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PROTEOMIKA W BADANIU DROBNOUSTROJOW

Ewa Szczepanska, Matgorzata Robak

Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu

Streszczenie. We wstepie do artykulu przedstawiono stosunkowo nowa dziedzing badan
— proteomikg, w obrgbie ktorej analizowane sa: sktad, budowa i funkcja biatek oraz zacho-
dzace pomigdzy nimi interakcje. W kolejnych rozdziatach opisano najwazniejsze techniki
analityczne proteomiki: elektroforez¢ dwukierunkowa, metodg laserowej desorpcji/joniza-
cji probki wspomaganej matryca z analizatorem czasu przelotu (MALDI-TOF) oraz elek-
trorozpraszanie jonizacyjne (ESI, electrospray ionization). W celu przyblizenia zagadnien
zwiazanych z proteomika w opracowaniu zaprezentowano przyktady analizy proteomu
drobnoustrojow, w tym wybranych patogenow (Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,
Bacillus subtilis, Mycobacterium avium, Borrelia ssp., Aspergillus flavus). Na podstawie
wynikow badan proteomu udokumentowano mozliwos$¢ identyfikacji gatunku oraz ba-
danie metabolizmu mikroorganizmu 1 interakcji gospodarz—patogen, a nawet mozliwo$¢
rbéznicowania potencjalu enzymatycznego mikroorganizméw utylizujacych surowce ligni-
nocelulozowe. W podsumowaniu zaznaczono potencjat analizy proteomicznej, przydatnej
w wielostronnej charakterystyce drobnoustrojow.

Stowa Kkluczowe: proteom drobnoustrojow, MALDI-TOF, identyfikacja patogenow

WSTEP

Proteomika to dyscyplina, w obrgbie ktérej zajmujemy si¢ badaniem sktadu, budowy
i funkcji biatek oraz zaleznosci migdzy wszystkimi biatkami znajdujacymi si¢ w komor-
kach, tkankach badz organizmach. Zestaw biatek wyst¢pujacych w komoérce, kodowany
przez genom, okresla si¢ mianem proteomu [Drabik, Silberring 2010a]. Opublikowana
w 1975 roku przez Patricka O’Farrella procedura separacji bialek Escherichia coli za
pomoca elektroforezy dwukierunkowej w zelu poliakrylamidowym stanowita narodziny
proteomiki [O’Farrel 1975, Neidhardt 2011]. Termin ten zostal uzyty po raz pierwszy
w 1994 roku przez profesora Marca Wilkinsa podczas konferencji w Sienie [Dmitrzak-
-Weglarz, Hauser 2006].
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W przeciwienstwie do genomu sktad bialek czgsto ulega zmianom w przestrzeni
i czasie oraz zalezy od typu komorki i fazy rozwoju. Proteom zmienia si¢ rowniez
w odpowiedzi na rézne czynniki srodowiska: sktad pozywki, temperatura hodowli, pH,
natlenienie, obecno$¢ antybiotykow i czynnikow wzrostu.

Gloéwnym celem proteomiki jest wykrycie biomarkerow. Moze to by¢ jedno biatko,
a nawet caly zmieniony profil biatkowy, ktory bedzie powtarzalny oraz charakterystycz-
ny dla danego organizmu [Wery 2007]. Markery umozliwiaja znacznie szybsza anali-
z¢ komorek i zdecydowanie ja ulatwiaja. Proteomika to stosunkowo nowa dziedzina,
rozwijajaca si¢ dynamicznie, o duzym potencjale poznawczym, ktorej wyniki beda le-
zaty u podstaw molekularnej diagnozy oraz identyfikacji komorek i mikroorganizmow.
W celu przyblizenia zagadnien zwigzanych z proteomika i proteomem w opracowaniu
zaprezentowano zakres badan oraz techniki najczgsciej stosowane podczas analizy prote-
omicznej. W pracy opisano badania dotyczace proteomu bakterii: Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae, Bacillus subtilis, Mycobacterium avium z rodzaju Borrelia oraz grzybow
strzgpkowych Aspergillus flavus 1 mikroorganizmow utylizujacych surowce ligninocelu-
lozowe.

PROTEOMIKA

Obecnie wyrdzniamy trzy zakresy proteomiki: strukturalna, funkcjonalna oraz ilo§ciowa
[Drabik, Silberring 2010b]. W zakresie proteomiki strukturalnej podejmujemy dziata-
nia majace na celu okreslenie struktury przestrzennej biatka, wykorzystujac informacje
biochemiczne powiazane z naukami, w ktorych prowadzone sa badania nad struktura
przestrzenng biatek i kwaséw nukleinowych (np. krystalografia makroczasteczek, mikro-
skopia elektronowa, metody spektroskopowe). Bardzo przydatne okazatly si¢ programy
komputerowe, umozliwiajace uzycie sekwencji aminokwasdéw do okreslenia struktury
przestrzennej biatek [Bujacz, Bujacz 2010]. Portale takie jak PMP (Protein Model Portal,
http://www.proteinmodelportal.org/) utatwiaja dostep do réznych modeli biatek stworzo-
nych przez poréwnawcze metody modelowania, dostarczone przez rdézne witryny part-
nerskie.

W zakresie proteomiki funkcjonalnej badamy oddziatywania migdzy biatkami, dy-
namike¢ powstawania i rozpadu komplekséw biatkowych, prowadzimy eksperymenty
umozliwiajace identyfikacje i ustalenia iloSciowe oddziatujacych biatek. W tym zakresie
proteomiki sprawdzana jest takze zmienno$¢ aktywnosci oraz funkcji biologicznej biatka
w zalezno$ci od oddzialywan z innymi biatkami. Funkcje biatka mozna okresli¢ rowniez
poprzez wytaczenie jego ekspresji oraz zbadanie jaki wplyw wywiera jego brak na dany
organizm [Bodzon-Kutakowska 2010]. Obecnie badania te stanowia podstaweg tak zwa-
nej biologii systemow [Weston, Hood 2004].

