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Mikroskopické houby patii mezi nejroz§ifencjsi rostlinné patogeny
pusobici zna¢né ekonomické ztraty zemédélskych plodin. Jedna se o
eukaryotni organismy patfici zejména do fiSe hub (Fungi) a dalSich
samostatnych isi (Protista, Chromista, Myxomycota). Tradi¢ni piistupy
identifikaci jsou ¢asoveé, manualné a financné narocné, je tieba zkusenych
fytopatologli a zna¢né mnozstvi vzorku. Tato prace se zabyva identifikaci
a proteomickou analyzou fytopatogeni, zvlasté obligatnich biotrofnich
paraziti jako jsou peronospory (fiSe Chromista, fad Peronosporales),
padli (fiSe Fungi, fad Erysiphales) a rzi (fiSe Fungi, fad Pucciniales)
pomoci hmotnostni spektrometrie (MS). Analyza ptredstavuje jak metody
pfimého  ziskavani unikatnich peptidovych/proteinovych  profill
desorbovanych ptimo z povrchu intaktnich bunék ¢i spor (IC/IS) pomoci
laserové desorpce/ionizace za ucCasti matrice (matrix-assisted laser
desorption/ionization, MALDI) ve spojeni s analyzatory doby letu (time-
of-flight, TOF), tak pfistupy proteomické, kdy jsou proteiny extrahované
ze spor blize identifikované. Pfedchozi metoda vyvinutd pro identifikaci
peronospor a padli byla aplikovana na dal$i patogeny (rasy Bremia
lactucae, Blumeria graminis, zastupce rodu Botrytis, rodu Puccinia).
Analyza zahrnuje pouziti smési matric kyseliny ferulové (FA) a sinapové

(SA) vpoméru 5:15 mg-ml 1, v roztoku acetonitrilu (ACN) a 2,5%
kyseliny trifluoroctové (TFA) v objemovém poméru 7:3 (v/v). Ziskana
hmotnostni spektra rozSifuji dosavadni databazi o nové unikatni
peptidové/proteinové profily. Nasledné jsme zjistili, ze alternativni
pristupy analyzy ziskavani MS profilii patogen( piedstavujici 1) smyvani
spor pifimo z listu roztokem matrice a 2) otisk povrchu listu na
oboustrannou lepici pasku nebo na MALDI desticku, jez byly aplikovany
u listu rajcete napadeného O. neolycopersici, urychluji metodu ziskani
typickych signald pfimo z povrchu listu, avSak skytaji jistda omezeni,
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takze je nelze pouzit univerzalné na vSechny patogeny.

S cilem najit markery infekce B. lactucae a O. neolycopersici bylo
pomoci nékolika proteomickych pristupil identifikovano 156 respektive
90 proteint extrahovanych do roztoku matrice (ACN/2,5%TFA, 7:3, v/v).
Signaly ve fingerprintovych spektrech byly ztotoznény s 12 respektive 8
proteiny. Vét$ina z nich predstavuje ribosomalni proteiny.

Protokol pro IC/IS MALDI MS rostlinnych patogenii rodu Puccinia byl
optimalizovan na sporach P. triticina. Ty byly promyvany v roztoku
ACN/0.1% TFA (7:3, v/v), a suspendovany piimo ve smési voda/roztok

matrice (FA:SA, 5:15 mg-ml 1V ACN/2.5%TFA, 7:3, v/v) v objemovém
poméru 1:1. Pro homogennéjsi povrch kokrystalii spor s matrici byla
vybrana technika dvou vrstev (2LV). Protokol byl aplikovan i na dalsi
druhy rzi a jejich izolaty, které jsme schopni pomoci programu
BIOSPEAN rozlisit. Podobné jako v pfedchozim ptipadé, byla provedena
extrakce proteinli ze spor P. graminis a P. striiformis. Analyza odhalila
40 a 30 proteind, z nichz bylo mozno tfi proteiny od kazdé rzi ptifadit
ke tfem signalim ve spektru. Tyto vysledky pfedstavuji metodu pro
identifikaci a rozliSeni rostlinnych patogent a jejich fyziologickych ras
pomoci MALDI-TOF MS, poprvé také u rzi. Pfitomnost
charakteristickych proteinovych markerti by v budoucnu mohla usnadnit
ur¢ovani a charakterizaci houbovych rostlinnych patogent.

fytopatogen, rzi, peronospora, padli, optimalizace, identifikace,
biotypizace, IC/IS MS (hmotnostni spektrometrie intaktnich bunék nebo
spor), marker
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This work deals with the identification and proteomic analysis of
phytopathogens, especially obligate biotrophic parasites such as downy
mildews (Kingdom Chromista, order Peronosporales), powdery mildews
(Kingdom Fungi, order Erysiphales) and rusts (Kingdom Fungi, order
Pucciniales) using mass spectrometry (MS). Analysis represents both the
method of direct acquisition of unique peptide / protein profiles of intact
cells/spores (IC/IS) matrix-assisted laser desorption / ionization (M ALDI)
in connection with time-of-flight analyzers (TOF) and proteomic
approaches where detailed information about proteins extracted from
spores is obtained. Following the previous work, the method developed
for the identification of downy and powdery mildews was applied to other
pathogens (Bremia lactucae races, Blumeria graminis races,
representatives of Botrytis and Puccinia genus). This method comprising
the use of MALDI matrix mixture containing ferulic acid (FA) and

sinapinic (SA) in the ratio of 5:15 mg-ml 1in a solution of acetonitrile
(ACN) and 2.5% trifluoroacetic acid (TFA) in a volume ratio of 7: 3
(v/v). The resulting mass spectra expand the database of unique peptide /
protein profiles. Alternative approaches of MS analyses performed
directly from plant material: 1) washing out the spores directly from the
host leaf by matrix solution 2) imprinting the leaf surface on double-sided
tape or directly on the MALDI plate were applied with a tomato leaf
covered by O. neolycopersici spores. Although these alternative
applications speedup method for obtaining the typical signals directly
from leaf surface, they provide certain limitations. Thus we assumed that
it cannot be applied universally to all pathogens.
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In order to find markers of infection from B. lactucae and
O. neolycopersici spores several proteomic approaches were used and 156
respectively 90 proteins extracted in a solution matrix (ACN / 2.5% TFA,
7: 3, v/ v) were identified. From them, 12 and 8 proteins were assigned to
signals in fingerprint spectra, respectively. Most of them are represented
by ribosomal proteins.

Protocol for IC/IS MALDI MS analysis of Puccinia genus plant
pathogens was optimized on spores of P. triticina. They were washed in a
solution of ACN / 0.1% TFA (7: 3 v / V) and directly suspended in

water / matrix solution (FA: SA 5:15 mg- ml in ACN / 2.5% TFA, 7: 3,
v/v) in a volume ratio 1: 1. For more homogenous surface of matrix-
spores cocrystals two layers (2LV) technique was chosen. The protocol
was applied to other species of rust fungi and their isolates which is
possible to differentiate using BIOSPEAN. Like in the previous case,
proteins were extracted from spores of P. graminis and P. striiformis.
Analysis revealed 40 and 30 proteins of which three proteins were
assigned to three signals in the spectrum in both pathogens. These results
represent a method for identification and discrimination of plant
pathogens and their physiological races by MALDI-TOF MS, for the first
time for analysis of rusts. The presence of characteristic protein markers
could facilitate the identification and characterization of fungal plant
pathogens.

phytopathogen, downy mildews, powdery mildews, rusts, optimization,
identification, biotyping, IC/ISMS (intact cell/spore mass spectrometry),
marker
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1. UVOD

Vcasna, jednoducha a spolehliva identifikace patogennich mikroorganismti je rozhodujici
pro zahajeni efektivni 1é¢by chorob. Presna diagnostika pomoci klasickych technik je mnohdy
Casové narocnad a komplikovana, zejména pii analyze komplexnich biologickych vzorkd. Ptitom
véasné rozpoznani puvodce mize pomoci minimalizovat riziko nakazy a epidemické rozsiteni
nemoci. Hlavni pozadavky na moderni metody vhodné pro identifikaci mikroorganismu je jejich
robustnost, snadna manipulace se vzorky, nizka cena analyzy, rychlost a vykonnost. Vétsinu téchto
pozadavkil spliiuje hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry, MS), jakozto mocny nastroj
biologickych a chemickych obort, zvlasté proteomiky, kde vedle stanoveni pfesnych molekulovych
hmotnosti, urceni sekvence ¢i struktury latek, studia interakci molekulovych komplexi je atraktivni
alternativou klasickych molekulovych ¢i biochemickych metod identifikace mikroorganismt
(Demirev a Fenselau, 2008).

Vzorky patogennich mikroorganismii (bakterii, oomycet, mikromycet) rtzné¢ho puvodu
mohou byt analyzovany pomoci MS s vyuzitim riznych metod a technik. Obr. 1 popisuje schéma
vyuziti jednotlivych ptistuptt MS pro jejich identifikaci a charakterizaci. V ptipad¢, ze jsme schopni
si vzorek kultivovat ¢i napéstovat, mizeme potencialni biomarkery analyzovat a charakterizovat
bud’ pfimou MS analyzou (tzv. analyza intaktnich bunék ¢i spor mikroorganismti neboli IC/IS MS,
podrobnéji popsano nize) nebo prostfednictvim nastroji proteomiky - extrakce, Stépeni a separace
s naslednou identifikaci pomoci MS. V ptipadé, Ze nemame Ccistou kulturu studovanych
mikroorganismu, jelikoz jsou soucasti komplexni biologické matrice, je tfeba si jej z této smési
zakoncentrovat pomoci riznych afinitnich metod zalozenych na fyzikalnich, chemickych nebo
biochemickych interakcich, a nasledné taktéz vyuzit identifikaci pomoci MS. Dalsi moznost je
spojeni hmotnostni spektrometrie s pifimym odbérem vzorkdl ze vzduchu (,,air sampling™) nebo
polymerazovou fetézovou reakci (polymerase chain reaction, PCR). Neznamé mikroorganismy jsou
poté identifikovany z databazi pomoci vyhledavacich nastroji nebo riznych pocitacovych
algoritmti. Vyhody ptimé analyzy intaktnich mikroorganismi pomoci MS je hlavné rychlost a
nenaroCna priprava vzorku. V ptipad¢ podrobnéjsi analyzy mikrobidlnich biomarker lze pouzit
preparacnich a frakciona¢nich metod, zalozenych pfevazné na chromatografii a elektroforéze, kde

dana pfiprava vzorku mize celkovou analyzu zpomalit (Ho a Reddy, 2011)
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Obr. 1 Piehled pfistupid identifikace a charakterizace mikroorganismii pomoci hmotnostni

spektrometrie (upraveno podle Ho a Reddy, 2011)

2. ROSTLINNE PATOGENY

Mezi pivodce infekénich chorob rostlin patifi houby, oomycety, prvoci, bakterie,
fytoplazmy, viry, viroidy a virim podobné organismy, obecné¢ oznacované jako fytopatogeny.
K rozvoji choroby dochazi vlivem naruseni metabolismu hostitelské rostliny vyznacujici se
typickymi makroskopickymi a mikroskopickymi ptiznaky. Nejvétsi podil chorob hospodaisky
vyznamnych rostlin pfedstavuji mykozy, coz jsou onemocnéni zplsobené houbami a houbam

podobnymi organismy, taxonomicky fazenymi mezi do {isi Protista ¢i Chromista (Agrios, 2005).

2.1. Mykoézy a jejich charakteristika

Zastupci hub a oomycet jsou z morfologického hlediska velice podobné — vétSina druhti
vykazuje vlaknity rist v podobé mycelia, tvofi pohlavni a nepohlavni spory. Oomycety byly proto
po dlouha 1éta povazovany za tfidu spadajici do fiSe hub. Zakladni rozdily ve fyziologii, biochemii
a genetice vSak brzy odhalily, ze patii do odlisné vétve fylogenetického stromu eukaryot. Na
zaklad€ srovnani genti kodujicich, mezi jinymi, také malé ribozomalni jednotky, aktin a tubulin,

bylo prokazano, Ze na rozdil od hub, jez maji spole¢ného ptedka s zivociSnou Tisi, maji oomycety
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bliz k heterokontnim fasam a jsou fazeny do samostatné fiSe Chromista; syn. Straminipili nebo
Stramenopila (Baldauf et al., 2000; Bhadauria et al., 2009b)

Mezi dulezité rozdily morfologickych a fyziologickych znakli hub a oomycet patii slozeni
bunécné stény, rozdilné metabolické drahy pii syntéze lysinu, morfologie mycelia, ploidie a také
citlivost na fungicidy. Houby jsou pievaznou cast svého zivotniho cyklu haploidni nebo
dikaryotické, zatimco oomycety jsou pievazné diploidni. Mycelium u hub byva piehradkované,
kdezto oomycety jej mivaji nepiehradkované. Bunétna sténa oomycet je slozena z celulozy, B-1,3-
glukanti a B-1,6-polyglukanti. Chitin (B-1,4-glukan), jenZ je hlavni slozkou buné¢né stény hub, byl
detekovan jen u n€kolika oomycet v malém mnozstvi. Lisi se také reakci k béznym fungicidiim, coz

je znamkou rozdilnych biosyntetickych drah (Latijnhouwers et al., 2003)

2.2. Zivotni strategie paraziti a pribéh infekce hostitelské rostliny

Existuji tii zakladni zplsoby Zivota parazitii na hostitelskych rostlinach. Biotrofni parazité
rostou a rozmnoZuji se pouze na zivych hostitelskych rostlinach. Ziviny ziskavaji diky blizkym
interakcim s Zivymi rostlinnymi bunikami. Mezi takové parazity patii Ustilago maydis pivodce snéti
kukuti¢né. Rada biotrofii nemiiZe byt péstovana na umélych médiich, takovymto zastupctim, ktefi
obvykle tvori specializované hyfy (haustoria) pro ziskani zivin z rostliny, pak fikame obligatni
biotrofni parazité. Mezi né patii napiiklad zastupci Celedi Peronosporaceaec a Albuginaceae,
tj. ,,pravych plisni“ fadici se do jiz zminované tfidy Oomycetes, z hub potom zastupci padli (fad
Erysiphales), rzi (Uredinales), snéti (Ustilaginales), ¢i znamy piivodce ndmelu Claviceps purpurea.
Pokud mikromycety netvoii haustoria a mizeme je p&stovat na zivnych médiich, patfi mezi
fakultativné biotrofni parazity, jako napt. ptivodce Cerné listh rajéat Cladosporium fulvum, ktery
byl donedavna povazovan za nekrotrofa. Nekrotrofni druhy Ziji na mrtvych rostlinnych bunkach.
Pfed osidlenim rostlinného pletiva jej usmrti. Botrytis, Alternaria jsou piiklady houbovych
nekrotrofli, u oomycet jsou to naptiklad zastupci rodd Pythium a Aphanomyces. Hemibiotrofni
parazité maji pfechodny zpiisob Zivota. Nejdfive navazou s hostitelskou rostlinnou biotrofni vztah,
ale nasledné rostlina v pokroc¢ilém stadium infekce umira a parazit pokracuje v ristu jako nekrotrof.
Mezi tyto parazity patii naptiklad Magnaporthe grisea, napadajici ryzi, a dalsi druhy spadajici do
rodi Colleotrichum a Venturia. Mezi oomycetami jsou to pak zastupci rodd Pythium a
Phytophthora (Agrios, 2005).

Infekce patogena zahrnuje nckolik zakladnich krokdi. Zacind uchycenim parazita na
povrchu hostitelské rostliny, dale nasleduje vniknuti do hostitelského pletiva, mnozeni, kolonizace
a tvorba reprodukénich struktur. Pro udrzeni infekce je také dilezitd odolnost patogena

vici hostitelskému imunitnimu systému a naslednému poskozeni pletiv. Patogen vyuziva rGzné
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mechanismy oklamani ¢i zni¢eni hostitelskych bunék. Rozsiteni infekce zavisi na interakcich mezi
faktory patogena a hostitele (Khan et al., 2010)

Diagnostika ptivodct rostlinnych chorob pomoci klasickych biologickych metod vyuziva
znalosti specifity interakce patogen-hostitel, symptomti hodnocenych pievazné¢ mikroskopickymi
technikami, ¢i molekularni biologie (Agrios, 2005). Vyhody a nevyhody téchto metod v souvislosti
s vyuzitim nové metody identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie jsou shrnuty a diskutovany

v ptehledovém clanku (Ptiloha 1).

3. HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE INTAKTNICH MIKROORGANISMU

Schopnost zaznamenat biomarkerové ionty v Sirokém rozmezi hodnot m/z, jez jsou unikatni
a reprezentativni pro ur¢ity mikroorganismus tvoii v soucasné dob¢ zaklad pro vyuziti hmotnostni
spektrometrie v mikrobiologii (Fenselau a Demirev, 2001). Tento pfistup byl poprvé navrzen v roce
1975, kdy Anhalt a Fenselau pomoci MS v kombinaci s pyrolytickou ionizaci elektronem ziskali
unikatni a charakteristicka hmotnostni spektra pro odlisné druhy bakterii (Anhalt a Fenselau, 1975).
Biomarkerové ionty piedstavovaly v téchto experimentech ubichinony, menachinony a dalsi
prevazné tekavé latky snizkou molekularni hmotnosti. V nasledujicich letech ptibyvaly
experimenty charakterizace mikroorganismi riiznymi technikami MS spojenych s pyrolyzou. Diky
silné fragmentaci molekul vSak neposkytovaly tyto tvrdé ionizacni techniky dostatek informaci,
které by umoznily podrobnéji rozlisit jednotlivé rody uvnitf jednoho druhu mikroorganismda.

V 80. letech se spolu s pfichodem novych ionizaéné-desorpcnich technik (desorpce
plasmou; PD, laserova desorpce; LD, ionizace narazem rychlych atomt; FAB) zacaly vyvijet dalsi
pristupy identifikace mikroorganismi (Heller et al., 1987b). Znacné uspéchy byly zaznamenany
naptiklad s technikou FAB, kde bylo mozno z lyofilizovanych bunék bakterii detekovat polarni
lipidy a molekuly v rozmezi molekulovych hmotnosti 600 — 1000 Da (Heller et al., 1987a). Pfestoze
se jiz mluvi o takzvanych mekkych ioniza¢nich technikach, stale zde dochazi k
CasteCnym fragmentacim analyti a velké molekuly jako proteiny dosud nebylo mozno pomoci
téchto technik zaznamenat.

Velky pokrok pii identifikaci intaktnich mikroorganismi nastal s vyvojem novych mékkych
ionizacnich technik. Zvlasté ionizace elektrosprejem (,,electrospray ionization®, ESI) a laserova
ionizace a desorpce za ucasti matrice (matrix-assisted laser desorption/ionization®, MALDI) jsou
doposud nejcastéji vyuzivanymi technikami. Pii analyze intaktnich mikroorganizmt umoziuji
desorpci/ionizaci jak nizkomolekularnich, tak vysokomolekularnich latek, a tedy i proteinti jako
hodnotnych biomarkerti (Claydon et al., 1996; Despeyroux et al., 1996; Goodacre et al., 1999;
Holland et al., 1996; Krishnamurthy ef al., 1996; Siuzdak et al., 1996; Vaidyanathan et al., 2001).
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Dalsi alternativu analyzy pfimé ionizace vzorku intaktnich mikroorganismi ptinesl vyvoj
takzvanych ambientnich technik. Pracuji za atmosférického tlaku a vzorek je béhem analyzy zcela
pristupny okoli, jelikoz se nevklada pfimo do pfistroje a neni tieba jakkoliv jej upravovat (Demirev

a Fenselau, 2008).

3.1. Analyza intaktnich mikroorganismi pomoci ESI-MS

Ionizace elektrosprejem je zaloZena na principu tvorit ionty analytl v plynné fazi piimo
z roztoku (Yamashita a Fenn, 1984). Schopnost pievést proteiny a nukleové kyseliny do plynné faze
byl jeden z hlavnich diivodl pro analyzu intaktnich ¢astic viru pomoci ESI-MS (Bothner a Siuzdak,
2004).

Tato technika byla poprvé pouzita k charakterizaci proteind intaktnich kapsidovych ¢astic
viru CrPV (cricket paralysis virus) infikujiciho bezobratlé, potencialné se fadiciho mezi zastupce
celedi Picornaviridae (Despeyroux et al., 1996). Pomoci tii identifikovanych kapsidovych proteint
(VP1, VP2, VP3) a porovnanim s lidskou podobou viralnich kapsidovych proteini VP4 bylo
potvrzeno jeho spravné zafazeni. Dalsi studie se poté zabyvaly testovanim limitd ionizace
elektrosprejem spojenych s analyzou intaktnich ¢astic viru. Bothner a Siuzdak v n¢kolika pracich
shrnuli analyzu intaktnich virovych ¢astic pomoci ESI-MS a popisuji studium supramolekularnich
virovych komplext, nativnich struktur biomolekul, charakterizace viralnich protein, sledovani
dynamiky virdlnich kapsid (Bothner a Siuzdak, 2004; Siuzdak et al., 1996), jez velice usnadni
charakterizaci a studium virovych populaci a mohou jednoduseji sledovat rychlé evolucni zmény.
Prvni aplikace ESI-MS k charakterizaci intaktnich gramnegativnich a gram pozitivnich bakterii byla
popsana skupinou Goodacre et al. (1999). Z analyzy byla potvrzena moznost rozliSeni bakterii na
poddruhové urovni. Dalsi studie podobné popisuje analyzu aerobnich bakterii tvoficich endospory
rodu Bacillus a Brevibacillus pomoci ESI-MS po pfimém nasttiku celé suspenze intaktnich spor bez
predeslé separace. Posléze byla potvrzena i vysoka podobnost spektra intaktnich bun¢k se spektry
lyzath (Vaidyanathan et al., 2001). V obou zminénych piipadech analyzy intaktnich bakterii pomoci
ESI-MS je dtlezitym faktorem napéti vkladané na vstupni kapilaru v iontovém zdroji, a tedy jeho
optimalizace na dany vzorek, jelikoz volba napéti velice ovliviuje spektralni informace (Goodacre

et al., 1999; Vaidyanathan et al., 2001).
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Obr.2 Ilonizace elektrosprejem (ESI) umoziuje analyzu virdlnich proteind i genetického
materiald. Schopnost ESI generovat intaktni mnohonasobné nabité ionty v plynné fazi vedla
k analyze viralnich proteini a nukleovych kyselin (upraveno podle Bothner a Siuzdak, 2004)

Vyhodou vzniku nékolikanasobné nabitych molekul je piesné€jsi uréeni molekulovych
hmotnosti, také 1ze kombinovat ESI-MS s riiznymi separa¢nimi technikami. Prestoze tyto predchozi
prace potvrzuji moznost vyuziti metody ESI-MS pro intaktni mikroorganismy, stale zde ptevlada
pozadavek na rychlou nenaro¢nou techniku s jednoduchou interpretaci dat. Nutnost dekonvoluce
spekter mnohonasobné nabitych iontd a citlivost na soli a detergenty lehce znemoznuje rychlou
analyzu, navic, tendence ucpavat zafizeni elektrospreje suspenzi intaktnich spor ¢i bunék taktéz
znevyhodnuje tuto metodu (Demirev a Fenselau, 2008; Fenselau a Demirev, 2001; Kemptner et al.,

2009b).

3.2. Aplikace ambientnich ionizaé¢nich technik pro detekci intaktnich mikroorganismi

V souvislosti s analyzou intaktnich mikroorganism 1ze zminit naptiklad desorpéni
electrospray (DESI), ktery vyuzivd kombinace desorpce iontli se sprejovacimi technikami. Lze
pracovat s pevnym i kapalnym vzorkem bez nutnosti pouziti matrice ¢i Gipravy vzorku, jez se umisti
na terCik ze skla nebo teflonu. Povrch analytu je sprejovan proudem nabitych kapek a iontl
sprejovaci kapaliny. Takto vznikaji sekundarni ionty analytu, jez jsou desorbovany ze
sprejovaného povrchu a unaseny do hmotnostniho analyzatoru skrz vstupni kapilaru (Takats et al.,
2004). Vedle peptidl, protein a farmaceutickych latek byly pomoci DESI-MS analyzovany i
bakterie. Charakteristicka hmotnostni spektra, zahrnujici prevazné ionty mastnych kyselin, byla
ziskana pfimou analyzou bungk bakterii tfech kment Escherichia coli (DH10B, IM109 a XL1-
Blue) a dvou kment Salmonella typhimurium (TL212 a LT1 Diky ziskani reprodukovatelnych
spekter se potvrdila schopnost rozlisit tyto bakterie na poddruhové urovni (Song et al., 2009)
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Podobné, Meetani a spol. (2007) popsali vyuziti DESI-MS pro detekci, charakterizaci a diferenciaci
sedmi bakterialnich druhti (Bordetella bronchiseptica, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis
Escherichia coli, Salmonella enterica a Staphylococcus aureus). Aplikace DESI-MS byla
provedena taktéz jako in vivo experiment na intaktnim povrchu B subtilis rostouciho pfimo na
agarovém médiu (Song et al., 2009). Piestoze vyhodou DESI-MS techniky je nenaro¢na piiprava
vzorku a analyza pfimo zpovrchu studovaného materialu, je vhodna spiSe pro analyzu
nizkomolekularnich latek. V ptipad¢ analyzy proteint je tieba vzorek upravit a priprava vzorku je

Dalsi z ambientnich technik, ktera byla poprvé aplikovana k analyze bakterialnich profilt
esterd mastnych kyselin (Pierce et al., 2007), je pfima analyza v realném case (,,direct analysis in
real time“, DART). Umoznuje analyzu povrchl jak v plynné, kapalné, tak i v pevné fazi bez
nutnosti jakkoliv vzorek pfedem upravovat. Proces ionizace zahrnuje interakci mezi excitovanymi
atomy plynu (helium, neon, dusik) a molekulami analytu, kdy v pfipadé pfenosu energie z
excitované molekuly dusiku &i neonu na molekulu analytu vznika nejéastéji kation radikal (M™)
nebo pfi pouziti helia jako ionizacniho plynu zprostfedkovavajiciho ionizaci molekul vody za
vzniku protonovanych klastri, které poskytnou proton molekule analytu za tvorby [M+H]" (Cody et
al., 2005). Ve spojeni s analyzatorem doby letu (time-of—flight, TOF) byla tato technika pouzita ke
studiu intaktnich bunék bakterii Coxiela burnetii, E. coli, Pseudomonas aeruginosa v roce 2007
(Pierce et al., 2007).

Ambientni alternativou ionizace MALDI ve vakuu je MALDI za podminek atmosférického
tlaku (AP-MALDI). Byla vyvinuta a patentovana v roce 1999 (Laiko a Burlingame, 1999). Od
ionizace za vysokého vakua se v mnoha smérech vyrazné€ nelisi (povaha matrice, poméry mnozstvi
matrice k analytu, ptiprava vzorku, hustota laserového paprsku, povrch MALDI desticky). Oba
pristupy jsou zaloZeny na procesu tvorby plynné faze analytu vznikajici po laserové desorpcni
ionizaci vzorku v pevném stavu. U AP-MALDI je vSak ionizace vzorku ovlivnéna a doprovazena
dal$imi, s atmosférickym tlakem souvisejicimi, reakcemi (termalizace vibra¢né excitovanych ionti,
ion-iontové a ion-molekulové interakce), a tudiz muze byt tato faze prodlouzena. Vyhody AP-
MALDI spocivaji v kompatibilité s komeréné dostupnymi hmotnostnimi spektrometry, a podobné,
tak jako pfedchozi jmenované ambientni techniky, manipulace se vzorkem a MALDI analyza jsou
umoznény za normalnich podminek atmosférického tlaku (Laiko et al., 2000). Aplikace AP-
MALDI ve spojeni s iontovou pasti byla prokazana piianalyze cyklickych lipopeptidl, jakozto
biomarkeria lyofilizovanych spor a kultur bakterie rodu Bacillus globigii (BG). Vyzkum byl dale
rozSifen o studium aerosolt BG spor sbiranych piimo z ovzdusi, nasledné ptichycenych na
oboustrannou lepici pasku na MALDI desticce (Madonna et al., 2003). Snadngjsi pfistup a

manipulace se vzorkem ma piedev§im pro studium intaktnich mikroorganismi pfitomnych
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v ovzdusi dalezita opodstatnéni a skytd moznost propojeni MS s kolektory a pfistroji k jejich
zachyceni piimo ze vzduchu a nasledné zakoncentrovani pfimo na MALDI desticku (Laiko et al.,

2000).

3.3. Analyza intaktnich mikroorganismi pomoci MALDI-TOF MS

Doposud nejrozsifenéj$i ionizani technikou vyuZivanou pro analyzu intaktnich
mikroorganismii pomoci hmotnostni spektrometrie je MALDI (Demirev a Fenselau, 2008). Pfi
ionizaci dochazi vétSinou ktvorbé jednorazové nabitych iontl, a ve spojeni s pruletovymi
analyzatory doby letu (,,time-of-flight*, TOF) lze dosahnout sirokého rozmezi hodnot m/z. Navic je
tato technika tolerantni k solim a detergentim, coz usnadiiuje pfipravu vzorku ptedstavujiciho
prevazné suspenzi intaktnich spor ¢i bun€k mikroorganismii bez nutnosti predeslé upravy vzorku
zahrnujici 1yzi, extrakci ¢i separaci biomolekul. Pfimé profilovani je pak zalozeno na porovnavani
specifickych hmotnostnich spekter proteind, peptidi a jinych komponent bun¢k mikroorganismi
(Cain et al., 1994; Fenselau a Demirev, 2001).

Princip analyzy pomoci MALDI-TOF MS spociva v naneseni suspenze intaktnich bunék ¢i
spor spolu s roztokem matrice na desticku ¢i nosi¢ (Obr. 3). Matrice byva v nadbytku a predstavuje
slabou organickou kyselinu absorbujici UV-zateni. Béhem vysuSeni vznikaji kokrystaly matrice se
vzorkem. Po vloZeni desticky do hmotnostniho spektrometru, kde je udrzovano vakuum, je vzorek
vystaven kratkym impulsiim laseru, jehoz energie umozni odpafeni a matrice nesouci vzorek a
zprostifedkovava jeho ionizaci. Na zakladé své hmotnosti a naboje jsou pak ionty dale urychleny

v elektrickém poli (Obr. 4) skrz priletovou trubici az k detektoru (Wieser ef al., 2012).
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Obr.3 Schématické znazornéni identifikace mikroorganismi pomoci MALDI-TOF MS
intaktnich buné€k ¢i spor. Bakterie, kvasinky ¢i houby jsou odebrany z zivného média a nanaSena
pfimo na MALDI desticku. Vzorky jsou pfevrstveny roztokem matrice a vysuSeny. Desticka je
nasledné vlozena do MALDI-TOF MS piistroje a vzorek je analyzovan pomoci ptislusného
softwaru pro identifikaci mikroorganismt (upraveno dle Clark et al., 2013).
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Obr. 4. Schématické znazornéni MS analyzy ionizovanych intaktnich mikroorganismi. Vzorek
na MALDI desti¢ce je bombardovan laserem, coz zplsobi desorpci a ionizaci matrice nesouci
analyt. Vzniklé ionty jsou urychlovany do priletové trubice a tam rozdéleny na zakladé jejich
poméru hmoty k naboji (m/z). Na zaklad¢é ziskanych m/z hodnot je generovano MS spektrum
predstavujici specificky MS profil mikroorganismu, jeZ je nasledné porovnavam s referen¢nimi
spektry v databazi (upraveno dle Clark et al., 2013).

