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Anotace

Bakalafska prace se zabyva proteomickou analyzou bakteridlnich membranovych
proteind. V praci jsou popsané bakteridlni membrany a to konkrétné cytoplasmaticka
membrana, bakteridlni sténa a ve struCnosti je popsdno pouzdro a glykokalyx. Popis
bakterialni stény zahrnuje rozdéleni bakterii na grampozitivni a gramnegativni bakterie.
U gramnegativnich bakterii je uveden popis vnéj§i membrany. V dalsi ¢asti jsou popsany
membranové proteiny a nasledné jsou uvedeny laboratorni techniky, které se pouzivaji
k analyze bakteridlnich membranovych proteinti. Posledni ¢éast zahrnuje konkrétni piiklady

analyz membranovych proteind bakterii.

Kli¢ova slova

Proteomickd analyza, proteiny, Dbakterie, bakterialni sténa, elektroforéza,

chromatografie, hmotnostni spektrometrie.

Annotation

This bachelor thesis is aimed at proteomic analysis of bacterial membrane proteins. The
thesis includes the description of bacterial membranes, mainly the cytoplasmic membrane and
bacterial wall. It also describes the capsule and glycocalyx. The description of bacterial wall
involves grampositive and gramnegative bacteria with the description of outer membrane of
the latter type. The following part of the thesis deals with membrane proteins. It continues
with listing of laboratory techniques used for analysing bacterial membrane proteins. The last

part of this thesis comprises particular examples of bacterial membrane proteins analyses.

Keywords

Proteomic analysis, proteins, bacteria, cell wall, electrophoresis, chromatography, mass

spectrometry.
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Uvod

Proteomickd analyza obecné se stala v poslednich letech velice oblibenym
a vyuzivanym pfistupem k identifikaci a kvantifikaci proteinii. Proteomické technologie
umoziuji identifikovat vSechny proteiny jakéhokoliv organismu, tkani nebo pouze bunck.
Proteomika je Siroce vyuzivana v oblastech molekularni biologie, onkologie, mikrobiologie,

botaniky a dalSich odvétvich.

Zaklad pro rozvoj proteomiky dala genomika. Prostfednictvim genomiky je mozné
zkoumat genom organismu. OvSem proteomika umoziuje i zkoumani fenotypu, ktery urcu;ji
proteiny jakozto funkéni jednotky organismu. Je tedy mozné identifikovat a porovnavat
proteiny béhem zivotniho cyklu organismu, protoze se jeho proteom vlivem zivotniho

prostiedi méni.

Proteomika bakterialnich membranovych proteini umoZznila zkoumani bakterii
na hlubsi urovni. To je dulezit¢ pfedev§im pro zkoumani membranovych proteinti, které
funguji jako receptory pro protilatky. Na zaklad¢é toho pak mohou byt vyrabény vakciny proti

riznym onemocnénim.
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1 Bakterialni membrany

Bakterie jsou prokaryotni jednobunééné mikroorganismy, jejichz cytoplasmu a bunééné
organely oddé¢luje od okolniho prostiedi cytoplasmatickd membrdna, na kterou naseda
bunécna sténa. Ta tvofi pevnou oporu bunécného téla a chréni télo bakterie pred vlivy
vn¢jSiho prostiedi. Na povrchu bakteridlni stény mohou bakterie tvofit pouzdro nebo vrstvu
slizu neboli glykokalyx. Z bakteridlniho povrchu poté mohou vyrtstat bi¢iky a fimbrie, které
bakteriim umoziuji pohyb (Votava, 2005).

1.1 Cytoplasmaticka membrana

Cytoplasmatickd membrana je soucasti bakteridlnich bunék. Je pro bakterie, ale i pro
vSechny ostatni prokaryotické a eukaryotické buiky, zivotné nezbytnd. Membrana obklopuje
cytoplasmu a buné¢né organely a vytvaii hranici mezi vnitinim prostfedim builky a vnéjSim

prostiedim, ve kterém se bakterie vyskytuji (Alberts, 1994).

Cytoplasmatickd membrana je jedind membrana, kterd se v bakterialni bunice vyskytuje
na rozdil od eukaryotnich bun€k, ve kterych cytoplasmatickd membrana obklopuje 1 dalsi
bunééné organely jako endoplasmatické retikulum, mitochondrie a Golgiho aparat. Tvofti
osmotickou bariéru a je semipermeabilni pro latky rozpustné ve vodé (Horacek

a kolektiv, 2000).

Tloustka cytoplasmatické membrany je kolem 5 az 8 nm. Jeji chemické slozeni zavisi
na druhu bakterie a na jejim staii a podminkach, ve kterych bakterie Zije, pfi¢emz bilkoviny
tvofi asi 60 — 70 % a lipidy a fosfolipidy asi 30 — 40 % celkového sloZeni
(Jungbauerova, 1998; Walker, 1998).

Pro grampozitivni a gramnegativni bakterie je struktura i slozeni cytoplasmatické

membrany stejné. Jsou od sebe nerozeznatelné (Walker, 1998).

1.1.1 Struktura cytoplasmatické membrany

Cytoplasmatickd membrana je tenkym filmem, tvofenym molekulami lipidi a proteind,
které jsou vazany nekovalentnimi vazbami. Struktura membrany je velice pruzna
(Alberts, 1994). Fosfolipidy jsou uspofadany do dvojité vrstvy, ktera tvoii zdkladni strukturu
cytoplasmatické membrany. Tato dvojitd vrstva fosfolipidii pfipomina sendvi¢, do kterého

jsou z vné¢jSiho 1 vnitiniho povrchu vnoreny molekuly globuldrnich bilkovin (Obrazek 1).
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Hydrofilni konce bilkovin sméfuji ven z membrany do okolniho prostiedi a hydrofobni konce
bilkovin sméfuji dovniti bakterialni buniky. Membrana je stabilizovana hydrofobnimi

a elektrostatickymi silami (Jungbauerova, 1998; Alberts, 1994).

lipid
bilayer

lipid molecule .
protein molecule

Obriazek 1 — Struktura cytoplasmatické membrany
Pfevzato z: Alberts, 1994

1.1.1.1 Usporadani fosfolipidi a jejich struktura

Fosfolipidy jsou latky rozpustné v organickych rozpoustédlech a nerozpustné ve vodé.
Ve vodé¢ piirozené tvori shluky neboli micely, ve kterych jsou formovany hydrofobnimi konci
dovniti micely a hydrofilnimi hlavickami ven tak, Ze jsou hlavicky ve styku s vodou. Nebo
tvoii sendvic, ve kterém hlavic¢ky fosfolipida tvoii dva povrchy a ocasky jsou namifeny proti
sobé (Obrazek 2). Obé tato usporadani fosfolipidii maji samotésnici schopnosti, coz je idedlni

vlastnost pro bunééné¢ membrany (Alberts, 1994).
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Obriazek 2 — Usporadani fosfolipida
Pievzato z: Alberts, 1994

Molekula fosfolipidii se sklad4d z polarni a nepolarni casti. Polarni ¢ast je hydrofilni,
tedy smaciva, a nazyva se hlavicka. Nepolarni cCast je hydrofobni, nesmaciva, a nazyva
se konec nebo ocasek. Hlavicka je slozena z cholinu a fosfatu. Konec fosfolipidu tvoti dva
fetézce mastnych kyselin, které obsahuji 14 az 24 atoma uhliku. Jeden z koncii obsahuje

jednu ¢i vice dvojnych vazeb. Dvojna vazba zptisobuje malé zaktiveni ocasu (Obrazek 3).
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Figure 11-6 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

Obrazek 3 — Molekula fosfolipidu
Pievzato z: Alberts, 1994
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Rozdily v délkdch a nasycenosti fetézcli mastnych kyselin maji vliv na schopnost
fosfolipidii shlukovat se proti sob&, a to je diivod, pro¢ je membrana fluidni. Cim jsou
uhlovodikové fetézce kratsi a ¢im vice maji dvojnych vazeb, tim je membrana tekutéjsi. Delsi
nenasycené¢ uhlovodikové fetézce zplisobuji vysSi tuhost membrany. Bakterie maji
tu schopnost, ze si zménou poctu uhlikli a dvojnych vazeb v uhlikatém fetézci mastné
kyseliny upravi fluiditu membrany v zavislosti na prostiedi, ve kterém se pravé vyskytuji

(Alberts, 1994).

1.1.2 Funkce cytoplasmatické membrany

Hlavni funkeci, kterou membrana zastava je, ze funguje jako osmoticka bariéra. Tato
funkce je zajiSténa diky wvnitini hydrofobni casti membrany, kterd je tvofena océsky
fosfolipidii. Tudiz je pro polarni hydrofilni latky, které jsou rozpustné ve vodé€, nepropustna
anemiize tak dojit k unikéni zivotn¢ dulezitych latek z bunky. Tyto latky jsou do bunky
az bunky transportovany pomoci kanalti ¢i prenasect. Kandly a pfenaseCe predstavuji
integralni proteiny, které jsou specifické pro jednu nebo pro vice skupin blizce ptibuznych
latek. Mezi tyto latky patii velké polarni molekuly bez ndboje, jako je glukéza nebo
sacharoza. Dale velké polarni molekuly snabojem, jako je glukéza — 6 — fosfat™,
aminokyseliny nebo ATP*. Kationty sodiku, drasliku, hor¢iku, vapniku a molekuly chloridd,
hydrogenuhli¢itani a hydrogenfosfore¢nanl jsou transportovany prostfednictvim iontovych
kanald. Membrana je volné propustnd pouze pro latky, které maji molekulu mensi,
nez je molekula glycerolu, a pro lipofilni latky. Do skupiny téchto volné difundujicich latek
patii naptiklad mocovina, voda, glycerol, oxid uhli¢ity, dusik, kyslik, vodik a dalsi
(Obrazek 4). Ty mohou prostupovat pies membranu drobnymi pory, které v membrané

vznikaji béhem pohybu fosfolipidl (Kapralek, 2000; Walker, 1998; Schlegel, 1993).
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Obrazek 4 — Propustnost cytoplasmatické membrany pro vybrané molekuly
Ptevzato z: Schlegel, 1993

V cytoplasmatické membrané jsou umistény enzymy, které zajistuji transformaci
energie. Katalyzuji biosyntézu fosfolipidi, glykolipidt, podileji se na syntéze bunécné stény,
slozek membrany a spor ¢i slizové vrstvy. Déle se membrana tcastni i replikace DNA pfi
déleni bakteridlniho genomu a podili se na sekreci toxinl a extracelularnich enzyml ven

z bakterialni buiiky. (Horacek, 2000; Votava, 2005).

Cytoplasmaticka membréana nahrazuje bakteriim mitochondrie, které u eukaryotickych
bunék zajistuji respiracni pochody neboli oxidativni fosforylaci. Dale umoznuje ukotveni

rotorti bakteridlnich bic¢iki. (Votava, 2005).

