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Anotace:

Vceli med je unikétni pfirodni produkt. Med je odeddvna vyuzivén jako lahodna sladka
potravina. Je vSak cenén také pro mnohostranné 1éCivé UCinky. Med bohuzel patii mezi
nejfalSovanéjsi potraviny. Do medu nesmi byt nic piidavano a nesmi byt upravovan. S medem je
také potieba zachazet opatrné, protoze jeho kvalitu miize negativné ovlivnit zpiisob zpracovani.
Med muze vyrazn€ ovlivnit neSetrné rozehiivani. I ptes velky pokrok v analytickych metodach se
nedaii prokéazat vSechny falSované medy. Nékteré zplisoby falSovani jsou totiz dosti sofistikované.
Proto je potieba hledat nové piistupy a metody pro odhalovani falSovani medu. Aby mohl byt med
prodavan, musi spliilovat mezindrodné platné normy, které plati také na narodnich urovnich
s ptipadnymi modifikacemi. Jednim z dllezitych parametrii pro med je mira diastdzové neboli
amylazové enzymové aktivity, kterd je uznavanym indikatorem Cerstvosti a kvality medu. Snizena
diastazova aktivita pod stanovenou normu miize indikovat stary med, ale mtze byt také diisledkem
nesetrného zachazeni s medem. V neposledni fadé mize byt diastazova aktivita snizena v dusledku
falSovani medu, jako je jeho fedéni cukernymi ndhrazkami. Nékdy mize byt amylazova aktivita
uméle nastavena pifidanim enzymi. Takto falSovany med sice splni stanovené legislativni
pozadavky pro uvedeni na trh, ale nastavenim amylazové aktivity je porusen zdkaz o piidavani
latek do medu. Dosud pouzivané metody neumoznovaly odhaleni takovéhoto zptisobu falSovani.
Proto se tato metodika zamétuje praveé na specifickou identifikaci cizich amylaz, které se mohou
v medu vyskytovat. Metodika umoznuje identifikovat bottom-up shotgun proteomickym piistupem
prakticky jakoukoliv cizi amyldzu v medu. Identifikované specifické peptidy ziskané na zakladé
tohoto metodického postupu mohou byt pozdé&ji vyuzity pro vyvoj cilené metody pro identifikaci

cizich amylaz.



Annotation:

A method for identification of foreign amylases in honey

Honey is a unique natural product. Honey has been used as a sweet and delicious foodstuff
since ancient times. However, it is also valued for its multifaceted currative properties.
Unfortunately, honey is one of the most adulterated foods. Nothing may be added to or modified
from the honey. Honey also needs to be handled with care. Honey quality can negatively be affected
by the way of processing such as heating and storage. Despite great progress in analytical methods,
it is not possible to prove all adulterated honeys. Some methods of adulteration are quite
sophisticated. Therefore, it is necessary find new approaches and methods for identification of
honey adulteration. To be sold, honey must comply with internationally valid standards, which are
also valid at national levels with possible minor modifications. One of the important parameters
for honey is the level of diastase or amylase enzyme activity, which is a recognized indicator of
the freshness and quality of honey. Lower diastase activity below the established level may indicate
old honey, but it may also be the result of careless handling of honey. Last but not least, diastase
activity may be reduced due to adulteration of honey such as its dilution with sugar substitutes. It
is possible that amylase activity can be artificially adjusted by the addition of enzymes. Honey
adulterated by the artificially added amylase meets the legislative requirements for placing honey
on the market, but this violates the rules laid down by law. The methods used so far have not made
it possible to prove this way of honey adulteration. Therefore, this methodology focuses on the
identification of foreign amylases that may occur in honey. The methodology enables to identify
practically any foreign amylase in honey by bottom-up shotgun proteomic approach. Based on the
obtained results with specific peptides can be further used for the development of a targeted method

for the identification of foreign amylases.
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1. Cil

Cilem metodiky je pfispét novym metodickym postupem k identifikaci falSovaného medu.
Metodika je zaméfena na odhaleni zptsobu falSovani medu, ktery spociva v ptidani cizich amylaz
do medu, ¢imz je kompenzovana diastazova aktivita. Cilem je poskytnout uzivateltim postup, ktery
bude pouzitelny na pfistrojovém hardwaru zahrnujici vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr
s kapalinovou chromatografii a vyhodnocovaci software od riznych dodavateli. Metodika
umoziiuje specifickou identifaci prakticky vSech moznych amyldz nachazejicich se v daném
vzorku medu, pro néz existuje sekvence. Metodika umoznuje identifikaci spektra amylaz, které
nejsou pravému medu vlastni. Soucasné v§ak umoznuje identifikaci proteinti ze vcel, ale i dalSich

proteinti, které jsou medu vlastni.