3.3.1. Diilezité aspekty pti pripravé vzorku pro IC/IS MALDI-TOF-MS

Obecné, pro vsechny aplikace MALDI techniky je ptfiprava vzorku dillezita pro optimalni
citlivost, reprodukovatelnost a piesnost urCeni hmotnosti. P#i charakterizaci intaktnich
mikroorganismu je tfeba jesté navic narusit nebo rozrusit jejich bunécnou sténu. V tomto piipade se
bud’ k suspenzi bunék ¢i spor jesté pred samotnou aplikaci matrice nebo pfimo do roztoku matrice
Casto pridavaji silné organické kyseliny (Fenselau a Demirev, 2001), napiiklad kyselina octova
(Thomas et al., 1998), trifluoroctova, TFA (Karty et al., 1998; Ryzhov et al., 2000; Scholl et al.,
1999) nebo mravenci, FoA (Madonna et al., 2000; Wang et al., 1998). Ptidavek kyseliny je také
logicky krok pfi méfeni v pozitivnim modu pro zvySeni ionizacni UCinnosti a obecné zlepSuje
rozpustnost, a tudiz i samotnou extrakci proteinti do roztoku. Skoro 70 % publikaci popisuje pouziti
0,1% (v/v) TFA jako piidavek ke vzorku, k roztoku matrice nebo k obéma (Sedo et al., 2011).
Organicka rozpoustédla jako methanol, ethanol, isopropanol a acetonitril (ACN) jsou dalSim ¢astym
aditivem k roztoku matrice. VEtSinou pozitivné ovliviji intenzitu signali ve spektru (Fenselau a
Demirev, 2001; Sedo et al., 2011). Mnohdy je velice dilezité nalézt vhodny pomér kyseliny a
rozpoustédla pritomnych vroztoku matrice. Ve vétSiné optimalnich piipadd pak prevazuje
pritomnost ACN, ktery je vyjimecny pro svou schopnost dobie rozpoustét jak matrici, tak uvolnéné

proteiny a peptidy (Sedo et al., 2011).
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Kvalitu ziskanych vysledkt ovliviiuje i vybér vhodné matrice a technika nanaseni vzorku s matrici
na MALDI desticku. Homogenni povrch kokrystali ma pozitivni vliv na reprodukovatelnost a
rozliSeni ziskanych MS spekter (Fenselau a Demirev, 2001; Sedo e al., 2011). Mezi nejéastgji
pouzivané matice patfi kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), kyselina sinapova (SA),
kyselina dihydroxybenzoova (DHB), kyselina ferulova (FA), v nékterych ptipadech také kyselina
3,4-dihydroxyskoticova, respektive kavova (CA), 5-chloro-2-merkaptobenzothiazolu (CMBT),
2-merkaptobenzothiazolu (MBT), kyselina [2-(4-hydroxyphenylazo)]benzoova (HABA) (Fenselau
a Demirev, 2001; Chalupova et al., 2014; Sedo et al., 2011).

CHCA je matrice vyuzivana zvlasté pro peptidy a malé proteiny a vice nez v polovin¢ praci
zabyvajicich se MALDI-TOF profilovanim bakterii byla pouzita. Obvykle je zminovana
v porovnani s jinymi matricemi v piipadech lepsi citlivosti (Keys et al., 2004; Ruelle et al., 2004;
Wang et al., 1998) a vyssiho pocétu detekovanych signald v oblasti niz§ich hodnot m/z (Elhanany et
al., 2001; Horneffer ef al., 2004; Nilsson, 1999; Ruelle et al., 2004; Ryzhov a Fenselau, 2001; Shaw
et al., 2004; Vargha et al., 2006). Naopak nevyhody byly shledany v souvislosti s niz§im rozliSenim
signall v porovnani s jinymi matricemi (Nilsson, 1999), zvySenou mirou rozsitenych pikit (Ramirez
a Fenselau, 2001) nebo nedostatkem signalii v rozmezi vyssich hodnot m/z (Dieckmann et al., 2008;
Madonna et al., 2000; Meetani a Voorhees, 2005). Naopak autofi n¢kterych praci, jeZ porovnavaly
CHCA s jinymi matricemi, zaznamenaly pravy opak, tj. vét§i rozliSeni signalu (Jones et al., 2003)
nebo detekci signalll ve vyssich oblastech m/z (Williams et al., 2003).

Druhou c¢asto pouzivanou matrici v oblasti profilovani intaktnich bakterii pomoci MALDI-
TOF MS je SA. Ze vSech praci je upiednostiiovana ve 25 procentech, jelikoz je zdiraziovan jeji
potencial lepsi ionizace latek relativné vySSich molekulovych hmotnosti (Moura et al., 2008;
Ryzhov a Fenselau, 2001; Shaw et al., 2004). Nejlepsi pomér signalu k Sumu a intenzitu mezi
testovanymi matricemi zaznamenali Ochoa a Harrington (2005). Kvalitu spekter v souvislosti
s nizkym vyskytem rozsitovani signali (Ramirez a Fenselau, 2001), vyssi presnost naméfené hmoty
a reprodukovatelnost diky homogennimu povrchu vzorku (Vaidyanathan et al., 2001) nebo rozliSeni
signalu (Jones ef al., 2003) jsou klady této matrice.

DHB je obecné¢ brana za univerzalni matrici. O jeji aplikovatelnosti v bakterialnim
profilovani lze vSak polemizovat. Zhruba 10 procent autort ji preferuje, jini vSak zminuji velice
slabou detekci peptidovych/proteinovych signalii (Ruelle et al., 2004; Vargha et al., 2006). Jini
vytykaji nizkou homogenitu vzorku (Dieckmann et al., 2008; Horneffer et al., 2004), nizkou
citlivost (Wang et al., 1998) nebo neschopnost ionizovat vysokomolekularni latky (Dieckmann et
al., 2008; Meetani a Voorhees, 2005).

Kyselina ferulova (FA) byla poprvé zminéna Nilssonem (1999), pozdéji Madonnou a spol.

(2000), ktefi popisuji u této matrice schopnost ionizovat latky o vyssi molekulové hmotnosti.
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Nilsson (1999) vyzdvihl dobré rozliSeni signalu a reprodukovatelnost. Madonna a spol. (2000)
pozorovali lepsi pomér signalu k Sumu. Této matrici je naopak vytykana tvorba nehomogenniho
povrchu kokrystald (Ruelle ef al., 2004; Vaidyanathan et al., 2001) a nizka intenzita signali (Keys
et al., 2004; Ruelle ef al., 2004).

Vedle téchto nejcastéji pouzivanych matric, je fada dalSich, které byly pro bakterialni
profilovani testovany. Naptiklad Evason, Claydon a Gordon (2001) vyvinuli dva rozdilné protokoly
pro ptipravu vzorku gram pozitivnich a gramnegativnich bakterii, kde v prvnim ptipad¢ doporucuji
pouzit CMBT, kdezto v druhém piipadé je vhodnéjsi matrice CHCA. Tyto vysledky dobie
korespondovaly s praci Keys a kolektivu (2004).

Snaha o ziskani vysledkd co nejvyssi kvality dovedla nékteré védecké skupiny k moznosti
spojit pozitivni vlastnosti jednotlivych matric dohromady. Rizné vzajemné kombinace HABA,
MBT a 2°,4‘-dihydroxyacetofenon (DHAP) byly porovnany pro analyzu extraktu E. coli (Domin et
al., 1999). Jiné kombinace matric CHCA, FA a SA byly hodnoceny pfi optimalizaci a vyvoji
metody pro identifikaci peronospor a padli (Chalupova et al., 2012). V praci Helmel a spol. (2014)

byla pro analyzu intaktnich bun¢k mycelii plisné Penicillium chrysogenum smés matric FA a SA o

koncentracich 2,5 a 22,5 mg‘ml-1 shledana jako optimalni kombinace (Obr. 5). Vznikajici smésné
kokrystaly analytu a matrice pozitivné ovlivnily homogenitu povrchu, a tudiz i reprodukovatelnost
pomér signalu k Sumu (Domin et al., 1999; Helmel et al., 2014; Chalupova et al., 2012). V obou
poslednich ptipadech se jednalo o studium intaktnich bunék mikroskopickych hub, zastupct
eukaryot, a tudiz i vyvoj a aplikace MALDI-TOF MS intaktnich bun¢k plisni se v nékterych
pfipadech 1isi od bakterialnich. Tato problematika tykajici se analyzy intaktnich bunck
mikroskopickych hub je podrobnéji diskutovana v piehledovém ¢lanku (Ptiloha 1).

Obr. 5. Mikroskopické obrazky krystali vytvorenych kokrystalizaci riznych typl matrice se
suspenzi spor (zleva doprava: CHCA, DHB, FA, SA a binarni smés matric FA+SA). Aplikace na
MALDI desticku s nerezovym povrchem (ptevzato z Helmel et al., 2014).

Zpusob nanaSeni matrice a suspenze spor patii mezi dalsi faktory ovliviwjici vysledky
analyz. Mezi nejastéji pouzivané techniky patii vysuSena kapka (,,dried-droplet®, DD), smiSené

objemy (,,mixed-volume®, V), sendvicova metoda, metoda dvou vrstev (,,two-layer”, 2LLV) (Dong
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et al., 2009; Kemptner et al., 2009a; Vaidyanathan et al., 2002). Stejn¢, tak jako v pfipadé
kombinace dvou a vice matric je cilem ziskat homogenni povrch a kvalitni spektra o vysoké
reprodukovatelnosti, rozliSeni a poméru signalu k Sumu. Diky velké komplexité a rtiznorodosti
studovanych mikroorganismt je tedy tieba hledat optimalni podminky pro konkrétni analyzu.

Z divodu velkého vyznamu bakterii v oblasti mediciny, narodni bezpecnosti ¢i
potravinovém prumyslu, byla pfevazna ¢ast studii zpocatku zaméfena na optimalizaci metody pro
analyzu bakterialnich bunck. Postupné se od téchto metod zacaly rozvijet aplikace na dalsi,

eukaryotni organismy.

3.3.2. Aplikace IC/IS MALDI-TOF-MS pfti analyze bakterii

Tato rychla, citlivd a jednoducha metoda muize v souvislosti s charakterizaci bakterii
predstavovat riizné oblasti vyuziti (Dalluge, 2000; Lay Jr., 2000; Sporns a Wang, 1998). Prvotni
studie Caina, Lubmana a Webera (1994) ¢i Hollanda a kolektivu (1996) prokazaly schopnost
MALDI-TOF MS poskytovat bakterialni fingerprint (,,otisk prstu®). Pozd¢ji se tato metoda stava
slibnym nastrojem k identifikaci bakterii naptiklad v klinickych laboratofich. Chen a kolektiv
(2000) popsali pouziti MALDI-TOF MS ke ,,screeningu‘ bakterialni kontaminace pfi vyrob¢ 1éCiv.
(Fedele et al., 1999; Holland et al., 2000). Na zakladé monitorovani biomarker( intaktnich bun¢k
patogena Staphylococcus aureus bylo navrzeno rozliSovani kmenil, jez jsou rezistentni nebo citlivé
na jista 1é¢iva (Edwards-Jones et al., 2000). Rychly screening miiZe navic usnadnit praci v oblasti
l¢katské a veterinarni diagnostiky. Naptiklad Haag a kolektiv (1998) popsali rychlou charakterizaci
kmeni bakterii rodu Haemophilus. U pacientl byli schopni urcit, zda s touto infekei pacienti jiz do
nemocnice pfisli nebo je ziskana teprve v nemocnici. V poslednich letech byla publikovana
referencni spektra mnoha klinicky vyznamnych mikroorganismt (Lynn et al., 1999; Nilsson, 1999;
Winkler et al.,, 1999). Nedavné studie potvrdily uzitecnost MALDI-TOF MS ptistupu pro
identifikaci velké sady bakterialnich izolati predstavujicich klinické patogeny. Naptiklad Degand a
kolektiv (2008) byli schopni spravné zidentifikovat 549 z 559 bakterialnich vzorki izolovanych od
pacientli s cystickou fibrézou na urovni druhu a 9 na urovni rodu. Vzorky byly porovnany
s databazi zahrnujici MALDI-MS profily 58 referen¢nich kmenti. Na zaklad¢ téchto a dalSich praci
se postupné vyvijeji identifikacni systémy zaloZzené na hmotnostni spektrometrii, jeZ alespon
castecné nahrazuji metody metabolomického profilovani a metody biochemické (Cherkaoui et al.,
2010; Seng et al., 2009; van Veen et al., 2010). Diky Sirokému pfijeti a ocenéni vyznamu tohoto
nastroje, je vSe jesté podporovano udilenim oficialnich akreditaci a certifikaci pro MALDI-TOF
identifikacni systémy v diagnostice bakterii (Burak er al., 2010). Identifikacni protokoly byly

validovany v mnoha laboratorich. Pfistupnost této metody by mohla byt postupné roz§itovana i diky
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ucinnéj§imu zautomatizovani piipravy vzorki (Lange et al., 2008) a identifikace pomoci MALDI-
TOF MS by mohla byt zaclenéna k existujici laboratorni rutiné.

Zvlastni potencial lze vidét také v mikrobiologii Zivotniho prostfedi. Doposud vSak existuji
jisté limity, které toto vyuziti omezuji. Budouci aplikace MALDI-TOF MS v mikrobiologii bude
zaviset na rozsifeni databazi pro oblasti veterinarni mediciny, bezpecnosti potravin, prumyslové

mikrobiologie, upravy pitné vody, farmakologie ¢i rostlinné patologie.

3.3.3. Vyuziti MALDI-TOF-MS pii analyze houbovych organismii

Identifikace houbovych mikroorganismi pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie
(Priloha 1)

Skupina eukaryotickych mikroorganismi jako plisné, rzi, kvasinky je obecné oznacovana
jako mikroskopické houby. Siroka $kala téchto zastupct jsou dilezitymi producenty enzymd,
organickych latek, 1éCiv, antibiotik. Mnoho z nich naopak produkuje $kodlivé toxiny zpusobujici
nemoci lidi a zvifat. Negativni dopad na zemédé€lstvi maji také rostlinné patogeny (Bennett, 1998;
Bills, 2004; Santos ef al., 2010). V souvislosti s detekci mykoz postihujici lidi, zvitata i rostliny a
identifikaci piivodce téchto chorob jsou v souc¢asné dobé standardni biologické metody v nékterych
pripadech nedostacujici. Na zakladé vysledkti a zkuSenosti ziskanych pfti identifikaci bakterii byla
IC/IS MALDI-TOF MS také zavedena pro diferenciaci mikroskopickych hub. Na rozdil od bakterii
jsou buiiky houbovych organismi vétsi, a jejich bunétna sténa je pevnéjsi. Pievazné obsahuje
glukany a chitin (v pfipadé zastupct fiSe hub) ¢i glukany a celulosu (v pfipadé oomycet) nebo
mannoproteiny (v piipadé kvasinek) (Carlile a Watkinson, 2001). Vzhledem k rozdilim od
prokaryotickych bakterii a celkové rtiznorodosti této velké skupiny je tfeba vyvinout modifikované
pristupy zamerujici se na piipravu vzorku, vybér vhodné matrice, techniky nanasSeni a dalsi kroky
spojené s identifikaci intaktnich bun€k ¢i spor pomoci MALDI- TOF MS. Problematika MALDI-
TOF MS analyzy vlaknitych hub je popsana v pfehledovém clanku Santose a kolektivu (2010),
ktery vSak nepokryva studium a charakterizaci kvasinek. Havlicek a kolektiv (2013) shrnuli
souCasné vyuziti hmotnostni spektrometrie v diagnostice mikroorganismii se zaméfenim na
pristrojové vybaveni. Vyuziti MALDI-TOF MS pro analyzu hub v klinickych mikrobiologickych
laboratotich podrobné popisuji dvé publikace zroku 2013 (Clark et al., 2013; Posteraro et al.,
2013). Doposud vsak nikde nebyly zminky o aplikacich a vyuZiti této metodiky v jinych odvétvich.
Tento piehledovy ¢lanek je tudiz zaméfen na MALDI-TOF MS identifikaci mikroskopickych hub
v ruznych oblastech védy a diagnostiky. Prace kratce pojednadva o standardnich biologickych
metodach urcovani plisni a houbovych mikroorganismi, kde taktéz zminuje jejich jista uskali a