Na povrchu membrany jsou pfitomny takzvané chemosenzory, coz jsou detektory, které
pfijimaji a zpracovavaji chemicky signdl z vnéjSiho prostfedi. Na zaklad¢ téchto signalt
dochazi k pozitivni ¢i negativni chemotaxi a diky tomu jsou pohyblivé bakterie nékterymi
chemotaktickymi latkami pfitahovany a jinymi odpuzovany. Soucasti chemosenzori jsou
chemoreceptory, které se tucastni transportu zivin do builkky. Pokud dojde ke zméné
koncentrace chemotaktickych latek v prostfedi, v némz se bakterie vyskytuje, dojde tim

k chemotaxi, neboli k pohybu bakterie do ptiznivejsiho prostiedi. Diky témto chemosenzorim

spolu bakterie mohou komunikovat (Horacek, 2000).
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1.2 Bakterialni sténa

Bunécna sténa bakterii je pevny, tuhy a elasticky obal bakteridlni bunky. UrCuje jeji
tvar, pomaha udrzovat osmoézu v buiice, a jak uz bylo zminéno vySe, chrani ji ptred vlivy
okoli. Ochrana bakterii bakteridlni sténou je velice efektivni. Aby mohla byt bakterialni buiika
mechanicky rozbita, je nutné dlouhodobé a radikalni plisobeni. Bakteridlni sténa ovSem
nechrani bunky pouze pfed mechanickym poskozenim, ale chrani je i pted chemickymi vlivy,
nepfiznivymi osmotickymi podminkami, UV zéafenim, vyschnutim a nepfiznivymi teplotami

a hodnotami pH (Jungbauerova, 1998; Kapralek, 2000).

Bakteridlni sténa je semipermeabilni a na rozdil od cytoplasmatické membrany je volné
propustné pro soli a dalsi latky o nizké molekulové hmotnosti. Propustnost téchto latek zavisi
na velikost pérti v bunécné sténé. Ty maji v priméru asi 1 pm a jsou proto propustné pouze
pro latky, které maji malé molekuly podobné molekulam cukri nebo aminokyselin.
Nepropustnd je bunécéna sténa pro latky s molekulovou hmotnosti vyssi nez 10 000 g/mol

(Jungbauerova, 1998; Schlegel, 1993).

Pokud bychom chtéli bakteridlni sténu odstranit, musime na ni puasobit napiiklad
B-laktamovymi antibiotiky nebo lysozymy. Lysozymy bakteridlni sténu hydrolyzuji
a peniciliny inhibuji jeji syntézu. Po takovémto plisobeni ziskdme obnazené bakterialni buniky
v L-form&. Obnazené grampozitivni bakterie se nazyvaji protoplasty a sténu postradaji uplné.
Gramnegativni bakterie nazyvame sféroplasty, u kterych je mozné nalézt zbytky stény.
Obnazené bunky maji vzdy kulovity tvar a musi byt umistény v izotonickém prostiredi,
aby pfezily a nedoslo k jejich lyze. Izotonicky roztok je roztok, ktery ma stejny osmoticky
tlak jako cytoplasma bakterii. V hypotonickém nebo hypertonickém prostfedi by tyto bunky
prezily jen diky bunécné sténé. Dlvodem k prechovavani obnazenych bakteridlnich bun¢k
v izotonickém roztoku je ten, Ze uvnitf grampozitivnich bakterii je tlak okolo 2500 kPa
a uvnitf gramnegativnich bakteriich je tlak asi 500 kPa. Tyto tlaky musi cytoplasmaticka
membrana obou skupin bakterii udrzet a pravé v izotonickém roztoku jsou si vnitini a vnéjsi

tlaky na obou stranach membréany rovny. (Kapralek, 2000; Horacek, 2000; Julak, 2006).

Bakterialni sténa se vyskytuje u vSech bakterii krom¢é mykoplasmat. Na jejim povrchu
muzeme nalézt antigeny a receptory pro enzymy a fagy. Je unikatni strukturou, protoZze
stejnou strukturu nenalezneme u Zadnych rostlinnych ani zivoc¢isnych bunék (Schelgel, 1993;

Jungbauerova, 1998; Alcamo, 1994).
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1.2.1 SloZeni a struktura bakterialni stény

Zakladni chemickou stavebni latkou bunécéné stény je peptidoglykan neboli murein
¢1 mukopeptid. Peptidoglykan je makromolekula slozena ze dvou cukri, které se mezi sebou
pravidelné¢ stfidaji. Jedna se o N-acetylglukosamin a N-acetylmuramovou kyselinu
(Obrazek 5). Sacharidy jsou k sobé vazany f 1,4-glykosidickou vazbou, a pravé tato vazba
byva hydrolyzovana béhem plisobeni lysozymu (Alcamo, 1994; Jungbauerova, 1998).

Molekuly N-acetylmuramové kyseliny obsahuji kratké peptidové fetézce tvorené
aminokyselinami, které vychazeji z jejich zbytkii (Obrazek 5). Aminokyseliny, které
nejCastéji  tvori peptidové fetézce, jsou L-alanin, D-alanin, D-glutamova kyselina,
m-diamonopimelova kyselina, L-lysin a D-alanin. Kyselina m-diaminopimelova se typicky
vyskytuje u gramnegativnich bakterii jako ptedposledni v peptidovém fetézci
N-acetylmuramové kyseliny. U grampozitivnich bakterii byva ptedposledni nejcastéji L-lysin,
ale maze to byt i L-ornitin, L-glutamét, L-alanin, L-homoserin, ale i m-diaminopimelova

kyselina nebo L-diaminopimelova kyselina.
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Obrazek 5 — Struktura peptidoglykanu
Pfevzato z: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Muramin_Peptidoglykan von_E.coli.jpg

Mezi témito kratkymi peptidovymi fetézci dochdzi k reakci zvané transpeptidace.
Vlivem této reakce se mezi sebou tetrapeptidy vazou a vznikaji mezi nimi peptidické mustky,
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které drzi zékladni strukturu bunééné stény pohromade. Této vazby se ucastni pouze
aminokyseliny se dvéma aminoskupinami, coz je lysin a diaminopimelova kyselina. Jsou tedy
nejdulezitéjsi pro formovani bunécéné stény. Volné aminoskupiny, které nejsou vazany
ve svych peptidovych fetézcich, se ucastni peptidové vazby s peptidovym fetézcem jiné
N-acetylmuramové kyseliny. Vznikne tak peptidoglykanova sit’ (Obrazek 6). Zesiténi déla
bakterialni sténu siln¢j$i a tuzsi a umoziuje tak lepSi odolavani vlivu osmotického tlaku

(Votava, 2005, Schlegel, 1993; Walker, 1998).

Obrazek 6 — Peptidoglykanova sit’
Pievzato z: Walker, 1998

1.2.2 Bunécna sténa grampozitivnich bakterii

Na cytoplasmatickou membranu grampozitivnich bakterii nased4d asi 25 nm tlustd,
ncékolikavrstevna a zesiténa vrstva bunétné stény. Sténa obsahuje krom¢ mureinu, ktery
jitvoti z 30 — 70 % suché vahy, jesté kyselinu teichoovou, kyselinu lipoteichoovou, ale také
polysacharidy a nékdy v malém mnoZzstvi miize obsahovat i proteiny. Murein je ve sténé

navrstven asi ve 40 vrstvach (Walker 1998; Schlegel, 1993).

Ptitomnost kyseliny teichoové je pro grampozitivni bakterie charakteristickd. Kyselina
teichoovd prochazi vrstvou peptidoglykanu ve form¢ vldkna a konce vldken vycnivaji
z membrany ven do okolniho prostfedi (Obrazek 7). Vldkna této kyseliny jsou sloZena
az z 30 jednotek glycerolu nebo ribitolu, které jsou vézany fosfodiesterovymi vazbami.
Kromé¢ teichoové kyseliny miize bakteridlni sténa obsahovat i kyselinu lipoteichovou.
Ta prochazi aplné celou vrstvou peptidoglykanu a je vazana pies lipidy k cytoplasmatické

membrané a na povrchu bakteridlni stény vy¢niva ven stejné jako vlakna kyseliny teichoové.
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Vléken kyseliny lipoteichoové je ve sténé obsazeno méne. U nékterych bakterii predstavuji

hlavni antigenni determinantu (Schlegel, 1993; Walker, 1998).
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Obriazek 7 — Bunécéna sténa grampozitivnich bakterii
Pievzato z: Walker, 1998
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Oproti gramnegativnim bakteriim jsou grampozitivni bakterie méné odolné a jsou
citlivgjsi vaci lysozymim a penicilinim, protoze nemaji vnéjSi membranu, ktera
by omezovala piistup téchto latek k bunééné stén¢ (Walker, 1998). Grampozitivni bakterialni
sténa v sobé dokéaze udrzet komplex krystalové violeti a jodu, ktery vznika pti Gramove

barveni (Alcamo, 1994).

1.2.3 Bunécna sténa gramnegativnich bakterii

Gramnegativni bakterie maji ve své sténé pouze 3 nm silnou vrstvu peptidoglykanu
a neni zde pfitomna kyselina teichoova. Tloustka a absence kyseliny teichoové jsou hlavnimi
strukturnimi rozdily mezi gampozitivnimi a gramnegativnimi bakteriemi. Procentudlné
zastupuje peptidoglykan okolo 10 % suché vahy bakterie. St€na gramnegativnich bakterii
vSak obsahuje razné polysacharidy, lipopolysacharidy, proteiny, lipidy a lipoproteiny, které

vvvvvv

(Alcamo, 1994; Schlegel, 1993).

Gramnegativni bakterie jsou navic jest¢ obklopeny vnéjsi membranou, kterd zajistuje

vy$$i odolnost vii€i vnéj$im vliviim a obsahuje riizné antigenni struktury jako je napiiklad
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O-antigen (Obrazek8). Vnéjs$i membrana je strukturné¢ podobna cytoplasmatické membrang.
Skladé se z fosfolipidli orientovanych polarnimi konci ven a hydrofobnimi konci do stfedu
membrany a z lipopolysacharidi, které jsou protilehlé k fosfolipidim a tvofi tak druhou
vrstvu membrany. Dale z lipoproteind, porini a porintim podobnym proteinii. Poriny a jim
podobné proteiny tvoii kandlky fungujici jako molekulové sito omezujici nebo umoziujici
prostup latek do bakterialni buniky. Mezi vnéj$i membranou a bakteridlni sténou jsou kotveny
tzv. Braunovy lipoproteiny (Obrazek 8). Tyto proteiny udrzuji stabilitu bunééného obalu,

protoze jsou kovalentné¢ vazany na peptidoglykan (Walker, 1998).