W zakresie proteomiki ilosciowej podejmujemy badania sprawdzajace w jaki sposob
zmienia si¢ stgzenie biatka w komoérce w wyniku oddziatywania okreslonych czynnikow
zewngtrznych [Noga 2010]. Analiza ilo$ciowa oparta jest glownie na pordwnaniu inten-
sywnosci wybarwionych ,,plamek” bialek powstatych w elektroforezie 2-DE. Intensyw-
no$¢ ta jest proporcjonalna do ilosci biatka w nich zawartych. W typowych eksperymen-
tach porownywane sa obrazy zeli, ktore pochodza z rozdziatu biatek tej samej komorki
w rdznych stanach. Najczeséciej pordwnywana jest proba kontrolna z proba, ktora zostata
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poddana dziataniu okreslonych czynnikoéw. Stgzenie biatka mozna okresli¢ rowniez po-
przez znakowanie specjalnym znacznikiem (strategia ICAT z ang. isotope-coded affinity
tags). Tego typu oznaczenia przyczyniaja si¢ do opracowania biomarkeréw. Wykrycie
zmian ilosci poszczegolnych biatek nie zawsze jest jednoznaczne z odkryciem nowego
biomarkera. Wyniki nalezy podda¢ kolejnym weryfikacjom.

NAJWAZNIEJSZE TECHNIKI ANALITYCZNE PROTEOMIKI

Techniki stosowane w analizie proteomicznej polegaja na procedurach oczyszczania
i separacji poszczegolnych biatek zawartych w probie oraz ich identyfikacji, a nawet
identyfikacji potencjalnych biomarkerow [Kraj i in. 2010]. Metody te obejmuja przede
wszystkim elektroforez¢ dwuwymiarowa biatek zawartych w probie, wycigcie poszcze-
g6Inych protein i ich analiz¢ (po odpowiednim przygotowaniu, np. trawieniu trypsyna)
metoda MALDI-TOF (z ang. matrix assisted laser desorption/ionization — time of flight)
oraz ESI (z ang. electrospray ionization).

Elektroforeza dwuwymiarowa — jej wykonanie pozwala na jednoczesna separacje
tysigcy biatek. Pierwszym wymiarem elektroforezy dwukierunkowej jest ogniskowanie
izoelektryczne, czyli rozdziat wzgledem gradientu pH. Najczesciej odbywa si¢ przy uzy-
ciu paskow do izoelektrycznego ogniskowania IPG (z ang. immobilized pH gradient),
ktore tworza stabilny gradient pH poprzez przytaczenie czasteczek amfolitow do akry-
lamidu. Biatka wprowadzone do zelu poliakrylamidowego migruja i1 zatrzymujg si¢
w momencie dotarcia do pH swoistego dla ich punktu izoelektrycznego. W ten sposob
uzyskuje si¢ rozdziat biatek zgodnie z wartosciami pl. Nastgpnie, w drugim wymiarze
elektroforezy, rozdzielone przez rézng warto$¢ pl biatka separuje si¢ ze wzgledu na ich
mas¢ czasteczkowa w warunkach denaturujacych z siarczanem dodecylu sodu (SDS).
W celu uwidocznienia biatek w Zelu stosuje si¢ najczesciej barwienie srebrem lub barw-
nikiem Coomassie Brillant Blue. Ostatnim etapem jest przeprowadzenie komputerowe;j
analizy obrazow uzyskanych zeli [Drabik, Bodzon-Kutakowska 2010, Suchwatko, Pod-
bielska 2010]. Przyktadowy obraz rozdzielonych bialek mitochondrialnych Saccharomy-
ces cerevisiae przedstawiono na rysunku 1.

MALDI-TOF — metoda laserowej desorpcji/jonizacji probki wspomaganej matry-
ca z analizatorem czasu przelotu jest jedna z najczesciej stosowanych metod jonizacji
w spektrometrii mas, ktora wykorzystywana jest do badan biatek [Yergey i in. 2002].
W metodzie tej probke miesza si¢ z matryca, ktora absorbuje promieniowanie skierowa-
nego na nig lasera, przez co ulega jonizacji, a nast¢pnie zostaja zjonizowane czasteczki
proby, czego wynikiem jest ich desorpcja z powierzchni phytki. Dalsza jonizacja czaste-
czek nastgpuje w wyniku zderzen tych czastek z fotowzbudzona matryca i po kilkuset
nanosekundach zdesorbowane jony kierowane sa do analizatora [de Hoffman, Stroobant
2013].

ESI (electrospray ionization) — elektrorozpraszanie jest obok techniki MALDI naj-
czesciej stosowana metoda jonizacji czasteczek w celu analizy. Metoda ta jest skuteczna
szczegblnie w przypadku analizy prob zawierajacych substancje o duzych wartosciach
masy czasteczkowej, np. biatek. Urzadzenie do ESI zbudowane jest z dwoch kapilar
(rys. 2). Do pierwszej wprowadzany jest roztwor z analizowanymi biatkami, ktory zostat
zjonizowany poprzez wstgpne przygotowanie roztworu. Przy wylocie tej kapilary stru-
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mien gazu rozrywa ciecz, ktora opuszcza kapilar¢ w postaci chmury kropelek. Roéznica
potencjalow wystgpujaca migdzy kapilarami siggajaca do 5,0 kV sprawia, ze kropelki
trafiaja do obszaru pola elektrycznego. Do drugiej kapilary trafiaja ,,suche jony” powstate
w wyniku catkowitego odparowania z powierzchni kropelek rozpuszczalnika podczas
przelotu. Nastgpnie proba trafia w celu dalszej analizy do detektora spektrometru [Ke-
barle, Verkerk 2011].
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Rys. 1. Rozdzial biatek mitochondrialnych drozdzy Saccharomyces cerevisiae w elektroforezie
dwukierunkowej w zelu poliakrylamidowym (2-DGE). Najpierw przeprowadzono izo-
elektryczne ogniskowanie (IEF) biatek mitochondrialnych, a potem elektroforezg w wa-
runkach denaturujacych (SDS-PAGE) http://www.pnas.org/content/100/23/13207/F2.e-
xpansion.html

