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ABSTRAKT

Bakal&ska prace se zabyva stanovenim proteinového prodikterii. V praci je popsana
charakteristika proteinv Zivych organizmech, proteiny v bakterialninba a metody sta-

noveni proteinového profilu bakterii. Jsou zde Bdogsmetody izolace proteire bakterii
a jejich stanoveni.

Kli¢ova slova: Protein, bakterie, chromatografie, etdktéza

ABSTRACT

The bachelor thesis deals with determination oftganoprofile of bacteria. The paper
describes the characterization of proteins in gwanganisms, proteins in bacterial cells and
methods provided the protein profile of bacteriaere are described the method of isolati-
on of proteins from bacteria and their determinatio

Keywords: Protein, Bacteria, chromatography, etgtioresis
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UvoD

Proteiny jsou nejhofjsi a funkné nejrozmanitjSi molekuly v Zivych systémech, vSechny
Zivotni projevy a procesy probihajici viime jsou na proteinech Uzce zavislé. Neéeipya
diverzita bugénych aktivit je mozna pouze diky protém, které jsou dokonalefigpiso-

beny své konkrétni biologické funkci.

Proteiny hraji nezastupitelnou roli ve vSech baider Z proteiri si syntetizuji dalSi po-
tiebné latky a energii. Proteiny zastavaji funkceysniz tudiz fidi veSkeré biochemické
déje, které v biice probihaji. Musi byt i neustale obnovovany. Jsgimecné v tom, Ze
jako jediné obsahuji ve svych molekulach dusika $foskytuji zakladni material prast
a vyvoj, pro zachovani a stalou obnovu vSechetiych struktur. Podili se na tva@rbor-
moni, enzyni a barviv. Pomahaji udrZzovat staly osmoticky tlakwnittnim prostedi a
tim i rovnovahu vody v hice. Maji grepravni (transportni) funkcitppienosu gkterych
latek (nap. tuki); jsou zdrojem imunobiologickych latek, a v negaolsii fad® pomahaji

udrZovat spravnou chemickou reakci ve kmiin prostedi.

Tato prace je za#tiena na metody studia bakterialnich praiepopisuje zejména moznos-
ti stanoveni proteinového profildaznymi chromatografickymi a elektroforetickymi meto-
dami. Déle popisuje fisoby identifikace a blizSi charakterizace baktaf@l proteird.

Vysledky €chto postup a metod maji Siroké uplatni, a to zejména v bakterialni taxo-
nomii, identifikaci, srovnavacich analyzach nebademiologickych studiich. Oteviraji

také moznosti rychlé agsné diagnostiky v klinické mikrobiologii.
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1 CHARAKTERISTIKA PROTEIN UAVYZNAMV ZIVYCH
ORGANIZMECH

Proteiny¢ili bilkoviny tvofi vétSinu suché hmotnosti Bty a hraji primarni roli v jeji stav-

b¢ a ¢innosti [1]. Bilkoviny jsou makromolekuly velmi ramnité hmotnosti. Jejich rela-
tivni molekulova hmotnost saha asi od 5000 do weze2 000 000. Tvar bilkovinné mole-
kuly je dvoji: @iblizné kulovity (globularni) o piméru 3 — 15nm nebo linearni (fibrilarni)
o délce az 160 nm [2].

V bunce bilkoviny nehraji pouze roli stavebnich kafeale také obstaravajiétsinu bu-
nécnych funkci. Bilkoviny s enzymatickou funkci poskjytsliozité molekularni povrchy,
které uvadji do pohyburadu chemickych reakci bky. Proteiny zaniené v plazmatické
membrag tvori kanaly a pumpy, kteridi prichod malych molekul do hiky a z buiky.
Nekteré proteiny fenaseji zpravy od jedoh burek k druhym, jiné slouzi jako integratory
signalu schopnéipdavat soubory signakz plazmatické membrany do jadra jednotlivych
burgk. DalSi proteiny slouzi jako drobné molekulovéofgrs pohyblivymi¢astmi: napi-
klad kinezinposouvéa organely cytoplazmou, zatimepoizomerazaimi rozmotat zauzlo-
vané molekuly DNA. Jiné specializované proteinydujn jako protilatky, jedy, hormony,

elasticka vlakna, provazy zdroje luminiscence [3].

1.1 Struktura protein @

Struktura a chemie jednotlivych protéise vyvinula a doladiladmem miliard let evoluce.

Proto snad neniipkvapenim, Ze z chemického hlediska jsou proteiejlovi€jsSi a

funkené nejdimysingjSi znamé molekuly [2].

V proteinech existuje 2iznych aminokyselin, z nichZz kazd4 m4 jiné chemidkétnosti.
Molekula proteinu je tviiena dlouhymiettzcem €chto aminokyselin vzajendnpropoje-
nych kovalentni peptidovou vazbou. Opakujici seagbatoni podéliettzce se nazyva
polypeptidova kostra. K tomut@tzci jsou fipojeny postrannfetézce fiznych aminoky-
selin, které se neastni peptidové vazby, zato vSak pif@pji kazdé aminokyselinjeji
jedingné vlastnosti. Bkteré z &chto postrannichettzci jsou nepolarni a hydrofobni, jiné

jsou zapornéi kladné nabité, gkteré jsou reaktivni a jiné spiSe ngté atd. [2].

Mnoho kovalentnich vazeb v dlouhé&aitzci aminokyselin umaiije volné otéeni atoni
kolem €chto vazeb, takZze se polypeptidova kostréZenv podstat skladat nekonane

mnoha zfisoby. Kazdy poskladanitzec je stabilizovan mnohazanymi soubory neko-
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valentnich vazeb a interakci, jak mezi atomy pghyipevé kostry tak mezi atomy po-
strannichrettzci aminokyselin. Stabilita kazdého poskladaného tyanio zavisi na cel-

kové sile velkého pitu takovych vazeb. [3].

Dulezitym faktorem utujicim skladani kazdého proteinu je rozlozeni jpbtarnich a ne-
polarnich aminokyselin. Nepolarni postraigttzce v proteinu maji tendence se shlukovat
uvnité molekuly a vyhnout se tak kontaktu s vodou, kfjeravnitt buiky obklopuje. Nao-
pak polarnirettzce se zadrzuji na povrchu molekuly, kde mohouafgtwodikové nmistky

s molekulami vody a dalSimi polarnimi latkami. Amlkyseliny skryté uvnitproteinu ob-
vykle vytv&eji vodikové nistky s ostatnimi polarnimi aminokyselinami nebo
s polypeptidovou kostrou [4].

Chemickou stavbu molekul protéimpopisuje tzv. kovalentni struktura proteinu. Zalen
sekvenci aminokyselinovych zbyiKprimarni strukturu) i vSechna jina kovalentni jspd
(disulfidové a ostatni kovalentnitistky) a kovalenté pripojené dalSi skupiny (prostetické
skupiny). Slozité prostorové us@aani molekul proteinje zahrnuto v pojmu konformace

3].

1.1.1 Primarni struktura

Pod pojmem primarni struktura proteinu se rozungij€id kovalentni strukta molekuly.
Popisuje poet a psadi aminokyselinovych zbytkv iezcich. Sekvence aminokyselin se
uvadi vzdy od N-konce k C-konci hlavnikiettzce, v souladu se smem proteosyntézy.
Paadi aminokyselinovych zbyikv molekule proteinu, je specificky kodovanoirgdim
nukleotidi v DNA a nengni se ani s denaturacfigluSsného proteinu. Primarni struktura

piedstavuje veSkerou informaci nutnou pro vyerd trojroznérné podoby proteiin

Charakteristické padi kovalentd vdzanych aminokyselin je ve vSech molekulach téhoz
druhu identické [3].

1.1.2 Sekundarni struktura

Sekundarni strukturou proteinu se rozumi prostorogpdadani atoma (konformace)
v hlavnim polypeptidovéntetézci. Aminokyseliny s hydrofobnim postrannietézcem se
uplatiuji v hydrofobnich interakcich, aminokyseliny skiéteekym nabojem v postrannim
fetzci se podileji na elektrostatickych interakcicstatni hydrofilni a amfifilni aminoky-

seliny mohou tviit vodikoveé vazby prostdnictvim svych funénich skupin [3].