O antigen

,— Porin protein
i— Lipid A
: — Outer

H “ H H— Phospholipid| membrane

Lipopoly-
saccharide

gl
% B

Braun's lipoprotein

Periplasm B ~ —— Peptidoglycan |- Cell wall
—_—— = I'

Protein

i iru.uwumw W

IHF IIf 'HH{HH Il

Obrazek 8 — Bunécna sténa gramnegativnich bakterii
Pievzato z: Walker, 1998
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U gramnegativnich bakterii mizeme pozorovat Siroky periplasmaticky prostor, ktery
se nachdzi mezi cytoplasmatickou membranou a vnéj$i membranou. Konzistence
periplasmatického prostoru je gelova. Obsahuje bakterialni toxiny a enzymy. Nékteré jsou
vazany na cytoplasmatickou membranu a nékteré jsou volné rozptyleny v gelovém prostredi
periplasmatického prostoru. Patfi sem enzymy Stépici substraty, které obsahuji etanol
a glukézu, nebo enzymy aktivujici anorganické slouceniny jako jsou sirany nebo dusi¢nany.
Jiné zase zpUsobuji rezistenci na antibiotika nebo je ni¢i a brani tak naruSeni cytoplasmatické
membrany. Krom¢ toho jsou zde obsazeny i depolymerazy, coz jsou enzymy, které S$tépi
molekuly proteinli, polysacharidii, nukleovych kyselin a dal§ich na zékladni stavebni
jednotky. Diky tomu si bakterie ziskdvaji Ziviny a latky potfebné naptiklad pro syntézu

peptidoglykanu. Grampozitivni bakterie maji tento prostor pouze mezi cytoplasmatickou
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membranou a bakteridlni sténou. Je znacné€ uzsi a kvili tomu museji grampozitivni bakterie

produkovat enzymy ven do okoli (Alcamo, 1994; Schlegel, 1993).

Gramnegativni bakterie jsou diky své vnéjSi membrané daleko odoln€j$i nez

grampozitivni bakterie (Walker, 1998; Alcamo, 1994).

2 Membranové proteiny

Zakladnimi stavebnimi latkami proteinti jsou aminokyseliny. Ty jsou pomoci
kovalentnich peptidovych vazeb mezi karboxylovou skupinou jedné aminokyseliny
a aminoskupinou aminokyseliny druhé vazany a tvoii peptidy, polypeptidy a nasledné
proteiny. Sekvence aminokyselin je pro priméarni strukturu proteinti pfesné urcena
ato ptedurCuje jejich funkce a tvary. Diky vodikové vazbé mezi aminoskupinami
a karbonylovymi skupinami hlavnich fetézcti primarnich struktur proteinti vznika sekundarni
struktura. Tyto se mezi sebou opét vdzou a tvofi terciarni strukturu. Tercidrni struktura
bilkovin je bud’ fibrilarni neboli vlaknitd, nebo globularni, kterd pfipomina tvar klubicka.

wewv

podjednotek (Slaby, 2015).

Soubor proteinit daného organismu nebo v tomto ptipad¢ bakterialni bunky se nazyva
proteom. Védnim oborem, ktery se zabyvd komplexnim a kvantitativnim popisem exprese

genetické informace na urovni proteinil je proteomika.

Membranové proteiny jsou proteiny, které zajiStuji  specifické funkce
cytoplasmatickych membran ackoliv jsou jejich zakladni stavebni jednotkou fosfolipidy.
Membranové proteiny piedstavuji asi 50 % suché hmotnosti cytoplasmatické membrany,
ale v porovnani s velikosti fosfolipidi a proteinli jsou fosfolipidy malé molekuly
avmembrané je jich podstatné¢ vice. Na jednu molekulu proteinu pfipadd 50 molekul
fosfolipidl. Proteiny na sobé mohou mit navazany 1 oligosacharidové fetézce, které prezentuji

na svém povrchu okolnimu prosttedi (Alberts, 2008; Tan et al., 2008).

Membranové proteiny se rozdéluji na integralni (transmembranové) a periferni dle toho,
jakym zplisobem jsou vazany na cytoplasmatickou membranu. Transmembranové proteiny
mohou byt jednoduché nebo slozené. Jednoduché proteiny maji ve své molekule pouze jednu
a-Sroubovici. Slozené proteiny ve své molekule obsahuji vice Sroubovic. Jednoduché
transmembranové proteiny mohou byt rozdéleny na 2 typy, které se rozliSuji na zékladé

orientace N a C koncil proteinu v membrang. Prvni typ proteinu je orientovany N koncem ven
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z bakterialni buniky a C koncem dovnitf bakteridlni buiiky (Obrazek 9). Druhy typ proteinu
ma orientaci téchto koncli opacnou, takze N konec se vynotuje uvnitt buiiky a C konec vné
(Obrazek9). Slozené transmembranové proteiny maji oba konce orientovany dovniti
bakterialni bunky (Obrazek9). Hydrofobicita membranovych proteini se zvysSuje s poctem

a-helixtd (Tan et al., 2008).

Obriazek 9 — Typy transmembranovych proteini
Pievzato z: Tan et al., 2008

Periferni membranové proteiny jsou proteiny, které neprostupuji membranou, ale vazou
se na povrch membrany. Obvykle jsou tyto proteiny vazany k membrané vazbou pfies

transmembranovy protein nebo vazbou na polarni konce lipidl (Tan et al., 2008).

2.1 MozZnosti pripojeni membranovych proteinii na membrany

Proteiny mohou byt k membrané piipojeny rGznymi zpisoby. Spousta proteind
prostupuje membranu celou svou molekulou a na obou strandch membrany vycnivaji
do vnitiniho a vnéjs$iho prostiedi buiiky. Takovéto proteiny jsou nazyvany transmembranové
proteiny (Obrazek 10 — 1, 2). Tyto proteiny, stejn¢ jako molekuly fosfolipidii, maji hydrofilni
a hydrofobni oblasti. Hydrofobni oblasti transmembranovych proteinti jsou orientovany
ve sttedu membrany, kde interaguji s hydrofobnimi konci fosfolipidi. Hydrofilni oblasti jsou
dvé a vy€nivaji do vnitiniho vodného prostiedi buiiky a do okolniho prostfedi, které je také
vodné. Hydrofobicita nékterych proteinti mize byt zvySena kovalentni vazbou na fetézce
mastnych kyselin (Obrazek 10 — 1), které jsou jest¢ navazany na lipidovou dvojvrstvu

(Alberts, 2008).
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Periferni membranové proteiny mohou byt lokalizovany zcela v cytosolu a jsou
k membrané piipojeny pomoci jedné ¢i vice kovalentnich vazeb pies fetézce mastnych
kyselin nebo pies lipidové fetézce, které jsou nazyvany prenylové, farnesylové
¢1 geranylgeranylové skupiny (Obrazek 10 — 3). Tyto proteiny jsou rozpustné v cytosolu.
Podobné pfipojené membranové proteiny jsou lokalizovany a navéazany k vnéjSimu povrchu
membrany. Vazbu proteinu na membranu v tomto piipadé zprostiedkovava specificky
oligosacharid, ktery se vaze na glykosyl-fosfatidylinositol, coz je fosfolipid, ktery ma ve své
molekule fosfatovou skupinu (Obrazek 10 — 4). Tato fosfatova skupina je zésadni pro vznik
vazby. Proteiny vazany pomoci glykosyl-fosfatidylinositolu funguji jako enzymy, adhezivni

proteiny a antigeny (Alberts, 2008; Tan et al., 2008).

Transmembranové proteiny a proteiny pfipojené k membrandm vazbou na lipidové
skupiny patfi mezi takzvané integralni membranové proteiny. Tyto proteiny mohou byt
z membrany uvolnény pouze po naruSeni lipidové dvojvrstvy naptiklad pomoci detergentd

(Alberts, 2008).

Na povrchy vnéjSich i vnitfnich hydrofilnich oblasti transmembranovych proteint
mohou byt navazany jiz zminéné periferni membranové proteiny (Obrazek 10 — 5, 6).
Interakce mezi témito proteiny jsou slabé a nekovalentni. K oddéleni téchto perifernich
proteini od membrany postatuji mirné extrakéni metody, které pferusi vazbu
protein — protein. Jednou z extrak¢nich metod miize byt vystaveni bunék plisobeni roztoku
anizké ¢i vysoké iontové sile nebo roztoku o extrémnim pH. OvSem lipidova dvojvrstva

zustane neporusena (Alberts, 2008).
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Obrazek 10 — Vazby membranovych proteini do lipidové dvojvrstvy
Pievzato z: Alberts, 2008
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2.2 Proteiny zajistujici adhezi k povrchiim - adheziny

Schopnost adheze bakteridlnich bunék je jednim z hlavnich faktord virulence. Diky
adhezintim jsou bakteridlni buniky schopny nasednout na sliznice dutiny ustni, nosu nebo
na sliznici moc¢ového meéchyfe ¢i pochvy. Ovsem schopnost adherence nemaji pouze

patogenni bakterie, ale 1 bakterie nepatogenni, které tvoii biofilmy v ptirodé.

Membranové proteiny, které zajist'uji funkci adhezinti patii do selektinové a integrinové
rodiny proteind. Integriny jsou nekovalentné¢ vazané proteiny, které se skladaji z a a B fetézcu.
Selektiny jsou membranové glykoproteiny (Luo et al., 2007). Rodina selektin se sklada ze tii

¢lenti C-typu lektinu a to z P-selektinu, L-selektinuaE-selektinu (Sperandio, 2006).

Ptikladem mulze byt M-protein bakterie Streptococcus pyogenes, coz je protein
zajistujici adhezi k mukoéznim povrchiim a déale chrani bakteridlni bunky pied fagocyt6zou

(Courtney et al., 2002)

Znalost struktury adhezivniho proteinu dané bakterie umozituje imunitnimu systému
zabranit bakteridlni adherenci na slizni¢ni povrchy. Adhezi k povrchim miiZze ovSem zajistit

1 glykokalyx.

2.3 Proteiny jako receptory

Membranové receptorové proteiny slouzi jako vazebnad mista pro signalni molekuly.
Diky tomu dochdzi k pfenosu signédlu z vnéjsiho prostfedi do bunky, ¢imz dojde ke zméné
chovani bakteridlni buniky (Tan et al., 2008). Na zdklad¢ ptenesen¢ho signalu se miize buiika

v

premistit z neptiznivého prostiedi do prostiedi pro ni piiznivéjsiho.

Dale tyto receptorové proteiny mohou slouzit jako vazebna mista pro opsonizujici latky
vytvarené hostitelem. Diky této vazbé dojde k opsonizaci neboli ,,zviditelnéni* bakteridlni
bunky pro imunitni systém a muize tak dojit k jeji fagocytoze. Nebo dojde piimo k destrukci
bakterie navazanou protilatkou. Vazba mezi protilatkou a vazebnym mistem receptorového
proteinu je velice pevna (Alberts, 2008). Piikladem takového proteinu mize byt Opa — protein

patogenni bakterie Neisseria gonorrhoeae (Hauck a Meyer, 2003).

2.4 Transportni proteiny

DalSim typem transmembranovych proteinti jsou proteiny zajiStujici transport latek.

