
odbarvovaci krok byl proveden jesté jednou. Poté bylo do mikrozkumavek pipetovano
300 pl acetonitrilu. Inkubace probihala po dobu 5 minut za stalého michani (1400 rpm)
v Thermomixeru pii 25 °C. Po ukonéeni inkubace byl acetonitril odstranén.

Ke gelovym kouskiim bylo pfidano nésledovné 100 pl redukéniho €inidla. V ném
byly gelové kousky inkubovany 30 minut v Thermomixeru pii 56 °C. Poté bylo redukéni
¢inidlo odstranéno. Dale bylo ke vzorkim ptidano 100 ul alkyla¢niho ¢inidla. Inkubace
probihala 20 minut ve tmé pii teploté 25 °C. Po uplynuti této doby bylo alkyla¢ni ¢inidlo
odstranéno a nasledné bylo ke gelovym kouskum pipetovano 500 pl deionizované vody.
Vzorky byly vlozeny do Thermomixeru, kde byly za stdlého tfepani (800 rpm)
inkubovéany po dobu 5 minut pfi laboratorni teploté 25 °C. Po skonceni inkubace byla
deionizovand voda odstranéna a ke gelovym kouskiim bylo dale ptidano 300 pl
acetonitrilu. Vzorky byly opét vlozeny do Thermomixeru a inkubovany za stalého
michani (1400 rpm) po dobu 5 minut pii teploté 25 °C. Poté byl acetonitril odstranén
S naslednym vysusenim vzorkt ve flow-boxu.

Pro vlastni enzymatické Stépeni bylo pouzito 30 ul Sté€piciho pufru obsahujiciho
trypsin, ktery byl piidan ke gelovym kouskiim. Enzymatické S$tépeni probihalo
v Thermomixeru po dobu 16 hodin pfi teploté 37 °C.

V dalsim kroku byla provedena extrakce peptidu pfidanim 100 pl extrakéniho
pufru ke kouskiim gelu, poté probihala inkubace po dobu 30 minut za stalého michéni

(1400 rpm) v Thermomixeru pfi teploté 37 °C. Nasledné byl supernatant od gelovych
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kouskt odpipetovan do Cisté mikrozkumavky. Ke kouskiim gelu bylo opét ptidano 100 pl
extrak¢niho pufru a cely postup extrakce byl zopakovan. Vysledny supernatant byl ptidan
k supernatantu z prvniho kroku a ziskany extrakt byl odpafen ve vakuové centrifugacni
odparce (Shevchenko a kol. 2006) a v dalsim kroku purifikovan pomoci vyrobenych

mikrokolonek obsahujicich C18 reverzni fazi.

4.6.8 Purifikace peptidii na reverzni fazi C18 pomoci kolon Micro SpinColumn
Odpatené vzorky byly rozpustetny v 50 pl 5% (v/v) kyseliny mravenci.

Nasledovné byly vzorky preneseny do ultrazvukové ldzné€, kde byly sonifikovany po
dobu 5 minut. Dale byly vzorky pfemistény do Thermomixeru, kde byly inkubovany po
dobu 5 minut pfi teploté 25 °C za stalého tfepani (1500 rpm).

Pro piecisténi peptidu byly pouzity komercni kolony (Micro SpinColumn), které
byly upevnény ve 2-ml mikrozkumavkach a aktivovany nanesenim 200 pl isopropanolu
s naslednou centrifugaci po dobu 1 minuty pfi 120 g. Dale bylo do kolon ptidano 100 pl
5% (v/V) kyseliny mravenc¢i a byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pii 120 g.

Do kolon upevnénych v ¢istych mikrozkumavkach byly napipetovany okyselené
vzorky a nasledovala centrifugace po dobu 2,5 minut pti 120 g. Proteklé vzorky byly do
kolon napipetovany jesté jednou. Poté bylo provedeno promyti pomoci 100 pl 5% (v/v)
kyseliny mravenci (opét byla provedena centrifugace po dobu 1 minuty pfi 120 g).

Nasledné byly kolony opét premistény do ¢istych mikrozkumavek a byla
provedena eluce pomoci 100 ul elu¢niho roztoku a centrifugace po dobu 5 minut pii
120 g. Eluat byl poté prenesen do sklenénych vialek s koénickym dnem a odpaten

ve vakuové odparce pfi teploté 60 °C.

4.6.9 Purifikace peptidi na reverzni fazi C18 pomoci vyrobenych mikrokolonek
Odpatené vzorky byly rozpustétny v 50 ul 5% (v/v) kyseliny mravenci.

Nasledovné byly vzorky ptfeneseny do ultrazvukové lazné, kde byly sonifikovany po
dobu 5 minut. Déle byly vzorky pfemistény do Thermomixeru, kde byly inkubovany po
dobu 5 minut pii teploté 25 °C za stalého tiepani (1500 rpm).

Pro pftecisténi peptida byly vyrobeny kolonky z 3M Empore extrakénich diskt
C18, ze kterych byla vyseknuta fritka pomoci Hamiltonovy jehly o priméru 18G. Ta byla

vpravena do zastiizené 200-ul $picky, ktera byla upevnéna v 1,5ml mikrozkumavkach.
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Kolonky byly aktivovany nanesenim 50 pl isopropanolu a centrifugovany po dobu
2,5 minut pii 4000 g a 25 °C. Proces aktivace byl zopakovan jesté jednou.

V dal$im kroku byla provedena ekvilibrace ptidavkem 50 ul 5% (w/v) kyseliny
mravenéi s naslednou centrifugaci po dobu 2,5 minut pfi 2000 g a 25 °C. Krok
ekvilibrace byl nasledovné zopakovan.

Ekvilibrované kolonky byly upevnény do ¢istych 1,5-ml mikrozkumavek.
Na kolonky byly pipetovany vzorky rozpusténé v kyseliné mravenci. Nasledovala
centrifugace po dobu 6 minut pii 1500 g a 25 °C. Poté bylo provedeno promyti pomoci
50 ul 5% (w/v) kyseliny mravenci s naslednou centrifugaci po dobu 2,5 minut pii 2000 g
a 25 °C. Proces promyvani byl zopakovan jesté jednou.

