Inhibicni latky produkované bakteriemi rodu
Pseudomonas

Bc. Jitka Vrbasova

Diplomova prace i Univerzita Tomase Bati ve Zliné
2017 Fakulta technologicka




Univerzita Tomase Bati ve Zliné
Fakulta technologicka

Ustav technologie potravin
akademicky rok: 2016/2017

ZADANi DIPLOMOVE PRACE

(PROJEKTU, UMELECKEHO DILA, UMELECKEHO VYKONU)

Jméno a pfijmeni: Bc. Jitka Vrbasova

Osobni ¢islo: T14780

Studijni program: N2901 Chemie a technologie potravin

Studijni obor: Technologie potravin

Forma studia: kombinovana

Téma préce: Inhibicni latky produkované bakteriemi rodu Pseudomonas

Zasady pro vypracovani:
l. Teoreticka cast
1. Zastupci rodu Pseudomonas
2. Inhibicni latky produkované bakteriemi rodu Pseudomonas

3. Analyza bakterialniho genomu
Il. Prakticka cast

1. Uréeni inhibiéniho spektra bakterie Pseudomonas fulva 373

2. Sekvenace a analyza genomu Pscudomonas fulva 373



Rozsah diplomové prace:
Rozsah pfiloh:
Forma zpracovéni diplomové prace: tisténa/elektronické

Seznam odborné literatury:

[1]1 MICHEL-BRIAND, Y., BAYSSE, C. 2002. The pyocins of Pseudomonas aeruginosa.

Biochimie, 84 (5-6),499-510.

[21 RILEY, M.A., WERTZ, J.E. 2002. Bacteriocins: evolution, ecology, and application.
Annu Rev Microbiol., 56, 117-37.

[31 CASCALES, E., BUCHANAN, S.K., DUCHE, D., KLEANTHOUS, C., LLOUB?S, R., POSTLE,
K., RILEY, M., SLATIN, S., CAVARD, D. 2007. Colicin biology. Microbiol Mol Biol Rev.,
71(1), 158-229. DOI:10.1128/MMBR.00036-06.

[4]1 FRANCE, M.T., REMOLD, S.K. 2016. Interference Competition Among Household
Strains of Pseudomonas. Microb Ecol., 72(4), 821-830. DOI:
10.1007/s00248-015-0652-1.

Vedouci diplomové prace: Mgr. Magda Dolezalova, Ph.D.
Ustav inzenyrstvi ochrany Zivotniho prostiedi

Datum zadani diplomové prace: 3. inora 2017
Termin odevzdani diplomové prace: 28. dubna 2017

Ve Zliné dne 3. dnora 2017

- (g [ | S
- i o |
/ =T S,
[\ \Z
"_ 1
% 4

doc. Ing. FrantiSek Buiika, Ph.D.
dékan

7

doc. Ing. Frantisek Buiika, Ph.D.
D__# : reditel istavu




Pfijmeni a jméno: Vrbasova Jitka E o L Sl S

PROHLASENI
Prohlasuji, ze

+  beru na védomi, Ze odevzdanim diplomové/bakalaiské prace souhlasim se zvefejnénim
své prace podle zdkona &. 111/1998 Sb. o vysokych $kolach a o zméné a doplnéni dalsich
zékoni (zakon o vysokych kolach), ve znéni pozdgjsich pravnich ptedpisi, bez ohledu
na vysledek obhajoby ;

«  beru na védomi, e diplomovéa/bakalaiska prace bude uloZena v elektronické podob¢ v
univerzitnim informanim systému dostupnd k nahlédnuti, Ze jeden vytisk
diplomové/bakaléfské prace bude uloZen na piislusném ustavu Fakulty technologické
UTB ve Zliné a jeden vytisk bude uloZen u vedouciho prace;

+  byl/a jsem sezndmen/a s tim, Ze na moji diplomovou/bakaléiskou praci se pln¢ vztahuje
zékon & 121/2000 Sb. o pravu autorském, o pravech souvisejicich s pravem autorskym a
o zmén& n&kterych zakond (autorsky zakon) ve znéni pozd&jsich pravnich predpisi, zejm.
§ 35 odst. 3 7;

+  beru na védomi, Ze podle § 60 ¥ odst. 1 autorského zdkona ma UTB ve Zliné pravo na
uzavien{ licenéni smlouvy o uziti $kolniho dila v rozsahu § 12 odst. 4 autorského zakona;

«  beru na v&domi, Ze podle § 60 ¥ odst. 2 a 3 mohu uzit své dilo — diplomovou/bakaléiskou
praci nebo poskytnout licenci k jejimu vyuziti jen s pfedchozim pisemnym souhlasem
Univerzity Tomase Bati ve Zling, ktera je opravnéna v takovém piipadé ode mne
pozadovat pfiméfeny piispévek na thradu ndkladd, které byly Univerzitou ToméSe Bati
ve Z1in& na vytvofeni dila vynaloZeny (az do jejich skuteéné vyS3e);

« beru na védomi, ¢ pokud bylo k vypracovani diplomové/bakaldiské prace vyuZito
softwaru poskytnutého Univerzitou Tomase Bati ve Zliné nebo jinymi subjekty pouze ke
studijnim a vyzkumnym Ggelim (tedy pouze k nekomerénimu vyuZiti), nelze vysledky
diplomové/bakaléaiské prace vyuzit ke komerénim uceliim;

+  beru na védomi, Ze pokud je vystupem diplomové/bakalaiské prace jakykoliv softwarovy
produkt, povazuji se za soucast prace rovnéz i zdrojové kody, popi. soubory, ze kterych
se projekt sklada. Neodevzdani této soucasti mize byt divodem k neobhdjeni prace.

...................

Ve Zliné -’_:5. 9. o /fu? Z/[///:C:’) {/'_y-”(!, /

1 z6kon & 111/1998 Sh. o vysokych Skoldch a o zméné a dopinéni daldich zékonii (zdkon o vysokych Skoldch), ve znéni pozdéjsich pravnich
pfedpisd, § 47 Zvefejfiovéni zdvérecnych praci:

(1) Vysokd Skola nevyddlecné zvefejfiuje disertacni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prace, u kterych probéhla obhajoba, véetné posudki
oponentii a vysledku obhajoby prostrednictvim databdze kvalifikaénich praci, kterou spravuje. Zplsob zvefejnéni stanovi vnitini predpis
vysoké skoly.

(2) Disertaéni, diplomové, bakaldiské a rigordzni prdce odevzdané uchaze¢em k obhajobé musi byt téZ nejméné pét pracovnich dnd pfed
konGnim obhajoby zvefejnény k nahliZeni vefejnosti v misté uréeném vnitinim pfedpisem vysoké skoly nebo neni-ii tak urceno, v misté
pracovisté vysoké skoly, kde se mg konat obhajoba préce. KaZdy si miZe ze zvefejnéné prdce pofizovat na své ndklady vypisy, opisy nebo
rozmnoZeniny.

(3) Plati, 7e odevzddnim préce autor souhlasi se zvefejnénim své prace podie tohoto zdkona, bez ohledu na vysledek obhajoby.

2 zékon & 121/2000 Sb. o pravu autorském, o prdvech souvisejicich s prdvem autorskym a o zméné nékterych zakonii (autorsky zdkon) ve
znéni pozdéjsich pravnich pfedpisd, § 35 odst. 3:




(3) Do prdva outorského také nezasahuje $kola nebo $kolské & vzdélavaci zafizeni, uZije-li nikoli za ucelem pfimého nebo nepfimého
hospoddrského nebo obchodniho prospéchu k viuce nebo k viastni potfebé dilo vytvofené ZGkem nebo studentem ke spinéni Skolnich nebo
studijnich povinnosti vyplyjvajicich z jeho prdvniho vztahu ke Skole nebo 3kolskému Ci vzdélavaciho zafizeni (Skolni diio).

3) zgkon & 121/2000 Sb. o prdvu autorském, o prévech souvisejicich s pravem autorskym a o zméné nékterych zakond (autorsky zakon) ve
znéni pozdéjsich prévnich predpist, § 60 Skolnf dilo:

(1) Skola nebo $kolské &i vzdéldvaci zafizeni maji za obvyklych podminek prdvo na uzavieni licencni smlouvy o uZiti $koiniho dila (§ 35
odst. 3). Odpiré-li autor takového dila udélit svoleni bez vézného divodu, mohou se tyto osoby domdhat nahrazeni chybéjiciho projevu jeho
viile u soudu. Ustanoveni § 35 odst. 3 ziistdvd nedotéeno.

(2) Neni-li sjedndno jinak, miZe autor 3koiniho dila své dilo uZit ¢i poskytnout jinému licenci, neni-li to v rozporu s opravnénymi zdjmy Skoly
nebo skolského ¢i vzdéldvaciho zafizeni.

(3) Skola nebo Skolské &i vzdélavaci zatizeni jsou oprévnény poZadovat, aby jim autor 3kolniho dila z vydélku jim dosazeného v souvislosti s
uzitim dila & poskytnutim licence podle odstavce 2 pfiméFend pfispél na dhradu nékladd, které na vytvofen/ dila vynaloZily, a to podle
okolnosti aZ do jejich skutecné vyse; pritom se pfihlédne k vysi vidéiku dosaZeného Skolou nebo Skolskym &i vzdéldvacim zafizenim z uZiti
skolniho dila podle odstavce 1.



ABSTRAKT

V této praci jsou studovany latky s inhibi¢nim U¢inkem, které produkuji bakterie rodu
Pseudomonas. Pozornost je vénovana zejména bakteriocinim, které se u bakterii rodu
Pseudomonas nazyvaji pyociny. Pyociny spadaji do skupiny bilkovinnych latek, jez maji
antimikrobidlni G¢inky. Soucasny pokrok v sekvenacnich technikach ptispiva k rozvoji
arychlému rozSifovani genomovych databazi. Tyto sekvence lze porovndvat s nové
sekvenovanymi Castmi DNA a je mozné zjistit, zda pfislusny kmen disponuje geny
pro produkci pyocinti. Piestoze studovany kmen Pseudomonas fulva 373 produkuje latky
s inhibi¢nim U¢inkem, po srovnani s databazi anotovanych genomil bylo zjisténo, Ze se
u této bakterie nevyskytuje zadny dosud popsany pyocin. Mohlo by to znamenat produkci

nového, zatim nepopsaného bakteriocinu.

Kli¢ova slova: Pseudomonas, pyocin, genom, inhibice, DNA sekvenovani

ABSTRACT

In this work, substances with an inhibitory activity produced by Pseudomonas genus were
studied. The focus was on bacteriocins of Pseudomonas which are called pyocins. Pyocins
belong into a group of protein based compounds that have an antimicrobial activity. Genome
sequencing techniques developed a new approaches and utilization of identifying a large
number of pyocins. Extensively growing databases provide a lot of genomic records. These
sequences can be compared to newly sequenced DNA parts, and it is possible to determine
whether the studied strain has genes for pyocin production. Although the studied strain of
Pseudomonas fulva 373 produces compounds with an inhibition activity. In comparison with
annotated genomes in database, it was found out that no pyocin has been found in this strain.

It could mean the production of a new, still undiscovered bacteriocin.

Key words: Pseudomonas, pyocin, genome, inhibition activity, DNA sequencing
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UvVOD

Tato diplomovéa prace je vénovana zjisténi inhibicniho spektra latek, které produkuje
bakterie Pseudomonas fulva 373. Pseudomonddy jsou schopny latkami, které produkuji
inhibovat nebo zcela potlacit rist jinych mikroorganismu. V soucasné dob¢, kdy se stale vice
rozmahd rezistence mikroorganismii vici antibiotikiim, neni lehké najit alternativy
antibiotické 1écby. Nami zkoumané latky — pyociny by mohly v budoucnu znamenat pokrok,

at’ uz v 1é€bé onemocnéni nebo v potravinaftstvi, pfi prodlouzeni udrzitelnosti potravin.

Pyociny jsou latky bilkovinné povahy, jsou geneticky kdédovany, pro charakterizaci
produkovanych latek je tedy zasadni genetickd analyza, ktera se provani pomoci
sekvenacnich metod. Sekvenacni metody slouzi ke stanoveni potadi jednotlivych nukleotidli
v fetézci DNA —neboli ke zjisténi primarni struktury DNA. V dnes$ni dob¢ patii sekvenovani
ke standartnim molekularné-biologickym metoddm pouZzivanym v béZné laboratorni praxi.
Znalost sekvence DNA je dilezita pro charakterizaci zakladnich biologickych funkci
organismu. Vzhledem k velké variabilit¢ mikroorganismi je také zasadni pro spravné

zafazeni mikroorganismu.

Od roku 2005, kdy byla ptedstavena prvni technika sekvenovani nové generace doslo
k vyvoji sekvenacnich technik. V dnesni dobé uz jsou do praxe zavedeny metody treti
generace. S rozvojem sekvenovani také souvisi nezbytné rozsiteni bioinformacnich nastroju,
bez kterych by nebylo mozné velka mnozstvi ziskanych dat zpracovat. Surova data je tfeba

procistit, slozit z nich kvalitni sekvenci, kterou je mozné analyzovat a nakonec anotovat.

K identifikaci mikroorganismu a analyze genomu byly vyuzity bioinformatické ndstroje
BLAST, RAST a SEED-Viewer. S vyuZitim téchto néstroji byla provedena online analyza
sekvenovanych dat. Nastroom BLAST byla provedena zakladni identifikace
mikroorganismu. V genomovych databazich byly vyhledany mikroorganismy vykazujici
nejblizsi genetickou pfibuznost. Podrobnd analyzy byla provedena za vyuziti nastroje RAST
v prosttedi SEED-Veiwer. Genom byl podrobné analyzovan a byly nalezeny
charakteristické sekvence kodujici produkci proteinu kolicinu V a soucasné byl nalezen
genomovy klastr obsahujici nékolik genti, které jsou zatfazeny do subsystému ,,Colicin V and

Bacteriocin Production Cluster.
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I. TEORETICKA CAST
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1 ROD PSEUDOMONAS

1.1 Charakteristika rodu Pseudomonas

Tento rod zahrnuje relativné velkou a rozmanitou skupinu gramnegativnich bakterii.
Zastupci tohoto rodu se hojné vyskytuji jako volné€ Zijici organismy v pidé, v €isté vod¢,
v moiskych prostiedich a mnoha dalSich pfirodnich lokalitach. Dale jsou nalézani jako
normalni flora nebo jako plivodci chorob jak u rostlin, tak 1 u zivo€ichl. Do ¢eledi se fadi
také rod Xanthomonas, jehoz zastupci jsou Casto rostlinnymi patogeny a Zooglea, kam patii
bakterie, u nichZ byla popsana tvorba slizovitych povlakii. Rod Pseudomonas se podili
na udrzovani rovnovéhy v ptirodé. Celkové je aktivni v aerobnich dekompozicich
a biodegradacich. Pseudomonady jsou také béznou slozkou kontaminovanych potravin

na trziStich a v domacnostech (Palleroni 2005).

1.1.1 Taxonomické vymezeni rodu

Rod Pseudomonas je typovym rodem Celedi Pseudomonadeceae, které je zarazena do fadu
Pseudomonadales, tfidy Gammaproteobacteria, kmene Proteobacteria a domény Bacteria.

(Sedlacek, 2007).

Prvni uceleny popis rodu vytvofil némecky bakteriolog Walter Migula v roce 1894
(Palleroni, 1984). Za poslednich 100 let proslo vymezeni rodu Pseudomonas mnoha
zménami (Ozen a Ussery, 2012). Mnoho bakterii, které byly diive fazeny do této skupiny,
bylo ptefazeno do jinych rodi (Comamonas, Burkholderia aj.), zatimco rody dfive
popisované jako Chryseomonas a Flavimonas byly premistény do rodu Pseudomonas
(Sedlacek, 2007). I pres to, ze druhti z pivodniho souboru pftili§ nezlstalo, tento rod patii

s vice nez dvéma sty taxony k druhové nejbohat$im (Euzéby a Parte, 2016).

Pseudomonady zahrnuji druhy patogenni pro Cloveka, zvifata i1 rostliny. Druhy rodu
Pseudomonas, stejné tak jako druhy zahrnuté v nové vytvotrenych rodech Burkholderia
vyznamné choroby péstovanych plodin po celém svété, coz se vyznamné odrazi
v ekonomice. Pseudomonas aeruginosa je patogenni jak pro rostliny, tak pro Zivocichy

a vyvinula se v jeden z nejbéznéjSich a nejlépe odolnych nosokomidlnich patogent.

Rod Xanthomonas je blizce ptibuzny rodu Pseudomonas, zahrnuje jak fytopatogenni

tak saprofytické druhy bakterii. Dal§i pseudomonadou je rod Zooglea, ktery ma extrémné
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aktivni oxidativni metabolismus v jeho pfirozeném prostiedi a je dilezitym ucastnikem
cyklu uhliku jako soucést mikrofléry aktivovaného kalu. RozliSeni téchto tii rodii je mozné
pomoci urcitych strukturalnich, fyziologickych nebo ekologickych charakteristik (Tab. 1)
(Sedlacek, 2007).

Tab. 1. Rozlisujici viastnosti rodu diive povazovanych za pseudomonady (Sedlacek, 2007).

Rod Vlastnosti

Obvykle pohyblivé a oxidaza pozitivni. Schopné riist v obycejnych
Pseudomonas | mineralnich médiich s irokym vybérem organickych slozek o nizké

molekulové hmotnosti. Nevyzaduji organické rustové faktory.

Druhy patogenni pro rostliny produkuji ve vodé nerozpustné Zluté

pigmenty (xantomonadiny). Rist na Zivném agaru je inhibovan 0,1 %

Xanthomonas
chloridem trifenyltetrazolia. Slaba nebo negativni oxigenazova reakce.
Vyzaduji organické rustové faktory.
Buiiky jsou aktivné pohyblivé, kdyz jsou mladé. Produkce stromeckovité
Zooglea masy, pii ristu se ptipojuji k pevnému detritu v pfirodnich a splaskovych

vodach.