omezeni, jeZ oteviraji prostor pro vyuziti hmotnostné-spektrometrickych strategii. Pocatek vyvoje
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metodiky IC/IS MALDI-TOF MS pro houbové mikroorganismy je spojovan s rokem 2000, kdy se
objevuji prvni experimenty spojené s analyzou spor plisni rodu Penicillium, Scitalidium,
Trichophyton, ¢i Aspergillus (Li et al., 2000; Welham et al., 2000). Hmotnostni spektra jsou
ziskavana diky laserové ablace bunécné stény spor v disledku naruseni ptisobeni kyselych roztokt
matrice (Li et al., 2000). Rtzné varianty matric jsou zminovany pii optimalizacich protokoll pro
jednotlivé druhy plisni, z nichZ nejtypi¢t&jsi jsou popsany na obrazku (P¥iloha 1, Fig. 2). Clanek se
zaméfuje na analyzu plisni rodu Aspergillus, Penicillium, Trichoderma, Fusarium, dale se zminuje
potencialni vyuziti této metody v biotechnologiich, mediciné a fytopatologii. V&tsi cast
fytopatologickych aplikaci MS pfistupu je vénovana vyvoji metody pro identifikaci peronospor a
padli pomoci IC/IS MALDI-TOF MS na modelovych organismech plisni salatové (Bremia
lactucae) a padli rajcatovém (Oidium neolycopersici), coz jsou vysledky mé diplomové prace.
Nasledn¢ byla metoda aplikovéna i na identifikaci téchto biotrofnich fytopatogenti pfimo z povrchu
biologického materialu (Chalupova et al., 2012) a na dalsi zastupce peronospor a padli
(nepublikovana data). Tento ptehledovy clanek celkové sumarizuje a diskutuje soucasnou
perspektivu metody pro identifikaci houbovych organismi, kde zvlasteé zdaraziuje rozdilnost
s bakterialni butikou. V této souvislosti je mnohdy nezbytné dodateéné naruSit rigidni fungalni
buniky &i spory a nasledné extrakce a identifikace proteinti miize nékteré analyzy prodlouzit. Zadna
univerzalni metoda doposud nebyla pro MALDI-TOF MS houbovych mikroorganismt vyvinuta. Je
zde proto kladen velky diraz na optimalni pfipravu vzorku, jez vychazi z predchozich praci. Tento
pristup je zvlasté vyuzivan pro analyzu vlaknitych hub rodu Aspergillus, Penicillium a Fusarium.
Zminované prace jasné naznacuji silny potencial metody pro vyuziti v humanni a veterinarni
medicing, fytopatologii a experimentalni botanice, monitorovani kontaminaci pfi zneCiSténi
zivotniho prostfedi, primyslové vyrobé ¢i mikrobialnich technologiich. VétSina jmenovanych
oblasti se zaméfuje na rozliSeni houbovych mikroorganismti na trovni druhti ¢i kmend. S pomoci
bioinformacnich nastroji jsou poté odbornici na MS analyzu schopni poskytovat data, jez odhali i
nové druhy a pomohou lépe uspotradat taxonomicky systém zaloZen na klasickych biologickych
metodach (Kallow et al., 2010). Obecné, identifikace a charakterizace houbovych mikroorganismu
vychazi z peptidovych/proteinovych profili poskytujicich charakteristické biomarkery — signaly
v rozmezi m/z hodnot od 1000 do 20000. Pro budouci vyvoj MALDI-TOF MS metodologie je tudiz
zapotiebi neustalé obnovovani a vylepSovani stavajicich komer¢nich databazi i pfistrojového
vybaveni, a taktéz budovani novych databazi pro specializované védecké ucely. Je zde stale velka
mezera mezi znalosti IC/IS MS peptidovych/proteinovych profili a proteomickou identifikaci
biomolekul poskytujicich ptislusné signaly ve spektrech. Spojenim téchto dvou pfistupti se tedy
hmotnostni spektrometrie stava nenahraditelnou metodou vrychlé a spolehlivé identifikaci

mikroorganismul, ale také v podrobngjsi analyze jednotlivych komponent patogennich bunék ¢i
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spor, jez mohou slouzit jako biomarkery, faktory specifické ve vztahu patogen-hostitel, nebo jsou

dtlezitymi metabolity, ¢i toxiny.

4. PROTEOMICKE PRiISTUPY PRI CHARAKTERIZACI ROSTLINNYCH PATOGENU
Termin proteomika byl poprvé pouzit v roce 1997. Je definovan jako ,,systematicka analyza
proteomu, tedy souboru vSech proteind nachazejici se v bufice, tkani ¢i organismu® (James, 1997).
V piipadé podrobnéj§i analyzy mikrobidlnich biomarkerd lze pouzit proteomickych pfistupii na
zakladé preparacnich a frakcionacnich metod, zalozenych pfevazné na chromatografii a
elektroforéze. Obr. 6 popisuje strategii charakterizace a identifikace mikroorganismi pomoci
nastroju proteomiky. Proteiny jsou extrahovany z bunék ¢i spor mikroorganismil. Smesi proteint
jsou nasledné rozdélovany pomoci gelové elektroforézy (1D, 2D — elektroforéza) a jednotlivé pasy
¢i frakce téchto proteinil pak St€peny v gelu, nebo je smés extrahovanych proteini §tépena v roztoku
rovnou. Peptidové $tépy jsou poté separovany pomoci kapalinové chromatografie a analyzovany
tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Ziskanda MS/MS spektra jsou prohledavana skrz
proteomické databaze, pomoci nichz Ize identifikovat extrahované proteiny, a z toho nasledné i
odvodit ptivodce choroby (Ho a Reddy, 2011). Tato strategie se pouziva zvlasté¢ u mikroorganismu

(pfevazné bakterialnich), u nichz byl jiz sekvencovan genom.
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Obr. 6 Schematicky diagram proteomickych pfistuptt pii identifikaci mikroorganismu
zalozenych na MS/MS analyze (upraveno podle Ho a Reddy, 2011)

V poslednich letech se se vzristajicim poctem kompletné sekvencovanych genomt
houbovych patogenii a oomycet zvysuje i zajem o studium jejich proteomu. Celkové jiz pies 100
genomu patogennich houbovych mikroorganismii bylo kompletné¢ sekvencovano, z toho 23 z nich
prislusi rostlinnym patogentim (Broad Institute Database, http://www.broadinstitute.org/scientific-
community/science/projects/fungal-genome-initiative/fungal-genomics, 20150515;Phytopathogenic
Fungi and Oomycete EST database, verze 1.6, http://cogeme.ex.ac.uk/). Jelikoz maji rostlinné
patogeny celosvétové enormni dopad na rostlinnou produkcei, strategie, jak je rychle identifikovat a
najit specifické biomarkery, ale také jak pochopit proces infekce, interakce patogen-hostitel, vyvoj
patogena a studovat virulence stale nabyva na vyznamu (Gonzalez-Fernandez a Jorrin-Novo, 2012).
Ptehled proteomickych studii fytopatogennich hub a oomycet byl shrnut v praci Bhadauria a

kolektiv (2009a) nebo Gonzalez-Fernandez a spol. (Gonzalez-Fernandez et al., 2010; Gonzalez-
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Fernandez a Jorrin-Novo, 2012). Mnoho znich se zabyvd studiem rozdili v proteomu
béhem riznych stadii vyvoje patogena — hyfy, cysty (spory), kli¢ici cysty (spory), mycelia,
haustoria, apresoria. Sekrec¢ni proteiny hraji u fytopatogennich mikroorganismu velice dtlezitou roli
pii napadeni, pronikani a kolonizaci hostitelské rostliny, proto jsou komponenty sekretomu (soubor
sekreCnich proteintl) dilezitou a Castou problematikou proteomickych studii. Dal§i vyznamnou
oblasti proteomickych studii je sledovani zmén proteinového profilu hostitelské rostliny a patogena
pii jejich vzajemné interakci nebo porovnavani proteinovych profilli v souvislosti s rozliSenim
patogennich kmenti ¢i virulentnich a avirulentnich ras (Bhadauria ef al., 2009a; Gonzalez-
Fernandez et al., 2010; Gonzalez-Fernandez a Jorrin-Novo, 2012). Kritickym krokem je efektni
extrakce studovanych proteindi a ucinna lyze bunécné stény. Extrakcéni protokol lze shrnout
nasledujicim heslem: ,,pokud dany protein umime extrahovat a rozpustit, jsme schopni jej detekovat
a identifikovat* (Jorrin-Novo et al., 2009). Volba extrak¢éniho postupu se odviji od povahy proteint,
jez hodlame studovat. VétSina protokolli zahrnuje precipitaci extrahovanych proteinli pomoci
organickych rozpoustédel, nejcastéji kombinace trichloroctova kyselina/aceton s naslednym
rozpusténim precipitantu v ptislusném pufru (Gonzalez-Fernandez et al., 2010). U proteomickych
analyz fytopatogennich mikroorganismi je z velké casti vyuzivano klasické ,bottom-up“ nebo
»shotgun® strategie (Bhadauria et al., 2009a; Domon a Aebersold, 2006; Gonzalez-Fernandez a

Jorrin-Novo, 2012).

4.1. Piinos proteomiky pro rozliSovani druhii, kmenii a ras fytopatogennich mikroorganismii
Podrobnéjsi informace o proteinovém profilu a jeho zménach mezi druhy, rasami,
populacemi, vyvojovymi stadii mohou pomoci piesnéji identifikovat patogeny nebo najit nové
vznikajici virulence, ¢i odliSit virulentni rasy od nevirulentnich. VétSina publikovanych praci
vyuziva mycelia péstovana in vitro a separaci proteinii pomoci dvojrozmérné elektroforézy (2-DE)
spojenou s hmotnostni spektrometrii (Gonzalez-Fernandez et al., 2010). Askomyceta Botrytis
cinerea, nekrotrofni patogen zpusobujiciho vyznamné $kody mnohych zemédélsky dilezitych
plodin, je jednim z Castych predméta studia a identifikaci proteind, které maji souvislost s virulenci
(Fernandez-Acero et al., 2006). Komparativni proteomickd analyza dvou ruznych virulentnich
kmend odhalila jak kvalitativni, tak kvantitativni rozdily v 2-DE  proteinovych profilech
(Fernandez-Acero et al., 2007). Rozdilné kmeny B. cinerea ,,divokého typu“ (wild-type) byly
rozliSeny pomoci jednorozmeérné elektroforézy (1-DE) i 2-DE. Nékteré z identifikovanych proteintl,
jako  malat-dehydrogenasa nebo  peptidyl-prolyl cis-trans isomerasa, zmycelia, a
endopolygalakrutonasa, aspartova proteasa €i cerato-palatin, ze sekretomu, byly popsany jako
virulentni faktory zahrnuty pii napadeni hostitelskych tkani nebo v souvislosti s patogenicitou a

vyvojem patogena (Gonzalez-Fernandez et al., 2014). Podobn¢ Xu a kolektiv (2007) analyzovali
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proteomicky profil Sesti odlisnych izolatd Curvularia lunata, patogena kukutice, pomoci 1-DE a 2-
DE s Gcelem najit spojitost s jejich virulenci. Pomoci 1-DE byly izolaty rozdéleny do tfi skupin
s odlisnymi virulencemi. Pomoci 2-DE bylo rozliseno 423 spotil, mezi nimiz 29 bylo specifickych
pro dany izolat a 39 se liSilo kvantitativn€. Pyrenophora-tritici repentis, pivodce svétle hnédé
skvrnitosti pSenice, produkuje n¢€kolik hostitel-specifickych toxint, jez urcuji slucitelnost urcitych
ras patogena s citlivymi varietami pSenice. K lepSimu porozuméni virulentnich a avirulentnich
homologli byl porovnan myceliarni a sekre¢ni proteom. Analyza odhalila mnozstvi proteint, jez
jsou ve virulentnich rasach nadprodukovany, jako je naptiklad a-mannosidasa, exo-1,3-glukanasa a
heat-shock proteiny (Cao et al., 2009). Podobné¢, 25 rozdilnych proteini bylo nalezeno u dvou riizné
agresivnich izolatd pudni plisné Verticillium dahliae, pivodce vadnuti u mnoha rostlin. Nékteré
identifikované proteiny mély spojitost s roli v odpovédi na stres, kolonizaci, biosyntéze melaninu,
antibiotické odolnosti, plisiiové penetraci (El-Bebany et al., 2010). Sulc a kolektiv (2009)
porovnavali proteinové profily intaktnich spor 24 kmend Aspergillus pomoci MALDI-TOF MS,
vyvinuli databazi, jez mize slouzit k jejich typizaci a charakterizaci. Nasledn¢ optimalizovali
protokol pro extrakci proteinit ze spor, jejichz identifikace by mohla pozdéji piispét k efektnéjsi
diagnostice. Podobné¢ byla optimalizovana metoda pro MALDI-TOF MS charakterizaci a
identifikaci intaktnich spor obligatnich biotrofnich rostlinnych parazit, perosnospor a padli
(Chalupova et al., 2012) Na tuto praci navazuje proteomicka analyza proteinti uvolnénych ze spor
béhem IC/IS MALDI-TOF MS analyzy a né€které z nich byly pfifazeny k signalim viditelnym
v proteinovych profilech modelovych organismil Bremia lactucae a Oidium neolycopersici (Ptiloha
2). Vétsina téchto praci tedy vyuziva klasické ,,bottom-up® ¢i ,,shotgun strategie. V ptipadé, ze
zname genom daného patogena, 1ze naméfené hmotnosti signalti viditelnych v MALDI-TOF MS
spektrech rovnou pfitadit k jejich teoretickym hmotnostem, jeZ jsou spomoci rlznych
bioinformatickych softwarti od genomu odvozené. Takto tomu bylo napiiklad u bunéénych lyzatt
kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Zde byly signaly v MS spektru ztotoznény s proteiny, jeZ jsou
odvozeny zejména od proteintt mitochondrialniho ptivodu a proteind ribosomalnich (Amiri-Eliasi a

Fenselau, 2001).
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5. CiLE PRACE

1)
2)

3)

4)

5)

Literarni reSerSe o biochemické analyze patogennich mikroorganismi

Sbér dalSich peptidovych/proteinovych profild rostlinnych fytopatogeni za ucelem
rozSifovani databaze

Optimalizace a alternativni pristupy k IC/IS MALDI-TOF MS z povrchu listd hostitelskych
rostlin

Identifikace proteind uvolnénych b&hem kyselé extrakce pii IC/IS MALDI-TOF MS za
ucelem najit biomarkery infekce

Optimalizace protokolu pro IC/IS MALDI-TOF MS rostlinnych patogenti
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6. PREHLED METOD

Analyza fytopatogeni, zahrnovala jak metody piimého ziskavani unikatnich
peptidovych/proteinovych profili intaktnich spor pomoci MALDI-TOF MS, tak pfistupy
proteomické. Prace byla z vétsi Casti zamefena na obligatni biotrofni parazity rostlin, jez maji
zna¢ny dopad na zemédé@lstvi a byly poskytnuty spolupracujicimi pracovisti (Tab. 1). Pfi analyze
IC/IS MALDI-TOF MS se vychazelo z piedchozi prace (Chalupova et al., 2012), kde byla
optimalizovana metoda pro studium peronospor a padli. Proteomicky pohled nasledné rozsituje
tuto problematiku o detailnéj$i studium proteinti uvolnénych ze spor béhem IC/IS MALDI-TOF MS
(spory Bremia lactucae, Oidium neolycopersici). Kombinace hmotnostné-spektrometrickych metod
a proteomickych pfistupl jsou blize popsany v prvnim ptilozeném rukopisu (Ptiloha 2). U spor rzi,
zastupct rodu Puccinia, bylo nutno ptechozi metodu pro IC/IS MALDI-TOF MS optimalizovat,
nasledné byli vybrani dva zastupci této skupiny (Puccinia striiformis, Puccinia graminis), u nichz
byla taktéz provedena podobna analyza proteind. Veskeré detailni informace jsou popsany ve
druhém pftilozeném rukopisu (Ptiloha 3). NiZe popsané metody tedy shrnuji a dopliuji protokoly

pouzivané ve zminovanych rukopisech (Ptiloha 2 a 3).

6.1. Priprava vzorki spor studovanych patogenu

Spory plisni a jejich patotyp (Tab. 2) byly ziskdvany pfimo z napadenych hostitelskych
rostlin bud omyvanim ¢i vytfepavanim do vody, v pfipadé peronospor a padli. Nebo byly
sklepavany do suché zkumavky ¢i odsavany pomoci cyklonového separatoru, v piipadé rzi
(Hanzalova, 2008). U plisni rodu Botrytis byly sbirany pfimo z zivného média (bramborovy agar
s dextrosou, PDA). Takto ziskané vzorky byly poté dale promyty ve vodg€, nebo roztoku ACN/0.1%
TFA (v/v) a vznikla suspenze spor byla zahu§téna na potfebnou koncentraci (10° spor.ml™) a dale
zpracovana k analyze IC/IS MALDI-TOF MS (Chalupova et al., 2012) nebo k extrakci proteint
(viz Ptiloha 2). U spor rodu Puccinia byl poté proces pripravy optimalizovan (viz dale) a podrobny

postup je popsan ve druhém ptilozeném rukopisu (viz Pfiloha 3).

6.2. MALDI-TOF MS intaktnich spor

Analyza intaktnich spor patogenli byla provadéna na MALDI-TOF hmotnostnich
spektrometrech Microflex LRF20 (Bruker Daltonik) a Axima CFR" (Shimadzu Kratos Analytical)
vybavenych dusikovym laserem o vilnové délce 337 nm. Hmotnostni spektra byla méfena v
linearnim moédu pro pozitivné nabité ionty. Pfi méfeni IC/IS MALDI-TOF MS byly pouzity rizné
typy MALDI destic¢ek - nerez (,,stainless steel”, SS) DE2115, na bazi polymeru (,,polymer-based*,
PB) Fleximass TO430, Fleximass TO483, SS, a 10mm MTP (,microtitre plate, desticka
mikrotitraéniho formatu) plain MALDI desticka TO469 (Shimadzu Kratos Analytical), dale pak

29



MSP (,,microscount target plate” microScount — iontovy zdroj ptistroje Microflex LRF20) ground
steel target (Bruker Daltonik), MSP AnchorChip target (Bruker Daltonik) a MSP Big AnchorChip
target (Bruker Daltonik). Podrobny popis nastaveni je uveden v pfedchozi praci (Chalupova et al.,

2012) a priloZzeném rukopisu (viz Ptiloha 3).

