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1 UVvOD

Fytopatogenni houby jsou pficinou velké fady rostlinnych chorob a jiz po mnoho let
predstavuji velkou hrozbu Vv zemédé€lstvi. Béhem napadeni hostitele vyuzivaji
rozmanité zptsoby pfekonani obrannych systému rostlin. Tyto infekéni mechanismy
hub jsou podrobovany komplexnim studiim.

Za velmi diilezité pro patogenezi jsou povazovany houbové konidie, jelikoz jejich
kli¢eni je jednim zprvnich krokt pii infekci hostitele (Gonzalez-Fernandez
a Jorrin-Novo, 2012). Tyto struktury jsou zajimavé pro proteomické studium vzhledem
k pfitomnosti proteind podilejicich se na zivotaschopnosti a patogenezi vlaknitych hub.

V soucasné dob¢ je vénovano vice pozornosti analyze mycelia a sekretomu u hub
nez sktrukturam podilejicich se na piezii, mezi které patii konidie a pii nehostinnéch
podminkach i klidova forma sklerocie. Pravdépodobné je to dano obtiznym ziskem
dostateného mnozstvi materidlu pro spolehlivou analyzu. Jako nepostradatelna
pro identifikaci proteini je vyuzivana hmotnostni spektrometric (Han et al., 2008).
Vzhledem K jejimu vyvoji, v podob¢ zvyseni citlivosti a rozliSeni, dochazi k moznosti
prekonani omezeni v nedostatku materialu (Loginov a Sebela, 2016).

Tato prace se zabyva proteomickym studiem struktur dulezitych k pieziti
u fytopatogennich hub rodu Botrytis. Byly zvoleny dva pfistupy analyzy konidii
a sklerocii. Prvnim z nich je méfeni intaktnich konidii za ti¢elem rychlé identifikace
patogenu. Ziskana hmotnostni spektra proteinovych profili z povrchu bunék jsou
srovnavana a patogen je detekovan podle charakteristickych iontti. Druhym piistupem
je studium proteomu konidii a sklerocii za vyuziti postupné extrakce proteinti. Tento
vyzkum je dulezity pro lepsi pochopeni vyvoje patogennich hub a mechanismu infekce

(Sulc et al., 2009).



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Fytopatogenni houby

Houby predstavuji velkou skupinu eukaryotickych organismt dfive fazenou
k rostlinam, ale nyni jiz tvoi{ samostatnou fi§i. Zivi se dvéma odli§nymi zpisoby,
a to saprofyticky, kdy Ziviny ziskavaji rozkladem odumfielych tél rostlin a zivocicht,
nebo paraziticky. Podle typu parazitismu a postupu infekce rozliSujeme houby
na nekrotrofni, biotrofni a hemibiotrofni. Nekrotrofni parazité narusuji bunécnou sténu
rostlin pomoci enzyml nebo toxind, ¢imZ zpusobuji odumirani tkané. Metabolity
rostlinnych bunék poté vyuZzivaji pro svoji vyzivu. Biotrofni parazité potfebné Ziviny
ziskavaji také z rostlinnych bungk, které ale pouze oslabuji. VétSina zastupct této
skupiny jsou hemibiotrofni parazité, coz je kombinovana forma, kdy v prvni fazi
dochazi k zisku Zivin z zivych bungk, poté ale nastava jejich poskozeni a odumirani.
Z téméf 100 tisic popsanych druhd hub se pouze 10 tisic zivi parazitismem (Prell
a Day, 2001). Patogenni houby v dnesni dob¢ pfitahuji fadu vyzkumnych skupin,
coz dokazuje rostouci pocet publikaci v databazi PubMed, kdy od roku 2007 bylo
publikovéano vice nez 2000 studii roéné s touto tématikou (Loginov a Sebela, 2016).
Fytopatogenni houby parazituji na rostlinach a zpiisobuji velkou fadu rozmanitych
symptomu na riiznych Castech téla hostitele. Nekteré napadaji a kolonizuji vSechny
tkan¢, zatimco jiné se specializuji jen na urcité organy. Pfiblizné 10 % vSech druht
hub mize zpusobit onemocnéni rostlin (Horbach et al., 2011). Tyto patogeny nasly
prostiedek jak pfekonat obranné mechanismy a dovedou jim zcela pfizplsobit svoji
infek¢ni strategii. Mechanismil infekce je velkd tfada a jiz bylo provedeno mnoho
komplexnich vyzkumu na toto téma. Studium bylo usnadné€no rozvojem ,,omickych*
véd, predev§im proteomika hraje velmi diileZitou roli (Loginov a Sebela, 2016). Prvnim
obrannym mechanismem rostlin je jejich buné¢na sténa, kterd se sklada
Z polysacharidli, proteini a aromatickych polymerti. K pfekonédni této bariéry jsou
patogeny schopny produkovat enzymy (Kubicek et al., 2014), které degraduji slozky
bunécéné stény, naptiklad kutinasa a lipasa degraduji kutin. Bez jejich pfitomnosti
houbové spory selhavaji v priniku do bunky, kvili tomu je pfitomnost enzymu
vyzadovana minimalné v prvnich stadiich hostitelské infekce (Agrios, 2005).
Pti poranéni bunky dochazi také kuvolnéni sacharidi potfebnych pro rist

a rozmnozovani parazita (Gibson et al., 2011). Kromé enzymt@ mohou patogeny



produkovat také rozmanité efektory (Giraldo a Valent, 2013) a toxiny
(Colmenareset al., 2002).

Pro patogenezi jsou velmi dulezité houbové konidie (Gonzalez-Fernandez a Jorrin-
Novo, 2012), jelikoZ po uchyceni na rostling je zacatek jejich kliceni prvnim krokem
k hostitelské infekci. Tyto struktury byly zkoumany jiz mnoha zptsoby, ale zakladni
princip zistava stale stejny. Jednd se o kultivaci houby a sklizenn vySetfovanych
struktur, jejich naruSeni, extrakci a separaci proteint, nasledované analyzou pomoci
hmotnostni ~ spektrometrie  (MS; Barros et al., 2010; Suhetal., 2012;
El-Akhal et al., 2013). Nejcéastéji se ke kultivaci vyuziva tuhych agarovych médii,
ale jsou znamé i jiné metody, napiiklad rod Blumeria graminis byl péstovan piimo
na hostitelskych rostlinach (Noir et al., 2009) a rod Nomuraea rileyi dokonce
na povrchu mrtvého bource morusového (Qin et al., 2009). Znalost struktury konidii
a procesu jejich formovani a kliceni vede k efektivnéjsi ochrané pied timto patogenem.
Prestoze struktura spor v klidové i kli¢ici fazi jiz byla studovana, pro lepsi pochopeni
pribéhu infekce je potieba dalsiho studia (Sulc et al., 2009).

Jiz po mnoho let jsou rostlinné patogenni houby pomérné velkou hrozbou
v zeméd¢lstvi, jelikoz plisiovd onemocnéni zpusobuji zna¢né ekonomické ztraty.
Z tohoto divodu je na rozvoj fungicidii kazdorocné vynakladano mnoho finan¢nich
prostiedkt (Yoon et al., 2013). Vyvoj efektivni ochrany rostlin ale zahrnuje dobré
znalosti patogenniho cyklu a faktordi virulence. Dfive hojné pouZivané syntetické
fungicidy u¢inn¢ kontrolovaly piisobeni patogennich hub. Jejich opakované pouziti ma
ale za nasledek jak vyvinuti rezistence, tak negativni ovlivnéni biologickych systémi
véetné nezadoucich G¢inkl na necilové organismy a lidské zdravi. Ve snaze snizit
cetnost jejich aplikace doslo k rozvoji pfirodnich produktl, které nejsou skodlivé
pro ¢lovéka ani pro zivotni prostiedi (Yoon et al., 2013). Mezi ekologicky Setrné
biopesticidy vyuzivané pro vyvoj fungicidi patii naptiklad cinnamaldehyd
(Wang et al., 2005) a laminarin (Hu et al., 2011).

Velkd pozornost je také veénovana biologické ochrané rostlin prostiednictvim
mykoparazitickych hub, které jsou pfirozenymi neptateli fytopatogennich hub.
Pfitomto zplsobu parazitismu dochazi k vyzivové zavislosti jednoho druhu
na druhém. K mykoparazitické degradaci v pidé dochézi diky lytickym enzymilim,
které rozpoustéji buné¢nou sténu myecelii a klidovych struktur (Ondrackova, 2014).
Mezi vyznamné antagonisty fytopatogenti mizeme zatadit houby rodu Trichoderma

spp. (Harman et al., 2004), Coniothyrium minitans (Gerlagh et al., 1996), Pythium
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oligandrum (Lewis et al., 1989) a Clonostrachys rosea (Schroers et al., 1999),
ktera rozklada sklerocie, chlamydospory a oospory u druhti jako Sclerotinia
sclerotiorum, Sclerotium cepivorum, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Bipolaris

sorokiniana, Colletotrichum spp a dalsi.

2.2 Houby rodu Botrytis
Houby rodu Botrytis byly objeveny jiz v roce 1729. Od té doby se staly obecné znamé

pro jejich destruktivni vyznam v zeméd¢€lstvi. Mezi vzniklé ztraty patii
jak pted i po skliziiové Skody na kvalit¢ a mnozstvi, tak i naklady vynalozené
na ochranu rostlin. VSechny zndmé druhy jsou dulezité rostlinné patogeny vyskytujici
se prevazné v mirném podnebném pasu. Vyskyt v tropickém ¢i mrazivém prostiedi
je pomérné vzacny. Nejlépe se houba §ifi za destivého a chladného pocasi okolo 15 °C
(Coley-Smith et al., 1980).

Infekce zpusobené kmeny Botrytis jsou pravdépodobné ty nejb&znéjsi
a nejrozsifencjs$i nemoci zeleniny, ovoce, okrasnych kvétin a polnich plodin na svété.
Napadeni patogenem se nejcastéji projevuje jako pliseit kvétl, vadnuti, trouchnivéni
ovoce, hniloba stonku ¢i ploda a skvrny na listech (Obr. 1). Tyto houby jsou nekrotrofni
parazité, které zpisobuji rozpad hostitelské tkan¢ a jeji odumirani (Staats et al., 2005).
Z nejvaznéjsich nemoci zpisobenych patogenem miiZeme zminit Sedou pliseni jahod,
hroznli a dalsi zeleniny, hnilobu jablek, ale také naptiklad plisn¢ okrasnych kvétin.
Botrytis zptisobuje mimo jiné i sekundarni hnilobu ovoce a zeleniny pii jeji pieprave,

skladovani a na pultech obchodii (Agrios, 2005).



Obr. 1 Ptiznaky napadeni patogenem Botrytis u rostlin. (A) hniloba na jablku, (B) Seda plisen
na jahodach, (C) infikované kvéty pelargonie (D) hniloba a smrstovani bobuli u hroznového
vina (ptevzato z Agrios, 2005).

Botrytis ptezimuje v pudé jako mycelium na hnijicich zbytcich rostlin, ¢i ve formé
sklerocii, coz jsou jedny z hlavnich struktur zapojenych do pteziti hub. Jedna
se 0 zaoblené¢ hyfy se zesilenymi bunéénymi sténami a sniZenou metabolickou
aktivitou. Béhem vyvoje prochazi tfemi stadii a to iniciaci, rozvojem a zranim. Béhem
prvni faze dochazi ke spojovani hyf, nasleduje rtst struktury a poslednim krokem
je tvorba vnitinich sktruktur sklerocie (Liang et al., 2010). Jakmile nastanou piiznivé
okolni podminky, dochdzi k rlstu, sporulaci, uvolnéni konidii, jejich kli¢eni a priniku
do tkéani, coz zapficini infekci. Béhem prvni faze napadeni hostitele dochazi k tvorbé
hustého mycelia, které v chladném a vlhkém pocasi produkuje velké mnozstvi konidii,

jez poté zpusobuji dalsi infekci. Rozrustajici se mycelium pokryva zasazené tkané



napadnym povlakem Sed¢ plisn€. Houba se postupné piesouva z okvétnich listkli
do plodu, kde zptsobuje hnilobu a mize dojit az k destrukci tkani. Napadené plody
a stonky jsou mé&kké, vodnaté a maji svétle hnédou barvu. V pozdéjsi fazi napadent
se infikované tkan¢ stavaji houbovitymi a maji velmi nizkou hmotnost. Infekce
podzemnich ¢asti rostlin jako jsou cibule, hlizy a kofeny se mize zacit projevovat, kdyz

JSOu tyto organy jesté stale v zemi (Obr. 2; Agrios, 2005).
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Obr. 2 Zivotni cyklus hub rodu Botrytis (pfevzato z Agrios, 2005).



2.2.2 Ochrana rostlin

Jednim z kontrolnich procesu jak zabranit Sifeni Botrytis je likvidace infikovanych
zbytkl ze zamotenych poli a skladovacich prostor. Stejné tak dilezité je vytvoreni
podminek pro spravné vétrani a rychlé suSeni rostlin a rostlinnych produkti.
Pti skladovani zeleniny, jako je naptiklad cibule, je ochrana pied patogenem umoznéna
zvysenou teplotou az na 50 °C po dobu 2 az 4 dnti, aby se odstranila piebyte¢na vlhkost.
Poté uz se zelenina skladuje pfi nizSich teplotach v suchém prostiedi. Biologicka
kontrola fytopatogenu Vv podobé antagonistii neni zatim v praxi pfili§ vyuzivana.
Chemické posttiky rostlin jsou Gspésné jen ¢astecné, a to zejména v chladném a vlhkém

prostfedi (Agrios, 2005).

2.2.3 Zastupci rodu Botrytis
V dnes$ni dobé je znamo 22 druhti hub rodu Botrytis (Yohalem et al., 2003).

Za nejvyznamnéjsiho zastupce je povazovana Botrytis cinerea, ktera ma Siroky rozsah
hostiteld. Infikuje vice nez 240 druht rostlin (Hahn, 2014), zatimco ostatni Botrytis
jsou pievazné specializované na jeden urcity druh. Napiiklad Botrytis tulipae infikuje
tulipany, Botrytis fabae bob obecny a Botrytis elliptica lilie (van Baarlen et al., 2007).
Jednim z kli¢ovych mechanismu pro rozliSeni jednotlivych druht je jejich schopnost
specificky ~ zabijet  hostitelské  bunky (Mansfield a Hutson, 1980;
van Baarlen et al., 2004). Dalsi specifitou je G¢inné piekonani toxicity fytoalexinu,
které slouzi k obrané rostlin. Naptiklad bob obecny produkuje skupinu téchto latek,
které jsou toxické pro vSechny druhy Botrytis kromé B. fabae (Rossall et al., 1980).
Stejné tak cibule tulipand jsou odolné vici vétsiné Botrytis s vyjimkou B. tulipae
(Bergman et al., 1967).

Ve vlhkém prostiedi zpusobuje B. cinerea Sedou plisen na ovoci, zeleniné
a okrasnych kvétinach. Ve vinafstvi je znama ale také jako uslechtila plisen,
ktera vznika za suchych podminek. Dochazi k odstranéni vody z jednotlivych hroznt
a ztraté hmotnosti az o 40 %. Enzymy produkované B. cinereou vedou ke zméné
slozeni bobuli, zvySuje se obsah sacharidi a mineralt. Takzvana botrytizovana vina
maji odlisnou barvu, chut’ a vini, coz oceni mnoho spotiebitelti (Li et al., 2008;
Lorenzini et al., 2015). Houba B. tulipae infikuje tulipany, u nichz dochazi k vyvoji
nemoci znamé jako pozar tulipdni. Na kvétech a listech napadenych hostitelt

se objevuji svétle hnédé skvrny.