Kolonky se zachycenymi a promytymi peptidy byly upevnény
do ¢istych 1,5-ml mikrozkumavek. V tomto kroku byla provedena eluce nanesenim 50 pl
eluéniho roztoku a naslednou centrifugaci po dobu 10 minut pii 1500 g. Eluce byla
zopakovana jesté jednou (Rappsilber a kol. 2007).

Eluat byl poté pienesen do sklenénych vialek s konickym dnem a odpaien

ve vakuové odparce pii teploté 60 °C.

4.6.10 LC-MS/MS analyza
Vzorky, obsahujici extrahované peptidy po S$tépeni proteind v gelu, byly

analyzovany pomoci systému kapilarni chromatografie (nLC) (RSLCnano, Thermo,
USA) online spojené¢ho s tandemovym hmotnostnim analyzatorem Q-TOF vybavenym
nano-ESI ionizaci (UHR-Q-TOF maXis, Bruker Daltonics, Némecko). Pfipravené
odpatené vzorky ve sklenénych vialkach byly rozpustény v 16 ul roztoku 5% FA
modifikované 5% MeOH, sonikovany po dobu 5 minut apfeneseny do autosampleru
chromatografického systému.

K analyze bylo odebrano 5 pl vzorku a obsazené peptidy byly pii pratoku
4 ul/min zachyceny na ptedkoloné 75 um x 3 cm (IntegraFrit, New Objective, CA, USA)
naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C4, Sum, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pomoci
vzorkovaci pumpy a nésledn¢ izokraticky promyty 21 pl 2% FA. D¢leni zachycenych
peptidit bylo provedeno dvouslozkovou gradientovou eluci v pribéhu 47 min na
analytické kapilarni koloné¢ (50 um x 20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA)
naplnéné reverzni fazi (Reprosil AQ C18, 3 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pii
pritoku 180 nl/min. Elu¢ni gradient byl tvofen michdnim mobilni fdze A (0,1% FA)
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a mobilni faze B (90% acetonitril modifikovany 0,1% FA) se smérnici michani slozek
gradientu odpovidajici naristu mobilni faze B v mobilni fazi A s rychlosti 1,25% slozky
B/min v prabéhu 20 min (cely gradient je uveden v Tab. 3).

Rozd¢€lené peptidy eluované z analytické kolony byly ionizovany pomoci
elektrosprej ionizace a charakterizovany metodou tandemové hmotnostni analyzy
V usporadani ,,data-dependent analysis (DDA)* s kolizn¢ indukovanou fragmentaci
peptid v kolizni cele plnénou dusikem. Nastaveni hmotnostniho analyzitoru bylo
nasledujici: zdroj (Source; capillary voltage 1650 V; Dry gas: 6 L/min; Dry temperature:
150 °C); Tune Page nastaveni (Ilon funnel RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp;
Quadrupole ion energy 3,2 eV; collision energy 6 eV; Collision RF 1200 Vpp; transfer
time 70 ps; pre-puls storage 12 ps); MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; Precursor lons:
2s cycle time; threshold pro pfepinani z MS na MSMS mdd 500 cts; active exclusion po 2
spektrech po dobu nasledujicich 30 s; excluded mass rozsah prekurzorit 100-350 Da). MS
data byla sbirana v hmotnostnim rozsahu 100 - 1600 m/z s dobou sbéru (acquisition time)

500 ms pro MS a 100-300 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru.

Tabulka ¢. 3: Nastaveni chromatografického déleni peptidii obsaZenych ve vzorcich pomoci 47 min.

gradientu pfi pratoku 180 nl/min

Cas (min) %A %B
0 90 . 10
(nastfik, nanaseni a promyvani vzorku na pfedkoloné)

10

10 %0 (start gradientu)

30 65 35

35 10 90

37 10 90

40 90 10

52 90 10

*Slozeni mobilnich fazi bylo nasledujici: pufr A: 0,1% FA ve vodé, pufr B: 90% acetonitrilu
modifikovaného 0,1% FA

4.6.11 Zpracovani dat
Nameéfend surova data byla zpracovana programem DataAnalysis v. 4.3 (x64)

(Bruker Daltonics, Némecko), fragmentacni spektra a mérné hmotnosti prekurzort byly
ulozeny ve formatu mgf (Mascot generic file). Tato spektra byla importovana
do programu ProteinScape v2.2 ((Bruker Daltonics, Némecko) a vyuzita k identifikaci
nejprve peptidit a nasledné proteintt pomoci databdzového prohledavani pomoci Mascot

algoritmu (in-house mascot server, Matrix Science, England, UK) proti databazi
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obsahujici 102338 proteinovych sekvenci, ktera byla sestavena z proteinovych sekvenci
organismu pseudomonas (referencni proteom, UniProt, stazeno 20151113) doplnény
0 yeast proteom (referencni proteom, UniProt, staZzeno 20151113) a bézné kontaminanty.

Pro identifikaci peptidi a proteini byly nastaveny tyto parametry: Stépici
proteaza: chymotrypsin/trypsin; maximalni povoleny pocet vynechanych $tépnych mist
(miss cleavage) 5, povolené modifikace peptidi: karbamidomethylace cysteini jako
pevna (fixed), acetylace N-koncl proteinl, oxidace methioninu byly nastaveny jako
variabilni; povolené odchylky pro MS prekurzort: 50 ppm a pro MS/MS fragmentace
peptidd 0,05 Da, minimalni skore pro identifikaci peptida 25, pro identifikaci proteint
minimaln¢ 1 peptid s identity skoére definovanym algoritmem MASCOT na zékladé
velikosti databaze; minimalni skore pro identifikaci proteinti 30. Vysledky prohleddvani
a identifikace peptidii byly exportovany do formatu XLS a vyhodnoceni vysledka bylo
provedeno v programu MS Excel.

4.6.12 Bioinformaticka analyza ziskanych vysledku
Pro bioinformatickou predikci sekretovanych proteini z bakterii rodu

Pseudomonas byly pouzity nasledujici on-line aplikace: SignalP, SecretomP 2.0, Psortb
a cello2go.

On-line aplikace SignalP umoziuje predikovat pfitomnost a umisténi St€pnych
mist tzv. signdlnich peptidii nachazejicich se v aminokyselinovych sekvencich proteint
riznych organismu, jako jsou praveé i gramnegativni bakterie (Petersen a kol. 2011).