Typické jsou dva typy sekundarni struktury:
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A) a-helix, v emz je polypeptidovyetézec Sroubovit staten, a vodikové vazby pro-

pojuji jednotlivé zavity Sroubovice.

B) B-struktura, zvana téxskladany list, kde jsou vodikovymi vazbami propojeny dva

vedle sebe lezicitpmeé Useky polyetidovehi@ttzce [11].

1.1.3 Terciarni struktura

Celkovou konformaci polypeptidovéhetézce a prostorové usfamani postrannicietz-
ci urcuje terciarni struktura. Terciarni struktura je lefikem stabilizujicich interakci mezi
postrannimiretzci useku siznou sekundarni strukturou. Vznika diky interakeimezi
vzdalenymi Useky polypeptidovéliettzce. U rkterych proteid je biZzné, Ze v jejich mo-
lekulach existuji relativ samostatné kompaktiésti, ozn&ované jako strukturni domé-
ny. Domény jsou wité strukturni motivy, které se navzajem stabilizugkladaji ze super-
sekundarnich struktur. Pojem fuimk doména se pouZziva praiiié useky struktury protei-
nu, které maji witou nezavislou biologickou funkci (napkatalytickou apod.). Furhi

doménu tvdi jedna nebo vice domén strukturnich.

Na spojeni jednotlivych Uséka celkoveé fixaci terciarni struktury se podilajzmé typy
kovalentnich vazeb {pdisulfidové niistky) a nevazebné interakce (nekovalentni interak-
ce, nekovalentni vazby) futikich skupin aminokyselin (hydrofobni a elektrostedi in-
terakce) [3].

1.1.4 Kvartérni struktura

Jen rkteré molekuly proteiin mohou tvéit i kvartérni strukturu. Jsou sloZené &kalika
nezavislych podjednotek tzv. protomielyto podjednotky mohou byiizné nebo zcela
identické, jejich pdet byva zpravidla sudy. Podjednotky samy oégsbu globularni pro-
teiny s charakteristickou sekundarni a terciamikstirou. Vyraznym strukturnim rysem je
uspdadani funknich skupin na povrchu podjednotek, umig#ci spojeni mezi nimi a aso-
ciaci komplexni stabilni molekuly. Vlivem ¥j$iho prostedi se mize konformace a pro-
storové uspiadani podjednotek do diré miry nenit, coZ se mize projevit zninou jejich
biologické aktivity (funkce). Mnoho regulovatelnygochod: v buikdch je zaloZeno na
zmeéné prostorového uspgadani podjednotek protéirs kvartérni strukturou (enzymy, re-
ceptory, transportni proteiny). Z hlediska celkav@&maru molekuly a jeji funkce maji pod-
jednotky obdobny vyznam jako domény terciarni strok protoZe jsou vSak spojeny jen
nekovalentnimi interakcemi, snagindisociuji. Lzefici, Ze prakticky vSechny proteiny o
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M, > 5.1¢ maji kvartérni strukturu. Podjednotky protieioznaujeme zpravidlaeckymi

pismeny [3].

1.2 Proteosyntéza

Burika si vyrabi gkolik tisic proteirii. Vlastnosti a funkce proteinu jsou dany sekvenci
aminokyselin, ktera duje, jak bude dany protein sbalen do féemkkonformace [5].
Proteosyntézaje proces, ve kterém se tvdilkoviny. Proteosyntéza se sklada ze dvou
krokd. V prvnim dochazi kiepisu (transkripci) genetického kddu DNA do RNAd¥U-
hém dochéazi kigkladu (translaci) kodu z RNA a k tvérbilkovin. Transkripce probiha

v buré¢ném jadru a translace na ribozomech [7] a [8].

1.2.1 Vyznam a funkce DNA a RNA

DNA (deoxyribonukleovéa kyselina) je chemickym paatkkém ddicnosti atidi vznik pro-
teind. Je to linearni polymer podjednotek - nuklebtidteré jsou spojeny v polymerni
formu pomoci 3"-5"-fosfodiesterovychistki [5]. Kazdy nukleotid je tvien cukrem (de-
oxyrib6za v DNA, rib6za v RNA), zbytkem kyselinydiore&né a dusikatou bazi. Podle
typu baze (adenin, guanin, tymin, cytozin) rozk$ug v DNA 4 @zné nukleotidy. Infor-
maini obsah DNA je dan gadim tchto nukleotid, které utuje aminokyselinovou sek-
venci proteinu [8].

DNA vSak néidi syntézu bilkovin sama. Jestlizeika potebuje ®&jaky konkrétni protein,
je nukleotidova sekvence v p&né oblasti dlouhé molekuly DNA v chromosomu nejprve
zkopirovana do jiného druhu nukleové kyseliny RNis@nukleova kyselina). Tato RNA
je primo vyuzivana jako templat pro tvorbu proteiGeneticka informace je tedyqua-
vana z DNA do RNA a nasledrz RNA do proteinu [6]. Obecnou funkci RNA jéepos
genetické informace z padi deoxyribonukleotid DNA do pdadi aminokyselin
v bilkovinnémietzci. Do RNA je tato informaceippisovana z @itého useku molekuly

DNA, Useky DNA nesouci informaci o syntéze protesguoznauji jako strukturni geny.
[6].
RNA je molekula, ktera je zpravidla ttena jen jednim polynukleotidovym viaknem. Du-

sikaté baze nukleotidsou adenin, guanin, cytozin a uracili@sovan misto tyminu).
Vyskytuji se ti zakladni typy RNA:

a) mMRNA — mediatorova (inforntai) RNA. Fenasi informaci z jadra k mistu proteo-

syntéezy.
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b) tRNA — transferova RNA. ifen4si aminokyseliny na proteosynteticky aparékipu

c) rRNA —ribozomalni RNA. Tvii stavebni sloZzku ribozomalnich podjednotek [1].

1.2.2 Ribozomy

Mistem syntézy proteinjsou ribozomy. Jsou teéliska sloZzena z rRNA a protdirv hmot-
nostnim porndru asi 1:1. Jsouifiomny v cytoplazr a v matrix mitochondrii a ve stromatu
chloroplast. Prokaryontni ribozom ma molekulovou hmotnost 2,80 a sedimentai
koeficient 70S. Jehot&i podjednotka ma mol. hmotnost 1,8 ¥ AGsedimentujeip50S,

mensi podjednotka ma mol. hmotnost 1,0 ¥4 6edimentujeip30S.

Na ribozomu jsoutyti specifickd mista, kterd maji zasadfleZitost pro translaci. Je to
jedno misto pro vazbu mRNA & mista pro vazbu tRNA: misto A (aminoacylové) pro
vazbu tRNA nesouci aminokyselinu, misto P (peptidg), kam se vaze peptidyl-tRNA a

misto E (exit, vystupni), kde tRNA opousti ribozom.

Podstatou funkce ribozairje organizovani syntézy proteinové molekuly: ribozumoz-
nuje gresnou prostorovou orientaci mMRNA a aminoacyl-tRN&ich kodonu a antikodo-
nu) a dvou aktivovanych aminokyselin tak, Ze jeegeka informace plynulétena a pe-
kladana do polypeptid VSechna z&astrena vazebna mista na povrchu ribozomu jsou tedy
ve zcela uwiitém stereospecifickém postavetiicvprochéazejici molekule mRNA i moleku-

le tRNA [4].

1.2.3 Transkripce

Transkripce je procesigpisu genetické informace z DNA-sekvence do RNArseke,
piicemz jsou ob sekvence navzajem komplementarni. Transkripcikl@nsekvence je
ozna&ovana jako primarni transkript.
Transkripce probiha veech fazich:
1. Iniciace transkripce, dochazi fi ni k navazani enzymu RNA-polymerazy na
promotor (specifické sekvence na transkmipjednotce, od kterych transkripce za-
¢ind) a zahajeni syntézy RNig&zce.
2. Elongace RNA¥Fetézce pii které jsou ke 3° koncietézce gipojovany nové
nukleotidy.
3. Terminace transkripce zahrnuje pochody zastavujici elongaci Dike&zce na
terminatoru (specifické sekvence, které signalizikorieni transkripce) a jeho

uvolnéni z matricovéhdetézce za Gasti specifického proteinu.
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Transkripci vznika u prokaryot mediatorova RNA, ritéhned v cytoplazgh podléha
translaci [7].