Tab.1 Seznam patogeni, jeZ byly analyzovany pomoci hmotnostné-spektrometrickych® a
proteomickych pristupt®, jejich hostitelskych rostlin a zdroj ziskaného materialu
. i Hostitelsky e
: Rasa/ Hostitelsky druh Zdroj
Nazev ] druh
patotyp - latinsky .
- Cesky
> Bremia lactucae Plisen BL 16 BL 22,  Lactuca sativa locika Sbirka
salatova BL 25, BL 27, Lactuca serriola salatova UPOC
12/05, 16/1/08
locika
kompasova
» Oidium neolycopersici  Padli CS2 Solanum esculentum  rajce jedlé Sbirka
rajcatové UPOC
“ Blumeria graminis f.sp.  Padli travni 1541, 2567, Hordeum vulgare je¢men sety  UEB
hordei 4515, 7557 AVCR
“ Botrytis cinerea Plisen Seda F-16, ‘F-314 Cucumis sativus- okurkasetd ~ CCM
“ Botrytis aclada Plisen F-17 Allium cepa- cibule CCM
Cesnekova kuchynska
“ Botrytis fabae Plisei F-59 Fabaceae- bobovité CCM
bobova
“b Puccinia graminis Rez travni 2,5,9,10, 11, Triticum aestivum pSenice seta VURV
12
“b Pyccinia striiformis Rez plevova  smés Triticum aestivum pSenice setda  VURV
* Puccinia triticina Rez 1(Finsko), Triticum aestivum pSenice seta  VURV
pSeni¢na 347, 628,
1947, 4003,
9585, 9657,
9668
“ Puccinia coronata Rez ovesna smés Avena sativa oves sety, VURV

(a) Patogeny, jez byly analyzovany pomoci IC/IS MALDI-TOF MS a jejich ziskané peptidové/proteinové profily ulozeny do databaze.
(b) Patogeny, jeZ byly podrobeny proteomické analyze. (c) UPOC, Sbirka katedry botaniky PfF UP v Olomouci; UEB AVCR, Sbirka
Ustavu experimentalni botaniky Akademie véd Ceské Republiky v Olomouci; CCM, Ceska sbirka mikroorganismi, PiF MU v Brng;
VURYV, Vyzkumny ustav rostlinné vyroby, Praha-Ruzyné. (d) Oznaceni kmenu uloZeného ve sbirce CCM, neni oznagenim rasy, B.

cinerea byla péstovana na umélych zivnych médiich
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6.2.1. Analyza IC/IS MALDI-TOF MS z povrchu listi hostitelskych rostlin

Pti vyvoji metody pro IC/IS MALDI-TOF MS analyzu peronospor a padli a bylo dosazeno
specifickych peptidovych/proteinovych profilii ptimo z listu hostitelskych rostlin (Chalupova et al.,
2012). Ackoliv tato technika zjednodusuje zpracovani spor z listu, mnohdy skyta taktéz sva uskali
(fixace biologického materialu na MALDI destic¢ku, suSeni listu, udrzeni rovné analyzované plochy
listu). Proto byly navrZeny dal$i moznosti, jak ziskat informace o peptidovém/proteinovém profilu
puvodce choroby okamzité a snadnéji, aniz by se list s povlakem spor musel slozité pfipravovat a
vkladat do hmotnostniho spektrometru:
1) smyvani spor pomoci roztoku matrice pfimo z listu a naneseni této ziskané suspenze ptimo na
MALDI desticku
2) otisk povrchu listu na lepici pasku a nasledna analyza pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrometrie.

6.2.1.1. Smyvani spor padli z povrchu listu

Prace byla provadéna s padlim rajéatovym (Oidium neolycopersici) parazitujicim na rajceti
setém (Solanum esculentum cv. Amateur). Pro omyvani spor piimo z povrchu listu byla pouzita
destilovana voda a roztok matrice pouzivané pro MALDI-TOF MS fytopatogent (ferulova kyselina,
FA: sinapova kyselina, SA vpoméru 5: 15 mg-ml’', vroztoku acetonitrilu, ACN : 2.5%
trifluoroctova kyselina, TFA, v poméru 7:3, v/v). Byly zkouSeny riizné objemy pouzité pro
smyvani, a porovnany vysledky mezi suspenzemi ziskanymi ve vod¢ a v roztoku matrice. Vzorky
byly sbirany 3, 9, 10 a 14 dni po inokulaci rajcete. Taktéz byl omyvan list, ktery nejevil znadmky
infekce pouhym okem (na povrchu listu nebyl viditelny specificky praskovy povrch spor), jako
negativni kontrola slouzil list neinfikovany padlim, jako pozitivni kontrola suspenze spor. Na
MALDI desticku byla aplikovana suspenze ziskana po smyti spor z listu do vody (1ul) a na ni
roztok matrice (1ul) nebo suspenze ziskana po smyti spor z listu do roztoku matrice (2ul), ¢i pouze

extrakt spor ziskany po odpipetovani supernatantu ze suspenze spor (2ul).

6.2.1.2. Otisk spor padli z povrchu listu

Alternativni analyza byla provadéna pomoci otisku povrchu listd rajCete se sporulaci padli
rajcatového (O. neolycopersici) bud’ na oboustrannou lepici pasku, nebo pfimo na povrch MALDI
desticky. Provedeni otisku povrchu listu vickrat na jedno misto umoznilo dosahnout zahusténi spor
zachycenych na pasce/destiéce. Nasledovala aplikace roztoku matrice (FA:SA, 5:15, mg-ml”
v roztoku ACN:2.5% TFA, v/v) v rlznych objemech (1, 1.5, 2, 3 pl). Otisk spor listu bez pouziti
pasky byl proveden na ¢isty povrch MALDI desticky.
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Obr.7 MALDI desticka TO469 (Shimadzu Kratos Analytical) s nalepenou oboustrannou lepici
paskou. Po otisku povrchu listu se sporami (vlevo), po naneseni matrice (vpravo).

6.2.2. Optimalizace piipravy vzorku rzi (Puccinia spp.) pro IC/IS MS

Pfi analyze intaktnich spor patogenti pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie je
stézejni a velice dilezita pfiprava vzorku. Prvotni méfeni, pfiprava vzorku, roztoku matrice a
nanaseni vzorku na MALDI desti¢ku byla provadéna na zakladé protokolu vyvinutého diive pro
analyzu peronospor a padli (Chalupova et al., 2012). Proces ptipravy vzorku byl inspirovan a
navazuje na tuto praci. Diky odli§né morfologii spor rzi, zvlasté silné hydrofobnimu povrchu a
vyraznému pigmentu a velikosti, bylo nutno ptedchozi postup optimalizovat. Béhem optimalizace
protokolu byly hledany roztoky vhodné k promyvani a naslednému suspendovani spor, vhodna
koncentrace suspenze spor, kombinace matric poskytujici homogenni povrch kokrystalii matrice se
vzorkem a reprodukovatelna spektra. Byly taktéZ porovnany tfi rizné zplsoby nanaSeni spor
s matrici na desticku (DD, V, 2LV). Pro optimalizaci byla pouzita rez pSeni¢na (Puccinia triticina)
z pSenice (Triticum aestivum). Popis optimalizace metody je podrobngji popsan v piipraveném

rukopisu (viz Ptiloha 3).

6. 2. 3. Databaze a analyza dat z IC/IS MALDI-TOF MS

MS spektra vySe popsanych patogend a jejich izolath byla nahrana do databaze, ktera je
sou¢asti programu BIOSPEAN (Raus a Sebela, 2013) a nasledné porovnavéna a zpracovana pro
dalsi ucely. Tato volné piistupna internetova aplikace (http://software.cr-hana.upol.cz) umoznuje
vypocitat hodnoty podobnosti (v procentech) mezi vybranymi spektry. Pro vyhodnoceni
proteinovych profilli jednotlivych patogent a jejich izolatl byla zkonstruovana virtualni spektra
predstavujici typické signaly prekryvajici se v 80 %. Takovato virtualni spektra byla mezi sebou
porovnana. Na zaklad¢€ poctu ptifazenych identickych signali, délenych jejich celkovym poctem
ve spektru, byla vypoctena hodnota skore (pfi toleranci ptitazeni shodnych signalu +0,5 Da). Ze

ziskanych hodnot primérné podobnosti byl vytvoien diagram.
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6.3. Proteomicka analyza fytopatogenu

Studium proteomu plisni a houbovych organismil nabyva v poslednich letech ¢im dal vic na
dulezitosti. Vedle studia vzajemnych interakci hostitel-patogen se nabizi moznost odhalit markery
infekce, €i proteiny zodpovédné za odolnost patogena vici obrannym mechanismim hostitele.
Doposud je zde vsak velkd mezera mezi znalosti IC/IS MS peptidovych/proteinovych profili a
proteomickou identifikaci biomolekul poskytujicich ptislusné signaly ve spektrech. V této praci je
kladen diiraz na analyzu proteini uvolnénych ze spor béhem IC/IS MALDI-TOF MS. Strategie
vyuziti proteomickych nastroji jiz byla popsana vyse (Obr. 5), jednotlivé kroky této prace jsou
zminény v nasledujicim textu, konkrétnéji jsou vSak popsany v prilozenych rukopisech
(Ptiloha 2 a 3).

Extrakce proteinti ze spor byla pro napodobeni rozpoustédla matrice, jeZ na né puasobi
behem IC/IS MALDI-TOF MS, provadéna do roztoku ACN s 2,5% (v/v) TFA. Doba inkubace pak
simulovala cas, po ktery roztok matrice ptisobi na spory piedtim, nez se vytvori smésné krystaly.
Takto ziskané extrakty byly nasledné zpracovany k separaci pomoci elektroforézy nebo ke Stépeni
v roztoku jak je blize popsano v ptilozenych rukopisech (Ptiloha 2 a 3).

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v piitomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE) byla pouzita pro separaci proteinti extrahovanych z B. lactucae a O. neolycopersici. Za
ucelem nalezeni vyssiho rozliSeni separace nizkomolekularnich latek byly SDS-PAGE provadény
v nékolika opakovanich o riznych variantach slozeni: 1. Tris-glycin (Laemmli, 1970) — 15 % - T,
3 % C rozlisujici gel a 4 % T, 3 % C zaostiujici gel; 2. Tris-tricin (Schiagger a von Jagow, 1987) —
15,5% T, 6 % C rozlisujici gel a 4% T, 3 % C zaostiujici gel. Dalsi varianta pfedstavovala separaci
pomoci tricinové SDS-PAGE v pfitomnosti 6 M mocoviny (Sigma-Aldrich, Némecko). Podrobnosti
jsou uvedeny v rukopisu (Ptiloha 2).

Ke $tépeni proteinti byl u viech piipadii pouZit trypsin modifikovany raffinosou (Sebela et
al., 2006). Stdpeni v gelu (zahrnujici redukci a alkylaci) a nasledna extrakce peptidii provadéna
podle standardniho protokolu (Shevchenko et al., 2006). Stdpeni v roztoku bylo provadéno
v ptfitomnosti 100 mM hydrogenuhli¢itanu triethylamonného. Tento postup zahrnoval redukci

tris-(2-karboxyethyl) phosphinem a alkylaci iodacetamidem (viz Ptiloha 2 a 3).

6. 3. 1. Analyza proteini B. lactucae a O. neolycopersici pomoci
hmotnostné-spektrometrickych pristupt
Analyza tryptickych peptidi pro identifikaci proteini z extraktG B. lactucae a
O. neolycopersici zahrnovala kombinaci riiznych hmotnostné-spektrometrickych ptistup. Pomoci
peptidového mapovani na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru Microflex LRF 20 (Bruker
Daltonik, Némecko) byly analyzovany vzorky ziskané po separaci v 15% SDS-PAGE. MALDI-
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TOF/TOF ptistroj, model 4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems, USA) byl pouzit
k analyze proteinti z O. neolycopersici separovanych pomoci 15% SDS-PAGE a 16,5% tricin-SDS
PAGE a B. lactucae ziskané po separaci v 16,5% tricin-SDS-PAGE. Rozd¢leni tryptickych peptidi
pomoci nanoprutokové kapalinové chromatografie (nanoLC) nanoEASY (Bruker Daltonik)
s naslednou detekci na hmotnostnim pfistroji UHR-Q-TOF maXis (Bruker Daltonik, Némecko)
byla provedena u obou patogent jak po tricinové elektroforéze, tak po Stépeni proteinové smési
v roztoku. Analyza gelovych frakei z tricinové elektroforézy, byla provadéna s vyuzitim MALDI-
TOF/TOF MS pristroje Ultraflextreme (Bruker Daltonik), jenZ operuje v nepfimém spojeni
s nanoLC Dionex UltiMate3000 RSLCnano (Thermo Fisher Scientific, Némecko). Jednotlivé

parametry a nastaveni piistroju jsou uvedeny v rukopisu (Pfiloha 2).

6. 3. 2. nanoLC-MALDI hmotnostni spektrometrie a MS/MS analyzy peptidii rzi

Tryptické peptidy vzniklé po Stépeni extraktl proteinll z P. striiformis a P. graminis
v roztoku separovany pomoci nanoLC (Dionex UltiMate3000 RSLCnano, Thermo Fisher
Scientific) s naslednou detekci na ptistroji Ultraflextreme (Bruker Daltonik). Podrobnosti nastaveni

separace a MS/MS analyzy jsou uvedeny v rukopisu (Pfiloha 3).

6. 3. 3. Analyza dat

Surova data ziskana po analyze peptidi vSech vySe popsanych studovanych patogent byla
zpracovana programem DataAnalysis 4.2 SP4 (Bruker Daltonik), nahrana do programu
ProteinScape 3.1 (Bruker Daltonik) a prohledavana skrz vybrané databaze, intern¢ vytvoirené
z aminokyselinovych sekvenci proteinll vybranych ptibuznych patogent (tj. rodu Phytophthora pro
B. lactucae, resp. rodu Blumeria pro O. neolycopersici, u rzi databaze sekvenci zastupct tadu
Pucciniales), jez byly stazeny z Uniprot depozitafe (www.uniprot.org). Bliz§i informace o

parametrech vyhledavani jsou popsany v rukopisech (Ptiloha 2 a 3).

