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Ciele préace
Teoreticka ¢ast’

e vypracovat’ primerant reSer$ odbornej literatary zameranU na hmotnostnu
spektrometriu, MALDI-TOF MS a identifikaciu mikroorganizmov

Prakticka ¢ast’

e vytvorit’ program, ktory vypoc¢ita hmotnosti proteinov v proteéme

e vytvorit’ program pre priradzovanie proteinov signdlom vybranych
z hmotnostného spektra

e vytvorit’ program, ktory bude porovnavat’ signaly dvoch spektier



1 UvOD

Hmotnostna spektrometria je analytickd metoda, sledujica relativnu pocetnost’ ibnov
dopadajucich na detektor v zavislosti na pomere hmotnosti k ndboju iénu. Zakladnym
principom je ionizacia atomov alebo molekdl vzorku, jeho nasledna separacia podla
pomeru ich hmotnosti k ndboju a zaznam signalov (m/z). Tato metéda je vyuzivana
hlavne v pripadoch, kedy potrebujeme identifikovat nezname latky, objasnit’ ich

Strukturu, atd’. Hlavnou vyhodou je zisk informacii z pomerne malého vzorku.

Podl'a dodanej energie pri ionizacii pozname dva i6nové zdroje — tvrdé a makke.
Medzi ,,médkké* zdroje radime metodu MALDI-TOF, ¢o je skratka pre hmotnostnu
spektrometriu s laserovou desorpciou a ionizaciou za 0casti matrice s prieletovym
analyzatorom (z anglického Matrix -Assisted Laser Desorption/ lonization Time-of-
Flight Mass Spectrometry). Princip spociva v merani ¢asu, ktory ién potrebuje k prejdutiu
vzdialenosti medzi detektorom a i6novym zdrojom. To je takzvana ,,doba letu*. TOF
analyzator sa vyznacuje hlavne vysokou citlivostou, kratkou dobou analyzy a vysokou

maximalnou hodnotou m/z.

Vdaka tejto metdde ziskavame fingerprintové spektra proteinov a peptidov. Tie
obsahuju charakteristické diagnostické signaly, ktoré umoziujua s pomocou databazy
rozliSit’ rod, druh, ¢i kmen. Tymto signalom sa daju priradit’ konkrétne proteiny, pokial

pozname ich Gplna gendbmovd/proteinova sekvenciu.

Python je multi-paradigmovy programovaci jazyk s vlastnostami, vd’aka ktorym je
odporacany pre biologov avedcov. Ma niekol’ko dobre navrhnutych kniznic pre
vykonavanie zlozitych vedeckych vypoctov a vlastnosti, ktoré ulah¢uji manipuldciu
s retazcami znakov (DNA, RNA,...). Cahko sa integruje s uz existujucimi ndstrojmi a je
siroko pouzivany vo vedeckej komunite. Hlavnym cielom tejto prace je pomocou
Pythonu pripravit program, ktory umozni automatické spracovanie protedmovych
sekvencii vo formate FASTA, do hodnét molekulovych hmotnosti proteinov. Tie budd
nasledne porovnavané s experimentalnou sadou molekulovych hmotnosti diagnostickych
signalov odc¢itanych zo spektier. Tieto signaly budd priradené konkrétnym proteinom
S pouzitim zvolenej tolerancie na zhodu hodndt teoretickych a experimentalnych
molekulovych hmotnosti. Signaly zo vzoriek mozeme pouzit’ na identifikaciu a typizaciu

mikroorganizmov porovnavanim signalov s referenénymi spektrami. Dal§im z cielov



tejto prace je preto vytvorit program, ktory by porovnaval signdly zo vzorky

s referen¢nym spektrom a v stanovenych hraniciach vybral podobné a rozdielne signaly.
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2 Sucastny stav rieSenej problematiky

2.1 Hmotnostna spektromentia (MS)

Hmotnostnd spektrometria (skratene MS z anglického ,Mass Spectrometry) je
Vv sti¢astnosti nepostradatel'nym analytickym nastrojom. PouZziva sa v chémii, biochémii,
biol6gii, medicine a mnohych dalsich podobnych vednych odboroch (Gross, 2017).
Hlavnym cielom MS je identifikovat’ zlu¢eninu z atbmovej alebo molekulovej hmotnosti
jej zloziek. Podstatou hmotnostnej spektrometrie je rozdelenie nabitych Castic podla
molekulovych hmotnosti v magnetickom alebo elektrickom poli, ¢ize meria pomer hmoty

m k naboju z i6nov (vyjadreny ako m/z) (Watson a Sparkman,2007).

V postupe, ktory je pre MS typicky, sa vzorka v pevnom, kvapalnom alebo plynnom
stave ionizuje, ¢o sposobuje, ze bud’ sa molekuly vzorky rozpadni na nabité fragmenty,
alebo sa nabiju bez fragmentacie. Nasledne sa napriklad ich urychlenim a vystavenim
elektrickému polu, idny rozdelia podla pomeru hmotnosti k naboju. Vysledky sa

zvycajne predkladaju vo forme hmotnostného spektra (Watson a Sparkman, 2007).

2.1.1 Hmotnostny spektrometer

Skoro kazda technika, ktorej cielom je ionizacia, separacia a detekcia iénov v plynnej
faze, moze byt pouzitd v MS. Preto sa typicky hmotnostny spektrometer sklada z troch
hlavnych komponentov: zdroj iénov, analyzator hmotnosti a detektor (Obr. 1). V zdroji
ionov sa molekuly prevedu do plynnej fazy a nabiju sa. Neskdr su v hmotnostnom
analyzatore separované podl'a ich m/z pomerov. Nakoniec je relativne zastapenie kazdého
ionu zaznamenané detektorom na vytvorenie hmotnostného spektra. (Haroun a Saheer,
2010) Spektrometre funguju pri podmienkach vysokeého vakua, ktoré zabezbecuje, aby sa
ionizované Castice pri prenose smerom k detektoru nezrazali s inymi molekulami. To by
mohlo totiz viest' k ich roztrieSteniu a odkloneniu z pozadovanej cesty. Vakuum tiez
chrani niektoré povrchové materialy, ktoré st pouzité na vyrobu jednotlivych Casti
spektrometra a hrozi im koré6zia. T4 by mohla narusit’ funkénost’ spektrometra (Smith,
2004).
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Obr. 1 VSeobecna schéma hmotnostného spektrometra (Gross, 2004)

Ulohou zdroju i6nov je ionizovat’ material, ktory podlieha analyze. Produkuju sa iony
hlavne ionizéciou neutralnej molekuly v plynnej faze pomocou elektronovej ejekcie,
deprotonacie, protonacie alebo aj prenosom nabitej latky z kondenzovanej do plynnej
fazy. Techniky ionizacie maja kl'a¢ovu tlohu pri uréeni typu vzorky, ktor je mozné
analyzovat’ MS. Existuje cely rad ionizacnych technik. NajdolezitejSimi faktormi pri
vybere st vnutorna energia prenasana pocas procesu ionizacie a fyzikalno-chemické

vlastnosti analyzovanej latky (de Hoffman a Stroobant, 2007).

Akonéhle st idny zionizovane, triedia sa a separuji podl'a pomeru hmotnosti k naboju
— m/z v hmotnostnom analyzatore. Oddelenie i6nov méze byt zalozené ma roéznych
principoch, vSetky vSak pouzivaju staticky alebo dynamicky elektricky prad
a magnetické pole, ktoré sa mézu kombinovat. Zakladné rozdiely beznych typov
analyzatorov spocCiva prave v sposobe pouzitia poli. Medzi hlavné charakteristiky pre
meranie vykonu analyzatora patri: limit rozsahu, rychlost analyzy, prenos, presnost

hmotnosti, rozliSenie (de Hoffman a Stroobant, 2007).

Poslednou castou hmotnostného spektrometra je detektor idnov. Ten je schopny
zaznamenat’ dopady alebo prechody i6nov. Délezitymi parametrami, ktorymi sa rozliSuju

rozne detektory, su citlivost’, presnost’ a ¢as odozvy (Watson a Sparkman, 2007).

2.1.2 Hmotnostne spektrum

Grafickd reprezentaciu hmotnostnej spektrometrie predstavuje hmotnostné spektrum.
Tento dvojrozmerny obraz znazoriuje intenzitu signalu (pik) na zvislej osi, pomer m/z na
vodorovnej osi. Spektra sa pouZivaju na urenie elementarneho, ¢i izotopového popisu
vzorky, objasnenie hmotnosti Castic a molekul alebo Struktury molekal a inych

chemickych zli¢enin (Smith, 2004).
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Pri zaznamenavani hmotnostného spektra sa zapisuju vrcholy, tzv.piky, ktoré
predstavuju iény tvoriace sa v spektrometri (Watson a Sparkman, 2007). Je vsak dblezité
vediet’ rozliSit' tieto pojmy. Iony st Castice s hmotnostou, nabojom a relativnym
zastupenim. Na druhej strane piky zodpovedaju maximalnym lokalizovanym signalom
produkovanym z detektora, su spajané len s intenzitou a m/z (Smith, 2004). Intenzita piku
priamo odraza pocetnost’ idonovych druhov s prislusnym m/z. Vrchol s najvacsou
intenzitou sa nazyva zékladny pik. Pomer m/z je bezrozmerny, pretoZe je odvodeny od
bezrozmerného hmotnostného c¢isla, m daného iénu a ¢isla elementarneho naboja z
(Gross, 2004). Elementéarny naboj je ¢asto, nie nevyhnutne, rovny 1. U ESI-MS metody
pre peptidy moze byt z rovné 2, 3 alebo 4. Pokial’ su vSak pozorované len jednotlivo

nabité iony, tak m/z priamo odraza stupnicu m.

2.1.3 Ioniza¢né techniky

V hmotnostnej spektrometrii sa ionizacia tyka vyroby ionov v plynnom skupenstve, ktoré
st vhodnejsie na separaciu v hmotnostnom analyzatore. K ionizacii dochadza v zdroji

ionov. Techniky ionizacie pozname prevazne makké a tvrdé.

Medzi tvrdé ioniza¢né techniky sa radi elektronova ionizéacia, jedna z Uplne prvych
technik v hmotnostnej spektrometrii. Sp6sobuje rozsiahlu fragmentaciu molekuly a vznik
radikalovych ionov. Je uskotoc¢nitel'na len u vzoriek v plynnej fazi, ¢im je vhodna len pre
tepelne stabilné a prchavé latky. Biologicky material vSak predstavuje prevazne
neprchavé latky, ktoré cCasto podliehaju tepelnému rozkladu (Papouskova a Dzubak,

2014).

Maikkou ionizéciu nazyvame procesy, ktoré dédvaju vzorke malé mnozstvo zvyskove;j
energie, atak nedochadza K prili§ velkej fragmentacii. V takto ziskanych spektrach
pozorujeme najma (de)proténované molekuly, vd’aka ¢omu sa da zistit molekulova

hmotnost’ (Friedecky a Lemr, 2012).

Vyvoj dvoch mikkych ionizaénych metod MALDI a ESI umoznil rutinnti analyzu
tepelne nestalych a neprchavych biomolekal, ako su peptidy a proteiny. Pouzitie
hmotnostnej spektrometrie na identifikaciu biomarkerov sa da vysledovat' niekolko
desatro¢i spétne v historii. Avsak az tieto techniky ozivili a priniesli Uspech proteomiky
zaloZenej na MS. Elektrosprejova ionizécia (ESI) je metdda, ktorou mézu byt rozpustené
latky pritomné v roztoku prevedené do plynnej fazy ako idny. Tieto iony modzu byt

nasledne detegované s prostriedkami hmotnostnej spektrometrie (ESI MS). ESI si poradi
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s latkami ako su polyméry, nukleové kyseliny a proteiny svelkou molekulovou
hmotnostou (Cole, 2010).

2.2 MALDI MS

Matricou asistovana laserova desorpcia a ionizacia (MALDI) sa pouziva na analyzu
biomolekul akymi su bielkoviny, peptidy, sacharidy, DNA a velkych organickych

molekul, ktoré pri pouziti iného spdsobu ionizacie fragmentuju.

Tato metdda sa zaCala formovat’ v osemdesiatych rokoch dvadsiateho storoc¢ia hlavne
Michaelom Karasom, Franzom Hillenkampom a Koichi Tanakom. V Tanakovej §tadii
boli generované spektra shodnotou m/z az do 100000 pre proteiny a polyméry
s molekularnou hmotnostou 25 000 Da. Vzorky analyzoval so spektometrom ,,¢as letu,
nitrogénnym laserom a ako matrica bol pouzity glycerol s kobaltovym praskom. V tom
istom roku Hillenkamp analyzoval proteiny s hmotnostou do 67 000 Da pouzitim
hovadzieho séroveho albuminu. V tejto stadii sa pouzil rovnaky spektrometer, Nd-YAG
laser a kyselina nikotinova. Od tychto prvotnych $tudii sa MALDI-MS stala ¢astym a
roz$irenym zdrojom ionizacie (Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014). Popularna je najma
v proteomike pre svoju jednoduchost,, citlivost’ a zaroven robustnost. V poslednej dobe
sa stala rutinou v laboratoriach na charakterizaciu a klasifikaciu mikrobov. Umoziuje
totiz rychlu identifikaciu baktérii, prvokov, hib a inych organizmov, a je tak mozné, ze
uplne nahradi dosial’ pouzivané techniky. Bezny pristup spociva v pouziti proteinového

extraktu, peptidu alebo celych intaktnych buniek (Cole, 2010).

MALDI sa dosahuje v dvoch krokoch (Obr. 2). V prvom kroku sa analyzovana zli¢enina
rozpusti v rozpustadle s d’al§imi malymi organickymi molekulami, nazyvanymi matrica
(de Hoffman a Stroobant, 2007). Takto vzniknutd zmes sa vysu$i a pouzité kvapalné
rozpustadlo sa odstrani. Zostane tuhy roztok usadeniny kryStalov matrice dopovanej
analytom. Molekuly analytu su pritom zapustené do matice tak, aby boli navzajom uplne
izolované. Druhy krok prebieha vo vakuu v hmotnostnom spektrometre. Odstraiuje sa
velkd cast’ tuhého roztoku pomocou intenzivnych laserovych pulzov v kratkom case.
Presny mechanizmus MALDI nie je Gplne objasneny, hoci vieme, Ze ioniza¢né procesy
moZu prebiehat’ vo vakuu kedykol'vek pocas procesu, povod produkovanych ionov nie je

kompletne znamy (Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014).
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Obr. 2 Diagram principu MALDI (de Hoffman a Stroobant, 2007)
2.2.1 Matrica

Vzorku, ktort chceme pomocou MALDI skiimat’, je potrebné zmiesat’ s organickou alebo
anorganickou zli¢eninou — matricou vo vhodne zvolenom rozpustadle. Molarny pomer
analytu k matrici by mal byt priblizne 1:5000. Hlavnou ulohou matrice je absorbcia
ziarenia, pricom dochadza k ionizacii a desorpcii matrice s analytom. Ochranuje ho pred
ziarenim a minimalizuje posSkodenie. Taktiez oddeluje molekuly analytu, aby sa
zabranilo molekularnym analyt-analyt interakciam pocas ionizacie (Hosseini a Martinez-
Chapa, 2017).

Vyber matrice je jednym z najddlezitejSich krokov v MALDI analyze. Idealna matrica
spifia vlastnosti akymi st dobra stabilita vo vakuu, priazniva mie$atelnost’ s analytom
a silna absorpcia elektronov pri pouzitej vinovej dizke. Vol'ba matrice zavisi najmé na
vlnovej dizke lasera, ktory chceme pouzit. Medzi najbeZnejsie pouzivané matrice patri:
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova alebo kyselina
3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoricova (sinapova) (Obr. 3). Roztok danej matrice sa zvycajne

pripravuje z vybranej matrice a rozpustadla (Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014).
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Matrica Struktura Vinova dizka Hlavna aplikacia

OH uv Proteiny, peptidy,

kyselina 97 m, :)a/;tzz:]iggréagglyméry
2.5-dihydroxy- COOH Foamm
benzoova
HO
uv Peptidy,
337 ) fragmentacia
kyselina HO A\ 355 grmn
a-kyano- COOH
-4-hydroxySkoricova NC
H3CO,

Proteiny. peptid
kyselina 3.5- ;‘3}’7 . iny. peptidy
dimetoxy-4-hydroxy- HO A 355 nm
Skoricova COOH

H3;CO
) IR Proteiny, peptidy
kyselina COOH 2. 94pm,
jantarova HOOC/\/ 2,79ppm

Obr. 3 Priklady matrice (Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014)

2.2.2 Priprava analytu

Pre uspeS$na analyzu je rozhodujuca spravna priprava vzorku. Analyt sa pripravuje
zriedenim malého mnozZstva (1-10 pmol) s koncentraciou asi 0,1 mg.ml v rozpustadle,
ktoré je mieSatel'né s matricovym roztokom. Roztoky matrice a analytu sa zmie$ajt, ¢im
sa ziska vysledny molarny pomer analytu k matrici, spadajdci do rozsahu od 1:1000 do
1:100 000, vo vhodnom objeme. V tomto rozmedzi je dobry pomer signalu k Sumu
a miera fragmentéacie ionov je nizka. Zakladné aspekty pre pripravu analytu su: matrica
musi byt v nadbytku nad analytom, analyt sa musi Uplne rozpustit' a mal by byt’ ¢iry
(Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014).

Pripraveny roztok sa aplikuje na Cistu dosti¢ku, ktora je obvykle z nehrdzavejuceho
kovu. Rozpustadlo sa odpari a zostane rekryStalizovana matrica s molekulami analytu.
VoI'ba matrice a optimalizované podmienky pre pripravu vzorku maju podstatny vplyv
na analyticki hodnotu MALDI spektra (Cole, 2010).

2.2.3 MALDI pristroje

Sucastou pristroja je bezpochyby laser. V minulosti sa pouzivali rézne plynové alebo
polovodicové lasere. V dnesnej dobe su zd’aleka najddlezitejSimi zdrojmi svetla UV,
menej bezne sa vyuZivaju infracervené lasere. UZzitocné st avSak len tie, ktorych typ
prevadzky je pulzny, pretoze energia potrebna k desorpcii a ionizacii musi byt’ prenesena
do vzorky vo vel'mi kratkom Case. Medzi najbeznejSie pouzivané UV lasere patri

nitrogénovy s 337 nm a Nd:YAG laser s 355 alebo 326 nm. Infraervené lasere sa

16



pouzivaju kvoli nizSej miere fragmentdcie pri ionizdcii, napriklad Er:YAG laser s

2,94 um (Cole, 2010).