Rod Pseudomonas v roce 2012 ¢ital 235 druhi a 18 podpruhi, které do n¢j byly zatazeny
zejména na zéklad¢ biochemickych testil, analyzy sekvenci 16S rDNA a analyzy mastnych
kyselin (Ozen a kol., 2012). Tento rod se neustale rozriistd o nové druhy. V nedavné dobé
byly popsany dva nové druhy, jeZ byly nalezeny na Antarktid€. Jednd se o P. prosekii
popsanou v roce 2013 (Kosina a kol., 2013) a také neddvno popsanou P. gregormendelii
zastupct rodu z hlediska humanni a klinické mikrobiologie a fytopatologie — P. aeruginosa,

P. fluorescens, P. putida a P. syringae (Klockgether a kol., 2008).

1.1.2 Systematické zairazeni

VétSinu druhl rodu Pseudomonas bylo mozné diive zaradit do jedné zpéti skupin
vytvoienych podle podobnosti sekvenci nukleotidi DNA kddujicich geny pro ribozomalni
RNA. Toto ¢lenéni do tzv. skupin podle podobnosti r-RNA zavedl Palleroni a kol. (Palleroni
a kol., 1964), ktery vSak zaroven konstatoval, ze nékteré z t€chto skupin jsou blizsi spise

zastupcim jinych rodd, jako jsou Xanthomonas ¢i Escherichia. V nadchdzejicich letech
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proto doslo k ¢etnym upravam, které pozménily taxonomické zafazeni mnoha ¢lend zejména
zII., 1IL., IV. a V. skupiny, ktefi byli zafazeni do novych nebo difive existujicich druht.

V roce 1984 bylo rozdéleni pseudomonad nasledujici:

Skupina I byla ze vSech skupin nejvétsi. Obsahovala druhy, které produkuji fluorescencni
pigmenty jako P. aeruginosa, P. fluorescens a roslinné patogeny, P. syringae a P. cichorii.
Mezi druhy, které fluorescencni barviva neprodukuji a tfadily se do této skupiny, patii
napiiklad P. stutzeri a P. mendocina. Do této skupiny byl také zatazen typovy druh
P. aeruginosa. Tento druh je jeden z nejlépe definovanych a nejsnadnéji identifikovatelnych
¢lentt rodu Pseudomonas. Zaroven je také nejlépe prostudovan z genetického hlediska

a genom této pseudomonady byl zcela sekvenovan.

Dale do této skupiny spadaly pseudomonady patogenni pro rostliny P. cichorii a P. syringae.
Tyto bakterie jsou v laboratornich podminkéch rozliSovany neschopnosti utilizovat arginin
pomoci arginin dihydrolazového systému. Reprezentovaly skupinu fylogeneticky oddélenou
od ostatnich fluorescentnich bakterii skupiny I. Tyto dva rody odliSuje oxidazova reakce
P. cichorii (oxidaza pozitivni) a P. syringae (oxidaza negativni). Jak P. aeruginosa tak
1 P. syringae jsou reprezentované mnoha odlisnymi kmeny tzv. patovary. Tyto kmeny byly
ptivodné popsané jako odlisné druhy.

vvvvvv

N 24

Dalsi dva druhy, Pseudomonas (Burkholderia) pseudomallei a Pseudomonas (Burkholderia)

mallei, zpusobuji choroby Zivoc¢ichil a také patii k velmi proménlivym organismim.

Skupina III se diive délila do tfi podskupin, jejichZ zastupci se podstatné lisili svymi
fenotypovymi vlastnostmi. Proto byly nékteré druhy piefazeny do rodu Comamonas

(C. testosteroni, C. acidovorans).

Skupina IV obsahovala dva zastupce P. diminuta a P. versicularis, kteti museli podstoupit
zménu tykajici se jejich systematického zatazeni, protoze se vice podobaji zastupciim rodu
Caulobacter. Na zéklad¢ uspotadani jejich sekvenci pro 16S rRNA byl pro né vytvoten novy

rod Brevundimonas (Segers a kol., 1994).
Skupina V jejim hlavnim zastupcem byla P. maltophilia a jini zastupci podobajicich se rodu

Xanthomonas. Vé&t$ina z nich dnes naleZi do jinych rodl. Ptikladem je Stenotrophomonas

maltophilia. (Palleroni a kol., 1984)
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Ptehled zarazeni nékterych zastupct do jednotlivych skupin na zékladé podobnosti r-RNA
znazoriuje tabulka (Tab. 2) (Palleroni a kol., 1984).

Tab. 2. Prehled zarazeni hlavnich zastupcu do skupin podle podobnosti r-RNA (Palleroni
a kol., 1984).

Skupina
podobnosti Hlavni zastupci

r-RNA

P. aeruginosa, P. fluorescens (n€kolik biovart), P. putida, P. chlororaphis,
P. syringae (mnoho patovart), P. cichorii, P. stutzeri, P. mendocina,
I P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. agarici, P. angulata, P. fragi,
P. synxantha, P. taetrolens, P. mucidolens, P. oleovorans, P. resinovorans,

P. psychrophila

P. cepacia, P. gladioli, P. caryophylli, P. pseudomallei, P. mallei,

1 P. solanacearum, P. pickettii, P. pyrrocinia, P. andropogonis

P.  (Comamonas)  acidovorans, P. (Comamonas)  testosteroni,
i P. saccharophila, P. facilis, P. delafieldii, P. alboprecipitans, P. palleronii
IV P. diminuta, P. vesicularis

Xanthomonas spp. véetné¢ X. (Pseudomonas) maltophilia, P. geniculata,
\%

P. gardneri

V dnesni dob¢ je rod Pseudomonas rozdélen do sedmi skupin. Nazev kazdé skupiny tvoii
jméno nejvyznamnéjSiho zdstupce (Tab. 3) (NCBI, online). V tabulce je zvyraznéna
Pseudomonas fulva, ktera patii podle souc¢asného ¢lenéni rodu do skupiny Pseudomonas

putida.
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Tab. 3. Rozdeéleni zdstupcii rodu pseudomonas do skupin (NCBI, online).

Skupina Zastupci
P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. anguilliseptica, P. citronellolis, P.
Pseudomonas
) flavescens, P. jinjuensis, P. mendocina, P. straminea, P.
aeruginosa
nitroreducens, P. oleovorans, P. pseudoalcaligenes, P. resinovorans,
Pseudomonas P. chlororaphis, P. fragi, P. lundensis, P. taetrolens
chlororaphis
P. azotoformans, P. brenneri, P. cedrina, P. congelans, P. corrugata,
P. costantinii, P. extremorientalis, P. fluorescens, P. fulgida,
Pseudomonas
P. gessardii, P. libanensis, P. mandelii, P. marginalis,
Sfluorescens
P. mediterranea, P. migulae, P. mucidolens, P. orientalis, P. poae,
P. rhodesiae, P. synxantha, P. tolaasii, P. trivialis, P. veronii
P. aestusnigri, P. denitrificans, P. pertucinogena, Pseudomonas
Pseudomonas
. pohangensis, P. populi, P. prosekii, P. psychrophila, P. pudica,
pertucinogena
P. punonensis
Pseudomonas P. fulva, P. monteilii, P. mosselii, P. oryzihabitans,
putida P. plecoglossicida, P. putida, P. syncyanea
Pseudomonas P. balearica, P. luteola, P. stutzeri, P. xanthomarina
stutzeri
P. asturiensis, P. avellanae, P. cannabina, P. caricapapyae,
Pseudomonas
) P. cichorii, P. coronafaciens, P. fuscovaginae, P. tremae,
syringae

P. viridiflava, P. taeanensis

1.1.3 Mikroskopicka a makroskopicka morfologie

Rod Pseudomonas jsou gramnegativni rovné nebo lehce zaktivené nesporulujici tycky, které

jsou casto uspofddany ve dvojicich. Tyto mikroorganismy nehromadi

granula

poly-B-hydroxybutyratu (Garrity a kol., 2005). Jejich velikost se pohybuje v rozmezi
1,5-5,0 um na 0,5-1,0 um (Murray a kol., 2009). Obsah GC v DNA se pohybuje v Sirokém

rozpéti 58 - 69 mol%, coz je jeden z ukazatelli zna¢né heterogenity rodu (Palleroni, 2005).
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Pseudomonady patii k nejrychleji se pohybujicim bakteriim (Todar, 2008). K pohybu
bakteriim slouzi specidlni organely na povrchu bunky — bicik, resp. bi¢iky a pili typu IV.
Umisténi bi¢iku je vzdy termindlni, jejich pocet se vSak 1i§i u jednotlivych druhi.
Psedomonas aeruginosa ma jeden bicik, ovSem P. fluorescens, P. putida nebo P. stutzeri
mayji bi¢ikt vice (Holt a kol., 1994). Mnozstvi a umisténi bi¢ikl je povazovano za dulezity
taxonomicky znak (Palleroni, 2005). Bi¢ik umoznuje bakteriim pohyb ve vod¢ a v prostiedi
s nizkou viskozitou. U Pseudomonas byl také popsan koordinovany pohyb celé populace
bun¢k, ktery je vykonavan pomoci bi¢ikim (Overhage a kol., 2006). Pily IV typu jsou
struktury dlouhé asi 100 nm a slouzi zejména k adhezi. Umoznuji pseudomonadam lepsi
prilnuti k epitelim hostitele a také jsou pfi¢inou zvlastniho trhavého pohybu na pevném
povrchu. Pili mohou také slouzit jako receptory pro fadu fagh (Palleroni, 2005, Votava,

2005).

Bakterie rodu Pseudomonas jsou velmi nenarocné. Vyskytuji se ve vod¢, v ptid€, na povrchu
rostlin, zivocicht i ¢loveka, a také ve stfevech obratlovcii. Nalezneme je na zkazeném jidle,
ale také mohou kolonizovat zifedéné roztoky dezinfekénich prostfedkii a ptrezit mohou
i v destilované vod¢ (Madigan, 2009). Jsou schopny piezivat i v nemocni¢nim prostiedi, kde
ulpivaji na béznych pfedmétech, ale mohou se vyskytovat 1 na specializovaném
nemocni¢nim vybaveni jako jsou dializaéni pfistroje, katétry nebo také respiratory (Iglevski,

1996).

Jsou tolerantnéjSi k vySSim koncentracim soli a pfirozené rezistentni vici nékterym
antibiotikiim a antiseptikim (Todar, 2008). Pseudomonddy jsou aerobni mikroorganismy
s respiratornim typem metabolismu, v némz se jako terminalni akceptor elektront uplatituje
molekulovy kyslik. V nékterych pifipadech mlze byt, jako alternativni akceptor,
za anaerobnich podminek vyuZivan nitrat, nitrit nebo arginin, ktery bakteriim umoziuje rast
v anaerobnich nebo mikroaerofilnich podminkéch (Murray a kol., 2009). VétSina zastupcil
roste v teplotnim rozmezi 4-43 °C, soptimem rustu kolem 28 °C. Ke svému ristu
nepotiebuji rastové faktory a vétSina druhli neroste pii nizkych hodnotich pH (< 4,5)
(Stanier a kol., 1966). Jsou kataldza pozitivni a produkce oxiddz mulze byt pozitivni

1 negativni.

Pseudomonady lze kultivovat na jednoduchych mediich (Todar, 2008). VéEtSinou rostou
za aerobnich podminek i na kultivacnich bakteriologickych ptidach jako je krevni agar,
Endtv agar, MacConkey agar, kde vytvaii kovovée lesklé kolonie. Na krevnim agaru tvofi

zonu pravé B-hemolyzy, coz je dusledek produkce dvou hemolyzinii: termolabilni
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fosfolipazy C a termostabilniho glykolipidu. Pseudomonady vytvareji na pevném agaru

nekolik morfotypt:

1. velké hladké kolonie s rovnymi okraji a vyvySenym stfedem;

2. malé drsné kolonie s konvexnim profilem;

3. mukoidni kolonie (Palleroni, 2005).
Mladé kolonie P. aeruginosa voni po jasminu, lipovém kvétu ¢i fialkdch — coz je déno
pfitomnosti redukovaného trimetylaminu (Mara, 1972). Pfi starnuti se viiné méni a blizi

se spiSe amoniakalnimu zapachu (Ondrov¢ik, 2008).

Pigmentace byla uvadéna jako jeden z obecnych znakl tohoto rodu, nicméné v soucasné
dob¢ rod Pseudomonas zahrnuje i tzv. nepigmentujici druhy. Do nepigmentujicich druha
je zatazena napiiklad Pseudomonas stutzeri, kterd ma sice ¢ervenohnédé kolonie, ale ty jsou
zbarveny diky vysoké koncentraci cytochromu ¢ v buiikach nikoli kviili obsahu pigmentu
(Palleroni a kol., 1984). VétSina pseudomonad ovSem produkuje typické solubilni pigmenty
(Fuchs a kol., 2001) Mezi tyto pigmenty patii pyoverdin a skupina fenazinii — pyocyanin,
pyorubin, chlororaphin a oxiphenazin (Garrity a kol., 2005). Pyoverdin je ve vod¢ rozpustny
pigment (Elliott, 1958), ktery je produkovan vSemi fluorescentnimi pseudomonadami

(Garrity a kol., 2005). Zplsobuje zlutozelené zbarveni a ma funkci sideroforu, tj. vychytava

vvvvvv

vvvvvv

schopnost produkovat pigmenty jako jednu ze zakladnich charakteristik ¢lenéni tohoto rodu

(Garrity a kol., 2005).

Genom bakterii tohoto rodu obsahuje ¢asti, jeZ mizeme identifikovat u vice kment. Tvofi
86-93 % z celkového genomu a nazyvame ho zékladni genom. V tomto zékladnim genomu
je obsah CG (67 %) tedy vy$$i oproti oblastem, jeZ jsou nazyvany piidatnym genomem.
Pfidatnym genomem nazyvame ty Casti genomu, které jsou charakteristické vyskytem
mobilnich genetickych elementl, ke kterym patii integrativni a konjugativni elementy,
profagy, transpozony, inzer¢ni sekvenace a integrony a zaroven se jednd o soubor genil, které
se nenachazi u jednoho nebo vice kmenti. Pfidatny genom tvoii 6-18 % z celkového genomu,

obsah CG je prumérné 61 mol% (Obr. 1) (Ozer, Allen a Hauser, 2014).
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Obr. 1. Pangenom a zdkladni genom dvandcti kmenii P. aeruginosa.

*OranZové je vyznacen zdkladni genom, barevné jsou zobrazemy pridatné
genomové prvky kmenii. (prevzato a upraveno z Ozer a kol., 2014)

1.2 Vybrani zastupci rodu Pseudomonas

1.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Této bakterii je veénovana veétSi pozornost, protoze Pseudomonas aeruginosa nalezi
k oportunnim patogentim, které zpiisobuji lidskd onemocnéni. Zajem o tuto bakterii
je dolozen realizaci uplného sekvenovani genomu v roce 2000, konkrétné byl rozlustén
genom kmene PAOI. (Stover, 2000). Vétsina kment syntetizuje bakteriociny, produkuje
2 exotoxiny (exotoxin A a exoenzym S) a mnoZstvi cytotoxickych latek, mezi které patii
proteazy Stépici stény drobnych cév, fosfolipazy, rhamnolipidy, siderofory a alginat.
Exotoxin A patii mezi nejvice toxické extracelularni enzymy produkované P. aeruginosa
(Palleroni, 2005). Tento toxin narusuje proteosyntézu u eukaryotickych bunck blokovanim
prodluzujiciho se peptidového fetézce béhem elongace (Mohammed, 2014). Je casto
spojovan se vznikem dermatonekr6z pii popaleni nebo s poskozenim tkané pii chronickych

plicnich infekcich (Murray a kol., 2013). Proteazy jsou enzymy, které $tépi peptidové vazby
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a tim degraduji proteiny a peptidy. Poskozuji tkan hostitele a interaguji s hostitelskym
obrannym systémem napiiklad inhibici funkce neutrofili a leukocyti. Patii mezi
né elastdza A, elastdza B, protedza IV a alkalickd protedza (Hoge a kol., 2010). Alginat
je exopolysacharid uplatitujici se pfi tvorbé biofilmu a je zodpovédny za mukoidni vzhled
kolonii. Chrani bakterii pfed imunitnim systémem hostitele a umoznuje adhezi bakterialni
bunky k hostitelské tkani (Stapper a kol., 2004). Lipopolysacharid je virulen¢ni faktor,
ktery se nachazi na vngj$i membrané bunétné stény gramnegativnich bakterii (Iglewski,
1996). Rhamnolipidy jsou glykolipidy uplatiujici se pii plicnich infekcich. Jejich ¢innosti
je stimulovana sekrece mucinu, zména transportu ionti a inhibice fagocytujicich makrofagi
(Walker, 1998). Dnes je v NCBI ulozeno 80 kompletnich sekvenci a 2 211 ¢astecnych

sekvenaci P. aeruginosa, s rozpétim genomu 6,2-7,2 Mb (NCBI, online).
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Obr. 2. Dendrogram kmenu P. aeruginosa (prevzato z: NCBI, online).
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1.2.2 Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens je ubikvitni druh, ktery se Casto vyskytuje ve vodé¢, v puade
a na rostlinach. Pfitomnost téchto mikroorganismu je spojovdna s onemocnénim rostlin
i s kazenim potravin (Garrity a kol., 2005). Bakterie zafazené do tohoto druhu vykazuji
vysokou uroven heterogenity, a proto byly rozdéleny do nékolika biovart (Bossis a kol.,
2000). Druhy kolonizujici kofeny rostlin mohou produkovat antimykotické a antibakterialni
latky. Tyto latky obsahuji chitindzy, kyanid a pyrrolnitrin (Garrity a kol., 2005).
U P. fluorescens kultivovanych v laboratornich podminkach byla prokdzana produkce
mupirocinu, coZ je latka povazovana za antibiotikum a vyuziva se k 1é¢eni infekei klize, usi
a o¢i. P. fluorescens vykazuje hemolytickou aktivitu a byly zjistény jako kontaminujici
bakterie v krevnich transfuzich (Gibb a kol., 1995). Bylo prokazano, ze P. fluorescens
ojedinéle mohou zpisobovat onemocnéni u lidi a mohou byt ptivodcem i nozokomialnich
nakaz. Byly zaznamendny pfipady nalezu téchto bakterii v krevnim fecisti pacientil, kde
zpusobily bakteriémii (Gershman a kol., 2008). V NCBI je ulozeno 16 kompletnich sekvenci

a 95 castecné sekvenovanych P. fluorescens, s rozp&tim genomu 4,8—7,2 Mb (NCBI, online).