Tyto proteiny jsou velice dilezit¢ kvili nepropustnosti cytoplasmatické membrany
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pro vétSinu molekul. Jejich hlavni funkei je pfenos latek z okolniho prostfedi do buiky
a naopak. PrendsSené latky museji byt rozpustné ve vodé. Do bakteridlni buniky transportni
proteiny prendseji Ziviny a ven z buiiky poté odvadéji odpadni produkty metabolismu bakterii.
Takze na rozdil od receptorovych a adhezivnich proteinti, skrz né mohou latky prochazet

obéma sméry (Tan et al., 2008).

Transportni proteiny se déli do dvou tiid a to na tfidu pfenaseCovych proteint a tiidu
proteinovych kanalti. Proteiny tvofici kanaly vytvareji v membrané pory, kterymi mohou
latky prochézet pasivni i aktivni difuzi. Pro umoznéni prichodu museji byt kandly oteviené
(Obrazek 11 — B). PienaSecové proteiny na sebe nejprve musi piendSenou latku navazat
a uzaviit svou cast, ktera vycniva do okolniho prostfedi. Po otevieni ¢asti, kterd se otevira
dovniti bakterialni buiiky, se navazana latka uvolni z vazby na ptenaSeCovy protein a vstoupi
do buiikky (Obrazek 11 — A). Témito proteiny jsou pienaSeny malé molekuly organickych

latek (Alberts, 2008).
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Obrazek 11 — Tridy transportnich membranovych proteini
Pievzato z: Alberts, 1998

Rozdil mezi proteinovymi kandly a pfenaseCovymi proteiny nastava ve vybéru latek,
které budou piendSet. Proteiny tvofici kandly si vybiraji latky, které maji velkou molekulu
a vyhovujici naboj. PfenaSeCové proteiny prendseji pouze latky, které jsou shodné s vazebnym

mistem proteinu (Alberts, 2008).

Kazdy z transportnich proteinti je specificky pro danou latku. Nékteré jsou specifické
pro sacharidy, jiné pro aminokyseliny nebo pro ionty. Transportni proteiny se specificitou pro
ionty se nazyvaji iontové kanaly. Diky témto iontovym kanaliim je udrzovan osmoticky tlak
na obou strandch membrany, tak aby nedochazelo k poskozeni cytoplasmatické membrany.
V hypertonickém prostiedi se pro vyrovnani tlaki buiikky Cerpaji ionty dovnitt a vypuzuje
se voda. V hypotonickém prostiedi se naopak ionty vypuzuji ven z bunééného téla, voda

z okolniho prostiedi se nasava (Alberts, 2008).
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2.4.1 Pasivni transport

Pasivni transport je d¢&j, ktery probihd samovolnou diftzi pfes membranu nebo
je umoznén kandlovymi ¢i pienasSeCovymi proteiny (Obrazek 12). DéEli se na prostou difuzi,
usnadnénou diftizi a osmozu. Prostd diftize zahrnuje pohyb molekul z prostiedi o vySsi
koncentraci do prostfedi o niz8i koncentraci. Rozdil mezi témito koncentracemi se nazyva
koncentracni gradient. Molekuly se tedy pohybuji ve sméru koncentraéniho spadu. Prosta
difaze probiha tak dlouho, dokud nedojde k vyrovnani koncentra¢niho rozdilu. Usnadnénou
diftizi umoznuji pfenaSecové proteiny a proteiny tvotici kanaly. K transportu opét pfispiva
koncentra¢ni gradient. Mezi proteiny tvofici kandly patii akvaporiny, které umoziuji prichod

vody ptes membranu usnadnénou difuzi (Alberts, 2008; Arcizet, 2008).

2.4.2 Aktivni transport

Aktivni transport je umoznén pouze prenaSeCovymi proteiny. Ty jsou schopné pienést
danou molekulu proti koncentraénimu spadu. To znamend, Ze ptendsi molekuly z prostiedi
o nizsi koncentraci do prostiedi o vyssi koncentraci. VétSinou se jedna o transport odpadnich
latek ven z bakterialni buniky (Alberts, 2008).
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Obrazek 12 — MoZnosti transportu latek skrz cytoplasmatickou membranu
Pievzato z: Alberts, 2008

2.4.3 Poriny

Poriny jsou integralni transportni membranové proteiny, které zajiStuji vstup
antimikrobialnich latek do bakteridlnich bunék. Konkrétné jsou zodpovédné za vstup
beta-laktamovych, chloramfenikolovych a fluorochinolonovych antibiotik

do gramnegativnich bakterii. Rychlost diftize t€chto antibiotik zavisi na velikosti porinového
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kanalku a na jeho selektivité. Ztrata porint ¢i zména jejich konformace mé za nésledek vznik

rezistence vuci antibiotikim (Poetsch a Wolters, 2008).

3 Laboratorni metody proteomické analyzy

Proteomika je pfirodni védni obor, ktery vznikl na zakladé¢ genomiky. Umozinuje
identifikaci a kvantifikaci proteomu neboli souboru proteinti, ktery je vdzany na genom
daného organismu, tkdné¢ nebo samotné bunky. Proteom je na rozdil od genomu,
ktery je neménny, dynamicky. Jeho dynamika spociva ve zménach spojenych s Casem
a podminkami pro dany organismus ¢i bunku. Krom¢ identifikace a kvantifikace proteinii
se ur¢uji funkéni a strukturni vlastnosti proteinti, déle i jejich lokalizace v buiice, popisuje
se glykosylace a fosforylace neboli posttranslacni modifikace a protein — proteinové interakce

(Halada, 2005).

Proteomiku je mozné rozdé¢lit z hlediska pfistupu na analytickou, strukturni, funkéni,
diferencni, tzv. ,High-throughput* (vysoce vykonnou), tzv. ,High-coverage* (s vysokym
pokrytim), tzv. Bottom-up, Shotgun a Top-down proteomiku. Proteomika bakteridlnich
proteini vyuziva predev§im Bottom-up a Shotgun pfistupy. Béhem Bottom-up proteomického
pristupu je bilkovina izolovana ze smési, enzymaticky rozStépena na peptidy, které jsou
identifikovany pomoci hmotnostni spektrometrie. Shotgun proteomika vyuzivd kombinace
separacni metody (HPLC), pfi které jsou peptidy z enzymaticky rozstépené smési bilkovin
separovany, a tandemové hmotnostni spektrometrie, kdy je urCena sekvence separovanych

peptidt (Chmelik, 2005).

3.1 Gelové techniky

3.1.1 Jednorozmeérna gelova elektroforéza

Jednorozmérnd  polyakrylamidova  gelova  elektroforéza (1-D  SDS-PAGE)
je nejjednodussi ucinnou technikou pti analyze membranovych proteint. Frakce, obohacena
0 membranové proteiny, je separovana pomoci SDS-PAGE, kdy se vyuziva vysoce u¢inného

aniontového detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS).

Tato technika je Casto kombinovéana s dals$i separaéni metodou a to s kapalinovou
chromatografii néasledovanou hmotnostni spektrometrii LC-MS/MS (Skipp et al., 2005).

Vyhodami této kombinace je vysoce ucinna solubilizace membranovych proteint
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prostiednictvim SDS a jednoduchost techniky. Nevyhodu ptedstavuje nizka rozliSovaci

schopnost SDS-PAGE techniky (Cordwell, 2006).

3.1.2 Dvourozmérna gelova elektroforéza

Dvourozmérna elektroforéza (2-DE) je nejcastéji pouzivanou elektromigracni technikou
v proteomice. Smés proteinii je zde rozdélena ve dvou smérech. Prvni smér piedstavuje
izoelektrickd fokusace (IEF) a druhy smér piedstavuje polyakrylamidova elektroforéza
za pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Vysledkem elektroforézy je proteinova

mapa s proteinovymi skvrnami neboli spoty (Slaby, 2015).

Technika 2-DE neni zcela vhodnd pro separaci vysoce hydrofobnich integralnich
membranovych proteint, které mohou precipitovat béhem IEF (Klein et al., 2007). Integralni
membranové proteiny obsahuji mnoho transmembranovych domén. Nicméné, je 2-DE
uziteknd pro analyzu méné hydrofobnich proteinii obsahujicich nejvySe jednu
transmembranovou doménu, napr. vngjsich membranovych proteint
(Fountoulakis et al., 2003; Xu et al., 2005; Ying et al., 2005). Vyhodami metody jsou
jednoduchost, moznost pouziti pro povrchové membranové proteiny gramnegativnich bakterii
a vysoka rozliSovaci schopnost (Poetsch a Wolters, 2008). Nevyhodou je nedostate¢na
identifikace integralnich membranovych proteini z divodu absence nékterych membranou

asociovanych proteinti (Cordwell, 2006).

3.1.2.1 Priprava vzorku

vvvvvv

Ptiprava vzorku je nejdalezitéjSim krokem proteomické analyzy. Membrany
bakterialnich bunék musi byt nejprve rozruSeny, aby doSlo kuvolnéni membranovych
proteinti. Rozruseni se provadi fyzikalnimi nebo chemickymi vlivy. Pfiprava vzorku zahrnuje
1 odstranéni neproteinovych komponent pomoci centrifugace. Dal§im krokem pfipravy vzorku
je solubilizace neboli rozpusténi proteint (Gersten, 1996). Rozpousténi probihd v roztocich
lyzacnich pufrt, které maji nizsi iontovou silu (nizkd koncentrace soli). Niz§i iontova sila
je lepsi pro naslednou separaci v gelu. V pufru musi byt ptitomen detergent, ktery snizenim
povrchového napéti proteind zlepsi jejich rozpousSténi a udrzuje proteiny rozpuSténé i pii
elektroforéze. Dale detergenty zamezuji hydrofobnim interakcim mezi proteiny. Ptikladem
detergentii je Triton X-100, NP-40, ASB 14, CHAPS nebo SB 3-10 (Vaiia a Smarda, 2004).
Pro solubilizaci bakteridlnich membranovych proteini je vhodny sulfobetainovy detergent

(Herick, 2005).
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V lyzaénim pufru jsou dale pfitomny chaotropni Cinidla, kterd denaturuji proteiny
a prerusuji vodikové mistky. Jejich funkci je zvySeni solubilizace proteinti a dale zlepSuji
rozliSeni. Jako chaotropni Cinidla se pouziva mocovina nebo thiomocovina. Reduk¢ni €¢inidla
v lyza¢nim roztoku rozbijeji disulfidové mistky a udrzuji proteiny v redukovaném stavu.
Diky nim dochédzi krozvinuti proteinovych molekul, coz se projevi lepSim rozdélenim
na polyakrylamidovém gelu. Mezi redukéni €inidla pouZzivana v lyza¢nich roztocich patii
DTT (dithiotreitol), TBP (tributylfosfin) a DET (dithioerythritol). Dal§i soucasti jsou
amfolyty. V oblasti jejich isoelektrického bodu pl maji vysokou pufrujici schopnost,
elektrickou vodivost a rozpustnost. Jejich funkci je omezeni elektrostatickych interakci mezi
proteiny, tvofi pH gradient, zabrafuji agregaci a op&t zvySuji solubilizaci proteintl, pfispivaji

k lepsimu rozloZeni proteinti na gelu (Vaiia a Smarda, 2004).