Zmes molekularnych a fragmentovanych iénov vytvorenych v zdroji i6nov obsahuje
informécie, ktoré by sa stratili, ak by sa nejako zmysluplne neidentifikovali. Je treba
zmerat’ ich m/z pomer, pricom by analyzator mal vyuzivat’ jedine¢né vlastnosti i6nov,
zistené zavedenim elektrického alebo magnetického pola. MALDI i6ny mézu byt
hmotnostne analyzované pomocou roznych typov hmotnostnych spektrometrov, od
lacnej$ich spektrometrov s kvadropélovou iénovou pascou (QIT-MS), ktory generuje
kvalitou nizke spektra, po spektrometer s Fourierovou transformaciou (FT-MS), ktory
generuje spektra vysokej kvality, ale za podstatne vy$siu cenu (Hillenkamp a Peter-
Katalinic, 2014). NajbeznejSim typom je hmotnostny spektrometer doby letu (,,time-of-
flight, TOF-MS).

2.2.4 lonizacia

Laserova desorp¢na ionizacia nastane, ked je analyt oziareny intenzivnym la¢om
fotonov. Matrica absorbuje vyziarenu energiu. Takto energetizovand matrica sa tepelne
rozklada a predava svoju energiu a protony analytu, ¢im mu dodava elektricky naboj. To

vedie k dvom procesom, ktoré mozu nastat’: protonacia a deprotonacia (Gross, 2017).

Mechanizmy tvorby i6nov v MALDI st predmetom pokracujuceho vyskumu.
Hlavnym z&ujmom je vztah medzi ibnovym vytazkom a laserovou plynulostou, ¢asovy
vyvoj desorpéného procesu a jeho dbsledkov na tvorbu idnov, pociato¢na rychlost’
desorp¢nych idnov a otazka, ¢i predformované iony alebo i6ny generované v plynnej faze

poskytuju hlavny zdroj ibnovych druhov detekovanych v MALDI (Gross, 2017).

2.2.5 TOF analyzator

Technolégia TOF, bola vynajdena koncom 50-tych rokov dvadsiateho storocia, ale mala
chudobné rozlisenie a nenasla si uplatnenie v metddach hmotnostnej spektrometrie, ktoré
boli vtedy dostupné. Az neskér po vynajdeni MALDI MS doslo k ich kombinacii
avzniku novej vysoko citlivej metdédy dnes zndmej ako MALDI-TOF (Hosseini
a Martinez-Chapa, 2017).
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Obr. 4 Schématické znazornenie mechanizmu ¢asu letu (Hosseini a Martinez-Chapa, 2017)
,,Time of flight“ (TOF, v preklade ,,Gas letu®) je technika, pri ktorej su nabité iony
nutené letiet’ zo zdroja k detektoru, takze ich mézeme identifikovat’ na zaklade ich Casu

letu k ionovému detektoru (de Hoffman a Stroobant, 2007).

Vytvorené matricové a analytové iony sa urychl'uju a vedd smerom k driftovej zone
(Obr. 4). Detektor ionov, ktory registruje intenzitu a ¢as letu idnov, je umiestneny na
konci drahy letu. 16ny s rovnakou kinetickou energiou Ex budi mat’ r6zne rychlosti v na

zaklade ich hmotnosti m, podl'a rovnice:

Preto taz$im idnom zvycajne trva dlhsie prekonat’ celi drahu ako I'ah$im (Hillenkamp

a Peter-Katalinic, 2014).

V zaciatkoch MALDI pristroje fungovali v rezime linearneho TOF spektrometra. To
znamena, ze idny roznych hmotnosti sa stretni s detektorom na zdklade asu, ktory
potrebuju na prekonanie driftovej zony. Taz§im idnom, ako je uvedené vyssie, to trva
dlhsie, a preto obsadzuji vyssie hodnoty m/z ako tie 'ahSie. Tento rezim avSak nema
dostato¢né rozliSenie, pretoze idony rovnakého m/z nemusia dostat’ rovnaku intenzitu
z laserového Zziarenia, takze dochadza k distribucie Kinetickej energie v kazdom

jednotlivom m/z (Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014).

S pokrocilejSim rozliSenim priSiel rezim odrazu (reflektrén). Princip tejto techniky
pozostava z idnovych zrkadiel a elektrickych poli, ktoré odrazaji iony spat’ do driftovej
zOny az k detektoru, nastaveného na opacnej strane drahy letu. Mechanizmus odrazu

preostruje i6ny analytu podl'a ich hmotnosti (de Hoffman a Stroobant, 2007).
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2.3 Hmotnostna spektrometria v mikrobioldgii

V minulosti spdsoby ionizécie a detekcie umoziovali analyzovat’ len latky, ktoré mali
nizku molekulovii hmotnost. Vznik jemnejsich ioniza¢nych procesov viedol k d’alsim
technikam pre molekuly s vySSiou molekulovou hmotnostou. Plazmova desorpcia,
bombardovanie rychlymi atomami a ionizacia elektrosprejom boli pouzité na analyzu
zloziek zivych organizmov (Cotter, 1992). Najvyznamnejsi bol vSak objav TOF
technoldgie, pretoze sa ukazalo, Ze umoziiuje analyzu molekul bez teoretického horného
hmotnostného limitu. VVzorky su ionizované a desorbované za vzniku oblaku plynnych

ionov (Hillenkamp a Peter-Katalinic, 2014).

Laserovd desorpcia a hmotnostna spektralna analyza velkych biomolekul boli
vyvinuté stcastne dvoma vyskumnymi skupinami v Japonsku a Nemecku pod vedenim
Koichi Tanakou a Franzom Hillenkampom. Za menej ako dekadu sa stala z MALDI-TOF
metdda aplikovatelnd na r6zne oblasti vyskumu. Prvé komeréné ndstroje sa pouzivali
hlavne na identifikaciu a diferenciaciu bakterialnych druhov. Postupom ¢asu sa ukazalo,
ze v hmotnostnych spektrach celych buniek nejakého bakterialneho kmena sa nachadzaju

vzory hmotnostnych signalov, ktoré st $pecifické pre dany kmen (Cole, 2010).

Hmotnostna spektrometria s matricovou laserovou desorpciou/ionizaciou za pomoci
doby letu priniesla revoliciu v mikrobioldgii. Schopnost’ nakladovo efektivne a rychlo
identifikovat’ mikroorganizmy nahrddza naro¢nejSie a dlhé antigénne identifikacné
metody. Kritickou zlozkou identifikacie mikroorganizmu s MALDI-TOF je Sablona
alebo ciel'ova dosticka, na ktort sa nandsaji mikroorganizmy. NajbeznejSie pouzivanou

matricou je kyselina a-Kyano-4-hydroxyskoricova (Kostrzewa, 2016).

Aj zdanlivo dokonala MALDI-TOF ma niekol'ko problémov. Tymi najbeznej$imi st
podobnost’ genotypového alebo proteinového profilu, chybajuce informécie v databaze
a identifikacia mikroorganizmu, ktory este nebol poznany. ldentifikaciu organizmov sa
da uskutoc¢nit’ aj inymi, beznej$imi metodami ako s pouzitim MALDI. O $tandardnych
postupoch je zndme, Ze su Casovo apracovne narocné (napr. kultivatné média
a biochemickeé testy). Moderné pristupy veduce k rychlejsej identifikacii st vykonavané
pomocou molekularnych technik, ako je sekvenovanie 16S ribozomalneho génu na
zaklade polymerazovej retazovej reakcie (PCR). Pravdepodobne najpouzivanejSou je

prave metoda PCR, ktora sa da aplikovat’ priamo na klinické vzorky, ¢im sa urychlia
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diagnostické procedury. Dalsimi aplikovatenymi metédami su mikroskopia, gélova

elektroforéza s pulznym pol'om a spektroskopia (Franco-Duarte et al., 2019).

2.3.1 ,Fingerprints* celych intaktnych buniek

Mikrobiologické taxony boli podrobne Studované, aby sa zistila identita proteinov
detegovanych hmotnostnou spektrometriou intaktnych buniek. Vel'a pozorovanych pikov
v spektréach sa da priradit’ k ribozomalnym proteinom réznych druhov nachadzajdcich sa
v databazach. Pocet dostupnych uplnych genomov sa neustdle zvicSuje, takze
identifikacia ribozomalnych proteinov v spektrach sa stava lepsie uskuto¢nitelna a s
pomocou bioinformatickych nastrojov sa daju rozsirit dokonca aj na nesekvenované
druhy (Haroun a Saheer, 2010).

Standartne sa pre analyzu mikroorganizmov pouzivaju intaktné bunky alebo
peptidove, ¢i proteinové extrakty. Intaktné bunky znaCia bunky bez akejkol'vek
destruktivnej predbeznej tipravy. Priprava na analyzu byva jednoducha, vzorka sa priamo
da na dosticku a prida sa k nej jedna zo Standartnych matric. Nasledne sa ziska vhodny
pocet profilovych spektier. Z priemerného profilového spektra (Obr. 5) sa extrahuje
zoznam pikov, ktory sa porovnava so zoznamami pikov referen¢nych spektier ulozenych
v databazach. Tento postup sa nazyva ,,fingerprintovanie* (Hillenkamp a Peter-Katalinic,
2014).
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Obr. 5 Hmotnostné spektrum celej bunky (Streptococcus pneumoniae) merané s MALDI-TOF
(Haroun a Saheer, 2010)
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Stabilita hmotnostnych fingerprintov zavisi od vybraného hmotnostného rozsahu. Pre
mikrobialnu identifikicu je rozsah zvy€ajne nastaveny v rozpéti 2 000- 20 000 Da.
Detegované proteiny mozu byt ¢iastocne identifikované pre viacero kmenov, pre ktoré
st dostupné gendmoveé sekvencie. Zaznamenaneé piky v prislusnom hmotnostnom spektre
mozno priradit’ ribozomalnym, DNA viazucim proteinom, RNA chaperéonom a d’alSim

druhom proteinov (Welker,2011).

2.3.2 ldentifikacia organizmov

Podstatny krok pre identifikaciu druhov je porovnanie hmotnostného fingerprintu vzorky,
ktoru chceme identifikovat’ s referenénymi spektrami z databaze. Pouzivaju sa principy,
kde sa vyZaduje rozpoznavanie vzorov. NajddlezitejSou suCastou systému pre
automatizovanu spektralnu identifikaciu mikroorganizmov je validovana referen¢na
databaza. T4 by mala obsahovat nie len spektralne Udaje patogénov, ale aj stvisiacich
nepatogénnych druhov, ktoré sa vyskytujd v klinickom prostredi, aby sa zabranilo falosne
pozitivnej identifikacii. Dalej je dolezité, aby databaza obsahovala spektra viacerych
kmenov stoviek mikrobidlnych druhov. Okolo roku 2000 sa zaviedli na trh dve
komplexné softvérové rieSenie pre biotypizaciu mikroorganizmov: AnagnosTec a Bruker

Daltonik (Karger, 2012).

AnagnosTec vyvinul SARAMIS, ktory pozostava z databdzy obsahujucej
referencné/kontrolné spektra a softvér, ktory umozZnuje porovnanie fingerprintu neznamej
vzorky s tzv. ,,Superspectra“. To bolo vypocitané z replikovanych hmotnostnych spektier
viacerych izolatov jedného zaujmového druhu pestovanych za rdznych podmienok
v roznych laboratoriach. Identifikacia je zaloZena na percente spolahlivosti ziskanej zo

vzajomného porovnavania s referenénymi spektrami (Haroun a Saheer, 2010).

Sposob biotypovania od spolo¢nosti Bruker spolicha na hmotnostny spektrometer
MALDI-TOF a softvér MALDI Biotyper. Aj tu sa identifikacia vykonava porovnavanim
spektra vzorky akniznice s referenénymi spektrami. Pouzity algoritmus parovania
zohladfiuje intenzitu, polohu a frekvenciu vrcholov. Referen¢né spektra pochadzaju

Z analyz jedného, definovaného kmena (Karger, 2012).

Rovnaka spolo¢nost’ poniuka vo Francizsku softvér Andromas a databdzu pre
mikrobidlnu identifikaciu s MALDI-TOF MS. Andromas identifikuje na zéaklade
obmedzeného pocétu druhovo S$pecifickych vrcholov v ziskanom hmotnostnom

spektrometre. Vysledky porovnavania databaze so spektrom vzorky sa zobrazuju
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Vv percentach, ktoré predstavuji podobnost’ s referenénymi spektrami. Dobra identifikacia
odkazuje na hodnotu podobnosti najmenej 65% s rozdielom medzi prvymi dvoma

pridelenymi druhmi najmenej 10% (Bille, 2011).
2.3.3 Faktory ovplyviiujuce vzorku

Podmienky kultivacie mézu sposobit’ niekol'ko roznych rozdielov. Existuje poziadavka
na Standartizaciu celého postupu vratane kultivacie buniek, pripravy vzoriek, kalibréacie
pristroja a analyzu Gdajov. Nezrovnalosti ovplyviujuce fyzioldgiu bunky vznikaja kvéli
rozdielom v podmienkach rastu alebo aj kvoli pritomnosti cudzich latok. Zndmymi

rusi¢mi, spdsobujucimi potlacenie signalov a posun su soli a tenzidy (Sauget, 2017).

Moéze avsak nastat’ situacia, kde su identické klonovane izolaty, ktoré boli kultivované
rovnako, a aj tak vyprodukujeme Ciasto¢ne neidentické hmotnostné spektra, pretoze ich

ovplyviiuji chemické a technické faktory merania (Haroun a Saheer, 2010).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Nastroje

3.1.1 Python

Programatori neustale vytvaraju nové programovacie jazyky, pricom véaé8ina z nich je
vytvorena so Specifickym cielom, ktory pomaha definovat’ charakteristiku a ¢o by mal
dany jazyk robit. V pripade Pythonu bolo doélezitym to, aby bolo programovanie
efektivne a produktivne. Je to silny, objektovo orientovany a funkcionalny jazyk. Bol
vytvoreny koncom 80-tych rokov Guidom Van Rossumom a jeho nazov bol inSpirovany
komedialnou skupinou Monty Python (Bhasin, 2018).

Python sa stal popularnym hlavne kvéli jeho jednoduchosti a robustnosti. NajbeznejSie
sa pouziva na vytvaranie prototypu aplikacie, skriptovanie aplikacii zaloZzenych na
prehliadaci, interakciu s databazami, navrhovanie matematickych, vedeckych
a technickych aplikacii. Tento jazyk je pomerne jednoduchy na porozumenie, a vd’aka
odstraneniu viacnasobneho zatvorkovanie pésobi elegantne a prehladne. ViacSina
beznych uloh, ale aj menej beznych uz bolo spracovanych v Pythone, preto existuje
mnoho kniZnic, ktoré programovanie esSte viac ul'ahcuji. Mé napriklad viacero kniznic
pre vyvijanie grafického uzivatel'ského rozhrania alebo tvorbu mobilnej aplikacie (Muller

and Guido, 2016).

Program napisany v Pythone sa da rozbehnit' takmer na kazdej znamej platforme
(Mac, Windows, Linux), preto sa hovori, Ze je multiplatformovy. Casto je porovnavany
s inymi popularnymi jazykmi akymi su Java, R, Perl, C#, alebo aj s jazykom C, v ktorom
je napisany. Python obsahuje mnoho kniznic. Niektoré su vstavané do jazyka a iné sa daju
ziskat’ prostrednictvom prikazového riadku. Tieto kniznice pomahaji vykonavat’ mnoho

uloh jednoduchsie a rychlejsie pomocou Pythonu (Mueller, 2018).

Python je vyvijany na zaklade licencie open source schvélenej OSI. Co ho robi volne
distribuovatel'nym a vol'ne pouzitelnym. Licenciu spravuje Python Software Foundation.
V sucastnosti je najnovsou verziou Python 3, ale pouziva sa aj verzia Python 2. Pre
pouZitie jazyka existuje viacero integrovanych vyvojovych prostredi. 100% ¢isty Python
sa nachddza v prostedi IDLE. Obsahuje zdrojovy prehliada¢ s viacerymi oknami,
automatické hladanie a dokonCovanie, debugger a mnoho dal'Sich nastojov, ktoré

ulah¢uju pracu (Chan, 2014).
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3.1.2 Excel

Excel je napouzivanejsi tabulkovy softvér na svete. K dispozicii je mnoho dalSich
tabul’kovych softvérou, ale Excel je zd’aleka najpopuldrnejsi a pre mnoho l'udi aj jediny
znamy. Vyvojarom Excelu je firma Microsoft apredava sa hlavne ako sucast
kancelarskeho balika Microsoft Office. Velkou vyhodou je univerzalnost' tohto
programu. Vykonava numerické vypocéty, ale je vhodny aj pre iné ako len numerické
aplikacie (Alexander, 2018).

Praca v Exceli Standartne prebieha v rozhrani tabulkového procesora obsahujuceho
bunky usporiadané do riadkov a stipcov. Riadky st oznadené celymi kladnymi ¢islami,
stipce pismenami abecedy. Vytvorenim nového stboru Excel, aplikacia predstavi
prazdny zoSit s jednym listom. Listy sa daji pridavat, odoberat, menit’ ich poradie
a skyvat ich. Prostrednictvom Microsoft Excel sa daji prehl'adne usporiadat,
vyhodnocovat’ udaje, tvorit’ grafy, tabulkové harky samostatne alebo pomocou Sablon.
Obsahuje vzorce pre vykonavanie vypoctov a velky pocet funkcii. Umoznuje
importovat’, filtrovat’ a formatovat’ data. Jeho stc¢ast'ou su aj makra pisané v jazyku VBA

(Guerrero, 2019).

Verzia Excel 2016 bola pouzita pri praci v tejto bakalarskej préaci. Je kompatibilna
s Windows 10, Windows 8.1 a Windows 7. Desktopova verzia obsahuje vSetky funkcie
zabudované v Excel 2016. D4 sa kupit’ ako sucast’ balika Office aplikacii, ako sucast’
predpatného balika Office 365 alebo samostatne (Frye, 2015).

3.1.3 mMass

Podla informacii na strankach http://www.mmass.org/, mMass predstavuje

multiplatformovy open-source softvér na spracovanie hmotnostnych spektier. Je pisany
hlavne v jazyku Python. mMass je vydany ako slobodny operacny systém (GNU), ¢ize
ho mdzu jeho pouzivatelia kopirovat’, menit a distribuovat’ bez obmedzeni. Jeho oficialny
vyvoj bol ukonceny =zaciatkom roka 2018 akdd sa da ndjst na strankach

github.com/xxao/mMass.

mMass podporuje vsetky moderné formaty ako st mzML, mzXML, nzData, MGF a
ASCII. Stredom softvéra je modul Hmotnostneé Spektum. Poskytuje nielen vizualizaciu
spektra (Obr. 6) a jeho manipulaciu, ale aj mnozstvo d’alsich dolezitych funkcii. Pre piky

st k dispozicii metody pre oznacovanie jednotlivych vrcholov aj pre vytvorenie celych
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zoznamov pikov. Funkcie v mMass umoznuji napriklad aj porovnanie spektier medzi

sebou vizualne aj priamo cez vybrané vrcholy (Strohalm et al., 2008).

mMass nie je ziadny prelomovy algoritmus, ale je to vysoko prepracovany
mechanizmus. Jeho sila spoc¢iva v poskytnuti sady nastrojov, ktoré pokryvaju rieSenia pre
Siroku Skalu typickych proteomickych uloh. Primarne bol vyvinuty pre MALDI-TOF
spektrometriu, je mozné ho aplikovat’ aj na iné techniky hmotnostnej spektrometrie
(Strohalm et al., 2008).