2. Uvod do problematiky kvality medu

Med je pfirodnim produktem vcely medonosné. Med je velmi cenénd a také vychvalovana
potravina, kterd je bézn¢ pouzivana v fadé domacnosti. Kromeé vysoké potravinové hodnoty je med
také zndm svymi lécebnymi Gcinky, které znali jiz nasi davni pfedci. Lécivé ucinky riiznych typt
medu popisuje odedavna 4jurvédskd medicina [1]. Med mé rizné vyuziti i v moderni medicing.
mikroorganismiim [3, 4]. Podle britského Narodniho institutu pro zdravi a klinickou kvalitu
(anglicky: National Institute for Health and Care Excellence; NICE) mlze byt uzivani medu proti
onemocnénim hornich dychacich cest a akutni bronchitidé prostiedkem, ktery by mohl pomoci
snizovani spotieby antibiotik. To by v kone¢ném disledku mohlo pomoci pro snizovani
antibiotické rezistence mikroorganismil, ktera je globalni hrozbou nasi civilizace [5]. Dalsi
medicinalni vyuziti medu je pii [é¢be popalenin a pii hojeni ran [6—8], v dentalni hygiené [9] nebo

dokonce v aplikacich proti rakoviné [9].

Unikatnost v€eliho medu jako ptirodniho produktu je velmi zavisla na kvalité a také pivodu.
Med je bohuzel velmi €asto falSovanou komoditou a této problematice je vénovana mezinarodné
znacna pozornost [10]. Med je obecné povazovan za komplikovanou matrici pro analyzy. Obsahuje
totiz velky obsah cukri a také fadu raznych latek, na jejichz variabilité se odrazi podstatnou mérou
botanicky pivod medu. Zasadnim faktorem, ktery muze ovlivnit kvalitu medu, je zpisob

zpracovani, skladovani a razné zpiisoby falSovani. FalSovani je provadéno zejména piiddvanim
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ruznych cukernych roztoku a sirupt. Med je také casto nespravné oznacovan na etiketé [10—13].
Mezinarodné platnd kritéria kladend na med, ktery mize byt prodavan, jsou uvedena piedevsim
v Codex Alimentarius (Cesky: potravinové regule), ktery spravuje Organizace pro vyZivu a
zemed@lstvi Spojenych narod (FAO) a Svétova zdravotnicka organizace (WHO) [14, 15]. Tato
pravidla zakotvena v dokumentu Codex Alimentarius Standard pro med prevzala také Evropska
komise (EK) a zakotvila je ve smérnici Rady 2001/110/ES [16], ktera byla pozdéji zménéna

ptijetim smérnice 2014/63/EU [17]. Pravidla jsou zavazna pro ¢lenské zemé Evropské unie (EU).

3. Diastazova aktivita — faktor kvality medu

Dilezitym parametrem kvality medu z hlediska legislativy je jeho diastazova neboli
amylazova aktivita, kterd je tradi¢n€ povazovana za indikator Cerstvosti medu [14, 18, 19]. Podle
smérnice Rady 2001/110/ES [16] a jeji novelizované smérnice Rady 2014/63/EU [17] musi mit
med diastdzovou aktivitu podle Schadeho stupnice nejméné 8. Pro nékteré druhy medu plati
mirnéjsi kritérium. Takovym ptipadem jsou medy s nizkym obsahem piirozenych enzymd, jako
jsou medy citrusové a medy s obsahem hydroxymethylfurfuralu (HMF) nejvyse 15 mg/kg. V téchto
pfipadech mize mit diastdzova aktivita hodnotu 3 dle Schadeho stupnice [16]. Pokud med
nespliuje parametry kladené na diastazovou aktivitu, nesmi byt prodavan k ptimé konzumaci. Tato
kritéria nejsou kladena na pekaisky med. Pekaisky med (zvany téZ primyslovy med) neni
vzhledem ke zhorSenym jakostnim parametriim urcen k pfimé konzumaci a jeho vyuziti je na

peceni a vafeni.

Kromé pftirozené variability mize byt diastazova aktivita v medu sniZzena z nékolika jinych
diavodu. Jednou z moznych pficin je, ze se jedna o stary med. Diastdzova aktivita mize byt snizena
také z divodu neSetrného zahiivani [19]. Dalsi pravdépodobnou pii€inou sniZzené enzymové
aktivity je, Ze med byl nafedén. Nejcastéjsi je nastaveni cukernou nahrazkou sirupem [10-13, 20].
Pokud klesne diastazova aktivita z jakéhokoliv diivodu pod povoleny limit, nesmi byt produkt
prodavan k piimé konzumaci. Pak je riziko, Ze by mohla byt diastdzova aktivita dodatecné
nastavena pfidavkem enzymt, které miZzeme nazyvat cizi amylazy [21]. Tento zplsob falSovani
medu neni zjistitelny dosud pouzivanymi postupy, které zahrnuji enzymové stanoveni. Pro odliSeni
pfirozené se vyskytujici amylazy v medu a amylaz, které nejsou pravému vcelimu medu vlastni, je
vhodny proteomicky pfistup s detekci zalozenou na hmotnostni spektrometrii [22]. Proteomicky

pristup je principialné aplikovatelny pii prokazovani autenticity riznych potravin [23-25].