2.3 Proteomika

Proteomika je védni obor zabyvajici se celkovou analyzou proteini, kam spada
naptiklad studium jejich role pii metabolickych procesech ¢i urceni jejich struktury
a vlastnosti (Blackstock a Weir, 1999). Nazev proteomika vznikl v roce 1997
odvozenim z proteomu (James, 1997), coz je soubor vSech proteinli nachdazejicich
se v organismu, které jsou exprimovany na zaklad¢ informace koédované v genomu
(Wilkins et al., 1996). Mnozstvi proteind je vét§i nez mnozstvi gentl, coz je zpusobeno
prevazné posttranslaénimi modifikacemi a alternativnim sestfihem gent (Graves
a Haystead, 2002). Na rozdil od genomu je proteom dynamicky ttvar, jehoz sloZeni
se neustale méni. Exprese proteinil je ovlivnéna také lokaci v organismu, stddiem
zivotniho cyklu a podminkami okolniho prostredi.

Tento obor ma Siroké uplatnéni ve velké fad¢ odvétvi. V mediciné proteomika
napomahd analyzovat pfi¢iny a mechanismy chorob. Diky studiu proteint a genii bude
mozné také identifikovat nové potencidlni léky pro 1écbu fady onemocnéni
(Vaidyanathan, 2012). V potravinafstvi sleduje kvalitu a bezpecnost potravin
a napomaha k vyvoji novych vyrobnich procesti. A v neposledni fada mé proteomika

svoji funkci v primyslu, zemédé€lstvi a ochrané zivotniho prostiedi (Chmelik, 2005).

2.3.1 Metody extrakce a precipitace proteini

Proteiny jsou v bunce lokalizovany v riznych bunéénych strukturach, naptiklad
membrandch a organelach, coz ovliviiuje jejich rozpustnost a obtiznost extrakce.
Z tohoto diivodu musi vzdy dochazet k optimalizaci jednotlivych krokti extrakce.

Po sbéru biologického materidlu a promyti vzorku vodou za ti¢elem zbavit se zbytki
kultivaéniho média a chemickych latek vyuZzivanych pro sbér materialu je provadéna
extrakce podle typu vzorku. Pii extrakci proteint prostfednictvim fyzikéalnich procesii
dochazi k rozruSeni bunééné stény pomoci naptiklad french pressu, sonifikace bunék,
homogenizace sklenénymi kuli¢kami (Sun et al., 2006) ¢i homogenizace v tieci misce
s tekutym dusikem. Pfi posledni zmiflované metodé byvaji Casto pfi zpracovani tkéni
se silnymi bunénymi sténami pouzita také abraziva, napiiklad pisek nebo sklenény
prach.

Dalsi zptsob extrakce proteini muze byt proveden s pomoci extrakéniho pufru.
Tento pufr ve vétsing pripadt obsahuje detergent, napiilad dodecylsiran sodny (SDS),

amfoterni pufr a jiné latky, které napomahaji uvolnéni proteinti z bunéénych membran



a organel. Velmi Castym ptidavkem v extrakénich pufrech jsou také soli, naptiklad
mocovina, kterd podporuje lepsi rozpustnost proteint. Pro extrakcei proteini se vyuziva
velka fada raznych pufrt a odlisnych postupti. Jako jeden z piikladi mtze byt uveden
SDS lyzaéni pufr, ktery kromé 2% SDS obsahuje také 40 mmol-1? Tris/HCI,
10% glycerol a 50 mmol-1"? dithiotreitol (DTT; Hurkman a Tanaka, 2007).

S extrak¢ni procedurou je tizce spojena precipitace, ktera se vyuziva pro purifikaci
proteinil a odstranéni sekundarnich metabolitti. Metody srazeni proteini ale také slouzi
k zakoncentrovani vzorku pted analyzou. Velmi Casté je pouziti kyseliny trifluoroctové
(TFA) ve smési s acetonitrilem (ACN), kdy fada autort rizné modifikuje tuto metodu.
Pro precipitaci protein se také velmi vyuziva kyselina trichloroctova (TCA) ve smési
s acetonem (Damerval et al., 1986; Watson et al., 2003), kdy jsou vytvotfeny kyselé
a hydrofobni podminky, které napoméhaji zakoncentrovani proteinli a odstranéni
necistot. Kombinace téchto dvou chemickych latek ma vétsi ucinnost nez pouziti kazdé
latky samostatné. Nicméné tato metoda ma i nevyhody, vysledny pelet je velmi obtizné
nasledné rozpustit a v nékterych piipadech mize dochazet k hydrolyze proteint
v disledku pouziti TCA (Chen a Harmon, 2006). Dalsi alternativni metodou
je fenolicka extrakce, kdy po extrakci fenolem jsou proteiny vysrazeny octanem
amonnym ve smési s methanolem (Isaacson et al., 2006; Faurobert et al., 2007;
Wuetal., 2014). U této metody stejné jako u piedchozich metod také dochazi

k odstranéni neproteinovych slozek ze vzorku, napfiklad polysaridd nebo lipidu.

2.3.2 Separaéni techniky v proteomice

Vzhledem k velké slozitosti a dynami¢nosti proteomu je vhodné vyuzit nékolik
analytickych technik pro jeho komplexni vizualizaci. Mezi zakladni separa¢ni techniky
v proteomice patii elektroforetické metody ¢i separace kapalinovou chromatografii

(Chen a Harmon, 2006).

2.3.2.1 Elektoforetické metody

JiZ nékolik desitek let je jednorozmérna gelova elektroforéza na polyakrylamidovém
gelu (1D PAGE) vyuZzivana jako standardni technika pro separaci komplexni smési
proteinti. Extrahované proteiny jsou rozdéleny podle mobility v elektrickém poli

Vv gelové matrici. Velmi Casto se vyuziva 1D SDS-PAGE, kdy detergent SDS vytvari



s proteiny komplexy, ¢imz zpisobuje jejich denaturaci a dava jim uniformni naboj
(Laemmli, 1970).

Pro vyssi separacni Gcinek se vyuziva dvourozmérna (2D) SDS-PAGE, ktera byla
zavedena jiz v sedmdesatych letech. Pii této metod¢ dochazi k separaci bilkovin
ve dvou smérech. Proteiny patii mezi amfoterni latky, jejichz naboj zavisi na okolnim
pH. Toho se vyuziva pfi isoelektrické fokusaci (IEF), kdy dochazi k separaci bilkovin
na zéklad¢ jejich rozdilnych isoelektrickych boda (pI). Druhy rozmér poté probiha
na stejném principu jako 1D SDS-PAGE (O’Farrell, 1975; Rabilloud et al., 2009).
Tato metoda ma velmi dobré rozliSeni, reprodukovatelnost a stava se pomérné
snadnou, ptredev§im diky dostupnosti stripi s imobilizovanym pH gradientem
0 riznych délkach a rozmezich pH, jez se vyuzivaji na IEF (Chen a Harmon, 2006).
K nevyhodam ale patii obtizna detekce proteinti o nizké koncentraci a Spatna separace
proteint 0 vysoké molekulové hmotnosti a vysokém pl (Gygi et al., 2000;
Négele et al., 2004).

2.3.2.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie (LC) se bézné vyuziva jako finalni metoda pro separaci
a precisténi vzorku pfed samotnou analyzou na hmotnostnim spektrometru. Déleni
latek, které jsou rozpustény v roztoku, je zaloZeno na principu interakce ¢astic s pevnou
stacionarni fazi nebo kapalnou fazi pfichycenou na pevném nosici.

Hydrofobni interakéni chromatografie (HILIC) je technika ve které analyty
interaguji s hydrofilni stacionarni fazi. Jejich eluce se provadi hydrofobni
dvousloZkovou mobilni fazi. Mezi vyhody metody HILIC patii zejména dobra retence
pro polarni latky. Chromatografie na reverzni fazi se vyuziva pro déleni polarnich latek.
Stacionarni faze s nepolarnim charakterem obahuje dlouh¢ uhlikaté fetézce, které jsou
navazany na nosi¢. Zvysujici se délka alkylového fetézce zvétSuje miru retence analytu.
Dle poctu uhliki je sorbent v koloné ozna¢ovan naptiklad jako C4, C8 a C18. Dalsi
metodou pro déleni latek je iontové vymeénna chromatografie (IEC), ktera je zalozena
na elektrostatickych interakcich mezi stacionarni fadzi a opacn€ nabitymi ionty
Vv roztoku. Analyt je z kolony vymyvan zvysujici se koncentraci iont v mobilni fazi

(Novakova et al., 2013).
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2.3.3 Stépeni proteini

Dilezitym krokem pii analyze proteomu je Stépeni proteinii na peptidy pomoci
specifickych enzymi ¢i reakci proteinu s chemickymi latkami. Nejbéznéjsi metodou
je Stépeni proteolytickymi enzymy, kam patii naptiklad trypsin (EC 3.4.21.4),
chymotrypsin (EC 3.4.21.1), pepsin (EC 3.4.23.15) nebo elastasa (EC 3.4.21.37).
Jednim z nejvyuzivanéjSich enzymi v proteomice je trypsin, ktery Stépi proteiny
od C-konce aminokyselin za lysinem ¢i argininem, nenasleduje-li prolin
(Olsen et al., 2004). Tyto aminokyseliny jsou v proteinech pomérné dobie zastoupeny
a vysledné peptidy dosahuji primérné délky 14 aminokyselin, coz je vhodna velikost
pro MS analyzu. Dals$i vyhodou tohoto enzymu je vznik dvou pozitivnich nabojt,
jak na N-konci tak na C-konci peptidu (Burkhart et al., 2012).

Trypsin je fazen mezi serinové proteasy a byl objeven v travicim systému mnoha
obratlovcl. Jeho molekulovd hmotnost se muze lisit v zavislosti na organismu,
ze kterého byl izolovan, jedna se o hmotnost okolo 20 kDa. Teplotni optimum
pro spravnou funkci S$tépeni proteind je 37 °C a rozmezi pH 8 az 8,5
(Olsen et al., 2004).

Alternativou k enzymatickému $tépeni proteinti je Stépeni chemikaliemi. Bromkyan
Stépi proteiny od C-konce za methioninem, 2-nitro-5-thiokyanobenzoova kyselina
od N-konce za cysteinem a kyselina mravenci je schopna rozstépit peptidovou vazbu
mezi prolinem a kyselinou asparagovou. Tyto metody nejsou ¢asto pouZzivany, jelikoz
aminokyseliny, které jsou zapojené do Stépeni, se v sekvencich proteini vyskytuji
S nizkou intenzitou a vzniklé peptidy jsou pomérné¢ dlouhé pro MS analyzu

(Li et al., 2001).

2.3.4 Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie patii mezi moderni analytické metody, pomoci které se méti
pfesna molekulova hmotnost, nebo pfesnéji pomér hmotnosti k naboji (m/z).
Charakterizace proteind podle jejich jedinecné molekulové hmotnosti je velmi obtizna
v ptipadé méfeni celych proteind, jelikoz hmotnostni rozdily mezi riznymi proteiny
podobného sloZeni jsou velmi malé. Z tohoto divodu se provadi métfeni peptidi
vzniklych enzymatickym $tépenim proteind (McLafferty et al., 2007).

Béhem analyzy se vyuziva elektromagnetického pole ve vakuu, molekuly proto

musi byt ionizovany a pfevedeny do plynného stavu. Ionizace analytu miiZze probihat
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nékolika zplsoby, napiiklad chemicka ionizace ¢i ionizace elektronovym paprskem,
ale mezi nejvyuzivanéjsi zpusoby v proteomice patii ionizace laserem za piitomnosti
matrice (MALDI; Obr. 3) a ionizace elektrosprejem (ESI; Obr. 4;
Whitehouse et al., 1985; Karas a Hillenkamp, 1988; Fenn et al., 1989; Walther
a Mann, 2010). V roce 2002 dostali John Fenn a Koichi Tanaka Nobelovu cenu
za chemii za vyvoj poslednich dvou zminovanych ionizac¢nich technik. Tyto techniky
byli pro MS prillomové vzhledem k moznosti ionizace a odpafovani bez nezadouci
fragmentace i relativné velkych netékavych biomolekul, jako jsou proteiny a peptidy
(Parker et al., 2010).

Zpiisob ionizace analytu pomoci MALDI patfi mezi mékké ionizacni techniky.
Béhem méfeni je analyt smichan s matrici, coz je mala organick4 molekula pohlcujici
vétSinou UV zéfeni. Po krystalizaci smési analytu a matrice dojde k ionizaci a odpateni
vzorku pomoci laserového paprsku o urcité vinové délce (Hillenkamp et al., 1991;
Parker et al., 2010).

Optimalni zplsob ionizace pro Siroké spektrum pievazné polarnich biomolekul
je ESI. Principem této metody je rozpraSovani malych nabitych kapek analytu na konci
kapilary. Prostfednictvim vysokého napéti v ionizatoru dochézi k protonizaci
vznikajcich kapek vzorku, které se nasledné postupné vypaiuji za vzniku velmi malych
nabitych molekul (Fenn et al., 1989; Parker et al., 2010).

Vzniklé smési iontd jsou poté rozdéleny v hmotnostnim analyzatoru a zaznamenany
pomoci detektoru. Mezi nejbéznéjsi analyzatory patii analyzator doby letu (TOF),
kdy jsou ionty pomoci napéti ve zdroji urychleny a vysledny m/z je umérny dobé letu
iontu trubici do detektoru (Hillenkamp et al., 1991). Z ostatnich typti analyzatord
mizeme zminit kvadrupdlovy analyzator (Q), kdy dochazi k oscilaci iontu mezi ¢tyfmi
kovovymi ty¢emi, na kterych je napéti. Kmitani je ustalené pouze pro iont s uréitym
m/z, ktery projde analyzatorem az k detektoru. Zatimco ostatni ionty jsou pohlceny
ty¢emi kvadrupolu (Kuksis a Myher, 1995). Dalsim hmotnostnim analyzatorem
je iontova past (IT), ktera je slozena z kruhové a dvou koncovych elektrod mezi
které jsou pfivadény ionty. Postupnymi zmé&nami napéti jsou ionty podle jejich m/z
vypoustény na detektor (McLuckey et al., 1991, 1994).

Informaci o sekvenci jednotlivych aminokyselin v proteinu nam poskytuje
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS). Podle hodnot m/z jsou prekurzorové

ionty méfené pomoci MS izolovany a fragmentovany. Vzniklé fragmenty jsou dale
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analyzovany za opétovného vyuziti hmotnostniho spektrometru (Yates, 2004).
Ptikladem mohou byt dva analyzatory doby letu (TOF/TOF) ¢i kvadrupdl spojeny
s analyzatorem doby letu (Q/TOF).