6. 3. 4. Predikce bunécné lokalizace a funk¢ni analyza proteint

Aminokyselinové sekvence identifikovanych necharakterizovanych proteini nebo
proteinovych fragmentl B. lactucae nebo O. neolycopersici byly prohledavany a porovnavany
pomoci programu BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Tato prohledavani byla
provadéna za Gcelem nalezeni celé sekvence identifikovanych fragment, podrobnéjsi informace o
proteinové rodiné nebo doméné u necharakterizovanych proteinti a sjednoceni ptistupovych cisel,
jez byly ziskany z riznych databazi (viz Ptiloha 2). Volné dostupna webova databaze Interpro
(http://www.ebi.ac.uk/interpro/) byla pouzita k funkéni analyze necharakterizovanych proteint

P. striiformis a P. triticina, kjejich klasifikaci do proteinové rodiny ¢i predurCeni pfitomnosti
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domény nebo dilezitych mist (Mitchell et al., 2015), viz Ptiloha 3. Ve vSech ptipadech
identifikovanych proteini byla bunécna lokalizace ptedpovézena pomoci programu WolF PSORT

(Horton et al., 2007).
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7. VYSLEDKY

7.1. Vysledky zpracované ve formé rukopisu

7.1.1. Identifikace proteinii extrahovanych ze spor Bremia lactucae a Oidia neolycopersici

béhem analyzy MALDI- TOF hmotnostni spektrometrie intaktnich spor (Priloha 2)

Peronospory (f¥iSe Chromista, fad Peronosporales) a padli (fiSe Fungi, fad Erysiphales) zptsobuji
zna¢né ekonomické ztraty zemedélskych plodin. Prostfednictvim nepohlavnich spor jsou roznaseny
vétrem, a tak dochazi k rychlému $ifeni nemoci az k epidemiim (Latijnhouwers et a/., 2003). Plisen
salatova (Bremia lactucae) je celosvétove rozsifeny patogen lociky seté (Lactuca sativa), ktera ni¢i
prevazné semenacky nebo mladé rostlinky pestovaného salatu, ale napadda mnoho dalSich rostlin
z Celedi Asteraceae (Webster a Weber, 2007). Je dlouha léta vyuzivana jako modelovy organismus
interakci hostitel-patogen (Lebeda ef al., 2008). Padli rajcatové (Oidium neolycopersici) se rozsitilo
ze zapadni Evropy do dalSich evropskych center produkce rajcat a Severni Ameriky. Spolu s jeho
blizkého ptibuzného O. lycopersici, ptedstavuje vaznou hrozbu pro globalni rajce rostouci (Kiss et
al., 2001). Tento rukopis volné¢ navazuje a rozviji problematiku feSenou v pfedchozi studii
(Chalupova et al., 2012). Zabyva se predevSim detailnéjsi analyzou proteinii téchto dvou
rostlinnych patogenti, uvolnénych ze spor béhem IC/IS MALDI-TOF MS. Pro identifikaci
proteinovych marker( bylo aplikovano nékolik proteomickych ptistupti. Proteiny byly extrahované
za podminek simulujici analyzu spor pomoci IC/IS MALDI-TOF MS, extrakéni roztok
predstavoval smés acetonitrilu a zfedéné kyseliny trifluoroctové. Po porovnani MS spekter
intaktnich spor a MS spekter generovanych z extraktu spor bylo potvrzeno, Ze vSechny
charakteristické signaly typické pro vySe jmenované plisn¢ se v obou spektrech prekryvaji, coz
dokazuje podobnost peptidového/proteinového slozeni (Obr. 8). Po zpracovani extraktdi, separaci
obsazenych proteinti elektroforézou a sté€peni trypsinem bylo identifikovano 156 proteind ze vzorku
B. lactucae a 90 proteinti z extraktu O. neolycopersici. Piestoze jsme ptivodné ocekavali pritomnost
prevazné povrchovych (extracelularnich) proteinti, vétSinu znich predstavuji intracelularni
proteiny, poukazujici na pravdépodobnou lyzi spor béhem extrakce. Jedna se o prvni studii vyse
jmenovanych patogennich organismi, jez pomohla odhalit 12 a 8 pravdépodobnych markerovych
proteind, jez byly pfifazeny k Sesti a péti charakteristickym signalim v IC/IS MS profilech (Tab. 2).
Vétsina z nich je zahrnuta v procesech biosyntézy. Pro rozsahlejsi a presnéjsi interpretaci je ovSem
dtlezita znalost genomové sekvence. Mezi nimi jsme byli u obou patogent schopni nejspolehlivéji
urcit tfi proteiny, jez byly pfifazeny signalim o m/z 7940, 8593 a 16854 pro B. lactucae; m/z 7738,
9545 a 11212 pro O. neolycopersici (Tab. 2).
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Obr.8 MALDI-TOF hmotnostni spektra charakteristickych peptidovych/proteinovych profili: (A) B. lactucae; spektra byla ziskana mefenim intaktnich
spor (horni spektrum) a extraktu v ACN/2.5% v/v TFA, 7:3 v/v (dolni spektrum); (B) O. neolycopersici; podobng, spektra byla ziskdna méfenim intaktnich
spor (horni spektrum) a extraktu v ACN/2.5% v/v TFA, 7:3 v/v (dolni spektrum). K dosaZeni optimalniho zobrazeni je panel (B) rozdélen do dvou ¢asti (I a 1)
s riznym zvétSenim. VSechny experimenty byly provedeny na hmotnostnim spektrometru Microflex LRF20 v linearnim pozitivnim moédu. Jako matrice byla

-1
pouzita smés FA:SA (5:15 mg-ml ) vroztoku ACN/2.5% v/v TFA, 7:3 v/v (Chalupova et al., 2012). Pro piehlednost byla spektra ziskana z extraktl
zvyraznéna ¢ervenou barvou a hodnoty intenzit signalii byly vynasobeny -1 pro zrcadlové zobrazeni.
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Tab. 2

Ptitazeni identifikovanych proteinti k charakteristickym signalim v IC/IS MALDI-TOF
MS spektrech

Bremia lactucae

Molekulova
m/z* hmotnost Protein " Organismus” Piistupové &islo
(kDa)"
7940 7.8 40S ribosomal protein S28 ©  Phytophthora parasitica 216754188381
8593 8.7 40S ribosomal protein S21 Phytophthora infestans 21301108027
hypothetical protein
10456 10.6 PPTG 17805 ¢ Phytophthora parasitica €i]|675210393
(cpn10 superfamily)
10.6 10 kDa chaperonin Phytophthora infestans gi|301114337
10.7 60S ribosomal protein L37a  Phytophthora infestans £i|301106014
12450 12.4 60S ribosomal protein L30 Phytophthora infestans gi|301123397
12.6 Histone H2B Phytophthora infestans gi|301117766
14756 14.7 Histone H2A Phytophthora infestans gi|301118384
Ubiquitin-ribosomal fusion . .
14.8 protein, putative Phytophthora infestans 2i|301108213
14.9 Histone H2A Phytophthora infestans 2i|301118386
Putative uncharacterized
14.9 protein Phytophthora sojae 2i|348687801
(Ribosomal L28 family)
16854 16.8 60S ribosomal protein L23a  Phytophthora infestans gi|301119741
Oidium neolycopersici
Molekulova
m/7*  hmotnost Protein " Organismus® Piistupové &islo”
(kDa)"
protein component of the
7738 7.7 small (40S) ribosomal Blumeria graminis f. sp. hordei gi|521770671
subunit °
9545 9.5 ggggln 6(” factor 3B subunit 10 Blumeria graminis f. sp. hordei £1|528300502
10 kDa heat shock protein, . .. . .
11212 11.2 mitochondrial Blumeria graminis f. sp. hordei £1]528301960
14149 14.0 60S ribosomal protein L31 Blumeria graminis f. sp. hordei 2i|528297817
14.1 Histone H2B Blumeria graminis f. sp. hordei £i|528301389
14.3 Histone H2A Blumeria graminis f. sp. hordei £i|521769929
14961 14.7 60S ribosomal protein L23 Blumeria graminis f. sp. hordei £1|528290044
14.7 40S ribosomal protein S22 Blumeria graminis f. sp. hordei 2i|528297605

(a) Pomér hmotnosti a naboje (m/z), hodnota popisujici charakteristické signaly v hmotnostnim spektru. (b) Identifikace pochazeji z
prohledavani v databazich pomoci programu Mascot. (¢) Program BLAST byl vyuzit k pfifazeni intaktnich proteini homolognich k
sekvencim ziskanych fragmenti.
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7.1.1.1. Komentare k vysledkiim

Obr. 8 nam graficky znazornuje signaly typické pro dva studované biotrofy, plisen
salatovou (B. lactucae, 8A) a padli rajcatové (O. neolycopersici, 8 B, C), jez se piekryvaji jak pii
MALDI-TOF MS analyze intaktnich spor, tak pfi méfeni pouhého extraktu ze spor. Po identifikaci
proteinil z extraktli pomoci riznych ptistupl jsme tedy mohli pfifadit pravdépodobné markery, jez
by odpovidaly témto typickym signalim (viz Tab. 2). Tato prace prtispéla k vyvinuti metody
identifikace fytopatogennich hub a oomycet pomoci IC/IS MALDI-TOF MS nalezenim
charakteristickych signali pochazejicich pfedev§im z proteinii ribozomil. Diky jejich vysoce
konzervativnim sekvencim, které se drobné 1iSi pouze v aminokyselinovém slozeni mezi
jednotlivymi druhy, je lze povazovat za markery pro biotypizaci nebo identifikaci fytopatogend,
podobn¢ jako jiz bylo navrzeno u bakterii (Pineda et al., 2003). Navic je tato informace v souladu
identifikovali proteiny pfimo po digesci proteind na desticce.

Vedle téchto proteinti, jsme u obou organismi identifikovali naptiklad malat-
dehydrogenasu nebo peptidyl-prolyl cis-trans isomerasu, jez byly jiz diive popsany u Botrytis
cinerea jako virulentni faktory dulezité pro invazi do hostitelskych pletiv, patogenicitu a vyvoj
patogena (Gonzalez-Fernandez et al., 2014). Podobn¢ jako v praci Rampitsch et al. (2006) jsme
identifikovali heat shock proteiny a 14-3-3 proteiny, jez maji taktéz vyznamnou roli v patogenezi.
Analyza Pyrenophora-tritici odhalila mnozstvi proteinl, jez jsou ve virulentnich rasach

nadprodukovany, jako jsou naptiklad heat-shock proteiny (Cao et al., 2009).
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7. 1. 2. MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie intaktnich spor a proteomicka analyza

patogennich hub rodu Puccinia. (Ptiloha 3)

Rzi jsou obligatni biotrofni parazitické houby zpuasobujici velké ekonomické ztraty
dulezitych zemédélskych plodin. Ke svému zivotu potfebuji Zijici hostitelskou rostlinu.
Onemocnéni se jevi jako Zluté az hnédé, bilé nebo Cerné skvrny viditelné nejcastéji na listech nebo
stonku hostitelské rostliny (Webster a Weber, 2007). Nejvétsi zemédélské ztraty byly v poslednich
letech zaznamenany plsobenim zastupcii rodu Puccinia patficiho do oddéleni Basidiomycota, kde
jsou klasifikovany do fadu Pucciniales (diive Uredinales) (Tavares et al., 2014). Tyto druhy navic
vytvareji takzvané specializované formy (formae speciales, f. sp.), které napadaji pouze jeden druh
hostitelské rostliny nebo maji omezeny pocet hostitelli ve skupiné. Navic, uvnitt jednoho druhu, ¢i
formae specialis miizeme popsat ruzné typy fyziologickych ras (patotypt), které se 1isi pouze ve
specifické reakci (virulenci, avirulenci) k danému genotypu hostitelské rostliny (Anikster et al.,
2005; Park et al., 2011). V Ceské republice patii mezi nejznaméjsi paivodce chorob tfi zastupci:
Puccinia triticina (rez pSeni¢na), Puccinia graminis (rez travni) a Puccinia striiformis (rez plevova)
(Bartos, 2010). Dals§im vyznamnym parazitem je rez ovesna (P. coronata) (Klenova-Jirdkova et al.,
2010). Prestoze chemické oSetfeni snizuje tyto ztraty, je finanén€¢ nakladné. Mnohem
ekonomictéjsim a ekologickym zplisobem ochrany pied patogeny je kultivace a péstovani odolnych
kultivard (Ellis et al., 2014). Navzdory doposud vypéstovanym rezistentnim odridam psenice,
vyvoj a rychlé Sifeni novych virulentnich ras (patotyptl) stale prekonava tyto nové variety
(Hanzalova et al., 2012). V praxi je uréovani a rozliSovani patotypd velmi ¢asové a manudlné
naro¢né a je zde tfeba odbornych fytopatologii. Nabizi se tedy mozZnost vyuziti analyzy intaktnich
spor pomoci MALDI -TOF hmotnostni spektrometrie k rychlejsi analyze a urCovani rzi.

Tato prace navazuje na metodiku vyvinutou pro IC/IS MALDI-TOF MS peronospor a padli
(Chalupova et al., 2012) a popisuje vyvoj a optimalizaci metody pro identifikaci a rozliSeni rzi.
Béhem optimalizaci (aplikovanych na P. triticina) byla stanovena optimalni koncentrace spor
v suspenzi (50 pg-ul™) a jeji mnoZstvi nand$ené na MALDI desti¢ku (1 pl suspenze v matrici: voda,

plus 0,5 pl matrice, 2LV), kombinace matric FA a SA o koncentracich v poméru 5:15 mg -ml”

vysledky pii méfeni MS spekter. Vysledny protokol byl pak pouzit na dalsi zastupce, tedy P.
graminis, P. striiformis a P. coronata zahrnujici i jejich jednotlivé patotypy. Ziskali jsme
peptidové/proteinové profily hmotnostnich spekter riznych druhd rzi (Obr. 9) a jejich patotypt. Na
zakladé rlznych pomérl podobnosti typickych signal v peptidovych/proteinovych profilech
jednotlivych patotypi lze tyto izolaty zastupujici domnivané patotypy rozlisit (Obr. 10).

Pro doplnéni informaci o proteinovém slozeni jsme provedli extrakci ze spor P. striiformis a P.

graminis do roztoku ACN/2,5% (v/v) TFA, 7:3 (v/v) a analyzu pomoci nanoLC-MALDI-TOF/TOF
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MS/MS. 40 proteini bylo identifikovano u P. striiformis a 30 proteintl jsme detekovali z extraktu
P. graminis, z nichz 6 bylo identifikovano vzajemné¢ u obou patogenti (viz Supplementary table 1,
2, ptiloha 3). Ackoliv byla vétSina proteind shledana jako neznamé, po funkéni analyze jsme byli
schopni odhadnout jejich zatfazeni. Identifikované proteiny ukazuji na dulezitost rychlé zmény
v proteinové expresi (ribosomalni proteiny), rychlé odpovédi a obrannych mechanisma pfi interakci
hostitel-patogen (14-3-3 proteiny, heat shock proteiny, thaumatin) (Campo et al., 2004; Rampitsch
et al., 2006; Thara et al., 2003; Zhang et al., 2003) a také extracelularni mechanismy k invazi
hostitele a ziskani zivin, bunécnd adheze, signalizace, tvorba konidii (Bailey a Ebbole, 1998;
Bakkeren a Gold, 2004). Nakonec jsme byli schopni pfifadit 3 a 3 proteiny k signalim viditelnym
ve spektru P. striiformis a P. graminis (Tab. 3), jez by mohly v budoucnu slouzit jako markery
k bliz§imu urceni patogeneze. Tato prace otvira nové moznosti pro studium a rozliSovani patogenti

zpusobujicich rzivost na dilezitych zeméde€lskych plodinach.
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Obr.9 IC/IS MALDI-TOF MS peptidové/proteinové profily zastupct rodu Puccinia. Spektra

smési patotypt P. triticina, P. striiformis, P. graminis a P. coronata (50 pg spor-ml”) byla ziskana

v linearnim médu pro pozitivné nabité ionty. PouZita byla matrice FA:SA, 5:15 mg ml" v roztoku
ACN/2.5% v/v TFA, 7:3 (v/v), nanaSeni vzorku metodou 2LV.
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Obr. 10 2-D diagramy podobnosti spekter. Grafické znazornéni bylo provedeno za pouziti
programu BIOSPEAN (volné dostupny na v http://software.cr-hana.upol.cz) pomoci procentualnich
hodnot podobnosti vypoctenych z IC / IS MALDI-TOF hmotnostnich spekter. (A) srovnani P.
triticina, P. graminis, P. Coronata a P. striiformis; (B) srovnani patotyp P. graminis; (C) srovnani
patotypu P. triticina.
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Tab.3  Pfifazeni identifikovanych proteint k charakteristickym signalim v IC/IS MALDI-TOF
MS spektrech
Puccinia striiformis
Molekulova
m/z’ hmotnost Protein Organismus” Piistupové &islo
(kDa)®
8710 8,6 conidiation-specific Puccinia triticina AOAOC4ED7 PUCTI
protein 6
14581 14,8 histon H3 Puccinia triticina AO0AO0C4EUQ7_PUCT1
15989 16,1 “b"so‘g?llp“’tem Puccinia triticina AOAOC4EVJ6 PUCTI
Puccinia graminis
Molekulova
m/z’ hmotnost Protein Organismus” Piistupové &islo
(kDa)®
7386 7,3 glucose-repressible Puccinia graminis f. sp. tritici/ E3K3W2 PUCGT
7,4 protein Puccinia triticina AOAOC4EXN8 PUCT
8548 8,6 conidiation-specific Puccinia graminis f. sp. tritici/ AOAO0C4EN)7 PUCT1
8,6 protein 6 Puccinia triticina E3L4A3 PUCGT
9122 9,1 unknown-function Puccinia graminis f. sp. tritici E3KID1_PUCGT

protein

(a) Pomér hmotnosti a naboje (m/z), hodnota popisujici charakteristické signaly v hmotnostnim spektru. (b) Identifikace pochazeji z
prohledavani v databazich pomoci programu Mascot (c) Program BLAST byl vyuzit k pfifazeni intaktnich proteinti homolognich k
sekvencim ziskanych fragmenti.