1.2.3 Pseudomonas fulva

P. fulva je gramnegativni tyCinka, ktera je dlouhd 1,0 - 1,4 um a Siroka 0,6 — 0,8 um,
se zaoblenymi konci. Je pohybliva s polarnimi bic¢iky. Je schopnd ristu pii teplotach
4 -37°C. Typické kolonie P. fulva jsou hladké a vlhké, kataldza pozitivni se slabou
oxidazovou aktivitou. Mé striktné aerobni metabolismus. Diive byla sdruzena s jinymi
rostlinnymi pseudomonddami. Jeji zafazeni bylo zménéno na zakladé sekvenace genu
16S rRNA a nyni je P. fulva fylogeneticky zatazena do skupiny P. putida, v niz jsou
zatazeny Pseudomonas monteilii , Pseudomonas mosselii, Pseudomonas oryzihabitans,
Pseudomonas plecoglossicida a P. putida. Na rozdil od blizce ptibuznych druhl P. fulva
vytvaii ve vod¢ nerozpustny zluty pigment (Rebolledo a kol., 2014). Tato bakterie se hojné
vyskytuje jako soucdst mikrofléry zivotniho prostfedi, ale byly popsany piipady,
kdy zptisobila zavazné infekce. V nemocni¢nim prosttedi je schopna ziskat geny rezistence.
Casto byva zaméfovana za P. putidu (Almuzara a kol., 2010). V NCBI je aktualné ulozen
jeden kompletné sekvenovany genom Pseudomonas fulva a 3 Casteéné sekvenace (NCBI,

online).
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1.3 Inhibi¢ni latky

Mikroorganismy, které jsou vybaveny tzv. faktory virulence, maji vétsi pravdépodobnost
pfezit v nepfiznivych podminkdch makroorganismu. Virulentni faktory umoznuji
mikroorganismiim proniknout do makroorganismu, udrzet se vném a také se vyhnout
obrannému systému hostitelského makroorganismu (Votava, 2005). Geny pro tvorbu
faktori virulence jsou umistény na chromozomech, ale také extrachromozomalné —
na plazmidech, transpozonech nebo mohou byt ziskany pfenosem pomoci bakteriofaga
(Peterson, 1996). Extrachromozomalné kodované proteiny jsou zodpovédné mimo jiné
za schopnost pseudomonad vzdorovat tézkym kovim a také antimikrobialnim latkam
(Palleroni, 2005). Diky sou¢asnému vyskytu nezavisle kodovanych faktorit mize vzniknout

vysoce virulentni a rezistentni kmen (Bednaf a kol., 1996).

Quorum sensing je dilezitym mechanismem uplatiiujicim se pii koordinovani urcitého
chovani, napiiklad pii tvorbé biofilmu, pii rezistenci vici antibiotikiim a ovliviiuje rtizné
faktory virulence. Jednd se o zpétnovazebny systém vztaZzeny na buné¢nou denzitu, ktery
umoznuje buikdm regulovat expresi genii (Rumbaugh a kol.,, 2000). Pseudomonas
aeruginosa pouziva quorum sensing k tvorbé biofilmu, ke koordinovanému pohybu celé
generace bunék — tzv. swarming motilité, k produkei exopolysacharidu a agregaci bunék

(Lewis a kol., 2002).

Nejlépe jsou popsany faktory virulence u Pseudomonas aeruginosa, protoze tato bakterie
se Casto vyskytuje v klinickém materidlu. Do této skupiny spadaji struktury na povrchu
bakterialni buiiky (lipopolysacharidy, biciky, pily) a také latky sekretované do prostiedi,
jez maji za ucel poskodit hostitele, modifikovat imunitni reakci makroorganismu hostitele
a chranit bakterialni bunku. Extraceluldrni latky miZeme rozde¢lit do nékolika skupin:

adheziny, invaziny, agresiny a impediny (Kayser a kol., 2005).
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2 PYOCINY

Bakteriociny jsou baktericidni latky bilkovinné povahy, jez jsou produkoviany mnoha
(grampozitivnimi 1 gramnegativnimi) bakteriemi a maji schopnost usmrtit bakterie stejnych
nebo blizce ptibuznych kmenii (Ohsumi, 1980). Bylo rozpoznédno nejméné Sestnact tiid
bacteriocind, které byly pojmenovany na zakladé druhu bakterii, které je produkuji (Takeda,
1975). Jedna se o koliciny — producent Escherichia coli, cloaciny — producent Enterobacter
cloacae, pestisiny - Yersinia pestis, pyociny - Pseudomonas aeruginosa (dtive P. pyocynia),
monociny - Listeria monocytogenes, cereciny - Bacillus cereus, staphylococciny — u bakterii

rodu Staphylococcus a pediociny — produkované bakteriemi mlé¢ného kvaseni (Kim, 2006).

Pyociny produkuje vice nez 90 % kment bakterie Pseudomonas aeruginosa. Kazdy kmen
muze syntetizovat hned nékolik druhli pyocinid. Doposud byly popsany 3 typy pyocinil
a to R-typ, F-typ, S-typ (Michel-Briand a Baysse, 2002).

Schopnost produkovat pyociny, je rozsifena u spousty druhit P. aeruginosa, ale spontanni
urovein produkce pyocintl je nizkd, pouze u nékolika bakterii. Vystaveni kultury mutagennim
Cinitelim vyrazné zvySuje rychlost syntézy. Jacob pouziva ultrafialové zateni (Jacob, 1954),
zatimco Kageyama upfednostnil indukci pyocinii piidanim mitomycinu C k aktivnim

rostoucim kulturdm (1-2 ug/ml) (Kageyama, 1964).

Kazdy kmen P. aeruginosa muze syntetizovat zaroven nékolik pyocint tii zakladnich typt
(Michel-Briand a Baysse, 2002), jejichz genetické¢ determinanty se obvykle nachézeji
ve variabilnich oblastech genomu (He a kol., 2004). Ty se li$i morfologii 1 zptisobu
usmrcovani bunék. S-typy (rozpustné) pyociny jsou strukturdlné podobné colicinlim a maji
1 podobny zptsobu tc¢inku. Maji efektor a imunitni slozku s komponentou efektorovou, ktera
obsahuje DNazy a lipazy (Seo a Galloway, 1990). S-pyociny jsou protedza sensitivni
a nesedimentujici pfi pozorovani elektronovym mikroskopem, vzhledem k jejich malé
velikosti. F-pyociny (flexuous) jsou zakiivené, nekontraktilni ¢astice sloZzené z vlaken. Jsou
konstrukéné, morfologicky i antigenné podobné (Kuroda a Kageyama, 1979). R-pyociny
(tyCovité) se podobaji bakterifagovym bicikim, skladaji se z kontraktilniho plasté, jadra
a bicikovitych vlaken (Smith a kol., 1992). Receptory pro R-pyociny jsou lipopolysacharidy
nebo lipooligosacharidy nachézejici se ve vnéjsi membrané gramnegativnich bakterii (Ishii
a kol,, 1965). Principem usmrcovani citlivych mikroorganismi je s nejvetsi
pravdépodobnosti naruseni membranového potencidlu vytvofenim pérad v cilovych

bunénych membranach (Uratani a Hoshino, 1984). Nukleotidové sekvence a genetické
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organizace v R- a F- pyocinech genovych klastri, jsou podobné coliphagu P2 a A, v daném
potadi (Michel-Briand a Baysse 2002). Syntéza pyocini u P. aeruginosa zahrnuje dva
transkripéni regulatory (PrtN a PrtR) a je indukovatelnd 1é€ivy, kterd zplsobuji poskozeni
DNA v recA zptisobem, ktery mize $tépit PrtR na homolog fagu A, cI represor, jez normalné

potlacuje pyocinovou genovou expresi. (Nakayama a kol., 2000).

2.1 Korpuskularni pyociny

Mezi tyto bakteriociny fadime R- a F- pyociny, které na rozdil od S-pyocinti nejsou citlivé
k plisobeni protedz a jsou termolabilni (Ghequire a De Mot, 2014). Jedna
se o vysokomolekularni (> 80 kDa) komplexy molekul, které byvaji nékdy nazyvany

tailociny (Ghequire a De Mot, 2015).

Diive bylo nalezeno nékolik fagli nazvanych ,,R- a F- pyocin piibuzné fagy*, jsou
to naptiklad fagy PS3, PS17 a KFI. Tyto fagy jsou ndpadné podobné struktuie
R- a F- pyocinim. Z vyzkumu Nakayama a jeho kolegli jasn¢ vyplyva, ze R-pyociny jsou
imunochemicky 1 geneticky blizké figu P2 a F-pyociny jsou strukturné a sérologicky
podobné fagu A (Nakayama a kol., 2000). Nejedna se ale pravdépodobné o defektni verze
téchto bakteriofagt, ale o evolu¢né specializované Castice, jez pravdépodobné ztratily geny

pro tvorbu fagové hlavicky a replikaci virionu (Lee a kol., 1999).

2.1.1 R-typ pyociny

Jsou prvnim objevenym typem pyocinl, vypadaji jako tyCovité Castice pfipominajici
bakteriofagovy bicik, byly nazvany R-typem. VSechny R-typy pyocini jsou nukleaza
a proteaza resistentni. Tyto vlastnosti, mimo jiné, usnadnuji purifikaci pyocint a produkci

specifického antiséra.

Prvni pyocin R- produkovany P. aeruginosa (pozdéji pojmenovany R1) popsal v roce 1964
Kageyama (Kageyama, 1964). Nasledn¢ bylo studovano nékolik dalSich pyocini C9, R2, R,
R4, 21 a 430c (Govan, 1974), a RS. (Takeda, 1975). V soucasné dobé maji pyociny R-typu
5 podskupin, které byly charakterizovany a pojmenovany R1-R5 (Michel-Briand a Baysse,
2002). Existuji nekteré dalsi pyociny R-typu, které nejsou prifazeny k n¢které z uvedenych
skupin, napt. pyocin C9. Fyziologické funkce pyocinii R- jsou relativné neznamé (Heo

a kol., 2007).

R-pyociny (z anglického ,,Rigid*“ - pevny) se podobaji bakteriofagovym bic¢ikiim a jevi

se jako pevné a nekontraktilni ¢astice. Pozorovani elektronovou mikroskopii naznacuje,
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ze jsou vytvoreny z dvojitého dutého valce, ktery se skladd ztuhého vnitiniho jadra
a kontraktilniho vnéjSiho plasté. 120 nm dlouhé a ve vnéjSim primeéru 15 nm Siroké. Plast
je tvofen pfiblizn¢ 200 proteinovymi podjednotkami uspofddanymi do Sroubovice
symetricky (34 mezikruzi, kazdé mezikruzi se sklada ze Sesti podjednotek, rozte¢ Sroubovice
3,5 nm), a je schopny se smrs§t'ovat. Jadro (tvofeno =180 podjednotkami), které se nachazi
uvnitt pouzdra ma stejnou délku (120 nm) a je 5,7 nm Siroké. Povrch rozsifeného plasté
obsahuje rizné shluky Zmolkt, pochéazejici ze spirdlovité strukturovanych Sesti podjednotek
obsazenych v mezikruzi. Koncovou ¢asti je zdkladni deska ptichycena k pouzdru a slouzi
jako uchycujici bod pro Sest koncovych proteinovych vldken, fungujicich jako kotva
pro uchyceni na receptor cilové bunky (Obr. 3) (Ghequire a De Mot, 2014). Specifické
antigeny definujici cilovy kmen se nachéazi na distalni ¢asti proteinovych vlaken a podle

téchto specifickych antigent se pyociny fadi do jedné z péti skupin (R1-R5) (Ohsumi, 1980).

) L.

~-.__ kontrahovani
pochva

proteinova
~ vlakna

- hrot —_

Obr. 3. (A) Struktura R-pyocinu v kontrahované (1.) a relaxované (I1.) konformaci.

(B) Horni pohled v pricném rezu zobrazujici hexamerni disk (prevzato a upraveno

z Ghequire a De Mot, 2015).
Receptor pro R-pyocin je vétSinou lipopolysacharid nebo lipooligosacharid, piesnéji jejich
karbohydratova skupina nachdzejici se na vn¢j$Si membrané gramnegativnich bakterii
(Ghequire a De Mot, 2014, Michel-Briand a Baysse, 2002). U¢innost R-pyocintl proti
citlivym bunkam je vysoka. K usmrceni buiiky posta¢i pouze jedna nebo dvé Castice, coz je
mnohonéasobné mensi mnozstvi nez v ptipad¢ F- a S- pyocind, u nichz se uvadi mnozstvi

280-300 castic (Heo a kol., 2007).

Ihned po adsorpci, vSechny R- typy pyocinil zastavuji syntézu makromolekul v citlivych

bunkach a uvoliuji intracelularni materidl a nasledné dochéazi k usmrceni buniky a to béhem
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20 minut. Ve vysledku dojde ke smrti buiiky z divodu depolarizace cytoplazmatické

wrwe

Zajimavé je, ze R-pyociny produkované P. aeruginosa jsou schopny se zaméfit také
na kmeny jinych bakteridlnich rodt, jako jsou naptiklad Campylobacter sp. (Campagnari
akol., 1994), Haemophilus ducreyi, Haemophilus influenzae, Neisseria gonorrhoeae
(Phillips a kol., 1990) a Neisseria meningitidis (Blackwell a Law, 1981). Coz naznacuje,
Ze tyto bakterie sdileji spolecné lipopolysacharidové receptory jako P. aeruginosa.

(Connelly a Allen, 1983)

2.1.2 F-typ pyociny

Takeya a kolektiv zaznamenali v roce 1967 vyskyt pyocinu, ktery se na zaklad¢ elektronové
mikroskopie jevil jako zaktivena ty¢ (Takeya a kol., 1967). Stejny typ ¢astic (nazyvany 430f)
byl nalezen u P. aeruginosa 430, ktera soucasn¢ produkovala R- typ pyocinu (Govan, 1974).

Tyto ¢astice nevykazuji typickou plast-jadrovou strukturu jako pyociny R.

Bylo objeveno nékolik pyocint typu F: pyocin 28, 430f (Govan, 1974), F1 a F2 (Kuroda,
1979) a F3. (Kuroda, 1981). Jejich vyroba je Casto doprovazena produkci R- typu pyocinu
nebo produkci bakteriofagu (Govan, 1974).

Analyzou pomoci elektronové mikroskopie bylo zjisténo, ze pyocin F1 vypada jako
zaktivena ty¢, non-kontraktilni ty¢ o délce 106 nm s jednotnou Sitkou 10 nm. Je sloZen z 23
proteinovych podjednotek, na jednom konci ma tvar ¢tverce, zatimco na druhém se zuzuje
do hrotu, ktery se tdhne od vlaknité struktury o celkové délce 43 nm (Kuroda, 1981).
Struktura a sérologické vlastnosti jednotlivych typt pyocint F-, jsou si velmi podobné,
ale 1181 se specifitou k receptoru citlivého mikroorganismu (Ling a kol., 2010). Rozdil

ve struktufe R- a F- pyocinil je zobrazena na obrazku (Obr. 4).
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Obr. 4. Schématické znazoréni R- a F- typu
pyvocini (Michel-Briand a Baysse, 2002).

2.2 Nizkomolekularni pyociny

2.2.1 S-typ pyociny

S-pyociny (z anglického ,,Soluble* - rozpustny) neboli rozpustné pyociny se mechanismem
ucinku a strukturou podobaji kolicintim, ale neobsahuji lyticky protein. Vzhledem k malé
velikosti je nelze sledovat elektronovym mikroskopem ani je izolovat sedimentaci
(Lee a kol., 1999). Oproti pyocinim R- a F- jsou citlivé vii¢i plisobeni proteaz a také
na svétlo (Ghequire a De Mot, 2014). ProtoZze maji malou velikost, nelze je pozorovat

pod elektronovym mikroskopem ani je izolovat sedimentaci (Lee a kol., 1999)

S-pyociny jsou slozeny ze dvou proteinovych podjednotek, které jsou pfi produkei pyocini
do prosttedi spojeny v jeden funkéni komplex. Kazda z podjednotek ma svou funkci. VEétsi
podjednotka tzv. letalni protein zodpovida za usmrceni cilové buiniky. Mensi podjednotka
chréani produkujici buniku pfed vlastnim pyocinem — ma tzv. imunitni funkci (Michel-Briand
a Baysse, 2002). Vétsi podjednotka o velikosti 498-776 aminokyselin md doménovou
strukturu. N-termindlni doména je zodpovédna za vazbu kreceptoru citlivé burky.

Za ni nasleduje doména, jejiz funkce zatim neni zndma. Tieti doména zajist'uje translokaci
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S-pyocinu skrz bunéfnou membranu citlivé buinky. Posledni doména nachézejici
se na C-konci vétsi podjednotky zajist'uje usmrceni cilové bunky (Ling a kol., 2010). Mensi
podjednotku tvofi 87-153 aminokyselin. Geny pro imunitni protein jsou piepisovany
ve stejném sméru jako zbytek genli pro S-pyociny. Vyjimkou jsou geny pro imunitni protein
pyocinu S5, ktery je orientovdn v opacném sméru nez geny pro letalni protein (Michel-
Briand a Baysse, 2002). S- pyociny obsahuji mista s navzajem homolognimi sekvencemi.
Takovym mistem je tzv. HNH endonukledzovy motiv, ktery se nachazi na C-terminalnim
konci vétsi podjednotky S-pyocint. Jedna se o strukturu tvofenou dvéma antiparalelnimi
B-listy spojenymi smyckou a obklopenymi a-Sroubovici. Ve struktufe je navazany ion kovu
(Joshi a kol., 2015). Vyskytuje se u vSech S-pyocinii s DNazovou aktivitou kromé pyocinu
S3 a je zodpovédny za aktivitu vedouci k degradaci DNA (Ghequire a De Mot, 2014).
Nejvice homologni v HNH motivu jsou pyociny S1:S2, kde podobnost ¢ini az 85 %.
C-terminalni konec peptidové struktury S-pyocini vykazuje také vysokou sekvencni
homologii s n¢kterymi koliciny. Naptiklad pyociny S1, S2 a AP41 maji evolu¢ni vztah
s kolicinem E2, pyocin S4 s kolicinem ES5 a pyocin S5 s koliciny Ia a Ib (Michel-Briand
a Baysse, 2002). Dalsi konzervované sekvence S-pyocinii se nachazeji na imunitnim
proteinu. Pyociny S1:S2 maji v peptidovém fetézci imunitniho proteinu pouze jednu
rozdilnou aminokyselinu. U pyocini S1, S2 a AP41 vykazuje imunitni protein vysokou

sekvencni homologii s kolicinem E2 (Nakayama a kol., 2000).

Utinnost S-pyocin mize byt ovlivnéna okolnim prostiedim. Pfi nedostatku Zeleza
v prosttedi se zvySuje vazba S1, S2 a S3 na citlivé buiiky, protoze citliva buiika vytvari,
v prostiedi s nedostatkem Zeleza, vice siderofort a jejich receptorti, které jsou schopny
zelezo z prostfedi vychytavat. Pii zvySené produkci sideroforii se také zvySuje pocet
membranovych proteinti na povrchu citlivé buiikky. Tyto proteiny dopravuji siderofory
s navazanym Zelezem do bunky a slouzi zaroven jako receptory pro vstup nékterych pyocinti
do mista jejich pisobeni (Ghequire a De Mot, 2014). Tyto receptory se nazyvaji
ferisideroforové receptory a patii knim ferripyoverdinove receptory (FpvA)
a ferripyochelinovy receptor (FptA). Receptory FpvA jsou vyuzivany pyociny S2, S3 a S4,
receptor FptA je vyuzivan pyocinem S5 (Dingemans a kol., 2016).