-2-



4. Proteiny v medu a pozice véeli amylazy v proteomu medu

Jednou z dutlezitych komponent medu jsou proteiny. Obsah proteinii v medu se pohybuje
vétSinou v jednotkach desetin procenta a v nekterych ptipadech ptesahuje procento. Jejich vyznam
je vsak skutecné znacny, jelikoz se podileji na konecném slozeni medu a na jeho vlastnostech.
Nekteré enzymy pretvaieji slozky medu jako cukry a utvareji dokonce jeho fyzikalni vlastnosti.
Proteiny v medu predstavuji pomérné maly podil, zejména pokud jejich obsah srovndme s cukry
(zejm. glukéza a fruktdza). Prave velky obsah cukrl znesnadnuje pfimou analyzu proteinii v medu
[22, 26, 27]. Nejprve se studie zaméfené na proteiny v medu zabyvaly jejich jednotlivymi
reprezentanty. Zprvu se analyzy zaméfovaly zejména na enzymy, jejichz aktivitu bylo mozno
ovéfit enzymovymi substraty. VEeli proteiny vmedu by mély pochazet zejména
z hypofaryngealnich z1az dé€lnic, které med v podstaté vyrab¢ji. Za hlavni v€eli enzymy v medu lze
oznacit glukdza oxidazu, invertazu (alfa-glukosidazu III) a také alfa-amylazu [28-31]. Pozornost
po mnoho desetileti pouta také katalazova aktivita v medu, jejiz ptivod je dlouhodobé povazovan
za nejasny a neni piipisovan vcelim proteinim [32, 33]. Nejabundantnéj$Sim proteinem vceliho
medu je major royal jelly protein 1 (MRJP1), jehoz identita byla ovéfena proteomickym ptistupem.
Tento protein je souc¢asné hlavnim a nejabundantné;jSim proteinem jiného vceliho produktu, mateti

kasicky [34].

Pokrok v analytickych metodach, které vyuziva vysokokapacitni proteomika, umoznil
identifikaci dalSich proteinti v medu. Pomoci kombinace dvourozmémé elektroforézy (2D-E)
s naslednou identifikaci spotti tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) byly v medu
identifikovany nejabundantné;si proteiny, z nichz Ize jmenovat zejména vceli MRJP1-5, invertazu,
glukoza oxidéazu a tteba také antimikrobidlni peptid defensin-1. Byla vSak také snaha identifikovat
rostlinné proteiny, i kdyz zprvu netuspésné [35, 36]. V 2D-E byla v medech indikovana také aktivita
serinovych proteaz [36]. Nékteré dalsi studie, které vyuzily jiného analytického pfistupu, ktery je
zaloZen na bezgelové proteomické analyze pomoci LC-MS/MS, identifikovaly dalsi véeli proteiny
v medu [37, 38]. Studie se vSak vyznaCovaly zCasti nespecifickymi identifikacemi, coz bylo

zpusobeno také nevhodnym pouzitim prohled4vaci databdze [22].

Pozdéji nasledovala detailni charakteristika veelich proteini v medu, kterou pfinesla studie
s precisténim vzorkli medu na zéklad¢ size exclusion chromatografie a vyuzitim LC-MS/MS

analyzy s pouzitim tribridniho hmotnostniho spektrometru Orbitrap Fusion. Ve studii provedené
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na 13 pravych medech bylo identifikovano 119 proteinovych hitl (pozn. identifikaci proteint, které
vSak nemusi nutné¢ odpovidat poctu proteinil), které¢ taxonomicky odpovidaly v€elim proteintim.
Toto spektrum identifikaci bylo po vyfiltrovani tzv. stopovych identifikaci z0zeno na 71
proteinovych hitli, mezi nimiz je spektrum proteint identifikovanych prakticky v kazdém medu a
spektrum proteinti identifikovatelnych jen v nékterych vzorcich. Na zakladé téchto vysledkt lze
konstatovat, ze zastoupeni piiblizné¢ 30 hlavnich vcelich proteinti v medu je pomérmné stabilni
z pohledu jeho proteomu. OdliSnosti mezi medy vSak ¢ini jednotlivé méné abundantni vceli
proteiny nebo antimikrobidlni peptidy [27]. Tato studie nezahrnovala bioinformatickou analyzu
jinych, nez vcelich proteini. Na dalsi proteiny v medu se vSak zaméfila pozdé¢jsi publikace
s pouzitim stejné technologie analyzy a ptfipravy vzorku. Ve studii vSak byly kromé zarucené
autentickych medi zahrnuty také medy zakoupené v obchodech nejen z Ceska, ale i ze zahraniéi
z Evropy a Ameriky [22]. Z hlediska spektra vcelich proteinii v medu byly vysledky vcelku
podobné predchozi studii Erban et al. [27]. Pro zvySeni komplexnosti reportovanych dat bylo cileno
vyhodnoceni také na proteiny rostlinného pivodu a proteiny, které by mohly pochazet ze msic
jakozto kli¢ovych producenti medovice. Analyza vSak byla navic zamétena na identifikaci cizich
amylaz v medu [22]. Obé tyto klicové proteomické studie medu ([22] a [27]) byly realizovany