SecretomeP 2.0 je on-line aplikace poskytujici predikei pro sekreci proteinu tzv.
neklasickou cestou. Takto se tedy da predikovat, zda jsou proteiny sekretovany i bez
ucasti signalniho peptidu (Bendtsen a kol. 2005).

Dalsi pouzitou aplikaci byla Psortb, ktera je pfimo specializovana na predikci
lokalizace proteinli v grampozitivnich a gramnegativnich bakteriich. Pomoci této
aplikace se ted’ da predikovat, zda se jedna o proteiny pochazejici z vnéjsi nebo vnitini
membrany, dale proteiny z periplazmatického prostoru nebo extracelularni proteiny (Yu
a kol. 2010).

Obdobnou aplikaci predstavuje cello2go, ktera také umoznuje predikci lokalizace
proteinu v organismu, navic ale i s funk¢ni anotaci genové ontologie (Yu a kol. 2014).

Pro vyhledani konzervovanych domén v sekvencich sekretovanych proteina pak

byla pouzita aplikace CD-search (Marchler-Bauer a Bryant 2004).
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Veskeré analyzy byly provadény s predem nastavenymi parametry (pfislusné cut-

off skore atd.).
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5 VYSLEDKY A HODNOCENI

5.1 Charakteristika biologického materialu a navrh pracovniho postupu
Tato bakalarska prace probihala ve spolupraci s Mgr. Katefinou Snopkovou

Z Biologického ustavu Lékatské fakulty Masarykovy univerzity a jejim hlavnim cilem
bylo navrhnout a vyzkouset vhodnou metodiku pro identifikaci sekretovanych proteint
z gramnegativnich bakterii rodu Pseudomonas. Konkrétn¢ se jednalo o kmeny
Pseudomonas prosekii 2673 a Pseudomonas sp. 2433, které byly ziskany bé&hem
polarnich expedic 2007-2008 v blizkosti stanice Johanna Gregora Mendela (¢ =
63°48'02" S, A = 57°52'57" W) na ostrové Jamese Rosse blizko Antarktického
poloostrova. Standardni biochemické testy urCily vzorky jako fluorescentni
pseudomonady. Nasledna druhova identifikace zafadila izolat 2673 jako P. prosekii
(Kosina a kol. 2013), druhové uréeni izolatu 2433 zistava nedokonceno, velmi
pravdépodobné se jedna o novy druh (Kosina, osobni sd¢leni). Oba izolaty jsou
uchovavany v Ceské sbirce mikroorganisma (http://www.sci.muni.cz/ccm/).

Pseudomonady jsou ubikvitnim rodem, ktery osidluje rozli¢né environmentalni
niky véetné velmi extrémnich prostiedi (Palleroni 2005). Jednotlivé druhy predstavuji
zemédelsky vyznamné fytopatogeny (podileji se na kazeni potravin). Zpusobuji také
nozokominalni infekce (infekce vazané na nemocni¢ni prostiedi). Tyto infekce pak
pfedstavuji zavazny problém zejména diky schopnostem pseudomonad odoldvat
standardni antibiotické 1é¢bé (Livermore 2002; Zhang a kol. 2016), coz vede k hledani
novych anti-pseudmonadovych latek (Brown a Wright 2016).

Bakteriociny jsou proteiny sekretované bakteriemi, které¢ maji antibioticky ucinek.
Protoze jsou cilené na uzké spektrum mikroorganismi, bez dopadu na ostatni mikrofloru
(Cavera a kol. 2015; Gillor a kol. 2005), pfedstavuji novou generaci antimikrobialnich
latek s velkym potencialem. Pfestoze jsou bakteriociny nékterych mezofilnich (teplotni
optimum >20 °C) bakterii pomérn¢ dobfe prozkoumany, existuje pouze jen malo studii
zabyvajicich se produkci antimikrobialnich latek psychrofilnimi ¢i psychrotolerantnimi
bakteriemi (OBrien a kol. 2004; Sanchez a kol. 2009; Barros a kol. 2013). Zadna studie
také nebyla cilena specificky na antarktick¢é pseudomonady, i kdyz patii v tomto
nehostinném prostiedi mezi dominantni druhy (Scherer a Neuhaus 2006), a produkce
bioaktivnich latek pseudomonddami je jiz dlouho zndma (napf. biokontrolni kmeny
vyuzivané v zeméd¢lstvi; Jayaseelan a kol. 2014, Ghequire a De Mot 2014; Chatterjee
akol. 2016). Kmeny P. prosekii 2673 a Pseudomonas sp. 2433 ptedstavuji prvni
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antarktické pseudomonady, u kterych byla navic detekovana produkce pyocinti. Pyociny
jsou proteiny patfici mezi bakteriociny, které maji velky potencial komeréniho vyuZziti,
protoze vykazuji inhibiéni efekt vuc¢i klinickym izolatim P. aeruginosa, anebo
fytopatogennim zastupcim rodu Pseudomonas (Snopkova, osobni sdéleni). Celkoveé by
tak mohla proteomicka charakterizace ,,sekretomu téchto nové objevenych druhi
pseudomonad poskytnout zajimavé informace s ptesahy do klinickych obort.

Pro identifikaci sekretovanych proteinii byla zvolena nasledujici metodika.
Biologicky material, v tomto pfipadé ristova média, byl precipitovan ve Ctyindsobném
nadbytku vychlazeného acetonu, aby doslo k maximalnimu vysrazeni proteind
pritomnych ve vzorku. Po precipitaci byly proteiny rozpustény v mocovinovém pufru
a nasledné¢ kvantifikovany.

Po kvantifikaci vzorkti byla provedena elektroforeticka separace proteind
s pouzitim diskontinualni polyakrylamidové gelové elektroforézy za ptitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho. Tato metoda umoZiiuje separaci proteinit na zakladé jejich
molekulovych hmotnosti a tim padem 1 rozdéleni jednoho vzorku na vice frakci, coz vede
k navyseni poctu identifikovanych proteinti. Dalsi nespornou vyhodou této metody je
také odstranéni nezadoucich kontaminanti, jakymi jsou naptiklad nizkomolekuldrni latky
(napf. soli a detergenty z extrakénich pufrti). Po elektroforetické separaci byly proteiny
vizualizovany barvivem Coomassie Brilliant Blue G-250.