2.2.2 M-typ pyociny

M-typ pyociny (CMLB - colicin M-like bakteriociny) jsou strukturné podobné kolicinu M
(ColM), ktery je produkovén bakterii Escherichia coli. Ve své struktuie obsahuji CMLB
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Mg?" ionty navazané na aktivni misto bakteriocinu. Mezi CMLB jsou fazeny PacM (M1)
produkovany P. aeruginosa, PsyM (M2) produkovany P. syringae a P{IM (M3)
produkovany P. fluorescens. PaeM je strukturné podobny ColM, lisi se ale konformaci
aktivniho mista. Cytotoxickd aktivita CMLB spoc¢iva v degradaci lipidu II. Lipid II je
prekurzor peptidoglykanu nachazejici se v bunééné sténé bakterii. Pyocin tak pifimo
ovlivituje tvorbu bunécné stény, ¢imz se CMLB jevi jako u¢inné latky, které by mohly byt
v budoucnosti vyuzity jako Sirokospektralni antibiotika. Mechanismus produkce CMLB

vSak jesté neni presn¢ znam (Barreteau a kol., 2012).

2.2.3 Pyociny s lektinovou doménou

Jedna se o bakteriociny (i pyociny) jez obsahuji ¢ast vazici cukry, ktery vykazuje homologii
s rostlinymi manozu-vazajicimi lektiny (MMBL-monocot mannose-binding lectins),
(Ghequire a De Mot, 2014). MMLB jsou proteiny vyskytujici se u rostlin, zvitat
1 mikroorganismt, jeZ maji schopnost aglutinace a zasadni vlastnosti je, Ze jsou schopny
vazat specifické sacharidy s velmi vysokou afinitou (Etzler a Mohnen, 2009). Mohou mit
také antimykotické, antivirové a insekticidni ucinky (Ghequire, Loris a De Mot, 2012). Tyto
pyociny jsou podobné jako pyociny-S uspotfadany do funkénich ¢asti — obsahuji N-koncovou
doménu, C-koncovou doménu a C-koncovou extenzi. C-doména slouzi k navazani
sacharidu, N-doména ma odlisnou funkci — dodnes ne zcela znamou (McCaughey a kol.,
2014). Mechanismus pilisobeni proti citlivym buiikam je odliSny ve srovnani s ostatnimi
pyociny, ale do dnesniho dne neni ptesné zndmy (Ghequire, Loris a De Mot, 2012). Aktivita
téchto pyocini mize byt inhibovana teplem nebo protedzami, stejné jako S-pyocint.
PoSkozeni DNA, napi. UV zédfenim, naopak vede ke zvySeni jejich produkce (Obr. 5).
Od S-pyocini se lisi tim, Ze neprodukuji imunitni protein, ktery by zajistoval producentské
bunice ochranu pied vlastnim bakteriocinem a také neni pfitomna cytotoxickd doména
ve struktufe proteinu (Parret a kol., 2005). Prvnim identifikovanym pyocinem tohoto typu
byl putacidin A (také znamy jako LIpA) produkovan P. putida BW11M1 (Parett a kol.,
2005).
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Béiné podminky Teplo Proteaza

Obr. 5. VIiv UV zdreni, protedzy a tepla na aktivitu pyocinu s lektinovou doménou.

*Po vystaveni UV zdreni je pozorovano zvétSeni inhibicni zony. Pridani protedzy
(prondza-E) snizuje inhibicni efekt bakteriocinu. Po vystaveni produkujiciho
kmene teploté 75 °C po dobu 15 minut neni pozorovatelna zadna aktivita proti
indikatorovému kmeni (prevzato a upraveno z Parret a kol., 2005)

2.2.4 Mikrociny

Pomérné nedavno objevenou skupinou pyocynti jsou Mikrociny (MBLB - ,,microcin B-like*
bakteriocin). Jsou homologni s mikrocinem B17, ktery produkuje E. coli (Metelev a kol.,
2013). Jednd se o posttranslacné modifikované peptidy, jejichz prekurzory jsou
heterocyklické molekuly thiazol a oxazol. Souhrnné jsou tedy mikrociny nazyvané jako
thiazol/oxazol modifikované mikrociny (TOMM) (Metelev a kol., 2013). Za tvorbu TOMM
je zodpoveédny mcbh operon, ktery reguluje 7 genti (Obr. 6). Gen mcbA kéduje peptidovy
prekurzor mikrocinu B. Geny mcbBCD koduji mikrocin B syntazu, enzymovy komplex
zodpovédny za posttranslacni modifikaci prepeptidu. Gen mcbEF koduje efluxni pumpu
mikrocinu B, ktera zajiStuje transport mikrocinu ven z produkujici buiiky. Gen mcbG je
zodpoveédny za produkci imunitniho preteinu (Shkundina a kol., 2014). Mechanismem
ucinku téchto bakteriocini je inhibice aktivity DNA gyrdzy, coz je enzym ucastnici

se replikace DNA (Metelev a kol., 2013).
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E. coli mch

P. syringae mch

sk = SR
PO [P ByWaRae Y. DhyOeed BOPE]- RS
Pa-Mickil (. symingae . sescull iy, PO D681)-  |SRSRCINY

Obr. 6. Schematické zobrazeni homolognich genovych klastrii zodpovédnych za produkci

MBLB u E. coli a P. syringae.

*Silnymi Sipkami je vyznaceno 7 genii, které jsou zodpovedné za produkci MBLB. Tenké
Sipky znazornuji promotory vyskytujici se u E. coli. Svisla ¢ara mezi mcbA a mcbB genem
znaci umisteni transkripcnich termindtori. Vysoka sekvencni homologie je mezi geny mcbA,
mcbC a mebG (prevzato a upraveno z Metelev a kol., 2013).
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3 ANALYZA BAKTERIALNIHO GENOMU

Jednou z hlavnich metod molekulérni biologie je sekvenace DNA. Jedna se o proces vedouci
k ur€eni primarni struktury DNA neboli potadi nukleotida (A, C, G, T) v polypeptidovém
fetézci. Sekvenace je velmi vyznamna pii studiu bakterii, protoze mikrobialni genom je
velmi variabilni. Vysledky sekvenace nam umoznuji nejen urCovat oblasti genomu
zodpovédné za patogenitu, ale i sledovat vnitrodruhové modifikace a adaptace, které vedou

ke zvySené odolnosti bakterii ke standardnim lécebnym postuptim.

Pocatky sekvenacnich metod sahaji do roku 1977, kdy byly téméf soucasné zavedeny dve
metody, Sangerova a Maxamova-Gilbertova. Sangerova metoda se béhem let ukazala jako
efektivnéjsi a az donedavna byla v laboratofich hojné pouzivéna. S pokrokem védy
se ale zvedaji naroky i na sekvenacni metody, zpracovavaji se vétsi objemy dat a je tieba,
aby sekvenace byla nejen presnd, ale 1 levna a rychla. Proto se vedle klasické Sangerovy
metody objevuje 1 sekvenovani nové generace. V dnesni dobé je zndmo obrovské mnozstvi

sekvenacnich metod.

3.1 Klasické metody sekvenovani

Ke klasickym metoddm sekvenovani DNA fadime dv¢ zédkladni metody Maxam-Gilbertovo
sekvenovani a Sangerovo sekvenovani. Tyto metody byly nezdvisle na sobé popsany dvéma
nezavislymi védeckymi tymy koncem 70. let minulého stoleti. Pfestoze byly objeveny témér
soucasn¢, jsou zalozeny na zcela odliSnych principech. Podstatou Maxam-Gilbertovy
metody, kterd je znama také jako chemickd metoda sekvenovani, je specifické Stépeni
fetézce molekuly DNA po modifikaci jednotlivych bazi chemickymi ¢inidly, zatimco
Sangerova metoda, neboli enzymatickd metoda sekvenovani, je zalozena na ukonceni
procesu replikace DNA na specifickych mistech pomoci tzv. termindtort replikace.
Sangerova metoda se béhem let ukazala jako mnohem G¢inngjsi a s riznymi modifikacemi
je bézné pouzivana v laboratorni praxi i naddle. Maxam-Gilbertova metoda z finan¢nich

a praktickych divodu jiz pouzivéana neni (King, 2006).
I kdyz se obé metody principem sekvenace 1i$i, maji i spolecné faze:

a) znaceni jednoho z koncii fragmentu DNA, jehoZ sekvenci stanovujeme;
b) vytvofeni souboru rizné dlouhych usekti DNA;

c) vyuziti gelové elektroforézy (GE) k oddéleni jednotlivych tsekii.
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U obou metod je jejich uc¢innost zna¢né ovlivnéna rozliSovaci schopnost GE — abychom
mohli spolehlivé urcit sekvenci dané DNA, jednotlivé useky musi byt od sebe oddéleny
s presnosti na 1 nukleotid, coZ je u delSich fragmentti (nad 1000 bp) témé&f nemozné. Z tohoto
divodu je gelova elektroforéza, kterd uréuje maximalni teoretickou délku stanovovanych

sekvenci, limitujicim faktorem obou metod.

3.1.1 Maxam-Gilbertova metoda

Neboli také chemicka metoda sekvenace. Je pojmenovéna podle autorii Allana Maxama
a Waltera Gilberta a poprvé byla zvetejnéna v roce 1977. Principem této metody je

specificka chemické degradace purinovych a pyrimidinovych bazi (Maxam a Gilbert, 1977).

Vychozim materidlem pro tuto metodu je soubor identickych molekul DNA. Je mozné pouzit
jak dvouvldknovou (dsDNA), tak i jednovlaknovou DNA (ssDNA). V ptfipad¢ pouziti

dvouvlaknové DNA je tfeba pred zacatkem samotné sekvenace provést denaturaci.
Postup sekvenace 1ze rozdé€lit do tii ¢asti:

1. znaceni 5° konce ssDNA radioaktivnim fosforem 3%P;
2. rozdéleni oznaCenych molekul DNA na 4 ¢asti a vystaveni plisobeni chemikalii,
které jsou bazove specificke;

3. Stépeni DNA piperidinem.

Béazoveé specifickymi chemikéliemi jsou: kyselina mravenci, dimethylsulfat, hydrazin

a chlorid sodny (Tab. 4) (Smarda a kol., 2005).

Tab. 4. Chemikalie pouzivané pri Maxam-Gilbertoveé metodé a jejich bazova specificnost

(Smarda a kol., 2005).

Baze Chemikalie Specificka modifikace

Methylace guaninu pomoci dimethylsulfatu pii
G Dimethylsulfat pH 8,0 se guanin stdva nachylnym
k odstranéni pii alkalickém pH.

Ptidani piperidinu v kyselin¢ mravenci pti pH

+ i &i :
A+G Kyselina mravenci 2,0 vede k odstranéni purinovych bazi
Ptidani hydrazinu vede k otevieni
C+T Hydrazin pyrimidinového kruhu a jeho odstranéni
z DNA
C Chlorid sodny Pti vysoké iontové sile (1,5 mol/l NaCl)

reaguje s hydrazinem jenom cytosin
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Nasledkem pouziti chemikalii dochdzi k naruSeni a naslednému odstépeni bazi z fetézce
DNA. Podminky reakci jsou upraveny tak, aby v pribéhu doslo k odstépeni vzdy jen jedné
baze v jednom fetézci, ptiCemz pozice této baze v kazdém fetézci by méla byt jind. Nasleduje
pridani piperidinu, ktery za vysoké teploty (90 °C) s§tépi cukr-fosfatovou kostru DNA
(Obr. 7). Vysledkem reakci je vznik souboru fragmenti DNA o rGzné délce, jez je dana

pozici ptislusné baze vuci radioaktivné znacenému konci (Maxam a Gilbert, 1977).

Atak Atak
dimethylsulfatem hydrazinem

Misto $tépeni piperidinem

Obr. 7. Schématicke zobrazeni stépeni DNA.

*Chemicke latky stépi purinovou nebo pyrimidinovou vazbu, piperidin Stépi
vazbu fosfatu na uhliku 3’ (prevzato a upraveno z Idtdna, online).

Vysledky probehlych reakci se vedle sebe umisti do polyakrylamidového gelu a rozdéli
se pomoci gelové elektroforézy, kde se jednotlivé fragmenty rozdéli podle hmotnosti
a soucasné tedy i podle velikosti a délky. K odliSeni fragmentii od zbytkovych ¢asti fetézct
DNA se pouziva film citlivy na radioaktivni zafeni. Na vysledném zaznamu jsou fragmenty
zobrazeny jako tmavé prouzky. Pozice jednotlivych bazi se odecitaji manuélné, a to smérem

zespodu nahoru (Obr. 8) (Smarda a kol., 2005).


https://www.idtdna.com/pages/docs/educational-resources/dna-sequencing.pdf?sfvrsn=5
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Obr. 8. Schematické zndzornéni vysledného zdznamu Maxam-Gilbertova

sekvenovani (prevzato a upraveno z NationalDiagnostics, online).

Tato metoda se bézn¢ vyuzivala v 80. letech minulého stoleti. V pocatcich vyvoje
dovolovala stanovit sekvenci 100 bp dlouhych fragmenti DNA. AvSak diky cetnym
modifikacim a vylepSenim se podafila zvysit G¢innost této metody az na 400-500 bp,
ale s rostouci délkou fragmenti klesd piesnost sekvenace. Maxam-Gilbertova metoda
1 ptes veSkerd vylepSeni neni nyni vyuzivana v béZné praxi. Jednd se o metodu, kterd je
naro¢na a nelze ji zcela automatizovat, je tieba pracovat s velkym mnoZzstvim DNA a je tfeba
pracovat se zdravi Skodlivymi chemikdliemi a mutagennimi radioaktivnimi znackami

(Smarda a kol., 2005).

3.1.2 Sangerova metoda

Sangerova metoda neboli enzymatickd metoda, byla popsdna v roce 1977. Na jejim objevu
se podilel Frederik Sanger a kolektiv. Pied zacatkem experimentu je potieba piipravit
tzv. DNA knihovny. Retézec DNA je sestiizen na kratsi useky, naklonovan do DNA vektori
a amplifikovan in vivo. Amplifikace probiha v bakterialnich bunkach, ze kterych se nasledn¢

extrahuji plazmidy nesouci klonované fragmenty (Sanger a kol., 1977).

Principem je sekvenace pomoci detekce ukonceni prodluzujiciho se vldkna DNA. Podstatou
je specifickd terminace replikace za pomoci dideoxynukleotidtrifosfati (ddNTPs), které
se od obycejnych lisi absenci OH- skupiny na 3’ uhliku cukru (Obr. 9). Struktura molekuly

ddNTP je zésadni protoze, jsou-li modifikované nukleotidy zaclenény do sekvence, neni
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mozné dal pokracovat v replikaci, kvili absenci OH-skupiny je znemoznéna vazba dalSiho

nukleotidu a tim je ukoncena elongace fetézce (BIO, online).

OCH, 0 Base

H H
H H

H H

Dideoxynukleotidtrifosfat (ddNTPs)

DCHQ o) Base

OH H
Deoxynukleotidtrifosfat (AINTPs)

Obr. 9. Rozdil mezi dNTPs a ddNTPs

(pFevzato a upraveno z Bioinformatics, online).

Sekvenace probiha ve ctyfech nezavislych reakcich. Jsou vytvofeny Ctyii reakéni smési.
Zaklad smési tvoii DNA-polymeraza, primery a vice kopii templatu, k tomuto zakladu jsou
piidany radioaktivné nebo fluorescenéné znacené deoxynukleotidy (dNTPs) a také
dideoxynukleotidy (ddNTPs). V kazdé ze Ctyf smési je pfitomen jeden charakteristicky
ddNTP —ddATP. ddCTP, ddGTP nebo ddTTP. Aby mohla probihat i klasicka syntéza DNA,
jsou ddNTPs pritomny ve smésy v nizké koncentraci (pomér ddNTP : dNTP vétSinou
odpovida 1 : 100). Vysledkem reakce jsou fragmenty o rtizné délce, které jsou zakonceny
oznacenymi ddNTPs. Fragmenty jsou denaturovany a roztfidény podle velikosti
elektroforézou na polyakrylamidovém gelu. Kazd4 reakéni smés ma svou drahu. Vysledky
se odecitaji prislusnou metodou v zavislosti na zptisobu znaceni. Vysledkem ru¢ni sekenace

jsou typické prouzky, ze kterych lze odvodit sekvenaci DNA (Obr. 10) (Sanger a kol., 1977).
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TCAGTAATGCCA DNA k sekvenaci
AGTCATTACGGT DNA templat
ddATP ddGTP dadCTP ddTTP + Polymeraza, dNTPs,
primer, (*T)
1 2 3 4
*reacTan * *TCAGTAAT
*TCAGTAATGCCA *rcac T TAAIeE *
* *TCA IS *TCAGTTfﬁTGcc *TC:GT
TCAGTA
*TCAGTAATGCCA — A
*ICAGTAATGCC = c
*ICAGTAATGC - c
*TCAGTAATG — G
*TCAGTAAT — T
*ICAGTAA — A
*TCAGTA — A
*rcaGT — T
*rcAG — G
*Ica -— A
*1c — C
*T — T
Y

Obr. 10. Schematické zndzornéni manualniho provedeni Sangerovy metody
sekvenovani s vyuzitim radioaktivné znacenych primerii (prevzato a upraveno

z Atdbio, online).

Diive se pouzivaly radioaktivni znacky (podobné jako u Maxam-Gilbertovi metody
se jednolo o 3?P), jez se odeéitaly pomoci autoradiografie (Smarda a kol., 2005).
V 2. poloving 80 let se zacala vyuzivat fluorescenc¢ni barviva pti sekvenovani DNA (Prober
a kol., 1987). Fluorescen¢ni znackou je mozné oznacit jak primer, tak i piimo ddNTPs.
Znaceni primerQ se provadi béhem jejich syntézy. Pro kazdou ze Ctyf reakci jsou primery
oznaceny jinym barvivem, avSak pfi znaCeni primerti nelze odliSit tseky s pfedCasné
ukoncenou syntézou od téch, které jsou zakonCeny piislusnym ddNTP. Z tohoto divodu
se ukazalo jako vyhodnéjsi oznaCovat barvivem ddNTPs. Podobné jako u znaceni primerti
se pro kazdy ze ctyt ddNTPs pouziva jiné barvivo. Proto nové syntetizované useky
zakoncené riznymi ddNTPs dévaji rizné signaly. Takto ziskané vysledky jsou kvalitngjsi

a postup je technicky jednodussi (Obr. 11).
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TCAGTAATGCCA DNA k sekvenaci

L J
AGTCATTACGGT DNA templat

Polymeraza, ddNTPs,
dNTPs, primer (T)

TCAGTAATG! L TC
. TCAGTAAT
TEACTR TCAGTAATGCC G
TCAGTAAT .
TCAGT TCAGTAATGCC
TCAGTAATGCC A
TCAGTAATGCC C
TCAGTAATGC C
TCAGTAAT G
TCAGTAAT — T
TCAGTA A
TCAGT. A
TCAG — T
TCA G
TC A
e C
T — T
L d

Obr. 11. Schematické znazornéni automatizovaného provedeni
Sangerovy metody s vyuzitim flurescencné znacenych ddNTPs

(prevzato a upraveno z Atdbio, online).