autorskym tymem této metodiky.

Bioinformatickd identifikace riznych proteini pochézejicich zmnoha potencidlnich
organismul v tak komplexnim a Casto variabilnim vzorku, jako je med, je pomérné komplikovana.
To plati zejména pro vicedruhovy med, protoze véely mohou sbirat nektar a pyl, ale i medovici
z mnoha riznych zdroji. Pro med vytaceny ze vcelstva nebo vcelstev z urcité véelnice zalezi na
lokalit¢ a ro¢nim obdobi. Pokud je med smichan od riznych dovatelii, je situace jesté

komplikovanéjsi.

Prakticky dilezitym vysledkem proteomické studie [22], ktera zahrnovala 45 medu riizného
ptvodu, byla Uspésnd identifikace 3 riznych cizich amyldz ve Etyfech vzorcich medu. Identita
cizich amyldz byla po ovéfeni identifikaci pfifazena mikrobidlnim alfa-amylazam Aspergillus
niger, Bacillus licheniformis a Bacillus amyloliquefaciens. Beta- ani gama-amylazy nebyly
identifikovany. Idetifikované cizi alfa-amylazy jsou bézné€ pouzivané v potravinaiském primyslu.
Studie poskytla také identifikované hlavni skupiny rostlinnych proteint, jejichz pivod lze ptifadit

zejména nektaru, ale také pylu rostlin. Déle byl reportovan potencidl pro identifikaci proteinii



z hmyzu produkujiciho medovici [22]. V neposledni fad¢ bylo potvrzeno [22], Ze katalazy nejsou
vceliho pivodu, ale mohou byt mikrobidlniho ¢i rostlinného pivodu [32, 33]. Podstatné je také
zjisténi, ze rostlinné proteiny v rozpustné proteinové frakci medu sice predstavuji pomérné

vyznamnou ¢ast proteinti. Nejabundantnéj$i identifikované rostlinné proteiny lze na zakladé

bottom-up proteomické analyzy piifadit priblizn€ na 20. misto v potadi mezi v€elimi proteiny [22].

Ob¢ recentni vysokokapacitni proteomické studie [22, 27] ukazuji, Ze pomoci bottom-up
proteomické analyzy proteint St€penych trypsinem je mozné v medu identifikovat nejen celou fadu
vcelich proteint a dal$i medu vlastni proteiny, ale 1 proteiny, které by ve vcelim medu byt spravné
nem¢ély. Takovymi proteiny jsou cizi amylazy [21]. V¢eli alfa-amylazy, které jsou naopak v¢elimu
medu vlastni, nejsou sice ty uplné nejabundantnéjSimi proteiny medu, ale patii mezi proteiny, které

jsou spolehlivé detekovatelné v kazdém vzorku medu. Nebo by tomu aspon tak mélo byt [22, 27].