Fig. 1. Separation of Saccharomyces cerevisiae mitochondrial proteins by 2-DGE. Isolated mito-
chondrial proteins were subjected to isoelectric focusing (IEF), followed by SDS-PAGE
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Rys. 2. Dziatanie zrédta jonow typu electrospray [opracowano na podstawie Suder 2010]
Fig. 2. Operation of electrospray ionization [according to Suder 2010]
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PRZYKEADY BADANIA PROTEOMU DROBNOUSTROJOW

Techniki identyfikacji proteomu najczgsciej wykorzystywane sa w celach medycznych
takich jak diagnostyka chorob i zbadanie ich molekularnych przyczyn, tworzenie skutecz-
nych lekéw czy tez dopasowanie metody leczenia do konkretnego organizmu i $ledzenie
jej skutecznosci, szczeg6élnie w przypadku chordob nowotworowych [Tomaszewska i in.
2005]. Bardzo istotnym zastosowaniem proteomiki jest rowniez badanie mikroorgani-
zmow. Badania mozna prowadzi¢ w kierunku identyfikacji szczepéw drobnoustrojow,
analizy biatek, poszukiwaniu czynnikéw warunkujacych patogennos$¢ i oddziatywan
z gospodarzem.

Zastosowanie proteomiki w celu identyfikacji mikroorganizméw

Proteomiczna identyfikacja mikroorganizméw polega na przypisaniu ,,probki” wyizolo-
wanej z badanego materiatu do referencyjnego gatunku, ktory zostat wezesniej zdefinio-
wany w analizie proteomicznej w okreslonych warunkach [Welker 2011]. Procedura ta ma
wadg ze wzgledu na stosunkowo mata liczbg opisanych drobnoustrojéw w poréwnaniu
z ilo$cia gatunkow, ktore wystepuja na ziemi. Istotna przeszkoda jest tez fakt, ze proteom
jest zroznicowany w zaleznosci od warunkéw w jakich znajduje si¢ badany drobnoustro;.
W zwiazku z tym powstaja watpliwos$ci, czy réznice i podobienstwa widm masowych
probek wynikaja z przyjetej taksonomii badz zmian metabolicznych ze wzgledu na wa-
runki hodowli. Niemniej, podobnie jak odcisk DNA (DNA fingerprint) umozliwia identy-
fikacj¢ organizmu, tak mozna dazy¢ do uzyskania bialkowych odciskow (protein finger-
print) warunkujacych réwniez poprawna identyfikacj¢. Najbardziej odpowiednia metoda
analizy proteomu w celu okreslania drobnoustrojow jest MALDI-TOF. Kryterium jakie
musi spelnia¢ identyfikacja metoda biatkowych ,,odciskow palcow” to powtarzalnos¢
wynikéw uzyskanych z indywidualnych szczepdéw. Dwa pozostate warunki niezbedne
do wiarygodnej identyfikacji izolatdéw nieznanych szczepdéw to fakt, ze roznice widm
masowych biatkowych ,,odciskow palcéw” przedstawicieli réznych gatunkow musza by¢
natychmiast widoczne i wcze$niej rozpoznane, za$ spokrewnione gatunki powinny mied
kilka wspdlnych fragmentéw masowych. Przykladem moga by¢ badania dotyczace sied-
miu gatunkéw, w tym trzech nalezacych do rodziny Enterobacteriaceae [Lynniin. 1999].
Widma masowe zawieraly charakterystyczne dla rodziny sygnaty (m/z ~4400, ~5500,
~6200-6500) inne niz otrzymane w pozostatych gatunkach. Nalezy jednak podkreslic,
ze fragmenty masowe o podobnej wartos$ci m/z nie musza odzwierciedla¢ tego samego
biatka. Analizg proteomiczna mozna takze wykorzysta¢ do réznicowania szczepow tego
samego gatunku. Na rysunku 3 przedstawiono widma nalezace do pigciu szczepow Sta-
phylococcus aureus 1 pigciu Staphylococcus epidermidis. Wiele sygnalow masowych ma
takq sama warto$¢ stosunku m/z, lecz o réznej intensywnosci, czyli nie sa identyczne. Po-
zwala to na rozrdznienie i typowanie szczepow tego samego gatunku. Zwlaszcza ze uzy-
skane z wyizolowanych probek widma masowe analizowane sa za pomoca specjalnych
algorytmow wykrywajacych reprezentatywne piki, uwzgledniajacych btedy analityczne
dotyczace wymiaréw i zmienno$ci intensywnosci pikow z powtorzonych wielokrotnie
analiz pojedynczych szczepdéw [Jarman i in. 2000]. Uzywane sa algorytmy rozpozna-
jace probke na zasadzie transformacji pojedynczych widm w jednopunktowe wektory
w n-kierunkowej przestrzeni. Z wielokrotnych analiz poszczegoélnych szczepoéw zostaje
wyznaczona probka reprezentujaca dana populacje, ktora uzywana jest jako identyfikator
dla nieznanych prob [Bright i in. 2002].
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Rys. 3. Widma masowe pigciu roznych szczepdw S. aureus i S. epidermidis [wg Welker 2011]
Fig. 3. Mass spectra of five different strains of S. aureus and S. epidermidis [according to Welker
2011]

Badanie proteomu bakterii chorobotwérczych

Staphylococcus aureus

Szczepy okreslane jako MRSA, czyli methicillin-resistant Staphylococcus aureus, staty
si¢ od niedawna jedna z glownych przyczyn infekcji u ludzi. Mikroorganizm ten odpo-
wiada za choroby takie jak zapalenie ptuc i opon mézgowych, ostre zapalenie wsierdzia,
zapalenie kosci i szpiku, powoduje infekcje skorne [Klevens i in. 2007].