Dalsi modifikaci této metody bylo zavedeni kapilarni elektroforézy na misto gelové.
Vsechny tyto pokroky umoznily provadét replikaci a naslednou elektroforézu v jedné reakei,

nikoli ve ¢tyfech oddélenych reakcich, coz ptispélo ke zrychleni a zlevnéni celého procesu.

Sangerova metoda patfila k nejpouzZivanéjSim metodam sekvenace, k cemuZ pfispéla
1 automatizace této metody. Avsak v dneSni dobé je nahrazena metodami nové generace,

které jsou Casove i financn€ méné narocné a také jsou presnéjsi.
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3.2 Sekvenacni metody nové generace (NGS)

Pro rozvoj genomiky a genomické mediciny bylo zasadnim objevem to, ze rlizna
onemocnéni maji ptivod v genetické zméné, coz vedlo k vyvoji novych metod pro studovani
genetické informace. Klasické sekvenacni metody nebyly schopny rozsahly lidsky genom
kompletné piecist a proto zapocala prace na vyvoji novejsich metod, jez toho budou schopny
(Wheeler a kol., 2008). Nové metody se zacaly objevovat koncem 90. let 20. stoleti jako
alternativa kjiz existujicim technikdm. Ziklad novych metod vychazel zejména
z automatizované¢ Sangerovy metody, jez ale po vyuziti maximalni kapacity a vykonu
prestaly dostacovat. Bylo nutné vyvinout nové — vykonnéjsi a levnéjSi metody.
K nejznaméjsim a nejpouzivangj$im metodam sekvevace patii pyrosekvenace 454 Genome
Sequencers (GS) od firmy Roche, SOLiD™ od Life Technologies a sekvenatory firmy

[Ilumina.

3.2.1 Pyrosekvenace (metoda 454/Rosche)

Pyrosekvenace je metoda nové generace, kterd se zaCala vyvijet jako jedna z prvnich
alternativ ke klasické Sangerové metodé. Tato metoda zacala vznikat v druhé poloving
osmdesatych let, kdy P. Nyrén popsal moznosti detekce aktivity DNA-polymerazy
za pomoci bioluminiscence (Nyrén, 1987). Nasledovalo zkoumani vyuziti bioluminiscence
v sekvenovani DNA. Pyrosekvenovani bylo popsano az roku 1996. V roce 2005 byl uveden
na trh prvni sekvenacni systém, zalozeny na metod¢ pyrosekvenace - FLX GS od firem
Roche a 454 Life Sciences, ur¢eny pro masivni paralelni seknevovani. (Pospisilova, 2009).
V dne$ni dob& jsou nezndméjSimi systémy vyuzivajici pyrosekvenovani GS FLX+

a GS Junior+.

Metoda  pyrosekenovani  spojuje  metodu sekvenovani  vyuzivajici  syntézu
komplementarniho vlakna pomoci DNA-polymerazy za pouziti DNA-polymerazy a zaroven
analyzu jeji aktivity pomoci dal§ich enzyml a chemickych latek. Principem metody
je detekce uvolnéni pyrofosfatu (Ppi) pfi syntéze DNA enzymem DNA-polymerazou. Pokud
se po pfidani nukleotidi objevi svételny zablesk, znaci to, ze se uvolnil bisfosfat a vime,
ze se v daném misté vyskytuje komplementarni baze. Pfi opakovaném piidavani vSech
nukleotidli a odecitdnim intenzity svételného signalu vznikd pyrogram, ze kterého
zjiStujeme potadi bazi. Tato metoda na rozdil od klasickych metod nevyuziva znacek

ani rozdéleni produkti pomoci elektroforézy.
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Reakéni smés obsahuje templat u né¢hoz stanovujeme potadi nukleotidd, 4 enzymy
(DNA-polymerazu, ATP-sulfurylazu, luciferdzu a apyrazu), fluorescein (luciferin),
adenosin-5"-fosfosulfat (APS) a primery. Po jednom jsou pfidavany jednotlivé dNTPs
(dATP, dTTP, dCTP a dGTP) a pokud dojde k zaclenéni daného dNTP za pomoci
DNA-polymerazy do syntetizovaného fetézce, uvolni se pyrofosfat Ppi, coZ nasledné spousti

fadu biochemickych reakci (Obr. 12) (omicsonline, online).
Cteni sekvence se sestava ze tyt cyklicky se opakujicich kroki:

1. inkorporace nukleotidu do DNA pomoci polymerdzy a ndsledné uvolnéni
anorganického bisfosfatu

(DNA)n + dNTP — (DNA)n+1 + Ppi

2. vytvoteni ATP, substratu pro luciferazu pomoci ATP sulfurylazy

Ppi + APS — ATP + SO4*

3. vyzafeni svételného kvanta luciferazou

Luciferdza + d-luciferin + ATP — Luciferaza-luciferin-AMP + Ppi
Luciferaza-luciferin-AMP +O2 — Luciferaza + oxyluciferin + AMP + CO2 + hv

4. odstranéni zbylého ATP a neinkorporovanych nukleotidi pomoci apyrazy
(popf. promytim)

ATP — AMP + 2Pi

dNTP — dNMP + 2Pi


http://www.omicsonline.org/
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Templat
(jednovlaknova DNA)

G DNA-polymeraza

G dGTP
e PPi

Apyraza
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ATP-sulfurylaza
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kamera
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pyrogram
Pfidané nukleotidy
A TA C T G Nukleotidova sekvence

Obr. 12. Schématické zndzornéni biochemickych reakcl,
které ndsleduji po zacleneni dNTP do retézce DNA pri

pyrosekvenovani.

*Uvolneény PPi je za pritomnosti APS premeénén na ATP,
ktery je nasledne vyuzit luciferazou ke konverzi luciferinu na
oxyluciferin. Oxyluciferin emituje svételné zareni, které je
zaznamendno detektorem (prevzato a upraveno z Sun a Xi,
2014).

Jako vzorek miiZe slouzit genomova DNA, produkty PCR a cDNA. Pfed zacatkem samotné
sekvenace je tfeba delsi templatovou DNA rozstépit na kratké fragmenty o délce 300-800 bp.

Fragmentace neni nutnd pro mensi vzorky jako napt. amplikony PCR nebo nekddujici RNA.

Dal$im krokem je ptiprava DNA-knihovny. Konce 3" a 5" kazdého fragmentu jsou oznaceny
dvéma riznymi adaptory (Rapid Library Adaptors) se znamymi sekvencemi, které hraji
dilezitou roli pfi ¢isténi, amplifikaci a nasledném sekvenovani. Takto oznac¢ené useky DNA
jsou u technologie 454/Roche imobilizovany pomoci jednoho z adaptérti na 28 um
mikrokulickdch, nesoucich oligonukleotidy komplementarni k tomuto adaptoru

(Jarvie, 2005). Volny adaptor slouzi k vazbé univerzalniho primeru pii vlastnim
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sekvenovani. Vzhledem k tomu, ze je dilezité, aby byl na mikrokuli¢ce vzdy navazan jen
jeden fragment DNA, jsou mikrokulicky pfidavany v prebytku. Zbytek vzorku, obsahujici
neoznacené Useky nebo ty oznacené pouze na jednom konci, je odmyt (Pettersson a kol.,

2009).

Nésledujicim krokem je amplifikace DNA-knihovny pomoci emulzni polymerazové
fetézoveé reakce (emPCR). Pii emPCR probiha amplifikace na vSech kulickach soucasné,
protoze kapky vody v emulzi voda-olej obsahuji veskeré nutné komponenty a stavaji
se z nich tzv. mikroreaktory. V dusledku emPCR dojde na kazdé mikrokuli¢ce k tvorbé
az 107 kopii templatu (Margulies a kol., 2005).

Pfed samotnym sekvenovanim jsou mikrokulicky s amplifikovanou DNA umistény
do pikolitrovych jamek ¢ipu PicoTiterPlate™ (PTP), ktery je tvoien optickymi vlakny.
V kazdé jamce by méla byt umisténa vzdy jedna kuli¢ka, ovsem u 2-5 % naplnénych jamek
je mozné, e je piitomno vice kuliek. Cip se umisti do nastroje pro sekvenovani.
V sekvenatoru je do jamek aplikovana reakéni smeés, kterd obsahuje nadbytek
DNA- polymerazy, ATP sulfurylazy a lucifezazy. Probihd vlastni sekvenacni reakce. Prib&h
sekvenovani v kazdé jamce je sledovan pomoci detektoru (CCD kamery - The Charge-
Coupled Device) (Pettersson a kol, 2009). CCD kamera zachycuje svétlo,
které je uvolnovano pii pribéhu sekvenacni reakce a vysledné signdly jsou fazeny v potadi
(Jarvie, 2005). Ziskand data jsou analyzovdna pomoci bioinformatickych néstroji
a vyhodnocena v podobé pyrogramu. Program pfistroje pro pyrosekvenaci je zalozen
na detekci zmény mnozstvi Ppi, ktery je uvolnovan po polymerdzou zprosttedkované adici
na dNTP na volném fetézci. Schématické znazornéni celého pribé¢hu sekvenacni reakce

454/Roche je vyobrazeno na obrazku (Obr. 13).
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Obr. 13. Schématické znazornéni priibéhu sekvenace technikou 454/Roche.

*4 - Fragmentace vzorku, priprava DNA knihovny, vloZeni mikrokulicky
s fragmentem do emPCR, amplifikace useku a ulozeni mikrokulicky
a amplifikovanymi useky DNA do PicoTiterPlateTM, B - Sekvenacni
reakce pri pyrosekvenaci. Jedna mikrokulicka obsahuje miliony kopii DNA
molekul (prevzato a upraveno z Ansorge, 2009).

3.2.2 Illumina (Solexa)

Prvni pfistroj firmy Solexa byl uveden na trh v roce 2006. V roce 2007 jej odkoupila firma
[llumina. Principem metody je podobné jako u 454/Roche, mnohonasobna amplifikace
a nasledna sekvenace s vyuzitim reverznich terminatort replikace (Ansorge, 2009). Illumina
nabizi rizné piistroje liSici se vykonem a vhodnosti pouziti v riiznych ptipadech sekvenace,
konkrétné¢ se jednd o série MiSeq, NextSeq a HiSeq. Pro cilenou sekvenaci kratkych useki
DNA, genii nebo malych genomil je vhodna fada MiSeq. Pro rutinni pouziti k rychlé
a spolehlivé sekvenaci se hodi fada NextSeq, jeZ nabizi i moznost cytogenetické analyzy.

HiSeq je vhodny pro celogenomové sekvenovani (Illumina, online).

Pted samotnou sekvenaci je stejné jako u metody 454/Roche nutna piiprava DNA knihovny
(Obr. 14). Ptiprava knihovny, vSak probiha odliSnym zptisobem v nékolika krocich. Nejprve
je DNA podrobena mechanickému nebo enzymatickému Stépeni na kratsi useky, délka
vzniklych fragmentli se pohybuje v délce 0-1200 bp. Konce téchto fragmentti jsou nasledné

upraveny enzymatickou reakci smési Kleowowa fragmentu, T4 polymerazy a T4
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polynukleotidkinazy. Na 3" konec fragmentu je pfipojen adenin, pfistim krokem je navazani
dvou raznych adaptorti na 3" a 5" konce. Adaptory slouzi k vazbé na povrch desticky
pro amplifikaci a zaroven jsou potfebné pro navdzani primerit b&hem sekvenace.
Pro sekvenaci jsou optimalni fragmenty o délce 200-250 bp, fragmenty o této délce

vybereme pomoci gelové elektroforézy.

-
¥

EEEY Y] - A& T i TAEAEEE

Obr. 14. Priprava DNA knihovny.

*Na oddelenéem useku DNA (A) dochazi k pripojeni adeninu (B)
a pomoci adaptérii (C) dochdzi k vyberu fragmentii (D), (prevzato
a upraveno z Ansorge, 2009).

Nasleduje amplifikace vybranych fragment (Obr. 15) za pomoci PCR s vyuzitim fizni
DNA-polymerazy (Croucher a kol., 2009). Cely proces probiha na amplifikacni desticce
(angl.. ,.the flow cell), kterd obsahuje osm oddélenych drah, coz umoznuje amplifikovat
najednou osm vzorki. Desticka je pokryta oligonukleotidy, jeZ jsou komplementarni
k obéma typim adaptéri. Templat je nejprve uchycen pouze jednim koncem, po piridani
enzymt vSak dojde k ohnuti fetézce DNA a napojeni pomoci druhého adaptéru na ptislusny
oligonukleotid. Vznikaji tzv. mistky, proto je tato metoda PCR nazyvana jako ,,bridge
PCR®. Celkem probiha amplifikace v osmnacti cyklech, pii kterych dochazi ke klonovani
kazdého fragmentu knihovny. Na kazdy konec useku DNA je na zavér navazan primer.
Vysledkem této izotermické amplifikace jsou shluky (angl. ,,Clusters*), kdy kazdy obsahuje
asi 10° kopii (Croucher a kol., 2009).
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Obr. 15. Proces amplifikace fragmentii z DNA knihovny.

*DNA je vkladana na amplifikacni desticku (E), kde dochazi k vytvoreni miistku
(F), naklonovani usekit DNA (G) a nakonec k navdzani prislusného primeru
(H), (prevzato a upraveno z Ansorge, 2009).

Pfi samotném sekvenovani (Obr. 16) jsou vyuzivany dNTPs, jez jsou na 3" koncich
pozménény fluorescenéni znackou a slouzi zarovei jako terminatory replikace. K zaélenéni
takto pozménénych dNTPs do vznikajiciho fetézce DNA se vyuzivd modifikovana
DNA-polymeraza. Reakce probiha ve vSech shlucich najednou v pfistroji [lumina. VSechny
Ctyfi oznaCené typy dNTPs se pfidavaji do reakéni smési najednou. Po zaClenéni
odpovidajiciho dNTP dojde k terminaci replikace a odecteni signalu CCD kamerou, ktera
rozeznd, o jakou bazi se jedna podle vlnové délky emitovaného svétla. Poté jsou

odblokovany 3" konce zaclenéné¢ho dNTP a je pfipojena dalsi baze.
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Obr. 16. Sekvenace v lllumina Genome Analyzeru.

*Dochazi v emisi fluorescencniho svétla u prvni navazané baze (1),
ktera se postupné opakuje az na konec cteného useku DNA (J).
Pomoci laseru dochazi k detekci (K), (prevzato a upraveno
z Ansorge, 2009).

3.2.3 Life Technologies SOLiD™

Tato metoda je zaloZena na ligaci kratkych oligonukleotidd, které jsou komplementarni
k templatu. Princip netody je obsaZen jiz v nazvu metody ,,Sequencing by Oligonucleotide
Ligation and Detection®. Prvni pfistroj zaloZzeny na této technologii predstavila firma Life
Technologies v roce 2007. Pti této metod¢ dochazi k masivnimé paralelnimu sekvenovani,
kde je templat nejprve mnohondsobné zmnozen a poté nésleduje sekvenace, jezZ se provadi

zéaroven ve vice kopiich (Mardis, 2007).

Nejprve je nutné pripravit DNA knihovnu, kdy se templatova DNA §té€pi na kratsi useky
apoté se na konce téchto fragmenti navazi adaptory P1 a P2. Jeden z téchto adaptort
je dilezity k navazani na mikrokuli¢ky o velikosti 1 um (Pettersson a kol., 2009). Dale
probéhne emPCR a mikrokulicky s amplifikovanou DNA jsou po modifikaci 3" konct
se navazi na sklenénou desticku, na niz se nasledné provadi sekvenovani (Ansorge, 2009).
Na desti¢ce je mozné analyzovat najednou az osm odliSnych vzorka, Ize ji totiz rozdélit

na dvé, Ctyfi az osm oddélenych ¢asti.

Samotna sekvenace probihd v péti cyklech, v kazdém z péti cykld se pouziva jeden z péti

primert. Tyto primery maji rozdilnou délku — 1isi se vZzdy o jeden nukleotid. Do reakéni
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smési se po navazani primert, pridava DNA-ligdza a oligonukleotidy. Tyto oligonukleitidy
mayji délku 8 bp, definuji je dvé pocatecni baze, jez jsou schopny vytvoftit 16 kombinaci. Jsou
upraveny tak, ze po zaclenéni do fetézce DNA zabraiiuji vazbé dalSiho oligonukleotidu.
V pozicich 1 a 2 jsou baze urCeny nasledujicim zplisobem. Jestlize je oligonukleotid
komplementarni s templatem, dochdzi k navdzani tohoto oligonukleotidového oktameru
na primer a to za pomoci DNA-ligdzy. Nasledn¢ se odecte signal za pomoci detektoru. Poté
jsou na vSech mikrokulickach St€peny navazané oligonukleotidy mezi 5. a 6. bazi. Dojde
tedy 1 k odstépeni fluorescencni znacky a mulze se navazat dal$i oligonukleotid.
Pfi opakovani procesu se stanovuji baze az do pozadované délky, poté je vznikly fetézec
odstranén. Cely proces je opakovan s novym primerem, ktery je kratSi o jeden nukleotid
nez predchozi. Dojde k posunuti ¢teciho ramce, a jestlize dfive byly detekovany baze
na pozicich6 a7, 11 a 12, 16a 17 atd. nyni budou detekovany baze na pozicichOa 1,5 a 6,
10a 11, 15 a 16 atd. U cyklt 3., 4. a 5. se nemusi odecitat prvni oligonukleotid v disledku
posunu a vzajemného prekryvu ¢tecich ramct (McKernan a kol., 2009). Probiha celkem pét
cyklt kompletnich sekvenaci, kdy se vzdy postupné zatazuje primer, ktery je kratsi o jeden

dNTP nez predchozi (n-2, n-3 a n-4), (Ansorge, 2009).

V pribehu tohoto typu sekenace je kazdéa baze urCena dvakrat, jako soucast dvou odlisnych
dvojic. Toto je Casto oznacovano jako dvoufizové kodovéani. Kazd4 dvojice je oznacena
riznymi fluorescen¢nimi znackami, takze je mozné za pomoci detektoru ihned urcit o jakou
dvojici presné jde. Vzhledem k vyménam primert je kazdé baze urcena ze dvou nezavislych
ligaci. Tento zplsob sekvenace se diky dvoufazovému kdédovani vyznacuje vysokou

piesnosti a nizkou chybovosti (Mardis, 2007).