Terminace transkripce u eukaryotnich &uye porékud odlisSna, a to podle typu RNA po-
lymerazy. | kdyz vlasti ukameni transkripce je dano specifickymi sekvencemiNAD

vlastnim terminé&nim signalem jsou koncové sekvence transkribovawa R].

1.2.4 Translace

Procesem translace je geneticka informae&lpdana z mRNA do primarni struktury pro-
teinu podle uitého kdédu, ktery je nazyvan geneticky kod. Vychoiziatkami pro tento
proces je 21 standardnich aminokyselin obsazengti& v cytoplazng. Podle informace

v mMRNA se z nich zadasti transferové RNA twd polypeptidovyretézec.
Jednotlivé faze translace jsou:

1. Iniciace translace.Zahajeni reakce za vzniku ini¢idho komplexu, ktery je
slozen z ribozomu 70S, molekuly mRNA a inigiatRNA, tzn. tRNA, ktera se ja-
ko prvni vaZze antikodonem na ini¢id kodon mRNA. Reakce probih& na ribozo-

mech za tasti proteii ozn&ovanych jako iniciaéni faktory.

2. Elongace polypeptidovéhdretézce. Podle informace v mRNAipni na ribozo-
mech dochazi k prodluzovani polypeptidovée@&Ezce kondenzaci aminokyselin.
Reakci katalyzuji dva proteiny, které se aangjako elongani faktory.

3. Terminace translaceje signalizovana termigaim kodonem a uvoémim poly-

peptidoveéhaetézce z ribozomu zadasti terminénich faktofi [7].

1.3 Vyznam proteina v zivych organizmech

Podle biologické funkce, kterou vykonavaji, se ey cli na:

Strukturni: Proteiny jsou sloZzkami vSech Zivych kinych struktur — cytoskeletu, bu-
néénych organel a biomembran. Poskytuji mechanickarwopuikdm a tkanim.
Katalytické: Mezi katalytické proteiny p&tzejména enzymy a hormony. Byvaji katalyza-
tory velmi specifickymi pro dané ukony a jejich iaikth je regulovatelna.

Transportni: Souhra jednotlivych &t v organismu je podméma membranovymi protei-

ny, umozujicimi specificky transport lateki@s membrany. V jednotlivyckastech bugk
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a v extracelularnich tekutinach jsou malé hydrofalbolekuly a gkteré ionty penasSeny

navazanim na specifické nespecifické transportni proteiny.
Pohybové:Proteinova filamenta umaaji nag. pohyb chromozomudhem mitdzy.

Obranné: Specifické proteiny mohou plinit i funkci signalnistolekul. Pati k nim protei-
ny vazané v cytoplazmatickych membranach¢kuMaji predevsim vyznam ochranny.
Vazbou specifického imunoglobulinu na antigen &&mého povrchu nebo na jiny antigen

jsou zahajeny ge vedouci k jeho zneSkogm.

Dale to jsou funkcezasobnj senzorické regulaéni, avyzivove[l] a [2].
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2 PROTEINY BAKTERIi

2.1 Bakterialni bunka

Bakterie je jednobuftny mikroorganizmus bez jadra, saprofyticky, symiolot, nebo
patogenni, éastnici se femeny latek v girode, pasobici onemoami rostlin, zvfat a lidi,

vyuZivany v piimyslu apod. [9].

Bakterie jsou nejjednodussi a nejmensiikyu Svym tvarem (obvykle kulové, okrouhlé
nebo spiralovité hiky velké rékolik mikrometiti) se bakterie mohou zdat omezené, ale po

e

2.2 Struktura bu iiky bakterii

Bakterialni buika se liSi od biiky rostlinné a ZivéiSné podstath jednodussi strukturou.
Kromé rozpustné cytoplazmy ma vlastjen 4 struktury: jadro, ribozomy, cytoplazmatic-
kou membranu a bgtnou sénu. Je tveéena jedinym, membranami dale gkhym pro-

storem. Je nazyvanaidou prokaryontni [15].

2.2.1 Cytoplazma

Cytoplazma vypluje vnittni prostor bakterialni biky. Je to koncentrovany koloidni roz-
tok biomolekul. Jsou zde zastoupeny aminokyselrtgminy, nukleové kyseliny, bilkovi-
ny, meziprodukty metabolizmu bky, soli organickych i anorganickych kyselin atd.
Cytoplazma obsahuje vice nez 50 % vSech proteuiky a téngt vSechny maji enzyma-
tickou funkci. RedevsSim se jednd o enzymové systémy fipjati se pi biosyntéze ami-
nokyselin, nukleotid, polysacharid, DNA, RNA a dalSich produist V cytoplazné se
také nachazi 3 druhy strukturnich Gtvacthromozom, ribozomy a granula zasobnich latek
[10] a [15].

2.2.2 Jadro

Jadro bakterialni biky nese geneticky material, ktery neni stekin do pravého jadra,
tedy utvaru, ktery je diferencovan jako samostatrgganela. Jadro nema stély tvariads

stavuje jednu molekulu dvouSroubovicové DNA (baléei chromozom). Na rozdil od
eukaryotickych bugk neobsahuje histony, avSak na molekulu DNA jsotamany 4 druhy
proteini, které jsou histaim podobné. Chromozom je napojen na ivnitstranu cyto-

plazmatické membranytsinou prostednictvim mezozomu.
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Nerostouci bakterialni lilka ma pouze jedno jadro, je tedy haploidni athesg mitézou.

Rada bakterii obsahuje vie kroné chromozomalni DNA jestnekolik mensich samo-
statnych molekul DNA, které se nazyvaji plazmidiazimidy nejsou pro hiku Uplné ne-
zbytné, ale za néfznivych podminek tato informace poskytigelu zvyhodani pro gezi-
ti. Plazmidi se vyuziva v genovém inZzenyrsti pejich zanérném zavaéhi do burk

bakterii a zminé poZadovanych vlastnosti [10].

Vyznam a funkce DNA byly popsany v kapitole 1.2.1

2.2.3 Ribozomy

Ribozomy byly popsany v kapitole 1.2.2

2.2.4 Inkluze — granula zasobnich latek

Inkluze redstavuji zasobni latky — rezervni material. Jakzdlg organizmus tak i bakterie
potrebuje rezervni vnihi zdroj energie pro obdobi, kdy neni k dispoziiar vrejsi. U
bakterii je to ne&jasgji glykogen a polyB-hydroxymaselné kyselina [15]. Jejich mnoZstvi
je zavislé pedevsSim na metabolické aktwibuiky, hromadi se v hice tehdy, kdyz hika
roste v nadbytku zdroje uhliku nebo v nedostatkrojeddusikuci jiné Ziviny a naopak

mizi v pripack, kdy je zdroj uhliku a energie Zivinou limitujidio].

2.2.5 Cytoplazmatickd membrana

Stavba cytoplazmatické membrany bakterie je sha#natavbou ostatnich biologickych
membran: dvojita vrstva fosfolipiduvniti hydrofobni, zevé polarni, a v ni jsou potieny

a hydrofobni silou poutany molekuly bilkovin. Meraha je tekuta, molekuly fosfolipid
bilkovin maji volnost rotniho i lateralniho pohybu. Cytoplazmaticka membridakierie
je stavebn i funkéné asymetrickd. Biologicky i evotun¢ je primarni funkci bakterialni
cytoplazmatické membrany izolace ¥nitio vodného prostdi od vijSiho vodného pro-
stredi. Nositelem této vlastnosti je vmit hydrofobni zona membrany, nelje pro polarni
molekuly nepropustna. Selektivnitgohodnost membrany pro polarni molekuly (Ziviny)

zaji¥uji specifické transportni proteiny.