3.1.2.2 Izoelektricka fokusace

Béhem izoelektrické fokusace se solubilizované proteiny v stejnosmérném elektrickém
poli rozdéluji na zakladé¢ svych isoelektrickych bodi pl (Bouchal a Kucera, 2003).
Isoelektricky bod ptedstavuje hodnotu pH,ve které¢ se soucet kladnych a zapornych nabojt
na molekule proteinu rovnd nule. Mezi elektrodami je pH gradient, kdy se na anodé
ustanovuje kysel¢ pH a na katod€ zasadité pH. Proteiny se pii separaci pohybuji vlivem

elektrického proudu do mista jejich izoelektrického bodu.

Diive byly pouzivany trubickové gely. V soucasné dob¢ jsou pouzivany komeréné
dostupné prouzky gelu s imobilizovanym pH gradientem. Oznacuji se zkratkou
IPG (z anglického Imobilized pH Gradient). Oproti trubickovym gelim je zde vyhodou

moznost aplikace vétsSiho mnozstvi vzorku a zvyseni reprodukovatelnosti (Slaby, 2015).

3.1.2.3 Polyakrylamidova elektroforéza

Pro rozdéleni proteinti dle molekulové hmotnosti se pouziva polyakrylamidova
elektroforéza v prostiedi dodecylsulfatu sodného, kterda probihda ve sméru kolmém
na smér [EF. SDS je silnym detergentem, vaze se na protein a udéluje mu povrchovy
negativni naboj, umérny velikosti proteinu (Slaby, 2015). Zaporné nabité molekuly proteina

putuji smérem k anod¢, ptfi¢emz pohyb je tmérny odporu, ktery klade gelova matrice.
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3.1.3 Modra nativni gelova elektroforéza

Tato separacni metoda zachovava aktivitu proteinli a protein-proteinové interakce.
Modrou nativni gelovou elektroforézou (BN-PAGE) je mozné separovat enzymaticky aktivni
proteiny a proteinové komplexy. Do elektrodového pufru je pfidin mirny neionogenni
detergent, napf. Triton X-100, n-dodecyl-p-D-maltosid nebo digitonin
(Schagger a Von Jagow, 1991). Ke vzorku se pfidava negativné nabitd Coomassie briliantova
modf, kterd se vaze na hydrofobni oblasti proteinti. Negativni naboj mé ptredevsSim prospésny
vliv na rozpustnost integralnich membranovych proteini. BN-PAGE je kombinovana
s druhou dimenzi, kterou predstavuje SDS-PAGE, vysledkem je vyssi rozliSovaci schopnost

techniky.

Napftiklad Stenberg et al. (2005) ve své studii urcil 34 proteinovych komplext

obsahujicich 44 proteinti vnitinich membranovych vezikul izolovanych z Escherichia coli.

3.2 Shotgun proteomické negelové techniky

Pro komplexni analyzu membranovych proteinii je nezbytné vyuzit pfistup, ktery
obchazi gelové separacni metody. Tuto moZzZnost nabizi tvz. ,,shotgun® proteomika, ktera
sdruzuje jak separacni, tak identifikacni metody. K separaci pted identifikaci dochdzi vSak
azna urovni peptidd, kdy komplexni proteinova smés je pred separaci nejprve Stépena
trypsinem. Tato metoda pouzivd dvourozmérnou kapalinovou chromatografii (2-DLC),
v prvnim sméru se jedna o kation vyménnou chromatografii ndsledovanou chromatografii
nareverzni fazi. Chromatografické techniky byly do proteomiky zavedeny kvuli omezeni,
ktera s sebou nesou gelové elektromigracni techniky. Peptidy separované 2-DLC jsou poté

podrobeny analyze v tandemovém hmotnostnim spektrometru.

Na obrazku 13 je zndzornéno schéma Shotgun proteomické negelové techniky.
V prvnim kroku dochézi k extrakci proteini z bun¢k. Druhy krok spociva v proteolytickém
Stépeni proteinli na peptidy. Treti krok predstavuje separaci peptidit vysoce vykonnou
kapalinovou chromatografii. Poslednim krokem je hmotnostni spektrometrie separovanych

peptidl ionizovanych elektrosprejem (Meissner a Mann, 2014).
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Obrazek 13 — Schéma Shotgun proteomické negelové techniky
Pievzato z: Meissner a Mann, 2014

Analyzou bakteridlnich membranovych proteinti se zabyval Fisher et al. (2006), ktery
za pouziti 2-DLC odhalil 326 integralnich membranovych proteini. Technika 2-DLC,
ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii, je uzitecna zejména pro mapovani
exprimovanych proteinti, avSak neni vhodna pro kvantitativné komparativni analyzy.
Pro kvantifikani analyzy je nutné peptidy vhodnym zpisobem oznalit (Cordwell, 2006).
Resenim je derivatizace latkami obsahujicimi stabilni izotopy jako napt. '2C/"*C, "*N/"°N
1%0/™®0. Peptidy znagené latkou, kterd ma stejnou chemickou strukturu, ale rozdilnou

molekulovou hmotnost, bude schopen hmotnostni spektrometr od sebe oddélit.

3.3 Metody izotopového znaceni

Pro diferencialni membranovou proteomiku jsou k dispozici rizné metody izotopového

znaceni, o kterych pojednévaji nasledujici kapitoly.

3.3.1 SILAC

Metoda SILAC (z angl. Stable Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture)
vyuzivd ke znaceni stabilni izotopy neradioaktivnich tézkych aminokyselin, které jsou
v pribéhu kultivace bunéénych kultur inkorporovany do nové syntetizovanych proteint.
Kultivace probihd vlehkém a tézkém kultivaénim médiu, které se liSi pfitomnosti
neznacenych aminokyselin, napf. arginin, lysin (lehké médium) a stejnych znacenych

aminokyselin (t&zké médium) obsahujici izotopy *C a °N.

Po kultivaci se z obou bunécnych kultur izoluji proteiny a smichaji se v poméru 1:1.
Provede se Stépeni sekvencné specifickou protedzou a nasleduje analyza tzv. shotgun
postupem. Z hmotnostnich spekter jsou poté identifikovany piky stejnych peptidi, které se 1isi
presn¢ definovanym hmotnostnim posunem. Z poméru intenzit téchto pika je odecitana

relativni kvantifikace (Hernychova et al., 2014).
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Pouziti metody SILAC ve spojeni s2-DLC MS/MS (tandemovéd hmotnostni
spektrometrie) znamena, ze vSechny proteiny asociovany s bakterialni membranou mohou byt
kvantitativné porovnany pii standardnim experimentalnim uspotfadéani kontrolni a ovlivnéna

buiika (Cordwell, 2006).

Touto metodou se zabyvala Dreisbach et al. (2008). Ve své studii identifikovala
u kmene Bacillus subtilis ve stacionarni fazi ristu 456 bilkovin a dokazala, Ze vyhodou této
metody je znaCeni proteini jiz béhem rlstu organismu. Tato metoda je kompatibilni

s gelovymi technikami a hmotnostni spektrometrii.

3.3.2 iTRAQ

Metoda iTRAQ (z angl. Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification)
vyuziva Ctyt izobarickych znacek sloZzenych z amin-specifické reaktivni skupiny, vyrovnavaci
skupiny a reportérové oblasti s molekulovou hmotnosti 114 — 117 Da (Choe et al., 2005).
iTRAQ technika provadi kvantifikaci v MS/MS mddu a umoziiuje analyzovat Ctyii, novéji

az osm vzorkll v jednom experimentu (Hernychova et al., 2014).
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Obrazek 14 — Struktura iTRAQ ¢inidla
Pfevzato z: https://www.broadinstitute.org/scientific-
community/science/platforms/proteomics/itraq

Struktura izobarickych znacek je zndzornéna na Obrazku 14. Peptidy jsou oznaceny
1TRAQ znackami a pii fragmentaci v MS/MS mddu se od modifikovanych peptida odd€luje
reportérova Cast. Z intenzit reportérovych iontl ve spektru lze vypocitat relativni koncentraci

jednotlivych peptidi (Hernychova et al., 2014)

Radosevich et al. (2007) porovnal dva kmeny Mycobacterium avium subsp.
paratuberculosis K-10 a 187. Kmen K-10 byl laboratorné ptizptisobeny a kmen 187 byl

ziskan z kravy, kterd vykazovala ptiznaky Johnovy choroby. Pro analyzu byla pouzita metoda
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izotopového znaceni iTRAQ a tandemova hmotnostni spektrometrie. Béhem studie bylo
ziskano 874 membranovych a cytosolovych protein. Napiiklad protein AHPC spolu
s dalSimi proteiny zapojenymi do metabolismu dusiku byly nalezeny ve vyssich koncentracich
u kmene K-10. Udaje ziskané touto studii mohou poskytnout nastroj pro lepsi pochopeni

pribéhu infekce v hostiteli a mohou byt ndpomocny ve vyvoji vakciny.

3.3.3 ICAT

Dalsi kvantifikacni metoda ICAT (z angl. Isotope — Coded Affinity Tag) je spojena
s afinitni chromatografii modifikovanych peptidia. Ke znaceni dochazi prostfednictvim
chemické reakce, béhem které se vazi lehké a tézké formy ICAT na proteiny obsahujici
cystein pres thiolovou skupinu v redukovaném stavu (Ceskové et al., 2006). ICAT ¢&inidlo
je tedy tvofeno reaktivni skupinou, linkerem nesoucim lehké nebo tézké formy izotopi
a biotinem. Jeho struktura je znazornéna na Obrazku 15. Timto zplsobem oznacené
proteinové smési jsou ndsledné smichadny a podrobeny proteolyze. Znacené peptidy jsou
afinitné purifikovany, separovany 2-DLC a charakterizovany hmotnostni spektrometrii.
Z pom¢érii izotopoveé znacenych peptidi pak lze kvantifikovat rozdily v proteinové expresi

(Cordwell, 2006).

Heavy reagent: d8-ICAT (X=deuterium)
Light reagent: d0-ICAT {X=hydrogen)}

ICAT Heagents:

H xX X
X X Thiol-specific
Biotin Linker (heavy or light) reactive group

Obrazek 15 — Struktura ICAT afinitniho ¢inidla
Ptevzato z: Gygi et al., 1999

Metoda ICAT je vhodna pro srovnavaci analyzu se dvéma vzorky. Hlavni nevyhodou
této metody je znadeni pouze t&ch peptidiim, které obsahuji cystein. Rada peptidii tak ziistava

neoznacena (Cordwell, 2006).

Kvantitativni proteomickou analyzou membranovych proteini znacenych ICAT
znaCkami se zabyvala Guina et al. (2003) u kment Pseudomonas aeruginosa izolovanych
z dychacich cest malych pacientd s cystickou fibrézou. Analyzou bylo nalezeno

1 331 proteintl, z nichz bylo 145 proteint zavislych na zméné koncentrace hot¢iku v médiu.
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3.3.4 ICPL

Metoda ICPL (z angl. Isotope — Coded Protein Label) je zaloZzena na znac¢eni volnych
aminoskupin  izolovanych inaktivnich proteinii, které jsou nasledn¢ Stépeny.
Znageni je zprostiedkovano  derivaty  '*C/C  6-nicotinoyl-NHS-hydroxysuccinimidu

(Schmidt et al., 2005).