Detekované proteiny, peptidy ¢i sekvence aminokyselin jsou poté identifikovany
na zakladé srovnavani naméfenych dat s databazi (Walther a Mann, 2010).
Mezi nejvyuzivangj$i programy pro vyhledavani peptidi patii program Mascot
(Perkins et al., 1999) a program Sequest (Eng et al., 1994). Metody MS jsou velice
citlivé, vSestranné a velmi Casto vyuzivané. Hmotnostni spektrometric ma Siroké
uplatnéni jak pfi analyze proteinii a proteinovych profili v biologii a medicing,

tak i pfi stanoveni izotopického slozeni jednotlivych prvk.

spot s matrici a vzorkem laserovy paprsek

| | | |

Do, hmotnostni
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Q0 o o 2 e o analyzator
o. ’: 0 :-'. 0, v,

o +0 40
Wi e | |||
vznikajici ionty ‘
MALDI desticka extrakéni miizka

Obr. 3 Princip ionizace metodou MALDI (upraveno podle http://www.chm.bris.ac.uk).
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Vznikajici ionty

Aplikace vzorku

napéti

Obr. 4 Princip ionizace vzorku metodou ESI (upraveno dle http://www.waters.com).

2.4 Proteomické studium hub a kvasinek

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji riznych technik, které se ftadi
do takzvanych ,,omik‘‘ technik. Jednu z hlavnich roli zde hraje proteomika, diky niz
mame k dispozici celou fadu metod slouZicich k analyze proteomu. Na molekularni
urovni je proteomika jednim ze zakladnich pfistupti k charakterizaci struktury a funkce
zivych organismil. Vyvoj méfeni mikroorganismii pomoci MS probihal soucasné
se zdokonalovanim této analytické metody (Meuzelaar a Kistemaker, 1973). VVzhledem
k pozitivnim vysledkiim pti méteni bakterii se zacaly pomoci MS stanovovat i houby.
Muselo ale dojit k optimalizaci pfipravy vzorki, zptisobu extrakce, vybéru matrice,
techniky nanaseni a dalsi, kviili vétsi velikosti bun€k u hub a tuzsi bunécné sténé oproti
bakteriim (Chalupova et al., 2014). Zkoumani proteomu hub bylo také usnadnéno
ptibyvajicimi vysledky ze sekvenovani jejich genomu. Mnoho druhti vlaknitych hub
jako naptiklad Aspergillus (Kim et al., 2007) ¢i Trichoderma (Grinyer et al., 2004)
bylo podrobeno proteomickému zkoumani. Vétsina téchto studii se vénovala prevazné
houbovému myceliu, nicméné beéhem poslednich 10 let se pozornost obraci
i na vyzkum konidii, které jsou povazovany za hlavni zdroj Sifeni plisnové infekce
(Gonzalez-Fernandez a Jorrin-Novo, 2012; Loginov a Sebela, 2016). Mezi b&zné
pouzivané metody studia hub MS patii napiiklad rychld identifikace pomoci
profilovani povrchovych proteini ¢i studium proteomu po postupné extrakei proteinti
Z bunék.
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2.4.1 Analyza intaktnich bunék a proteinii pomoci MS

Od objeveni MS byla popséna fada metod vhodnych pro identifikaci mikroorganismi
pomoci profilovani povrchovych proteinti. Jednim ze zptsobil jejich charakterizace
je pfimé meéfeni neporuSenych intaktnich bunék a konidii ziskanych napiiklad
Z infikovanych rostlin. Nebo také extrakce proteinit kyselymi rozpoustédly
(Welham et al., 2000) ¢i rozbiti bun¢k pted samotnou analyzou (Hettick et al., 2008),
kdy je nasledné stanovovan vysledny extrakt. Rychlym, reprodukovatelnym, pfesnym
a efektivnim  prostfedkem pro identifikaci a klasifikaci mikroorganismi
je MALDI-TOF MS. Tento zptsob identifikace byl vyuzit u mnoha druhd hub jako
napiiklad Aspergillus a Penicillium (Li et al., 2000; Welham et al., 2000) a stal
se silnym konkurentem pro mikroskopické a molekularni metody. V dnesni dob¢ jsou
MALDI systémy pfistupné jiz jak pro vyzkumné laboratote, tak pro aplikace
Vv biotechnologiich, primyslu a diagnostice v klinickych laboratotich. Vyuziti vyzaduje
obecny pfistup procesu charakterizace, aby bylo mozné vzajemné porovnani v ramci
riznych laboratofi. Zatim ale tento postup nebyl popsan a pro kazdy druh je nutna
samostatna optimalizace metody (Chalupova et al., 2014).

Pted provedenim samotného méfeni mikroorganismi pomoci MS je vyzadovana
ptiprava vzorku. Patii sem napfiklad metoda sbéru, typ a koncetrace matrice
a organického rozpoustédla, zplisob nanaseni vzorku a dalSi. VSe je velmi dulezité
pro optimalizaci citlivosti, reprodukovatelnosti a pfesnosti metody (Fenselau

a Demirev, 2001).

2.4.1.1 Priprava vzorku pro analyzu
Mezi Casto vyuzivané metody pro sbér mikroorganismi patii odbér kolonii rostoucich
na agaru na Petrtho misce a ndsledné umisténi pfimo na MALDI desticku,
kdy je pridano definované mnozstvi matrice. Tato metoda se vyuziva prevazné kvuli
dobré reprodukovatelnosti (Fenselau a Demirev, 2001).

Pti charakterizaci intaktnich bunék a proteinti pomoci MALDI MS mtiZe dochdzet
k naruseni bunécné stény po odbéru vzorkl a pied samotnou analyzou (Fenselau
a Demirev, 2001). Naruseni stény se provadi pomoci silnych organickych kyselin jako
kyselina octova (Thomas et al., 1998), TFA (Ryzhov et al., 2000) nebo mravenci
(Wang et al., 1998). Také bylo zjisténo, ze pridavek methanolu (Wang et al., 1998;
Winkler et al., 1999) ¢i ethanolu (Madonna et al., 2000) zvysuje intenzitu signalu
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u vysSich hmot (nad 15 kDa) a stabilizuje vzorek pied analyzou na MALDI MS
(Winkler et al., 1999). Napiiklad u bun€k E. coli oSetfenych ethanolem ve smési
s kyselinou ferulovou (FA) jako matrici byla pozorovana mnohem v¢&tsi homogenita

vzorku ve srovnani s neoSetifenymi butikami (Madonna et al., 2000).

2.4.1.2 Typ matrice a metody nanaseni vzorku

Povaha identifikovanych proteinii je ovlivnéna nejen pfipravou vzorku, ale také
vybérem vhodné matrice. Mezi matrice vyuzivané pro detekci proteint patii kyselina
4-hydroxy-a-kyanoskotficova (CHCA; Holland et al., 1996; Karty et al., 1998),
kyselina sinapova (SA; Haag et al., 1998; Winkler et al., 1999), FA (Saenz etal., 1999),
kyselina  2,5-dihydroxybenzoova (DHB), kyselina kavova (CA), kyselina
3,4-dihydroxyskoticova a kyselina [2-(4-hydroxyphenylazo)] benzoova (Obr. 5;
Welham et al., 2000). Pied pouzitim jsou kyseliny nejcastéji rozpoustény ve smeési
ACN s 0,1% TFA ¢i 2,5% TFA v raznych objemovych pomérech. Matrice je poté
se vzorkem smichavana v poméru 1:1. Kvalita vysledného spektra pfi pouziti riznych
druhti matric je odli$né pro jednotlivé kmeny zkoumanych hub. Naptiklad pfi analyze
rodu Aspergillus byly jako nejlepsi matrice vyhodnoceny CHCA, SA a CA
(Lietal., 2000). Naopak pfi charakterizaci fytopatogenit z kmene Bremia se jako
matrice osvéd¢il mix kyseliny sinapové a ferulové (Chalupova et al., 2012). Béhem
identifikace hub kmene Fusarium byla z hlediska intenzity signalu jako nejlepsi
vyhodnocena FA o koncetraci 10 mg-ml™* (Kemptner et al., 2009).

Béhem meéfeni intaktnich bunc¢k a proteinii byly také testovany rtizné metody
nanaseni vzorku a matrice na desku. Patii sem naptiklad smichani vzorku s matrici jesté
pred nanesenim na MALDI desticku, pridani matrice ke vzorku az na desticce nebo
vicevrstevny sendvi¢ovy zplisob nanaseni matrice, kdy je nanesena na desticku nejprve
matrice, poté¢ vzorek a ve findlnim kroku opét matrice (Fenselau a Demirev, 2001;
Chalupova et al., 2012; Kemptner et al., 2009). Po naneseni vzorku ve smési s matrici
na desku dochazi k identifikaci pomoci MALDI-TOF MS, coz je v soucasné dobé

o 24
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Obr. 5 Chemické struktury vybranych matric vyuzivanych pfi méfeni intaktnich proteind
pomoci MS.

2.4.1.3 ldentifikace a charakterizace hub
Zavérecna identifikace je provadéna na zaklad¢ srovnavani jedinecnych proteinovych
profilti z povrchu bunék jednotlivych vlaknitych hub (Fenselau a Demirev, 2001). Tato
technologie pfedstavuje rychly, jednoduchy a levny zplsob identifikace, ovSem
za predpokladu, Ze je tento druh spravné zastoupen v referencni knihovné. Nejnovéjsi
knihovny obsahuji 152 (Lau et al.,, 2013), 58 (Ranque et al., 2014) a 472
(Becker et al., 2014) ruznych druhd hub. Jako piiklad softwaru pro vyhodnoceni
vyslednych spekter mliizeme uvést software Biospean, ktery detekuje piky na zakladé
intenzity signalu v dané oblasti m/z (Raus et al., nepublikovana data).

Hmotnostni spektra intaktnich bunék a proteini mohou byt vyuzity nejan
pro rychlou identifikaci fady rostlinnych patogent, ale také k diagnostickym ucelim
porovnanim proteinového profilu napadenych a zdravych organismt (Chalupova et al.,

2014).
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2.4.2 Studium proteomu

Hmotnostni spektrometrii Ize u mikroorganismi vyuzit také pro charakterizaci
proteomu. Vzhledem k tuhosti bunétné stény hub je pfi tomto piistupu nutné
pred samotnou analyzou proteiny z bun¢k extrahovat chemickymi ¢i mechanickymi
postupy (kap 2.3.1; Marklein et al., 2009). Nasledné zpracovani vzorku probiha pomoci
metod bézné vyuzivanych v proteomice, jako precipitace (kap 2.3.1), separace (kap
2.3.2) a §tépeni proteint (kap 2.3.3). Postupné vyuziti t€chto metod je uzitecné pro zisk
vy§$iho mnozstvi charakteristickych proteinti nebo peptidl, avSak soubézné s tim
dochazi k naristu ¢asové narocnosti celého postupu (Chalupova et al., 2014).

Extrak¢ni kroky jsou pfi analyze velmi dulezité pro dosazeni ptesnych a spravnych
vysledkid. Velmi Casto jsou provadény pomoci fyzikalnich sil, vodného rozpoustédela
nebo srazenim. Mezi vhodné metody patii naptiklad sonifikace bunck, ktera ma podil
na detekci vysokomolekularnich proteint u Escherichia coli (Easterling et al., 1998).
Naopak u Bacillus anthracis doslo k extrakci vétsiho mnozstvi nizkomolekularnich
proteind oproti chemickému naruseni bun¢k (Krishnamurthy et al., 1996). Pti pouziti
metody tepelného Stépeni bunécné stény, kdy je suspenze bunck zahtivana ve vodni
nebo glycerolové lazni. Studium bakterii rodu Bacillus vedlo po zahfivani spor
na 120 °C po dobu 20 min a nasledné analyze pomoci MS k reprodukovatelnym
spektrum (Horneffer et al., 2004).

Rada houbovych organismii jiz byla podrobena proteomickému studiu. Vétsina
Z nich je zamétena na analyzu houbového sekretomu ¢i mycelia. Mezi bézné€ vyuZzivané
metody patii 2D elektroforéza s naslednou identifikaci pomoci MS. Napftiklad
pii studium mycelia vlaknité houby Aspergillus fumigatus, ktera zptsobuje vaznou
infekci u jedincl se sniZzenou imunitou, byla po extrakci mocovinovym a SDS pufrem
(Kniemeyer et al., 2006) vytvotrena pomoci 2D elektroforézy referenéni mapa proteind.
Za vyuziti MALDI-TOF MS bylo identifikovdno 334 proteinli, z ¢ehoz nejcastéji
se objevovaly proteiny podilejici se na nékterém z metabolickych procest
(Vodisch et al., 2009). Pfi analyze vlaknité houby Trichoderma reesei byla pro
separaci vyuzita také 2D elektorforéza, ovSem extrakce proteinit z mycelia byla
provedena pufrem sobsahem sorbitolu a kdetekci byl pouzit ESI-TOF MS.
Identifikovano bylo celkem 32 proteint (Lim et al., 2001). Mezi prvni proteomické
studie B. cinerea se tfadi analyza proteini extrahovanych z houbového mycelia za

vyuziti 2D elektroforézy. Pomoci MALDI-TOF MS bylo identifikovano 22 proteint
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(Fernandez-Acero et al., 2006). V dalsich studiich mycelia u B. cinerea byly
srovnavany dva kmeny za vyuziti kombinace 2D elektroforézy a LC MS, kdy bylo
detekovano 129 shodnych proteinti pro oba kmeny (Gonzalez-Fernandez et al., 2013).

Studiem sekretomu se zabyvaly u houby Phanerochaete chrysosporium, kdy byly
proteiny z bun¢k extrahovany pufrem s obsahem NaCl. Po separaci 2D elektroforézou
byly proteiny detekovany prostfednictvim LC MS/MS. Objeveny byly piedevsim
enzymy podilejici se na degradaci celulosy, hemicelulosy a ligninu (Sato et al., 2007).

V poslednich letech se ale pozornost zacina obracet ke studiu houbovych konidii,
kvuli jejich zapojeni v §ifeni infekce (Gonzalez-Fernandez a Jorrin-Novo, 2012). Mezi
jedny z nejéastéji vyuzivanych metod patii 2D elektroforéza v kombinaci s MALDI
TOF/TOF MS. U Colletotrichum acutatum, zptsobujici nemoci ovocnych plodin, bylo
timto zplsobem identifikovano 277 proteind, kdy nejvétsi skupinu z nich tvofily
proteiny svazebnou funkci, nasledované proteiny senzymovou aktivitou
(El-Akhal et al., 2013). Pti studiu Blumeria graminis vySe popsanym zpisobem bylo
detekovano 123 proteinl, z nichz pfevazovaly ty, co se podileji na metabolickych
procesech (Noir et al., 2009). Pti studiu konidii B. cinerea bylo pfi vyuziti octanového
pufru pro extrakci a 1D SDS-PAGE detekovano 89 proteini, z ¢ehoz 60 bylo pomoci
softwaru SignalP ur¢eno jako extracelularni (Shah et al., 2009).