Analiza proteomu S. aureus ST398 umozliwila okreslenie, ktore biatka sa odpowie-
dzialne za wirulencjg i odpornos¢ na metycyling [Monteiro i in. 2012]. W elektroforezie
dwukierunkowej uzyskano 105 biatek o masie czasteczkowej od 5 do 145 kDa. Biatka te
wycigto z zelu i poddano dalszej analizie w spektrometrii masowej MALDI-TOF. Osta-
tecznie wykazano, ze wigkszo$¢ z nich jest zwiazana z procesami glikolizy, biosyntezy
biatek, procesami oksydacyjno-redukcyjnymi, odpowiedzia na stres, hydroliza ATP, trans-
portem protonoéw i metabolizmem zwigzkoéw jednoweglowych (rys. 4). Wszystkie procesy
angazujace te biatka sa niezbedne do normalnego funkcjonowania mikroorganizmu.

Ze 105 biatek udato si¢ wyodrebni¢ pie¢ odpowiedzialnych za wirulencjg i oporno$é
na metycyling. Zidentyfikowano trzy enzymy: katalazg i dwie dysmutazy ponadtlenkowe,
ktorych funkcja jest odpowiedz na stres oksydacyjny spowodowany przez H,O, produko-
wane przez fagocyty. Zidentyfikowano takze biatko opiekuncze (dna K) odpowiedzialne
za odporno$¢ szczepu na szok cieplny, przyczyniajace si¢ rowniez do odpornosci szczepu
na metycyling. Kolejne zidentyfikowane biatko wystepuje w warstwie peptydoglikano-
wej blony i zawiera L-alaning, ktorej obecno$¢ zmniejsza powinowactwo antybiotyku
z komoérkami patogenu.

Acta Sci. Pol.
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# Glikoza — Glycolysis

@ Metabolizm C1 — C1 metabolism

i Biosynteza biatek
Protein biosynthesis

B Hydroliza ATP — ATP hydrolysis

@ Procesy oksydacyjno-redukcyjne
Oxi-reduction processes

@ Odpowiedzz na stres
Response to stress

i Inne — Others

Rys. 4. Podzial biatek zwigzanych z procesami biologicznymi u S. aureus [opracowano na podsta-
wie Monteiro i in. 2012]

Fig. 4. Distribution of proteins associated with biological processes in S. aureus [according to
Monteiro et al. 2012]

Tabela 1. Wptyw agr i 6®na ilo$¢ wybranych biatek zwiazanych z wirulencja [wg Ziebandt i in.
2004]

Table 1. The influence of agr and o® on the amount of selected proteins associated with virulence
[according to Ziebandt et al. 2004]

Wptyw
lat
Biatko Nazwa i funkcja biatka rﬁg;lpz;’ .
Protein Name and function of protein to reculator
agr  o°
Aureolizyna — hamuje fagocytozg i zabijanie bakterii przez neutrofile gospodarza
Aur [Laarman i in. 2011] 4 )
Aureolysine — inhibits phagocytosis and killer activity of hosts neutrophiles
[Laarman et al. 2011]
Lip" Prekursor lipazy triacyloglicerolowej — Triacylglycerol lipase precursor + -
1-fosfatydylinozytol fosfodiesterazy — uczestniczy w lizie blony fagolizosomalnej
Plc  1-phosphatidylinositol phosphodiesterase — participe in lysis of phagolysosomal + -
membrane [http://www.drugbank.ca/molecules/5040]
SplA  Proteaza serynowa — Serine protease + -
SspA Endopeptydaza glutamylowa — Glutamyl endopeptidase + -
Endopeptydaza cysteinowa — ma duze znaczenie w metabolizmie podczas
SspB  warunkéw stresowych + -

Cysteine endopeptidase — important in stress conditions metabolizm
Hemolizyna 3 — uwalnia zelazo zawarte w hemoglobinie
Hlb  B-hemolysin-liberation of iron from hemoglobine + 0
[http://wiki.biol.uw.edu.pl/t/img_auth.php/6/68/Hemolizyny bakteryjne.pdf]
Staphylokinaza — hamuje fagocytoze, utrzymuje stan zapalny [Bokarewa i in. 2006]

Sak Staphylokinase — inhibits phagocytose and inforce inflamation [Bokarewa et al. 2006] " 0

Aly Bialkp pe%niacce‘funk.cjg podobna do gutolizyny ) 4
Protein of function similar to autolysine

IsaA Immunodominujacy antygen A — Immunodominant antigen A - +

SsaA  Gronkowcowy antygen sekrecyjny — Staphylococcus secretory antigen - +

Geh Hydrolaza estrow glicerolowych — Glycerolesterhydrolase - +

Lip Prekursor lipazy triacyloglicerolowej — Triacylglycerol lipase precursor 0 +

7 pozytywny wplyw regulatora — positive response to regulator
,,0” brak wptywu — without response

”