Pro naslednou identifikaci proteind byl zvolen tzv. bottom-up piistup. Tento
ptistup je charakteristicky tim, ze se provadi Sté€peni proteind na peptidy specifickou
proteazou, V tomto piipadé trypsinem. Ten §tépi proteinovy fetézec za aminokyselinami
argininem a lysinem smérem k C-konci (Aebersold a Mann 2016). Po proteolytickém
Stépeni bylo provedeno ptecisténi peptidi od interferujicich latek pomoci C18 reverzni
faze.

Ziskané a precisténé tryptické peptidy byly analyzovany pomoci kapilarni
kapalinové chromatografie spojené¢ s on-line tandemovou hmotnostni spektrometrii
S vyuzitim ionizace na principu elektrospreje (Aebersold a Mann 2016) a metody ,,data-
dependent analysis® (Aebersold a Mann 2016). Ze ziskanych dat byly extrahovany listy
peptidovych prekurzorti a jejich fragmentacni spektra, ktera byla nasledné vyuzita k
identifikaci proteinti bioinformatickym pfistupem ,,peptidového sekvenovani* (Steen a
Mann 2004). V tomto piistupu byly nejdiive identifikovany peptidy, které byly nasledné

shlukovany do proteinovych sekvenci.
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5.2 Proteomicka analyza R2A média
Vyse zminéné bakterie byly kultivovany v R2A médiu, které mize potencialné

obsahovat jak peptidy, tak i proteiny. R2A médium se totiz sklada z glukozy, Skrobu,
pyruvatu sodného, hydrogenfosfore¢nanu draselného, heptahydratu siranu hotecnatého,
agaru, predevsim ale také z kaseinového hydrolyzatu, dale z vytazku z kvasnic a peptonu
(Reasoner a Geldreich 1985). Z tohoto duvodu byla pfed analyzou sekretovanych
proteinti z bakterii provedena ianalyza samotného R2A média, aby bylo vylouceno
ptipadné zkresleni budoucich vysledkli. Pro analyzu R2A média byly zvoleny dva
nasledujici postupy (Obr. 15).

R2A médium

o
——

Alikvot (300p1) WU % Alikvot (300p1)

Precipitace proteini %

Proteolytické Stépeni trypsinem

Precisténi na C18 reverzni fazi % % Pietisténi na C18 reverzni fazi

MS analyza MS analyza

Obrazek ¢. 15: Schéma §tépeni R2A média

V prvnim pfipad¢é byly proteiny potencialné pfitomné v R2A médiu (alikvot
0 objemu 300 pl) nejprve vysrazeny piebytkem vychlazeného acetonu (viz piedchozi
kapitola) a nasledné bylo provedeno proteolytické Sté€peni v roztoku pomoci trypsinu.
Poté nasledovalo jesté piecisténi ziskanych peptidi od interferujicich latek na reverzni
fazi C18 a MS analyza. Timto zplsobem méla byt prokazana piitomnost proteinti

potencialné obsazenych v R2A médiu.
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Ve druhém piipadé byl alikvot R2A média (opét 300 pl) precistén piimo na

reverzni fazi C18 s navazujici MS analyzou. Tento postup byl zvolen proto, aby bylo

zjisténo, zda R2A médium neobsahuje také peptidy (Obr. 14).

Tabulka €. 4: Prehled identifikaci precipitovanych proteint a peptidd izolovanych pfimo z R2A média

Stépené proteiny

Peptidy izolované

precipitované z R2A

Z R2A média
média
Protein (genové jméno) Pristupovy Skore Pocet Ps” Skore Pocet Ps”
kéd peptidi (%) peptidi (%)
B-kasein-Bos taurus * P02666 464.7 11 24,4 389,7 8 27,3
(Bos taurus) similar to a- ENSEMBL:
wubulin 1 isoform 1 ENSBTA 168,9 3 8,4 275,9 5 11,8
P00000016242

BMH1 P29311 40,5 1 3,7 414 1 3,7

KRT1 P04264 205,8 3 5,9 - - -

KRT2 P35908 1240 2 3,7 - - -

KRT9 P35527 42,6 1 2,4 - - -

KRT10 P13645 78,7 1 3,2 - - -

PST_2422 AAVMT3 419 1 1,7 - - -
OUS5_1309 AOAQ24E7T1 42,6 1 4,2 43,1 1 4,2

suc2 P00724-2 41,6 1 2,0 - - -

Chymotrypsinogen A * P00766 43,8 1 6,1 - - -
CH92_21880 WBRCX1 - - 40,0 1 52
TEF1 P02994 - - - 1417 3 7,6

eno A4XWS1 - - - 40,8 1 14

PSF113 1942 G8Q680 - - - 41,4 1 3,0
SSA4 P22202 - - - 117,3 2 2,8

CNN1 P43618 - - - 40,6 1 2,1
PSAKL28 14210 AOAQ77F581 - - - 43,6 1 3,1
CH92_00290 CH92_00290 - - - 40,7 1 2,1
PSPTO_4699 Q87W61 - - - 41,9 1 0,2
PSF113 4074 G8Q045 - - - 41,6 1 3,6
PA1663 Q91362 - - - 42,7 1 14

OU5 5393 AO0AQ024EI35 - - - 41,8 1 15
ACTB P60712 - - - 579,8 11 24

- * proteiny, které nemaji v pouZité databazi uvedené genové jméno; * pokryti sekvence
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Timto zpusobem bylo identifikovano celkem 28 proteind. V pfipad¢ Stépeni
proteint precipitovanych z R2A média bylo identifikovano 11 proteinu (Tab. 4), z nichz
byl nejhojnéji zastoupen kasein (Obr. 16). V mensi mife médium obsahovalo proteiny
z kvasinek Saccharomyces. Béhem analyzy byly identifikovany i dal$i kontaminanty,
pfedevSim se jednalo o lidské keratiny (Tab. 4; Obr. 16). NejpravdépodobnéjSim
divodem této kontaminace je Spatnd manipulace se vzorkem béhem jeho pfipravy pro
MS analyzu. V mensi mife byly vzorky kontaminovany i proteiny z Pseudomonas, které
se do média dostaly patrné¢ Vv prub&hu jeho piipravy. BéZznou pfic¢inou muize byt
opakované pouzivani stejného laboratorniho skla, které nebylo patficné vyplachnuto
a vydesinfikovéano.