V oblasti studia mikroorganismti dochazi v prubéhu let ke stale vétSimu rozvoji
proteomiky. Divodem je postupné osekvenovani genomu u stile vétSiho poctu
organism, ale také zdokonalovani metod pro zpracovani vzorkd a zvySeni citlivosti,

ptesnosti a rozliSeni hmotnostnich spektrometri.
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Material a pristroje

3.1.1 Chemikalie

Bio-Rad, USA: Coomassie Brilliant Blue R-250, dithiotreitol, Laemmliho pufr,
Tween 20

Bruker Daltonik, Némecko: Kkyselina a-kyano-4-hydroxyskotficova, Kkyselina
2,5-dihydroxybenzoova, peptidovy kalibraéni standard Il

Fluka, Svycarsko: persiran amonny, formaldehyd, Kkyselina ferulov4, kyselina
sinapova, kyselina trichloroctova, sacharosa, trypsin, uhli¢itan amonny

HiMedia, Indie: bramborovo dextrosovy agar

Lachema, CR: pentahydrat siranu méd’natého

La:chner, CR: dusi¢nan sttibrny, chlorid sodny

Merck Millipore, Némecko: acetonitril, aceton, ethanol, methanol

Serva, Némecko: dodecylsulfat sodny

Sigma Aldrich, Némecko: agar, p-merkaptoethanol, ethylendiamintetraacetat sodny,
fenol, glycin, jodoacetamid, kyselina mravenéi, kyselina octova, Kkyselina
trifluoroctova, mocovina, octan amonny, tetramethylendiamin, pentahydrat thiosiranu

sodného

3.1.2 Biologicky material

Botrytis cinerea MA 2723 (poskytnu to z University of Natural Resources and Life
Sciences, Vienna)

Botrytis tulipae MA 3332 (poskytnu to z University of Natural Resources and Life
Sciences, Vienna)

Botrytis fabae MA 2722 (poskytnuto z Masarykovy Univerzity, Brno)
Brambor hliznaty (Solanum tuberosum)

Mrkev obecna (Daucus carota)

3.1.3 Pristroje

Analytické vahy (Sartorius, Némecko), autoklav (Tuttnauer, USA), elektromagneticka
michacka IKA (Labortechnik, Némecko), flowbox (Faster, Italie), french press
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(Thermo, USA), hmotnostni spektrometr amaZon speed ETD (Bruker Daltonik,
Némecko), hmotnostni spektrometr Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker Daltonik,
Némecko), hmotnostni spektrometr ultrafleXtreme MALDI TOF-TOF (Bruker
Daltonik, Némecko), chlazena centrifuga (Sigma, Némecko), kapalinovy chromatograf
dionex Ultimate 3000 (Thermo, USA), kultivaéni komora Schoeller (Sanyo,
Japonsko), skener Umax (Amersham Bioscience Corp, USA), spektrofotometr WPA
(Biochrom, Velka Britanie), termoblok Drybath Incubator (Major Science, USA),
termostatova tiepacka (IKA, Némecko), ultrazvukovy homogenizator (BiolLogics,
USA), ultrazvukova lazeti (Kraintek, Slovensko), zdroj pro IEF (Pharmacia, Svédsko),
zdroj pro SDS-PAGE (Biorad, USA)

3.2 Prehled pouzitych metod

Béhem experimentti bylo vyuzito nékolik piistupti. Po vypéstovani a sbéru testovaného
biologického materidlu bylo bud’ provedeno méfeni intaktnich bunék a proteint
ve smési s matrici pomoci MALDI-TOF MS, nebo extrakce proteint z bun¢k a jejich
identifikace prostfednictvim MS. Prehled vSech pouzitych metod je zndzornén

na Obr. 6.
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3.3 Péstovani hub Botrytis cinerea a Botrytis tulipae

Na péstovani B. cinerea byl jako ristové médium pouzit bramborovo-mrkvovy agar
(Sinski etal., 1981). Médium bylo ptipraveno z 20 g brambor a 20 g mrkve nastrouhanych
na malé kousky. Tato smés byla pfivedena k varu v jednom litru vody a nasledn¢ vafena
po dobu 60 min. Poté bylo pfidano 15 g agaru, ktery byl rozpustén zahtivanim za stalého
michani. Médium bylo autoklavovano 20 min pii teploté 120 °C arozlito do Petriho
misek.

Na kultivaci B. tulipae byl pouzit bramborovo-dextrosovy agar (Beuchat, 1992).
K jednomu litru vody bylo pifidano 39 g bramborovo-dextrosového agaru, ktery byl
rozpus$tén zahfivanim za stdlého michani. Médium bylo autokldvovéano po dobu 20 min
pii teploté 120 °C a rozlito do Petriho misek.

Houby byly péstovany na rastovém médiu v kultiva¢ni komote (25 °C, ptirozené denni
svétlo). Rist byl ukonéen po zacatku sporulace ¢i rastu sklerocii (3-4 tydny). Konidie
z B. cinerea byly sesbirany pomoci vody nebo 0,05 % Tweenu 20. Sklerocie z B. tulipae
byly sesbirdny manualné pomoci pinzety. Néasledné byl biologicky materidl ptefiltrovan
na frité s filtracni membranou o velikosti pora 0,45 pm a vysusen do sucha.

Pro péstovani konidii B. tulipae, poskytnutych Mgr. Dmitry Loginovem, Ph.D. byla

pouzita stejna metodika jako pro B. cinerea.

3.4 Méfreni intaktnich bunék a proteinti pomoci MALDI MS

K méfeni intaktnich buné€k a proteint byly pouzity tfi rizné ptistupy piipravy vzorki.
V prvnim bylo 10 mg konidii rozpusténo v 50 ul ACN/2,5% TFA v objemovém poméru
7:3 (Chalupova et al., 2012; Kemptner et al., 2009). V druhém bylo 10 mg konidii
inkubovano (60 min, 600 rpm, 22 °C) v 50 ul ACN/2,5% TFA v objemovém poméru 7:3.
Ve tfetim ptistupu bylo 10 mg konidii rozsuspendovéano v 50 ul 70% kyseliné mravec¢ni
(Sauer et al., 2008) a proteiny byly ponechany extrakci (20 min, 600 rpm, 22 °C).
Nasledné bylo pridano 50 ul ACN a opét doslo k extrakei proteind (20 min, 600 rpm,
22 °C). Poté byl odstranén pelet ze vzorkii po jednotlivych extrakcich pomoci
centrifugace (5 min, 5000 RCF, 22 °C).

Z ptipravenych vzorkd bylo 0,5 pl naneseno na MALDI ter¢ik MSP Anchorchip
600/96 (Bruker Daltonik) a bylo ptidano 0,5 pl matrice, rozpusténé v ACN/2,5% TFA

V objemovém poméru 7:3. Pfi analyze byly pouzity nasledujici matrice CHCA
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(10 mg/ml), FA (10 mg/ml), SA (30 mg/ml) a DHB (10 mg/ml). Po zaschnuti byly
u vzorkll zméfeny MS spektra na hmotnostnim spektrometru Bruker Microflex v modu
s reflektronem s urychlovacim napétim 20 kV a rozsahem detekce iontti od 1000-20 000
m/z. Spektra byla ziskana za pouziti laseru s 800 pulzy. Pii méfeni byl vyuzit program
flexControl 3.4. Pro kalibraci méfenych spekter byla jako standard pouzita smés proteint
(adrenokortikotropni hormon, insulin, insulin s oxidovanym B fetézcem, ubiquitin 1,

cytochrom c¢, myoglobin).

3.5 Proteomické studium konidii a sklerocii hub rodu Botrytis

3.5.1 Extrakce proteint z bunéénych struktur

Homogenizace biologického materialu byla provedena pomoci teci misky s tlouckem,
sonifikaci nebo french pressem. V prvnim piipadé bylo 150 mg konidii ¢i sklerocii
rozdrceno Vv tieci misce s tlou¢kem v tekutém dusiku. Dal§im zpisobem homogenizace
vzorku byla sonifikace, kdy bylo 150 mg materiadlu rozsuspendovano ve 2 ml vody
a sonifikovano (5 min, 15 s puls, 45 s off, 4 °C). V poslednim pfistupu bylo 150 mg
vzorku rozsuspendovéno Vv 8 ml destilované vody a homogenizovano french pressem
(25 kpsi). Z divodu velké velikosti sklerocii bylo nutné vzorek rozdrtit v tfeci misce
s tlouckem 1 pted sonifikaci a homogenizaci french pressem.

Vzorky po homogenizaci byly centrifugovany (10 min, 6 000 RCF, 4 °C) a pelet byl
rozsuspendovan v mocovinovém extrakénim pufru (8 moll? mocovina,
2 mmol-1? ethylendiamintetraacetat sodny (NaEDTA), 100 mmol-1" Tris-HCI o pH 7,4).
Poté byly vzorky centrifugovany (5 min, 5000 RCF, 4 °C). Nasledné byl pelet tiikrat
promyt opét moc¢ovinovym pufrem (15 min, 600 rpm, 4 °C), vzdy s centrifugaci (5 min,
5000 RCF, 4 °C). V zavéreéném kroku se pelet tiikrat promyl vodou, S centrifugaci
(5 min, 5000 RCF, 4 °C) po kazdém promyti.

Pelet po extrakci proteini mocovinovym pufrem byl rozsuspendovan v SDS
extrakénim pufru (150 mmol- 1t NaCl, 2% SDS, 40 mmol-1? -merkaptoethanol,
100 mmol-I"* NaEDTA, 50 mmol It Tris-HCI 0 pH 7,9) a nechan 10 min pti 100 °C. Poté
byl vzorek centrifugovan (5 min, 5000 RCF, 22 °C). Cela extrakce byla dvakrat
opakovana. Nasledn¢ byl pelet tfikrat promyt vodou s centrifugaci (5 min, 5 000 RCF,
22 °C; Pitarch et al., 2008).
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Pelet po SDS extrakci byl rozsuspendovan v 30 mmol-1* NaOH a ponechan 12 h
pii 4 °C. Poté byla provedena neutralizace kyselinou octovou a centrifugace (5 min,
5000 RCF, 22 °C). Nasledn¢ byl pelet tfikrat promyt vodou s centrifugaci (5 min,
5000 RCF, 22 °C; Pitarch et al., 2008).

Proteiny obsazené V supernatantech po extrakci mocovinovym a SDS pufrem
a po alkalické extrakci byly precipitovany acetonem s 13,3% kyselinou trichloroctovou
a0,07% pB-merkaptoethanolem. Vzorek byl smichan s precipitatnim roztokem
V objemovém poméru 1:3 a ponechan 12 h pii -20 °C. Aceton byl odstranén centrifugaci
(10 min, 10000 RCF, 4°C). Pot¢ byl pelet tiikrat promyt acetonem
s 0,07% B-merkaptoethanolem, centrifugace (10 min, 10 000 RCF, 4 °C). Precipitované
proteiny byly vysuseny.

Precipitované proteiny byly rozpusStény v sacharosovém pufru (30% sacharosa,
2% SDS, 5% B-merkaptoethanol, 100 mmol-1" Tris-HCI o pH 8). Ke vzorkim byl pfidan
fenol (pH 6,7, béhem skladovani prevrstvem 10 mM Tris-HCI pH 8) v objemovém
poméru 1:1 a byly tfepany (10 min, 600 rpm, 22 °C). Poté byla provedena centrifugace
(10 min, 5500 RCF, 4 °C). Byla odebrana vrchni fenolicka faze, ke které byl pfidan
100 mmol-I? acetdt amonny v metanolu v objemovém poméru 1:5. Nasledovala
precipitace po dobu 12 h pii -20 °C. Precipitaéni roztok byl odstranén centrifugaci
(10 min, 5 500 RCF, 4 °C). Proteiny byly promyty acetonem, centrifugace (10 min,
5500 RCF, 4 °C) a vysuseny.

3.5.2 Méreni koncentrace proteint

Koncentrace proteinii v roztoku byla méfena metodou s kyselinou bicincholinovou
(Smith et al., 1985). Ke 2 ml pracovniho roztoku, pfipraveného smichanim cinidla
pro méfeni koncentrace proteinti (Sigma) se 160 mmol-1? pentahydratem siranu
méd’natého v poméru 50:1, byl piidan vzorek (1-10 ul). Smés byla inkubovana po dobu
30 min pfi laboratorni teploté. Absorbance byla méfena pii 562 nm. Jako proteinovy
standard byl pouZit hovézi sérovy albumin (1 mg-ml?). Slepy vzorek obsahoval pouze

pracovni roztok.

3.5.3 Jednorozmérna gelova elektroforéza

Gelova SDS-PAGE byla provedena dle Laemmliho (1970) s modifikacemi.

Precipitované proteiny byly rozpuStény v Laemmliho pufru. Pro redukci vzorka byl
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pfidan DTT rozpustény v 50 mmol-1? uhli¢itanu amonném, aby vysledna koncentrace
DTT byla 10 mmol-lI. Vzorky byly umistény na tfepacku (45 min, 400 rpm, 56 °C).
Alkylace byla provedena pfidanim  jodoacetamidu (IAM)  rozpusténého
v 50 mmol-I? uhli¢itanu amonném o vysledné koncentraci 40 mmol-1! a smés byla
inkubovéna 20 min Vv temnu pii laboratorni teploté. Pro ukonceni alkylace bylo pfidano
40 mM DTT.

Pro separaci proteinti byl pouzit separa¢ni gel s12% obsahem akrylamidu
a 4% zaostiovaci gel. Separacni gel byl piipraven ze 4 ml 30% akrylamidu
s 0,8% bisakrylamidem smisenim s 2,5 ml 1,5 mol-1? Tris-HCl o pH 8,8 s 3,2 ml vody,
100 ul 10% SDS, 10 pl tetrametyletylendiamin a 50 pl 10% persiranu amonného.
Zaostfovaci gel byl piipraven z 0,65 ml 30% akrylamidu s 0,8% bisakrylamidem
smisenim s 1,25 ml 0,5 mol-1"* Tris-HCI o pH 6,8 52,95 ml H,0, 100 pl 10% SDS,
10 pl tetrametyletylendiamin a 60 ul 10% persiranu amonného. Rozméry separa¢niho
gelu byly 5,5 x 9 cm o tloustce 1 mm. Elektrodovy pufr obsahoval 0,1% SDS,
192 mmol-1? glycin a 25 mM Tris o pH 8,3. Do jamek bylo naneseno 20 pl vzorku, coz
odpovidalo zhruba 15 pg proteint. Separace probihala 15 min pfi napéti 85 V a nasledné
90 min pti napéti 120 V. Jako standard byl pouzit Blue Protein Ladder (Biosystems).

Po provedeni SDS-PAGE byly gely barveny pomoci Coomassie Brilliant Blue R-250
ptes noc (Bennett a Scott, 1971). Barvici roztok obsahoval 0,1% Coomassie Brilliant
Blue R-250, 50% methanol a 10% kyselinu octovou. Pro odbarveni byl pouzit roztok

7% kyseliny octové a 10% methanolu. Poté byly gely hydratovany v destilované vodé.

3.5.4 Stépeni proteini v gelu

Proteinové spoty byly vyfezany z gelu skalpelem ¢i pipetovou Spickou. Kousky gelu byly
dvakrat promyty vodou a dvakrat 50% ACN, vzdy po dobu 15 min. Poté byl ke vzorklim
ptidan 100% ACN, aby doslo k odstranéni vody z gelu. K vysusenym kouskim gelu byl
pfidan trypsin modifikovany rafinosou (Sebela et al., 2006) v 50 mmol-1? uhli¢itanu
amonném V poméru 1:50 (trypsin:protein). Nasledovalo enzymatické Stépeni pfes noc
pii 37 °C.

Z kouskl gelu byly naStépené peptidy extrahovany 5% kyselou mraven¢i s ACN
v poméru 1:1 a tfepany (15 min, 700 rpm, 24 °C). Cely proces byl dvakrat opakovan.
Vzorky byly vysuseny na vakuové centrifuze (30 min, 5000 RCF, 45 °C) a dale

Zpracovavany.
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3.5.5 Stépeni proteinii v roztoku

Precipitované proteiny byly rozpustény v 50 mmol-1? uhli¢itanu amonném
s 10 mmolI* DTT a redukovany za stalého tiepani (45 min, 400 rpm, 56 °C). Poté byl
pfidan 40 mmol-1? 1AM v 50 mmol-1? uhli¢itanu amonném a smés byla inkubovana
20 min vtemnu pii laboratorni teploté. Nasledné bylo pfidano 40 mmol1? DTT
pro ukon¢eni alkylace. Proteiny byly stépeny trypsinem modifikovanym rafinosou
(Sebela et al., 2006), rozpusténym v 50 mmol-1"* uhli¢itanu amonném, v poméru 1:50

(trypsin:protein). Po no¢nim §tipani pii 37 °C byly vzorky vysuseny a dale zpracovavany.