3.3 Metody treti generace sekvenovani (TGS)

Vyvoj na poli sekvenacnich technologii stale pokracuje. V soucasné dobé se jiz v praxi
bézné objevuji metody tieti generace. Tyto metody jsou schopny provést sekvenaci z jedné
molekuly, takZe je potieba daleko mensi mnozstvi DNA. Neni tedy potieba provadét
mnohonasobnou amplifikaci DNA. Metody tieti generace jsou oproti piedchozim metoddm
rychlejsi a levnéjsi (Mardis, 2013). Sekvenacni metody je mozné délit podle zplisobu odectu
vysledkl na light a post-light metody. Nebo je mozné metody délit podle toho zda pfti
sekvenaci dochéazi nebo nedochézi k preruSeni mezi jednotlivymi kroky sekenace (Schadt,
Turner a Kasarskis, 2010). Podle principu prubéhu sekvenace lze rozd¢lit techniky TGS

do tfi skupin:
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1. metody zalozené na sekvenovani syntézou (,,sequencing by synthesis®);
2. metody vyuZivajici technologii nanoport (,,nanopore sequencing*);
3. metody provadéjici sekvenovani pomoci transmisni elektronové

mikroskopie (Schadt a kol., 2010).

Na trhu jsou dostupné sekvenatory PacBio (Pacific Biosciences), SMRT (Single Molecule
Real Time sequencing), Illumina Tru-seq Synthetic Long-Read a Oxford Nanopore
Technologies. Tyto technologie jsou schopny produkovat fragmenty o pramérné délce
5000-15000 bp, pticemz nejdelsi useky mohou obsahovat az 100000 bp. Tyto metody mayji
srovnatelnou chybovost kolem 15 %, ale diky algoritmickym vylepSenim miiZe byt dosazeno

ptesnosti az 99,99 % (Lee a kol., 2016).

Prvni sekvenace metodou SMRT, byla popsana v roce 2009. Tato technologie je jedine¢na
v tom, ze disponuje nejvetsi délkou ctenych usekt (az 40 kb). Sekvencovani se provadi
na jedné molekule templatu bez nutnosti amplifikace (Eid a kol., 2009). Principem této
metody je sledovani aktivity jednotlivych molekul enzymu DNA-polymerazy v realném
case. Sekvenace se provadi na Cipu, ktery je tvofeny jamkami o priméru nékolika desitek
nanometri ve vrstvé kovu o tlouStce 100 nm, ktera je polozena na tenkou sklenénou
desticku, jezZ je pokryta vrstvou biotinu (Flusberg a kol., 2010). Kazdy ¢ip nese desitky tisic
jamek, které obsahuji imobilizovanou molekulu @29 DNA-polymerazy. Tato
DNA-polymeraza se vyznacuje svou stabilitou a schopnosti pfesné a zaclenit flourescencné
znacené¢ dNTPs, kde je fluorescencni znacka vazana na trifosfat, nikoli pfimo na baze
deoxynukleotidi (Lee a kol., 2016). Pfi zaclenéni daného dNTP do znikajiciho fetézce,

je fluorescenéni znacka uvolnéna spolecné s Ppi a replikace pokracuje.

Sekvenacni reakce zac¢ina tvorbou komplexu: templat - DNA-polymeraza. Konce templatu
jsou upraveny tak, aby bylo umoznéno navazani primeru. Cip je nasledné piekryt smési
vSech ctyt typt dNTPs. Deoxynukleotidy volné difunduji do jamek, ale nedochazi k emisi
svétla, jelikoZ jsou ve tmavé Casti jamek a nejsou excitovany. Je-li DNA-polymerazou
detekovan komplementarni dNTP, dochazi k jeho zaclenéni. Odecteni vysledku probiha
v okamziku, kdy je dany dNTP v bezprostifedni blizkosti DNA-polymerazy, ale jeste pied
samotnym zaclenénim dNTP a odStépenim fluorescencni znacky. Celkovy proces excitace

a emise po vstupu do ozafené ¢asti jamky trva pouhych (Schadt, Turner a Kasarskis, 2010).

Posledni technologii tfeti generace vydala spolecnost Oxford Nanopore Technologies v roce

2014. Jejich pristroj Oxford Nanopore MinlON vyuziva sledovani velikosti elektrického
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proudu prochazejictho nanopdrem pii prichodu biomakromolekuly timto pdrem.
V zévislosti na typu a velikosti této molekuly dochazi k poklesu velikosti elektrického
proudu. Jednovldknové molekuly DNA putuji po sméru elektrického proudu, ¢imz je zajistén
jejich priichod ptes nanopory. Zpomaleni translokace je dosahovéno tim, ze bezprostiedné
pied vstupem do nanoporu je vldkno ssDNA zpracovavano ®29 DNA-polymerazou (Lee

a kol., 2016).

Po spusténi elektrického proudu na trans stran€ vznika pozitivni naboj, a celkoveé negativné
nabité templaty zacinaji putovat k nanoporim. Svymi volnymi konci je DNA vtahovana
dovnitt port a dochazi k zachyceni komplexit DNA - DNA-polymeraza na jejich povrchu.
Do reak¢ni smési na cis stran€ jsou aplikovany vSechny Ctyfi typy dNTPs a MgClz a muze
tak byt zahdjena replikace DNA. @29 DNA-polymeraza je schopna piekonat
elektrostatickou interakci mezi fetézcem DNA a elektrickym polem na trans strané
membrany, a templat je postupné translokovan zpatky na cis stranu. Vysledky sekvenovani
se odecitaji v pribehu transportu vlakna DNA ptes nanop6r v podobé poklesu elektrického
proudu. Ziskana data jsou vyhodnocena pocitatem a zpracovana do grafu (Manrao a kol.,

2012).

3.4 Kompletace genomii

Po ukonceni sekvenace dostaneme velké mnozstvi dat, které je tfeba nésledné zpracovat
za vyuziti modernich informacnich technologii. Toto zpracovani spociva ve spravném
uspotadani kratkych fragmentl, které vznikly pti sekvenaci do souvislych sekvenaci. Tento
postup je odborné¢ nazyvan Assembly, coz muzeme pielozit do CeStiny jako skladdani
nebo kompletace. Dilezité je pocitat s chybovosti fragmentl. Pro ziskadni informace
ze sekvenace, ji musime zpracovat a nasledné anotovat. Pro analyzu surovych dat jsou
vetSinou od vyrobcl sekvenacnich pfistroji doddvany bioinformatické nastroje. Metody
NGS a TGS jsou charakteristické tim, Ze pii jednom bé&hu je sekvence dané¢ho useku
stanovena vicekrat, takZze je mozné odhalit pfipadné chyby vzdjemnym porovnanim

vzniklych sekvenaci.

Pii pouziti metod nové generace dochazi k chybam a ke vzniku artefaktti, které¢ jsou
zasadnim problémem pii kompletaci genomu. Plivod chyb je rozli¢ny a chyby se odviji
od pouzité¢ metody a zvoleného postupu (Becker a kol., 2012). Chyby mohou ovlivnit
vytvareni kontigd, jejich skladani a analyzu. Abychom pfedesli praci s chybnymi daty,

je tteba ziskand data pfed dalSim zpracovanim procistit a odstranit chybné sekvenace.
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Existuje vice metod, kterymi Ize provést ¢isténi a tim minimalizovat nasledné chyby (Kunin

a kol., 2010).

Kvalita vzniklého fragmentu neni stejnd v celé jeho délce, na koncich se Castéji objevuji
chybné fazené baze. Z tohoto diivodu je omezena pouzitelna délka fragmentii. Casto se
pfistupuje k odstranéni koncl fragmentl nebo k vytazeni pfili§ kratkych fragmentd, tato
opatfeni vSak vedou k velkym ztratam dat (Salmela, 2010). Kvalitu fragmentt lze zlepSit

pouzitim spolehlivgj§ich polymeraz, jez jsou modifikovany metodami proteinového

inzenyrstvi nebo vyuzitim parového ¢teni obou konci (Li a kol., 2008).

Pro kompletaci genomu existuji dva zplisoby. Je mozné vyuzit bud’ metodu referen¢niho
skladani, nebo komplementaci de novo. Metoda referencniho skladani vyuziva jiz existujici
referencni genom, ke kterému jsou fragmenty pfifazovany, kompletovany a vysledkem
je sekvence podobna nebo shodna s referenénim genomem. Tuto metodu je vhodné vyuzit
v ptipad¢, Ze existuje diveéryhodna reference. Komplementace de novo probihd bez vyuziti
referenéni sekvence, tzv. ,,od pocatku noveé“. Fragmenty sekvenace jsou skladany
bez piedlohy a vysledkem je celd novéa sekvence (Miller, Koren a Sutton, 2010). Dalsi
slozkou skladani genomové sekvence je tzv. sekvenacni pfilozeni (alignment). Pomoci
alignmentu jsou uspotadany fragmenty DNA tak, ze identické nukleotidové zbytky lezi pod
sebou. Timto zpiisobem jsou nalezeny shodné piekryvajici se fragmenty a sousedici
fragmenty jsou tak vedle sebe fazeny v odpovidajicim potadi. Timto zpisobem se tvoii vétsi

genomove useky, tzv. kontigy (Nagarajan a Pop, 2009).

Vystupem zpracovani dat pomoci bioinformatického programu je mezindrodné uznavany
format textového souboru. Nejvice pouzivanym formatem je FASTA, ktery je pouzivan
jak pro nukleotidové, tak i aminokyselinové sekvence. V tomto formatu je sekvence zapsana
jako sled znaki A, C, G, T, mohou se objevit znaky majici zvlastni vyznam, poml¢ky mohou
predstavovat vynechané baze, pismeno N znac¢i mezeru v kontigu. Jednotny format
vystupnich dat je dualezity pii nasledném vkladani do mezinarodnich databazi a také

pii analyze ziskanych dat (Miller, Koren a Sutton, 2010).
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II. PRAKTICKA CAST
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4 CILPRACE

Cile této diplomové prace:

e Provedeni experimentu a zjiSténi inhibi¢niho spektra Pseudomonas fulva 373
kvalitativnim testem.
e Provedeni sekvenace bakteridlni genomu Pseudomonas fulva 373 a nasledna

analyza ziskanych dat.
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5 MATERIAL A METODY

5.1 Material

5.1.1 Mikroorganismy

V této préci byl pouzit zkoumany mikroorganismus, ktery byl izolovan v roce 2013 z jedlého
hmyzu sarancée stéhovava (Locusta migratoria). Pomoci MALDI-TOF hmotnostni
spektrometrie byla tato bakterie identifikovana jako Pseudomonas fulva a oznacena Cislem
373. Dale byly pouzity indikatorové gramnegativni bakterie ze sbirky Ustavu inZzenyrstvi
ochrany zivotniho prostiedi FT UTB ve Zlin¢ (Tab. 5), které byly izolovany z chlazené
driibeze v letech 2006-2013 a z bazantt v letech 2011 (Tab. 6). VSechny mikroorganismy
byly uchovavany v glycerolu pii -80 °C. Indikatorové kmeny byly pouzity k testovani
inhibi¢niho spektra bakterie Pseudomonas fulva 373. V praci bylo také pouzito 7
indikatorovych sbirkovych kment ziskanych z Biologického tstavu LF MU v Brné (Tab.
7).

Tab. 5. Seznam pouzitych indikatorovych gramnegativnich  kmenu

izolovanych z chlazené driibeze na FT UTB ve Zline.

Nazev Oznaceni Pivod
Citrobacter freundii 217 ktze chlazené driibeze
Enterobacter sp. 212 ktize chlazené driibeze
Escherichia coli 125W kaze chlazené driibeze
Klebsiella oxytoca 2 ktize chlazené driibeze
Leclercia adecarboxylata 40 ktze chlazené dribeze
Pantoea agglomerans 21 ktZe chlazené dribeze
Pseudomonas fragi 19 ktize chlazené driibeze
Pseudomonas putida 23 ktze chlazené dribeze
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Tab. 6. Seznam pouzitych indikatorovych gramnegativnich  kmenii

izolovanych z baZantii na FT UTB ve Zliné.

Nazev Oznaceni Piavod
Acinetobacter Iwolffii B15 stehno (voliéra)
Acinetobacter Iwolffii B30 prsa (pfiroda)

Escherichia coli Bl prsa (voliéra)
Escherichia coli B6 prsa (voliéra)
Escherichia coli B7 prsa (voliéra)
Escherichia coli B9 stehno (voliéra)
Escherichia coli B27 jatra (voliéra)
Escherichia coli B28 prsa (pfiroda)
Escherichia coli B35 prsa (ptiroda)
Escherichia coli B36 prsa (ptiroda)
Escherichia coli B37 stehno (ptiroda)
Escherichia coli B38 stehno (ptiroda)
Escherichia coli B39 stehno (pfiroda)
Escherichia coli B52 jatra (ptiroda)
Escherichia coli B53a jatra (ptiroda)
Escherichia coli B55 prsa (voliéra)
Escherichia coli B56 prsa (voliéra)
Escherichia coli B67 stehno (voliéra)
Escherichia coli B72 stehno (voliéra)
Escherichia coli B73 stehno (voliéra)
Ewingella americana B9%4 stehno (pfiroda)
Moelleralla wisconsensis Bl111 jatra (pfiroda)
Pantoea agglomerans B78 jatra (voliéra)
Serratia liquefaciens B108 jatra (ptiroda)
Yersinia enterocolitica B85 prsa (ptiroda)
Yersinia enterocolitica B100 stehno (ptiroda)
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Tab. 7. Seznam pouZitych indikatorovych sbirkovych kmenii. Z Biologického
ustavu Lékarské fakulty Masarykovy univerzity.

Sbirkovy kmen Oznaceni Zdroj

Escherichia coli K12 Row Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli B1 Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli [0} Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli P400 Biologicky ustav LF MU, Brno
Escherichia coli Sabina40 Biologicky ustav LF MU, Brno
Shigella sonnei 17 Biologicky ustav LF MU, Brno
Shigella flexneri 25W Biologicky ustav LF MU, Brno

Vsechny kmeny byly vyockovany kiizovym roztérem na MPA ze zkumavek, které byly
uchovany pii -80 °C. Vyockované misky byly kultivovany 24 hodin pii teplotach
optimalnich pro vyoc¢kované mikroorganismy. Pro dal§i praci byly misky s kulturami

uchovany v lednici pii 4 °C.

5.1.2 PouZzité pristroje a pomicky

e Autoklav 135 S, H+P Varioklav - H+P Labortechnik AG, Némecko
e Automatické mikropipety, Eppendorf Reserch, Némecko
e Automatické mikropipety, Nichiryo, Japonsko
e Bakteriologické klicky
e Biohazard box EUROFLOX,Scholler, Holandsko
e Biologicky termostat BT 120, Ceska republika
e Digitalni vaha Kern & Sohn GmbH, Némecko
e Chladni¢ka Electrolux, Svédsko
e Laboratorni sklo a bézné pomucky:
o Kadinky
o Erlenmeyerova baika
o Petriho misky
o Odmérné valce
o Zkumavky (bézné, centrifugacni)

e Mikrovinna trouba Electrolux EMS2, Svédsko


https://cs.wikipedia.org/wiki/Erlenmeyerova_ba%C5%88ka
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5.1.3 Kultiva¢ni média

V této praci byla pouzita tato kultivacni média: masopeptonovy bujon (MPB),
masopeptonovy agar (MPA) a Soft agar (Tab. 8).
Jednotlivé slozky MPA, MPB a Soft agaru byly navazeny s presnosti na 0,01 g. Jednotlivé

smési byly pifevedeny do roztoku, ten byl zahtivan, az doslo k uplnému rozpusténi vSech

slozek a nasledné sterilizovan v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.
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Tab. 8. Slozeni pouzitych kultivacnich médii.

Kultivaéni médium SloZeni MnozZstvi
NacCl 3g
Masopeptonovy bujon Masovy extrakt 38
(MPB) Pepton S5¢g
Destilovana voda 1000 ml
NacCl 3g
Masovy extrakt 3g
Masope(g/}(l))lx))vy agar Pepton 5¢
Bakteriologicky agar I5¢g
Destilovana voda 1000 ml
NacCl 5¢g
Masovy extrakt 3g
Soft agar Pepton S5¢g
Bakteriologicky agar 10,5¢g
Destilovana voda 1000 ml

5.1.4 Vpichovy test — kvalitativni stanoveni bakteriocini

Testovany mikroorganismus Pseudomonas fulva 373 byl vpichem vyockovan do misek
s MPA a kultivovan 48 hodin v termostatu pfi teploté 30 °C. Po usmrceni bakterii parami
chloroformu (30 minut) nésledovalo pfeliti misek 3 ml Soft agaru s 0,1 ml kultur
indikéatorovych kmeni, které byly pies noc pomnoZeny ve zkumavkach s MPB. Nésledovala
kultivace po dobu 24 hodin pfi teploté optimalni pro indikatorovy kmen. Druhy den byla
zjiStovana pfitomnost inhibi¢nich z6n okolo ptivodnich kolonii produkéniho kmene.
V ptipad¢ pritomnosti zony byla hodnocena jeji velikost (-/+, +, ++, +++, ++++) a to, zda
byla zéna ¢ird nebo matna. Indikdtorovy kmen byl oznacen jako citlivy v pfipadé, Ze byla

vytvoifena inhibi¢ni zéna kolem produkéniho kmene.
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5.2 Metody

5.2.1 Sekvenace a analyza sekvenci

Analyza genomu zkoumané bakterie Pseudomonas fulva 373, byla provedena po sekvenaci
a kompletaci genomu. Nejprve bylo tfeba ptipravit DNA knihovnu, k cemuz byl pouzit
kit Nextra ® XT DNA Sample Preparation Guide. Naslednd sekvenace byla provedena
na pfistroji Illumina MiSeq. Ziskana data byla upravena pomoci programu SeqMan 4. Data
ziskana pti sekvenaci, byla nahrana do tohoto programu. Byly zaddny podminky zpracovani
a sekvenacni fragmenty byly upraveny a sesklddany metodou de novo, do tzv. kontigt,
cozZ jsou fetézce po sobé jdoucich fragmenti DNA, které vytvaii spojitou sekvenci. Tyto
operace byly provedeny ve spolupraci s MU Brno a VUVeL. Kontigy bylo mozné nasledné

analyzovat pomoci bioinformatickych programi a databazi.