V druhém piipadé, kdy byla provedena piima izolace peptida z R2A média, bylo
identifikovano 17 proteint (Tab. 4). Z toho byl opét nejhojnéji zastoupenym proteinem
kasein, v mensi mife proteiny z kvasinek Saccharomyces a Pseudomonas (Obr. 17).
V tomto médiu byly také identifikovany kontaminanty, opét §lo hlavné o keratiny
(Tab. 4).

Stépené proteiny precipitované z R2A média

W Kasein
M Pseudomonas
W Saccharomyces

m Ostatni kontaminanty

Obrazek ¢&. 16: Graf znazortiujici zastoupeni jednotlivych proteint u §tépenych proteinti

precipitovanych z R2A média na zakladé poctu spekter pfifazenych jednotlivym proteintim
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Peptidy izolované z R2A média

H Kasein
B Pseudomonas
W Saccharomyces

B Ostatni kontaminanty

Obrazek ¢. 17: Graf znazoriujici zastoupeni jednotlivych peptidil izolovanych z R2A média na zakladé

poctu spekter pfifazenych jednotlivym proteinim

Jak ukazuji vysledky analyzy, R2A médium opravdu obsahuje jak peptidy, tak
I proteiny s tim, Ze nejvice zastoupenym proteinem je kasein. Analyzou R2A média byla
tedy prokazana pritomnost proteind, které odpovidaji slozeni samotného média. Jak
vyplyva z grafa (Obr. 16; 17), pti analyze peptidi pfimo izolovanych z R2A média bylo
dosazeno vyssich pocti spekter ptifazenych jednotlivym identifikovanym proteiniim, coz
naznacuje, ze R2A médium obsahuje proteinové sloZky v jejich hydrolyzované formé.

Celkov¢ se ale na zakladé poctu peptidi a proteint a jim piifazenych spekter da
fict, Ze by slozeni média nemélo mit vétsi vliv na vysledky analyzy sekretovanych

proteint z bakterii rodu Pseudomonas.

5.3 Proteomicka analyza sloZeni R2A média po Kkultivaci bakterii z rodu
Pseudomonas
Jak jiz bylo napsano vySe, tato bakaldiska prace se zabyvala analyzou

sekretovanych proteinti z gramnegativnich bakterii rodu Pseudomonas, konkrétné kmeni
Pseudomonas prosekii 2673 a Pseudomonas sp. 2433.

Oba kmeny byly k dispozici ve dvou paralelnich vzorcich. K jednomu z nich byl
pfidan mitomycin C, zatimco druhy vzorek byl ponechan bez zdsahu (u obou kmeni).
Mitomycin C vyvolava poskozeni DNA, které se pouziva i u bakterii pii produkci

pyocinia (Briand a Baysse 2002). Jedna se o sekretované bakteridlni proteiny, které
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pusobi na receptory citlivych bakterii a tim zpasobuji jejich smrt (Abdi-Ali a kol. 2004).
Molekuly bakteriocinu mohou ale navic napadat také receptory sav¢ich bunék, coz je
nékdy pticinou letalnich piihod (Abdi-Ali a kol. 2004). Bylo dokazano, Ze pouziti
mutagennich c¢inidel zpusobuje zvySenou syntézu pyocinu (Michel-Briand a Baysse
2002). Toho lze dosahnout bud’ ultrafialovym zatenim (Higerd, Barchler a Berk 1967),
anebo pravé pomoci mitomycinu C (Kageyama 1964). Kazdy z dostupnych vzorka pak
byl analyzovan ve dvou biologickych opakovanich, pti¢emz na polyakrylamidové gely

bylo pro kazdy vzorek nanaseno vzdy 20 pg.

250kDa =
150 kDa =
100 kDa s

75 kDa e

S0 kDa el .

25 kDa ﬂ
20 kDa ﬂ

15 kDa

Marker 2433N 24331 2673N 26731

Obrazek ¢. 18: Separované proteiny ze vzorka Pseudomonas sp. 2433 (N - neindukovany, I - indukovany)

a Pseudomonas prosekii 2673 (N - indukovany, I - indukovany)

Jak vyplyva z Tabulky €. 5, dohromady bylo identifikovano ptes 1500 proteint.
Tento vysledek je porovnatelny s neddvnou studii, kterd byla zaméfena na analyzu
sekretomu u gramnegativni bakterie Escherichia Coli, a ve které bylo identifikovano
dohromady 1241 proteint (Niguroji 2017).

Z celkového poctu dosaZenych identifikaci 42 proteinti tvofilo kontaminanty,
pti¢emz 17 proteinii pochazelo ze Saccharomyces, pravdépodobné byly soucasti R2A
média. Zbyvajici kontaminace predstavovaly piedevsim lidské keratiny. Fakt, Zze pouze
1,12 % z celkového poctu identifikaci naleZelo proteinim z kultivaéniho média, odpovida

vysledkiim komentovanym v pfedchozi kapitole.
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Tabulka ¢. 5: ldentifikované proteiny z bakterialnich kmend Pseudomonas prosekii 2673 a Pseudomonas sp. 2433