3.5.6 Purifikace a separace peptidi

Purifikace peptidi pro vzorky métené pomoci ESI MS byla provedena pomoci kationtove
vyménné chromatografie (SCX). Na pfipravu kolonky byla pouzita pipetovaci Spicka
s rozsahem 10-200 ul naplnéna dvéma vyfiznutymi kousky SCX extrakénich diskt
(3M Empore™). Kolonka byla upevnéna do mikrozkumavky a navlhéena 40 ul ACN
s naslednou centrifugaci (2,5 min, 2 000 RCF, 24 °C). Krok navlhéeni napln¢ byl
opakovan. Pro ekvilibraci byla kolonka dvakrat promyta 40 ul 1% TFA, centrifugace (2,5
min, 2000 RCF, 24 °C). Do péti 1,5ml mikrozkumavek bylo napipetovano
20 pul 25% kyseliny mravenc¢i. Kolonka byla upevnéna do prvni mikrozkumavky, byl
nanesen vzorek rozpustény v 50 ul 1% TFA abyla provedena centrifugace (5 min,
1 000 RCF, 24 °C). Nasledovala postupné vymyvani peptidi z kolonky do ptipravenych
mikrozkumavek s kyselinou mraven¢i. Po napipetovani 40 pl eluéniho roztoku (Tab. 1)
byla provedena centrifugace (5 min, 1 000 RCF, 24 °C). Vsechny elu¢ni kroky byly
dvakrat opakovany.
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Tab. 1 Eluéni roztoky pro purifikaci peptidi pomoci SCX diskd.

50 mmol-1* octan amonny
“ 20% ACN
Eluéni roztok 1 0,5% kyselina mravenci

150 mmol‘I"* octan amonny
« 20% ACN
Eluéni roztok 2 0,5% kyselina mravenci
300 mmol-1* octan amonny
20% ACN

Eluéni roztok 3 0,5% kyselina mravenci

5% NH4OH

Eluéni roztok 4 80% ACN

Precisténi peptidl kapalinovou chromatografii bylo provedeno pies Cig sorbent dvéma
zpusoby. Smés peptidi uréena pro analyzu na ESI-MS byla odsolena pomoci kolonky,
ptipravené z pipetovaci Spicky srozsahem 10-200 pl a dvou vyziznutych kouski
extrakéniho disku Cig (3M Empore™). Po upevnéni kolonky do mikrozkumavky byly
disky navlhéené 50 pl isopropanolu, ktery byl odstranén centrifugaci (2 min, 4 000 RCF,
24 °C). Navlh¢eni kolonky iso-propanoleem bylo opakovano jesté jednou. Kolonka byla
dvakrat promyta 50 ul 5% kyseliny mravenci, centrifugace (2 min, 2 000 RCF, 24 °C).
Poté byl nanesen vzorek rozpustény v 5% kyseliné mravenci, centrifugace (5 min, 1 000
RCF, 24°C). Dvoji promyti kolonky bylo provedeno 50 pl 5% kyseliny mravenci,
centrifugace (2 min, 2000 RCF, 24 °C). Peptidy byly vymyty z kolonky do &isté
zkumavky 50 pl smési 50% methanolu s 2,5% kyselinou mravenéi, centrifugace (5 min,
4 000 RCF, 24 °C). Vymyvaci krok byl opakovan. Vzorky byly vysuseny na vakuové
odparce.

Peptidy urcené pro analyzu na MALDI-MS byly ptecistény pomoci ru¢né vyrobeného
systému (Obr. 7) (Moravcova et al., 2009; Franc et al., 2012, 2013). Kolonka naplnéna
sorbentem Cig (3 pum castice, Reprosil Gold, Dr. Maisch) byla ekvilibrovana 6 ul
0,1% TFA. Poté bylo naneseno 5 pl vzorku rozpusténé¢ho v 0,1% TFA a promyto 5 pl
0,1% TFA. Nasledovalo vymyti peptidl Z kolonky zvySujicim se pomérem ACN ve smési
s0,1% TFA (2%, 8%, 16%, 24%, 32%, 40% a 80% ACN) vzdy v objemu 2 pl
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Separované peptidy byly pfimo nanaseny po 0,5 ul na MALDI desticku, prvni a posledni
mikrolitr byly vypustény mimo MALDI ter¢ik a nebyly analyzovany.

«— 7avaZi

25ul injekéni
stiikacka

S

mikrokolonka
(C1z sorbent)

Obr. 7 Schéma ruéné vyrobeného systému pro odsolovani vzorki. Po ekvilibraci je do injekéni
stiikaCky nasat vzorek, poté se na konec jehly nasadi mikrokolonka s Cig Sorbentem. Zavazi
vytvari tlak na stfikatku a vzorek je aplikovan piimo na MALDI teréik (upraveno
dle Franc et al., 2013).
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3.5.7 Identifikace proteinii pomoci MALDI MS

K 0,5 ul vzorku na MALDI desti¢ce Anchorchip 800-384 (Bruker Daltonik) bylo pfidano
0,5 pl matrice, kterd byla pfipravena smisenim 748 pul 95% ACN s0,1% TFA,
36 ul nasycené¢ho roztoku CHCA v90% ACN s0,1% TFA, 8 ul 10% TFA a
8 ul 100 mmol-1*  NH4H2POa4. Pro kalibraci byl piipraven roztok 748 pl 85% ACN
s 0,1% TFA, 36 ul nasyceného roztoku CHCA v 90% ACN s 0,1% TFA, 8 ul 10% TFA
a 8pul 100 mmoll* NHsH:PO4, ze kterého se odebralo 300 ul a smisilo
se 2 ul kalibraéniho peptidového standardu II (Bruker Daltonik) rozpusténého
v 0,1% TFA. Smés matrice a standardu byla nanasena na MALDI terc¢ik po 0,5 pl.

M¢feni bylo provedeno na hmotnostnim spektrometru ultrafleXtreme MALDI
TOF-TOF. Spektra byla ziskdna za pouziti pozitivniho modu s reflektronem
z 3 000 laserovych strel pro MS a 4 000 laserovych stiel pro MS/MS. Urychlovaci napéti
Vv iontovém zdroji bylo 25 kV u MS a 7,5 kV u MS/MS analyzy. Pro méteni MS/MS
spekter bylo vybrano prostiednictvim softwaru WarpLC 1.3 (Bruker Daltonik)
maximalné 10 prekurzort v kazdém spotu s minimalnim vypocétenym pomérem signélu
a Sumu 10. Rozsah detekce iontd byl 600-3 500 m/z. Pti analyze byl pouzivan software
flexControl 3.4 a software WarpLC 1.3.

3.5.8 Identifikace proteinii pomoci nanoLC-ESI MS

Pfi méfeni byl vyuzit systém slozeny z nanoLC Dionex UltiMate 3 000 a hmotnostniho
spektrometru s vysokokapacitni iontovou pasti (HCT) jako analyzatorem, a to ESI-HCT
amazZon speed ETD. Odsolené vzorky byly rozpustény v 5% kyseliné mravenci.
Pro analyzu bylo injektovano 5 pl vzorku na piedkolonu (75 pym x 30 mm, 5 um C18
Reprosil GOLD 300; Dr. Maisch), ktera byla promyta 15 pl 0,1% TFA. Vymyvani bylo
provadéno vicestuptiovym gradientem (Tab. 2) s priitokem 300 nl-min pies analytickou
kolonu (75 um x 150 mm, 3 um C18 Reprosil GOLD, Dr. Maisch). Mobilni faze A byla
4% kyselina mravenc¢i, mobilni faze B obsahovala 0,04% kyselinu mravenci,
70% metanol a 20% isopropanol. Pro MS/MS bylo pouzito ESI-HCT. M¢éfeni bylo
provadéno v pozitivnim modu s rozsahem m/z 400-1 400. Dals§i nastaveni bylo
nasledujici: napéti na zdroji 1 300 V, vysouseci plyn 2,9 psi, vysouseci teplota 150 °C.
Pii analyze byl pouzit software Compass 1.7 (Bruker Daltonik). Tato analyza byla
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provedena Mgr. Ivem Chamradem, Ph.D. a Mgr. Reném Lenobelem, Ph.D. z Oddéleni

biochemie proteinti a proteomiky, Centra regionu Hana.

Tab. 2 SloZeni mobilni faze béhem analyzy na nanoLC-ESI MS.

Cas analyzy (min) Procentualni zastoupeni mobilni faze B

0 2%

3 8 %

50 18 %
79 28 %
85 32 %
93 45 %
99 65 %
100 95 %
105 95 %
108 2%
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3.5.9 Zpracovani a analyza dat

Zméfena data po MS analyze byla zpracovana pomoci programu ProteinScape 3.1
(Bruker Daltonik) a vyhledavaciho nastroje Mascot Server 2.4 (http://www.matrix-
science.com/mascot_support_v2_4.html). Proteiny byly prohledany vuéi databazi
stazené z Uniprot (http://www.uniprot.org) s omezenim pouze na houby rodu Botrytis
a rodu Sclerotinia, jako pfibuzného organismu. Dale byly do databaze zahrnuty i bézné
kontaminanty (http://www.thegpm.org/crap/index.html), jako naptiklad trypsin a keratin.
TrypChymo bylo zadano jako pouzitad proteasa, karbamidometylace cysteinu byla
nastavena jako pevna modifikace, acetylace N-konce a oxidace methioninu pak jako
moznd modifikace. Pro maximalni pocet vynechanych mist pfi St€peni proteasou byla
zvolena hodnota 3 v ptipadé méfeni pomoci MALDI a 5 pro ESI MS. Pro identifikaci
proteini pomoci MALDI-TOF byla pro vyhleddvani prekurzorti zvolena tolerance
hmotnosti ionti 30 ppm, a pro fragmenty 0,5 Da, zatimco pro ESI MS bylo nastaveno
100 ppm pro prekurzory a 0,6 Da pro fragmenty. Naboj peptidi byl nastaven
na+1uMALDI MS analyzy, informace o naboji u ESI MS byla vzdy uvedena
U jednotlivych iontll v textovém souboru preddvaného programu Mascot. Tento textovy
soubor byl automaticky vygenerovan béhem méieni v programu Compass 1.7.
Detekované proteiny byly poté vyhodnoceny podle lokalizace, molekularni funkce
arole v biologickych procesech. Pro predikci lokalizace proteinti byl vyuzit porgram
WoLF PSORT (http://www.genscript.com/wolf-psort.ntml). Pfitomnost signalniho
peptidu v sekvenci proteinu byla stanovena online programem SignalP 4.1
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP; Petersen et al.,, 2011). Jako program
pro predikci  transmembranového helixu byl pouzit TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk-servicess TMHMM; Krogh et al., 2001). A pomoci programu
SecretomeP 1.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP-1.0; Bendtsen et al., 2004)
bylo zjisténo, zda jsou proteiny zapojeny do netypickych sekre¢nich mechanisma. Kli¢
pro vyhodnoceni je znazornén na Obr. 8. Molekularni funkce a role v biologickych
procesech byla charakterizovana programy na serveru AgBase (McCarthy et al., 2006),
ato GoRetriever (http://www.agbase.msstate.edu/cgi-bin/tools/goretriever-select.pl)
a GoSlim-Viewer (http://www.agbase.msstate.edu/cgi-bin/tools/goslimviewer-select.pl).
Ke zpracovani a zobrazeni dat ziskanych po identifikaci proteinii a métenych spekter
intaktnich proteinii ¢i bun¢k bylo pouzito volné dostupnych open source programii

Phyton 3.4.3 (https://www.python.org) a R project 3.2.2 (https://www.r-project.org)
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spolu s balicky a knihovnami Biopython 1.65 (Cock et al., 2009), MALDIquant 1.14
(Gibb a Strimmer, 2012), matplotlib 1.3.1 (Hunter, 2007) s matplotlib-venn 0.11.3,
numpy 1.10.0 (http://www.numpy.org) a pandas 0.17.0 (http://pandas.pydata.org).

Proteiny
l TMHNMNM

transmembranovy helix 4+ bez transmembranového helixu
l lSignalP

membrinoveé

signalni peptid + bez signalniho peptidu
quLF PSORT SecretomeP

extracelilarni + mtracellarni  infracelnlarni + netypicke sekretovane

N/

sekretované

v

Obr. 8 Pribéh vyhodnoceni detekovanych proteint pro predikci jejich lokalizace.

33



4 VYSLEDKY

Experimenty v ramci této diplomové prace byly zalozeny na studiu fytopatogennich
hub rodu Botrytis. Jednim ze zamérd bylo zmétit hmotnostni spektra povrchovych
proteind z konidii B. cinerea, ktera mohou slouzit pro rychlou identifikaci patogenu
v praxi (Chalupova et al., 2014). Druha cast prace byla zaméfena na identifikaci

proteint extrahovanych z konidii u B. cinerea a sklerocii u B. tulipae.

4.1 Péstovani biologického materialu

V tvodnich experimentech byly houby péstovany na bramborovo-mrkvovém agaru
a bramborovo-dextrosovém agaru Vv kultivacni komofe. Rust byl ukonéen
po 4-5 tydnech, kdy u B. cinerea dochazelo ke sporulaci. U houby B. tulipae
se sporulace v tomto ¢asovém obdobi neobjevila, ale dochéazelo k tvorbé sklerocii, jako
dal$ich utvaru dulezitych pro pieziti houby. Pravé tyto struktury, konidie u B. cinerea
asklerocie u B. tulipae, byly vyuzity pro naslednou analyzu proteomu téchto
rostlinnych patogent. Zatimco B. cinerea rostla rychleji na bramborovo-mrkvovém
agaru, kde vytvarela vétsi mnozstvi konidii nez na agaru dextrosovém, u B. tulipae byl
pozorovan znaény nartst jak poctu, tak i hustoty a velikosti sklerocii na bramborovo-
dextrosovém agaru (Obr. 9). Pro dalsi experimenty bylo proto vzdy voleno optimalni

médium pro rist zadoucich struktur.

s et

Obr. 9 Houby B. tulipae rostouci po dobu 3 tydnti na odlisnych typech ristovych médii.
(A) bramborovo-dextrosovy agar, (B) bramborovo-mrkvovy agar.
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Pro sbér konidii byla nejprve pouzita voda. Vzhledem k vysoké hydrofobicité konidii
byl sbér obtizny, vétSina konidii zlstavala na Petriho misce. Ani v pfipadé pouziti
50% methanolu ¢i ACN nedoslo k vyraznému zlepSeni procedury sbirani. Pro lepsi
efektivitu sbéru bylo proto nutné pouzit neionogenni detergent Tween 20. Sklerocie
byly sesbirany manualné pomoci pinzety. Po promyti vodou a pftefiltrovani byly

vSechny struktury pouzity pro dalsi proteomické experimenty.