3.2 Databaze

3.2.1 Databéaza Uniprot

Univerzalny zdroj pre Proteiny (UniProt, ,,The Universal Protein Resource) poskytuje
stabilny, komplexny a volne dostupny centralny zdroj proteinovych sekvencii
a funkénych anotacii. Konzorcium UniProt je spolupracou medzi ,,Protein Information
Resource® (PIR), Svajéiarskym tstavom pre bioinformatiku (SIB) a Eurépskym
bioinformatickym instititom (EMBL-EBI). UniProt sa skladd zo Styroch hlavnych
komponentov optimalizovanych pre rdzne pouzitie: UniProt vedomostna zakladina
(UniProtKB), UniProt referen¢né klastre (UniRef), UniProt archiv (UniParc), UniProt

metagenomicka a environmentalna databaza sekvencii (UniMES) (Apweiler, 2008).
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Obr. 6 Softvér mMass po vizualizacii hmotnostného spektra pre organizmus Synechococcus
kultivovany pocas dvoch tyzdiov s 10 uM fluoroacetatu (FAA)
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Na strankach www.uniprot.org sa nachadza cely rad sluzieb, ktoré umoZiujh

prehliadat’ a analyzovat’ udaje. Dajii sa vykondvat' jednoduché aj komplexné textové
dotazy, spustit’ vyhl'addvanie na zéklade sekvencie vo vSetkych UniProt databazach ¢i
vykonat’ viacndsobné zarovnanie sekvencii. Polozky UniProt/UniRef a podpornd
dokumentaciu je mozné stiahnut’ v roznych forméatoch, akymi su napriklad: ,.flat file“,

FASTA, XML (Apweiler et al., 2004).

UniProt poskytuje protedmové sady proteinov, ktorych genémy boli Uplne
sekvenované. Protedm je skupina proteinov, kde sa predpoklada, ze si tvorené
organizmom. Va¢§ina protedbmov v UniProt databaze je zaloZena na kompletnej translacii
sekvenovaného genému. Normalne obsahuje i sekvencie, ktoré sa odvodzuja od
extrachromozomalnych prvkov organizmov (plazmidy, gendémy organel), kde sa
vyskytuji. Protedmy sa daju ziskat’ prostrednictvom ,,Proteomes* sekcie na strankach
UniProt (Obr. 7), ktora poskytuje aj odkazy na stahovanie dat v r6znych formatoch
(Bateman, 2019).
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proteames Frerence Show only non-redundant proteomes?

Show only not-excluded proteames?

BUSCO
Proteome ID | Organism Organism ID | Protein count Genome representation
I- e Dk MgV “ " *I

295,535 Other proteomes

Superkingdom
205,887 Bacteria O upooons2091 h Phocoenz phocoera 706527 Close to  full
standard
103,159 Viruses papillomavirus 4 (low)
[J upooooos7es ﬁ . 796210 4 Close to  full
3,167 Archaea Bunyavirus La Crosse (isolate standard
Human/United States/L78/1978) {high)
3,182 Eukaryota 2
(J uranooooss2 ﬁ . 649604 12 Close to  full
Banna virus (strain standard
Mapto Indonesia/ KT 6423/1280) (BAV) (g
UniProtks [J upoconooss7 Ei 31530 158 Qutlier  full
Myxoma virus (strain Lausanne) hiah
UniParc (for redundant M) (high)
proteames)
O upooo323066 ﬁ . 2583169 Close to  full
Tortoise microvirus 63
Demo standard
"""""""""""""""""""""""" (high) M

Obr. 7 Vzhl'ad sekcie ,,Proteomes* na strankach www.uniprot.org
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3.2.2 FASTA format

FASTA je textovy format pouzivany pre reprezentaciu nukleotidovych alebo
aminokyselinovych sekvencii. Nukleotidy alebo aminokyseliny sd v fiom reprezentované
pomocou jednopismenkovych kodov. FASTA format pozostdva zo =znaku ,>*
nasledovanom identifikaénym kodom sekvencie (Obr. 8). Za identifikaciou moze byt aj
textovy popis danej sekvencie. V novom riadku je uz sekvencia vo forme pismien
oznacujucich jednotlivé aminokyseliny. Mdze sa pretiahnut’ aj na viac riadkov. FASTA
subor takisto umoziiuje aj spracovanie viacerych sekvencii v jednom subore (Binz et al.,

2019).

Format je vel'mi jednoduchy, vd’aka comu je pouzitel'ny pre vacSinu vyhl'adavacich
nastrojov, a takmer kazdého sprostredkovatel’a proteinovych sekvencii (napr. UniProt).
Umoznuje aj 'ahktt manipulaciu a analyzovanie sekvencie pomocou nastrojov pre

spracovanie textu a skriptovacie jazyky (R, Python, Perl,...).

»sp|027162|RL20 SYNIB 565 ribosomal protein 120 05=Synechococcus sp. (strain JA-2-38'a(2-13)) Ok=321332 Gli=rplT PE=3 SV=1
MRVKRGNVARKRRKKILKLAKGFRGAGSKLFRTANQQVMKALRSAYRDRRRKKRDFRRLW
TTRINAATRAQGLRYHEF IDGLKKANIQLNRKMLARLAF LDPEAFTQVVEAARQSRAS

Obr. 8 FASTA formaét pre 50S ribolomalny protein v protedme Synechococcus sp. ( strain JA-2-
3B a( 2-13))
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4 VYSLEDKY

4.1 Softvérova aplikacia pre vypocet hmotnosti proteinov

Pokial’ chceme priradit’ signalu v hmotnostnom spektre konkrétny protein, mézeme tak
urobit’ podl'a molekulovej hmotnosti. Tu vieme vyratat' zo sekvencie aminokyselin
kddujacich jednotlivé proteiny. Subory proteinov, ktoré chceme priradzovat’, &ize
predpokladame o nich, Ze st produkované organizmom, sa daju zohnat' vo forme
referen¢nych protedmov. Hmotnostné spektra, ktoré sa pouzili pre testovanie algoritmov,
boli ziskané hmotnostnou spektrometriou MALDI-TOF intaktnej bunky sinice
Synechococcus. Pre viaceré kmene sinice Synechococcus boli v minulosti sekvenované

kompletné gendmy, z tych sa daju ziskat proteiny ich po¢itacovou translaciou.

Ked’ze sa neustale sekvenuju nové genomy, stupa aj ¢islo protedémov. Je dolezité si
preto vybrat’ dostupnu databazu, ktora efektivne organizuje svoje data. Jednou z tych
najspol’ahlivejSich je UniProt. Poskytuje referenéné proteiny, tvoriace reprezentativny
prierez taxonomickou diverzitou. Referenéné protedmy pre jedenast’ kmenov sinice (Tab.
1) boli stiahnuté vo formate FASTA 1z databazy protedbmov na stranke
https://www.uniprot.org/proteomes/. Vsetky proteiny aich sekvencie sa spojili do

jedného suboru - synechococcus.fasta, ktory sa pouzival d’alej.

Tab. 1 Kmene sinice Synechococcus a pocet proteinov v prislu§nom protedéme

Kmen Pocet proteinov

Synechococcus sp. Strain ATCC 27167 PCC 6312 3541

Synechococcus sp. strain ATCC 27264 PCC 7002 PR-6 3179

Synechococcus sp. strain ATCC 29403 PCC 7335 5475
Synechococcus sp. (strain CC9311) 2882
Synechococcus elongatus (strain PCC 7942) 2657
Synechococcus sp. (strain JA-2-3B'a(2-13)) 2835
Synechococcus lacustris 2879
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Tab. 1 Kmene sinice Synechococcus a pocet proteinov v prislusnom protedéme (pokracovanie)

Kmen Pocet proteinov
Synechococcus sp. MIT S9508 2817
Synechococcus sp. PCC 7502 3310
Synechococcus sp. WH 5701 3316
Synechococcus sp. (strain WH7805) 2874

Pre tvorbu programu pre vypocet hmotnosti proteinov v protedéme bol zaloZzeny novy
stbor v python formate vypocet_hmotnosti.py. Kedze sa pracovalo s FASTA formatom,
bolo potrebné najst vhodné kniznice umoziujice pracu s nim. Na to bol vybrany
biopython, kolekcia nastrojov obsahujlca triedy predstavujice biologické sekvencie,
ktoré dokaze Citat', ale aj zapisovat’ do d’alSich réznych formatov stborov. Ulahcuje
pracu so sekvenciami a udajmi o nich, ¢o zrychly vykon programu a celkovo aj zkréati
kod.

4.1.1 Vypocet hmotnosti proteinu

Hmotnost proteinu sa vypo¢ita z jeho sekvecie, Cize postupnosti aminokyselin za sebou.
Kvoli tomu je potrebné poznat hmotnosti jednotlivych aminokyselin, z ktorych sa protein
skladd. Hmotnosti, ktoré boli vyratane, boli priemerna (vazeny priemer hmotnosti
jednotlivych izotopov) a monoizotopicka (vypocitana z presnych hmotnosti prvkov).
Tieto udaje su I'ahko dohl'adatelné, v programe boli pouzité hmotnosti so zaokrihlenim
na Styri desatinné miesta zo stranok www.proteinsandproteomics.org (tab. 2). Pri vypocte
sa zohl'adnila tvorba peptidovych vizieb (formalne strata vody na jednu vézbu) plus
existencie aminoskupiny na N-konci a karboxyskupinu na C-konci. Pouzili sa preto
molekulové hmotnosti aminokyselinovych zvyskov a piipocivala molekulova hmotnost’

vody (H pre N-koniec a OH pre C-koniec).

Na uloZenie hodnot hmotnosti aminokyselin boli vytvorené dva slovniky fungujice na
principe ukladania Udajov do parov vo forme — kIai¢:hodnota. Do jedného sa vlozili
hodnoty priemernej a do druhého monoizotopickej hmotnosti z tabuliek (Tab. 2). Okrem
zakladnych 20 aminokyselin slovniky obsahuju aj hodnotu X : 0.0000, ktord sa

Vv sekvenciach pouZiva na zvyraznenie pritomnosti nezndmej aminokyseliny.

Dalej bola v programe vytvorena funkcia vypocet_proteomu (Obr. 9), pre ktorej

zahdjenie su potreba dva subory: file_in vo FASTA afile_out vtextovom formate.
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Prostrednictvom kniznice biopython sa pouzila trieda SeqlO sliziaca na pracu so
stuborom sekvencii. Tato trieda bola zavolana v cykle for, aby program otvoril FASTA
stbor, nasledne prechadzal jednotlivé sekvencie samostatne. Prikazom .description sa
oddelili nazvy proteinov od ich ID. Nasledne sa vytvorili premenné, do ktorych prikaz
sum zrataval hmotnost’ aminokyseliny po aminokyseline, ako isli za sebou v sekvencii.
Na zaver sa K tejto hodnote priratala este hmotnost’ vody 18.0105. Tieto premenné boli

zaokruhlené s funkciou round na 4 desatinné miesta.

Tab. 2 Molekulové hmotnosti aminokyslinovych zvyskov v proteinoch

Nézov aminokyseliny Skratka Priemerna Monoizotopicka
hmotnost’ hmotnost’
Alanin A 71.0788 71.03711
Cystein C 103.1448 103.00919
Kyselina asparagova D 115.0886 115.02694
Kyselina glutamova E 129.1155 129.04259
Fenylalanin F 147.1766 147.06841
Glycin G 57.0520 57.02146
Histidin H 137.1412 137.05891
Izoleucin | 113.1595 113.08406
Leucin L 113.1595 113.08406
Metionin M 131.1986 131.04049
Asparagin N 114.1039 114.04293
Prolin P 97.1167 97.05276
Glutamin Q 128.1308 128.05858
Arginin R 156.1876 156.10111
Serin S 87.0782 87.03203
Treonin T 101.1051 101.04768
Valin V 99.1326 99.06841
Tryptofan W 186.2133 186.07931
Tyrozin Y 163.1760 163.06333
Neznama X 0.0000 0.0000
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def vypocet_proteomu(file_in,out_file):

non

with open(out_file,"w") as outt:
sys.stdout = outt

for seq_record in SeqI0.parse(open(file in, mode = "r"),"fasta")
#predefinovanie opisu proteinov- odstranenie id-Ciek
seq_record.description=" ".join(seq_record.description.split()[1:])
terminator = seq_record.description.index('0s=")

#vypocet jednotlivych vah, +voda

weight = sum((weights average[p] for p in seq_record.seq),18.0105)
weight = round(weight,4)

weight2 = (sum((weights mono[p] for p in seq record.seq),18.0105))
weight2 = round(weight2,4)

X=X

#vypis len vah mensich nez 20 000
if (weight<20000) and (weight2<20000):
if X in seq_record.seq:
pass
else:
print(seq_record.id, "\t", weight, "\t", weight2,"\t", seq_record.description[:terminator] )

Obr. 9 Funkcia na vypocet hmotnosti proteinov v proteéme

Pokial’ vieme, pre ako velké signaly potrebujeme priradzovat’ proteiny, mdéZeme si do
programu pridat’ podmienku pre vypis. Neskor pouzité signaly neboli vicsie ako ¢islo
20 000, takze sa s cyklom if vypis programu omedzil len na mensie ¢isla. Vysledkom boli
vytlac¢ené hodnoty: ID proteinu, priemerna hmotnost’, monoizotopicka hmotnost a pokial
chceme tak aj ndzov proteinu. Na nazov sa pouzil terminator aby sa vypisalo len meno

proteinu bez popisu. V d’al'Som procese sa vSak pouzil len vypis bez nazvu.

V pripade, ze sekvencia obsahovala neznamu aminokyselinu ,,.X*“, vyradila sa.
Sekvencie s neznamou sa nachadzali len v proteéme Synechococcus lacustris. Dalsou
kniznicou pouzitou v tejto funkcii okrem biopythonu bola kniZznica sys , z ktorej bol
volany prikaz stdout, ktory umoznuje ukladanie vysledkov do nového stiboru, v tomto
pripade vo forméte .txt. Vysledky sa vlozili do tabuliek (Tab. 3), s ktorymi sa pracovalo

dalej.
4.2 Program pre priradzovanie proteinov

Pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie boli veducim prace ziskané spektra
intaktnych buniek kultivovanych za pritomnosti inhibitorov a v beztiazovom prostredi.

Specifické vrcholy (piky) ztychto spektier boli od¢itané ako hodnoty m/z, ktoré
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rozpoznal program Biotyper, a nasledne boli vytvorené piklisty spektier. Vsetky spektra

boli spracované s prislusnymi kontrolami.

Tab. 3 Ukazka vysledku vypoctu protedmu Synechococcus sp. WH 5701

Priemerna  Monoizotopic .
ID hmotnost’ -k&a hmotnost’ Nazov
trjA3YY84|A3YY84 9SYNE @ 6770.9128 @ 6766.4541 Uncharacterized protein
trlA3YUZO|A3YUZ0 _9SYNE @ 5019.8421  5016.5663 Uncharacterized protein
trASYXHOA3YXHO OSYNE 44141876  4411.3329  "notosystem Il reaction
center protein |
tr|A3Z0G5|A3Z0G5_9SYNE  14041.3643 @ 14032.2419 Isrso18-transposase protein
t(6)A37
trlA3YW35|A3YW35 9SYNE 17051.3131 17040.7147 threonylcarbamoyladenosin
e biosynthesis protein TsakE
trlA3YTR3JA3YTR3_9SYNE  13422.5195 13414.2832 Uncharacterized protein
trJA3YYJ7|A3YYJ7 9SYNE  17764.5132 17753.0908 ﬁgggmb'”a“on protein
trlA3YTK2|A3YTK2 9SYNE  4829.4478  4826.326 Uncharacterized protein
3-hydroxyacyl-[acyl-
trlA3YVF5|A3YVF5 9SYNE @ 16532.5977 @ 16521.897 carrier-protein] dehydratase
FabZ occus sp. WH
rA3YY19|A3YY19 OSYNE 43332897 43304358 " notosystem I reaction
center subunit 1X
trlA3YXFOJA3YXFO_9SYNE @ 10540.0819 @ 10533.6052 Uncharacterized protein
tr/A3YYD2|A3YYD2_9SYNE 2402.818 2401.2456 Uncharacterized protein
tr/A3YY82|A3YY82_9SYNE  8699.2432  8693.4462 Uncharacterized protein
tr|A3Z082|A3Z2082_9SYNE 6863.7138  6859.3022 Uncharacterized protein
tr/A3YUY6|A3YUY6_9SYNE 8324.6394  8319.1389 Uncharacterized protein
NAD(P)H-quinone
trlASYTN5/A3YTN5_9SYNE  19804.5019 19791.817 oxidoreductase subunit J

Proteiny boli priradzované podla m/z z piklistu a priemernej hmotnosti proteinu

vypocitanej z protedmu, ktord je brand ako teoretickd hmotnost’ vypocitana zo sekvencie

z databaze UniProt. Poc¢as MALDI v pozitivnom mode dochaddza k ionizéacii, kde sa
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hmotnost” peptidu/proteinu zvaési o protén vo forme [M+H]*. Pre zistenie molekulovej
hmotnosti preto od¢itame od m/z hodnét priemernt protonovi hmotnost’ 1,007. Takze
napriklad, ak mame peptid s m/z 3035,15, potom je jeho teoretickd experimentélna
hmotnost’ 3034,14. K tejto hodnote uz moézeme priradit’ protein, podla toho ako si
stanovime toleranciu rozdielu experimentalnej a vypocitanej teoretickej hmotnosti.

V tomto algorime bola zvolend £1.

Pre program priradzujdci proteiny hodnotdm m/z bol vytvoreny novy subor
priradenie.py. V kode bola pouzita len kniznica Sys, znova pre jej prikaz na vypisovanie

vysledku do nového stiboru. Dalej boli vytvorené dve funkcie.

4.2.1 Priradenie proteinov

Prvou funkciou je priradenie_proteinov(proteom,signals), ktord pre chod potrebuje
vypocitané hmotnosti proteinov z protedmu v subore ozna¢enom ako proteom a subor
signals s hodnotami m/z, ktorym chceme priradit’ proteiny (Obr. 10). Najskor sa s with
open otvoria subory s protedmom a pre vypis vystupnych hodnét. Vo for cykle sa berie
riadok zo suboru proteom (bez ndzvu proteinu) a prikaz split ho rozdeli. Z hodnét ID,
priemernad a monoizotopicka hmotnost’ sa vytvori slovnik ID:priemerna, monoizotopicka.