.- negatywny wplyw regulatora — negative response to regulator
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Inni badacze analizowali proteom S. aureus podczas wzrostu [Ziebandt i in. 2004].
Wykazali znaczaca réznicg w proteogramach probek pobranych podczas wyktadniczej
fazy wzrostu komorek i bedacych w fazie stacjonarnej. Z tego poréwnania udato si¢
wytypowac kilkanascie biatek wystepujacych tylko w okreslonym czasie. Dodatkowo
poprzez zestawienie zewnatrzkomorkowych biatek produkowanych przez dziki szczep
S. aureus RN6390 z biatkami produkowanymi przez mutanta majacego mutacj¢ w miej-
scu agr (accessory gene regulator) udalo si¢ okresli¢, ze obecnos¢ agr spowodowala
zmniejszenie st¢zenia 15 biatek, z jednoczesnym zwigkszeniem stgzenia 50 innych bia-
tek. Przeciwny wplyw na poziom poszczegdlnych biatek miat regulator 6®— alternatywny
czynnik regulujacy odpowiedz na stres i geny wirulencji. Ostatecznie wykazano, ze biat-
ka 6®1i agr maja przeciwny efekt dotyczacy regulacji ekspresji genéw kodujacych bialka,
w tym tych odpowiedzialnych za wirulencjg (tab. 1). Wyniki jakie uzyskano w tym bada-
niu sugeruja, ze patogenno$¢ jest zwiagzana bezposrednio z interakcja regulatorow, a jej
charakter jest $ci§le kontrolowany poprzez ekspresjg poszczegolnych genow.

Borellia spp.

Borelioza z Lyme jest najbardziej rozpowszechniona kleszczowa choroba odzwierzeca,
wystepujaca na terenie Europy, Ameryki Péinocnej i Dalekiego Wschodu [Masuzawa
2004]. Za ogromna wigkszos¢ przypadkow zachorowania odpowiadaja Borrelia burgdor-
feri, Borrelia afzelii i Borrelia garinii mogace powodowac rézne objawy choroby w tym
neurologiczne, dermatologiczne, a takze kardiologiczne i reumatologiczne [Gesslbauer
iin. 2012].

Powierzchnia btony komérkowej bakterii z rodzaju Borrelia jest bardzo wazna w inte-
rakcji gospodarz — patogen, gdyz pozwala na przetrwanie w gospodarzu pos$rednim jakim
jest kleszcz i utrzymanie si¢ w organizmie ssaka — gospodarzu ostatecznym. Istotnym ce-
lem badania proteomu trzech gatunkéw z rodzaju Borrelia byto zrozumienie w jaki spo-
sob sktad biatek btony wptywa na patogeneze, czyli mechanizm powstawania choroby.
Izolacja bialek blonowych zostala przeprowadzona poprzez zastosowanie trzech ré6znych
metod takich jak: frakcjonowanie bialek powierzchniowych w detergencie, proteolitycz-
ne trawienie zewngtrznych biatek powierzchniowych, biotynylacja biatek btonowych
1 przygotowanie znakowanych biotyna probek z uzyciem streptawidyny. Ze wzgledu na
rézne wlasciwosci bialek uzycie trzech metod gwarantowalo petniejsza ilosciowa iden-
tyfikacjg. Wszystkie wyizolowane biatka zostaly poddane analizie metoda elektroforezy
dwukierunkowej i LC-MS/MS.

Rezultatem analizy proteomu byta identyfikacja 537 biatek, z czego 285 bylo charak-
terystycznych tylko dla rodzaju Borrelia. Z 285 bialek 97 (34%) zostalo wykrytych we
wszystkich trzech gatunkach. Zidentyfikowano kilka biatek bioracych udziat w tkanko-
wej kolonizacji Borrelia w organizmie gospodarza (Pfs-2, DbpA, DbpB) i uczestnicza-
cych w patogenezie (OspA, Osp C, P66) oraz biatka zewngtrznej blony, zawierajace an-
tygen (P35) czy o nieznanej funkcji (QOSPC9). Identyfikacja tych bialek, wchodzacych
w sktad blony komérkowej, moze umozliwi¢ wyznaczenie potencjalnych ,.kandydatow”
na szczepionki przeciwko boreliozie [Gesslbauer i in. 2012].

Vibrio cholerae

Kolejny patogenny drobnoustroj Vibrio cholerae jest Gram-ujemna bakteria, ktora mozna
znalez¢ w przybrzeznych wodach, zwiazana jest rowniez z wodna faung i flora [Haque
iin. 2012]. Jest przyczyna zachorowan ludzi na cholerg, chorobg stanowiaca bezposred-
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nie zagrozenie dla zycia. Metodami proteomicznymi badano zmiany ekspresji biatek
w komorkach V. cholerae rosnacych w warunkach tlenowych i beztlenowych. Te ostatnie
odzwierciedlaja warunki panujace w organizmie ludzkim.

W warunkach tlenowych nastapit wzrost ekspresji biatek zaangazowanych w trans-
port substratow, metabolizm aminokwasow i produkcjg energii, co wskazuje na aktywny
wzrost bakterii. W beztlenowych warunkach ilo§¢ bialek bioracych udzial w glikolizie
i innych procesach zwiazanych z beztlenowym oddychaniem zwigkszyta sig. Zaobserwo-
wano zwigkszenie ilosci kilku bialek posrednio badz tez bezposrednio zwiazanych z ru-
chliwoscia. Badanie to by¢ moze jest punktem startowym do detekcji antygenow w celu
lepszego zrozumienia patogennosci i odkrycia skutecznej szczepionki [Kan i in. 2004].