3.3.5 Znaceni 160/180

Dal§i metoda znaGeni spoéiva ve vymén& '°O na C-konci peptidu za '*O b&hem
enzymatického §tépeni trypsinem v H,'*O. Jeden ze vzorki je §t&pen v pritomnosti lehkého

izotopu H,'°0 a druhy je §tépen v piitomnosti t&zkého izotopu Hy'*O (Yao et al., 2001).

Pro dalsi analyzu se znacené vzorky opéct smichaji a separuji se pomoci kapalinové
chromatografie. Identifikace je provedena hmotnostni spektrometrii, kdy se porovnavaji

rozdily v molekulovych hmotnostech.

4 Priklady proteomické analyzy bakterialnich

membranovych proteinii

4.1 Proteomicka analyza vnéjsSi membrany Escherichia coli

Jako prvni piiklad proteomické analyzy bakteridlnich membranovych proteina
je uvedena studie provadéna Molloyem et al. (2000), ktery analyzoval vnéj$i membranové

proteiny Escherichia coli.

Pro analyzu byl kultivovan kmen W3110 Escherichia coli K-12. Kultivace probihala
aerobn¢ za tfepani pii 37°C a pH 6,6. Pomoci databaze SWISS-PROT bylo nalezeno,
ze vnéj§i membrana daného kmene obsahuje 58 potenciondlnich proteinii rozdélenych
do 4 sekci. Prvni sekci predstavovalo 37 integralnich membranovych proteintt spl 4 — 7
(Ptilohy — Tabulka 1). Ve druhé sekci byly nalezeny 2 integralni membranové proteiny s pl
veétsim nez 7 (Ptilohy — Tabulka 2). Tteti sekci piedstavovalo 10 membranovych lipoproteint
s hodnotou pl 4 — 7 (Ptilohy — Tabulka 3). Posledni ctvrtou sekci predstavovalo
9 membranovych lipoproteinti s pl vétSim nez 7 (Pfilohy — Tabulka 4). U Escherichia coli

neni predpokladan vyskyt proteinii s hodnotou isoelektrického bodu pI mensim nez 4.
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V ptiloze jsou v tabulkdch vypsany vyse uvedené potenciondlni membranové proteiny,
které byly popsany na zaklad¢ stanovenych kultiva¢nich podminek v databazi SWISS-PROT.
Tucné zvyraznéné proteiny jsou hypotetické, zndmé pouze z oteviené¢ho cteciho ramce (ORF
Open-Reading Frame). Proteiny psané kurzivou byly identifikovany na zakladé uhli¢itanové
extrakce, 2-DE a PMF (Peptide Mass Fingerprinting). Hodnoty GRAVY oznacuji relativni
hydrofobicitu, pfiCemz s jejirostouci hodnotou roste hydrofobicita. VSechny uvedené

proteiny, kromé hypotetickych, byly identifikovany.

Ve skuteCnosti byly pro danou analyzu separovany a identifikovany tyto proteiny

zobrazené na obrazku 21 a uvedené v piiloze (Pfilohy — Tabulka 5).

pH 4 5 6 H
L
M, .
(kDa) 1
'
80 ,
i o
50
35
18

Obrazek 16 — Uhli¢itanové rozpusténé membranové proteiny Escherichia coli
Prevzato z: Molloy et al., 2000

Na obrazku 16 jsou separované proteiny obarveny barvivem Coomassie Brilliant Blue.
S vyjimkou flagelinu byly vSechny ostatni proteiny identifikovany jako proteiny vnéjsi
membrany. Bylo identifikovano i pét lipoproteinti. Posledni tfi proteiny nebyly identifikovany

jako membranové, ale mohou to byt proteiny, které se smembranami spojuji. Cisla
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v zavorkach udévaji pocet pridatnych peptidi s molekulovou hmotnosti mensi nez 1000 Da

nebo vétsi nez 2200 Da (Ptilohy — Tabulka 5).

Celkov€ bylo identifikovano 40 proteini, znichz je 75 % popsano v databazi
SWISS-PROT Release 37 protein database jako membranovych nebo s membranou
spojenych. U identifikovanych 26 proteini se predpoklada, Ze jejich isoelektricky bod pl

je v rozmezi 4 — 7 a jejich molekulova hmotnost je v rozmezi od 10 do 80 kDa.

Mezi identifikovanymi proteiny vn€j§i membrany Escherichia coli byly nalezeny
integralni membranové proteiny, poriny, transportni proteiny, enzymy, 2 hypotetické proteiny
a 5 lipoproteind. Dale byly identifikovany proteiny AcrA, AtpB a NuoC, které jsou spojené

s cytoplasmatickou membranou.

Pro chybéjici proteiny, u kterych byla predpoklddand jejich detekce, byly navrzeny
moznosti, pii kterych by byla jejich identifikace moznéa. Prvnim névrhem byla indukovana
exprese receptorti pro Zelezo, béhem které byla snizena koncentrace Zeleza v kultivacnim
médiu. Separaci a analyzou PMF nové vykultivovaného kmene Escherichia coli byly
identifikovany proteiny vnéj$i membrany CirA, FhuE a FepA fungujici jako receptory pro
zelezo (Obrazek 17). Z toho vyplyva, ze absence receptort pro Zelezo je zplisobena nizkou

urovni exprese téchto proteind.

pH 4 5 pH 6

(kDa)

80 FhuE @ Clm@m @
66 ®BmB

50 .

Obriazek 17 — Proteiny identifikované po kultivaci s omezenim Zeleza
Ptevzato z: Molloy et al., 2000
Po shrnuti téchto dvou analyz bylo identifikovano 80 % ptedpoklddanych proteinli
vnéj§Si membrany kmene Escherichia coli K-12, které byly nalezeny v databazi
SWISS-PROT Release 37 protein database. Zbylych 20 % neidentifikovanych proteini
nebylo identifikovano kvuli své molekulové hmotnosti, kterd ptresahuje 80 kDa. K jejich

ztraté mohlo dojit béhem separace, naptiklad béhem isoelektrické fokusace.
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4.2 Proteomicka analyza sarkosin-nerozpustné frakce vnéjsi
membrany kmene Helicobacter pylori 26695
Studii vnéjSich membranovych proteini kmene Helicobacter pylori 26695zptisobujiciho

gastroduodenalni viedy, chronickou gastritidu i rakovinu Zaludku (Baik et al., 1996; Blaser,

1987; Forman et al., 1991; Nomura et al., 1991) se zabyval Baik et al. (2004).

Sarkosinova nerozpustna frakce byla rozdélena dvourozmérou elektroforézou pomoci
IPG prouzkt s imobilizovanym pH gradientem 3 az 10 (Obr. 18 A). Proteiny byly detekovany
barvenim stfibrem. Vzhledem ktomu, Ze proteinové skvrny v alkalické oblasti pl byly
umistény v tésné blizkosti, byla tato frakce umisténa na prouzek srozsahem pH gradientu
6 az 11, kde bylo vidét vice nez 80 stfibrem barvenych proteinovych skvrn (Obr. 18 B).
Skvrny byly vyfiznuty, odbarveny a v gelu Stépeny trypsinem. Molekulova hmotnost
peptidovych smési byla méfena pomoci MALDI-TOF-MS. Molekulové hmotnosti

identifikovanych proteind jsou uvedeny v ptiloze.
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Obriazek 18 — Sarkosin-nerozpustna frakce Helicobacter pylori 26695 na IPG prouZcich
barvenych stfibrem, A — IPG prouZek pH 3 az 10, B — IPG prouZek pH 6 aZ 11
Pievzato z: Baik et al., 2004

Celkem bylo zpracovano 80 proteinovych skvrn, znichz 62 bylo identifikovano

(Ptilohy — Tabulka 6). Identifikované proteiny piedstavovaly 35 membranovych proteini,
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16 druhil vnéjSich membranovych proteinti a 5 hypotetickych proteintl, jejichz lokalizace neni
jasna.

Déle bylo pomoci imunoblotové analyzy identifikovano 9 imunoreaktivnich proteini:
kataldza, vnéjSi membranové proteiny 11, 14, 20 a 21, hypoteticky protein 1173, ureaza,
domnély hemaglutinovy neuraminyllaktézu véazajici homolog a (3R)-hydroxymyristoyl-acyl
vazajici protein dehydrataza (Obrazek 19). Pro analyzu byla pouzita séra ziskana

od infikovanych  pacientt. VsSechny tyto proteiny jsou uvedené v piiloze
(Ptilohy — Tabulka 7).

KDa 6 p/ 1
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Obrazek 19 — Imunoblot 2-DE sarkosin-nerozputné frakce Helicobacter pylori
Pievzato z: Baik et al, 2004

Studie pfispéla k charakterizaci proteomu Helicobacter pyroli 26695 a mohla dale
pomoci objasnit biologickou funkci vnéjSich membranovych proteini a patogenezi infekce
Helicobacter pylori. Mimoto piispéla k identifikaci novych cilovych proteinli pro vyvoj

vakciny.
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4.3 Proteomicka analyza membranovych proteint Streptococcus
pyogenes
Streptococcus pyogenes je gampozitivni patogenni bakterie jejiz studii se zabyval
Severin et al. (2007). Povrchové proteiny hraji zasadni roli v interakcich s hostitelskymi

bunkami a jejich identifikace je dulezitd pro vyvoj vakein.

Ziskané proteiny byly proteolyticky Stépeny trypsinem a peptidova smés byla nejprve
rozdélena vysoce u¢innou kapalinovou chromatografii a poté analyzovana multidimenzionalni
tandemovou hmotnosti spektrometrii. Celkem bylo identifikovano79 povrchovych proteind,
14 proteind s motivy pro kotveni k bunénym sténam, 12 lipoproteinti, 9 secernovanych
proteind, 22 s membranou asociovanych proteint, 1 protein asociovany s bakteriofagem
a 21 cytoplasmatickych proteinti. Proteiny byly béhem kultivace kmene sbirany v riznych
rastovych fazich. V Casné rlstové fazi bylo zjist€éno 12 proteinl, které se nevyskytovaly
v pozdni ristové fazi. V pozdni ristové fazi bylo detekovano 17 proteind, které nebyly

nalezeny v Casné fazi. Zbylych 50 proteinti se vyskytovalo v obou rstovych fazich.