4.2 Detekce intaktnich konidii a proteint ve smési s matrici

Pro métfeni hmotnostnich spekter povrchovych proteinti byly vyuzity tfi rizné piistupy.
Ve vSech provadénych experimentech byly analyzovany konidie B. cinerea
aproporovnani i konidie B. fabae, které byly poskytnuty Mgr. Dmitry
Loginovem, Ph.D. U prvniho pfistupu byly konidie rozsuspendovany ve smési ACN
a2,5% TFA, udruhého byly extrahovany proteiny ve smési ACN a 2,5% TFA
a u tretiho doslo k extrakci proteinii v 70% kyseliné mravenci a ACN. Vzorky byly
meéfeny na hmotnostnim spektrometru Microflex MALDI-TOF ve smési s matrici,
ktera byla nanesena az ke vzorkiim na desti¢ce metodou ,,bottom-layere. Pii analyze
byly pouzity rizné druhy matric, které byly nasledné srovnavany podle vyslednych
hmotnostnich spekter. Parametry pro srovnani kvality spekter bylo mnoZstvi a intenzita
pozorovanych odezev iontovych proudi odpovidajicich m/z jednotlivych proteinu,
popt. jinych biologickych molekul konidii.

Nejprve byly pfipraveny matrice bézné uzivané pro méteni protein. Konkrétné
se jednalo o matrice CHCA, DHB, FA a SA. Vysledna spektra vSak nedosahovala
stanovenych pozadavka (Obr. 10). Pro méfeni byly proto zkouseny i smési dvou a vice
riznych matric, a to mix FA a SA v objemovych pomérech 1:1, 1:3,2:3, 3:2, 3:1a smés
CHCA, FA a SA vpoméru 1:1:1. Ve vétsiné pripadii nebylo mozné dosahnout
vysledkt pozadujicich kvalit, zvlasté u druhu B. cinerea, AvsSak v piipadé nanaseni
vzorku se smési matric FA a SA byl pozorovan vyrazny narist mnoZzstvi i intenzity
jednotlivych iontti pozorovanych v hmotnostnim spektru (Obr. 11B). Pfi vyuziti
jakéhokoliv testovaného poméru matric FA a SA méla vyslednd spektra dobré
sledované vlastnosti. Podle provedenych méfeni ale nejlepSich pozadavkii dosahovala

spektra pii pouziti smési FA a SA v objemovém poméru matric 2:3.
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Obr. 10 Hmotnostni spektrum extrahovanych proteind z konidii B. cinerea ve smési ACN a
2,5% TFA méfené na MALDI-TOF MS. Jako matrice byla pouzita CHCA rozpustena ve smési
ACN a 2,5% TFA.

DalSim objektem z&jmu bylo srovnani jednotlivych pfistupil ptipravy vzorkl konidii
B. cinerea. Porovnani vyslednych spekter ziskanych po pouziti riznych metod extrakce
métenych s matrici tvofenou smési FA a SA v poméru 2:3 je ilustrovano na Obr. 11.
Pfi rozsuspendovani konidii ve smési ACN a 2,5% TFA a pfi extrakci proteinil
Z konidii ACN a 2,5% TFA byla vysledna spektra srovnatelna. Detekovano bylo velké
mnozstvi iontd 0 m/z mensim nez 5 000, které pii extrakci kyselinou mravenéni a ACN
pozorovany nebyly. Ve vSech provadénych extrakcich byly detekovany jak stejné
ionty, které se v nékterych piipadech lisily v intenzité ve vysledném hmotnostni spektu,
tak ionty unikatni pouze pro dany typ extrakce. Naptiklad iont 0 m/z 4397 (ve spektru
po extrakci v kyseliné mravenéi a ACN pozorovan jako 4395) dosahoval
pfi rozsuspendovani a extrakci ve smési ACN a 2,5% TFA mnohem vy$§i intenzity nez
u extrakce v kyseliné mravenci a ACN. Naopak iont 0 m/z 7413 (respektive 7411) byl
pozorovan ve vSech srovnavanych hmotnostnich spektrech s pfiblizné stejnou
intenzitou. U extrakce kyselinou mraveéni a ACN dosahoval iont 0 m/z 6646 velmi
vysoké intenzity, ale u ostatnich srovnavanych spekter nebyl viibec pozorovan.
Rozdilnost v detekovanych iontech miliZze byt zpisobena pouzitim riznych kyseliny
0 rozdilnych koncentracich (2,5% TFA v porovnani se 70% kyselinou mravenci),
coz muze mit vliv jak na mnoZzstvi a typ proteini extrahovanych z buiiky (rizna uroven
naruSeni povrchu bunky, extrakce a uvolnéni proteinti z povrchu), tak také na kvalitu

tvorby krystalll matrice a ionizace v hmotnostnim spektrometru.
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Obr. 11 Hmotnostni spektrum MALDI-TOF konidii B. cinerea ziskané (A) rozsuspendovanim
konidii ve smési ACN a 2,5% TFA, extrakci proteint (B) ve smési ACN a 2,5% TFA a (C)
v 70% kyselin¢ mravenci a ACN. PouZzita matrice byla smés FA a SA v poméru 2:3 rozpusténa
ve smési ACN a 2,5% TFA.

37



Béhem porovnani hmotnostnich spekter povrchovych protein B. cinerea a B. fabae
byly detekovany ionty odlisnych proteinti, napiiklad u B. cinerea iont s hodnotou m/z
4397. Nekteré ionty se naopak u obou druhi piekryvaji, napt. m/z 4379 (Obr. 11A
a 12). Ptitomnost nékterych charakteristickych proteinti na povrchu spole¢nych pro oba

druhy miuize souviset s jejich pfislusnosti ke stejnému rodu Botrytis.
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Obr. 12 Hmotnostni spektrum konidii z B. fabae rozsuspendovano ve smési ACN a 2,5% TFA,

smichanych s matrici a métenych pomoci MALDI-TOF MS. Jako matrice byla pouzita smés
FA a SA v poméru 2:3.
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4.3 Studium proteomu hub rodu Botrytis

Analyza proteomu byla provedena u konidii B. cinerea a sklerocii B. tulipae.
Po vypéstovani biologického materidlu na pfislusném ristovém médiu a jeho sbéru
byly studované struktury homogenizovany. Pro vybér vhodné metody homogenizace
byly testovany tii moZnosti, homegenizace v tfeci misce s tlouckem, sonifikace a french
press. Vzhledem K vysledkim ziskanych po méfeni koncentrace extrahovanych
proteinii a pozorovanych na 1D SDS-PAGE a zaroven jednoduchosti metody byla
pro findlni experimenty pouzita sonifikace. Nésledné byla provedena postupna
tiikrokova extrakce proteinti z bunécnych struktur. Nejprve byl pouzit mocovinovy
pufr, u peletu byla provedena SDS extrakce a postup byl dokoncen alkalickou extrakci.
U proteinii odebranych po kazdém typu extrakce byla provedena fenolicka extrakce.
Dalsi zpracovani vzorkt probihalo dvéma riznymi zpusoby. V prvnim doslo k separaci
proteini pomoci 1D SDS-PAGE a jejich $tépeni v gelu. Nasledné byly peptidy
precistény a separovany pomoci mikrokolonky s Cig sorbentem a analyzovany
prostfednictvim MALDI-TOF MS. Druhym zplisobem zpracovani vzork bylo $tépeni
proteint v roztoku. Kvuli velké obsahlosti vzniklé smési peptidit musely byt vzorky
separovany pomoci SCX extrak¢nich diskti. Odsoleni probihalo pies Cigdisky. Vzorky
byly méfeny prostfednictvim nanoLC-ESI MS. Vyhodnoceni ziskanych dat probihalo
pro oba zplisoby zpracovani vzorki stejné. Pro identifikaci proteinil byl pouZit program
Mascot a databaze Uniprot. Pro dalSi vyhodnoceni byly ponechany pouze proteiny,
jejichz minimélni skére vypoctené Mascotem bylo 60 a u kterych byly nalezeny
alesponi dva unikatni peptidy po méfenim MS/MS spekter. V zavéreéném kroku byly
identifikované proteiny rozdéleny podle predikce lokalizace, molekularni funkce a role
Vv biologickych procesech. U predikce lokalizace byly proteiny zatazeny do tfi skupin,
a to intracelularni, membranové a sekretované. Mezi sekretované byly zatfazeny
I netypické sekretované proteiny, které neobsahuji N-terminalni signalni peptid a jsou
zapojeny do netypickych sekre¢nich drah. Jedna se pfedev§im o fibroblastové ristoveé

faktory, interleukiny a galektiny (Bendtsen et al., 2004).

4.3.1 Separace proteinii jednorozmérnou gelovou elektroforézou

Pfi separaci proteint z konidii B. cinerea prostfednictvim 1D SDS-PAGE bylo z gelu
pro dal$i analyzu a zpracovani vyfezano u extrakce mocCovinovym pufrem 24 pasi,

u SDS pufru 13 past a u alkalického pufru 11 past (Obr. 13). Pozorovana intenzita
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obarvenych past na gelu odpovidajicich jednotlivym proteintim ¢i jejich smési byla
vyrazné vyssi pro vzorek po extrakci mocovinovym pufrem, nez po extrakci SDS
¢i alkalickym pufrem. Zv1asté€ v poslednim piipadé vykazovaly vysledné pésy velmi
nizkou intenzitu.

Béhem separace proteint ze sklerocii B. tulipae prostiednictvim 1D SDS-PAGE
bylo z gelu vyfezano 27 past po extrakci mocovinovymm pufrem, 25 past po SDS
extrakci a 15 pasi po alkalické extrakei (Obr. 13). Byl zde pozorovan stejny trend jako
u B. cinerea, kde dochazelo k postupnému snizovani intenzity obarvenych pasti na gelu

podle typu extrakce.
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Obr. 13 Separace proteint pomoci 1D SDS-PAGE. Barveno pomoci Coomassie Brilliant
Blue. Standard je udavan v kDa. Proteiny z B. cinerea byly nejprve extrahovany
(A) v mocovinovém pufru, pak (B) v SDS pufru a nakonec byla provedena (C) alkalicka
extrakce. Podobné u B. tulipae doSlo k extrakci (D) v mocovinovém, (E) v SDS a (F)
alkalickém pufru.
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4.3.2 ldentifikace proteini prostrednictvim MALDI-TOF MS

a predikce jejich lokalizace

Pfi méfeni proteini separovanych v SDS-PAGE bylo u B. cinerea identifikovano
celkem 114 proteinit pomoci MALDI-TOF MS. Z tohoto poctu bylo 86 unikatnich
pouze pro extrakci mocovinovym pufrem a 11 unikéatnich pro SDS pufr. Zbylych
17 proteinti bylo identifikovano u obou zptsobu extrakce (Obr. 14A). U vzorkd
po pouziti alkalického pufru nebyl detekovan zadny protein, coz bylo
zpusobeno nizkou intenzitou past stanovovanych proteint na gelu.

Po rozd¢leni proteinti do skupin podle jejich lokalizace v buiice pomoci programil
pro predikci bylo zjisténo, ze nejvetsi Cast identifikovanych proteini tvofi
intracelularni proteiny. V obou typech extrace byl jejich celkovy pocet 77, coz je témét
88 % vSech detekovanych proteini. Do skupiny sekretovanych proteint jich bylo
zafazeno 30 a z toho 24 bylo unikatnich pro extrakci mocovinovym pufrem. Nejméné
z jejich celkového poctu bylo detekovano membranovych proteint, a to 7 (Obr. 14A).

Pii stanoveni proteomu sklerocii B. tulipae pomoci MALDI-TOF MS bylo
identifikovano celkem 76 proteinti §tépenych trypsinem v gelu. Unikatnich pro extrakci
mocovinovym pufrem bylo 50, pro SDS extrakci 20 a 6 proteinli bylo spole¢nych
U obou typt zpracovani vzorku (Obr. 14B). U alkalické extrakce nebyl podle zadanych
kritérii identifikovan Zadny protein.

U predikce lokalizace bylo u B. tulipae mozné pozorovat podobny trend jako
u B. cinerea, kdy nejvice bylo intracelularnich proteinti a nejméné membranovych.
Ze vsech proteinli bylo 47 intracelularni, 22 sekretovanych a 7 membranovych
(Obr. 14B).
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Botrytis cinerea Botrytis tulipae

Obr. 14 Pocet proteint identifikovanych pomoci MALDI-TOF MS. Proteiny byly
extrahovany v (I) mocovinovém a (II) SDS pufru, separovany pomoci 1D SDS-PAGE
a Sté€peny trypsinem v gelu. Pfed analyzou na hmotnostnim spektrometru byly vzniklé
peptidy separovany na mikrokolonce. Tu¢nym pismem je znazornén celkovy pocet
proteinil v dané skupiné. Ostatni ¢isla urcuji predikei lokalizace proteinti v potadi
intacelularni/membranové/sekretované.
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4.3.3 ldentifikace proteini prostifednictvim nanoLC-ESI MS

a predikce jejich lokalizace

Prostfednictvim analyzy pomoci nanoLC-ESI MS bylo ve vzorcich proteint
extrahovanych ze sklerocii B. cinerea a $tépenych trypsinem v roztoku identifikovano
celkem 766 proteini. PoCty u jednotlivych typl extrakce byly srovnatelné.
U mocovinového pufru bylo nalezeno 226 unikatnich proteind, u SDS 194 unikatnich
a ualkalické extrakce 221 unikdtnich (Obr. 15A). DalSich 104 proteinti bylo
spole¢nych pro dva typy extrakce a 21 proteinil bylo detekovano u vSech typi extrakce.

Pii predikci lokalizace bylo 538 proteini uréeno jako intracelularni,
148 membranové a 80 sekretované (Obr. 15A). Pocty intracelularnich unikatnich
proteintt byly vyrovnané u vsSech testovanych extrakénich pufri. Sekretovanych
proteint unikatnich pro mocovinovy pufr bylo 50, zatimco u SDS pufru 11 a u alkalické
extrakce 8. Pocet unikatnich membranovych proteint byl u SDS a alkalické extrakce
srovnatelny (49 a 50), zatimco u mocovinového pufru byl tento pocet polovicni (24).

Obdobnou analyzou, jaka byla provedena u konidii B. cinerea, bylo ve vzorcich
sklerocii B. tulipae detekovano celkem 478 proteinti (Obr. 15B). S postupnou extrakci
dochazelo ke sniZzovani jejich poctu. Pfi vyuziti mocovinového pufru bylo nalezeno
215 unikatnich proteinti, u SDS 164 unikatnich a u alkalické extrakce 53 unikatnich.
Zbylé proteiny byly pozorovany ve vice typech extrakce zaroven. Pficemz 32 proteinti
bylo shodnych pro moc€ovinovy a SDS pufr a 13 bylo nalezeno zaroveil u extrakce
mocovinovym pufrem a alkalické extrakce. Ptfi porovnani SDS a alkalické extrakce
bylo nalezeno 17 shodnych proteinti. U vSech tii typt bylo detekovano 8 totoznych
proteint.