Hmotnosti sa zaokruhlia na dve desatinné miesta a pretypuju na float.

Dalej sa otvori subor signals as cyklom for sa stbor prechadza riadok po riadku.
Kedze pouzité hodnoty obsahovali desatinni Ciarku a v pythone sa na tato funkciu
pouziva bodka, metdda replace to napravi. Hodnoty sa pretypujd na float a zaokruhlia na

dve desatinné miesta.

Vytvori sa nova premenna exper, ktora stoji ako M(exp) a od m/z sa od¢ita hmotnost’
naboja 1,007. Nasleduje vytvorenie premennej rozdiel, za ktorou stoji ¢islo vzniknuté

od¢itanim experimentalnej hodnoty od priemernej hmotnosti.

Cyklom if sa vyberi hodnoty rozdielu v rozmedzi 1 az -1. Pre kontrolu sa vytvoria
dve nové premenneé. V prvej je priemerna hmotnost’ s prirdtanou hmotnost'ou naboja,
stojaca ako teoretickd m/z. V druhej je vypocitany rozdiel experimentalnej m/z od
teoretickej. Funkcia kon¢i vypisom hodndt (Tab. 4): m/z, experimentalna hmotnost,
rozdiel, priemerna hmotnost’, teoreticka m/z, monoizotopicka hmotnost’ a s ID proteinu

sa vola funkcia nazov(key) pre zistenie prislusného nazvu proteinu.
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def priradenie proteinov(proteom, signals):
with open(proteom) as p:
with open(out file,'w') as out:
sys.stdout = out
for line 1in p:
(key,av,mo) = line.split()
d[key] = av, mo
avr = round(float(av),2)
mol = round(float(mo),2)
with open(signals) as f:
for 1 in f:
1 = 1.strip()
1=1.replace(’,’,".")
mz = float(1)
mz = round(mz,2)
exper = round((mz - 1.007),2)
rozdiel = round((exper - avr),?)
1f (rozdiel<=1) and (rozdiel»=-1):
avmz = round((avr + 1.007),2)
rozdiel2 = round((mz - avmz),2)
if (rozdiel2¢=1) and (rozdiel2»=-1):
print(mz, "\t', exper, "\t', rozdiel, "\t', avr, "\t',
avmz, "\t', mol, "\t', key, "\t', nazov(key))

Obr. 10 Funkcia pre priradenie proteinov

4.2.2 Funkcia pre priradenie nazvu

Ked'ze v programe sa pracuje so slovnikom, v proteom sa berie ¢isto stibor, ktory ma
v riadku len tri hodnoty: ID, priemerni a monoizotopickii hmotnost. Keby tam je aj
nazov proteinu, slovnik by sa nedal pouzit, pretoZe ndzvy nemaju rovnaky pocet slov pre
kazdy protein, tym padom by sa riadok nedal rozobrat’. Vytvorila sa preto druha funkcia,
nazvana nazov(key) (Obr. 11). Ako vstup berie hodnotu key, ktord obsahuje 1D kod

proteinu.
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m/z

3766,1

3912,55

4161,75

4161,75

4161,75

def nazov(key):

compare dict = {}

compare_dict[key.strip()] = None

compare tuple = tuple('>" + a for a in compare dict.keys())

with open(fasta) as fh:

for line no, line in enumerate(fh, 1):
if line.startswith(compare tuple):

key, value = line.split(" ", 1)
key = key[1:]
terminator = value.index('0S=")
compare dict[key] = value
return (value[ :terminator])

Obr. 11 Funkcia pre priradenie nazvu proteinu podl'a ID

Najskdr sa z hodndt key vytvori prazdny slovnik compare_dict, pricom metoda strip
zbavi kI'i¢e prazdnych medzier. Nasledne sa vytvori compare_tuple, kde sa pred ID prida
znak ,>“. S otvorenym protedmom sa v cykle for ocisluja sekvencie (line_no) a oddelia

sekvencie (line).

Cyklus if zaruci, ze sa vybera len sekvencie, ktoré zacinaju rovnako ako hodnoty
v compare_tuple. S metddou split sa oddeli ID od nazvu proteinu zo sekvencii. Dalej sa
odstrani znak ,,> z kI"a€ovej hodnoty ID a do compare_dict sa na zaklade zhodnosti ID
priradi hodnota value obsahujuca nazov, ¢im slovnik uz nie je prazdny. Ta sa eSte omedzi
s terminator, pre vypis ndzvu bez popisu sekvencie. Vystupom funkcie je hl'adany nazov

proteinu.

Tab. 4 Ukazka vystupu funkcie priradenie proteinov

M(exp) rozdiel  Priemernd Teoreticka Monoizo- Protein
hmotnost®  m/z topicka
hmotnost’

Cytochrome B6-F

3765,09 0,58 3764,51 3765,52 3761,99 .
complex subunit 5
Photosystem Il

3911,54 0,82 3910,72 3911,73 3908,19 reaction center
protein M
Photosystem Il

4160,74 -0,25 4160,99 4162 4158,34 reaction center X
protein

4160,74 0,14  4160,88 4161,89 415823 ~ Uncharacterized
protein

4160,74  -0,26 4161 4162,01 415827 ~ Uncharacterized
protein
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m/z

4161,75

4605,41

4605,41

4605,41

4605,41

4605,41

4925,94

4925,94

Tab. 4 Ukazka vystupu funkcie priradenie proteinov (pokracovanie)

M(exp) rozdiel Priemerna Teoretickd  Monoizo- Protein
hmotnost’ m/z topicka
hmotnost’

416074 0,82 4150,92 4160,93 415703 ~ Uneharacterized
protein
Uncharacterized

4604,4 0,31 4604,09 4605,1 4601,27 rotein

46044 024 460416 460517 460108 ~ Oncharacterized
protein

46044 0,97 4603,43 4604,44 4600,45 Unch_aracterlzed
protein

46044 084 460356 460457 46003 ~ Uncharacterized
protein

46044 0,05 4604,35 4605,36 401,45  Uncharacterized
protein

492493 0,16 492477 492578 492156  Cytochromeb5s9
subunit beta

492493 -0,97 49259 492691 492263 ~ Uncharacterized

protein

4.3 Porovnanie signalov

Signaly, ktorym sa priradzovali proteiny, boli ziskané zo spektier bunky rovnakého
druhu, ale kultivované za roznych podmienok. Proteiny, ktoré im boli priradené, sa preto
mohli lisit’. So stanovenim urcitych hranic mézeme skumat’, ktoré signaly si boli podobné

napriek rozdielom pocas kultivacie a naopak sa da zistit’, v akej miere latky menia bunku.

4.3.1 Podobné signaly

Pre ziskanie podobnych signalov bol vytvoreny stibor porovnanie_signalov.py. S def sa
vytvorila nova funkcia, ktord bola nazvana porovnanie_podobne(signaly 1, signaly 2)
(Obr. 12), ktora berie ako vstup dva subory so signalmi. Najskér sa zavola funkcia with
open, ktora otvori prvy siibor so signalmi, presnejsie s kontrolnou vzorkou. S cyklom for
sa V nasledujucich procesoch berie subor riadok po riadku. Kazdému riadku, teda kazde;j
hodnote sa zmeni typ na float a vytvori nova premenna od ktorej sa od¢itava ¢islo 1,007
pre zisk M(exp)l. Dalej sa otvara sibor so signalmi, ktoré chceme porovnavat s
kontrolou. Tu sa opakuje proces s for a vytvoria sa dve nové premenné, M(exp)2 pre

hodnoty m/z tohoto dokumentu.
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def porowvnanie_podobne(signaly_ 1, signaly_2):
spolocne = {}
kontrola = {}
porovnanie = {}

with open({signaly_1,"r") as file:

for 1 in file:
i=d.strip()
i =i.replace(",”,".")
mz = float(i)
exper = mz - 1.087
exper = round(exper,2)

with open(signaly_ 2, "r") as f:

for y in f:
X = y.strip()
z = x.replace(”,",".")

mz2 = float(z)

exper2 = mz2 - 1.9a87

exper2 = round{exper2,2)

rozdiel = round(exper - experz2,2)

if rozdiel <= 3 and rozdiel >=-3:

print{mz,"\t", exper,”\t", rozdiel, "\t", mz2, "\t", exper2)
spolocne[rozdiel] = mz, exper, rozdiel, mz2, exper2
kontrola[exper] = mz

porovnanie[exper2] = mz2

return spolocne, kontrola, porovnanie

Obr. 12 Funkcia porovnanie_podobne

Druha premenna obsahuje hodnotu ziskanti vypoctom M(exp)1-M(exp)2. Nasleduje
cyklus if zaruéujuci, ze vysledky neprekonaju stanovené hranice. V kode (Obr. 12) sa
interval stanovil na vel’kost Siestich jednotiek, Cize sa obmedzi na rozdiely s hodnotou
mensiou ako 3 a védcSiou ako -3. Nasleduje vytla¢enie vysledkov (Tab. 5) auloZenie
hodn6t do troch slovnikov. Prvy slovnik spolocne obsahuje hodnoty, ktoré sa vytlac¢ili
(Tab. 5). Kontrola a porovnanie obsahuju len hodnoty m/z, ktoré maju podobné. Kontrola

pre prvy a porovnanie pre druhy vstupny subor.

Tab. 5 Ukazka vystupu funkcie porovnanie_podobne

CTRL 1uM Fa

m/z M(Exp) Rozdiel m/z M(Exp)
4605.1 4604.09 0.97 4606.07 4605.06
4621.75 4620.74 -1.59 4620.16 4619.15
4863.37 4862.36 -2.77 4860.6 4859.59
4928.4 4927.39 -0.74 4927.66 4926.65
4977.23 4976.22 2.74 4979.97 4978.96
5000.41 4999.4 -2.49 4997.92 4996.91
5385.43 5384.42 2.49 5387.92 5386.91
5472.06 5471.05 -0.25 5471.81 5470.8
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Tab. 5 Ukazka vystupu funkcie porovnanie podobne (pokracovanie)

CTRL 1uM Fa

m/z M(Exp) Rozdiel m/z M(Exp)
5510.27 5509.26 -2.01 5508.26 5507.25
5541.04 5540.03 -1.84 5539.2 5538.19
5563.93 5562.92 -1.59 5562.34 5561.33
5578.64 5577.63 -1.21 5577.43 5576.42
5596.17 5595.16 -2.07 5594.1 5593.09
5752.08 5751.07 2.56 5754.64 5753.63
5766.31 5765.3 1.84 5768.15 5767.14
5896.03 5895.02 0.73 5896.76 5895.75
5999.51 5998.5 -1.7 5997.81 5996.8
6026.75 6025.74 -2.2 6024.55 6023.54
6041.31 6040.3 -0.08 6041.23 6040.22
6072.53 6071.52 -2.49 6070.04 6069.03
6151.63 6150.62 -0.51 6151.12 6150.11
6167.19 6166.18 -1.48 6165.71 6164.7
6345.12 6344.11 2.67 6347.79 6346.78
6900.22 6899.21 -2.79 6897.43 6896.42
7070.04 7069.03 2.85 7072.89 7071.88
7087.28 7086.27 -0.41 7086.87 7085.86
7179.05 7178.04 -2.53 7176.52 7175.51

4.3.2 Rozdielne signaly

Ked’ uz mame urcené, ktoré signaly su si podobné, je dobré vypisat’ si aj tie rozdielne.
Pre tato ulohu boli vytvorené nové funkcie (Obr. 13). Obidve fungujd na rovnakom
principe. Nacitajd sa hodnoty z prislusného slovnika so spolo¢nymi signalmi a subor

s hodnotami m/z bud’to z kontroly, alebo porovnavaného vzorku.

Najskor sa zo slovnika so spolo¢nymi signalmi vytvori list. a v cykle for sa postupne
prechadza. Dalej sa otvori subor so signalmi s with open v mode ,,read”. V cykle for sa

zoberie riadok s ¢islom, upravi sa, pretypuje a ulozi sa do listu k alebo p.
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def kontrola (signaly 1, kontrola):
s = list(kontrola.values())

g =

def porovnanie(signaly_2, porovnanie):
s = list{porovnanie.values())

k=[] p=I]
rozdielne = [] rozdielne = []
with open(signaly 1,"r") as file: with open(signaly_2, "r") as file:
for line in file: for line in file:
line = line.strip() line = line.strip()
line = line.replace(",",".") line = line.replace(”,”,".™)
mz = float(line) mz = float(line)
k.append(mz) p.append{mz)
for item in k: for item in p:
if item not in s: if item not in s:
print{item) print{item})
rozdielne. append(item) rozdielne.append(item)

return (rozdielne) return (rozdielne)
Obr. 13 Funkcie pre zisk rozdielnych signalov

Dalej sa pouzil cyklus v cykle. V prvom (for) sa zaisti, Ze hodnota sa nachadza v liste
k alebo p. V druhom (if) sa skontroluje, Ze nie je v liste s podobnymi signalmi a ulozi sa
do nového listu. Nakoniec sa zaisti vystup hodnét s print, kde sa vytla¢i rozdielne m/z.

Pre istotu sa ulozi aj do nového list-u, ktory je zaroven aj vystupom celej funkcie.

4.4 Vyuzitie kodov v praxi

Po navrhnuti a naprogramovani algoritmov nasledovala ich skuska s konkrétnymi
peaklistmi zlozenymi z hodndt m/z ziskanych z buniek Synechococcus kultivovanych
za rdznych podmienok. Hodnoty m/z pre jednotlivé spektra sa vlozili do samostatnych
.TXT suborov, ktoré boli nasledne pouzité ako vstupné data pre priradenie_proteinov
(proteom,signals). Vysledky sa vypisali do novych textovych suborov, ktoré boli

spracované do tabuliek v exceli. Tabulky sa zoradili od najmensieho m/z po najvicsie.

Na hodnoty m/z v textovych stiboroch sa pouzili aj algoritmy pre porovnanie signalov
vzorky so signalmi kontrolnych spektier. Maximalny rozdiel pre podobné signaly sa
zvolil 3 jednotky hore a3 dole, ¢ize sa porovnavalo na intervale o velkosti 6-tich
jednotiek. Vysledky sa vlozili do novych tabuliek v exceli (priloha Tabulky), taktiez sa
do nich dali vysledky z kodu pre rozdielne signaly. Pre kazdé porovnanie tak vznika
tabulka s podobnymi signdlmi, kde je uvedend hodnota m/z a M(exp) a dve tabulky
s rozdielnymi signdlmi: tabulka ,,CTRL* (zna¢i kontrolu) obsahuje signaly, ktoré sa
vyskytli len v kontrole a nie vo vzorke a tabul’ka pre vzorku, kde st len signaly vytiahnuté
zo spektra vzorky a nevyskytuja sa v kontrole. Kedze rozdiel medzi podobnymi signalmi

mohol byt’ vacsi ako rozdiel medzi m/z a hmotnost'ou priradeného proteinu, mohlo dojst’
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k situacii, ked’ si signaly sice boli podobné, ale im priradené proteiny sa liSili. Pre

rozdielne aj spolo¢né hodnoty m/z sa znova pouzila funkcia pre priradenie_proteinov,

0 tychto proteinoch sa pojednava v nasledujacich ¢astiach.

4.4.1 Kultivacia Synechococcus za pritomnosti inhibitorov

V laboratorii boli ziskané spektrd Synechococcus buniek, ktoré boli kultivované

v pritomnosti metabolickych inhibitorov aich prislusnych kontrél. Medzi pouzité

inhibitory patrili inhibitory metabolickych procesov, akym je glykolyza — 2-

deoxyglukdza (DG), citratovy cyklus — fluoroacetat (FAA) a malonat (MA) po dobu 1 az

3 tyzdnov. Pri kultivacii sa pouzili rézne koncentracie latok a to 1, 2, 5 a 10 uM. Z takto

vzniknutych spektier boli ziskané diagnostické piky (m/z).

Spektram sa pridelili proteiny aich piky sa porovnali s referenénymi/kontrolnymi

spektrami. Vznikli tak tabulky s podobnymi a rozdielnymi signalmi. Pre vysledky

ohl'adom latky DG prebehla aj kontrola, ¢i rozdiely skutocne patria zmysluplnym pikom

a nejedna sa len o Sum.

my Mi{Exn]
3766.1 376509 317053 316952 3 C 3080 07941 331255 391154 i872.18 37661 376503 30335T 303256
460541 7 4604.4 381301 | 38120 0 3 381208
437585 497484 491296 491195
536342 | 5362.41 513343 | 512242
537171 53707 523744 523643
538531 | 538423 525233 | 525132
561512 561411 536754 536653
585946 | 585845 538139 | 538038
591102 591001 545192 545091
602609 | 602508 549333 | 549232
610347 610246 55081  5507.09
628139 | 628028 55343 | 552319
632515 632414 562097 * 561996
690312 | 6902.11 563635 | 5635324
693547 693446 570875 570774
733086 | 732985 576415 | 576314
749782 749681 578159 578058
TI7S66 | TTTA6S 583667 | 83566
781087 780996  Sa770 587599
794274 | 794173 596441 | 5963.4
801733 801632  GO2086 601985
810667 | 810566 609264 609163
815707 815606 613305 613204
818694 | 818593 | §22048 621347
829314 829213  §26304 626208
849634 | 849533 |  §37693 | 627591
853462 853361 £320ATF  6IITAE
857404 | 857303 | §38F.A3 | 6IE.AL
682931 HE8192  §405.02 640401
873281 | @731s 646354 | 646253
874046 874845  §47835 647734
887291 | 88719 650451 | 65035
914423 914322  §51836 651735 873281
917263 | 917162 |  §533.02 | 653201
96ITAT 967646 666105 666004
975085 | 974984 | §91822 | 691721
9923.44 9922.43 704367 04266
335209 | 3956108 730131 | 73003
1031493 1031392 750099 743998
10564.63 1056362 755257 755156
1073599 1073498 781564 781463
1076338 1076237 S09152 809051
1095546 1095445 929658 829557
1147639 1147538 87443 874329
1149584 1149483 1071318 1071217
1230308 1230207 1073208 1073107
1241395 1241294 107673 1076629

CTRL 10 uM DG

1
A4 11494383
8 11510

12 3| 1.

1241395 12412394 921077 2920876

Obr. 14 Obrazok tabuliek s rozdielnymi signalmi z prvého tyzdna kultivacies 1,2, 5a 10 uyM DG
(zlava). ,,CTRL* (kontrola) obsahuje signaly vyskytujuce sa len v kontrole a tabul’ka
vzorky (1, 2, 5a 10 uM) signaly vyskytujlce sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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4.4.1.1 Deoxyglukédza

2-Deoxygluk6za(DG) je organicka zli¢enina odvodena od glukozy nahradenim
hydroxylovej skupiny druhého uhliku atbmom vodika. P&sobi kompetetivnu inhibiciu
produkcie glukdzy-6-fosfatu z glukdzy na zaciatku glykolyzy. Pre signaly intaktnych
buniek kultivovanych s DG sa vo vSetkych spektrach vratane kontroly identifikovali

hlavne tzv. necharakterizované proteiny (,,Uncharacterized protein®).