5. Medu vlastni amylazy a cizi amylazy

Medu vlastni amyldzy jsou piedevsim ty, které do n¢j produkuji vceli délnice. Jsou jimi alfa-
amylazy, které jsou produkovany hypofaryngeédlnimi zlazami délnic, coz potvrdila funk¢ni studie
na expresni urovni [28] i proteomicka analyza hypofaryngedlnich zlaz [39—41]. Z kvalitativniho
hlediska je v podstat¢ pomérné¢ velkd shoda mezi fadou proteini vmedu a proteiny
identifikovanymi v mateti kasicce [22, 27, 41]. V¢eli alfa-amylaza byla purifikovana z medu [42]
a také byla charakterizovdna na enzymové trovni. Chovani amyldzy a také stabilita v medu jsou
vSak odlisné od jeji purifikované formy. Bylo zjiSténo, Ze teplotni stabilita alfa-amylazy
purifikované z medu byla stabilizovana v prostiedi se Skrobem, coz mlize mit potencidlni vyuziti
v biotechnologii. Takové prostiedi vSak v medu neni [43, 44], a proto se jednd o poznatek, ktery
nelze aplikovat na med. Relevantni poznatky jsou vSak takové, které se tykaji teplotni stability
medu vlastni amylazy. Studie uvadéji, ze v€eli amylaza v medu dokaze byt odolné proti zahtivani.
Babacan et al. [45] uvadi, ze alfa-amyldza dokaze odolat teploté¢ 85 °C po dobu 11 min.
Amylazova/diastdzova aktivita v medu ma rizny polocas Zivotnosti, ktery mize byt pii pokojoveé
teploté kolem 20 °C tadové nekolik desitek mésicii ¢i dokonce n€kolik let. Stabilita enzymové
aktivity vSak podstatné klesd s vyssi teplotou. Pii teplot¢ kolem 40 °C se polocCas stability
diastdzové aktivity snizuje na desitky dnt a pfi 60 °C mulze byt aktivita eliminovana na polovinu

jiz béhem jediného dne [46, 47].



Cizi alfa-amylazy, které se do medu dostanou procesem falSovani, budou s nejvyssi
pravdépodobnosti ty, které¢ jsou pouzivany v potravinaistvi, jako je A. niger, resp. Aspergillus
oryzae [21], coz potvrdila také proteomicka studie [22]. Ta vSak indikovala moznost piitomnosti i
jinych mikrobidlnich amyldz, konkrétné alfa-amyldz z bakterii B. amyloliquefaciens a B.
licheniformis. Cizi amylazy se mohou ve vzorku vyskytovat dokonce v kombinaci, coz bylo
indikovéno pro spolecnosu ptitomnost alfa-amyldz z A. niger a B. amyloliquefaciens v jistém
vzorku medu [22]. Tyto alfa-amylézy jsou komercné dostupné a vyuzivaji se v potravindiském
pramyslu. Jejich vyuziti je také pii produkci sirupti [48, 49]. Otevienou otazkou vSak zlstava, zda
byly do medu zdmérné ptidany samotné amyldzy nebo zda se mohly tyto amyldzy do medu dostat

pti fedéni medu sirupem s obsahem amylaz [22].

6. Vlastni popis metodiky
6.1. ,,Bottom-up*“ shotgun proteomika

V principu rozliSujeme dva proteomické piistupy pro proteinovou a peptidovou analyzu, které
jsou nazyvany bottom-up a top-down proteomika. V ptipad¢ top-down piistupu je protein nejprve
izolovan ze smési a pak pfimo fragmentovan (MS/MS) v hmotnostnim spektrometru [50].
V piipad¢ bottom-up proteomiky je protein nejprve proteolyticky St€pen na peptidy a ty jsou pak
fragmentovany (MS/MS). Nejcastéji je ke St€peni pouzivan trypsin [51], ktery $tépi peptidové
vazby specificky za basickymi aminokyselinami lysinem (Lys) a argininem (Arg) [52]. V pfipadé
bottom-up shotgun proteomiky je smés proteinii ve vzorku enzymové nasStépena a poté jsou
peptidové fragmenty ze smési separovany a nasledné MS/MS fragmentovany v hmotnostnim
spektrometru a poté identifikovany [53]. Tento pfistup je aplikovan v této metodice. Konkrétné je

vyuzivano piistupu shotgun label-free proteomiky pro identifikaci a kvantifikaci proteinti [53-56].

Pfi analyze muze byt vyuzito technologii rizné kvality a od rtiznych vyrobct, s ¢imz souvisi
také rizny princip hmotnostniho detektoru. Pokroky v hmotnostni spektrometrii, separacnich a
frakcionacnich metodadch umoziuji ¢im dél vice identifikaci jiz ve velmi malém objemu vzorku.
Rozdil v pouzitych technologiich se v konecném dusledku projevi na poctu identifikaci. Jako
separacni technologie je s vyhodou vyuzivano nanoLC misto konven¢nich LC, kterych je vSak
mozné také vyuzit [57]. Hmotnostni spektrometrie je fyzikaln€¢ chemicka metoda, kterd byla poprvé
aplikovéna jiz pted vice nez 110 lety. Hmotnostni analyzatory umoziuji rozliSeni iont
produkovanych v iontovém zdroji na zakladé poméru hmotnosti a naboje, tedy m/z. Hmotnostni
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spektrometry doznaly obrovského pokroku [58]. Dnes existuje né€kolik typti hmotnostnich
analyzatori vyuzivanych ve vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometrii (HRMS). Vyuzivaji
ruznych fyzikalnich principii. Nékteré ptistroje s vyhodou kombinuji dokonce vice hmotnostnich

analyzatort. Zejména je vyuzivana kombinace s kvadrup6lovym analyzatorem [59].