7.1.2.1. Komentare k vysledkiim

Obr. 9 ukazuje unikatni peptidové/proteinové profily Ctyf zastupci rodu Puccinia
(P. triticina, P. striiformis, P. graminis a P. coronata), z nichZ kazdy vzorek ve skute¢nosti pochazi
ze smési riznych patotypt (neni znamo slozeni). Je zde vidét podobny vzorec profilti u vSech ¢ty
zastupcu s charakteristickymi signaly zaznamenanymi ve dvou oblastech: m/z 3000 — 6000 a 7000 —
9000, znichz signaly v druhé oblasti vykazuji obecné vyssi intenzitu. Podobné byla ziskana i
spektra patotypd P. graminis a P. triticina (Fig. 3A, 3B, Ptiloha 3), jez jsou podrobngji popsana
v pfilozeném rukopisu (Pfiloha 3). Pozorované rozdily v profilech spekter byly dale hodnoceny
pomoci programu BIOSPEAN (Raus a Sebela, 2013). Hodnoty podobnosti jsou vyjadieny
procentualné. Zkonstruované diagramy podobnosti jsou zobrazeny na Obr. 10. Ackoliv se na prvni
pohled zdaji peptidové/proteinové profily jednotlivych zastupcti (Obr. 9) velice podobné, ve
skutecnosti se jedna pouze o omezeny pocet téch signall, které se vzajemné piekryvaji, coz
dokazuje diagram na Obr. 10A. P. graminis, P. triticina a P. striiformis se vyskytuji na témér stejné
urovni vzajemné podobnosti (14-18 %), zatimco P. coronata vykazuje vzdalengj$i vztah: 10%
podobnost k P. striiformis, 5% k P. graminis a 2% k P. triticina. IC/IS MALDI-TOF hmotnostni
spektra péti patotypt P. graminis dokazuje pouzitelnost této metody pro jejich odliseni. Patotypy 2,

44



9 a 12 se mezi sebou vzajemn¢ Uzce podobaji (Obr. 10B) stejné tak jako ke smési poskytujici
typické IC/IS MALDI-TOF hmotnostni spektrum P. graminis (Obr. 9). Patotypy 5 a 11 jsou
mnohem vzdalenéjsi od ostatnich spekter, ale vzajemné se podobaji priblizné v 60 %. VEétsi skupina
patotypu byla srovnana pro P. triticina (Obr. 10C). V tomto ptipadé byl patotyp 9668 shledan jako
nejvzdalenéjsi v porovnani s ostatnimi. Srovnavanim pomoci programu BIOSPEAN byla potvrzena
funkcnost tohoto nastroje. Zjisténé rozdily mezi P. graminis a P. triticina byly ovéfeny analyzou
vzorkl rzi travni kontaminovanou rzi pSeni¢nou. Mensi kontaminace 1ze jen s obtizemi zjist'ovat dle
virulence na hostitelskych rostlinach. Metoda by mohla po dal$im rozpracovani ptispét k stanoveni
homogenity spor napt. pro molekularni analyzy.

Jako finalni vystup experimentti pro identifikace proteinii byly hodnoceny typické MS
profily P. striiformis a P. graminis (Obr. 9) k nalezeni spojitosti mezi markerovymi signaly a
extrahovanymi proteiny. Pro ptifazeni signalii ze spekter na zakladé jejich hodnoty m/z byla urcena
tolerance = 0,3kDa molekulové hmotnosti proteinid. Tento interval zahrnoval predpokladané
odchylky + 0,1kDa, vzniklé z IC/IS MS méfeni, a odchylky vychazejici z predpokladu moznych
rozdili v aminokyselinové sekvenci mezi studovanymi patogeny a jejich blizkymi pfibuznymi, od
nichz byly proteiny z databaze odvozeny. U obou fytopatogenil jsme byli schopni ptifadit jen
neznamé proteiny (Tab. 3). U P. striiformis ty byly 3: pro konidiaci specificky protein 6 (pfistup.
Cislo AOAOC4EIJ7 PUCT1) s molekulovou hmotnosti 8,6 kDa byl pfifazen signalu m/z 8710,
histon H3 (AOAOC4EUQ7 PUCT1) s molekulovou hmotnosti 14,8 kDa byl povazovan za signal
s v MS spektru s hodnotou m/z 14581 a ribosomalni protein S11 (AOAOC4EVJ6 PUCTI1), o
molekulové hmotnosti 16,1 kDa, jsme pritadili k signalu s m/z 15989. V MS spektru P. graminis
jsme nasli tfi signaly, jejichz m/z hodnota by mohla odpovidat molekulovym hmotnostem n¢kolika
identifikovanych proteini. 2 glukoso-represibilni proteiny (E3K3W2 PUCGT; 7,3 kDa; a
AOAOC4EXNS PUCTI; 7,4 kDa) byly pfifazeny k signalu m/z 7387, 2 pro konidiaci specifické
proteiny 6 (AOAOC4EIJ7 PUCT1 a E3L4A3 PUCGT) s molekulovou hmotnosti 8,6 kDa byly
navrzeny k prifazeni signalu o m/z 8548. A posledni protein s neznamou funkci (E3KID1_PUCGT)

s molekulovou hmotnosti 9,1 kDa jsme ptifadili k signalu o m/z 9122.
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7.2. Ostatni vysledky

7.2.1. Ziskavani peptidovych/proteinovych profili z intaktnich spor patogeni

Na zakladé metody optimalizované pro IC/IS MALDI-TOF MS analyzy spor padli a
peronospor (Chalupova et al., 2012), byla postupné ziskdvana MS spektra dalSich zastupct
obligatnich biotrofti rodti Bremia, Blumeria a nekrotrofnich parazitti, zastupcii rodu Botrytis a jejich
izolatl. Tato MS spektra byla ulozena do vybudované a stale se rozsifujici databaze, kde mohou
v budoucnu poslouzit jako referenéni spektra pii identifikaci neznamého vzorku. Na Obr. 11 jsou

vidét MALDI-TOF peptidové/proteinové profily izolatd B. lactucae (A), B. graminis (B) a Botrytis

-1
spp. (C) ziskané za pouziti optimalizovaného systému matric FA:SA (5:15 mg-ml ) v roztoku

ACN:2.5% TFA (7:3, v/v) a techniky vysusené kapky (Chalupova et al., 2012).
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Obr. 11 Studium vnitrodruhové variability fytopatogeni pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektra peptidovych/proteinovych profili zahrnuté do

databaze sw BIOSPEAN. (A) Rasy a izolaty Bremia lactucae: BL 16, BL 22, BL 25, BL 27, 12/05 a 16/1/08; (B) izolaty Blumeria graminis: 1541,

2567, 4515, a 7557; (C) zastupci patogenti rodu Botrytis: B. cinerea F-16, B. cinerea F-314, B. aclada F-17 a B. fabae F-59 Spektra byla ziskana za
1

pouziti optimalizovaného protokolu: matrice FA:SA (5:15 rng‘rnl- ) v roztoku ACN:2.5% TFA (7.3, v/v) technikou vysusené kapky. Méfeno na pfistroji
Microflex LRF20 (Bruker Daltonik).
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Obr. 11A zahrnuje srovnani MS spekter profili ze spor rtuznych izolatt plisné salatové
(B. lactucae). U modelového izolatu BL 16, diive vyuzitého pro optimalizaci metody, jsou
vyznaceny signaly, které tvoii charakteristicky vzor profilu tohoto patogena. Zvlasté signaly 5987,
6932 a 8593, jez se vyskytuji ve spektru vzdy jako nejintenzivnéjsi. Dalsi signaly (9597, 10456,
11312, 12450, 14756, 16854) se poté vyskytuji s riznou intenzitou a v rizném pomeru k vySe
jmenovanym intenzivnim signalim. Porovnani profild izolatd padli jeCmene (B. graminis f. sp.
hordei) je znazornéno na Obr. 11B. I zde je vidét typicky piekryv charakteristickych piki (pro
piehlednost vyznaCeno pierusovanou spojnici mezi spektry jednotlivych izolatd). Profil izolatu
2567 je navic doplnén o signaly 3698, 4537, 4446, 4892 a 5609. Signal 8526 objevuje u izolatu
7557. Na Obr. 11C je vidét lehce odlisSny ptipad porovnani peptidovych/proteinovych profili
patogenti rodu Botrytis, jez parazituji na riznych hostitelskych rostlinach. Nejedna se tudiz ptimo o
izolaty jednoho druhu patogena. Pti porovnani spekter je vidét typické signaly spolecné pro oba
druhy B. cinerea (F-16 a F-314): 1559, 2350, 4394 a 8607. Odlisné signaly u F-16 jsou 3378 a
4709, u F-314 pak naptiklad 1928, 2616, 2954, 3115, 3277. U B. aclada a B. fabae lze pozorovat
spolecné markery o m/z 2184, 4190, 4307, 4378, 4508, 4711, 5025, 7429 a 8339.

7.2.2. Analyza IC/ISMS z povrchu listi hostitelskych rostlin

V navaznost na ptedchozi problematiku IC/IS MS analyzy peronospor a padli pfimo z listu
hostitelskych rostlin (Chalupova et al., 2012) byly navrzeny dal§i moznosti, jak ziskat informace o
peptidovém/proteinovém profilu pivodce choroby okamzité a snadné&ji, aniz by se list s povlakem

spor musel slozité ptfipravovat a vkladat do hmotnostniho spektrometru:

7.2.2.1. Smyvani spor padli z povrchu listu

Analyzu suspenze konidii Oidium neolycopersici (padli rajcatové) demonstruje Obr. 12, kde
je vidét srovnani profili ziskanych po smyvani spor roztokem matrice ptimo z listu rajcete 3., 9. a
14. den po inokulaci. Jako negativni kontrolu slouzil list neinfikovany, pro pozitivni kontrolu pak
spektrum ze suspenze spor. Cerveny rameéek vyznaGuje oblast signaldl, jeZ jsou viditelné u vzorkd,
které byly ziskany pfimym omyvanim povrchu infikovaného i neinfikovaného listu rajcete.
V zeleném ramecku jsou vyznaceny signaly, jez se shoduji se signaly viditelnymi u profilu Oidium

neolycopersici ziskaného ptimo ze spor.
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7.2.2.2. Otisk spor padli z povrchu listu

Alternativni analyza O. neolycopersici byla provadéna pomoci otisku povrchu napadenych
listh rajcete bud’ na oboustrannou lepici pasku nebo pfimo na povrch MALDI desticky. Obr. 13
srovnava data ziskana z téchto méteni. Nejdiiv jsou zde porovnana spektra ziskana métenim otisku
spor na oboustrannou lepici pasku a poté i na Cistou MALDI desticku na pfistroji od firmy
Shimadzu (Obr. 13 A), nasledné jesté byly porovnany otisky listli na rizné typy MALDI desticek
od firmy Bruker (Obr. 13 B). Ziskana MS spektra méfena jak po otisku na lepici pasku, tak na
samotnou MALDI desticku, se shoduji s peptidovym/proteinovym profilem kontroly zahrnujici
charakteristické signaly O. neolycopersici (Obr. 13 A). Pii porovnani MS spekter ziskanych po
otisku na riznych MALDI destickach lze také pozorovat shodujici se charakteristické signaly,
typické pro O. neolycopersici, avsak u desticky s AnchorChip povrchem je charakteristicky vzor

profilu ovlivnén vyssi intenzitou signali v rozmezi hodnot m/z od 6000 do 12000.

neinfikovany list

3. den

Relativni intenzita

9. den

14. den

L kontrola - spory

| T T T I Al T
2000 4000 6000 8000
m/z

Obr. 12 Porovnani MALDI-TOF hmotnostnich spekter peptidovych/proteinovych profilta
ziskanych po smyvani spor listi rajete pomoci roztoku matrice. Na MALDI desticku byly

aplikovany 2 ul suspenze ziskané po smyti spor z listu do roztoku matrice FA:SA (5:15 mg: ‘ml )
v roztoku ACN:2.5% TFA (7.3, v/v). Méteno na pfistroji Microflex LRF20 (Bruker Daltonik).
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Obr. 13 Porovnani MALDI-TOF hmotnostnich spekter peptidovych/proteinovych profili po
otisku spor z listli rajéete na oboustrannou lepici pasku a na ¢istou MALDI desticku. (A) Spektra
ziskana méfenim otisku spor na oboustrannou lepici pasku a poté i Cistou MALDI desticku TO469
na piistroji Axima CFR" (Shimadzu Kratos Analytical). (B) Srovnani spekter po otisku listii na
ruzné typy MALDI desticek od firmy Bruker (méfeno na Microflex LRF20, Bruker Daltonik). Po

-1
otisku byl na povrch spor nanesen 1 pl matrice FA:SA (5:15 mg-ml ) v roztoku ACN:2.5% TFA
(7.3, v/v).

7.2.3. Diskuze

Na zaklad¢ optimalizovaného protokolu (Chalupova ef al., 2012) jsme byli schopni ziskavat
dalsi peptidové/proteinové profily rostlinnych patogent, zvlast¢ izolath (fyziologickych ras)
obligatnich biotrofnich parazitli jako jsou Bremia lactucae a Blumeria graminis. Z dostupnych
nekrotrofnich parazitl byli studovani zastupci rodu Botrytis. Jiz na prvni pohled je ziejmé, ze
profily jednotlivych izolatl plisn¢ salatové a padli rajcatového (Obr. 11A a 11B) se v ramei druhu
vyraznéji nelisi v celkovém vzoru typickych signald. Rizné izolaty /rasy jednoho druhu biotroft, se
1i§i schopnosti napadat rtizné variety hostitelské rostliny. (Webster a Weber, 2007). Podrobng;jsi
souvislost mezi proteinovym profilem dané fyziologické rasy a faktory virulence doposud neni

znama. Pro toto studium je nezbytné ziskat veét§i mnozstvi vzorkd predstavujici rtizné sady
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fyziologickych ras a nasledné provést podrobné&jsi proteinovou analyzu u kazdé rasy. Prvotni
analyza a vyvoj metody pro identifikaci proteind viditelnych v MS spektrech je popsana
v ptilozeném rukopisu (viz Ptiloha 2). Dal$im ptikladem jsou charakteristické profily zastupcti rodu
Botrytis (Obr. 11C). Mezi jednotlivymi druhy si lze pak vS§imnout vétsiho rozdilu, mezi typickymi
signaly, zde jiZ neporovnavame jednotlivé izolaty. Naopak zastupci rodu Botrytis patii mezi
patogeny se Sirokym hostitelskym okruhem, jez jsou schopny infikovat, zvlasté druh Botrytis
cinerea u n¢hoz je znamo, ze napada 200 druhti dvoud€loznych rostlin (Staats et al., 2005). Tyto
vysledky, na néz se divame z hmotnostné-spektrometrického hlediska, dokladaji tedy pouzitelnost
této metody k jejich rozliSeni. Vnitrodruhové variabilita jednotlivych fytopatogenl je studovana
zaroven i molekularnimi metodami a ne vzdy se dafi nalézt spolehlivé markery pro identifikaci
jejich jednotlivych ras a patotypi. Stejné tak i vztahy hmotnostnich spekter k jednotlivym
charakteristikim patogenity (virulence, agresivita) urCitych izolati/kmeni/ras patogena je
komplexni problematikou, ktera vyzaduje podrobné studium s vét§imi sadami vzorkd a diskusi
odborniki z oblasti proteomiky a fytopatologie. Pro dal§i optimalizace a vyvoj metod pro
k charakterizaci fytopatogeni byly dale podrobnégji studovani zastupci obligatnich biotrofnich
parazitl (viz nize).

Vyse uvedené vysledky ukazuji, jak béhem smyvani spor z povrchu listu roztokem matrice
dochazi k uvolnéni proteinli, coz urychluje pfipravu vzorku ve srovnani se smyvanim vodou a
naslednym nanasenim matrice (neni ukazano). Charakteristické signaly jsou zvyraznény zelenym
rameckem (obr. 12). Pti srovnani s kontrolnim spektrem suspenze spor jsou vSak ve spektru spor
smyvanych pfimo z listu pfitomny nové signaly (v Obr. 12, oznacCeno Cervenym rameckem),
pochazejici z listu rajéete. Je tedy nutné provést kontrolni analyzu hostitelskych pletiv tak, aby
mohly byt signaly proteinti pivodem z rostliny a fytopatogena odliSeny. Urychleni ziskani vzorku
pfimo z biologického materidlu mize mnohdy usnadnit celou analyzu, je vSak nutné znat konkrétni
referencni spektra pro hledaného patogena, jelikoz signaly pochazejici z hostitelské rostliny mohou
ovlivnit ziskané vysledky a posléze identifikaci. Tuto metodu lze tedy doporucit pouze v ptipadech
rychlé kontroly pfitomnosti znamého piivodce infekce.