Jednou z hlavnich Zivotnich funkci bakterialniiky lokalizovanych na cytoplazmatické
membrag je transformace energie [15]. Cytoplazmaticka me&mé je sidlem dychacich
enzymi, systému oxidéni fosforylace, enzyisyntézy fosfolipid a kon€né faze syntézy

sloZzek bugcné sény a pouzdrovych ob&l V membréas fototrofnich bakterii je fitomen
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také bakteriochlorofyl, nezbytny prédgménu swtelné energie v energii chemickou, a cely
systém uskutgiujici tuto grenmenu. V cytoplazmatické membraisou dale gitomny bil-
kovinné genaseée, nutné pro transport latek dorly a z buiky [26].

2.2.6 Bunééna stna

Bunécnd stna se nachazi nad cytoplazmatickou membranou lekder to jediny pevny
Gtvar v bakterialni bice. Hraje roli bu&ného skeletu, uduje buice tvar a jako tuhy obal

ji mechanicky chrani. 8ha udluje bakterii i odolnost chemickou, protiieai, proti vy-
schnuti, proti nefiznivym osmotickym podminkam atd. Sesré kompenzuje pogrné
znany osmoticky petlak panujici uvnitbuiky: 500 kPa (5 atm) u gramnegativnich bakte-
rii a az 2500 kPa (25 atm) u grampozitivnich. &ma& séna neni pro molekuly nepropust-

na a ma charakter sita [15].

Bunécna stna je struktura rozmanité stavbyt@méeho stup& slozitosti u tiznych bakterii.
Zakladni Slozkou buftné sény bakterii je peptidoglykan (murein). Je g0 z vrstev po-
lysacharidovychretézci pospojovanych nd&fE kratkymi peptidy. Peptidoglykan obsahuje
sttidaw dva cukry, kyselinu N-acetylmuramovou a N-acetykgizamin. Ze zbytk N-
acetylmuramové kyseliny vychazeji tetrapeptidy @koé zvanou transpeptidace se navza-
jem vazou peptidickymi istky. DalSi struktura &hy se ale u bakterii grampozitivnich a
gramnegativnich vyznaninisi [32].

Bunécnd séna grampozitivnich bakterii je jednodussi,ifvjosilna vrstva peptidoglykanu
skrz kterou probihajietézce teichoovych kyselin, tloti&a sény dosahuje 20 nm.

Sttna gramnegativnich bakterii je staa daleko slozi, i kdyz je tergi (kolem 15 nm).
Sklada se z wiSi membrany obsahujici fosfolipidy, polysacharayproteiny, a z tenké
vrstvy peptidoglykanu [32]. VSi membrana je spojena s peptidoglykenem molekulam
lipoproteinu, na povrchu ¥Bi membrany jsou lokalizovany lipopolysacharidyauajici
buiice antigenni vlastnosti. Mezi &8i membranou a peptidoglykanem je tzv. periplazma-
ticky prostor, ktery obsahuje mnoho molekul, ihapetaboliti nebo hydrolytickych enzy-
mu. Proteiny vijSi membany jsou odliSné od proteinytoplazmatické membrany [10].
Rozdily ve sloZeni buidné stny u grampozitivnich a gramnegativnich bakteriiujstir-

nuty v Tab. 1.
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Tab. 1. Hlavni komponenty b&imé sény bakterii

Komponenta Bakterie
grampozitivni gramnegaivni

Peptidoglykan + +
Teichoové kyseliny + -
Lipidy - +
Bilkoviny - +
Lipoproteiny - +
Lipopolysacharidy - +

[15].

2.3 Chemické slozeni bakterialni buiky

Biogenni prvky tvéi asi 97 % bakterialni susiny, z toho C ~ 50 %, 209, N ~ 15 %, H
~8%, P ~3%,aS ~1%. SuSina obsahuje bilkpwaminokyseliny, purinové a pyrimi-

dinoveé latky, nukleové kyseliny, polysacharidy, yuklipidové latky.

Obsah vody v bakteriich se pohybuje mezi 75 — 9@#ové hmotnosti hiky. Cast vody
je v bakterialni biice gitomna jako voda vazana, ktera je &mti bugcnych struktur.
Funkci rozpou&tdla pini voda volna, ktera je zardverostedim pro koloidni latky. Pro
své vhodné fyzikakh chemické vlastnostitpdstavuje voda optimalni preéstli pro bio-

chemické reakce a zivotni pochodyniky.
Z&kladni molekuly nachézejici se v bakterialnidmise vyznéuji urcitou hierarchii:

Malé molekuly (molekulova hmotnostadow 105 CO;, H,0, NH,", Oy, SO aj.)
jsou obvykle pijimany z prostedi jako Ziviny a mohou se stat géaati molekul or-

ganickych latek nasledujicich kategorii.

Metabolické meziprodukty a stavebni bloky makromolekul (glycerol, glukéza,
rib6za, pyruvat, kyselina citronova, aminokyselinyikleotidy, monosacharidy,

mastné kyseliny) o molekulové hmotnastilows 10%.

Makromolekuly o molekulové hmotnosti £G vice; bilkoviny, nukleové kyseliny,

polysacharidy, a lipidy.
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Supramolekularni atvary (lipoproteiny, enzymové komplexy, ribozomy, aj.)
vznikajici spojenim makromolekul (i z&asti ionfi a malych molekul) a tutci sta-
vebni a funkni ¢asti buiky [10].

2.4 Bilkoviny bakterii

Bilkoviny tvoii vétSinu hmotnosti bakterie (asi 50 %). V bakteridohce se pedpoklada
existence asi 300Giznych bilkovin. Kazdy biologicky druh ma svou visissadu protei-
novych molekul. Biologické funkce bilkovinné molékysou dany specifickym uspada-
nim v prostoru, tvarem molekuly a jeji konformaeidy sekundarni, terciarni nebo kvar-

térni strukturou. Bilkoviny wuji zakladni biochemické vlastnosti bakterii [10].

Bunécné bilkoviny byvaji klasifikovany na skupinu bilkavstrukturnich a skupinu bilko-
vin funkénich. Mezi stavebni bilkoviny jsa@zeny ty, které jsou soasti fiznych celular-
nich utvat (nag. biomembran nebo ribozam Mezi funikéni bilkoviny jsoufazeny ty,
které v buice plni rjaké funkce (enzymatické, mechanicko-chemickeé spartni, depot-
ni, regul&ni, rozpoznavaci apod.). Totéleni bilkovin ma spiSe didakticky vyznam, pro-
toZe i strukturni bilkoviny nejsou zcela bezfinka naopak funini bilkoviny jsou sou-

¢asti jakych struktur (by docasre) [16].

VétSina bilkovinnych molekul ma funkci katalytickggpu to enzymy. Ve fungovéani a ve
vyrob¢ Zivé hmoty hraji enzymy roli openaich nastraj. Jejich prosednictvim je speci-
fickd geneticka informaceigloZzena ve specifickotinnost buiky. Pfitomnostéi nepri-
tomnost specifického enzymucufe, zda dana reakce bude nebo nebude probihak a j
rychle bude probihat. Enzymydui, co buika umi, a co neumi. Bilkoviny jsou viime
nositelem fyziologie i morfologieiadu i organizace [15]. &oli jsou enzymy potizeny
stejnym girodnim zakoaim jako ostatni slateniny, liSi se od &nych katalyzatar

v nékolika dalezitych bodech:

* Enzymy vykazuji znénou specifitu, jak co do typu katalyzované reakeakni
specifita), tak co do strukturyigmenovanych substrét (substratova specifita).
Specifita enzymim umo#uje vykonavat kontrolni funkce fegdukuje tok jednotli-
vych substrat po definovanych metabolickych drahach. Z toho yyal ze enzy-
moveé reakce maji malokdy vedlejSi produkty. Nilpd enzymova syntéza na ri-
bozomech je schopna bezchylspojit ges 1 000 aminokyselin do molekuly pro-

teinu.
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e Pracuji za mirnych podminekéfginou mezi 20 az 40°C), za mirného tlaku (0,1
Mpa) a pH kolem 7. Naproti tomwidné chemické katalyzatory vyzadujsto

zvySené teploty, tlaky a extrémni hodnoty pH.

* Enzymy se vyznauji vysokou @inosti. Jednina molekula enzymu je schopna za 1s
premenit az 5.104 molekul substratu. Rychlost enzytn&eatalyzovanych reakci
jsou vysSi az o 12adi nez rychlosti odpovidajici reakce katalyzovanénuhky.
Podstata spidva v tom, Ze enzymy snizZuji akti&a energii reakce daleko vice nez

umglé katalyzéatory [28].