6.2. Vhodné zvolena databaze a specifita peptidu

Zasadni pro spravnou identifikaci proteinii z dat naméfenych LC-MS/MS technologii je
vhodné zvolend prohledavaci databaze. Ziskana data shotgun metodologii jsou obvykle velmi
objemna. Pfi bioinformatickém zpracovani jsou peptidiim pfifazovany identity na zékladé¢ zdrojové
databéze. Je nutno si uvédomit, ze identifikovany jsou pouze ty peptidy a ndsledné proteiny, které
jsou zahrnuty v prohledévaci databazi. Volba vhodné databaze je proto velmi dilezitd a mize velmi
podstatnym zpusobem ovlivnit reportované vysledky, a to pokud se jedna o jejich kvalitu a

spravnost identifikaci.

Na jednu stranu je potieba, aby databdze zahrnovala takové proteinové sekvence, které co
nejvice odpovidaji tém, které ve vzorku oc¢ekdvame. Pfi konstrukci databaze je tedy snaha, aby
byla co nejkompletnéjsi. Idealni databaze by obsahovala sekvence vSech proteint pfitomnych ve
vzorku. Databaze obvykle odpovidéa sekvencim odvozenym z genomu dané¢ho organismu, pokud
je genom znam. Pokud neni zndm genom a je k dispozici transkriptom, je i ten vhodnym
alternativnim zdrojem pro tvorbu databaze [60, 61]. V nékterych ptipadech je vSak vhodné databazi
obohatit o dalsi sekvence. Piikladem muzou byt riizné mikroorganismy asociované se vcéelou
medonosnou nebo také jeho parazitickym rozto¢em Varroa destructor [62, 63]. Pii pouziti ptili§
mnoha sekvenci vSak stoupd riziko namapovani peptidi na proteiny, které¢ se ve vzorku ve
skutecnosti nevyskytuji, ale maji ¢ast sekvence shodnou s proteinem ve vzorku piitomném. Rovnéz
klesd pocet spekter, které je mozné identifikovat vzhledem ke statistické piirozenosti
vyhledavaciho procesu [64, 65]. Vzdy existuje riziko, ze dojde k n¢jakym faleSné pozitivnim
identifikacim. V ptipad¢ nekterych vzorki je toto riziko ze statistického hlediska vétsi a u jinych
mensi. Dochazi k nim zvlasté v ptipadé¢, ze identifikované peptidy odpovidajici riznym proteinim
jsou stejné v raznych organismech, které se vyskytuji ve zkoumaném vzorku. V nékterych
ptipadech pak miize jeden peptid ziskany po Stépeni protedzou (nejcastéji trypsinem) identifikovat
rizné proteiny. Pravdépodobnost takové faleSné pozitivni identifikace se podstatné snizuje, kdyz

konkrétni protein identifikuji alesponi dva rizné peptidy.
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Pro ilustraci nespravného vyhodnoceni proteomickych dat Ize uvést nasledujici ptipad.
V publikaci Bromenshenk et al. [66] se autofi snazili vysvétlit Uhyny vcel v souvislosti se
syndromem zhrouceni vcelstev (anglicky: colony collapse disorder; CCD) [67] na zaklad¢ dat
z shotgun proteomiky. Ve studii Bromenshenk et al. [66] v§ak byla provedena chybna interpretace
proteomickych dat [68, 69]. Chyba spocivala ve Spatné€ pouzité databazi, coz vedlo k nespecificky
identifikovanym proteintim z Invertebrate Iridescent Virus-6 a mikrosporidie Nosema. Proteiny
z téchto patogenil byly zjevné nespravné identifikované namisto identifikace proteinli ze vcely
medonosné Apis mellifera. Proteinové sekvence A. mellifera totiz nebyly zahrnuty v ptivodnim
vyhodnoceni, a proto doslo k chybné interpretaci proteomickych dat [68, 69]. Souvislost téchto
faktorti s CCD byla vyloucena také v jiné publikaci [70]. Z téchto divodi je velmi dalezité dbat
pfi vyhodnoceni proteomickych dat na eliminaci takovychto chyb, které lze oznacit jako fale$né
pozitivni identifikace. Pfi vyhodnoceni shotgun proteomickych dat je tedy v nékterych piipadech
vhodné ovérovat specifitu  MS/MS identifikovanych peptidi proti ostatnim organismim
individualné pomoci nastroje Blastp [22, 62]. Kdyby byl tento ovéfovaci krok ucinén ve studii
Bromenshenk et al. [66] pro peptidy identifikujici patogeny Iridescent Virus-6 a Nosema, byla by

jejich nespecifita identifikovana.