Na rozdil od vySe zminéného problému, varianty otisku povrchu infikovaného listu
poskytuji shodujici se profily s charakteristickymi signaly O. neolycopersici (obr. 13 A) a vyrazné
zjednodusuji proces ptipravy vzorku. V ptipadé oboustranné lepici pasky je tfteba peclivéji provést
kalibraci, nebot” ve spektrech se negativné projevuje vyssi Sum. V pfipadé piimého otisku na
MALDI desticku (obr. 13B) je vSak tifeba upozornit na riznou pfilnavost spor studovanych
patogentl, kterou je nutno predem ovéfit, coz do jisté miry omezuje pouziti této alternativni metody

na urcity typ patogent.
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8. ZAVER

Mezi zastupci hub (fiSe Fungi) a oomycet (fiSe Chromista) byla identifikovana fada druht,
které narusuji metabolismus rostlin. V¢asna determinace fytopatogenti miize pomoci minimalizovat
riziko Sifeni chorob, coz je vyznamné predev§im
u zemédélskych plodin, péstovanych v monokulturach. Tato disertacni prace je zaméfena na
studium ptvodcli mykdz rostlin pomoci hmotnostni spektrometrie. V poslednich letech se tato
metoda ukdzala jako vhodny alternativni nastroj k identifikaci a charakterizaci mikroorganismtl,
zvlasteé vyuziti ionizace vzorku za ucasti matrice ve spojeni s priletovymi analyzatory (MALDI-
TOF). Jedna se o relativné rychly, na cas a material nenaroény pristup, jak identifikovat
mikrobialniho  pivodce choroby. Vystupem jsou hmotnostni spektra pfedstavujici
peptidové/proteinové profily, jeZ jsou unikatni pro urcity typ patogena (Fenselau a Demirev, 2001)

Na zakladé vysledkd a zkuSenosti jinych autorG ziskanych v predchozich letech pfi
identifikaci bakterii byla metoda pro analyzu intaktnich spor ¢i bun¢k (IC/IS MALDI-TOF MS)
také zavedena pro diferenciaci mikroskopickych hub a oomycet. Literarni reSerSe zaméfena na
MALDI-TOF MS identifikaci houbovych mikroorganismt v riiznych oblastech védy a diagnostiky
je zpracovana ve formé prehledného ¢lanku Chalupova et al. (2014) s nazvem ,,Identification of
fungal microorganisms by MALDI-TOF mass spectrometry, ktery byl publikovan v ¢asopise
Biotechnology Advances 32: 230-241 (Ptiloha 1).

Téma mé disertac¢ni prace voln¢ navazuje na problematiku feSenou v mé diplomové praci,

ktera se zabyvala vyvojem metody pro identifikaci a biotypizaci rostlinnych patogenti, konkrétné
zastupct peronospor a padli pomoci IC/IS MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie (Chalupova et
al., 2012). Metoda byla dale aplikovana na dalsi piivodce mykdz rostlin (tabulka 2) s cilem ovérit
jeji univerzalnost. Predmétem studia byly zejména obligatni biotrofni parazity, jez potiebuji pro
svilj vyvoj zZivé hostitelské rostliny (zastupci oomycet, askomycet i basidiomycet). Aplikovatelnost
metody byla ov§em potvrzena i u nekrotrofnich parazitll ze skupiny Botrytis.
Ziskané peptidové/proteinové profily jsou ukladany do postupné se rozsifujici databaze, ktera je
soucasti programu BIOSPEAN (Raus a Sebela, 2013), kde slouzi jako referen¢ni spektra
k porovnavani studovanych izolatd a ptipadné identifikaci neznamych vzorki. Byly také navrZeny
alternativni pfistupy identifikace patogend ptimo z rostlinného materialu (Oidium neolycopersici na
listu rajcete), predstavujici otisk povrchu listu na oboustrannou lepici pasku nebo pfimo na MALDI
desticku.

Nasledné¢ je tato problematika rozsifena o detailnéjsi studium proteinti uvolnénych ze spor
behem IC/IS MALDI-TOF MS (spory B. lactucae, O. neolycopersici). Strategie metod a dosazené
vysledky jsou podrobné diskutovany v ptilozeném rukopise (Ptiloha 2). U spor rzi, zastupct rodu

Puccinia, bylo nutno ptrechozi metodu pro IC/IS MALDI-TOF MS optimalizovat, poté byly
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vybrany dva druhy z této skupiny (Puccinia striiformis, Puccinia graminis), u nichz byla provedena
podobna analyza proteind jako v pfechozim piipadé u plisné a padli. Veskeré detailni informace

jsou popsany v dal§im ptiloZeném rukopise (Ptiloha 3).
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SEZNAM ZKRATEK

2LV
ACN
AP
CA
Da
DD
DESI
DHB
ESI
FA
FoA
f. sp.
CHCA

CMBT
HABA
IC/IS MS

kDa

LC
MALDI
MBT
MS
MS/MS
nanoL.C
PMF
RCF
SA
SDS-PAGE

TFA
TOF

technika dvou vrstev (,,two-layer volume*)

acetonitril

atmosféricky tlak (,,atmospheric pressure®)

kyselina kavova (,,caffeic acid)

Dalton

technika vysusené kapky (,,dried droplet®)

desorp¢ni elektrosprej (,,desorption electrospray*)
2,5-dihydroxybenzoova

ionizace elektrosprejem (,,electrospray ionization®)

kyselina ferulova

kyselina mraven¢i (,,formic acid®)

specialni formy (,,formae speciales )

a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina (,,a-Cyano-4-hydroxycinnamic
acid®)

5-chloro-2-merkaptobenzothiazol

kyselina [2-(4-hydroxyphenylazo)]benzoova

hmotnostni spektrometrie intaktnich bun¢k nebo spor (,,intact cel/spore
mass spectrometry*)

kilodalton, jednotka molekulové hmotnosti (1 kDa = 1000 D, Daltont1)
kapalinova chromatografie (,,liquid chromatography*)

laserova ionizace a desorpce za UiCasti matrice (,,matrix-assisted laser
2-merkaptobenzothiazol

hmotnostni spektrometrie (,,mass spectrometry*)

tandemova hmotnostni spektrometrie

nanopratokova kapalinova chromatografie

peptidové mapovani (,,peptide mass fingerprinting*)

relativni centrifugacni sila (,,relative centrifugal force")

kyselina sinapova (,,sinapic acid®)

elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsulfatu
sodného

trifluoroctova kyselina (trifluoracetic acid®)

analyzator doby letu (,,time of flight*)

technika smiSenych objemi (,,mixed-volume technic®)
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Klinické laboratofe Onkologického centra J. G. Mendela v
Novém Jic¢ing
P&R LAB a.s., Machova 2129/32, 741 01 Novy Ji¢in
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Praktické zkuSenosti znalost biochemickych metod: elektromigra¢ni, chromatografické

a hmotnostné-spektrometrické metody

Publikace a rukopisy v pripravé, jeZ jsou soucasti disertacni prace:

1.

Chalupova J., Raus M., Sedldfova M., Sebela M. (2014) Identification of fungal
microorganisms by MALDI-TOF mass spectrometry. Biotechnology Advances 32: 230-241.
IF 9,015

Beinhauer J., Lenobel R., Loginov D., Chamrad I., Rehulka P., Sedlafova M., Marchetti-
Deschmann M., Allmaier G., Sebela M. (rukopis &lanku v piipravé) Identification of Bremia
lactucae and Oidium neolycopersici proteins extracted for intact spore MALDI mass
spectrometry biotyping.

Beinhauer J., Raus M., Hanzalova A., Hor¢i¢ka P., Sebela M. (rukopis &lanku v piipraveé)
Intact spore MALDI-TOF mass spectrometry and proteomic analysis of Puccinia pathogenic

fungi.

Publikace, jeZ nejsou soucasti disertacni prace:

L.

Rehulkova H., Chalupova J., Sebela M., Rehulka P. (2010) A convenient purification and
preconcentration of peptides with a-cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix crystals in a pipette
tip for matrix-assisted laser desorption-ionization mass spectrometry J. Mass Spectrom.45,
104-11. IF 2,379

. Chalupova J, Sedlafova M, Helmel M, Rehulka P, Marchetti-Deschmann M, Allmaier G,

Sebela M. (2012) MALDI-based intact spore mass spectrometry of downy and powdery
mildews. J. Mass Spectrom. 47, 978-986. IF 2,379 (vysledky mé diplomové prace)

. Beinhauer J., Lianggiao B., Fan H., Sebela M., Schug K. A. Bulk derivatization and cation

exchange restricted access media-based trap-and-elute liquid chromatography-mass
spectrometry method for trace determination of estrogens in serum. Anal Chim Acta 858, 74-
81. IF 4,513 (vysledky ze staZe na Texaské Univerzité v Arlingtonu, Texas, USA)

Ocenéni

Cena feditele Centra regionu Hana pro biotechnologicky a zeméd¢€lsky vyzkum za védeckou

publikaci (2014)

Projekty:

1)
2)

3)

NPU I, LO1204, Udrzitelny rozvoj vyzkumu Centrum regionu Hana, (2014-2018)
CZ.1.05./2.1.00/01.0007, OpVaVpl projekt Centrum regionu Hana pro biotechnologicky a
zemedélsky vyzkum

14-284438S, Temna hmota jadra rostlinné buiiky - charakterizace jadernych proteinti; GACR
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4)

5)

6)

7)

7AMB12AT018, Biotypizace fytopatogenit kulturnich rostlin pomoci hmotnostni
spektrometrie a identifikace proteinovych markert infekce, projekt cesko-rakouské veédecké
spoluprace; MSMT CR/OeAD — Rakousko

CZ.1.07/2.2.00/28.0184, OpVK projekt Biotrend (Inovace vzdélavani v chemii a biologii s
ohledem na aktualni trendy v biomedicinalnim vyzkumu); MSMT/EU

KONTAKT MEB061003, Identifikace a biotypizace fytopatogenti kulturnich rostlin pomoci
hmotnostni spektrometrie; Projekt spoluprace Ceska Republika- Rakousko
CZ.1.07/2.4.00/31.0130, OpVK projekt ChemPharmNet (,,Rozvoj a posileni vzajemné
spoluprace mezi akademickymi i soukromymi subjekty se zaméfenim na chemicky a

farmaceuticky vyzkum‘) — vykonani 6mésicni staze v USA

Staze

11.10.-11. 12. 2010 Ustav chemickych technologii a analytiky
1.3.-31.3.2011 Technické univerzity ve Vidni, Institut chemickych
18.11.—11. 12. 2012 technologii a analytiky Technické univerzity ve Vidni
18.2.-18.3.2013

19. 6. -15.12.2013 Oddéleni chemie a biochemie, Texaska Univerzita

v Arlingtonu, Texas, USA.

Piispévky na konferencich

L.

Sebela M., Chalupova J., Sedlatova M., Rehulka P., Helmel M., Marchetti-Deschmann M.,
Allmaier G.: Identification and biotyping of phytopathogens using intact cell MALDI-TOF
mass spectrometry. MassSpec-Forum-Vienna-2011, 22" Mass Spectrometric Discussion
Meeting, Viden 2011, Book of abstracts, pp. 12, prezentace formou prednasky M. Sebely

Chalupova J, Sedlafova M, Sebela M, Rehulka P, Helmel M, Marchetti-Deschmann M,
Allmaier G. Identification and biotyping of phytopathogens using MALDI-TOF mass
spectrometry. 5" Central and Eastern European Proteomic Conference, 19. — 22. 9. 2011,
Praha, prezentace formou piednasky M. Sebely

Chalupova J, Sedlafova M, Helmel M, Rehulka P, Marchetti-Deschmann M, Allmaier G,
Sebela M. Identification of downy and powdery mildews using intact spore MALDI-TOF mass
spectrometry. 30™ Informal Meeting on Mass Spectrometry, 29. 4. — 3. 5. 2012, Olomouc,
poster P69, prezentace formou plakatového sdéleni J. Chalupové

Helmel M; Chalupova J; Sedlafova M; Rehulka P; Sebela M; Hofer J; Balika W; Koranda M;
Marchetti-Deschmann M; Allmaier G. Differentiation and biotyping of downy and powdery
mildews using intact cell MALDI mass spectrometry on disposable polymer targets, 60"
ASMS Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, 20. — 24. 5. 2012, Vancouver,
Canada, poster WP219, prezentace formou plakatového sdéleni M. Helmel
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10.

11.

Chalupova J, Chamrad I, Helmel M, Rehulka P, Sedlafova M, Marchetti-Deschmann M,
Allmaier G, Sebela M. Development of a methodology for the identification of marker proteins
from the spore surface structures of phytopathogens. 31™ Informal Meeting on Mass
Spectrometry, 5. 5. — 8. 5. 2013, Palermo, poster P25, prezentace formou plakatového
sdéleni J. Chalupové

Chalupova J., Liangqgiao B., Fan H., Sebela M., Schug K. A. (2013) Bulk derivatization and
cation exchange restricted access media-based trap-and-elute liquid chromatography-mass
spectrometry method for trace determination of estrogens in mouse male serum. 69"
Southwestern Regional Meeting of the American Chemical Society, 16. — 20. 11. 2013, Waco,
Texas, USA, poster 508, prezentace formou plakatového sdéleni J. Chalupové

Chalupova J., Liangqgiao B., Fan H., Sebela M., Kukula M., Barrera J., Schug K. A. (2014)
Validated method for quantification of ultra-trace estrogens in serum by bulk derivatization
and direct cation exchange trap-and-elute LC-MS/MS. 32 Informal Meeting on Mass
Spectrometry, 11. 5. — 14. 5. 2014, Balatonszarzd, Mad’arsko, poster MoPo10, prezentace
formou plakatového sdéleni J. Chalupové

Lianggiao B., Chalupova J., Fan H., Sebela M., Kukula M., Barrera J., Schug K. A. (2014)
On-Line Pre-Treatment and Quantification of Trace Estrogens in Serum by Bulk
Derivatization and Direct Cation ExchangeTrap-and-Elute LC/MS/MS. 62nd ASMS
Conference on Mass Spectrometry and Allied Topics, 15. — 19. 6. 2014, Baltimore, Maryland,
USA, poster TP 490, prezentace formou plakatového sdéleni Lianggiao B.

D. S. Loginov, J. Chalupova, R. Lenobel, M. Sebela. (2014) A proteomic study on the
oomycete Bremia lactucae. ,,8th Central and Eastern European Proteomics Conference
(CEEPC)

meets 2nd International Metabolomics Austria (InMetA), 30. 6. — 4. 7. 2014, Vidén, Rakousko,
prezentace formou plakatového sdéleni J. Chalupové

J. Beinhauer, A. Hanzalova, P. Hor¢icka, M. Sebela (2015) Intact spore MALDI-TOF mass
spectrometry of Puccinia pathogenic fungi. 33" Informal Meeting on Mass Spectrometry, 10.
5. = 13. 5. 2015, Szczyrk, Polsko, poster TuPol4, prezentace formou plakatového sdéleni
J. Beinhauer

J. Beinhauer, A. Hanzalové4, P. Hor¢i¢ka, M. Sebela (2015) Intact spore MALDI-TOF mass
spectrometry of Puccinia pathogenic fungi. Plant biotechnology: Green for Good III, 15. 6. —
18. 6. 2015, Olomouc, Ceska republika, poster 45, prezentace formou plakatového sdéleni
J. Beinhauer

Pedagogicka ¢innost

vyuka pfedmétu Prakticka cviceni z biochemie (KBC/BCHC)
vyuka pfedmétu Experimentalni metody biochemie (KBC/EMB
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Piiloha 1: Chalupova J., Raus M., Sedlafova M., Sebela M. (2014) Identification of fungal
microorganisms by MALDI-TOF mass spectrometry. Biotechnology Advances 32: 230-241.



Piiloha 2: Beinhauer J., Lenobel R., Loginov D., Chamrad L., Rehulka P., Sedlafova M.,
Marchetti-Deschmann M., Allmaier G., Sebela M. (rukopis ¢lanku v piipravé) Identification
of Bremia lactucae and Oidium neolycopersici proteins extracted for intact spore MALDI mass

spectrometry biotyping



Piiloha 3: Beinhauer J., Raus M., Hanzalova A., Hor¢ifka P., Sebela M. (rukopis ¢lanku
v pripravé) Intact spore MALDI-TOF mass spectrometry and proteomic analysis of Puccinia

pathogenic fungi