Nejprve byla genomickd data analyzovana pomoci algoritmu BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). Tento algoritmus vyuziva tzv. alignment, coz je zpisob porovnani
dvou a vice homolognich sekvenci aminokyselin nebo nukleovych kyselin (L1 a kol., 2009).
Je to zdkladni postup pro programy, vyhledavajici podobnosti v databazich. Vystupem
porovnani, které vyuziva tuto metodu, jsou sekvence zapsané pod sebou, kdy se shodné
aminokyseliny nebo nukleotidy fadi pod sebe do stejného sloupce (Mount, 2004). Soubor
s kontigy analyzonavého genomu kmene Pseudomonas fulva 373 byl nahran do BLASTu,
byla zvolena kritéria pro analyzu. Nésledné BLAST provedl srovnani s dostupnymi

databazemi NCBI, které¢ obsahuji anotované genomy mikroorganismii.

BLAST je algoritmus, ktery je pouzivan v bioinformatice pro srovnani sekvenci DNA.
Umoziuje srovnani vlozené sekvence se sekvencemi anotovanymi v databdzich. Tento
algoritmus je schopen rozpoznat nejen naprosto shodné sekvence, ale i sekvence, které
vykazuji podobnost nad stanovenou mezi. BLAST jako program byl navrzen v roce 1990
autory Stephenem Altschulem, Warrenem Gishem a kolektivem. K analyze vyuziva
heuristicky princip testovani, kdy ve vétSin€ piipadii je stanovovana sekvence mensi nez
sekvence uvedend v databazich. Sekvencni aligment je provadén v nékolika krocich.
Nejprve jsou odfiltrovany repetitivni sekvence, které mohou negativné ovlivnit nalezeni
signifikantnich sekvenci v databazich. Poté vznik4 k-pismenny seznam tusekli ze zadané
sekvence, kde ,k“ oznacuje délku useku a pro DNA je vétSinou k=11. Seznam obsahuje
vSechny mozné varianty usekli zadané sekvence a tyto useky jsou nasledné hledany

v databazi. Vyhodnoceni zda tsek odpovidd Useku v databazi je provadéno pomoci
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ptifazovani skore jednotlivym kombinacim. V ptipad¢, ze skore presahne zadanou hodnotu
je tsek hodnocen jako odpovidajici. Toto probihéd az do doby nez skére zacne klesat (Xiong,

2006).

Nasledovala analyza v programu RAST do kterého byl taktéz nahran soubor s vytvofenymi
kontigy. Analyza dat byla provedena pomoci néstrojii v prosttedi SEED-Viewer. RAST
predstavuje automatickou sluzbu pro anotaci bakteridlnich genomti. RAST identifikuje
geny, které koduji proteiny, rRNA a tRNA. Je schopen pfifadit funkce gentim a predikuje,
které subsystémy jsou zastoupeny v genomu, a vyuziva tyto informace k vytvoreni
metabolické sité. Anotovany genom je mozné stdhnout v riznych exportnich formatech
(napf. GenBank, FASTA, GFF3, Excel) nebo prochazet v porovnavacim prostredi
SEED-Viewer. Toto prostfedi nabizi fadu moZznosti pro analyzu nahraného genomu.
Internetové stranky SEED a RAST podporuji fadu ndstroji srovndvaci genomiky

(Aziz a kol., 2008).

Jako posledni byla provedena analyza bioinformatickym programem MUMmer 4,
ktery pracuje na platformé Linux a je ovladan pomoci ptikazového fadku. Tento program
je schopen zpracovat velky objem dat v kratkém case. Byl pouzit ke srovnani znadmych
sekvenci bakteriocint, které jsou popsany a ulozeny v databdzich se sekvencemi nami

zkoumaného mikroorganismu (Mummer, online).
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6 VYSLEDKY A DISKUSE

6.1 Analyza genomu — identifikace

Pro analyzu genomu a identifikaci studovaného kmene byl pouzit nastroj BLAST. Tento
program vyuziva algoritmus — tzv. alingment. Po nahrani souboru s kontigy analyzovaného
genomu kmene Pseudomonas fulva 373 do programu, ktery pracuje online, prob&hlo
porovnani s genomy uloZzenymi v databazich NCBI. Byly vyhledany mikroorganismy, které
vykazuji nejvétsi podobnost a zaroven byla pifi srovnavani genomul pocitdna statisticka
vyznamnost shod. Grafické znazornéni podobnosti genomi je zobrazeno na obrazku (Obr.

17).

Color key for alignment scores
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Obr. 17. Vysledek po porovnani s databazemi NCBI programem BLAST.

*Vyobrazené pokryti (Query) nahranych sekvenci se sekvencemi
uvedenymi v databazich. Cervené jsou zobrazeny vysledky se skore
alignmentu > 200, které jsou nejspolehlivejsi.

Dalsim vystupem, ktery nam poskytne program BLAST je tabulka, v niz jsou uvedeny
zakladni statistiky parovych porovnani s nahranou sekvenci. (Obr. 18) V tabulce je zobrazen
nazev mikroorganismu (Description), dale pak hodnoty maximalniho skére (Max score)
a celkového skore (Total score). Kdy maximalni skore udava skoére alignmentu jednoho

z Gsekl nalezené sekvence, ktery se povedlo ztotoznit s nahranou sekvenci. Hodnota



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 60

celkového skore uvadi soucet skore vSech nekontinudlnich ¢asti lokalnich alignment mezi
nahranou a nalezenou sekvenci. V pfipad¢€, ze nahrand a nalezena sekvence jsou totozné
v celé délce, rovnaji se 1 hodnoty maximélniho a celkového skore. Pokryti (Query cover)
vyjadiuje jaka Cast nahrané sekvence je porovnavana s nalezenou sekvenci. E-hodnota
(E-value) udava, kolikrat je moZzné nahodné, v prohledavané databazi, ocekavat sekvenci
se stejnym skore alignmentu jako ma nalezena sekvence vici nahrané sekvenci. E-hodnota
by méla byt co nejmensi, idedln¢ nula. Shoda (Ident) znaci, kolik procent stejnych
nukleotidovych bazi se nachazi v nalezené sekvenci. V poslednim sloupci je uveden pfistup,

coz je odkaz na nalezenou sekvenci.

! Max | Total IOuer',r! EI

Ident | Accession
score score | cover |value

Description

Pseudomonas sp. URMO17WK12:111 genome assembly YEL embl.gz. chromosome -1 2.418e+05 8.411e+05 99% 0.0 99% LN865164.1

Pseudomonas parafulva strain PRS09-11288, complete genome 86597 6.608e+05 92% 0.0 94% CP0199521
Pseudomonas sp. FGI182, complete genome 12757 4.101e+05 82% 0.0 89% CP007012.1
Pseudomonas putida HB3267. complete genome 12706 4.091e+05 83% 0.0 89% CP0037381
Pseudomonas monteilii SB3101. complete genome 12682 4.061e+05 83% 0.0 89% CP006979.1
Pseudomonas monteilii SB3078, complete genome 12682 4.061e+05 83% 0.0 89% CP0O0E6978.1
Pseudomonas plecoalossicida strain MyZ712. complete genome 12680 4.055e+05 82% 0.0 89% CP010359.1
Pseudomonas sp. DRAS25 genome 12676  4.153e+05 82% 0.0 89% CP0187431
Pseudomonas putida strain DLL-E4. complete genome 12670 4.460e+05 83% 0.0 89% CP007620.1
Pseudomonas pufida $16. complete genome 12637 4.066e+05 83% 0.0 89% CP002870.1
Pseudomonas putida strain AAT, complete genome 12429 3.866e+05 81% 0.0 89% CP01388461
Pseudomonas putida GitB gene. complete cds 5541 5541 0% 0.0 89% AYB85268.1
Pseudomonas putida $12.1.2, complete aenome 12395 4.006e+05 82% 0.0 88% CP010979.1
Pseudomonas sp. JY-Q. complete genome 12296 3.894e+05 81% 0.0 88% CP011525.1
Pseudomonas pufida B6-2, complete genome 122686 3.889e+05 81% 0.0 88% CP0152021
Gamma proteobacterium NT2-3 isolate NT2-2Contig2 genomic sequence 6017 7807 1% 0.0 88% KU505136.1
Pseudomonas putida strain PP112420. complete genome 16367 4.012e+05 84% 0.0 87% CP0170731
Pseudomonas putida GB-1. complete aenome 16362 4012405 84% 0.0 87% CP000926.1
Pseudomonas pufida W6&19, complete genome 15837 3.560e+05 79% 0.0 87% CP0009491
Pseudomonas pufida H8234, complete genome 13636 4.012e+05 84% 0.0 87% CP005976.1

Obr. 18. Vystup z BLASTu, zdkladni statistiky parovych porovnani se zajmovou sekvenci.

Vysledkem provedené identifikace byla nalezena podobnost s genomem bakterii
Pseudomonas parafulva a Pseudomonas putida. Tyto bakterie byly izolovany ze vzorkl
ryze. Studie genomu Pseudomonas parafulva byla provedena na China National Rice
Research Institute v Ciné a anotace byla uvefejnéna v unoru 2017. Studie druhého velmi
shodného genomu bakterie Pseudomonas putida prob&hla na First Affiliated Hospital
of Guangzhou Medical University v Ciné a tento genom byl anotovan v srpnu 2016. Jako
prvni je v tabulce uveden genom vykazujici shodu 99,99 %, ktery byl studovan ve Svycarsku

a anotovan byl v ¢ervnu 2015, avSak k tomuto genomu nejsou uvedeny podrobnéjsi udaje.
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Shoda s genomem Pseudomonas fulva nebyla prokazana, coz miize byt zptisobeno tim,
ze doposud byla v databazich NCBI uloZena pouze jedna kompletni sekvenace genomu
tohoto bakteridlniho kmene. Podle soucasnych nejnovéejSich postupli taxonomického
zafazeni, spadd kmen Pseudomonas fulva do skupiny Pseudomonas putida (Tab. 3).

Nalezenou podobnosti, miize byt usuzovano na blizkou ptibuznost téchto bakterii.

Identifikace, klasifikace a taxonomické zatazeni mikroorganismu je nyni provadéno
polyfazickym piistupem, kdy se fenotypové charakterizace misi s genotypovymi
a fylogenetickymi informacemi. To miZe vést nékdy k nepfesnostem pfi identifikacich hife
charakterizovatelnych mikroorganismi (Baltrus, 2016). Diky pokroku sekvena¢nich metod
a také tomu, ze se sekvenace genomu stava rutinnim postupem je mozné, ze v budoucnu
bude identifikace, klasifikace i taxonomické zatazeni bakterii provadéno pouze na zakladé
vysledkl genetické analyzy (Pallen, 2016). Sekvenace prvniho bakteridlniho genomu byla
zvetejnéna v roce 1995, kdy Fleischmann a kolektiv publikovali sekvenaci kompletniho

genomu bakterie Haemophilus influenzae (Fleischmann a kol., 1995).

The National Center for Biotechnology Information (NCBI) je soucéasti United States
National Library of Medicine (NLM) a pobockou National Institutes of Health (NIH).
Spojuje v sobé databaze souvisejici s biotechnologickymi a biomedicinskymi obory. Hlavni
databazi je GenBank, kterd obsahuje informace o DNA sekvencich. Soucasti je i sekce
PubMed, ktera je databazi biomedicinské literatury. Od roku 1992 jsou soucéasti NCBI také
dalsi databaze — napt. Gene (kompletni informace o ulozenych genech), the Molecular
Modeling Database (proteinové struktury 3D), dbSNP databaze single-nukleotidovych
polymorfismi) a dalsi (NCBI, online).

NCBI obsahuje také softwarové nastroje, jako naptiklad BLAST, ktery umoziuje porovnani
sekvenaci s databazi GenBank online. Diky témto moznostem se s databaze NCBI stava
univerzalni nastroj, kterym lze zjistit zajimavé skutecnosti, které vyplivaji ze sekvenovanych
dat. Prvni verze BLASTu byla autory pfedstavena v roce 1990. Tento nastroj piedstavoval

novy ptistup k rychlému srovnéani sekvenaci (Altschul a kol., 1990).

V databazich NCBI se aktualné nachdzi 170 kmend pseudomonad s kompletni sekvenaci
genomu. Spolu s ¢asteéné zpracovanymi sekvenacemi se v databazich nachazi 3279 anotaci,
z ¢ehoz ve 29 ptipadech byly anotovany sekvenace plazmidi. 4 anotace se tykaji
Pseudomonas fulva, kompletné zpracovana sekvenace genomu této bakterie je v databazich

pouze 1.
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6.2 Inhibi¢ni spektrum

Bylo testovano inhibi¢ni spektrum kmene Pseudomonas fulva 373 vpichovym testem vici
41 bakteriim z 13 rodl (Acinetobacter, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Ewingella,
Klebsiella, Leclercia, Moelleralla, Pantoea, Pseudomonas, Serratia, Shigella, Yersinia).
Bylo zji§téno, Ze inhibuje 11 citlivych kmeni patticich do 4 rodt. Cira velmi slaba inhibiéni
zona (-/+) okolo vpichu byla zjisténa u kmenl Escherichia coli (B1, B27, B36, B37, ¢).
Matna velmi slabéd inhibi¢ni zona (-/+) okolo vpichu byla zjisténa u kment Escherichia coli
(B7, B28) u kmentl Acinetobacter lwoffii (B30) a Yersinia enterocollitica (B85). Cira slaba

(+) inhibiéni zona byla zjisténa u kment Escherichia coli (Sabina40) a Shigella sonnei (17).

Osm citlivych kmenti patti do rodu Escherichia, ktery je zatfazen do celedi
Enterobacteriaceae. Do stejné Celedi patii také dalsi citlivé bakterie - Yersinia
enterocollitica a Shigella sonnei. Celed Enterobacteriaceae patii do tadu Enterobacterales.
Posledni kmen, u kterého byla prokdzana citlivost - Acinetobacter Iwoffii, spada do celedi

Moraxellaceae. Tato Celed’ je soucasti fadu Pseudomonadales (Tab. 9).

Tab. 9. Taxonomické zarazeni testovaného kmene a produkcnich kmenai.

Citlivé kmeny Testovany kmen
Rad Enterobacterales Pseudomonadales Pseudomonadales
Celed’ | Enterobacteriaceae Moraxellaceae Pseudomonadeceae
Yersinia
Rod Escherichia Acinetobacter Pseudomonas
Shigella

Z tabulky taxonomického zafazeni je patrné, Ze latky produkované testovanym kmenem
tvrdily, Ze pyociny, které produkuji bakterie rodu Pseudomonas, inhibuji pouze blizce
ptibuzné druhy bakterii (Cascales a kol., 2007). V posledni dobé se objevuji studie, které
popisuji ptipady, kdy pyociny produkované P. aeruginosa pusobi na bakterie neptibuznych
rodi — ptikladem citlivych bakterii vici pyocinim P. aeruginosa jsou Neisseria
gonorrhoeae, Haemophilus ducreyi a komplex bakterii Burkholderia cepacia (France

a Remold, 2016). Vysledky potvrzuji tento trend.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=91347&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=468&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=91347&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=468&lvl=3&lin=f&keep=1&srchmode=1&unlock
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6.3 Analyza genomu — vyhledavani charakteristickych sekvenci

Vyhledavani charakteristickych sekvenci a podrobnd analyza genomu bakterie
Pseudomonas fulva 373, byla provedena pomoci RASTu. Soubor kontigii byl nahran
do online nastroje RAST a nasledn¢ byl zpracovan v prosttedi SEED-Viewer, které
umoznilo porovnat nami zkoumany genom s jiz anotovanymi genomy. Vystupem
ze zékladni analyzy programem RAST je piehlednd charakteristika genomu, ktera

je uvedena v tabulce (Tab. 10).

Tab. 10. Zdkladni charakteristika genomu — RAST.

Kmen Pseudomonas fulva
Doména (Domain) Bacteria
Taxonomie (Taxonomy) Bacteria
Velikost genomu (Size) 4752876 bp
Celkovy pocet kpntigﬁ 195
(Number of Contigs)
Pocet kodujicich sekvenci 4754

(Number of Coding Sequences)

Obsah GC pari (GC Content) 61,8 mol%
*Pocet kodujicich sekvenci: sekvence DNA, kterd obsahuje
informace pro vytvoreni proteinu. U bakterii Pseudomonas
fulva se bézné pohybuje v rozmezi 4119-4459 genui kodujicich
protein (Penia a kol., 2016). Obsah GC paru: podil guanino-
cytosinovéhokomplementdrniho paru (GC). Obsah GC v DNA
Pseudomonad se pohybuje v Sirokém rozpéti 58 — 69mol%, coz

je jeden z ukazatelu znacné heterogenity rodu (Palleroni,
2005).

Prostiedi SEED-Viewer je schopné vytvofit strukturu metabolismu a pfifadit nalezenym
gentim funkce. Na obrazku (Obr. 19) je vlevo zobrazen sloupcovy graf, ktery znazornuje
procento gent, které jsou zafazeny do subsystémi. U studovaného genomu bylo 54 % genii
zatazeno do subsystémt, oproti zbylym 46 %, které zatfazeny nebyly. KoldCovy graf
uprostied zobrazuje rozlozeni kategorii subsystéml v mikroorganismu. Vpravo

od kolacového grafu je uveden seznam subsystémti.
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subsystémy - poleryt subsystémy - rozlozent subsystémy - fimbeéni skupiny

W Kofaktory, Vitaminy, protetické skupiny, Pigmenty (316)
@MW Bunétna sténa a kapsle (180)

@ W Virulenci, nemoc a obrana (91)

@ metabolismus draselny (21)

W Fotosyntéza (0)

Rizné (59)

| Fégy, profagl, Transpozony, plazmidy (4)
m Membrinovy transport (156)

@M ziskdvani a metabolismu Zeleza (56)

RMNA metabolismu (150)

W MNukleosidy a nukleotidy (115)

@@ Protein metabolismus (249)

B Bunécné déleni a bunéény cyklus (34)
Pohyblivost a chemotaxe (120)

B Regulace a Bunééna signalizace (102)
Sekundarni metabolismus (5)

1 DMA metabolismus (123)

@ W Mastné kyseliny, lipidy, a Isoprenocidy (188)
B Dusik metabolismus (21)

B Dormance a Sporulace (3)

Dychani (134)

Stresoveé reakce (165)

Metabolismus aromatickych sloucenin (77)
Aminokyseliny a derivaty (573)

Sira metabolismus (68)

Fosfor Metabolismus (44)

Sacharidy (358)

HEAHEHEE
=) |

Obr. 19. Grafické zobrazeni subsystémii v programu SEED-Viewer.

V seznamu subsystémil je mozné zobrazit ipodkategorie jednotlivych subsystémil.
Subsystémy pokryvaji vSechna odvétvi bunécného Zivota, vCetné metabolickych drah.
Nejvetsi pozornost v této praci byla vénovédna subsystému pro virulenci, rezistenci

a obranyschopnost, do které¢ho je zatazeno 91 genii (Tab. 11).
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Tab. 11. Tabulka rozdeleni subsystému virulence, rezistence a obranyschopnost.