Mycobacterium avium

Mycobacterium avium to pratki z rodzaju Mycobacterium. Naleza do drobnoustrojow
wzglednie niezagrazajacych zdrowym organizmom ludzkim. Moga jednak powodowac
rozpowszechnianie si¢ infekcji wérdd ludzi chorujacych na AIDS. Wywoluja ogolny stan
zapalny skory, weztow chtonnych, ptuc oraz jadtowstret(http://hivinsite.ucsf.edu/InSite-
7page=kb-05-01-05#S1X). W organizmie gospodarza M. avium ulega fagocytozie przez
makrofagi i mnozy si¢ wewnatrz fagosomow. Zmiana ekspresji genow M. avium pod
wptywem fagocytozy przez ludzkie makrofagi byta analizowana z wykorzystaniem tech-
nik proteomicznych. Patogeny hodowano w podtozach (RPMI 1640 i Middlebrook 7H9)
oraz wewnatrz komoérek makrofagowych THP-1 [Brunori i in. 2004]. Profile biatkowe
patogenéw hodowanych w medium RPMI 1640 i po fagocytozie przez komoérki THP-1
r6znily sig. Istotne roznice dotyczyly ilosci 4 biatek zidentyfikowanych jako: -ketoacylo-
ACP-syntetaza (KasA), czynnik elongacji Tu (EF-Tu), podjednostka B flawoproteiny od-
powiadajaca za transport elektrondw (FixA) i dehydrogenaza acylo-CoA (FadE2). Trzy
ostatnie biatka wystepowaly w wigkszym stezeniu w probach pochodzacych z hodowli
wewnatrz komorek THP-1 w porownaniu z prébami z hodowli w podtozach. Natomiast
zawartos¢ B-ketoacylo-ACP-syntetazy byla nizsza. Taki efekt mogt zosta¢ wywotany
specyficznym dziataniem makrofagdéw lub wywodzi¢ si¢ z fizjologicznego stanu patoge-
nu w stosunku do warunkow wzrostu.

FadE2 i FixA sa zaangazowane w proces B-oksydacji kwaséw tluszczowych, beda-
cych podstawowym zrodtem wegla i energii dla M. avium. Biatko KasA bierze udziat
w syntezie kwaséw mykolowych, ktoére stanowia gtéwny sktadnik $ciany komorkowe;j
tego patogenu. Badania przeprowadzone na M. avium w istotny sposob przyczynily si¢
do blizszego poznania mechanizmu, dzigki ktéremu mykobakterie sa w stanie przetrwac
w obcym srodowisku jakim jest ludzki makrofag. Eksperyment ten dostarczyt fundamen-
talnej wiedzy dotyczacej wirulencji tego drobnoustroju oraz jego patogennosci.

Proteomika w badaniu interakcji gospodarz — patogen

Metodami proteomicznymi mozna takze bada¢ interakcje gospodarz — patogen. Interak-
cje te sa bardzo ztozone, wigc zastosowanie nowoczesnych metod analizy proteomicznej
moze znacznie przyczynic si¢ do wyjasnienia patofizjologii procesu infekcji. Badania pro-
teomiczne drobnoustrojow chorobotwodrczych w warunkach in vitro sa czgsto prowadzone,
natomiast badania proteomu patogendéw w warunkach in vivo sa rzadkoscia. Przyktadem
jest analiza poréwnawcza dotyczaca ilosci bialek wystgpujacych w mikroorganizmach
S. aureus, Salmonella enterica, Mycobacterium tuberculosis 1 Porphyromonas gingiva-
lis w warunkach in vitro oraz in vivo w modelach zwierzgcych [Schmidt, Volker 2011].
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Wyniki poréwnano tez z analiza in silico. Liczba biatek ekspresjonowanych w warunkach
in vivo byla zdecydowanie nizsza niz w warunkach in vitro (rys. 5).

Liczba bialek

Number of protein

5000 -

4500 A

4000 -

3500 4

3000 min silico

2500 min vitro

2000 4 in vivo

1500 A

1000 A

500 4

Staphylococcus I Salmonella IMycobacterium IPorphyromonasl

Rys. 5. Poréwnanie iloSci bialek otrzymanych za pomoca analizy komputerowe;j i biatek zidenty-
fikowanych w warunkach in vitro i in vivo [Schmidt, Volker 2011]

Fig. 5. Comparison of the amounts of protein obtained by using computer analysis and proteins
identified in the in vitro and in vivo conditions

Ze wzgledu na dostgpno$¢ aminokwasow i innych zwiazkéw u gospodarza znacznej
redukcji ulegta ilo$¢ enzymoéw odpowiadajacych za procesy metaboliczne [Fernandez-
-Arenas i in. 2007, Schmidt i in. 2010]. Wykryto rowniez enzymy niewystgpujace w wa-
runkach in vitro, lecz niezbedne w warunkach in vivo, mogace stanowi¢ nowe cele w te-
rapii antybiotykowej. Co wigcej, badania proteomu ujawnity u M. tuberculosis zmiang
charakteru przyswajania sktadnikow pokarmowych z weglowodanow na tluszcze jako
gtéwne zrodlo wegla i energii [Kruh i in. 2010]. Badania te dostarczyly przekonywuja-
cych dowodow, ze zadne z wynikoéw badan in vitro nie odzwierciedlaja proteomu uzyska-
nego w warunkach in vivo.