Mezi 14 detekovanych proteinti kovalentné ptipojenych k peptidoglykeniim bunécné
stény patfily M protein, C5a peptidaza, protein vazajici kolagen, ScIA kolagen-podobny
protein, GRAB protein, pullulandza, domnélé proteiny a hypotetické proteiny. M protein
spolu s C5s peptidazou a GRAB proteinem hraji dilezitou roli ve virulenci kmene. Mezi
detekovanymi extracelularnimi proteiny byli streptolyzin O, streptokokovy pyrogenni
exotoxin B, penicilin vazajici protein. Dale byly nalezeny proteiny, které jsou lokalizovany
jak v membran¢, tak v cytoplasmé. VSechny detekované proteiny jsou uvedeny v piiloze

(Ptilohy — Tabulka 8).
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Zavér

V préci jsem se zabyvala proteomickou analyzou bakteridlnich membranovych proteini.
V uvodu byla popsana funkce a struktura bakteridlnich membran, typy membranovych
proteini a jejich funkce, které v bakteridlnich membranach plni. Dalsi ¢ast byla vénovana

proteomickym metodam nasledovana konkrétnimi ptiklady proteomickych analyz vybranych

kment bakterii.

Studium bakteridlnich membranovych proteini je ve védecké komunité velmi zadouci
z davodu vysoce diilezit¢ ulohy membranovych proteini v bakteridlni patogenezi. Proteiny
v membrané funguji jako adheziny, poriny, receptory, pohybové a signalni proteiny, enzymy.
Mnohé jsou rovnéz zapojeny do riznych mechanismu rezistence k antibiotikim. Proteomické
metody umoziuji také analyzovat imunoreaktivni proteiny, které jsou klicové pro vyzkum
a vyvoj novych vakcin. Odvétvim proteomiky, které se zabyva imunoreaktivnimi proteiny,

je imunoproteomika.

Zakladnimi laboratornimi metodami, které se k identifikaci membranovych proteinil
pouzivaji, jsou rtizné typy gelovych elektromigracnich technik. Nejcastéji pak dvourozmérna
elektroforéza, ktera je nasledovana hmotnostni spektrometrii. Bohuzel separace
membranovych proteini technikou dvourozmémé elektroforézy ma ur€itd omezeni.
Vhodnéj$im pfistupem je tzv. ,shotgun® proteomika, kterd umoziuje rozdéleni peptidd,
ziskanych proteolytickym S$tépenim proteinovych smési. Je zalozena na dvourozmérné

kapalinové chromatografii nasledovanou hmotnostni spektrometrii.

Proteomika ma piinos i v jinych védnich oborech nez je mikrobiologie. Uplatnit se
muze rovnéz v lékarstvi, kde Ize identifikovat nové markery, jenZ se mohou pouzit

v diagnostice, prevenci a prognoze riznych onemocnéni.
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Prilohy

Tabulka 1 — Integralni membranové proteiny s hodnotou pI 4 —7

Nazev Popis pl M,[kDa] GRAVY Poznamka
YPJA ECOLI Hypothetical protein 5,40 162774 -0,344 Hypothetical
NFRA_ECOLI Bacteriophage N4 adsorption 6,44 108424 - 0,480

FIMD_ECOLI Usher protein 5,96 92090 - 0,447

SFMD_ECOLI Usher protein 5,29 91769 - 0,396

YCBS_ECOLI Hypothetical protein 5,21 91554 - 0,397 Hypothetical
YEHB_ECOLI Hypothetical protein 5,67 89982 - 0,547 Hypothetical
YQIG ECOLI Hypothetical protein 5,07 89982 -0,562 Hypothetical
YCDS_ECOLI Hypothetical protein 5,79 89283 - 0,584 Hypothetical
YRAJ ECOLI Hypothetical protein 5,08 89195 - 0,607 Hypothetical
YBGQ ECOLI Hypothetical protein 4,99 87794 - 0,459 Hypothetical
YHCD ECOLI Hypothetical protein 4,74 84053 -0,359 Hypothetical
FEPA_ECOLI Ferrienterobactin receptor 5,23 79771 - 0,620 Gel ID
FHUA ECOLI Ferrichrome-iron receptor 5,13 78742 -0,513 Gel ID
YBIL ECOLI Hypothetical TonB dependent r. 5,43 78341 - 0,535 Gel ID
FHUE ECOLI Iron(Ill)-Coprogen receptor 4,72 77411 - 0,572 Gel ID
CIRA_ECOLI Colicin I receptor 5,03 71149 -0,673 Gel ID
GSPD_ECOLI General secretion pathway protein D 5,28 68343 - 0,230

BTUB_ECOLI Vitamin B12 receptor 5,10 66326 - 0,586 Gel ID
YIEC ECOLI Hypothetical protein 5,11 57939 - 0,667 Hypothetical
AG43 _ECOLI (BETA) Ag 43 Fluffing protein beta chain 6,01 51526 - 0,388 Gel ID
TOLC ECOLI OMP 5,23 51468 - 0,492 Gel ID
AG43 ECOLI(ALPHA)Ag 43 Fluffing protein alpha chain 4,85 49787 - 0,236 Gel ID
LAMB_ECOLI Maltoporin 4,72 47385 - 0,625 Gel ID
FADL ECOLI Long-chain fatty acid transport 4.99 45992 - 0,389 Gel ID
HOFQ ECOLI General secretion pathway 5,85 42738 -0,183

OMPN_ECOLI Porin 4,35 39178 - 0,658

OMPC_ECOLI Porin 4,48 38308 - 0,660 Gel ID
OMPF_ECOLI Porin 4,64 37084 - 0,505 Gel ID
OMPA_ECOLI OMP 5,60 35172 - 0,444 Gel ID
OMPT ECOLI Protease VII 5,38 33477 -0,775 Gel ID
OMPP_ECOLI Protease 5,89 33110 -0,748 Gel ID

TSX ECOLI Nucleoside transport 4,87 31413 - 0,633 Gel ID
PA1_ECOLI Phospholipase A1 5,05 30843 -0,558 Gel ID
YEAF ECOLI Hypothetical protein 5,03 25670 - 0,568 Gel ID
YIAT ECOLI Hypothetical protein 4,48 25167 - 0,361 Hypothetical
OMPW_ECOLI OMP 5,58 20852 -0,163 Gel ID
OMPX ECOLI OMP 5,30 16382 -0,592 Gel ID
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Tabulka 2 — Integralni membranové proteiny s pI > 7

Nazev Popis pl M,]kDa] GRAVY Poznimka
HLPA ECOLI Histone-like protein 9,52 15692 - 0,662

PGPB_ECOLI Phosphatidylglycerophoshatase B 10,13 29021 0,256

Tabulka 3 — Membranové lipoproteiny s hodnotou pI 4 — 7

Nazev Popis pl M,[kDa] GRAVY Poznimka
YLCB ECOLI Hypothetical protein 5,82 48523 -0,293 Hypothetical
YBHC ECOLI Hypothetical protein 5,49 43917 - 0,441 Gel ID
WZA_ECOLI Putative Polysacch. export protein 5,47 39720 - 0,281 Lipoprotein
YCCZ_ECOLI Hypothetical polysacch. export 5,24 39534 - 0,204 Hypothetical
NLPB _ECOLI Lipoprotein 34 4,96 34371 -0,369 Gel ID
VACJ_ECOLI VACI] Lipoprotein 4,72 26302 - 0,402 Lipoprotein
CUTF_ECOLI Copper homeostatis 4,82 23738 - 0,491 Lipoprotein
FLGH_ECOLI Flagellar I-ring 6,80 22415 - 0,255 Lipoprotein
SLP_ECOLI OMP SLP 6,32 19088 - 0,305 Gel ID

PAL ECOLI Peptidoglycan-associated protein 5,59 16616 - 0,705 Gel ID
Tabulka 4 — Potencionalni membranové lipoproteiny s pI > 7

Nazev Popis pl M,[kDa] GRAVY Poznimka
MLTD_ECOLI Murein transglycosylase D 9,84 47909 - 0,481 Lipoprotein
MLTC ECOLI Murein transglycosylase C 9,23 38372 -0,437 Lipoprotein
MLTA_ECOLI Murein transglycosylase A 8,46 38190 - 0,488 Lipoprotein
MLTB_ECOLI Murein transglycosylase B 8,47 38122 -0,412 Lipoprotein
YAEF ECOLI Hypothetical protein 7,84 27616 - 0,057 Hypothetical
BLC _ECOLI OMP BLC 8,56 18042 - 0,468 Lipoprotein
SLYB ECOLI OMP SLYB 8,12 13818 - 0,089 Gel ID
YQHH_ECOLI Hypothetical protein 8,58 7607 -0,618 Hypothetical
MULI_ECOLI Major outer membrane lipoprotein 8,12 6385 - 0,905 Lipoprotein
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Tabulka 5 — Membranové proteiny kmene E. coli identifikované PMF metodou

Nazev Popis Umisténi v Nalezené/Ocekavané
membrané peptidy
FEPA ECOLIa Ferrienterobactin receptor Integral OMP 11/19
FHUE ECOLIla Iron(IIT)-Coprogen receptor Integral OMP 16/23 (3)
CIRA _ECOLIa Colicin I receptor Integral OMP 11725 (2)
FHUA ECOLI Ferrichrome-iron receptor Integral OMP 13/19 (1)
YBIL ECOLI Hypothetical TonB dependent receptor  Integral OMP 8/17 (1)
BTUB_ECOLI Vitamin B12 receptor Integral OMP 13/22 (4)
AG43 ECOLI (BETA) Aantigen 43 Fluffing protein beta chain  Integral OMP 11/13 (4)
TOLC_ECOLI OMP Integral OMP 8/14 (4)
AG43 ECOLI(ALPHA) Aantigen 43 Fluffing protein alpha chain Integral OMP 4/15 (3)
LAMB_ECOLI Maltoporin Integral OMP 10/11 (5)
FADL ECOLI Long-chain fatty acid transport Integral OMP 7/13
OMPC _ECOLI Porin Integral OMP 6/10 (2)
OMPF_ECOLI Porin Integral OMP 4/9 (1)
OMPA ECOLI OMP Integral OMP 6/8 (4)
OMPT_ECOLI Protease VII Integral OMP 9/11 (3)
OMPP_ECOLI Protease Integral OMP 8/9 (5)
TSX ECOLI Nucleoside transport Integral OMP 4/5 (4)
PA1 ECOLI Phospholipase Al Integral OMP 5/9 (1)
YEAF _ECOLI Previously hypothetical protein Integral OMP 6/6 (4)
OMPW_ECOLI OMP Integral OMP 6/8
OMPX ECOLI OMP Integral OMP 6/6 (1)
YBHC ECOLI Previously hypothetical protein OM Lipoprotein 8/10
NLPB_ECOLI Lipoprotein 34 OM Lipoprotein 8/12 (1)
SLP ECOLI OMP SLP OM Lipoprotein 2/3 (1)
PAL ECOLI Peptidoglycan-associated protein OM Lipoprotein 4/5
SLYB ECOLI OMP SLYB OM Lipoprotein 2/5
UPO05_ECOLI Unknown protein from 2D gel Probably Integral OMP  8/23 (2)
NUOC_ECOLI NADH Dehydrogenase C chain CM associated 4/10
ATPB_ECOLI ATPase B chain CM associated 8/19 (1)
ACRA_ECOLI Acriflavin resistance CM Lipoprotein 3/11 (1)
OSTA_ECOLI Organic solvent tolerance protein Periplasmic 9/31 (2)
OPPA ECOLI Oligopeptide binding protein Periplasmic 4/16 (3)
DPPA ECOLI Dipeptide binding protein Periplasmic 3/10 (1)
TOLB_ECOLI TOLB protein Periplasmic 5/11
FLIC ECOLI Flagellin Flagella 4/13 (4)
ODO2 ECOLI Dihydrolipoamide Succinyltransferase =~ Cytoplasmic 2/7(3)
DPS ECOLI DNA protection during starvation Cytoplasmic 5/8
RFAD ECOLI Glycero-d-manno-heptose-6-epimerase ~ Unknown 5/15
YBJP_ECOLI Previously hypothetical protein Unknown 5/5
OSME ECOLI Osmotically induced protein Unknown lipoprotein 3/3
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Tabulka 6 — Seznam identifikovanych proteinu v sarkosin-nerozpustné frakci kmene Helicobacter pyroli