< oy, Celkovy pocet . Celkovy pocet
aacet | PrumY | pramemy | identifiko- | SO POt | Cidentifiko-
Kmen Replikat Kultivace anvch FifPazen ich pocet pokryti vanych roteini zy vanych
vanyeh P Y sekvence (%) proteint p . proteini (cela
proteint spekter (kmen) Pseudomonad studie)
_Bez 651 11,4 75
1 mitomycinu
mitomscinem 597 115 6,9
2673 BZZ 1167
. . 504 8,8 6,0
’ mitomycinu
mitomScinem 469 9.1 6,0
BZZ 1472 1514
. . 511 9,4 6,5
1 mitomycinu
mitomscinem 554 108 [
2433 B 1034
. . 394 6,1 4.4
) mitomycinu
S 502 9,7 6,1
mitomycinem
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Celkové lze fici, Zze jak pocty identifikaci, tak i zbylé charakteristiky (pocty
piifazenych spekter, pokryti sekvence), byly srovnatelné pro oba kmeny i obé biologické
opakovani (Tab. 5). Pii detailnéj$im pohledu ale muZeme konstatovat, Ze u kmene
Pseudomonas prosekii 2673 bylo identifikovano nepatrné vice proteint, nez
u Pseudomonas sp. 2433 (diference byla 133 identifikaci). Dale bylo zji$téno, ze bakterie
Pseudomonas prosekii 2673, které byly kultivovany bez mitomycinu C, poskytly vice
identifikovanych proteinid. Naproti tomu u bakterii Pseudomonas sp. 2433 bylo
identifikovano vice proteinii ve vzorcich, u nichz byla provedena indukce
mitomycinem C. Vysvétlenim téchto rozdildh mize byt geneticka diference

analyzovanych kmenu a tim padem i odli$nost v jejich fyziologii.

5.4  Predikce sekretovanych proteini a jejich dalSi anotace
Dohromady bylo identifikovano 1472 bakteridlnich proteind, nelze ale

predpokladat, ze se jednd pouze o sekretované proteiny. Pfitomnost dalSich proteint
miuize byt vysvétlena bunéénou lyzi pii kultivaci, jak uz bylo diive publikovano (Niguroji
a kol. 2017; Jabbour a kol. 2014). Pro predikci sekretovanych proteind z gramnegativnich
bakterii rodu Pseudomonas bylo proto vyuzito n¢kolik on-line aplikaci, které byly
vybrany na zéklad¢ rozdilného algoritmu (SecretomeP, SignalP, Cello2go a Psortb).

SignalP predikuje klasicky sekretované proteiny, které obsahuji tzv. signalni
peptid. Oproti tomu neklasicky sekretované proteiny predikované SecretomemP tento
signalni peptid ve své aminokyselinové sekvenci postradaji. Dohromady bylo témito
algoritmy predikovano 340 proteini, znichz bylo 195 oznaceno jako Kklasicky
sekretované a zbylych 145 bylo kategorizovano jako neklasicky sekretované proteiny.
Dale byla pouzita aplikace Cello2go, ktera kromé predikce bunééné lokalizace proteinu
umoziuje navic I anotaci genové ontologie. Posledni pouzitou aplikaci byl Psortb, ktery
je specializovan na predikci lokalizace proteinti v bakterialni bunce. Tyto aplikace
predikovaly 579 (Cello2go) a 376 (Psortb) potencialné sekretovanych proteinti.

Celkovy pocet proteint predikovanych jako sekretované byl 700 (Obr. 19), coz
predstavuje 48 % z celkového poctu identifikaci. Tento vysledek je téméf totozny
svysledkem z vySe citované studie od Niguroji a spoluautorti, kde byl podil

predikovanych sekretovanych proteint 46 % (Niguroji a kol. 2017).
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SecP a SignalP Cello2go

213
(30.4%)

Psortb

Obrazek ¢. 19: Vennuv diagram sekretovanych proteini predikovanych online - aplikacemi SecretomeP
(SecP), SignalP, Cello2go a Psortb

Jak jiz bylo uvedeno diive, aplikace SecretomeP, SignalP a Psortb poskytly
porovnatelné pocty predikci, zatimco aplikace Cello2go poskytla o vice nez 200 predikci
vice. Zajimavy je fakt, ze 213 predikci bylo pro tuto aplikaci opravdu unikatni (Obr. 19).
Spolecnym prvkem vSech pouzitych aplikaci je vyhleddvani proteinti na zaklade jejich
sekvence a fyzikalné-chemickych vlastnosti. Aplikace Cello2go vSak navic funguje
i na zaklad¢ vyhledavani homologie (algoritmus BLAST) (Yu a kol. 2014). Tim mize byt
vysvétlen rozdil v poctu predikei.

Minimalné dvéma nezavislymi aplikacemi bylo jako sekretované predikovano
389 proteintl a u této skupiny je proto vyssi pravdépodobnost, ze predikce byla spravna.
Pro charakterizaci téchto proteinti byla vyhledana dostupna anotace z databaze UniProt.
Tato databaze vSak neposkytovala dostate¢né mnoZzstvi informaci (napiiklad bunécéna
lokalizace byla dostupna pouze pro 81 proteini). Pro dalsi specifikaci potencialné
sekretovanych proteintt proto byla vybrana aplikace CD-search, ktera umoziuje
vyhledavani konzervovanych domén v sekvenci proteinu (Marchler-Bauer a Bryant
2004), a tak poskytuje informace o jeho funkci. Navic byly také vyuzity dostupné
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informace z aplikace Cello2go, pfesnéji se jednalo o pojmy genové ontologie pro

kategorie molekularni funkce a biologicky proces.

Nejvice zastoupené proteinové domény

Cetnost dané proteinové domény

Obrazek ¢. 20: NejCetnéji zastoupené proteinové domény u potencialné sekretovanych proteind.

Souvisla vypln prezentuje domény S transportni funkci
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Obrazek ¢. 21: Nejéetnéji zastoupené proteinové rodiny u potencialné sekretovanych proteind.

Souvisla vyplii prezentuje rodiny s transportni funkci
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Ze sloupcového grafu na Obrazku €. 20 1ze vidét nejcetnéji zastoupené proteinové
domény, které plni pfevazné transportni funkci (Obr. 20). Tomu také odpovida dalsi graf
S nejcetnéjsimi proteinovymi rodinami (Obr. 21), které opét zprostiedkovavaji prevazné
transport pres bunécnou sténu bakterii. Mimo jiné se zde ale vyskytuje i nékolik dalsich
rodin, které plni i jiné ulohy (Obr. 21). Mezi takové proteinové rodiny se fadi napiiklad
flagelliny, coz jsou proteiny, které se podileji na utvaieni bakteridlniho bic¢iku. DalSimi
proteinovymi rodinami jsou Imelysin-like superfamily a Peptidase S41 superfamily. Obé
tyto rodiny se fadi mezi hydrolazy, navic imelysin byl poprvé objeven praveé
u gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa. Jeho funkce spociva ve Stépeni

fibrinogenu, ¢imz by se mohl podilet na patogenicité (Fricke a kol. 1999).