Proteomika w badaniu metabolizmu drobnoustrojéw

Aspergillus flavus

Aspergillus flavus to produkujacy mikotoksyny patogeniczny grzyb strzepkowy, infeku-
jacy wazne towary rolnicze takie jak kukurydza, nasiona roslin oleistych, orzeszki ziem-
ne, bawela [Mellon i in. 2007]. Aflatoksyna produkowana przez ten grzyb jest jedna
z najbardziej kancerogennych substancji naturalnych. Grzyby te stanowia zatem powazne
zagrozenie zdrowia i zycia ludzi. Badanie proteomiczne, czyli utworzenie ,,mapy biatko-
wej”, miato za zadanie blizsze poznanie metabolizmu 4. flavus oraz identyfikacj¢ enzy-
méw odpowiedzialnych za produkcje aflatoksyny [Pechanova i in. 2013]. W analizie pro-
teomicznej uzyskano 538 biatek, ktore podzielono ze wzgledu na funkcj¢ biochemiczna,
udzial w procesach biologicznych i biatka strukturalne (tab. 2).
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Tabela 2. Klasyfikacja biatek A. flavus pod wzgledem: funkcji biochemicznej, metabolizmu oraz
lokalizacji w komoérce [wg Pechanova i in. 2013]

Table 2. Classification of A. flavus proteins in terms of: biochemical function, metabolism and the
location in the cell [according to Pechanova et al. 2013]

Funkcja biochemiczna Metabolizm Lokalizacja w komorce

0, 0, 0,
Biochemical function %] Metabolism of %] Cellular localisation [%]
Hydrolazy biatek Membrana
Hydrolases 13,6 proteins 74 Membrane 34
Kinazy 26 weglowodandéw 39 Mitochondrium 31
Kinases " carbonhydrates ™ Mitochondrium ?
Transferazy 1.6 ammokwgsow 75 Jadro 44
Transferases amino acids Nucleus
Inne enzymy 304 t%u.szczow 0.6 Cytoszkielet 2.1
Other enzymes lipids Cytoskeleton
Receptory kwasow nukleinowych Retikulum endoplazma tyczne
0,3 L 7,5 S 0,8
Receptors nucleic acids Endoplasmic reticulum
Przekazniki elektronow Transport Inne organella
; 1,0 73 5,2
Electron carriers Transport other organelles
Bialka wigzace DNA, . .
nukleotydy Regulacja procesow Rybosomy
Proteins binding DNA, 35,1 blOIOglc.ZHYCh . 14 Ribosomes 37
. Regulation of bioprocesses
nucleotides
Aktywnos¢ -
przeciwutleniajaca 07 Odpowiedz na stres 0.7 Cytoplazma 13.0
. .. Response to stress Cytoplasm
Antioxydant activity
Regulacja enzymow 02 Biatka sygnatowe 02 Biatka zewnatrzkomoérkowe 03
Enzyme regulation " Signal proteins "~ Extracellular proteins ?
Biatka szkieletowe 18 Utylizacja S, PiN, 29 Biatka wewnatrzkomorkowe 182

Structural proteins Utilization of S, P and N, Intarcellular proteins

Podczas analizy proteomu A. flavus udato si¢ réwniez zidentyfikowaé dwa kluczowe
enzymy uczestniczace w syntezie aflatoksyny: O-metylotransferaz¢ A i AfiIK/vbs/VERB
syntetaze.

Bacillus subtilis
Zsekwencjonowanie genomu Bacillus subtilis umozliwitlo wyodrgbnienie 4100 genow,
z ktérych 1700 pozostaje bez poznanej funkcji [Kunst i in. 1997]. Nie zawsze znane sa tez
kodowane przez nie biatka. W badaniu proteomu B. subtilis sposrod zidentyfikowanych
693 biatek wigcej niz 40% jest juz znanych i biora one udziat w wigkszo$ci podstawo-
wych $ciezek metabolicznych. Z pozostatych biatek 88 nie ma zdefiniowanych funkcji.
Ich analiza moze prowadzi¢ do poznania nowych, istotnych z punktu widzenia fizjologii
proceséw [Hecker, Volker 2004]. Porownawcza analiza zawartosci proteomu komorek
rosnacych i nierosnacych ujawnia co najmniej 400 biatek, ktorych synteza jest wylaczona
podczas wejscia komorki w fazg stacjonarna. Z drugiej strony, produkcja wigeej niz 150
biatek zostata zaindukowana. Jednym z przyktadow jest AcoB, podjednostka dehydroge-
nazy acetoiny. Gen acoB ulega ekspresji przy wyczerpaniu glukozy w podtozu. Przejscie
z fazy wzrostu do etapu, w ktorym komorka pozbawiona jest zrodla wegla (glukozy),
wiaze si¢ z pelna reorganizacja ekspresji genéw. Biatka produkowane w odpowiedzi na
stres lub brak pozywki maja zasadnicze znaczenie w badaniu fizjologii komorki, a gro-
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madzenie danych na temat biatek produkowanych w wyniku oddzialywan czynnikow
srodowiskowych dostarcza praktycznych informacji. Przyktadami typowych biatkowych
wskaznikow sa biatka KatA (peroksydaza) lub AhpC (podjednostka C reduktazy wo-
doronadtlenku alkilu) produkowane przy stresie tlenowym badz tez GroEL/ClpB/CIpE
(bialka opiekuncze) ekspresjonowane podczas szoku cieplnego i biatkowego.