* Asi 10 % bakterialnich proteine sowasti cytoplazmatické membrany. Hydrofilni
¢asti molekul &chto proteii vy¢nivaji z membrany, zatimco hydrofobni oblasti
bilkovinné molekuly jsou hydrofébnimi silami poutamlo stedni ¢asti cyto-
plazmatické membrany. Tyto bilkoviny nabyvaji sprékonformace tak, Ze vzni-

kajici polypeptidovyretizec se z ribozomu uvalje gimo do prosiedi membrany
[2].

Mezi vrejSi membranou a peptidoglykenem je tzv. periplamhgtprostor, ktery obsahuje
mnoho molekul, nap metaboliti nebo hydrolytickych enzyi Proteiny vijsi membany
jsou odliSné od proteincytoplazmatické membrany. Je tkalik druhi hlavnich protein

a rekolik druhi proteimi minoritnich. Vyznamné jsou tzv. poriny, které pkaji celou
vnejSi membranou az k peptidoglykanu, na ktery jsaénd. Jejich prostorové usgalani
vytvari hydrofilni por (tunel) umakujici neselektivni gmik malych hydrofilnich molekul
(Zivin) pres vrEjSi membranu az k membréytoplazmatické. DalSi vyznamné proteiny
vngjSi membrany jsou specifické receptory fagebo tzv. Omp proteiny (omp — outer

membranovy protein) [10].

2.5 Regulace produkce bilkovin v bakterialni buice

Bilkoviny bakterialni biiky podléhaji neustalému kolétu, s poléasem v rozmezi minut
az tydri: jsou stale tvieny, flemenovany a odbouravany. Jejich pégvotrebné mnozstvi
zarwuji koordinované regulace syntézy a odbouravani.

Organizmy jsou stale vystavovanymicim se podminkam. Vedle bilkovin, kterénky

potiebuji za vSech okolnosti (konstitutivni (zakladbilkoviny), jsou jiné syntetizovany

jen v ugitych situacich (indukovatelné nebo adaptivni bilkg).
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Nap‘iklad chromozonk. coli kdduje asi 3 000 bilkovin a molekuly rRNA a tRNAvSak
asi jen 1 000 zthto bilkovin se vyrabi stale, ostatni jen jako @@’ na specifické pod-

minky.

V kazdé buce se proto musi neustale rozhodovat, které gedguaxperimovany a kdy.
Slouzi k tomurada regulénich mechaniziin V poslednich létech je jiménovana velika

pozornost.

Vyznam g&chto regulaci spova v tom, Ze umailji organizmu fzpasobit se zrdnam
Zivotnich podminek. Tato schopnost je extrémyphodna s ohledem na ekonomiku meta-

bolizmu.

Regulace produkce bilkovin v fice neboli exprese genetické informacézeprincipial-

n¢ nastavat naiznych arovnich, na arovni:
- Regulace gen(replikace, reparace)
- Regulace transkripce (ovladanim jeji iniciace anieace)
- Posttranskripni regulace (ses8h, modifikace fizeni transportu mRNA)
- Regulace translacéiZeni jeji iniciace a terminace)
- Posttransléni regulace (modifikéni Upravy)

Zivé systémy ufité vyuzivaji vdechny tyto moznosti ve vzajemné koapeMechanizmy
fady z nich v8ak zatimigsré nezndme a chybi nam téZ znalosti stujjich uplaténi a

jejich vzajemné vazby.

Pro udrzovani witych hladin bilkovin je ovSem nezbytiiiit nejen jejich produkci, ale i
jejich inaktivaci a odbouravani. Dnes s&eqipoklada, Ze sekvence aminokyselinovych
zbytki v molekulach bilkovin zahrnuje nejen informaciefi funkci a o transportu na mis-

to ureni, ale i o typu dasovém okamziku inaktivace proteolytického odboaray18].
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3 METODY STANOVENI PROTEINOVEHO PROFILU BAKTERIi

Stanoveni proteinového profilu ma velky vyznam z&pa pro klasifikaci a identifikaci
bakterii. Proteiny jsou prvnim produktem genovérege a jejich sloZeni a zastoupeni je
pro dany kmen v danych kultitaich podminkach konstantni. Klasifikace bakteriizaa
klack proteinovych profil je wtSinou v dobré shads vysledky hybridizace DNA. Gene-
ticky ptibuzné organizmy maji obvykle velmi podobné profiifkovin. Pro klasifikaci a
identifikaci bakterii se néastji pouzivaji elektroforetické metody wznych modifika-
cich, nefastji SDS-PAGE v jednoroz#rném ¢i dvouroznérném usptadami a izoelek-
tricka fokusace. Tyto metody jsou typickymi fingermpovymi metodami, charakter prafil
zavisi jak na zfisobu izolace protein tak na pouzité metodicetldni. K vyhodnoceni a
porovnavani profil jsou nefastji vyuzivany p&itacové programy [21]. BliZSi charakteri-
zace slozek je mozna riapomoci analyzy aminokyselinovych sekvenci nebothostni
spektrometrie [33].

3.1 lIzolace bilkovin z buiky

3.1.1 Rozbhiti bunék a tkani

Prvnim krokem izolace&sSiny proteiri je rozbiti bugk. K rozbiti dochazi pouzitim jem-
nych mechanickych posttipzvanych homogenizace, Ize perforovat plazmatmkénbra-

ny burek, takze se z bwk uvolni jejich obsah. Pouzivané jsétyii metody perforace:
a) Rozbiti burk ultrazvukem
b) PouZziti mirného detergentu na perforaci plazmatiokénbrany
c) Protlaeni burgk malym otvorem
d) Rozbiti burk dole €snicim rot&nim pistem v tlustoshné nadobce

Timto vznika husty homogenét, extrakt obsahujét$ivi mensi molekuly, jako jsou enzy-
my, ribozomy aiizné metabolity, ale také membranou ueaé organely. i opatrné pra-

ci lze @i perforaci bugcné seény ziskat térs vSechny organely v neporuseném stavu [1].

3.1.2 Separace buiéného homogenatu naizné frakce

Pro separaci buiného homogenitu na jednotlivé frakce setas§ji vyuziva centrifuga-
ce. Homogenét je vloZen do centrifdgéch kyvet a centrifuguje sdipvysoké rychlosti ve
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specialni rychlo&né centrifuze nebo ultracentrifuze. 8asné ultracentrifugy dosahuji az
100 000 otéek za minutu a zrychleni az 600 000 nasobku zemysidtace.

Pti takovych rychlostech jegba prostor centrifugy chladit a evakuovat, abli@amogenat

nezaliival trenim o vzduch [1].

3.2 Déleni proteina

Izolované bilkoviny Ize blize charakterizovat porneeparanich metod, népsgji chro-
matografickychti elektroforetickych. Proteiny jsou velmi rozmandé do velikosti, tvaru,
naboje, hydrofobnosti a afinity k dalSim molekula®§ech &chto vlastnosti Ize vyuZzit
k jejich rozdleni, aby bylo mozno je studovat izolo¥aypicky postup purifikace pro-
teinu mize kombinovatizné metody a postupy, o nichZig nize, takZze se dosahne na-
piiklad 10000-nasobnéndeggisteni [1].

3.3 Déleni proteini — chromatografickymi metodami

Chromatografické sepafiai metody vyuzivaji k &eni slozek sr&si opakovaného vytva-
feni rovnovaznych stévslozek mezi déma fyzikalre odliSnymi fazemi. Jedna faze je
nepohybliva (stacionarni), druha faze je pohyb(iwbilni). Rovnovazné stavy se vytva-
feji diky riznym fyzikalre-chemickym interakcim mezi slozkou a mobilni fastgzkou a
stacionarni fazi a také mezi mobilni a stacionfmzii. Podstatowthto interakci mze byt
adsorpce, chemisorpce, srazeni, tvorba koniptebo siovy efekt, velmicasto kombina-
ce uvedenych procésPodle pevazujiciho mechanismu interakci Ize chromatogdkéfic
metody rozdlit na adsorpni, rozdtlovaci, ionto¥ vyménnou, gelovou permeai a afinit-
ni chromatografii. Podle typu mobilni faze pak maomatografii kapalinovou a plynovou
[19].