Kategorie Podkategrie Poceot
genii
Bakteriociny o
a ribosomalné Tolerance ke kolicinu E2 (1)
syntetizované 11
antibakteridlni | .00 v 5 klast pro produkci bakteriocinti (10)
peptidy
Inhibitory lysozym (1)
Regulace metabolismu médi (12)
Odolnost vici kobaltu, zinku a kadmiu (12)
Rezistence k tripartitnim systémim u
Odolnost proti gramnegativnich bakterii (15)
antibiotikiim a | Odolnost vii¢i fluorochinolontim (4) 7
toxickym -
Litkim Odolnost vici arzenu (7)
Odolnost vici medi (3)
B-laktamazovy systém (2)
Vicenasobna rezistence (12)
MexE-MexF-OprN vicetucelovy efektovy systém (4)
Virulen¢ni operon podilejiciho se na transkripci
. DNA (2)
Invazivita a - 7 — ; ;
] ., Virulenéni operon zapojeny do biosyntézy
intracelularni o, 8
) chinolinatu (3)
rezistence . < T ; P
Virulen¢ni operon, podilejici se na syntéze proteint
(LSU ribozomalni proteiny) (3)
Detekce
Bez zarazeni
Adheze Tyto geny nejsou v genomu obsazeny 0
Toxiny
a superantigeny

*Pocet zarazenych genii u jednotlivych podkategorii je uveden v zavorkdach.

Pomoci programu RAST bylo také analyzovano, které genomy mikroorganismi vykazuji
nejblizsi genetickou pfibuznost. Tyto mikroorganismy jsou uvedeny v tabulce na obrazku
(Obr. 20). Z tabulky je patrné, ze prevlada podobnost s bakteriemi kmene Pseudomonas

putida.


http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Subsystems&subsystem=Mycobacterium_virulence_operon_involved_in_DNA_transcription&organism=6666666.253191
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Subsystems&subsystem=Mycobacterium_virulence_operon_involved_in_DNA_transcription&organism=6666666.253191
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Subsystems&subsystem=Mycobacterium_virulence_operon_possibly_involved_in_quinolinate_biosynthesis&organism=6666666.253191
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Subsystems&subsystem=Mycobacterium_virulence_operon_possibly_involved_in_quinolinate_biosynthesis&organism=6666666.253191
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Subsystems&subsystem=Mycobacterium_virulence_operon_involved_in_protein_synthesis_(LSU_ribosomal_proteins)&organism=6666666.253191
http://rast.nmpdr.org/seedviewer.cgi?page=Subsystems&subsystem=Mycobacterium_virulence_operon_involved_in_protein_synthesis_(LSU_ribosomal_proteins)&organism=6666666.253191

UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

66

| 160485.1 513 Pseudomonas putida KT2440

| 160488.4 S01 Pseudomonas putida KT2440

3517464 SO0 Pseudomonas putida F1

1081240.5 4585 Pseudemonas putida BE-2

7EEE5.3 451 Pzeudemonas putida GBE-1

2517466 483 Pzeudomonas putida F1

7EEE0.5 475 Pzeudemonas putida GBE-1

531221.3 461 Pzeudemonas putida BIRD-1

200235.3 452 Pzeudemonas putida WELS

200235.5 436 Pzeudemonas putida WE1S

2546766 434 Pzeudemonas entomophila L48

2546765 417 Pzeudemonas entomophila L48

104287E5.5 402 Pzeudemonas putida S16

1193146.3 381 Pzeudemonas putida LS4E

1153455.3 265 Pzeudemonas putida SITE-1

1215087.3 333 Pzeudomonas putida 512

221023.4 328 Pzeudomonas putida NDE

10053595, 309 Pzeudemonas putida CSVEE

1215025.2 309 Pzeudemonas putida HE22E67

1196325.23 250 Pzeudomonas putida DOT-T1E

1217722.3 235 Pzeudemonas sp. 513.1.2

220664.3 201 Pseudomonas fluorescens PF-5

2E4730.3 156 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 14484
2206645 154 Fseudomonas fluorescens PR3

11633598.3 188 Pzeudemonas sp. HYS

2E4730.9 184 Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 14484
205522.3 179 Fzeudomonas flusrescens FRO-1

203518.4 172 Pseudomonas syringae pv. syringae B728a
205522.5 171 Fseudomonas flusrescens -1

Obr. 20. Tabulka nejblizsich geneticky pribuznych mikroorganismi

vygenerovand v prostiedi SEED-Viewer.

Genom zkoumané pseudomonddy byl nasledné pouzit jako referecni pro porovnani

se Ctyfmi vybranymi anotovanymi genomy pseudomonad. Byly zvoleny genomy bakterii

Pseudomonas aeruginosa PAO1, Pseudomonas entomophila, Pseudomonds fluorescens

a Pseudomonas putida. Vysledky srovnéani jsou vyobrazeny v kruhovém grafu (Obr. 21).

Kazdy kruh ptedstavuje genom jednoho kmene a tyto genomy jsou fazeny od vnéjsiho kruhu

smérem do stiedu. Shodnost genomil je znazornéna pomoci barevné Skaly, kdy mista

vykazujici nejvétsi podobnost jsou zobrazena modie az zelen€, mista s nizsi podobnosti jsou

zobrazena oranzové az cerven¢. Hodnoceni dle barevné Skdly ukazuje nejvyssi miru

podobnosti mezi genomy Pseudomonas entomophila a Pseudomonas putida. Bila mista

znaci delece v porovnani s referencnim genomem.
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Reference Pseudomonas fulva (6666666.253191)
Comparison Organism 1 Pseudomonas aeruginosa PAO1 (208954.1)
Comparison Organism 2 Pseudomonas entomophila L48 (384676.6)
Comparison Organism 3 Pseudomonas fluorescens Pf-5 (220664.3)
Comparison Organism 4 Pseudomonas putida F1 (351746.4)

Percent protein sequence identity
Bidirectional best hit [00/998:9/90.899.5 99 98 95 90 80 70 60 50 (40 30 /20 /10
Unidirectional best hit 100 99.999.899.5 99 93 95 90 80 70 &0 50 40 30 20 10

Obr. 21. Kruhovy graf zobrazujici srovnani podobnosti ctyr
anotovanych genomii vybranych mikroorganismii s referencnim

genomem nami zkoumané Pseudomonas fulva.

Pfi porovnani ¢ty bakterii kmene Pseudomonas putida s referenénim genomem byly
nalezeny ¢asti vykazujici nejvyssi podobnost. Tyto ¢asti obsahuji geny kodujici ribozomalni
proteiny. Oblast vykazujici nejvetsi shodnost je vyznacena na obrazku (Obr. 22). V databazi
RASTu se aktudln¢€ nenachdzi anotovany genom bakterie Pseudomonas fulva, proto nebylo
provedeno porovnani s timto genomem a byly vybrany genomy bakterii, které vykazuji

blizkou ptfibuznost.
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Reference Pseudomaonas fulva (AEEEEEGE.253191)
Comparison Organism 1 Pseudomonas putida F1 (351746.4)
Comparison Organism 2 Pseudomonas putida GB-1 (76869.3)
Comparison Organism 3 Pseudomonas putida KT2440 (160488.1)
Comparison Organism 4 Pseudomonas putida W619 (390235.3)

— Percent protein sequence identity
Bidirectional best hit 100929.999.899.5 99 93 95 90 80 70 60 50 (40 30 20 10
Unidirectional best hit 100 99.999.899.5 99 98 95 90 &80 70 60 50 40 30 20 10

Obr. 22. Kruhovy graf zobrazujici srovndni podobnosti ctyr

anotovanych genomu vybranych bakterii Pseudomonas putida

s referencnim genomem.
Dal$im srovndvacim nastrojem je Compare Regions View, tedy ndstroj, ktery umoziuje
porovnat blizké okoli genu s uspofadanim genomt piibuznych mikroorganismi (Obr. 23).
Geny majici stejnou funkci jsou zobrazeny stejnymi barvami a oznaceny stejnym cislem.
Geny, jejichz relativni pozice je zachovéna nejméné u Ctyi dalSich organismd, jsou funkéné
spojeny a maji Sedé pozadi. Cervenou Sipkou je oznaden gen pro produkci proteinu

kolicinu V(lﬁ). Tento gen je umistén v tésné blizkosti Ctyf genil, které jsou zatazeny
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do jednoho klastru nazvaného ,,Colicin V and Bacteriocin Production Cluster. Ke geniim
zafazenym  do  tohoto  klastru  patii gen  kodujici  tvorbu = enzymu
amido-fosforibosyltransferazy (5), dale gen kodujici DedD protein (E E), gen
pro Acetyl-koenzym A  beta-karboxytransferazu (5), pro syntézu enzymul
dihydrofolatreduktazu a folylpolyglutamate syntazu (E) a gen kodujici tRNA
pseudouridin syntazu (E).

1 ] ] i ] 1
P. fulva
9 F g ] 10 1 13 .
P. flurescens D (WD N

1z g
P. aeruginosa P I

T

9 q a3 1a TG
C. jeponicus Ue (Y-S ERDEEIE) T )

3 4 13 16 =3 1 Z 75

. borkunensis  [IED-Ip— ) ) - ) Im) T  ) =

5. sp. P-4

P. ingrahami in L}ﬂ
2 12

5. halifaxensis

F. tunicata D2

E. coli k12

Obr. 23. Srovnani sad homolognich genii u vybranych bakterii. Homologni oblasti jsou

zobrazené stejnou barvou a cislem.

Prohlize¢ Genom Browser umoziiuje v prostiedi SEED-Viewer zobrazit rysy genomu
v jejich genomovém kontextu. Radky (-3, -2, -1, 1, 2, 3) predstavuji Sest &tecich ramctL.
Na tadku bez oznaceni jsou zobrazeny geny pro RNA (tRNA, rRNA nebo jiné genomové
vlastnosti jako napiiklad vazebna mista. Sipky jsou odlideny barvami, podle zafazeni
do subsystémtl. Cervenou Sipkou je zobrazen gen pro produkci proteinu kolicinu V

(Obr. 24).
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Obr. 24. Zobrazeni rysii genomu v jejich genomovém kontextu.

Sekvence genl pro pyociny je mozné nalézt v databazich. K témto databazim patii také
BACTIBASE, Pseudomonas Genome Database (PSD) a jiz pouzité databaze NCBI (NCBI,

online).

Bactibase je internetova databaze ve které jsou shromazd’'ovany informace o bakteriocinech
produkovanymi grampozitivnimi 1 gramnegativnimi bakteriemi. V databazi jsou uvedeny
informace o aminokyselinové sekvenci, struktufe, fyzikalné-chemickych vlastnostech
bakteriocinli. Data o genech pro jednotlivé bakteriociny jsou uvadény bez Sir§iho
genetického pozadi (Hammami a kol.,, 2007). Je zde ulozeno 229 bakteriocinti
produkovanych grampozitivnimi bakteriemi a pouze 19 bakteriocinii gramnegativnich
bakterii. Databaze je voln€ dostupna na http://bactibase.pfba-lab-tun.org (2016) V databazi
jsouulozeny 2 pyociny — pyocin S1 a S2. Vzhledem k nedostatecnosti této databaze — nebyla
pouzita pro analyzu. Pseudomonas Genome Databese je databaze, ve které se nachazi
pravidelné¢ aktualizované anotace o genomech pseudomonad. Je zde ulozeno
184 kompletnich anotaci, avSak tato databdze neumoznuje nahrani a analyzu vlastnich

sekvenovanych dat, proto nebyla vice vyuzita (Winsor a kol., 2009).

Jako posledni byla provedena analyza pomoci programu MUMmer 4, byly srovnany zndmé
sekvence bakteriocini a colicinli se sekvenovanym genomem bakterie Pseudomonas
fulva 373. Tento program byl ovladan ptikazovym fadkem a pracoval v opera¢nim systému
Linux. Pfi analyze timto programem nebyly nalezeny Zadné zatim anotované bakteriociny,
které by byly shodné s dodanymi sekvenacnimi daty. Srovnanim s riznymi dostupnymi
databazemi anotovanych genomii nebyl prokazan vyskyt genu, ktery je zodpovédny za
produkci nékterého doposud popsaného pyocinu. Coz miize znamenat, Ze kmen

Pseudomonas fulva 373 produkuje novy typ — dosud nepopsaného pyocinu.


http://bactibase.pfba-lab-tun.org/
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Castym problémem v anotaci otevienych &tecich rameti (ORF z anglického ,,Open reading
frame*) je v identifikaci gent, které jsou funkéné€ podobné, ale maji omezenou nebo Zadnou
sekvencni homologii. Tento problém se tyka zejména bakteriocind, které patii do velmi
riznorodé skupiny antimikrobialnich peptidl a jsou obvykle kodované malymi ORF, jejichz
okoli vétsinou tvoii biosyntetické geny (de Jong a kol., 2006). Coz muze byt jedna z pficin,
pro¢ nebyla prokdzdna shoda sjiz anotovanymi geny, odpovédnymi za produkci

bakteriocin.

MozZnym feSenim jak identifikovat pyocin, ktery nejspi§ kmen Pseudomonas fulva 373
produkuje, je urCeni proteinového spektra studované bakterie, izolace proteint za vyuziti
délicich technik jako je SDS-PAGE, 2-D PAGE nebo nedenaturujici polyakrylamidova
elektroforéza s naslednou identifikaci a charakterizaci proteinti. V soucasné dob¢ l1ze vyuzit
nekolik raznych technik. Jednou znich je selektivni Stépeni proteint, které umoziiuje
vytvoieni diagnostické mapy konkrétniho proteinu. Dal$i moznosti predstavuji metody
sekvenace aminokyselin v proteinech nebo rentgenovd krystalografie pro urceni

trojrozmérné struktury proteinu (Alberts a kol, 2005).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 72

ZAVER

Rod Pseudomonas je velmi heterogenni rod, jehoz klasifikace se neustale vyviji. Bakterie
tohoto rodu jsou schopny produkovat inhibi¢ni latky, které potlacuji rast bakterii blizce
piibuznych kment, ale byla prokazana také inhibice bakterii taxonomicky vzdalenych rodi.
Vpichovy test pro uCeni inhibi¢niho spektra prokazal inhibici hned né¢kolika raznych druht

- Acinetobacter lwoffii, Escherichia coli, a Yersinia enterocolitica.

Diky rozvoji sekvenacnich technik, rozvoji online genomovych databazi a rtznych
bioinformacnich nastrojii je mozné celkem spolehlivé identifikovat mikroorganismus
a provést genomovou analyzu. Pomoci nastroje BLAST byla provedena identifikace
studované¢ho kmene Pseudomonas fulva 373. Vysledkem byla podobnost pouze s genomy
bakterii Pseudomonas parafulva a Pseudomonas putida. Shoda s genomem Pseudomonas
fulva nebyla prokézéana, coz muze byt zplisobeno tim, Ze doposud byla v databazi NCBI
uloZena pouze jedna kompletni sekvence genomu této bakterie. Jelikoz druh Pseudomonas
fulva dle nejnovéjsich fylogenetickych studii spada do skupiny Pseudomonas putida, neni

tento vysledek ptekvapivy a ukazuje na jejich blizkou pfibuznost.

Genom Pseudomonas fulva 373 byl dale analyzovdn sovnavacim algoritmem RAST
v prostiedi SEED-Viewer. Nejprve byl genom porovnan se 4 genomy bakterii rodu
Pseudomonas. Byla prokdzana vysokd shoda s genomem bakterie Pseudomonas putida.
V databazi RASTu se aktudln¢ nenachazi anotovany genom bakterie Pseudomonas fulva,

proto nebyl genom porovnan.

Srovnanim s databazemi anotovanych genomi v prostiedi RAST nebyl prokazan vyskyt
genu, ktery je zodpovédny za produkci nékterého dosud popsaného pyocinu. Na druhou
stranu za vyuziti nastroje SEED-Viewer byl zjistén a lokalizovan gen pro kolicin V. Avsak
neni vylouceno, Zze kmen Pseudomonas fulva 373 produkuje novy typ dosud nepopsaného
pyocinu. Moznym feSenim jak identifikovat novy pyocin je uréeni proteinového spektra

s naslednou identifikaci a charakterizaci proteinti.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
A/C/G/T Adenin/cytosin/guanin/ thymin

APS Adenosin-5"-fosfosulfat

ATP Adenosintrifosfat

BLAST  The Basic Local Alignment Search Tool

bp Jednotka délky nukleové kyseliny udané v poctu part bazi (pair base)
CCD Kamera (z angl. the charge-coupled device)

cl Represor

CMLB Colicin M-like bakteriociny

ColM Colicin M

kb Jednotka 1000 (kilo) part bazi

ddATP  Dideoxyadenosintrifosfat

ddCTP  Dideoxycytidintrifosfat

ddGTP  Dideoxyguanosintrifosfat

ddNTP  Dideoxynukleosidtrifosfat

ddTTP Dideoxythymidintrifosfat

DNA Deoxyribonukleova kyselina

dNTP Deoxyribonukleosidtrifosfat

dNTPs  Deoxynukleotidy dNTPs

dsDNA  dvouvldknova DNA (z angl. double strand DNA)
emPCR  Emulzni polymerazové fetézové reakce

FptA Ferripyochelinovy receptor

FpvA Ferripyoverdinove receptory

GE Gelova elektroforéza

kDa Atomova hmotnostni jednotka, 1000 (kilo) Daltont
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MBLB  Microcin B-like bakteriocin

mcbG Gen zodpovedny za produkci imunitniho preteinu

MMBL  Monocot mannose-binding lectins

mol/l Mol na litr — jednotka molarni koncentrace

MPA Maospeptonovy agar

MPB Masopeptonovy bujon

NLM United States National Library of Medicine

NaCl Chlorid sodny

NCBI The National Center for Biotechnology Information

NGS Metody nové generace sekvenovani (z angl. next-generation sequencing)

NLM National Library of Medicine

ORF Otevieny Cteci ramec
Ppi Pyrofosfatu

PrtN Transkrip¢ni regulator
PrtR Transkripéni regulator
PTP Cip PicoTiterPlate™

RAST Rapid Anotace using Subsystem Technology

rDNA Ribozomalni DNA

recA Protein nezbytny pro opravy DNA

RNA Ribonukleova kyselina

rRNA Ribozomalni RNA

ssDNA  Jednovlaknova DNA

TGS Tteti generace sekvenovani (z angl. third generation sequencing)
TOMM  Thiazol/oxazol modifikované mikrociny

tRNA Transferova ribonukleova kyselina

uv Ultrafialové zareni
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A Lambda (pismeno fecké abecedy)
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