Po prvom tyzdni sa vo vSetkych spektrach nasli signaly odkazujuce na 3 ribozomalne
proteiny: ,,50S ribosomal protein L32%, ,,50S ribosomal protein L35, ,,30S ribosomal
protein S18“. Identifikovali sa prevazne proteiny stuvisiace s fotosyntézou akymi su
,Protein PsbN*, , Phycobilisome 7.8 kDa linker polypeptide, allophycocyanin-associated,
core, rozne typy reakéného centra fotosystémov (napr. ,,Photosystem Il reaction center
protein K*, ,,Photosystem I reaction center subunit PsaK®,...). V kazdom spektre sa naSiel
minimalne jeden ,,Nifl1l domain-containing protein“ priradeny pre rozdielne piky. Tieto

proteiny patria do rodiny Nifl 1, ktora stvisi prevazne s funkciou fixacie dusika.

V rozdielnych signaloch (Obr. 14) sa nasiel aj protein suvisiaci s bukovym cyklom a to
,,Cell division topological specificity factor* pre 1 uM (m/z 10 713.18), ktory sa podiel'a
na deleni bunky. V spektre s 5 uM to bol ,,Cell division protein SepF* pre m/z 10 776. Na
rozdiel od kontroly, spektrdam boli priradeny ,,Putative transcriptional regulator. ,,ORF
3“bolu 2abuM,,Sigma factor SigF* a ,,Thiamine_BP domain-containing protein,,u 10

uM. 1 uM sa priradil ,,Lhc-like protein Lhl4* a ,,Y CII domain-containing protein®.

Podra tabuliek s podobnymi signalmi ich najviac podobnych s kontrolou ma spektrum
bunky s 10 uM DG. Vicsina tychto signalov bola priradena ,,Uncharacterized protein®,
ale naslo sa aj par suvisiacich s fotosyntézou, transkripciou (,,DNA-directed RNA
polymerase subunit omega“ pre m/z 8763.58 a 8763.33) a vazbou nukleovych kyselin
(,,RNA-binding protein® pre m/z 10 774.75 a 10 774.6).

Pre spektra z druhého tyzdna bolo priradenych v priemere najmenej proteinov.
V kazdom sa naslo po dva ribozomalne proteiny (,,50S ribosomal protein L34, ,50S
ribosomal protein L35%). Priradilo sa nickolko proteinov stvisiacich s fotosyntézou
a s funkciou bunkovej zlozky (,,CAB/ELIP/HLIP family protein®, ,,Salt-stress induced
hydrophobic peptide*). Spektram, narozdiel od kontroly (Obr. 15), 1 a 2 uM bol priradeny
,LORF3“ protein, 5 a 10 uM ,,CsbD domain-containing protein®. Proteiny domeny CsbD
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st zndme ako vSeobecné bakterialne proteiny reagujici na stres a ORF3 (,,Open Reading

Frame 3%) je virusovy protein, zvycajne suvisejuci s apoptdzou.

Dalej boli vietkym spektram priradené proteiny suvisiace s viazanim ATP. ,,10 kDa
chaperonin“ chaperén, priradeny pre 1 pM (m/z 10747.72). U ostatnych islo o
,Carbohydrate uptake ABC transporter-2(CUT2) family, ATP-binding protein,
truncation®. Tieto proteiny patrili rozdielnym signalom, ¢iZe ich kontrola neobsahovala.
Najviac podobnych signalov s referenciou malo spektrum s koncentraciou 1 pM.

Podobné signaly patrili prevazne ,,Uncharacterized protein®.

Narozdiel od kontroly (Obr. 15), spektrum 1 puM obsahovalo napriklad protein
,Photosystem Il reaction center protein K* (m/z 5 783.36) a ,,Chlorophyll A-B binding
protein“ (m/z 7557.23). ,Bacterial nucleoid protein Hbs*“ a ,.4-hydroxythreonine- 4-
phosphate dehydrogenase“ sa priradili rozdielnym signalom zo spektra 2 uM. Pre 5 uM
sa v rozdielnych signaloch priradil ,,Addiction module toxin, HicA family, pre 10 uM

,Molybdenum-pterin binding domain protein®, ,,GtrA-like protein“a ,,Acylphosphatase*.

2 uM DG 10 uM DG
myfz M Exp) myz MY Exp)
3a123 381129 35 357158 7 320756
387175 3 4

357153 357057 303385 303234
476527 476426 447767 | 447666
503403 503302 469886 463785
527488 | 527387 47237 | 472263
5294395 5293394 4827.19 4826.18
537523 537427 506498 5063397
538989 533883 511235 511134
573581 57348 512507 512406
588317 588216 524043 523348
598631 59853 525459 525358
63539 635289 536327 536326

6560.44 6553.43 538409 538308
&738.41 67374 545752 545651
73II80L 73370 5510.34 | 550933
746109 746008 562147 562046
7a7aaz 747891 570358 570857
743352 743851 576855 576754
772983 772882 578336 578235
ITELE6  TTI0AS 58031 580209
781367 7812 66 584026 583325
783015 782914 589634 5835133
796461 79636 534743 594648
809127 809026 5966.18 5965.17
820825 | 820724 598224 | 538123
830919 830889 609241 60914
868379 8638273 611179 | 611078
863719 863613 613582 &613481
870126 870025 6207.76 | 620675
87099  8708.83 62222 6221183
87440 8742499 632837 | 632736
876363 876267 636783 636682
200757 900656 6390.1 538909
910953 910852 640682 640581
913038 | 912937 | 642484 | 542383
91325 913143 648233 648132
9145394 9144393 653341 65334
916137 916076 65528 655179
917503 917402 6609.16 | 6608.15
974108 974007 666627 666526
475372 a758.71 679181 67908
4738333 4973837 681094 680993
981064 980963 688589 | 638488
993631 99353 631804 691703
1025257 1025156 693931 | 63383
1026879 1026778 704331 70433
107220 1072099 714521 7la42
1073764 1073663 743807 743706
1075329 1075228 755723 755622
1101956 1101855 783383 783283
1143362 | 1149261 901557 | 901456
1173672 1173571 1027464 1027363
1182367 | 1182266 1028886 1028785
1184424 1184323 1030967 1030866
1217955 1217854/ 1031387 1031886
1221261 122116 10747.72 10746.71

1497864 1497763

Obr. 15 Obrézok tabuliek s rozdielnymi signalmi z druhého tyzdna kultivacie s 1, 2, 5a 10 uM
DG (zl'ava). ,,CTRL* (kontrola) obsahuje signaly vyskytujuce sa len v kontrole a tabul’ka
vzorky (1, 2, 5a 10 uM) signaly vyskytujlce sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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2pM DG CTRL 5pM DG CTRL 10 pM DG CTRL

miz__ M[Exp) Rozdidl mfzz M[Bxp)2 miz  Meq) Rudid miz  mBgR miz_ Mexp] Roil mfzz mExpl2
460501 46040 013 4E0S.4 460413 460,23 4505.14 450413 450597 450495 0.83 460504 450403 462115 462014 105 4520
462005 452004 085 452008 4518.08 462006 361915 | 0.07 | 4520.08 | 4618.08 4520.82 7 B
491047 451345 196 451251 49105 491132 48 4915.05
402859 45275 05 4527.7% 452678 452715 48 492831
57292 5LEL -LEL  SIATS 5B 57264

538596 538408 -1.03 S3BE.BD 53ET.ER
S73.8  TLTE 129 547251 S4TLS
5541.03 | 5540.07 0.08 554055 553884
336495 356354 062 356113 556312
557817 | 557716 0.6 S578.77 SSTL7E
559569 5504.68 174 5593.55 555294
5754.04 | 575303 -133 5755.37 | 5754.36
578463 S7ELEL 133 57633 SIELS
588656 508555 2.52 5583.64 | 5582.63
500899 S0CT2E 131 590768 5O06.67
602627 02328 134 602453 | 6023.52
6070.83 €069.82 0.11 E070.72 €0E8.71
616802  6167.01 -0.04 6168.06 | 6167.05
628702 628601 0.06 628686 6285.95
656143  €580.42 -0.66 6562.00 | 656108
668524 668423 174 66B3.5 668249
679112 678011 17 E7BBAZ 67RT.AL
6899.7 G6AE.E9 0.01 6893.69 GBSR.GE
705203 | 705102 200 705002 | 704501
706806 7O67.05 -151  7059.97 T0GB.%6
708942 | TOEELL 171 F0E7.41 70864
719666 719565 0.79 719587 T194.35
75334 753238 171 7530.60 | 7525.68
T631.16 763015 -L57 763273 TEILTZ
76641 | 7663.08 -L13 766513 TeRLI1
795247 TEELAE 0.4 795207 795106
820683 | B205.82 162 B205.01 8204.0
£329.81 E328B 0.5 E32886 E327.85
E768.66 E7ET.E5 072 B760.38 | B76E.37

S4T2.88
5541.19
5563.95
537834
5596.08
5753.43
5784.84
5384.22
5398.39
6025.84
6070.57
6167.59
6297.71
6683.88 G5B
6790.39
6899.79
7L
T089.24
714281
7197.79
753286
763109
7650.96
7664.57
1813.36
E330.99
910894 13
072548 572447 155

783171 |7
784659 7
83,
&7
a1

972587 972486 154 97835 w9
10038.02 10037.04 -2.73 10040.75 10038.74
11516.98 1151597 1.53 11515.45 11514.44
12210.56 12209.55 0.61 12208.75 12208.74

9763.54 ¢
102433 | 1
11517.43 11516,

Obr. 16 Obrazok tabuliek s podobnymi signalmi z tretieho tyzdna kultivacie s 1 (38), 2 (38), 5
(33)a 10 (37) uM DG (zl'ava)

Vzorkam z treticho tyzdia sa sice priradilo viac proteinov ako z druhého, ale mali
menej podobnych signalov s referenciou (Obr. 16). Bolo priradenych menej proteinov
suvisejucich s fotosyntézou ako v ostatnych tyzdnoch. V rozdielnych signaloch sa naslo
viac savisejucich s translaciou a vazbou DNA, napriklad ,, Translation initiation factor IF-
1¢, ,,Helix-turn-helix motif protein*“ a ,,DNA-directed RNA polymerase subunit omega“.
Dalsou skupinou priradenych proteinov boli transportné: ,,NAD(P)H-quinone
oxidoreductase subunit L“ a “ Proton-translocating NAD(P)(+) transhydrogenase*.
V spektre s 10 uM bol aj protein ,,Carbon dioxide concentrating mechanism/carboxysome
shell protein® fixujuci oxid uhli¢ity. VSetkym spektram boli priradené proteiny ,,Y cfA-
like protein“ — s funkciou vizby mRNA, ,,Conserved hypothetical membrane protein

— membranovy komponent a ,,DUF2191 domain-containing protein®.

4.4.1.2 Porovnanie spektier a rozdielnych signalov pre DG

U spektier, ktoré vznikli z buniek kultivovanych s deoxyglukézou, prebehlo porovnanie
tabuliek pre podobné a rozdielne signaly v programe mMass. Vzdy sa otvorili dve spektra
naraz- referenéné a spektrum Kkultivované s nejakou koncentraciou DG pocas troch

tyzdiov. Kazdé bolo zobrazené inou farbou a jedno sa pomocou funkcie flip prevratilo
(Obr. 17).
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Obr. 17 Zobrazenie dvoch spektier v programe mMass. Modrou farbou je referenéné spektrum
pre prvy tyzden. Zelenou farbou je spektrum vzorky kultivovanej s 1 uM jeden tyzden.

Pomocou mysky je mézné v mMass si spektrum priblizovat’ a postuvat’ podl'a potreby.
Hodnoty signalov, ktoré sa hl'adali, boli z tabuliek s rozdielnymi signalmi (Tab. 6, Priloha
priradene_1-3w_DG_mMass.xlsx). Pomocou nastroja ,,Label peak* sa oznacuje pik vo
vybranom spektre priblizne v Cisle, ktoré sa hl'ada (Obr. 18). Véacsina vybratych pikov
sedela s tabul’kami a nenachadzala sa d’alej ako v rozmedzi +1,5. Ak sa pik nachadzal az
Vintervale <+£3, +1,5>, pridal sa do tabulka za hodnotu znak ,,**. V ojedinelych
pripadoch sa stalo, ze pik sa nevyskytoval v oblasti, kde sa hl'adal. ISlo teda o Sum a za

hladané ¢islo sa dal znak ,+.

© Synechococcus_S4_CTRL_DG_3rd_week &
s t us_S4_05uM_DG_3rd_week
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204

7127 4973
e
Lf_
<,
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i
204 |\
h

-304

I8 S0l

T T T ™ T T T T T T T -
7100 7105 7110 7115 7120 7125 7130 7135 7140 7145 7150
m/z

Obr. 18 Porovnanie refecného spektra so spektrom pre vzorku s 5 uM z tretieho tyzdia. Modrou
farbou je zobrazené referencné spektrum, zelenou spektrum vzorky. Pomocou nastroja ,,Peak
label st oznacené piky pre rozdielne signaly.
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Tab. 6 Tabul’ka rozdielnych signalov medzi kontrolou (CTRL) a spektrom 5 uM DG z tretieho
tyzdna. Znak ,,+ znac¢i Sum, ,,* znaci, Ze signal sa nasiel v intervale <£3, £1,5> od uvedeného
Cisla.

5 uM DG CTRL

m/z M(Exp) m/z M(Exp)
3766.14 3765.13 3124.7 3123.69
4003.62 4002.61 4969.77 4968.76
4767.61 4766.6 4984.5 4983.49
4799.54 4798.53 4996.87 4995.86
5000.02 4999.01 5388.89 5387.88
5124.61 5123.6 6036.08 + 6035.07
5199.41 5198.4 6285.37 6284.36
5256.13 5255.12 6351.17 + 6350.16
5327.35 5326.34 6358.92 + 6357.91
5384.17 5383.16 6433.17 + 6432.16
5438.71 5437.7 6562.09 6561.08
5456.61 5455.6 6801.05 6800.04
5511.78 5510.77 6870.96 6869.95
5527.71 + 5526.7 7001.73 7000.72
5640.6 5639.59 7050.02 7049.01
5655.76 5654.75 7128.39 7127.38
5681.03 5680.02 7174.52 717351
5712.33 5711.32 7234.78 7233.77
5769.3 5768.29 7481.58 + 7480.57
5809.21 5808.2 7497.23 7496.22
5841.69 5840.68 7517.36 7516.35
5897.25 5896.24 7555.89 + 7554.88
5914.01 5913.0 7611.59 + 7610.58
5969.13 + 5968.12 7795.93 * 7794.92
6040.0 6038.99 7828.85* 7827.84
6059.8 + 6058.79 7844.89 7843.88
6098.05 + 6097.04 7952.07 7951.06
6137.38 6136.37 8017.22 * 8016.21
6152.9 * 6151.89 8179.22 * 8178.21
6207.45 6206.44 8205.01 8204.0

6225.49 6224.48 8311.75 8310.74
6281.37 6280.36 8320.0 8318.99
6346.31 6345.3 8677.01 8676.0

6374.97 + 6373.96 8709.09 8708.08
6410.13 6409.12 8769.38 8768.37
6426.4 6425.39 8828.71 8827.7

6554.82 6553.81 9085.52 9084.51
6566.54 6565.53 9130.0 * 9128.99
6739.76 6738.75 9144.55 9143.54
6812.49 6811.48 9171.11 9170.1
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Tab. 6 Tabul’ka rozdielnych signalov medzi kontrolou (CTRL) a spektrom 5 uM DG z tretieho
tyzdna. Znak ,,+ znac¢i Sum, ,,** znaci, Ze signal sa nasiel v intervale <3, +1,5> od uvedeného
Cisla. (pokracovanie)

5 uM DG CTRL

m/z M(Exp) m/z M(Exp)
6865.89 + 6864.88 9685.35* 9684.34
6884.96 * 6883.95 9734.04 + 9733.03
6923.78* 6922.77 9764.02 9763.01
6940.82 6939.81 9788.95 * 9787.94
7104.2 7103.19 9928.87 9927.86
7180.08 7179.07 9981.31 9980.3
7311.07 7310.06 10006.21 10005.2
7493.3 + 7492.29 10040.75 10039.74
7509.65 + 7508.64 10126.34 10125.33
7520.81 7519.8 10170.72 10169.71
7614.68 + 7613.67 10241.71 10240.7
7707.55 7706.54 10399.44 10398.43
7832.1 7831.09 10706.82 * = 10705.81
7964.87 7963.86 10726.36 *  10725.35
9072.32 9071.31 10739.35 10738.34
9147.99 9146.98 10742.0 + 10740.99
9326.76 + 9325.75 10765.23 + 10764.22
9745.22 + 974421 10773.32+ 10772.31
9832.28 9831.27 10984.59 10983.58
10280.71 10279.7 11138.15 11137.14
10319.82*  10318.81 11515.45 11514.44
10752.22 * = 10751.21 12161.86 12160.85
10769.4* 10768.39 12180.29 12179.28
10781.63 10780.62 12209.75 12208.74
11518.48 11517.47 12227.28 12226.27
12023.83 * = 12022.82 12245.54 12244.53
12670.78 12669.77 12284.22 *  12283.21

4.4.1.3 Kyselina fluéroctova (FAA)
Kyselina fluéroctova je chemicka zlacenina, o ktorej je zndme, ze vedie k inhibicii
enzymu akonitaza, a blokuje tak Krebsov a glyoxylatovy cyklus. Spektra vznikli taktiez
referen¢né a z buniek kultivovanych s koncentraciami 1, 2, 5 a 10 uM FAA pocas troch
tyzdnov.

Spektram z prvého tyzdna boli priradené hlavne proteiny stvisicim s transkripciou:
., rranslation initiation factor IF-1, ,Predicted transcriptional regulator®, ,,IS3 family
transposase“. Identifikovali sa aj ,,Molybdenum-pterin binding domain protein®, protein
pre transport ibnov molybdenanu. Narozdiel od kontroly spektra obsahovali aj ,,Nifll

domain-containing protein®. Prejavili sa proteiny so schopnostou vizby kov-ion —
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,Copper-binding metallochaperone®, ,Ferredoxin“ a ,Prokaryotic metallothionein-

related protein®.