3.3.1 Sloupcova chromatografie

Proteiny se #tSinou @li sloupcovou chromatografii. Sis proteirii v roztoku se pomalu
naléva na hornéast valcové kolony naptné propustnou pevnou matrici péeoou do
rozpoustdla. Pak se &tSi mnozstvi rozpou&tla necha protékat sloupcem. ProtoZe jsou
rizné proteinyzné zadrzovany interakci s naplini kolony, Ize je &dk sbirat pi vyto-

ku z kolony. Pro sloupcovou chromatografii 1ze pibuiiznych naplni, které jsou uloZzeny
v kolorg ve forme malych kultek ¢i koralka. Podle typu napkhmizeme proteiny &it

podle velikosti nebo podle schopnosti vazat sertigéuchemické skupiny napiril].
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3.3.2 lontoméni¢ova chromatografie

Kolony jsou naplany iontongni¢em s navazanymi kladnymi nebo zapornymi naboji tak,
aby zadrzovaly proteiny s ofraou polaritou. Vazba mezi proteinem a naplni kaayisi
na pH a iontoveé sile roztoku, ktery kolonou protéks Ize regulovat tak, aby se dosahlo

acinné separace [1].

Chromatografii na gnicich ionti mizeme definovat jako vratnou vymu ionti mezi fazi
vodnou a stacionarni, kterou tvdovalent@ vazané ionogenni skupiny sorbent&lddi
latek je zfisobeno rozdilem ve velikosti ndboje. Ten zavisoxidasnim cisle ionfi a na
disociani konstant ionogennich skupin,f@gemz disociani konstanta je ovliwna i hod-
notou pH prosedi [11].

Vybér vhodného ionexu pro chromatografii bilkovin zavia stabili¢ bilkoviny a na jejim
izoelektrickém bod pl. i tomto pH je bilkovina elektroneutralni a na ionese nebude
prakticky zachytavat. Idealni pH se tedy liSi odapi 0 jednu jednotku pH.iPizSim pH

se bilkovina chova jako kationtiiwyssim jako aniont [12].

3.3.3 Gelova chromatografie

Pti geloveé filtraci se di proteiny podle velikosti. Naplse tedy sklada z poréznich zrnek,
kdy malé molekuly proteih mohou vstupovat do péyra jsou tak zadrZzovany v postupu
kolonou. Proteiny, které jsowtsi a nemohou pronikat do poréznich zrnek, progh&ae
lonou rychleji [1].

Metoda je zaloZzena na ragdvani latky mezi pohyblivodasti eluentu (v prostoru mezi
zrny) a nepohyblivowéast eluentu (vyglujici péry zrn). Podle teorie sterické exkluze ma
ndph takovou strukturu, Zéast poti neni gistupna velkym molekuldm vzorku. Velikost
molekuly souvisi s molekulovou hmotnosti, ale I§ipeystihuje hydrodynamicky gmer
molekuly. Pro nej#tSi molekuly nejsou poryifstupné wbec a tyto molekuly istavaji v
prostoru mezicasticemi napla Elucni objem &chto molekul je potom roven mrtvému

objemu kolony. Naopak pro dost&t malé molekuly jsou snadndiptupné veskeré pro-

story v porech nebo vt&vité strukuie gelu a tyto molekuly jsou eluovany objemem, kte-

ry je ekvivalentni celkovému objemu eluentu v k&lotj. mrtvému objemu kolony a ob-

jemu eluentu v pérech zrn a v gelové maftidi.
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Frakcionace sisi latek s blizkou relativni molekulovou hmotnojgti komplikovarjSi
piipad gelové chromatografie. Hlavnim problémem je ggbér vhodného gelu @ené

latky musi byt ve frakcior@im rozmezi) [13].

3.3.4 Afinitni chromatografie

Kolony pro afinitni chromatografii obsahuji napktera je kovalenthvazana k moleku-
lam, jez specificky reaguji se studovanym protein@ayd. protilatkou nebo substratem
enzymu). Proteiny specificky navazané v keéltwe pak uvolnit zinou pH nebo koncent-

race solného roztoku, kterym se kolona promyvatdirg pak ziskame zcetasté [1].

3.4 Déleni proteini — elektroforetickymi metodami

Elektroforéza je sepafai metoda, zaloZzena na rozdilech v pohyblivostiityab castic

v elektrickém poli. Elektroforéza probiha vigjusném pufru v elektroforetické kdince.
Pufr vede elektricky proud a udrzuje optimalni ¢épla pH reakce. Elektroforeticka mobi-
lita je vyznamnym a charakteristickym znakem nattit§astic nebo molekul [20]. Jestlize
aplikujeme elektrické pole na roztok obsahujici ekaly proteiri, tyto molekuly se budou
v poli pohybovat sirem a rychlosti, wovanymi jejich ndbojem a velikosti [1]. Rychlost
pohybu resp. draha, kterou urazi molekula Z#ytas, jsou fimo Umérné intenzi¢ vlo-
Zeného elektrického pole a celkovému naboji molgkktiery je v gipact amfolytickych
biopolymeii zavisly zejména na pH roztoku. Proti pohybu molgkpiisobi frikéni sila
dana Stokesovym zakonem [21]. Pohyblivéasttic a molekul je dale ovli¥na jejich tva-

rem a viskozitou progdi [19].

Pri gelové elektroforéze slouzi jako néssinizné gely (Skrob, agaréza, polyakrylamidové
gely), tedy porézni média &znou velikosti par. Fi déleni se pak neuplatji pouze elek-
trostaticke sily, ale i tzv. vy efekt. Diky tomu Ize roziit latky podle velikosti moleku-
ly resp. molekulové hmotnosti. Skrob se jako agmiuziva zejména prosigni izoenzy-
mu, agardza pro bilkovinné komplexy s velkou molekolo hmotnosti, nukleové kyseliny

a nukleoproteiny. Polyakrylamidové gely jsou vhogiedevsim pro &leni proteiri [21].

3.4.1 SDS - polyakrylamidova elektroforéza (SDS - PAGE)

Nosk pro polyakrylamidovou gelovou elektroforézu (PAGEe) gipravuje kopolymeraci
akrylamidu CH=CH-CONH a N, N’- methylenbisakryamidu GHCH-CO-NH-CH-
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NH-CO-CH=CH, Vysledkem reakce je trojrozttna sf tvorena zakladnimietzci line-
arniho polyakrylamidu, propojena bisakrylamidovymiistky [22].

Pti pripraw gelu s definovanymi vlastnostmi maddiou roli obsah pevnych latek v gelu

%T, tj. souket vahy W (g) akrylamidu a bisakrylamidu ve 100galu:

wakr'ylamid +Whisakrylamid .
100 ml

24T = 100

Hodnotou %T jaizena velikost pdira tim i rozsah molekulové hmotnosti &mz se bude
uplatiovat stovy efekt. Velikost par ale i dalSi vlastnosti gelu (mechanicka pevnost,
kiehkost, rozptyl sitla, botnani apod.) zaviseji ovSem i na koncen#&ovacihocinidla

(bisakrylamidu) a jeho percentualnim zastoupersmsi %C:

W .
bisakrylamid .100

[21].
Polymerace akrylamidu a bisakrylamidu je urychlé&atalytickym gisobenim vhodnych

%C =

wﬂl‘i["_’y‘lﬂmllj + Wblsﬂkrylamid

redoxnich systélm nag. persiranu amonného s N, N, N°, N’- tetramethybkmntem
(TEMED) nebo dimethylaminopropionitrilem (DMPN) [R2

Aby mohly byt proteiny separovany pouze na zakkuE molekulové hmotnosti, musi mit
vSechny proteiny ve studované &nstejr velky zaporny naboj. i°SDS-PAGE je sis
proteini denaturovana zaftim na 100 °C vijtomnosti aniontového detergentu SDS (do-
decylsulfat sodny) a redakiho ¢inidla merkaptoethanolu, kteryégi disulfidové vazby
uvnité bilkovinné molekuly. Zaéchto podminek vSechny redukované polypeptidy vazou
stejné mnozstvi SDS (1,4 g SDS na gram proteinzavigle na aminokyselinovém slozeni
a sekvenci proteinu. Jednotlivé polypeptidde&zce tvdi komplex se zaponnabitymi
molekulami SDS, a proto se v elektrickém poli paljylve formg zaporrg nabitého kom-

plexu SDS — protein stejnym gnem [23].