Genova ontologie - molekularni funkce

1,28%

103%._ 1,05% 1,38%

1,45% W protein transporter activity

M enzyme regulator activity

W isomerase activity

M transferase activity, transferring glycosyl groups
M lyase activity

33,86% M kinase activity
M ATPase activity
M protein binding

structural molecule activity

M peptidase activity

10,47%

m oxidoreductase activity
hydrolase activity
transmembrane transporter activity
12,72% 11,03% ion binding

N/A

Obrazek ¢. 22: Nejcetnéjsi pojmy genové ontologie v kategorii molekularni funkce u potencialné

sekretovanych proteint

Analyze proteinovych rodin a domén odpovidaji i informace ziskané z rozboru
genové ontologie. To lze dokazat naptiklad cetnym zastoupenim proteini

s hydrolazovou, respektive s peptidazovou aktivitou (Obr. 22). Mezi nejéetnéjSimi
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biologickymi procesy byla navic prokazana i patogenicita dal$i z pojmli zminovanych

vyse (Obr. 23). Nadto pak nejvice proteint vykazuje transportni funkci (Obr. 22 a 23).

Genova ontologie - biologicky proces

1,89%

2,00% 2,03% ® membrane organization

o cell motility

M transmembrane transport

m carbohydrate metabolic process
22,31%
M cellular component assembly

W homeostatic process

m cellular nitrogen compound metabolic process
W pathogenesis

 small molecule metabolic process

M [ocomotion

W biosynthetic process

m response to stress

20,67% catabolic process

5 999 transport

N/A

Obrazek ¢. 23: Nejcetnéjsi pojmy genové ontologie v kategorii biologicky proces u potencialné

sekretovanych proteint

Pti hlubsi analyze ziskaného datasetu bylo zjisténo, Ze se mezi identifikovanymi
proteiny bohuzel nenachazi zadné bakteriociny. Tento fakt miize byt vysvétlen naptiklad
jejich nizkou koncentraci a soucasné 1 pomérn¢ silnou kontaminaci analyzovaného
kultivaéniho média proteiny z cytoplazmy bakterialni bunky. Pfi MS analyze tak mohly
byt signaly peptidi nélezicich bakteriocinim potlaceny signaly peptidit jinych
koncentrovanéjSich proteinti. Mohlo dojit také k sekvencnim rozdilim, tim padem

nemusely byt peptidy téchto proteinti spravné ptifazeny.
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5.5  Priklady proteini sekretovanych bakteriemi z rodu Pseudomonas
Diskutovat veskeré identifikované sekretované proteiny by bylo nad ramec této

prace, ne-li zcela nemozné. Z tohoto divodu bylo z datasetu 389 sekretovanych proteinti
vybrano né€kolik zastupct, u nichz byly detailnéji popsany jejich hlavni funkce.

Jak bylo zminéno v minulé kapitole, celkové nejzastoupenéjsi byly proteiny
ucastnici se transportu (Obr. 20 - 23). Do této skupiny mizeme zatadit naptiklad proteiny
TolC, BamA, FtsY a TonB. TolC je sekretovany protein, jenz se V gramnegativnich
bakteriich vyskytuje ve wvngjsi bakteridlni membran¢ vramci T1SS. Jeho hlavni
molekularni funkci je pfedev$im transport toxini a antimikrobidlnich latek z bunky.
Hraje tak klicovou roli v rezistenci a je také dulezity pro pfeziti patogenu v prub&hu
infekce (Koronakis a kol. 2004).

Dalsim sekretovanym proteinem z bakterii Pseudomonas je BamA, ktery se
vyskytuje v T5SS. Je soucasti komplexu vngjSich membranovych proteini (Bam)
a konkrétné se podili na vkladani a sestavovani P-barelovych proteini do vnéjsi
membrany, ¢imZ umoziiuje export tzv. ,passenger domén (detailn&ji popsano vySe
Vv teoretické casti) (Tomassen 2010).

Dale byl detekovan protein FtsY. Ten je soucasti sekrecni drahy Sec, ktera
v ramci TSSS piimo spolupracuje s Bam komplexem. FtsY je ¢astecné lokalizovan jak
v membrané tak i v cytosolu. Podili se na vkladani nové vznikajicich membranovych
proteinti do cytoplazmatické membrany, v tomto procesu piesnéji pisobi jako receptor
pro komplex tvoteny c¢asticemi SRP (signal recognition particle) a RNC (ribosome-
nascent chain). Interakci komplexu SRP-RNC-FtsY dochazi k transportu ¢astice RNC
na Sec translokazu, ktera ho vkladd do membrany. Hydrolyzou GTP pak dochazi
k disociaci komplexu na jednotlivé slozky (Tsirigokati a kol. 2016). Mezi molekularnimi
funkcemi ptifazenymi FtsY tak bylo mozno nalézt GTP4zovou a hydrolazovou aktivitu.

Mezi dalsi sekretované proteiny patii také TonB protein (TonB-dependent hemin,
ferrichrome receptor). Jedna se o bakterialni protein, ktery se u gramnegativnich bakterii
vyskytuje na vnéjsi strané bakteridlni membrany. Tento protein zajistuje predevsim
prenos velkych substratl, jako jsou naptiklad tzv. siderofory. Tyto substraty vazou

zelezo, které je nezbytné pro metabolismus a rast bakterii (Noinja a kol. 2010).
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Obrézek &. 24: Schématické znazornéni proteinové skladby bakterialniho flagelarniho systému. Cervend
jsou zvyraznény proteiny, které byly v této praci ptimo detekovany (schéma pievzato
z: http://www.kegg.jp/kegg-bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map02040&keyword=flagellar
assembly).