Béhem testovani predikce lokalizace se vétSina proteini zafadila do skupiny
intracelularnich. Z celkového poctu jich do této skupiny patii 372. Déle bylo
detekovano 85 membranovych proteind, kdy 24 je unikatnich pro extrakci
mocovinovym pufrem, 36 pro SDS a 17 pro alkalickou extrakci. Do skupiny

sekretovanych bylo pfifazeno 21 proteint (Obr. 15B).
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Botrytis cinerea A

Botrytis tulipae B

I

Obr. 15 Pocet identifikovanych proteinti analyzovanych pomoci nanoLC-ESI MS. Pied jejich
charakterizaci metodami MS byly proteiny extrahovany (I) moc¢ovinovym, (II) SDS pufrem,
pomoci (III) alkalické extrakce a nasledné Stépeny trypsinem v roztoku. Tuénym pismem je
znazornén celkovy pocet proteinli v dané skuping. Ostatni ¢isla urcuji predikei lokalizace
proteintl v poradi intacelularni/membranové/sekretované.
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4.3.4 Predikce funkce identifikovanych proteini

Identifikované proteiny byly prostiednictvim online programi GoRetriever
a GoSlimViewer rozdéleny do skupin podle jejich molekularni funkce a role
Vv biologickych procesech. Pii vyhodnoceni molekularni funkce byly ve vSech
studovanych pfipadech nejvice zastoupeny proteiny s vazebnou funkci. U méfeni
pomoci MALDI MS tvofili u patogenu B. cinerea 44 % (Obr. 16A) a u B. tulipae 49 %
(Obr. 16B). Pii analyze vzorkl prostiednictvim ESI MS bylo detekovano 45 %
vazebnych proteinti U B. cinerea (Obr. 16C) a 49 % u B. tulipae (Obr. 16D). Pomérné
Casty vyskyt byl zaznamenan i u proteinti s enzymovou aktivitou, u B. cinerea 28 %
na MALDI MS a 41 % na ESI MS, u B. tulipae 38 % na MALDI MS a 33 % na ESI
MS. Déle bylo u konidii méfenych pomoci MALDI MS nalezeno 20 % proteint, které
se podili na strukturé ribosomd. Ostatni vyhodnocované molekularni funkce
se pohybovaly do 10 %.

Pfi stanoveni role v biologickych procesech tvotily ve vSech vyhodnocovanych
vzorcich nejvétsi procento proteiny podilejici se na metabolismu. U vzorku z konidif
B. cinerea metenych pomoci MALDI MS piedstavovala tato skupina az 47 % vsech
identifikovanych proteind. Dale zde bylo detekovano 21 % proteinti zapojenych
do translace a 10 % hraje roli v biosyntetickych procesech (Obr. 17A). U proteind
z B. tulipae identifikovanych pomoci MALDI MS jich bylo 40 % zapojenych
do metabolickych procesi a 10 % do biosyntetickych procesi (Obr. 17B).
Pti vyhodnoceni proteini identifikovanych prosttednictvim ESI MS se 31 % podili na
metabolickych procesech jak u B. cinerea (Obr. 18A), tak u B. tulipae (Obr. 18B).
Na transportu se podili 20 % proteini u B. cinerea a 15 % u B. tulipae.
V biosyntetickych procesech je zapojeno shodné 13 % u obou studovanych druhi.
Do skupiny ,,ostatni“ byly zafaneny role proteinti se zastoupenim pod 10 %, naptiklad

role pfi bunééném déleni, pfi odpovédi na stres ¢i organizaci cytoskeletu.
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Molekularni funkce

B. cinerea(MALDIMS) A

B vazebnée funkce (61)

B struktur. slozka ribosom (28)
B enzymova aktivita (39)

B transmem. transporter (4)

B GTP/ATPasova aktivita (7)

B. tulipae(MALDI MS) B

mvazebne funkce (39)

m struktur . slozka ribosoma (3)
W enzymova aktivita (30}
Ftransmem. transporter (3)

B GTP/ATPasova aktivita (4)

B. cinerea (ESI MS) C

B vazebné funkce (319)

W struktur. slozka ribosomi (2)
B enzymova aktivita (285)

B transmem. transporter (47)

B GTP/ATPasova aktivita (49)

B. tulipae (ESI MS) D

Bvazebne funkce (255)

W strukiur . slozka ribosomn (8)
B enzymova aktivita (169)
Htransmem. transporter (33)

B GTP/ATPasova aktivita (50}

Obr. 16 Rozdé€leni identifikovanych proteinti z (A, C) konidii B. cinera a (B, D) sklerocii
B. tulipae do skupin podle jejich molekularni funkce, po Jejich extrakei a charakterizaci pomoci
(A, B) MALDI MS a (C, D) nanoLC-ESI-HCT MS. Cislo v zavorce ptedstavuje pocet
proteint.
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Role v biologickych procesech
B. cinerea (MALDI MS) A

B metabolicky proces (78)
m translace (34)

m transport (13)

m katabolicky proces (7)

W biosyateticky proces (17)
W ostatni (16)

B. tulipae (MALDI MS) B

Emetabolicky proces (36)
mtranslace (8)

W transport (8)

i katabolicky proces (6)
mbiosyateticky proces (9)
mostatni (22)

Obr. 17 Rozdéleni identifikovanych proteint z (A) konidii B. cinerea a (B) sklerocii B. tulipae
do skupin podle jejich role v biologickych procesech, po jejich extrakci, separaci
1D SDS-PAGE a charakterizaci pomoci MALDI MS. Cislo v zavorce piredstavuje pocet
proteint.
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Role v biologickych procesech
B. cinerea (ESI MS) A

B metabolicky proces (237)
B translace (10)
m transport (157)
katabolicky proces (28)
B biosynteticky proces (102)
B ostatni (82)
B bunécna mod. proteini (51)
B odpovéd na stres (22)
B transdukce signalu (37)
m skladani proteini (12)
B bunéény cykdus (11)
W strukiura chromozomu (20)

B. tulipae (ESI MS) B

Emetabolicky proces (177)
Eiranslace (22)
m transport (85)

katabolicky proces (14)
Bbiosynteticky proces (76)
B ostaini (76)
Bbunécéna mod. proteini (28)
modpoved na stres (32)
B transdukce signalu (21)
W skl adani proteini (11)
Bbunéény cyvkdus (11)
B struktura chromozomu (13)

Obr. 18 Rozdéleni identifikovanych proteinu z (A) konidii B. cinerea a (B) sklerocii B. tulipae
do skupin podle jejich role v biologickych procesech, po jejich extrakei a charakterizaci
pomoci nanoLC-ESI-HCT MS. Cislo v zavorce piedstavuje pocet proteintl.
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5 DISKUSE

V dnesni dobé se rychld, snadnd a spolehlivd identifikace mikroorganismu stala
nepostradatelnou pro fadu odvétvi, jako je napiiklad zemédélstvi, kde se jedna
predevsim o studium houbovych patogenti. Je nutné disponovat vhodnymi technikami
finalni analyzy, které nabizeji vysokou citlivost a reprodukovatelnost. Ac¢koliv jiz bylo
zavedeno né€kolik protokol pro analyzu fady hub, existuje jesté velka fada houbovych
organismi, u kterych tento postup dosud nebyl popsan. Tato méfeni ale mohou byt
ovlivnéna fadou faktort jako je naptiklad mnozstvi konidii v suspenzi, typ a koncetrace
matrice ¢i rozpoustédlo, které ovliviiuji uvoliiovani proteinti z bunéénych stén. V nasi
praci byla pouzita extrakce organickymi kyselinami, kyselina mravenéi (Fenselau
a Demirev, 2001) a TFA (Kemptner et al., 2009), jejiz pouziti je ¢asto nutné pro zisk
kvalitniho hmotnostniho spektra. V pfedchozich studiich bylo zjisténo, Ze rostouci
koncentrace TFA zvySuje intenzitu signalu iontd, zaroven je ale poskozeni bunécéné
sttny u 0,1% a 2,5% TFA srovnatelné, coz bylo potvrzeno prostiednictvim
mikroskopickych technik (Chalupova et al., 2012). Z tohoto diivodu byla identifikace
fytopatogennich hub rodu Botrytis v této praci provedena rozsuspendovani v ACN
s 2,5% TFA, extrakci v ACN s 2,5% TFA po dobu 60 min a pro srovnani i extrakci
v 70% kyseliné mravenéi a ACN po dobu 20 min a kone¢nym méfenim pomoci
MALDI-TOF MS. Z pozorovani vyslednych spekter vyplyva, Ze pifi pouziti vyS$si
koncetrace organické kyseliny dochazelo k vétsi intenzité iontd u extrahovanych
proteint pro vyssi m/z.

Pfi studiu intaktnich proteinti u patogenich hub rodu Fusarium byly mezi vyuzitymi
matricemi i CHCA a DHB. Informaci ziskanych z vyslednych spekter bylo velmi malo,
detekovano bylo pouze nékolik iontl o nizké intenzité¢ pikti. Naopak hmotnostni
spektra pfi vuziti FA jako matrice poskytovaly nejvice detekovanych pikt (Kemptner
et al., 2009). Pti méfeni intaktnich bun¢k u Bremia lactucae pomoci MALDI-TOF MS
poskytovaly pouzité matrice CHCA, FA, SA a DHB srovnateln¢ kvalitni spektra.
Nejlepsi spektra ale byla pozorovana u mixu FA a SA v objemovém pomeéru 1:2 a 1:3
(Chalupova et al., 2012). Pii méfeni fytopatogennich hub B. cinerea a B. fabae za
vyuziti riznych typt matric doslo v souladu s poznatky z ptredchozich studii k zisku
nedostatecné kvalitnich vyslednych spekter u matric CHCA, DHB, FA a SA. Naopak
nejvice detekovanych pika s vysokou intenzitou bylo nalezeno u smési FA a SA

Vv poméru 2:3. Z pozorovnani a srovnani s predchozimi studii povrchovych proteinti
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vyplyva, Ze pro kazdy mikroorganismus je nutnd samostatna optimalizace pracovniho
postupu (Kemptner et al., 2009; Chalupova et al., 2012, 2014).

Pfi srovnani hmotnostnich spekter povrchovych proteint B. cinerea a B. fabae byly
detekovany ionty odlisnych proteind. Tyto specifické signaly ionti mohou slouzit pro
rychlou identifikaci dan¢ho patogenu, jelikoz méfeni intaktnich proteinii pomoci
MALDI-TOF MS poskytuje diagnosticky néstroj pro identifikaci mikroorganismt
na zékladé¢ unikatnich protein hmotnostniho spektra analyzovaného druhu
(Sulc et al., 2009). Zaroven byly pozorovany i shodné ionty, coZ miZze souviset
se zatazenim obou studovanych hub do stejného rodu. Ziskana hmotnostni spektra maji
velmi dobrou reprodukovatelnost a v budoucnu by se daly vyuzit jako soucast
knihovny pro identifikaci mikroorganismd.

Druh4 ¢ast diplomové prace byla zaméfena na studium proteomu fytopatogennich
hub rodu Botrytis. Konkrétné byly studovany struktury, které jsou houbami vyuzivany
pro pieziti. Divodem je jejich vyznamny podil ve virulenci daného patogenu
(Olaya-Abril et al., 2014). U patogenu B. cinerea byly méfeny proteiny extrahované
z konidii u B. tulipae proteiny extrahované ze sklerocii. Jedna se o dosud velmi malo
popsanou problematiku, jelikoz zatim se studie tykaly pievazné houbového mycelia
(Loginov a Sebela, 2016). V soucdasnosti je vyzkum Botrytis usnadnén pokroky
v sekvenovani genomd, napt. u B. cinerea kmen B05.10 (van Kan et al., 2016).

V nasi prace jsme pro zvyseni poctu identifikovanych proteint vyuzili postupnou
extrakci z bunéénych struktur. Ze vSech tii vyhodnocovanych postupti jich bylo
detekovano pfi stanoveni pomoci MALDIMS 114 a 76 a pii ESIMS 776 a 478. Prehled
vybranych identifikovanych proteint je v ptiloze v Tab. P1. Vzhledem k homogenizaci
bunék tvofily nejvetsi skupinu intarceluldrni proteiny. Sekretované byly ve vSech
ptipadech zastoupeny maximaln¢ do 30 % a membranové do 20 %. Odlisné mnoZstvi
detekovanych proteini u MALDI MS a ESI MS lze vysvétlit rozdilnym postupem
pii ptipravé vzorka. Jednd se o odliSny zplsob Stépeni proteint, kdy u vzorkl
méténych pomoci MALDI MS bylo pouzito Stépeni v gelu aZ po separaci proteint
a u vzorki stanovovanych pomoci ESI bylo provedeno §tépeni v roztoku celé smési
proteint. Dal§im rozdilem bylo provedeni kapalinové chromatografie. Zatimco u ESI
MS byla pouzita nanoL.C, u MALDI MS byly vzorky separovany manualn¢ sestrojenou
kolonkou s kratkou kapilarou. Vzhledem k charakteru systému neni mozné dosahnout

separacni ucinnost nanoLC.
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Pti zatazeni proteinli do skupin podle role v biologickych procesech ptevazovaly
ty s metabolickou funkci, vzdy témét 50 %. Vzhledem k jejich dobré rozpustnosti jsou
obecné hojné zastoupeny v proteomickych studiich (Noir et al., 2009). Tento jev
se objevil mimo jiné také pii analyze houbového proteomu Uromyces appendiculatus,
kdy dosahovaly 66 % z celkového poctu proteint (Cooper et al., 2006), nebo 65 %
u Candida albicans (Hernandez et al., 2004). Mezi nami identifikovanymi proteiny
jsou napfiiklad ty, které se podileji na metabolismu sacharidt jako fosfoenolpyruvat
karboxykinasa (EC 4.1.1.31), pyruvat dehydrogenasa kinasa (EC 2.7.11.2)
a glyceraldehyd 3-fofatdehydrogenasa (EC 1.2.1.12). Nebo enzymy podilejici
se na produkci energie jako citrat synthasa (EC 2.3.3.1) a malat dehydrogenasa (EC
1.1.1.37). Vzhledem k naSim vysledkim a poznatkiim z jiz publikovanych ¢lanku
je patrné, Ze houbové struktury k pieziti obsahuji velké mnozstvi proteint
s metabolickou aktivitou, které zajistuji zisk potiebné energie pro nasledné zahajeni
rastu.

I ptestoze je Botrytis dobie studovany organismus, stale je nedostatek udaju
tykajicich se konidii a sklerocii. Jejich studium mlZe umoznit charakterizaci faktora
virulence, jako jsou naptiklad glykosigasy, proteasy a lipasy (Kubicek et al., 2014).
Ziskané udaje mohou pomoci pii charakterizaci proteinii podilejicich se na infekci

a pfi stanovovani enzymi vhodnych do fungicidi.
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6 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyva analyzou houbovych fytopatogent rodu Botrytis.
Uvod praktické &asti je vénovan Kultivaci hub a stim spojeny vybér vhodného
ristového média a metody pro sbér biologického materialu. Nami studované struktury,
konidie a sklerocie, byly poté analyzovany proteomickymi metodami.

Soucasti prace bylo méfeni hmotnostnich spekter u intaktnich bun¢k a proteint
ve smési s matrici prostiednictvim MALDI-TOF MS. V prvni fad¢ byla Gspésné
provedena optimalizace vybéru vhodné matrice. Kromé toho byly porovnany
ti1 odlisné zpiisoby ptipravy vzorku pro analyzu, méteni intaktnich bunék a dvé rizné
provedené extrakce proteind. Zatimco sada detekovanych iont byla u jednotlivych
metod piipravy vzorku z ¢asti shodna, celkovy profil pozorovanych hmot ve spektru,
stejn¢ jako samotna kvalita spekter, byl zavisly na typu a koncentraci pouzité kyseliny
pro suspenzi bun¢k nebo extrakci proteinl. Daéle byly zkoumény rozdily
v hmotnostnich spektrech u konidii z B. cinerea a B. tulipae. Ptes ur¢ité shodné ionty
byla namétend spektra u téchto dvou druhii hub vyrazné odlisna, coz je dulezité
pro naslednou rychlou detekci patogent rostlin v praxi.