6.3.  Principidlni zaklad metodiky

Za medu vlastni amylazu 1ze jednoznacné oznacit tu, ktera je produkovana délnicemi vcely
medonosné. Vceli alfa-amylaza se do medu dostane sekreci ze zlaz d€lnic pfi zpracovani zivin,
které vcely posbiraji z rostlin a které nasledné zpracovavaji na med [28, 39—41]. Na zakladé
komplexni proteomické analyzy bylo ovéieno, ze vceli amyldza medu je identifikovana pod
proteinovymi identifikaénimi ¢isly BAA86909.1 (nebo identicky NP _001011598.1) a
AAM20738.1 v databazi GenBank. Ackoliv jsou tyto proteinové sekvence identifikovany po
bioinformatickém vyhodnoceni jako riizné proteinové hity, jedna se de facto o stejny protein, ktery
je produktem genu LOC406114, jehoz alternativni nazev je také GB18312. Vysledky vSak ukazuji,
ze vys$$i intenzita v identifikaci pro sérii analyzovanych vzorkii medu byla obecné pro proteinovou
sekvenci pod identifikacnim oznacenim v GenBank AAM?20738.1. Rozdil je obecné v tom, ze alfa-
amylazy z riznych vzorkt véel se zohlednénim riznych linii nebo poddruhii 4. mellifera maji malé
sekvenéni rozdily. Tyto rozdily v sekvencich proteinti stejného zivocCicha jsou vSak pfirozené.

V proteomické analyze vSak mohou snizovat identifikac¢ni skore nebo intenzitu [22, 27].
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Z hlediska této metodiky je dilezité, do jaké miry jsou sekvence alfa-amylaz taxonomicky
spadajici k A. mellifera a vyskytujici se v medu podobné alfa-amylazam z jinych organismu. Toto
ilustruje vysledek porovnani proteinové sekvence amyldzy A. mellifera pomoci néstroje Blastp
[71]. Nejvetsi sekvenéni podobnost s riznymi amylazami aktualné vedenymi ve vetejné databazi
GenBank nazorné ukazuje tabulka 1. Prav€ maly rozdil mezi prvni a druhou ¢i tfeti proteinovou
sekvenci vtabulce 1 zplsobi vkoneéném vysledku jinou pravdépodobnost identifikace
proteomickym pfistupem. Teoreticky se mizou alfa-amylazy nebo jejich isoformy lisit jednou
aminokyselinou nebo n¢kolika malo aminokyselinami. Takto malé rozdily maji potencidlni pfi¢inu
v genetickém rozdilu mezi poddruhy ¢i liniemi 4. mellifera. Nutno uvést, Ze znacna podobnost
alfa-amylazy A. mellifera je také se vcelou vychodni Apis cerana, ale 1 dal§imi druhy pfibuznych
veel, jako je vcela obrovska Apis dorsata ¢i véela kvétnad Apis florea. Pomérné velka podobnost
z evolucniho hlediska je také s alfa-amylazami riznych druht ¢meléki, samotéiskych vcel a také
mravencu. Tyto vysledky jsou dulezité nejen z metodického, ale také evolucniho hlediska. Druhy
evropské véely medonosné A. mellifera a vely vychodni 4. cerana jsou totiz povazovany za
sesterské druhy, které se mély oddélit nékdy pred tfemi miliony let. Nekdy se vSak uvadi, ze
k oddéleni téchto dvou druhti doslo pozdé¢ji, pred milionem let [72, 73]. Blizké piibuznosti

odpovida také relativné velmi velkd podobnost jejich alfa-amylaz.

Zasadni je mira podobnosti medu vlastni alfa-amylazy z 4. mellifera tzv. cizi alfa-amylaze,
ktera bude indikovat svou pfitomnosti falSovani medu. Pokud by totiz byla jejich sekvencni
podobnost velikd, mohlo by existovat riziko faleSné€ pozitivnich vysledkt identifikace cizi amylazy.
V proteomické studii byly identifikovany ve spektru medi celkem tii riizné alfa-amylazy, které
byly mikrobidlniho pivodu, pificemz vSechny identifikované amyldzy jsou pouzivané
v potravinafstvi [22]. V pfedchozim odstavci je uvedena podobnost proteinové sekvence alfa-
amylazy A. mellifera mezi prvnimi 50 amylazami v GenBank. Amyldzy mikrobidlniho ptivodu
mezi nimi nenalezneme (tabulka 1), coz je velmi dobry ptedpoklad pro jejich spolehlivé specifické

odliSeni proteomickym pfistupem.