Nazev TIGR M, [kDa] pl MnozZstvi nalezenych
lokus peptidi
Hypothetical protein HP0205 94 8,4 7
OMP (Omp2)° HP0025 77 9,2 17
OMP (Omp19) HP0896 75 8 5
Phosphoglycerate dehydrogen. (SerA) HP0397 70 6,5 4
Phosphoglycerate dehydrogen. (SerA) HP0397 70 6,6 5
Phosphoglycerate dehydrogen. (SerA) HP0397 70 6,7 4
OMP (Omp27) HP1177 69 9 11
OMP (Omp27) HP1177 69 9,1 4
OMP (Omp27) HP1177 69 9,2 7
OMP (Omp27) HP1177 69 9,3 5
OMP (Omp27) HP1177 69 9,3 6
OMP (Omp25) HP1177 66 9 5
Urease beta subunit (UreB) HP0072 61 5,6 10
Catalase HPO0875 59 8,3 14
Catalase HPO0875 59 8,4 12
Catalase HPO0875 59 8,5 12
Catalase HPO0875 59 8,6 14
Catalase HPO0875 59 8,7 6
OMP (Omp20) HP0912 55 9 8
OMP (Omp20) HP0912 55 9,1 9
OMP (Omp20) HP0912 55 9,2 7
OMP (Omp6) HP0229 55 9,5 4
OMP (Omp21) HP0913 50 8 5
OMP (Omp21) HP0913 50 8,4 5
OMP (Omp21) HP0913 50 8,5 4
OMP (Omp21) HP0913 50 9 6
OMP (Omp21) HP0913 50 9,2 6
Hypothetical protein HP1349 44 8,3 4
Hypothetical protein HP1349 44 8,3 4
OMP (Omp32) HP1501 42 9,5 9
OMP (Omp32) HP1501 42 9,5 6
Hypothetical protein HP0052 39 9 6
Iron(IIT) ABC transporter,periplasmic  HP1561 37 9,4 4
iron-binding protein (CeuE)
Iron(IIT) ABC transporter, periplasmic HP1561 37 9,4 4
iron-binding protein (CeuE)
Glutamin ABC transporter, periplasmic HP1172 31 6,2 4
glutamine-binding protein
OMP (Omp24) HP1113 31 9,2 4
OMP (Omp4) HPO0127 31 9,5 5
OMP (Omp4) HPO0127 31 9,6 5
Amino acid ABC transporter, HP0940 30 9.3 5
periplasmic binding protein (Yckk)
Amino acid ABC transporter, HP0940 30 9.4 4
periplasmicbinding protein (Y ckk)
Putative neuraminyllactose-binding HP0410 29 7,8 5
hemagglutinin homolog (HpaA)
OMP (Omp10) HP0324 29 7,8 5
OMP (Omp15) HP0706 29 9,1 8
OMP (Omp15) HP0706 29 9,2 5
OMP (Omp15) HP0706 29 9,3 8
Urease alpha subunit (UreA) HPO0073 28,5 8,3 10
Urease alpha subunit (UreA) HPO0073 28,5 8,5 6
OMP (Omp14) HP0671 27 9,2 8
OMP (Omp31) HP1469 26 9,4 8
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OMP (Omp31) HP1469
Conversed hypotetical secreted protein HP0139
Flagellar basal-body L-ring HP0325
protein (FlgH)
Alkyl hydroperoxide reduktase (TsaA) HP1563
OMP (Omp23) HP1107
Membrane fusion protein (MtrC) HP0606
Glutamine synthetase (GInA) HPO512
Hypothetical protein HP1173
Hypothetical protein HP1173
Hypothetical protein HP1173

(3R)-Hydroxymyristoyl-(acyl carrier =~ HP1376
protein) dehydratace (FabZ)

OMP (Ompl1) HP0472

Neutrophil-activating protein (NapA) HP0243

26 9,5
25,5 6,6
25 8,5
24,5 6,2
22 9,1
21 9,2
20 9,3
20 8,5
20 9,2
20 9,3
18 6,6
17 9,2
16 5,5

B~ o

BV, I N R N N )
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Tabulka 7 — Imunoreaktivni proteiny v sarkosin-nerozpustné frakci kmene Helicobacter pylori

Nazev TIGR locus Mr [kDa] pl
Catalase HPO0875 58.630 8.7
OMP (Omp20) HP0912 55,932 9,1
OMP (Omp20) HP0912 55,932 9,1
OMP (Omp21) HP0913 57,063 9,2
OMP (Omp21) HP0913 57,063 9,2
OMP (Omp21) HP0913 57,063 9,2
OMP (Omp21) HP0913 57,063 9,2
Putative neuraminyllactose-binding HP0410 28,349 7,9
hemagglutinin homolog (HpaA)
Urease alpha subunit (UreA) HP0073 26,540 8,5
OMP (Omp14) HP0671 30,347 9,2
Hypothetical protein HP1173 20,586 8,9
Hypothetical protein HP1173 20,586 8,9
(3R)-Hydroxymyristoyl-(acyl carrier =~ HP1376 18,196 6,6
protein) dehydratace (FabZ)
OMP (Ompl1) HP0472 20,925 9,2
Tabulka 8 — Povrchové proteiny kmene Streptococcus pyogenes
Nazev Protein M, [Da]
Proteiny s motivem pro kotveni v bunééné sténé
Hypothetical protein SPy0128 37,188
Hypothetical protein SPy0130 24,204
Putative surface exclusion protein SPy0269 94,697
Putative cell envelope proteinase SPy0416 181,288
Conserved hypotetical protein SPy0747 99,837
Hypothetical protein SPy0843 111,504
Putative secreted 5° nucleotidase SPy0872 73,214
Protein GRAB SPy1357 22,836
Putative pullulanase SPy1972 128,866
Collagen-like surface protein SPy1983 36,2560
Hypothetical protein (fibronectin-binding protein) SPy2009 40,352
C5a peptidase precursor SPy2010 129,487
M protein type 1 SPy2018 54,221
Collagen-binding protein 85,143
Lipoproteiny
Putative ABC transporter SPy0163 36,212
Hypothetical protein SPy0210 47,096
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Conversed hypotetical protein

Metal-binding protein of ABC trasnporter

Putative cyclophilin-type protein

Conserved hypotetical protein

Putative amino acid ABC transporter, periplasmic
amino acid-binding protein

Putative maltose/maltodextrin-binding protein

Putative protease maturation protein

Putative acid phosphatase

Conserved hypotetical, stative protease maturation protein

Putative oligopeptide permease

Sekterované proteiny
Putative Secreted protein
Streptolysin O precursor
Penicillin-binding protein (D-alanyl-D-alnine

carboxypeptidase)
Putative 42-kDa protein
Putative adhesion protein
Conserved hypotetical protein
Putative trascription regulator
Cysteine proteinase, SpeB
Putative dipeptidase

Membranové asociované proteiny

Putative cell division protein

Putative acyltransferase

Putative penicillin-binding protein 1b

Putative signal peptidase I

Putative triosephosphate isomerase

Hypotetical protein

Conversed hypotetical protein

Hypothetical protein (sortase)

Hypothetical protein

Putative deacetylase

Putative ornithine transcarbamylase

Putative penicillin-binding protein 1A

Hypothetical protein

Hypothetical protein

Hypothetical protein sparing similarity with several
eukaryotic proteins

Conserved hypotetical protein

Putative propyl-tRNA synthetase

Hypothetical protein

Putative ATP-binding cassette transporter-like protein

Hypothetical protein

Hypothetical protein

Putative serine protease, DegP

Cytoplasmatické proteiny

Putative GAPDH

Putative translation elongation factor Tu

50S ribosomal protein L7/L12

Putative enolase

Conserved hypotetical protein

Putative pyruvate kinase

Putative NASP-dependent GAPDH

Putative phosphoenolpyruvate: sugar
phosphotransferase systém enzyme

Streptococcal antitumor protein
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SPy0317
SPy0453
SPy0457
SPy1094
SPy1274

SPy1294
SPy1390
SPy1882
SPy2073

SPy0019
SPy0167
SPy0292

SPy0469
SPy0714
SPy1037
SPy1733
SPy2039
SPy2066

SPy0010
SPy0041
SPy0097
SPy0127
SPy0613
SPy0818
SPy0836
SPy1153
SPy1315
SPy1370
SPy1544
SPy1649
SPy1686
SPy1697
SPy1798

SPy1892
SPy1962
SPy2006
SPy2032
SPy2033
SPy2065
SPy2216

Spy0274
SPy0611
Spy1073
Spy0731
Spy1262
Spy1282
Spy1371
Spy1372

Spyl1547

30,623
34,358
29,342
36,523
31,712

44,585
38,535
32,575
34,349
72,103

41,900
63,639
45,766

41,084
58,520
34,628
45,810
43,130
55,499

14,900
66,658
84,498
14,891
26,618
48,538
45,439
27,757
78,464
48,291
37,931
80,207
16,850
25,851
142,704

34,845
68,703
92,649
46,608
14,569
64,062
42,760

35,943
43,855
12,256
47,356
19,944
54,535
50,369
63,136

46,297



Mannose-specific phosphotransferase system
component [TAB

Phosphoglycerate kinase

Putative fruktose-biphosphate aldolase

Transcription regulator; trigger factor, RopA

Heat shock protein

Heat shock protein

50S ribosomal protein L5

30S ribosomal protein S8

50S ribosomal protein L11

Putative ribosomal protein S1-like DNA-binding
protein

Putative histone-like DNA-binding protein

Putative pyruvate formate-lyase

Bakteriofagové asociovany protein
Putative major head protein; bacteriophage associated
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Spyl1738

Spy1881
SPy1889
Spy1896
Spy2070
Spy2072
Spy0063
Spy0065
Spy0460
Spy0913

Spy1489
Spy1849

Spy0688

35,568

42,130
31,208
47,119
57,096
10,332
19,815
14,802
14,801
43,850

9,647
87,528

29,190