U spektra 10 uM FAA, ktoré malo najmenej podobnych signéalov, sa rozdielnym
signalom (Obr. 19) priradil protein ,,Ferrochelatase* a redoxny enzym ,,Glutaredoxin
domain family protein®. V rozdielnych signaloch 1 uM FAA sa nasli proteiny ,,HicB
family*, ,,Cell division protein SepF* (m/z 10775,65) a ,,Proton-translocating NAD(P)(+)
transhydrogenase* (protein suvisejlci s translokdzou). 2 uM sa priradil ,,Nitrogen
regulatory protein P-11*“a ,,Copper chaperone®. 5 uM sa tiez priradil protein ,,Cell division
protein SepF* pre m/z 10776,55 a ,,Proton-translocating NAD(P)(+) transhydrogenase*.

CTRL 2 pM FAA CTRL 5 uM FAA CTRL 10 pM FAA
myz Exp myz M{Exn] myz MiExp] myz M| Exg) mjz MajExp] miz MiExn]
04334 2233 TS 1SS 304334 33 317084 315883 208238 209233 $50435 450234
302135 | 3080335 ITEA3 | 3TE A EEET T+ 1) 75424 IR 308135 | 308035 485919 | 4B5E1B
[EE B\ Im1Ir Im0R 40z 34083 4376 4mEE 33IE5  IIILEL 433E71 48972
02E | 40527 4m754 | 4mem e |gnm SISIE6 | SISLES MI0ZE | 340937 511083 | S109.8F
MRl MEn 4974 4m9sa3s 49535 349a3q IIEETI  SISETR EL--FERE T sk SI45E1  5144E
345535 | 4s434 525261 | 53516 ECEIRE - T 45314 | 545213 343535 | 343434 SI37E5 | S236ES
ELC L ] 537145 53TLAE IEEESE  3SETST S44E5 543354 359281 3m8LS SISAED  SISIEL
IGEESE | IEELET S257 | 540185 ELCECIE SEIEOZ | 5EISOL IEEESE | 35ETST SITLEE | SITOST
3635 7SI 552534 55433 I}/ B[UN SEIETY  SELRTE IT9E35  I7IE3S 53WE0  539TE
3|7 B[/ALTL ss0ER | ss1mEm 41513 41509 SEESO0E | 565407 3EI505 | 381405 543704 | 549603
41513 415038 553443 583342 435744 435643 SEI3ET  SEIRES 3272 LT SEIES  SEISEE
435741 | 425543 ST0868 | sTomeE 437855 | 437ESe STOREY | STORER 41513 415029 561333 | SEILIZ
437555 aETEE STITEL  STEE G501 el STELEZ  STELER 435744 435643 SESGAD  SE4A4
455073 | 4535 576558 | 57E5ET 4E7aF3 | amvET2 SEFSET | SETESS 437355 | 437ES4 559503 | 5534108
AETETI AZTETR STELOL  STELO 430155 430054 53109 5E1008 455073 455317 57117 571075
490155 | 450054 sEL44 | sEmoaa 455 [ssmm SASEOZ | BRSEOL 4ESTE 4E56.79 STITSE | STIEST
44557 qoaaE sE7el4  SERI 4778 S47EES SIEIEl  SMERE 4E7ATI 4ETETR STETE 575613
S1255E5 | 512454 536573 | 535472 EITEE 2773 503345 | SO3245 430155 | 450054 STEAS | STEAS
53 53537 EN0E14 500713 EIEE05  G3ESOS 5052134  SO5LE3 431335 491734 SBSST  SB5LES
778 | m7EE E08519 | sosazs SEEST | EEEATL 503407 | 509208 494557 | 49s451 SEEQ.53 | SETASE
STEIE6  STELES G142 E13347 ToEeiz 7o E2O51 E20e08 54778 547629 531197 531085
513245 | 613744 7375 | E21Ta 74385 | 74mEs3 Em331 | Emr3 575385 | 575 535834 | 535733
EIEE @7 EITTES  EITEEE TE1E12 7E1SNL EIS3S4  E2SRE3 SEILO3  5E40.07 503873 GOZETI
GIZEODS | G3ESOS 23518 | Ezsaa7 TeT3l | Tetsz EITEEL | EITTS SIZEE SEIT.T3 S0M.1E | S09EIT
GEEETZ  GEEATL 632032 E3e3 TTE35 TT4s3e EINEII  EEMR GIBE05  G2ESAS E20E3E  EROSIT
TTE3I5 | TT4534 35843 | ssTaz TEI3EE | 7E1zET smEam | EmESl TOB433 | ToEI3Z 5II345 | EIITAL
TEI3EE  TEIZET B4I353  BdI1ER EMETI  ENOTL EIS008 E3EAE TIHII  TIE EIGSTE  E354TS
ENETZ | EOLIL 545637 | G553 21207 | ERlLes 54242 [ ERT] TemREe | T4mESD EIEQZS | EITAZ4
=o7 B caTsE  eaTRE ETEEES  ETSASE 545437 545335 TEIEIZ  TSISIL E2IT.AL  E23GA
ETERES | ETH4EE 545715 | 543615 075 | EsEaTS 4TRSS | BATTES TR4EI5 | TRAE34 533337 | 63331
IWATE  ESEATS ES0TAS  GE0SAZ 01104 s01008 E52108  ESNOO7 TEIRET  TEOLES EIWLED IR
01104 | souoE E55174 | EEsea3 SEES5 [ S43ess ESELES | ES50.EE TEIZEE | TELLET S4ELES | 54B0.54
EE=E- T T T ] IS0EIS  SEOT2M 560733 560632 TERSDE  TEREAZ E51LE  E51073
SIOEIS | 550724 G5E04l | BT ITERS5 | SSLs4 5547.7 564553 BEI20T | E31105 SEILE4 | E5IOIZ
I7E255  STELE4 ETTAS  GTTEAS SEIES5  SEISSS 56536l GGSEE ETESES  E7SASE ESE3FE  GESEI4
SEIESS | SEISSS £25119 | sEsous 9Esrs3 | sESLER SEELET | 56E0.ES E99075 | ESEATS EEMM0F | E59EOL
955253 SESlER CESGSE  GEISET Ipss SEmasa 56341 563043 01108 901002 GEBAE  GEATAT
SE5054 | sEESER 1257 | smlss 335054 | 5m4as3 SEITES | 5EDGSE 343555 | 943454 565445 | 656344
335054 384353 59315 EE11E 10MI0 1004201 BESTET  EEDESS SS0EF5  SE0T4 EBOSE]l GBOEE
04502 | 1004201 TOEEET | Tos4ss 021957 | 1021B55 21878 | E31ETT 9TELES | S7ELS4 EB0L5E | EMOLSS
W2ISET  10RIESE TITTAT  TITE3sS WEIEs 10317SE R84 EmTEd SEIESS  SEISSS 213 EENIS
WBIE5S | 1081758 71275 | T1s1zm WTEIEE | 107ERET TMHETS | T4TTS SE5ZEI | SESLSD TO4EH3 | TO4EEE
WT45E4 1074433 TIEIS  TIAM 107501 WTTI0s TOETED  TaESS1 SESNSY  SEEASI TOTAZE  T0SAIT
1L047E | 10ETZ TazsE | Teazs 110472 | 1110372 FitrES 717623 995054 | 994953 TOET.EZ | TOBSER
1142525 1147535 TAELTL  T4ELT 1142685 1142585 718414 71313 1004302 1004801 TISAIT 714325
1151457 | 1151335 751873 | TR1ETR 15418 | 11540 JHREE | 7HRET 121857 | 1021855 TITET5 | TITETS
154123 1154037 TEEATT  TEEITE uTIEs  17IZSE T4ELEL TE05 1E1ESS 1031758 LICEEI TS

AT u7IESS | L71EsE TEETER | TEses uTel0E | 17RO TEEEY | TsOsER 1074588 | 1074483 TIOLEE | T2R051
1707443 L7E00E 117580 TEIZT  TEIZES LIB5047 1124345 751873 TSIEWR 1075388 107GZET TEE TI4E1
170138 | 1210032 1125047 | 1124345 TI0ALS | TIOR8 17443 | 1207348 751435 | 761334 WrELl | 1077308 743438 | 743337

1 17448 130734E TEITIL  TEIET 1710138 1710038 TEEESS  TRETS4 1110472 11872 TS433  TE0RER
10139 | 1210038 71057 | ET0sEs 117721 | 121752 TEIOSS | 7Eles4 1142686 | 1147585 TE0E5Y | THOSSD
M7 12762 SOISE2  SOI4EL 1227 12341F1 TISEAS 7T 1154183 1154082 T5EA0 7EILEE
1423 | 1374171 1015752 | 1013631 1B4257 | 1234151 TISEE | TasEET 171359 | 1171298 51348 | TELEAT
17E4I5T 1334151 WE0EE? 1050751 1330132 1330032 ESTSET  ESTASS 175002 1175802 TEMISS TE1ASE
13300132 | 1330032 w7301 | 107Es 1241505 | 1341504 ErFETUR 1t Y] 1185047 | 1184345 TEIRZ3 | TEILIE
1341505 1341504 7S 107EIEL 1376172 1376071 301421 50138 1207443 1207348 TIEEED  TA5461
137ELTE | 1375071 1144773 | L1572 1440588 | 1440457 77555 | 1OTTSE4 1710135 | 1210038 E31551 | E3145
LH05EE  LM404ET INEM 1R 1TTAA 4T3 1734537 17M525 117731 11782 ETILE  ETIOZR
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1477343

Obr.19  Obrazok tabuliek srozdielnymi signalmi zprvého tyzdiha kultivacie s FAA
v koncentraciach 1, 2, 5 al0 uM (zlava). ,,CTRL* (kontrola) obsahuje signaly
vyskytujuce sa len v kontrole a tabul’ka vzorky (1, 2, 5 a 10 uM FAA) signaly vyskytujice
sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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Druhy tyzden sa kontrole priradil ,,Antitoxin* a ,,Cell division protein SepF*, ktor¢ sa
v8ak neobjavili vo vzorkach inkubovanych s inhibitormi. Tie obsahovali okrem
,Uncharacterized protein“ hlavne proteiny s molekularnou funkciou vdzby DNA
(,,Nucleoid-associated protein MITS9508 00776, ,Phage_integrase-like®)

a nukleovych kyselin a RNA (,,RNA-binding protein®, ,,YcfA-like protein, , Ribosome-
associated protein®).

Kontrole sa priradili dva ribozomalne proteiny ,,50S ribosomal protein L34, ktory sa
priradil aj v podobnych signaloch (Obr. 20) 2 uM a ,,50S ribosomal protein L32%, ktory
sa priradil aj spektru pre 5 uM FAA. Ostatnym spektram sa priradili 1 az 2 iné
ribozomalne proteiny (rozdielne signaly). Rozdielnym signalom pre 1 yM FAA sa
priradil protein posobiaci pocas ,,de novo”“ UMP procese biosyntézy — ,,Orotidine 5'-
phosphate decarboxylase“ a spektru pre 10 uM FAA ,, 10 kDa chaperonin®. Spektra
obsahovali aj proteiny stvisejuce s vdzbou ion-kov. U kontroly sa nenasli, ale rozdielnym
signadlom vzoriek boli priradené napriklad ,,Ferredoxin®, ,,Prokaryotic metallothionein-
related protein* a ,,Copper chaperone*. Najviac podobnych signalov s kontrolou malo

spektrum 5 uM FAA (Obr. 20), ale iSlo hlavne o m/z s priradenymi ,,Uncharacterized
protein®.

1 uM FAA CTRL 2 uM FAA CTRL 5 uM FAA CTRL 10 pM FAA CTRL
" [ srd mfz2 Expl2 MiExp)  Rocdiel  myz2 M{Exp)2 mjz M{Exp) Rordiel mjz2 My Exp)2 MiExp) Rordiel m/r2 M{Expl2

4605.
4619,

3829.0
4604.55

5736.45
9830.38
10778

Obr. 20 Obréazok tabuliek s podobnymi signadlmi zdruhého tyzdna kultivacie s FAA
v koncentraciach 1 (41), 2 (49), 5 (56) a 10 (49) uM (zl'ava)
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Spektra z tretieho tyzdna inkub&cie s inhibitorom mali so svojou kontrolou spolo¢ny
aspon jeden ribozomalny protein. Nebol im priradeny vS$ak ani jeden z proteinov
podiel'ajucich sa na rozdeleni jednej bunky do dvoch dcérskych, ktoré sa objavili
v kontrole (,,Cell division protein SepF*, ,,Cell division topological specificity factor).
Tak ako stupala koncentracia, pribadali v spektrach vzoriek rozdielne signély (Obr. 21),
v ktorych sa identifikovali fotosyntetické proteiny. Patria sem proteiny ,,Protein PsbN*,

,Photosystem Il reaction center protein Z*“ a ,,Photosystem Il q(B) protein (Fragment)*.

Pocet podobnych signalov s referenciou bol priblizne rovnaky, aj ked’ jemne klesal so
zvadsujucou sa koncentraciou FAA. Rozdielnym signalom pre spektrum s 1 uM FAA sa
priradil napriklad protein ,,Antitoxin®, pre 5 uM FAA ,,Ferrochelatase* a pre 10 uM FAA
,,CsbD domain-containing protein®.

CTRL 1pM FAA CTRL CTRL 5 pM FAA 10 pM FAA
mfz M{Exp] mfz M{Exp] M{Exp) miz M{Exp) miz M{Exp}
31 B 4580.29 475.28 3763.39 38122 3611.19 .- .87 3466.65 3465.64
4040.57 3872.13 | 3BTL.12 362.35 | 43613 3B7L.E8 | 3ETO.ER
4381.34 . 300043 5156.. L 4242 38 424137
472835 5256.26 | 52 45714 | 4570.39

5 .5 4806.97

4766.39

4B03.BB

5B4E.B6
6119.15
£142.52
6324.68
£404.28

6038.33

E326.61 6222.88

BETE.EGE 75.67 £264.78

ET0E.06 705.05 6333.46

6408.56

6465.26

A7 3 37 .39 6523.93

6382.35 o726.. 5. S o179, 217835 6538.2
3 876178 7 6236.23 | 6237.22 ) 2196.. 6554.43
663B.01

6665.46

EB6B5.01

10303.74 T
10316.8 | 1031

10782.03
1| 12210.8

13063.05 13062.04 1427167

Obr. 21 Obrazok tabuliek srozdielnymi signalmi z treticho tyzdna kultivacie s FAA
v koncentraciach 1, 2, 5 al0 uM (zlava). ,,CTRL“ (kontrola) obsahuje signaly
vyskytujuce sa len v kontrole a tabul’ka vzorky (1, 2, 5 a 10 uM FAA) signaly vyskytujice
sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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4.4.1.4 Malonat (MA)
Malonét je aniont kyseliny malénovej, systematicky kyseliny propandiovej. Funguje ako
kompetetivny inhibitor enzymu sukcinatdehydrogenaza, ¢im blokuje pre bunku nezbytné

energetické procesy — Krebsov (citratovy) cyklus a dychaci retazec.

Spektra z prvého tyzdia kultivacie s MA mali najviac podobnych signalov s ich
kontrolou. Skoro kazdé spektrum obsahovalo proteiny: ,,CsbD domain-containing
protein®, ,,50S ribosomal protein L34, ,YcfA-like protein®, ,,Putative transcriptional
regulator. Piky chybajuce v kontrole (Obr. 22) boli priradené proteinom stvisejucim s
hydrolyzou (,,ATP-dependent Clp protease adapter protein ClpS*), delenim bunky (,,Cell
division  protein  SepF“), translokazou (,,Proton-translocating NAD(P)(+)

transhydrogenase®) a karboxyzomom (,,Ribulose bisphosphate carboxylase, small

subunit).

CTRL 1puM MA CTRL 2 M MA CTRL 5pM MA CTRL 10 pM MA
m/z M(Exp) m/z M(Exp) m{z M{Exp) m/z M{Exp} m/z M(Exp) m/z M({Exp) m/z M(Exp) m/z M(Exp)
458414 458313 479885 4797.84 1 4583.13 3 72 38127 458414 458313 381257 381156 458414 4583.13 303437 303336
436073 | 485872 491357 | 491256 436073 | 4855.72 391365 391254 523866 | 5237.65 3764.37 | 376336
501581 50148 5326.56 5325.55 501581 50148 45158 491479 5375.08 537407 381422 381321
5375.08 537407 5370.15 | 5368.14 5452.28 | 545127 514776 514673 5383.24  5382.23 383163 383062
547253 547152 5656.51 56555 547253 547152 532794 532693 545228 545127 450513 450412
6559.17 | 6558.16 5711.06 |5710.05 562454 | 5623.53 538852 538791 547253 | 547152 4799.14 | 479813
707767 7076.66 5839.09 5838.08 604212 604111 56188 5617.89 5526.24  5525.23 45447 484319

719918 | 7198.17 5866.57 | 5965.56 652205 | 6521.04 5656.37 | 5855.36 5624.54 491401 | 49130

7337685 7336.64 6094.66 609365 655917 6558.16 583942 583841 5881.06 5880.05 515747 515646
T4BRT  T4B5.69 6135.63 | 613462 66655 | BBGA.4AG 561382 591281 588358 598258 53705 |5369.89
749992 749891 622268 622167 7077.67 7076.66 585208 5951.07 604212 604111 538773 538672
76179  7616.39 6263.75 | 6262.74 7199.18 | 7188.17 5867.83  5966.82 652205  6521.04 5400.13 | 539912
7806.84 7805.33 633007 6329.06 7337.65 7336.64 605608 6055.08 7076.66 56189 5617.89

784691 73459 542418 | 642317
796555 7964.54 647897 647796
816194 | 816093 655143 | 655042

7459592 | 745891 626375 626278
76179  7616.89 633007 6329.06
7806.84 | 7805.83 638071 63897

7336.64 5657.59 | 565658
7485.69 57132 571219
749891 6096.49 | 609548

820192 320091 6563.16 6562.15 784691 78459 646545 546448 7616.39 611274 611173
831855 831754 6608.68 | 6607.67 816194 | 316093 656338  6562.37 7806.84  7805.83 614001 | 61390
8501.82 8500.81 692021 69192 820192 820091 707138 707038 784691 78459 620896 620795
8578.47 | 8577.46 7048.75 | 7047.74 8210.66 | 8209.65 7106.82  7105.88 8161.94 | 816093 6227.89 | 6226.88
8679.83 8678.82 719596 719495 831855 831754 719616 719515 820192 820091 626448 626347
869803 | 8687.02 7503.69 | 7502.68 8501.82 8501.82 | 8500.81 750338 750237 821066  8209.65 6333.07 | 633206
871194 371093 761461 76136 857847 8679.83 8678.82 765067 7649.66 8501.82  8500.81 692269 692168
872268 872167 7650.88 | 7649.37 8679.83 869803 | 8657.02 778175 779074 8679.83 | 8678.82 6996.36 | 699535
874974 374873 768792 768691 8698.03 872268 872167 781317 781216 869803 8697.02 75061  7505.09
9107.25 | 9106.24 779249 | 779148 a7 874974 | 8748.73 811365 Bl11264 871194 | 871093 781515 | 781414
976376 976275 7800.28 7799.27 876535 876434 820745 B206.44 872268 872167 781685 781584
993278 | 993177 7816.85 | 7815.34 9107.25 | 9106.24 876857 B76756 874974 B74873 8768.57 | B76756
1031598 1031497 9012.88 1 9799.43 975843 901415 9013.14 876535 8764.34 9016.23 801522
10610.65 10609.64 91364 | 913538 993278 | 993177 91364 913539 9789.45  9798.43 91328 |913179
10718.44 10717.43 9737.67 9736.66 1031598 10314.97 915843 915742 9932.78 993177 974139 974038
1073798 1073647 97563 | 9755.29 10610.65 | 10609.64 574133 974038 1061065 | 10609.64 9785.34 | 978433
10753.63 10752.62 983196 983095 1071844 10717.43 082993 982892 1071844 10717.43 9803.35 0680234
11859.72 1185871 10741.89| 10740.33 1073798 | 10736.87 1070879 10707.78 1073788 1073647 983475 883374
1220553 1220452 12213.07 12212.06 10766.06 10765.05 1073016 10729.15 1075363 10752.62 10282.87 10281.86
12208.39 12207.38 11517.06 | 11516.05 11511.01 | 115100 10766.06 10765.05 10741.89 10740.88
1222611 122251 11859.72 1185871 1223383 1223292 1185972 1185871 10757.55 10756.54
1220553 | 1220452 1220553 | 12204.52 11988.34| 1198733
1222611 122251 1220885 12207.88 12233.93 1223192
1222611 122251

Obr. 22 Obrézok tabuliek s rozdielnymi signalmi zprvého tyzdna kultivacie s MA
v koncentraciach 1, 2, 5 al0 uM (zlava). ,,CTRL* (kontrola) obsahuje signaly
vyskytujuce sa len v kontrole a tabul’ka vzorky (1, 2, 5a 10 uM MA) signaly vyskytujice
sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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Pre spektrd z druhého tyzdna inkubacie s inhibitorom sa pocet podobnym signalov
mierne zmensil. I$lo hlavne o signaly priradené pre ,,Uncharacterized protein®, ale aj pre
,ATPase®“, ,DDE_Tnp_I1S240 domain-containing protein. Signalom pre 2, 5 uM MA
a kontrolu bol priradeny signal pre ,,Possible high light inducible protein-related protein®.
Pre kontrolu bolo identifikovanych viac proteinov suvisiacich s fotosyntézou, tych bolo

pre ostatné spektra priradenych menej.