Merkaptoethanol a SDS jsou $dsti tzv. vzorkového pufru, krahtéchto komponent pufr
obsahuje i barvivo bromfenolovou nip#tteré umo#uje sledovat pibéh elektroforézy. Po
skorteni elektroforézy jsou gely barveny barvicim roetokCoomassie brilliant blue a
poté odbarvovany v metanolu a kyselwctové. Vysledkem jsou obarvené bandy (prouz-

ky) proteini na odbarveném stlém pozadi.
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Nevyhodou metody je toxicita monomeru, ze kteréd@sl gipravuje. Vzhledem k této
toxicit¢ dava ¥tSina pracovi§ prednost jiz hotovym komeéné vyrabinym getim, které

jsou sice nakladisi, ale bez zdravotniho rizika [25].

3.4.2 Nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza

SDS-PAGE je asi nejpouzivgai elektroforetickou metodou analyzy protieilNicmér je
tieba zdraznit, Ze p této metod jsou separovany denaturované proteingkdy je vSak
nutné analyzovat nativni nedenaturované bilkounayy. pokud chceme identifikovat pro-
tein na gelu pomoci jeho biologické aktivity. Pechovani biologické aktivity proteinut a
uz se jedna o aktivitu enzymatickéuo specifickou vazbu na receptdr protilatku, je

nutné pouZzit nedenaturujici systém.

Na rozdil od SDS-PAGE sdifgéto moto@ vzorky nezativaji na 100°C a vzorkovy pufr
neobsahuje SDS ani merkaptoethanol. Zatinfc®@PS-PAGE jsou proteiny roztbvany
pouze na zakladsvé molekulové hmotnosti, v nedenaturujicim systgrmigrace protei-
na gelemiizena jak molekulovou hmotnosti tak velikosti n&oagtivni bilkoviny. ProtozZe
by zaltivani gelu pi elektroforéze mohlo vést k denaturaci proleie dilezité kontrolo-

vat teplotu a fipadre systém chladit24].

3.4.3 lzoelektricka fokusace — IEF

Kazdy protein je charakterizovan svym izoelektritkfpodem, coz je pH,ipkterém pro-
tein nenese Zadny vysledny elektricky naboj. V mimbdk se nebude pohybovat v elek-
trickém poli. Kazdy protein se pohybuje az do vedakti, ktera odpovida jeho izoelek-

trickému bodu, a tam setrva [1].

IEF miZe probihat ve volném roztoku v kotos gradientem sacharézy, glycerolu nebo
etylenglykolu, jakoZ i v nosi, nag. polyakrylamidovém gelu. Pro tenkovrstvé usmani
IEF v gelu existuji hotové deg&kly. Pro analytické &ely je vyhodna kapilarni modifikace
IEF [29].

Vlastni dleni probiha po viozZeni elektrického &Hpv imz slozky putuji vytvéenym
gradientem az do mista kde se lokalni pH rovna&hegil, a kde v tisledku fokus&niho
efektu vytvdi Uzkou, oste ohrantenou zonu. B volné IEF se po skaeni cleni obsah
kolony vypousti, slozky se fotometricky zaznamefiaagimaji. Detekce a vyhodnoceni

gelové IEF se provadi podabiako @i PAGE. Ri kapilarni IEF jsou fokusované zony
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proteini transportovany do detektoru dypo @idani ionfi k systému, nebo v povrchév

deaktivovanych kapilarach [30].

3.4.4 Dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2-D PA)

Pomoci SDS-PAGE v jednorozmmém uspéadani Ize studovat proteinové &nobsahu-
jici maximalrg 100 fiznych proteif. Pro komplexni s&si, jako jsou nafiklad lyzaty bak-
terialnich busk vSak tato metoda neni do&tfici [34].

UZiva se proto varianty dvourozmeé, s poskud odliSnym uspi@danim v kazdém siru,
¢imz lze rozdlit pies tisic proteidh na jediném gelu. Neftve se nativni proteiny&ti na
Uzkém pasu gelu na zaktadvého elektrického naboje izoelektrickou fokus&tdalSim
postupu se pasek gelu umisti na desku gelu a zepdajiektrické pole jako v SDS-PAGE
ve sneru kolmém na sir izoelektrické fokusace. Kazdy protein se pak fg na své

jedingné misto na geloveé ploSe [1].
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4 IDENTIFIKACE A CHARAKTERIZACE PROTEIN U

Identifikace proteif je postavena na rozmanitosti peptidovych sekvewitgina tchto
sekvenci o délce Sest a vice aminokyselin je dérnaniry unikatnich a specifickych
v ramci proteomu éitého organismu. Pokud tedy ziskdme sekvert&ho p&tu peptidi
(nebo jejich molekulové hmotnosti),ireme teoreticky identifikovat protein pomoci vy-
hledani shodné sekvence v databazi proteinovychiesek Identifikace proteinu bude
tudiz zahrnovat procesépeni proteinu na peptidy, ziskani aminokyselinovgekvenci

téchto peptid a vyhledanim shodnych sekvenci v databazich [35].

4.1 Selektivni S€peni proteinu

Selektivni &peni proteinu dava vzniknout sageptidovych fragmeit Proteolytické en-
zymy a chemick&inidla dovoluji S&pit protein mezi specifickymi zbytky aminokyselin.
Enzym trypsin &fpi na karboxylové strarebytki lysinu nebo argininu, zatimco bromkyan
Stpi peptidové vazby vedle metioninuaddbenim &chto ¢inidel vetSinou vznika skolik
ponerné velkych peptid. Ty se pak daji separovalznymi technikami, a poskytuji tak
diagnostickou mapu toho kterého proteinu. Sekveremidi ziskanych tznymi techni-

kami se pekryvaji a umoiuji tak odvodit porérné pracré celou sekvenci proteinu

Zname li sekvenci pouhych dvaceti aminokyselinovgblgtkii, miZeme sestrojit odpovi-
dajici DNA, takze Ize klonovatifslusny gen. Jakmile zname sekvenci genu nebo édpov
dajici cDNA, miZzeme stanovit sekvenci zbyvajicich aminokyselirrotginu podle gene-
tického koédu [1].

4.2 Identifikace proteini pomoci hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrum fpdstavuje zaznam relativriietnosti jednotlivych druln ionta

v zavislosti na powru jejich hmotnostm a neseného nabage

Pro analyzu je nutné si® peptidi nejprve ionizovat. Zakladni technikou ionizaceqgei-
zace svazkem urychlenych elektiipizv. electron impactEl). Vzhledem k tomu, Zeé¢n
které typy analyt nelze touto cestou ionizovat, byly vyvinuty ddghniky ionizace [19].
Pro analyzu proteinnyni existuji dva ioniz&i systéemy MALDI vyuzivajici desorpci a

ionizaci laserem a ESI - elektrosprejova ionizace.

lonizované molekuly jsou pak urychleny v elektrick@oli a je zaznamenana doba jejich
letu k detektoru. Tato doba j€imo Uungrna naboji molekuly a népno unerna jeji mole-
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kulové hmotnosti. sna molekulova hmotnostiete byt vypétena pomoci doby letu
molekul standardu. S¥s peptidi po proteolytickém natraveni tedy poskytne profdlea
kulovych hmotnosti charakteristicky pro kazdy jeting protein. Ziskana data je mozno
piimo porovnavat s vejr¢ pristupnou databazi. Neni-li nalezen odpovidajicigmo je
vétSinou dalSim krokemipidentifikaci nezndmého proteinidst&na sekvenace aminoky-

selinové sekvence zkoumaného proteinu [25].

4.3 Sekvence aminokyselin v proteinech

Stanoveni sekvence aminokyselin protetpeptidu se provadi opakovanim série che-
mickych reakci, kterym se &irN-koncova aminokyselina po svém agb&ni.