V ramci diplomové prace byl analyzovan celkovy proteom konidii a sklerocii
houbovych patogentt rodu Botrytis. Tristuptiova extrakce proteint z bunétnych
struktur byla nasledovana bud’ SDS-PAGE a §tépenim proteinil v gelu, nebo Stépenim
proteini v roztoku. V prvnim pifipadé byla charakterizace proteinii provedena
prostfednictvim MALDI MS, kdy u B. cinerea bylo identifikovano 114 proteint
au B. tulipae 76 proteind. V ptipadé druhém, $tépeni v roztoku, byla charakterizace
provedena prostfednictvim ESI MS, kdy u B. cinerea bylo identifikovano 776 proteini
a u B. tulipae 478 proteinia. U identifikovanych proteini byla dale predikovana
lokalizace, kdy ve vSech studovanych vzorcich pievladaly intracelularni proteiny.
P1i predikci molekularni funkce byly nejcastéji detekovany proteiny s vazebnou funkci

a u role v biologickych procesech ptevladaly metabolické procesy.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

1D

2D
ACN
CA
CHCA
DHB
DTT
ESI

FA
HCT
HILIC
IAM
IEC
IEF

IT

LC
MALDI
MS
MS/MS
MW
NaEDTA
PAGE
pl

Q

SA
SCX
SDS
TCA
TFA
TOF

jednorozmérna

dvourozmérna

acetonitril

kyselina kavova

kyselina 4-hydroxy-a-kyanoskoticova
kyselina 2,5-dihydroxybenzoova
dithiotreitol

ionizace elektrosprejem

kyselina ferulova

iontova past s Vysokou kapacitou
hydrofobni interakéni chromatografie
jodoacetamid

iontové vyménna chromatografie
isoelektricka fokusace

iontova past

kapalinova chromatografie

ionizace laserem za pritomnosti matrice
hmotnostni spetrometrie

tandemova hmotnostni spektrometrie
molekulova hmotnost
ethylendiamintetraacetat sodny
gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
isoelektricky bod

kvadrupdl

kyselina sinapova

kationtové vyménna chromatografie
dodecylsiran sodny

kyselina trichloroctova

kyselina trifluoroctova

analyzator doby letu
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9 PRILOHY

Tab. P1: Prehled vybranych identifikovanych protein.

identifika¢ni zkratka nazev proteinu MW [Da] predikce max.
proteinu lokalizace prot. skore
G2YBF1_BOTF4 1,3-beta-glucanosyltransferase 57350.0 sekretované¢  89.0
AT7EL21 SCLS1 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase 130334.17 membranové 74.0
WICSM3_9HELO 3-isopropylmalate dehydratase 179901.15 membranové 98.0
G2YIB7_BOTF4 40S ribosomal protein S1 29342.08  sekretované  155.0
G2XN36_BOTF4 60S ribosomal protein L36 11763.69  sekretované  168.0
G2Y0zZ5 BOTF4 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 55017.62  intracelularni 178.0
W9C1S5 9HELO A, B, C transporter 88313.17 membranové 66.0
W9IC0L4 9HELO Acetyl-CoA carboxylase 255220.63 intracelularni 186.0
G2XVJ3_BOTF4 Acetyl-coenzyme A synthetase 74262.8 intracelularni  82.0
AT7F8Z3 SCLS1 Acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex 48599.85  sekretované  202.0
M7TP93_BOTF1 Aconitate hydratase, mitochondrial 85435.01 intracelularni 303.0
ACT_BOTFU Actin 41840.99 intracelularni 166.0
WOCJI7_9HELO Acyl-CoA ligase 208754.86 intracelularni 88.0
Q9P880_BOTFU Adenylate cyclase 236748.51 intracelularni 103.0
WOCH82_9HELO ADP, ATP carrier protein 33925.52 membranové 411.0
G2Y3B5 BOTF4 Alpha-1, 4 glucan phosphorylase 99936.17  intracelularni 99.0
ATEVIO_SCLS1 Alpha-1, 2-Mannosidase 68054.04  membranové 64.0
G2XWI9 _BOTF4 Alpha-galactosidase 54662.12  sekretované  89.0
G2YT07_BOTF4 Alpha-mannosidase 123026.36 intracelularni 619.0
W9CLB2 9HELO Aspartyl proteinase 43469.54  sekretované  85.0
G2Y4C1_BOTF4 ATP synthase subunit alpha 59927.46  intracelularni 377.0
G2Y3Z0 BOTF4 ATP synthase subunit beta 54569.36  sekretované  478.0
G2YLL6_BOTF4 Beta-glucosidase 91280.94  sekretované  295.0



Tab. P1: Prehled vybranych identifikovanych proteinti (pokracovani).

identifika¢ni zkratka nazev proteinu MW [Da] predikce max.
proteinu lokalizace prot. skore
G2YMJ5_BOTF4 Beta-hexosaminidase 69880.87  sekretované  86.0
WICNZ0 9HELO Calcium permease 171158.74 membranové 79.0
G2Y804_BOTF4 Carboxylic ester hydrolase 66114.12  sekretované  87.0
G2YGS4_BOTF4 Carboxypeptidase 61439.94  sekretované  110.0
G2XU47_BOTF4 Catalase 57504.4 intracelularni  351.0
A7TE4H9 _SCLS1 Cation-transporting ATPase 183423.53 membranové 94.0
G2Y7P9_BOTF4 Citrate synthase 52066.87 intracelularni 488.0
G2YS16 BOTF4 CND16, similar to ATP citrate lyase subunit 52841.69 intracelularni 176.0
G2YS14 BOTF4 CND6, similar to ATP-citrate synthase subunit 71798.87  intracelularni 119.0
G2XNG8_BOTF4 Cyanate hydratase 18079.27  intracelularni 120.0
C5HG81 BOTFU Developmental-specific protein Sspl 35565.32  intracelularni  362.0
G2XRX2_BOTF4 DNA helicase 105647.47 intracelularni 71.0
MSH3 BOTFB DNA mismatch repair protein msh3 125669.63 intracelularni 101.0
M7TD70_BOTF1 DNA polymerase 255480.44 intracelularni 89.0
G2XSR8_BOTF4 DNA-directed RNA polymerase 193630.15 intracelularni 72.0
G2Y5A0 BOTF4 Elongation factor 1-alpha 50294.23  intracelularni 175.0
WOICPE7_9HELO Elongation factor 2 03813.81  intracelularni 136.0
WICEM2_9HELO Eukaryotic peptide chain release factor GTP-binding subunit 79142.78  intracelularni 84.0
G2Y0C8 BOTF4 Eukaryotic translation initiation factor 5A 17983.81 intracelularni 108.0
ATEUNO_SCLS1 Formate dehydrogenase 48163.2 intracelularni  148.0
WOICNE9_9HELO Glucan synthase 222592.72 membranové 84.0
M7UKQ4_BOTF1 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 58918.12  intracelularni 102.0
WICBCO_9HELO Glucose-6-phosphate isomerase 60879.86 intracelularni 69.0
W9C8D0 9HELO Glutamate synthase 238433.45 intracelularni 85.0
G2Y3Y5 BOTF4 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 44960.92  intracelularni 317.0
G2Y259 BOTF4 Glycoside hydrolase family 13 protein 276505.26 membranové 125.0



Tab. P1: Prehled vybranych identifikovanych proteinti (pokracovani).

identifika¢ni zkratka nazev proteinu MW [Da] predikce max.
proteinu lokalizace prot. skore
WICRV5 9HELO Glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 62919.3 intracelularni  60.0
ATE4B2_SCLS1 Heat shock 70 kDa protein 68661.31 intracelularni 382.0
WOCLL4 9HELO HECT-domain-containing protein 205338.67 intracelularni 119.0
G2YXL1 BOTF4 HHKZ1, histidine kinase-group X protein 285696.02 intracelularni 108.0
G2YW49 BOTF4 Histone H2B 14932.04  intracelularni 340.0
G2Y2M3_BOTF4 Histone H3 15366.51  sekretované  122.0
G2Y2M2_BOTF4 Histone H4 11349.37  intracelularni 83.0
W9IC2Y6_9HELO Chaperonin GroL 61312.23  intracelularni 243.0
W9C236_9HELO Chitin synthase 207961.39 membranové 68.0
G2YBP8 BOTF4 Kinesin-like protein 204849.17 intracelularni 85.0
G2Y367_BOTF4 Lysophospholipase 69967.4 sekretované  74.0
G2YMF9 _BOTF4 Malate dehydrogenase 35645.94  intracelularni 834.0
ATF894 SCLS1 Malate dehydrogenase 35707.98  sekretované  84.0
M7U2Q3_BOTF1 Midasin 556553.8 intracelularni 101.0
WICN62_9HELO Mitochondrial presequence protease 114294.32 intracelularni 65.0
G2YSC4_BOTF4 Mitochondrial Rho GTPase 70733.93  membranové 61.0
W9CDJ8 9HELO Mitotic control protein dis3 112873.77 intracelularni 61.0
WICLQ2 9HELO Molecular chaperone and allergen Mod-E/Hsp90/Hspl 79679.56 intracelularni 285.0
WICHJ5 9HELO Myosin type Il heavy chain 275065.85 membranové 104.0
W9IC7R6_9HELO NAD(P) transhydrogenase 114889.85 membranové 77.0
NACB_SCLS1 Nascent polypeptide-associated complex subunit beta 17586.83 intracelularni 235.0
G2YEA5 BOTF4 Nascent polypeptide-associated complex subunit beta 18984.59 intracelularni 171.0
W9CC57 9HELO NFX1-type zinc finger-containing protein 1 312012.38 intracelularni 103.0
W9C657_9HELO Non-ribosomal peptide synthetase 377290.23 intracelularni  155.0
A7E8Q1_SCLS1 Nucleoside diphosphate kinase 16857.51 intracelularni 210.0
G2YGF1_BOTF4 O-acyltransferase 63491.22 membranové 61.0



Tab. P1: Prehled vybranych identifikovanych proteinti (pokracovani).

identifika¢ni zkratka nazev proteinu MW [Da] predikce max.
proteinu lokalizace prot. skore
WIBY35_9HELO Pentafunctional AROM polypeptide 171645.22 membranové 83.0
WICP77_9HELO Peptidase M16 inactive domain-containing protein 129416.05 intracelularni 61.0
G2YP99 BOTF4 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase 24267.21  sekretované  482.0
WICW81_9HELO Phosphatidylinositol 3 217906.43 intracelularni 105.0
ATEAE9_SCLS1 Phosphoenolpyruvate carboxykinase 68159.79 intracelularni 115.0
G2Y1U2 BOTF4 Phosphoinositide phospholipase C 126327.27 intracelularni 79.0
G2Y5G8_BOTF4 Phospholipid-transporting ATPase 168489.16 membranové 65.0
G2Y9A1 BOTF4 PHY 3, histidine kinase-group VIII protein 136111.18 intracelularni 89.0
M7UT26_BOTF1 Plasma membranové ATPase 103148.52 membranové 191.0
Q6RKJ6_BOTFU Polyketide synthase 274255.4  sekretované  101.0
G2YUL8 BOTF4 Proteasome subunit alpha type 26998.44  intracelularni 71.0
G2YZD4 BOTF4 Protein disulfide-isomerase 57850.0 intracelularni  138.0
WOCSYO0 9HELO Protein kinase C 131232.88 intracelularni 80.0
G2XS80 BOTF4 Protein related to plant expansins 14129.86  sekretované  255.0
M7U5P3_BOTF1 Putative elongation factor 1-beta protein 25422.45  intracelularni 173.0
M7UUV6 BOTF1 Putative ion transporter protein 242883.66 membranové 81.0
M7TMC3_BOTF1 Putative non-ribosomal peptide synthetase protein 148683.83 membranové 77.0
WOICJE7 9HELO Putative oxidoreductase, FAD-binding 87731.24  sekretované  72.0
M7U9G1 BOTF1 Putative phosphoribosyl transferase domain protein 128653.32 intracelularni 74.0
S4WT04 9VIRU Putative polyprotein 396609.45 intracelularni  80.0
M7V1Q9 _BOTF1 Putative transcription factor protein 67411.01 intracelularni 272.0
M7U556_BOTF1 Putative translation regulator protein 124960.53 intracelularni 68.0
M7TMG9_BOTF1 Putative tripeptidyl peptidase protein 68928.26  sekretované¢  99.0
M7U066_BOTF1 Putative ubiquitin-protein ligase protein 469737.08 intracelularni 67.0
G2XQQ6_BOTF4 Pyruvate carboxylase 131242.1  intracelularni 126.0
WICLGO _9HELO Pyruvate dehydrogenase kinase 55718.07  intracelularni 70.0



Tab. P1: Prehled vybranych identifikovanych proteinti (pokracovani).

identifika¢ni zkratka nazev proteinu MW [Da] predikce max.
proteinu lokalizace prot. skore
G2YHH4 BOTF4 Serine hydroxymethyltransferase 57293.44  sckretované  144.0
G2XZS5 BOTF4 Serine/threonine-protein kinase 133409.47 intracelularni 64.0
G2YUC1_BOTF4 Similar to acetyl-CoA carboxylase 254332.69 intracelularni 222.0
G2Y3G4 _BOTF4 Similar to actin binding protein 86816.6 intracelularni  270.0
G2XQ79_BOTF4 Similar to amino acid transporter 59128.5 membranové 64.0
G2YD53 BOTF4 Similar to fatty acid oxygenase 129545.39 intracelularni 402.0
G2YYH8 BOTF4 Similar to mitochondrial acetolactate synthase small subunit 35585.59  sekretované  88.0
G2YGA3 _BOTF4 Similar to vacuolar protease A (Secreted protein) 43124.4 sekretované  90.0
G2XNN3_BOTF4 Similar to zinc transporter 43084.42  membranové 65.0
NST1 SCLS1 Stress response protein nstl 130415.46 intracelularni 70.0
G2YGLO_BOTF4 Structural maintenance of chromosomes protein 139612.28 intracelularni 74.0
G2YHA8 BOTF4 Superoxide dismutase [Cu-Zn] 16032.76  intracelularni 325.0
M7TZV6_BOTF1 Thioredoxin 11550.9 intracelularni  82.0
G2YHB1_BOTF4 Transaldolase 35551.47  intracelularni 160.0
G2XNN8_BOTF4 Triosephosphate isomerase 27223.12  intracelularni 334.0
G2XZI19_BOTF4 TubA, tubulin beta chain 50222.06 intracelularni 118.0
G2XXN4_BOTF4 U3 small nucleolar RNA-associated protein 25 82112.61  intraceluldrni 68.0
W9CDM3 9HELO Ubiquitin-activating enzyme E1 1 115779.24 intracelularni 61.0
G2XSX2_BOTF4 Urease 89749.25 intracelularni 371.0
WOIOCVC3_9HELO Urease accessory protein ureG 28790.49  intracelularni 183.0
ATEEP7 SCLS1 Vacuolar ATP synthase catalytic subunit A 66996.75 intracelularni 154.0

Identifika¢ni zkratka proteinu je kod v databazi UniProt, (MW) molekulova hmotnost, skore je mira pravdépodobnosti pfifazeni peptidd k dané sekvenci

vypoctené programem Mascot. Jestlize byl protein identifikovan u vice vzorki, uvedeno je nejvyssi dosazené skore.
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