PROTEOMIKA ILOSCIOWA W BADANIU MIKROORGANIZMOW
UTYLIZUJACYCH SUROWCE LIGNINOCELULOZOWE

Degradacja biomasy ligninocelulozowe;j jest procesem bardzo ztozonym ze wzgledu na
konieczno$¢ zaangazowania szerokiego wachlarza enzymow [Jergensen i in. 2007]. Od-
powiednia wspolna hodowla réznych drobnoustrojow moze pomodc znacznie zwigkszy¢
wydajnos¢ hydrolizy surowca. Wykazanie obecnosci poszczegdlnych biatek enzyma-
tycznych moze by¢ analizowane poprzez badanie proteomiczne. Do identyfikacji i ba-
dania biatek zastosowano chromatografi¢ cieczowa z tandemowa spektrometria masowa,
ktérym poddano szczepy grzybow majacych zdolnosci degradacji surowcow ligninoce-
lulozowych i celulozowych z rodzaju Basidiomycota oraz Ascomycota [Adav iin. 2012].
Badano biatka obecne w kulturach pojedynczych i mieszanych nastgpujacych szczepow
Trichoderma reesei Rut C30, T. reesei QM6a, Phanerochaete chrysosporium oraz Conio-
chaeta nepalica. W sumie zidentyfikowano 85 enzymow (celulazy, hemicelulazy, biatka
ligninolityczne, proteazy i peptydazy, chitynazy, lipazy i fosfatazy). W przypadku enzy-
moéw hemicelulolitycznych (35 biatek): 1 >2-a-D-mannozydaza, esteraza acetyloksylanu,
a-galaktozydaza, endo-6-0-mannozydaza, a-N-arabinofuranozydaza, karboksyloesterazy,
ksylanaza sa wysoce ekspresjonowane w 7. reesei Rut C30 i 7. reesei QM6a, co sugeruje,
ze sa specyficzne dla gatunku 7. reesei. Natomiast a-N-arabinofuranozydaza, endo-4-f3-
-ksylanaza, a-L-arabinofuranozydaza B, deacetylaza polisacharydowa, ramnogalakturo-
nidaza wystepuja w duzych iloéciach w P. chrysosporium i T. reesei Rut C30. Swiadczy
to o tym, ze oba szczepy sa zaangazowane w hydrolizg¢ wigzan chemicznych pomig-
dzy ligning i celuloza/hemiceluloza. Kolejne enzymy: 1—2-0-D-mannozydaza, estera-
za acetyloksylanu, a-galaktozydaza, endo-6-0-mannozydaza, a-N-arabinofuranozydaza,
karboksyloesterazy, arabinozydaza, arabinofuranozydaza B, ksyloglukonaza, egzo-ram-
nogalakturonaza B, esteraza wegglowodanowa, endoksylanaza, a-2-mannozydaza, ksyla-
naza, endo-4-B-ksylanaza wytwarzane sa glownie przez P. chrysosporium, co dowodzi,
ze sa dla tego grzyba specyficzne. Szczep Coniochaeta nepalica produkuje enzymy he-
micelulolityczne w niklych ilo$ciach. Autorzy na podstawie wynikow badan stwierdzili,
ze hodowla kultur mieszanych nie przyczynia si¢ do zwigkszenia produkcji bialek hydro-
lizujacych hemicelulozy.

Zdolnos¢ do doktadnego oszacowania zmian ilosci i sktadu biatek degradujacych
biomasg ligninocelulozowa ma zasadnicze znaczenie w zrozumieniu mechanizmu en-
zymatycznej hydrolizy. Okreslenie, czy hodowla kompatybilnego konsorcjum mikroor-
ganizmow, czy indywidualna degradacja biomasy przez drobnoustroje powoduje zwigk-
szenie wydajnos$ci tego procesu ma ogromne znaczenie w przemysle biorafineryjnym,
wlokienniczym, spozywczym oraz celulozowo-papierniczym [Lange 2007]. Proteomika
pozwala nam zrozumie¢ funkcj¢ kazdego szczepu w spotecznosci drobnoustrojow, a tak-
ze umozliwia monitorowanie intensywnos$ci produkcji interesujacego nas biatka w da-
nych warunkach.
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PODSUMOWANIE

W pracy ukazano mozliwo$ci wykorzystania proteomiki w badaniu drobnoustrojow oraz
przytoczono praktyczne aspekty wykorzystania wiedzy na temat proteomu wybranych
mikroorganizméw.

Poznajac sktad biatkowy mikroorganizméw w danych warunkach i w danym czasie,
jesteSmy w stanie zdoby¢ wiele informacji. Najistotniejsze to: okreslenie, w jaki sposob
zmienia si¢ profil biatkowy danego patogenu pod wplywem réznych bodzcow stresowych
(stres oksydacyjny, szok termiczny, brak podstawowego zrodta wegla, nieodpowiednie
pH, obecno$¢ antybiotyku i innych szkodliwych zwiazkéw chemicznych). Dzigki temu
mozliwe jest znalezienie biatek odpowiedzialnych za wirulencjg, patogenicznos$¢ oraz
odpornos¢ na antybiotyki.

Kolejnym celem badan z zakresu proteomiki jest odkrycie biomarkera, ktory zdecy-
dowanie utatwitby nie tylko identyfikacj¢ drobnoustroju, ale takze zmian chorobotwor-
czych, okreslenie fazy wzrostu komorki i procesow w niej zachodzacych. Nie istniataby
wtedy konieczno$¢ analizowania catego profilu biatkowego, lecz wystarczytoby tylko
wykazanie obecnosci i ilosci poszczegolnego biatka lub kilku biatek.

Stworzone zasoby proteomicznych baz danych bedzie mozna wykorzysta¢ do identy-
fikacji biatek, stadium cyklu komorkowego, komorek oraz drobnoustrojow.
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PROTEOMICS IN THE STUDY OF MICROORGANISMS

Abstract. The article presents a relatively new area of studies — proteomics — which inves-
tigates the composition, structure and function of proteins and the interactions among pro-
teins occurring in cells. Then the most important analytical techniques of proteomics are de-
scribed: two-dimensional electrophoresis, matrix-assisted laser-desorption ionization time
of flight (MALDI-TOF) and electrospray ionization (ESI) mass spectrometry techniques. In
order to introduce issues related to proteomics, the examples of proteome microorganisms
including specific pathogens (Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Bacillus subtilis,
Mycobacterium avium, Borrelia spp., Aspergillus flavus) are presented. Based on the results
of the proteome, in this review the following applications of proteomic have been docu-
mented: species identification, the metabolism studies of microorganism and host-pathogen
interactions and even the possibility of differentiating the enzymatic potential of the mi-
croorganisms utilizing lignocellulosic biomass. The potential of proteomic analysis was
discussed in the summary of the article.
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