Rozdielne signaly (Obr. 23) pre vzorku inkubovanu s 1 uM MA boli priradené napr.
proteinu ,,Sec-independent protein translocase protein TatA“ a ,,LapA_dom domain-
containing protein“. Spolo¢ne s2 a 5 uM MA obsahovali ,,CsbD domain-containing
protein“. 2 uM MA sa priradil protein stvisejlci s vdzbou kovovych ionov ,,Copper-
binding metallochaperone®. Rozdielnym signalom vzorky 5 uM MA sa identifikovali
,Putative multidrug efflux ABC transporter (Fragment)*, ,, Endoribonuclease L-PSP* a
,Carbon dioxide concentrating mechanism/carboxysome shell protein®“. ,,CRISPR-
associated endoribonuclease Cas2“ ma stvis s obrannou reakciu na virus a bol priradeny
rozdielnemu signalu vzorky s 10 uM MA. Tej sa priradil aj ,,HMA domain-containing

protein“ a ,,HEPN domain-containing protein®.

CTRL 1pM MA CTRL 2 pM MA 10 pM MA
mfz M{Exp) mfz M{Exp) mfz M{Exp) mfz M{Exp)

775.67

1 .9
12634.63 12633.52

Obr. 23 Obréazok tabuliek s rozdielnymi signalmi zdruhého tyzdina kultivacie s MA
v koncentraciach 1, 2, 5 al0 uM (zlava). ,,CTRL* (kontrola) obsahuje signaly
vyskytujuce sa len v kontrole a tabul’ka vzorky (1, 2, 5a 10 uM MA) signaly vyskytujice
sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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Obr. 24 Obrazok tabuliek srozdielnymi signalmi ztretieho tyzdia kultivacie s MA
v koncentraciach 1, 2, 5 al0 puM (zlava). ,,CTRL*“ (kontrola) obsahuje signaly
vyskytujlce sa len v kontrole a tabulka vzorky (1, 2, 5a 10 uM MA) signaly vyskytujlice
sa len vo vzorke a nie v kontrole.

Treti tyzden sa pocet podobnych signalov znova zvacsil. ISlo hlavne o proteiny ako je
,,Conserved hypothetical membrane protein“ a ,,Chlorophyll A-B binding protein®.
V kontrole chybali niektoré proteiny suvisiace s vazbou DNA, ktoré sa nasli v ostatnych
spektrach (,,1IS3 family transposase*, ,,5'-phosphoribosylglycinamide transformylase®).
Referencia so spektrom pre 10 uM MA mali najviac podobnych pikov. Podobnym pikom
boli priradené hlavne ,,Uncharacterized protein® a proteiny pre vazbu kovovych iénov

(napr. ,,Prokaryotic metallothionein-related protein).

Rozdielnym signalom (Obr. 24) pre 10 uM MA sa identifikovali proteiny pre viazanie
mRNA ,, Addiction module toxin, HicA family* a vazbu ATP ,,Carbohydrate uptake ABC
transporter-2 (CUT2) family, ATP-binding protein, truncation“. 5 uM MA sa priradili
,,MazG nucleotide pyrophosphohydrolase domain protein“ a ,,Cytochrome B6-F complex
subunit 5¢. U2 pM MA sa nasiel protein suvisejuci s aminotransferazou ,,Aspartate
aminotransferase* a lyazou ,,Delta-aminolevulinic acid dehydratase,,. Pre rozdielne piky
1 uM MA sa priradili ,,NifT/FixU family protein® (suvisejuci s fixaciou nitrogénu), ,,5'-
phosphoribosylglycinamide transformylase®, ,,Bacterial translation initiation factor 1
(BIF-1)“a ,,ATP synthase subunit c*.
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4.4.2 Kultivacia buniek v beztiazovom stave

Dal'sie spektré sa ziskali z buniek Synechococcus kultivovanej v stave beztiaze v réznych
Casovych obdobiach. Z kazdého spektra bolo vybranych 100 diagnostickych pikov.
Vzniklo celkovo osem spektier s roznym ¢asovym rozmedzim a osem kontrol, pre kazdé

jedna.

Prvou porovnavanou dvojicou spektrier je referentné spektrum z 17.9. a spektrum
vzniknuté kultivaciou vzorky v beztiazovom stave pocas dvoch hodin. Tieto spektra mali
najviac podobnych signalov (67) zo vsetkych dvojic. Va¢sine signalov boli priradené
,,Uncharacterized protein“. Priradili sa im ale aj proteiny stvisiace s translaciou
,, rranslation initiation factor IF-1“ a fotosyntézou ,,Photosystem | reaction center subunit
VIII“, Podobnym signalom sa priradili aj proteiny: ,,Uncharacterized ycii family

conserved protein®, ,,Transposase*, ,,NADH-ubiquinone/plastoquinone oxidoreductase
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Obr. 25 Rozdielne signaly pre spektra a vzorky inkubované 2 hodiny (17.9), 24 (18.9), 48 (19.9)
hodin a 6 (23.9) dni (zl'ava). ,,S4 CTRL* (kontrola) obsahuje signaly vyskytujlice sa len
v kontrole a tabulka vzorky (17.9 2h, 18.9 24h, 19.9 48h a23.9 6d uM) signaly
vyskytujlce sa len vo vzorke a nie v kontrole.
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chain 4L superfamily*, ,,Thiamine biosynthesis protein ThiS®. Signaly sa lisili
v priradenych ribozomalnych proteinoch. Rozdielnym signadlom (Obr. 25) vzorky sa
priradili aj proteiny ,,Bacterial nucleoid protein Hbs*, ,,10 kDa chaperonin® a ,,Putative
carboxysome peptide A“. Referencia a vzorka kultivovana 18.9. poc¢as 24 hodin v stave
beztiaze mali spolo¢ny protein suvisiaci s fotosyntézou ,,Photosystem Il reaction center
protein T*, ,,CAB/ELIP/HLIP family protein®, ,,ATPase“ a ,,Toxin HipA (Fragment)*.
Vzorke nebol priradeny ziadny ribozomalny protein, ale obsahovala ,,Antitoxin®,
,Glutamate 5-kinase, ProB-related “ a ,,DDE_Tnp_1S240 domain-containing protein®,

ktoré sa priradili jej rozdielnym signalom (Obr. 25).

S kontrolou z 19.9. sa porovnavala vzorka kultivovana 48 hodin. Poc¢et podobnych
signalov (50) bol vacsi ako u predchadzajucej dvojice. Medzi rovnaké priradené proteiny
patria napriklad ,Ferredoxin“, ,,NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit O,
,ATPase” a membranovy protein ,,Conserved hypothetical membrane protein®.
Rozdielnym signalom (Obr. 25) vzorky sa priradili proteiny ,,Type Il toxin-antitoxin
system RelE/ParE family toxin®, ,,Quaternary ammonium compound-resistance protein
QacC“ a ,Ribbon-helix-helix protein, copG family“. Chybali jej ,.Small
mechanosensitive ion channel, MscS family protein®, ,,Nif11 domain-containing protein
(Fragment) ,, a ,,Pirin_C_2 domain-containing protein“. VVzorka kultivovana 6 dni so
svojou referenciou z 23.9. mali podobné signaly (40) priradené napriklad proteinom
,,Conserved hypothetical membrane protein“ a ,,ATPase* ako tomu bolo aj v dvojiciach
predtym. Rozdielnym signdlom (Obr. 25) vzorky sa priradili ,,Quinolinate synthetase*
ale aj ,,ThiS family domain protein“ a ,Ethanolamine utilization protein

EutN/carboxysome structural protein Ccml«.

Nasledujuca dvojica mala najmenej podobnych signalov (Obr. 26) (22 pikov) a aj tie
mali vacsinou rozdiely vacsie ako 1. Vzorka bola kultivovana 9 dni. Oproti referencii sa
jej priradilo viac fotosyntetickych proteinov a ,,Recombinase A“, ,,Thiamine biosynthesis
protein ThiC* a ,,Adenylosuccinate lyase. Nepriradila sa jej ,,ATPase* ani ,,Conserved
hypothetical membrane protein®, ktoré sa priradili ostatnym dvojiciam. Dal3ia referencia
bola ziskana 1.10. a porovnavané spektrum bolo z bunky kultivovanej od 26.9. do 1.10.
(6 dni). Podobné signély (Obr. 26) (27 pikov) mali mnohé rozdiel vaési ako 1.
Rozdielnym signdlom sa priradili ,Putative enzyme involved in biosynthesis of

extracellular polysaccharides «, ,,Anti-sigma factor antagonist®, ,,Histidine triad family
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Obr. 26 Podobné signaly pre spektra kontroly a vzorkov inkubovanych 9 (26.9), 6 (od 26.9 do
1.10), 9 (0d 26.9 do 4.10) a 13 (od 26.9 do 8.10) dni

protein‘ a aj protein pouzity pocas bunkového cyklu ,,Cell division topological specificity

factor.

U vzorky kultivovanej od 26.9. do 4.10. (9 dni) sa pre rozdielne piky identifikovali
proteiny ,,Prevent-host-death protein®, ,,Anti-sigma factor antagonist®, ,,Protein-export
membrane protein SecG*. Spolo¢ny protein s referenciou mala ,,Toxin HipA*, ktory sa
v predchadzajucich referenciach nenasiel. Pocet podobnych signalov (Obr. 26) bol 27.
Posledna vzorka sa kultivovala od 26.9 do 8.10 (13 dni). S referenciou mala len o dva
podobné signaly (Obr. 26) (24 pikov) viac ako vzorka kultivovana 9 dni. Podobnym
signalom sa priradili proteiny ,,ATPase*, ,,NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit O
aako aj uinych dvojic ,,Uncharacterized protein“. Rozdielnym signalom vzorky sa
priradili hlavne fotosyntetické proteiny ale aj ,,Pirin_C_2 domain-containing protein®,
,,MazG nucleotide pyrophosphohydrolase domain protein“a ,,DDE_Tnp_1S240 domain-

containing protein®.
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4.5 GUI aplikacia

Pre pouzivatelov, ktory nemaji nainstalovany interpreter pythonu bola vytvorend aj
GUI(grafické uzivatel'ské rozhranie) verzia programu pre vypocet hmotnosti proteinov
protedbmu s nasledujdacim priradenim proteinov a pre porovnavanie signélov. Na to bol
zalozeny novy subor priradenie_app.py a porovnanie_app.py, ktoré boli ulozené do

zloziek s rovhnakym ndzvom.

Python poskytuje r6zne moznosti pre vyvoj grafickych uZivatel'skych rozhrani. Medzi
Standartné baliky patri ¢asto pouzivany Tkinter, ktory bol pouzity v tomto kdde. Tkinter
obsahuje rozne bezné prvky pre grafické rozhranie ako su tlac¢idla, menu a rozne druhy

vstupnych poli a vystupnych oblasti. Tieto prvky nazyvame widgety.

Pre prehladnost kodu su vSetky funkcie umiestnené do triedy(class)
Demo_app(tk.Frame) na ktorej zavolanie je potrebné vytvorit zakladny ram. Prvou
funkciou v triede je __init__. V skuto¢nosti nejde tak tplne o funkciu aj ked” funguje
rovnako, ale o metddu, ktora vzdy funguje. Init je skratene inicializacia a vSetko v nej
zadané sa vzdy spusti pokial' je voland trieda. Vnutri je volana nasledujuca funkcia
create_widgets(self), obsahujica tvorbu vsetkych tlacidiel a StruktGr zobrazenych

v aplikacii.

S widgetom ttk.Notebook boli vytvorené dve okna v rame. Pouzivatel mdze zvolit’
jednu kartu po druhej, priCom st navzajom prepojené. Prvé okno nesie nazov ,,Protein

Mass* a druhé¢ ,,Assigning proteins. Pre obe okna su vytvorené tri tlacidla.

4.5.1 Tlacidla pre otvorenie suborov

Prvé tla¢idla na oboch oknach su si podobné. Ide o jednoduché funkcie otvarajuce subor,
ktory bude podrobeny analyze. Pomocou prikazu filedialog.askopenfilename sa zobrazi

okno pre otvorenie suboru vo FASTA formate, v druhej karte v textovom (Obr. 27).

def select file(self):
filename = filedialog.askopenfilename(filetypes = [('Fasta Files', '*.fasta')],initialdir=".")
self.infile = open(filename, 'r')

def select file tab2(self):
filename2 = filedialog.askopenfilename(filetypes = [('Text Files', "*.txt')],initialdir=".")
self.infile2 = open(filename2, 'r')

Obr. 27 Funkcie pre otvorenie suborov
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Vracia meno stbora, ktoré koreSponduje s vybranym, av nasledujicom riadku je

otvoreny pre Citanie s funkciou open.

4.5.2 Vypocet protedmu a priradenie proteinov

Druhé tlacidlo sa 1isi v oboch oknach. Kedze v prvom okne ide ¢isto o vyratanie
hmotnosti ~ proteinov  z protedbmu, funkcia  je  poupravenou  verziou

vypocet_proteomu(file_in, file_out). Vystupom tlacidla je tabulka, vytvorena s widgetom

TreeView, ktory je uzito¢ny pre zobrazenie hierarchie poloziek so vSetkymi atribitmi
uvedenymi vedla seba. Hodnoty boli ukladané do tabulky s cyklom for a pomocou
fukncie tree.insert. VVysledok sa zobrazuje na spodok okna aplikéacie a da sa cely prejst’

pomocou posuvnika (Obr. 28).

V druhom okne sa s tlacidlom ,,Open file* otvara textovy subor obsahujici m/z,
ktorym chceme priradit’ proteiny. Tlacidlo ,,Assign® nadm to vyrata pomocou funkcie
priradenie_proteinov (proteom, signals) prispdsobenej pre tato konkrétnu aplikaciu.