Peptidy delSi nez 50 aminokyselin vSak nelze sekvandostaten¢ spolehliv. Nadto
casto zji$ujeme, Ze N-terminalni aminokyselina je chemickgkblvana, takze analyzu
nelze ani zahdjit. K odstrani téchto nesnézi jee¢ba polypeptid nejprve rozgit na mensi

fragmenty.

Kazda uvolgna aminokyselina nebo spiSe jeji derivat s8 porovnanim se sadou zna-
mych aminokyselin rozlenych &Znou sloupcovou chromatografii, pomoci standaad

retertnichcadi [1].

4.4 Trojrozm érna struktura molekul protein @

Hlavni technika, které se dnes uziva k objasnrojrozneérné struktury molekul proteinu

na atomové urovni, je rentgenova krystalografie.

Rentgenové Zéni, stej@ jako swtlo, je druh elektromagnetickéhoieai o velmi malé
vinové délce. Jestlize ¢fime svazek paralelnich rentgenovych paprsk dolse vyvinuty
krystal cistého proteinu, &které paprsky budou rozptylenycitym zpisobem atomy v
krystalu. Rozptylené paprsky se budou zesilovagfindvanych bodech a projevi se jako
urity obrazec difraknich skvrn na vhodném detektoru.

Poloha a intenzita skvrn v obrazci obsahuje infainsapoloze atomu v krystalu proteinu,
z kterého obrazec vznikl. Bitacem |ze tuto informaci zpracovat do 3D mapy husedk-

troni v proteinu, coZ spolu se znamou sekvenci slows#skrojeni atomového modelu.
Kompletni atomovy model s&asto €Zko interpretuje, a tak s&sto uzivaji zjednodusené

verze, na nichz jsou znazeény pouze vyznamné strukturni vlastnosti [1].
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DalSi metodou umaditijici navrzeni trojrozirné struktury proteinu je NMR - spektrosko-
pie (nuklearni magneticka rezonance). Metoda vyjgagauze malé mnoZstvi koncentro-
vaného roztoku proteinu. Roztok se umistni do Bon@agnetického pole, kde je vystaven
pulzim radiové frekvence. Signaly z atomovych jader kodi niznych aminokyselinach
Ize identifikovat a ufit tak vzdalenosti mezi interagujicimi pary vodikola atoni. Tim
poskytuje NMR — spektroskopie informace o vzdalésds mezi iznymi ¢astmi protei-
nové molekuly. Srovnanim této informace se znaleskivence aminokyselin l1ze odvodit
trojrozmernou strukturu proteinu. Tato metoda se vSak hodize pro praci s proteiny do

molekulové hmotnosti 20 kDa [1].
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5 VYUZITIi PROTEINOVYCH PROFIL U BAKTERRIi

SDS-PAGE se velmiasto pouziva k charakterizaci bakterii, v jednorérm@m usptada-
ni je vhodna pro rutinni diferenciaci organizma druhoveé i nizsi arovni.ffRladem taxo-
nomickych praci mohou byt studiénované klasifikaci mykoplazmat [36], a ddlrga-

nela morganij ProteusaProvidenciaspp., kterymi se zabyval Costas et al [37] a [38].

Vhodnost SDS-PAGE pro identifikaci dnulteledi Enterobacteriacea@rokazal Hantula
et. al.[43], ktery nalezl vnitrodruhové variace, stanovil v§aké stupg na timz mohou
byt taxonomicky divergentni jednotky spojovany; divéovnéz malou zavislost profil na

kultivaénich podminkach.

Moznosti diferenciace jednotlivych kmiebakterii z¢eledi Enterobacteriacease zabyva-
li i Kustos et. al. [44]. Pomoci SDS-PAGE bylo mézatudované kmeny spolehdivozli-

Sit a identifikovat, metoda je vSak pro feity rychlé diagnostiky po¢mé zdlouhava. Au-
tori doséhli uspokojivych vysledkpomoci kapilarni elektroforézy, ktera je podstatme-

n¢ ¢asov narana a jeji rozliSovaci schopnost by pro rutinni diagtické dely byla dosta-
tecna.

SDS-PAGE analyza proteinoveho profilu izdél&telicobacter pyloriod pacientaigd a po
lé¢bé umoziuje ukit, zda u tohoto pacienta doSlo reinfekci novym kera (profily by
byly odliSné), nebo se jedna o recidivu onendoérishodné profily vedou k zé&wu Ze pii-

vodcem onemoacimi je stéle tentyZz kmen) [40].

Razné proteinové profily vykazuji iazné druhy mykobakterii, néglad Mycobacterium

aviumaMycobacterium intracellularekteré jsou jinak velmi obtiZrozliSitelné[41].

Dobré rozliSeniiznych drulii legionel poskytuje i nedenaturujici polyakrylamidcelek-

troforéza [39].

Detekce enzymovych aktivit v elektroforetickych e je vyznamna technika identifikace
kmeni riznych rodi [21]. Benoist a Schwenclg?2] detegovali nanogramova mnozstvi
rozpustnych enzyinativni elektroforézou v agaréza — polyakrylamigldv gelechi. Zjis-
téné zymogramy aminopeptidaz, dehydrogenaz a esten@znily najit odpovidajici en-

zymové markery pro diferenciaci kmefrankii.

Metod hmotnostni spektrometrie je réénmozné vyuzit pro identifikaci a charakterizaci
enterobakterii. Mott et. al prokdzali vhodnost égaiit MALDI-TOF/MS pro identifikaci
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potravindsky vyznamnych patogennich knieBscherichia coli Shigella flexneria Shi-
gella sonne[45].
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ZAVER
Prvni ¢cast bakalgské prace je anovana proteitim jako takovym, jejich strukie, vlast-
nostem a funkcim v biologickych systémech. Nebylgraenuty ani biosyntetické pocho-

dy vzniku proteini, tedy proteosyntéza zahrnujidgedevsim dva kroky, a to transkripci a

translaci.

V dalSi ¢asti bylo pojednano oc¢hterych specifickych rysech bakterialnich protesn o

roli, kterou proteiny v mikrobialnich tikach mohou hrét.

Treti kapitola se zabyva metodami stanoveni proté&ho\profilu bakterii, p&inajic izola-

ci proteini z buiky. Metody jsowlenény do dvou zékladnich skupin, a to metody chroma-
tografické a elektroforetické. Chromatografické oast vyuZzivaji pro sva stanoveni fyzi-
kalné chemickych interakci.®@devSim jsem se zabyvala chromatografii sloupcowou,
tomenicovou a gelovou. Elektroforetické metody jsou zalgZea rozdilech v pohyblivosti
nabitych¢astic v elektrickém poli. Z metod zaloZzenych n&kitdoréze je nejastji vyu-
Zivanou metodou stanoveni proteinoveho profilu gedmmérna SDS-PAGE, dale pak
nedenaturujici polyakrylamidova elektroforéza, lekficka fokusace a metoda 2-D

PAGE, tedy dvouroz#rnd polyakrylamidova gelova elektroforéza.

Nasledujici kapitola je zatfena na moznosti identifikace a charakterizace hitkpomo-
ci metod hmotnostni spektrometrie, krystalové rembgrafie a nuklearni magnetické re-

Zonhance.

Zawrecna kapitola jiz udavaipme giklady vyuZziti vySe zmignych metod pro stanoveni
proteinového profilu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

DNA
RNA
MRNA
tRNA
rRNA
SDS
PAGE
TEMED
DMPN
IEF

2-D PAGE
El
MALDI
ESI
omp

NMR

Deoxyribonukleova kyselina.
Ribonukleova kyselina.

Mediétorova ribonukleova kyselina.
Transférova ribonukleova kyselina.
Ribozomalni ribonukleova kyselina.
Dodecylsulfat sodny.

Polyakrylamidova gelova elektroforéza.
N, N, N, N’- Tetramethylendiamin.
Dimethylaminopropionitrilem.
Izoelektricka fokusace.

Dvourozrérné elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.
Electron impact.
Matix assisted laser desorption/ionization.
Elektrosprejova ionizace.

Outer membranovy protein.

Nuklearni magneticka rezonar
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