Mezi nejcastéj$i biologické procesy, kterych se identifikované sekretované

proteiny Ucastni, byly pohyb, bunééna motilita a patogenicita (Obr. 23). Vsech téchto
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déju se ucastni proteiny z rodiny flagellini, které, jak bylo uvedeno vyse, vytvareji
organelu zvanou bicik. Proto jsou také molekularnimi funkcemi, které jsou s témito
proteiny spojeny, piedevsim strukturni molekulova aktivita, vazba proteinti a hydrolazova
aktivita spojena s bunéénym pohybem. Bi¢ik je v membrané utvafen az 29 rtuznymi
proteiny (Obr. 24) a jeho tloha je pohyb a adheze bunék (Rossez a kol. 2015). Z tohoto
rozsahlého proteinového komplexu bylo detekovano 11 proteinti, pficemz se tyto proteiny
nachazely pievazné na povrchu bakterialni bunky (Obr. 24). To odpovida predpokladiim,
protoze analyzované kultivatni médium by mélo obsahovat pfedevSim sekretované
proteiny a proteiny z povrchu bakterialni bunky.

Signal peptidase | (SPasa I) je sekretovany protein s hydrolazovou, konkrétné
peptidazovou, aktivitou. Je zodpovédny za Stépeni signalniho peptidu z translokovanych
preproteint. Umoziuje tedy uvolnéni sektretovanych proteint z bakterialni membrany
a nasledovn¢ jejich spravné slozeni. Bylo prokazano, Zze akumulace preproteini
na membrang je pro rust bakterii Skodliva, a proto jsou enzymy jako SPasa | nezbytné pro
preziti bunék (Auclair, Bhanu a Kendall 2012).

Adhesin/hemagglutinin, HecA se fadi mezi hemaglutininové adheziny
produkované rtiznymi patogennimi bakteriemi. Pfispivaji k pfipojeni, agregaci a zabijeni
epidermalnich bun€k. Hemaglutininové adhesiny jsou obecné vyznamnymi faktory

virulence u rostlinnych i zivo¢isnych patogent (Rojas a kol. 2002).
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6 ZAVER

V soucasné dob¢ je vénovano velké usili vyzkumu sekretomu bakterii, jak to
napiiklad doklada nedavna studie sekretomu gramnegativni bakteric E. coli (Niguroji
a kol. 2017). Sekretované proteiny totiz predstavuji virulentni faktory, které jsou hlavni
pfi¢inou bakterialni patogeneze. Mimo to vykazuji nékteré sekretované proteiny
(konkrétné bakteriociny) antimikrobidlni Gi€inky a jevi se tak jako slibné antibiotika. Tato
prace byla zaméfena na studium sekretomu gramnegativnich bakterii rodu Pseudomonas,
konkrétn¢ kmeni Pseudomonas prosekii 2673 a Pseudomonas sp. 2433. Tyto kmeny
sice nepiedstavuji vyznamné patogeny, ale i pfesto mohou poskytnout uzite¢né
informace vyuzitelné v fad¢ klinickych obord. Produkuji totiz vySe zminéné bakteriociny
a jejich identifikace by tak mohla vést k dalsimu vyvoji novych terapeutik.

Experimentalni ¢ast této prace proto byla zaméfena na sestaveni pracovniho
postupu, ktery by byl pouzitelny pro identifikaci bakterialnich sekretovanych proteint.
V prvni fazi navrzen¢ho protokolu bylo provedeno vysrdZeni proteinli z kultivacniho
média pomoci acetonu. V nasledujicim kroku byla smés proteini podrobena
elektroforetické separaci (SDS-PAGE), pomoci niz bylo ze vzorkd ziskano vice
proteinovych frakci. Ziskané proteinové frakce byly poté $tépeny trypsinem na peptidy.
Na zavér bylo provedeno méfeni na hmotnostnim spektrometru za vyuZiti ionizacni
techniky ESI, ktera je vhodna pro analyzu vysokomolekularnich latek. Za pomoci tohoto
postupu bylo dohromady identifikovano 1472 proteindi, z nichz bylo 389 proteint
predikovano jako sekretovanych. Predikce byla provedena pomoci 3 aplikaci
(SecretomeP, SignalP, Cello2 a Psortb), které pracuji na zakladé rozdilného algoritmu.
Na zavér byla jest¢ pouzita aplikace CD-search, kterd poskytuje vyhledavani
proteinovych domén a tim padem hlubsi charakterizaci identifikovanych proteini.

Tato bakalarska prace probihala v ramci spoluprace Odd¢leni biochemie proteinti
a proteomiky Centra regionu Hana a Oddé¢leni mikrobiologie Lékatské fakulty
Masarykovy univerzity v Brné, kde se téma charakterizace novych bakteriocini
(pyocintl) aktualng fadi mezi hlavni vyzkumné cile. I kdyZ v této praci zadné bakteriociny
identifikovany nebyly, vySe zminéné vysledky naznacuji, Ze navrZzeny postup je pro
identifikaci proteini sekretovanych bakteriemi pouzitelny a do budoucna by tak mohl

piinést pozadované vysledky. Cile prace byly splnény.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AA akrylamid

ACN acetonitril

APS persiran amonny

BIS N*,N‘-methylenbisakrylamid

BSA bovinni sérovy albumin

DTT dithiothreitol

ESI ionizace elektrosprejem

FA kyselina mravenci

IAM iodacetamid

LC-MS/MS kapilarni chromatografie s tandemovou hmotnostni detekci
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MeOH

MS/MS

nLC

Q-TOF

rpm

SDS

SDS-PAGE

Sec

Tat

T1SS

T2SS

methanol

tandemova hmotnostni spektrometrie

nanokapilarni kapalinova chromatografie

hybridni tandemovy hmotnostni spektrometr s kvadrupdlovym

analyzatorem a analyzatorem doby letu

otacky za minutu

dodecylsiran sodny

elektroforeticka separace v pritomnosti dodecylsiranu sodného

sekrec¢nich draha-Secretory translocaze, sekre¢ni translokaza

sekreCni  draha- Twin-arginine targeting, translokaza

transportujici proteiny s motivem zdvojeného argininu

sekre¢ni systém typu I (Type I secretion systém)

sekrecni systému typu II (Type II secretion systém)
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T3SS sekre¢ni systém typu III (Type III secretion systém)

TASS sekre¢ni systém typu IV (Type IV secretion systém)
T5SS sekre¢ni systém typu V (Type V secretion systém)
T6SS sekrecni systém typu VI (Type VI secretion systém)
TCEP tris(2-karboxyethyl)fosfin

TEAB bikarbonat triethylamonny

TEMED N,N,N*,N*-tetramethylethylendiamin

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethan
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