Vystup je zobrazeny taktiez pomocou Treeview (Obr. 29).

| Demo App - o X

Protein Mass | Assigning proteins

Open Fasta File

Count the masses

Save
ID Average Mass Monoisotopic Mass Name
spIQOIBKIIRL10 SYNS3 18673.5336 18661.884 508 ribosomal protein L10
splQOID29IRL17 SYNS3 13187.3547 13179.1916 508 ribosomal protein L17
sp|QOIDO7IRL23 SYNS3 11351.1283 11344.1597 508 ribosomal protein L23
sp|QOICR4INRDR SYNS3 17867.3758 17856.103 Transcriptional repressor NrdR
splQOI721IRBFA SYNS3 15144.2691 15134.868 Ribosome-bindina factor A
splQOID25|RL36 SYNS3 4389.4513 4386.3842 508S ribosomal protein L36
spIQOIE26IRL20 SYNS3 13187.6027 13179.2976 508 ribosomal protein L20
sp|QOIEO3|IRISB SYNS3 16986.6152 16975.836 6.7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase
splQOID20IRL18 SYNS3 13438.2873 13430.0374 508 ribosomal protein L18
splQOID12IRL16 SYNS3 17474.4907 17463.2109 508 ribosomal protein L16
sp|QOID27IRS11 SYNS3 13813.9084 13805.4641 30S ribosomal protein S11
sp|QOI9R7|RLMH SYNS3 16435.1485 16424.7977 Ribosomal RNA larae subunit methvitransfer
splQOID14IRS17 SYNS3 10118.6109 10112.339 30S ribosomal protein S17
splQOIC41|RS16 SYNS3 13973.869 13965.4336 30S ribosomal protein S16
splQOI7R1JIATPD SYNS3 19730.7692 19718.5138 ATP synthase subunit delta
spIQOICQ3IMINE SYNS3 10587.0359 10580.5549 Cell division topoloaical specificity factor
spIQOIA94|PETN SYNS3 3594.2148 3591.8046 Cyvtochrome b6-f complex subunit 8
splQOIDPOIRIMM SYNS3 19878.7334 19866.5124 Ribosome maturation factor RimM
sp|QOIBHS5IPHS SYNS3 11049.4021 11042.4934 Putative pterin-4-alpha-carbinolamine dehvd
splQOIDF4|PSBK SYNS3 5296.3878 5292.9107 Photosystem Il reaction center protein K
sp|QOICPOIPSAE SYNS3 7609.475 7604.8174 Photosystem | reaction center subunit IV
splQOIBK7IRL11 SYNS3 14772.1501 14762.7778 508 ribosomal protein L11
sp|QOIAB7|RL28 SYNS3 8912.5219 8906.9407 50S ribosomal protein L28
splQOI8C2IRL34 SYNS3 5372.3856 5369.1051 508 ribosomal protein L34
splQOIAH7IRL33 SYNS3 7642.9705 7637.9775 508 ribosomal protein L33
sp|QOIDO4INDHN SYNS3 16766.6829 16755.9372 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit N
sp|QOIBX5INDHM SYNS3 13178.9159 13170.7045 NAD(P)H-auinone oxidoreductase subunit M
splQOIDJ4INU3C SYNS3 15176.0372 15166.0406 NAD(P)H-auinone oxidoreductase subunit 3
sp|QOI8VE|NDHL_SYNS3 9465.4231 9459.0026 NAD(P)H-quinone oxidoreductase subunit L «

Obr. 28 Vystup po stlaceni tlacidla ,,Count the masses* pre Synechococcus sp. (strain CC9311)
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Demo App o b
Protein Mass = Assigning proteins

Open File
Assign
Save

m/z M(exp) Difference Average mass Theoretical m/z Monoizotopic ID Nazov

7610.82  7609.81 0.33 7609.48 7610.49 7604.82 sp|QOICPOIPSAE SYNS3 Photosvstem | reaction center st
12241.36 1224035 -0.31 12240.66 12241.67 12233.0 sp|QOIES7|Y026 SYNS3  Nucleoid-associated protein sync
6895.17  6894.16 -0.13 6894.29 6895.3 6889.63 trIQOIA36|Q0IA36 SYNS3 Uncharacterized protein
10955.46 1095445 0.06 10954.39 10955.4 10947.39 trlQOIA43|Q0IA43 SYNS3 Uncharacterized protein
10751.64 10750.63 0.71 10749.92 10750.93 10743.3 trlQ0I7471Q0I747 SYNS3 Exodeoxyribonuclease 7 small su
5593.59  5592.58 -0.98 5593.56 5594.57 5589.99 trIQOICL6IQOICLE SYNS3 Uncharacterized protein
8496.24  8495.23 -0.14 8495.37 8496.38 8490.07 trlQOID89IQ0ID8Y SYNS3 Uncharacterized protein
4975.85 4974.84 0.79 4974.05 4975.06 4970.68 trlQOIGEQIQOIBES SYNS3 Uncharacterized protein
7610.82  7609.81 -0.53 7610.34 7611.35 7605.82 trlQ0I19401Q01940 SYNS3 Uncharacterized protein

5385.21  5384.2 0.99 5383.21 5384.22 5379.92 trlQOIC30/Q0IC30 SYNS3 Uncharacterized protein
7628.52  7627.51 0.96 7626.55 7627.56 7621.76 trlQOI8X7|Q0I8X7 SYNS3 Nif11 domain-containina protein
7962.15 7961.14 0.87 7960.27 7961.28 7955.13 trlQOIA75IQ0IA75 SYNS3 Uncharacterized protein
8293.14 8292.13  -0.27 8292.4 8293.41 8287.29 trlQ0I758|/Q01758 SYNS3 Uncharacterized protein
6290.95 6289.94 0.74 6289.2 6290.21 6285.24 trIQOIDN9IQOIDNS SYNS3 Uncharacterized protein
5982.84 5981.83  0.55 5981.28 5982.29 5977.29 trlQOI9D5|Q0I9D5 SYNS3 Uncharacterized protein
853462 8533.61 -0.68 8534.29 8535.3 8528.71 trlQOI7Y9IQ0I7Y9 SYNS3 Uncharacterized protein
794274  7941.73 0.28 7941.45 7942.46 7936.15 trlQ017D2|Q017D2 SYNS3 Uncharacterized protein
5754.25 5753.24 0.58 5752.66 5753.67 5748.99 trlQOIC96/Q0ICS6 SYNS3 Uncharacterized protein
5593.59  5592.58 0.16 5592.42 5593.43 5588.83 trIQOIBS0IQOIBSO SYNS3 Uncharacterized protein

5561.29  5560.28 0.86 5559.42 5560.43 5555.81 tr|QOIDR8|QOIDR8_SYNS3 Uncharacterized protein

Obr. 29 Vystup po stlaceni tla¢idla ,,Assign®
4.5.3 Tlacidlo pre uloZenie vysledkov

Tretie tlacidlo je rovnaké pre obe okna, 1isi sa len vystupom. V prvom okne ide 0 uloZenie
tabul’ky s proteinmi a ich hmotnostami. V druhom okne sa ukladaju priradené proteiny,
pre konkrétne signaly. S tymto zdmerom boli vytvorené funkcie save_assign (self) (Obr.

30) a save_proteom (self).

S funkciou asksaveasfilename sa otvori dialdégové okno pre vytvorenie nového stboru
V textovom formate. Po zvoleni mena sa nacita v méde ,,write* a pomocou kniznice CSV
sa umozni zapisanie tabulky do tohto suboru. Pri zadavani ndzvu je potreba zadat’ aj

koncovku, ¢ize format v akom to chceme ulozit’ (.TXT)

def save assign(self):

self.file p = filedialog.asksaveasfilename(filetypes = [('Text Files', "*.txt")])
with open(self.file p,"w",newline="") as fp:
coswwriter = csv.writer(fp, delimiter="\t')
if fp:
for row_p in self.assign_tree.get children():
rowp = self.assign tree,item(row p)["values"]

csvariter writerow(rowp)

Obr. 30 Funkcia pre ukladanie tabul’ky s priradenymi proteinmi
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4.5.4 GUI pre porovnanie signalov

Podobne ako pre priradenie proteinov bola naprogramovand aj verzia s grafickym
uzivatel'skym rozhranim pre porovnanie signalov — zlozka porovnanie_app. Vyhodou
tohto programu oproti funkcii porovnanie_podobne je jednoduchost’ pouzivania a hlavne
moznost’ nastavenia si dolnej a hornej hranice rozdielu pre hocikoho (Obr. 31). Hranice
je potreba zadat’ bez znamienok, Cize bez ,,+ a ,,-,,. Aj Vvtomto pripade bola pouzita

kniZnica Tkinter a jej nastroje.
4.5.4 EXE file

Zamerom, kvoli ktorému bolo vytvorené grafické rozhranie, bola moznost’ spustenia
aplikacie jednoducho z pracovnej plochy pocitaca. Nie je potreba nainstalovaného
kompilatora pre jazyk Python atym padom ho moéze pouzit' aj ¢lovek bez znalosti

v oblasti programovania.

[ Demo App - 0 % [E Demo App — 0 X
Similiar signals Different signals Similiar signals Different signals
1.m/z Save 1.m/z
2.m/z Save 2.m/z
| 1m/z 2miz A
Compare 37661 317053
460541 3813.01
4975.85 4912.96
Save 5363.42 512343
5371171 5237.44
= 5385.21 525233
Upper “mlt 5615.12 5367.54
B 5859.46 538139
Lower ||m|t 5911.02 5451.92
l— 6026.09 5493.23
3‘ 6103.47 5508.1
1.m/z 1M(exp)  Difference m/z 2.M(exp) G §281.29 5524.2
391235 391154 -0.29 3912.84 3911.83 6325.15 5620.97
4161.75 416074  -08 4162.55 4161.54 §903.12 5636.25
10751.64 1075063 0.0 10751.64 10750.63 693547 5708.75
4858.62 4857.61 -0.14 4858.76 4857.75 7330.86 5764.15
4925,94 492493 0.19 4925.75 4924.74 7497.92 5781.39
499742 499641 1.4 4996.38 4995.37 7775.66 5836.67
5538.76 5537.75 035 5538.41 55374 781097 5877.0
5561.29 556028  -0.82 5562.11 5561.1 7942.74 5964.41
5575.97 55749%  -0.7 5576.67 5575.66 8017.33 6020.86
5383.39 559258 115 5592.44 559143 8106.67 6092.64
5734.25 573324 278 575147 575046 8157.07 6133.05
5804.9 5893.89 177 5893.13 5892.12 8186.94 6220.48
6680.97 667996 044 6680.53 6679.52 8203.14 6263.09
6038.7 6037.69 0.61 6038.09 6037.08 8496.24 6276.92
6068.78 6067.77  -0.05 6068.83 6067.82 8534.62 632847
v v v

Obr. 31 GUI pre porovnanie signalov s nastavenou hornou a dolnou hranicou na ¢islo 3
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Pre ttito lohu bola najskor nainstalovana kniznica ,,pyinstaller* pomocou prikazového

riadka. V tom je nasledne zadany prikaz,
pyinstaller --onefile -w ‘filename.py"'

ktory vytvori zlozku so suborom s priponou .exe. Tym sa spusti program pripraveny na

naslednu pracu.
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5 DISKUSIA

Hodnotam pikov z hmotnostného spektra, ak st namerané s dostato¢nou presnost'ou, je
mozné priradit’ konkrétne proteiny, pokial’ mame zistené ich teoretické hmotnosti. Tieto
hmotnosti sa daju pomerne rychlo vypocitat’ z proteomovych sekvencii, ¢o bolo
dosiahnuté vo funkcii vypocet_proteomu. Ta sa da 'ahko upravovat’ podl'a poziadavok
pouzivatela. Vdaka jednoduchosti kddu a vyuziti nastrojov z kniznic sa k vysledku

dostaneme do niekol’kych sekund.

Proteiny sa priradzujii podl'a hodnoty experimentalnej hmotnosti, ktora sa ziskava
z ¢isla m/z. Ako sa toto Cislo vypocita, zavisi od techniky, ktora sa pouzije pre zisk
spektra. Spektra, ktoré sa pouzili v tejto praci, boli namerané v pozitivnom ioniza¢nom
made, a platilo teda, ze sa tvorili iony [M+H]", ¢ize sa od m/z od¢itala hmotnost” proténu.
Tieto hodnoty sa uz nakoniec porovnavali S vypocitanymi hmotnostami z proteému,
pricom ide vel'mi jednoducho nastavit tolerancia rozdielu. Priemerne sa jednému spektru
so 100-mi diagnostickymi signalmi priradilo okolo 130 moznych proteinov z vybranych
kmenov jedného druhu. Upresnenie priradenia proteiny by sa dalo eSte viac upravit’, pre
lepsie vysledky alebo pre iny mdd. Priradzovanie konkrétnych proteinov nam moze
ukazat’ ako ovplyviiuje spdsob kultivacie vzorky jej biologicky obsah. Ukazuje, ze urcCité
latky a ich rozne koncentracie, mézu ovplyvnit’ vyskyt urcitého proteinu v bunke ako

reakciu na jej pritomnost’.

Ako pise Haroun a Saheer (2010), identifikacia mikroorganizmov za pomoci
hmotnostnej spektrometrie je zalozena na porovnavani spektra vzorky, ktort chceme
identifikovat’, s kontrolnym spektrom. Pomocou algoritmu pre vyber podobnych pikov,
Ktoré sa vyberaju v urcitom intervale na zaklade pikov referencie, boli ziskané tdaje,
vd’aka ktorym mozeme urcit’, ¢i sa vzorka da identifikovat. S kodom pre rozdielne piky
sa este ziskali potencionalne rozdiely. Pre kultivaciu s latkou deoxygluk6za prebehla aj
kontrola, ¢i su tieto daje validné. Tymto porovnavanim spektrier sa preukazalo, Ze tento

algoritmus je pouzitel'ny a daju sa s nim ziskat’ uzito¢né informacie pre identifikéciu.

Kedze pocet pikov ziskanych zo spektier bol 100, mézeme na zéklade vzniknutych
tabuliek ziskat’ podobnost’ charakteristickych pikov v percentach. Pikom spektier vzorky
kultivovanej s DG podobnost’ klesala z tyzdina na tyzden, z priblizne 50% na 37%.
Vzorky kultivované s FAA mali najviac podobnych signalov s kontrolou druhy tyzden,

ale aj tak sa drzala nad 45%. MA malo najviac podobnych signalov. Pocas tretieho tyzdna
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podobnost’ stipala az na 71%. Kultivicia v stave beztiaze ukazala, Ze s pribldajicim
¢asom sa podobnost’ spektrier znizuje. Z prvej 2 hodinovej kultivacie s podobnost'ou 67%
az k nizkej, 22% podobnosti. Zisk dat by sa v budicnosti urcite dal este vylepsit’ a prist’

S konkrétnejSimi poznatkami.

Z kultivacie s inhibitormi sa da usadit, ze deoxyglukdza, fluoroacetat a malonat maju
mierne u¢inky na vzhl'ad hmotnostnych spektier, ¢o vel'mi neovplyviiuje identifikaciu.
Deoxyglukéza sa z tychto troch ukazala ako najsilnejsia, jej rozdiely patrili hlavne pikom
s nizSou intenzitou. Pritomnost’ malonatu, podobne ako fluroacetéatu, az tak nezmenila
hmotnostné spektra. Stapajica koncentracia latok zapri¢ifiovala znizovanie podobnosti,
takisto aj pribudajuci ¢as. V spektrach buniek inkubovanych v stave beztiaze dochadza
k postupnym zmenam, pricom po 9 dnoch inkubacie doslo k zjavnym rozdielom pri
porovnavani signalov vzorky s kontrolou. Dlhs§ia inkubacia znemoziiuje vyhladanie
podobnych signdlov. Da sa teda predpokladat, ze dlha inkubacia s vyS§imi
koncentraciami toxickych latkok alebo v stave beztiaze st'azuje identifikaciu s MALDI-
TOF intaktnych buniek. Priradenie proteinov viedlo hlavne k necharakterizovanym
proteinom, proteinom suvisiacim s fotosyntézou a regulatorom transkripcie. Adapta¢né
mechanizmy reagujice na abioticky stres sinic zahffiaju resyntézu prave proteinov

spojenych s fotosyntézou, redoxnych proteinov, chaperénov, transportérov a regulatorov.
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6 ZAVER

Teoretickym zékladom tejto prace, bolo vypracovat literarnu reserS pojednavajicu
0 hmotnostnej spektrometrii so zameranim na techniku MALDI-TOF ajej vyuzitie
v mikrobiol6gii. Boli naStudované zaklady MS a princip MALDI techniky, ktora

umoznuje identifikovat’ mikroorganizmy na zaklade ich hmotnostnych spektier.

Bol vytvoreny program, ktory umoziiuje vypocitat’ priemernu a monoizotopicku
hmotnost’ proteinov z protedmov, ktoré boli stiahnuté vo FASTA formate.
Naprogramovala sa funkcia, ktord je podla zadanej odchylky a vypocitanych

proteinovych hmotnosti, schopna priradit’ proteiny pre piklist s hodnotami m/z.

Vytvoril sa aj kod, ktory umoznuje porovnavat dva piklisty a ndjst’ ich podobné
a rozdielne signaly. To ma vyznam pre identifikaciu mikroorganizmov, ktora sa zaklada
na porovnavani referenéného spektra so spektrom vzorky. Koéd umozituje zmenit’ interval,
v ktorom su akceptované podobné signaly a vznikla aj GUI verzia, ktora umoziuje

pouzivanie aj oby¢ajnému uzivatel'ovi.

Vsetky vytvorené kody boli aplikované na konkrétnych laboratérnych vysledkoch.
Vdaka tomu vznikli tabulky, ktoré umoziuji analyzu. Na spektrach vzniknutych
s kultivaciou s DG a ich tabulkach s podobnymi a rozdielnimi signalmi s referenénymi
spektrami, bola odkontrolovana chybovost’ koédu. V podstate iSlo o analyzu spektier
v mMass a zistenie, ¢i ziskané signaly odpovedaji zmysluplnym pikom, ktoré boli

rozdelené v tabul’kach.

Ukazalo sa, ze kody st funk¢éné, rychle a jednoduché. Maja potencil sa zlepsit,
napriklad ich spresnenim a pridanim d’alSich funkcii pre zisk presnejsich vysledkov ¢i

pouzitie inych pravidiel.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

DG deoxyglukdza

FAA fluoroacetét

GUI grafické pouzivatel'ské rozhranie

MA malonat

MALDI matricou asistovana laserova desorpcia/ionizéacia

MALDI-TOF matricou asistovana laserova desorpcia/ionizacia s detektorom ¢asu letu

MS hmotnostna spektrometria
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9 PRILOHY
Elektronické prilohy:

e Martikanova_priloha_01.zip — zazipovany subor so zlozkou:
o Priradenie_app —zlozka s .EXE pre GUI aplikaciu pre vypocet proteinov

a priradenie proteinov

e Martikanova_priloha_02.zip — zazipovany stbor so zloZkou:
e Kddy — zlozka so stiborami v jazyku Python:
o vypocet_proteomu.py — kdd s funkciou na vypocet hmotnosti proteinov
Vv protedme

priradenie.py — kod s funkciou pre priradenie proteinov pikom

o

porovnanie_signalov.py —kod funkciami pre vyhl'adavanie podobnych

o

a rozdielnych signalov dvoch spektier
porovnanie_app.py — kdd GUI aplikacie pre porovnanie signalov

o

o Porovnanie_app - zlozka s .EXE pre GUI aplikaciu pre porovnanie

piklistov dvoch spektier

e Martikanova_priloha_03.zip — zazipovany stibor so zlozkai:
e Protedmy — zlozka obsahujica FASTA stubory pouzitych protedomov s .TXT
stibormi s vypoc¢itanymi hmotnost'ami
e Tabulky — subory .XLSX s Excel tabul’kami pre vysledky ziskané pomocou
kodov
o priradene_1-3w_DG.xIsx tabulka priradenych proteinov pre piklisty
ziskané z buniek kultivovanych s 1, 2,5a 10 uM DG
o priradene_1-3w_FAA.xlIsx tabulka priradenych proteinov pre piklisty
ziskané z buniek kultivovanych s 1, 2,5 a 10 uM FAA
o priradene_1-3w_MA.xIsx tabulka priradenych proteinov pre piklisty
ziskané z buniek kultivovanych s 1, 2, 5a 10 uM MA
o priradenie_SACTRL.xIsx tabulka priradenych proteinov pre piklisty
ziskané z buniek kultivovanych v stave bez tiaze
o porovnanie_3jednotky DG.xIsx porovnanie piklistov referenéného

a spektra vzorky kultivovanejs 1, 2, 5a 10 uM DG
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o porovnanie_3jednotky DG_mMass.xlIsx porovnanie piklistov
referencného a spektra vzorky kultivovanej s 1, 2, 5 a 10 uM DG
skontrolované v programe mMass

o porovnanie_3jednotky FAA.xIsx porovnanie piklistov referenéného
a spektra vzorky kultivovanej s 1, 2, 5a 10 uM FAA

o porovnanie_3jednotky MA.xIsx porovnanie piklistov referenéného
a spektra vzorky kultivovanej s 1, 2, 5a 10 uyM MA

o S4CTRL_porovnanie_3jednotky.xIsx porovnanie piklistov referenéného
a spektra vzorky kultivovanej v stave bez tiaze

e Signédly - subory .TXT s hodnotami m/z signélov analyzovanych v préci,
.FASTA stborom pre 11 protedbmov a synecho.txt pouzitym v kode

priradenie.py
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