Dale se podivejme na to, jakd je podobnost mezi ,,v€eli alfa-amyldzou v medu a alfa-
amylazou z 4. niger, ktera byla identifikovana jako cizi amyldza [22]. Proteinova sekvence alfa-
amylazy z A. niger (GenBank: XP 001390778) je velmi podobna jinym sekvencim alfa-amyléaz

uvedenych v GenBank z Aspergillus sp. O identifikaci do druhu podle aminokyselinové sekvence



zde muze rozhodnout i jedina aminokyselina. K taxonomickému rozliSeni do druht Aspergillus sp.
neni alfa-amylaza tedy uGpln¢ vhodnym néstrojem. Exaktné je vSak proteomickym zpiisobem
identifikovéna cizi alfa-amyldza z 4. niger nebo ji prakticky identickd amylaza. Jako ptiklad lze
uvést alfa-amylazu A. oryzae, kteréd je prakticky stejna jako alfa-amyldza 4. niger a minimalni
rozdil je také s A. flavus. Malé sekvenéni rozdily mezi amyldzami z nékterych mikroskopickych
hub nazorné¢ ukazuje tabulka 2. Extracelularnich amyldz z mikroskopickych hub je vyuzivéno
v potravinafstvi celd fada. K obdobnym tceltim je vSak vyuZzivano i fady amylaz z bakterii. Mezi
nimi jsou 1 bakteridlni alfa-amylazy z B. licheniformis a B. amyloliquefaciens [48, 49], které byly
ve vzorcich medu také identifikovany jako cizi amylazy [22]. Alfa-amyldzy z B. licheniformis a B.
myloliquefaciens se podstatnym zpiisobem sekvencéné lisi nejen od veeli alfa-amylazy, ale 1 od té
z A. niger. Vzajemnd zdmeéna proteomickym pfistupem je prakticky nemozna. Specifita peptidii po
trypsinovém §tépeni je také dosatecné specifickd, coz prakticky vylucuje zdménu s jinymi proteiny,

které se mohou v medu vyskytovat [22].
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Tabulka 1. Proteinové sekvence nejpodobnéjsi veeli alfa-amylaze, kterd je v databazi uvedena pod pfistupovym

Cislem AAM20738 (verze AAM20738.1).

Procento Procento Pocet Pfistupové Cislo (verze)

Nazev [taxonomie] prekryti identity AMK v GenBank
alpha-amylase [Apis mellifera mellifera) 100 100 493 AAM20738.1
alpha-amylase precursor [Apis mellifera] 100 98,78 493 BAA86909.1/NP_001011598.1
alpha-amylase precursor [Apis mellifera caucasica) 100 98,78 493 KAG6800324.1
alpha-amylase 4N [Apis cerana] 100 95,33 493 XP_016922158.1
alpha-amylase [Apis cerana cerana] 100 95,13 493 PBC31627.1
alpha-amylase 2-like [Apis dorsata] 100 94,12 493 XP_006614569.1
alpha-amylase 2-like [Apis florea] 100 94,12 493 XP_003694485.1
hypothetical protein E2986_14110 [Frieseomelitta varia) 96 78,24 504 KAF3428680.1
alpha-amylase [Bombus impatiens) 99 76,22 492 XP_003494475.1
alpha-amylase [Bombus terrestris] 99 76,22 492 XP_003400146.1
alpha-amylase-like [Bombus vancouverensis nearcticus) 99 76,02 492 XP_033185790.1
alpha-amylase-like [Bombus vosnesenskii) 99 75,81 492 XP_033349804.1
PREDICTED: alpha-amylase 1-like [Eufriesea mexicana] 96 78,36 492 XP_017752232.1
alpha-amylase 1 [Eufriesea mexicanal 96 78,11 544 OAD60265.1
alpha-amylase-like isoform X1 [Ceratina calcarata] 95 77,43 494 XP_017880786.1
alpha-amylase-like isoform X2 [Ceratina calcarata] 93 77,27 462 XP_026669761.1
PREDICTED: alpha-amylase [Habropoda laboriosa] 96 73,07 492 XP_017788498.1
alpha-amylase 4N [Habropoda laboriosa] 97 72,71 551 KOC66790.1
alpha-amylase-like [Osmia bicornis bicornis] 99 69,17 492 XP_029042576.1
alpha-amylase-like [Osmia lignaria] 99 69,57 492 XP_034178282.1
PREDICTED: alpha-amylase-like [Megachile rotundatal 100 68,83 492 XP_003704434.2
alpha-amylase [Ooceraea biroi] 99 69,31 490 XP_011332012.1
hypothetical protein DMN91_009140 [Ooceraea biroi] 99 69,45 489 RLU18783.1
alpha-amylase 4N-like [Temnothorax curvispinosus] 99 67,81 493 XP_024874186.1
PREDICTED: alpha-amylase [Vollenhovia emeryi) 99 67,34 527 XP_011866200.1
PREDICTED: alpha-amylase 2-like [Dufourea novaeangliae] 99 65,99 493 XP_015436969.1
PREDICTED: alpha-amylase [Acromyrmex echinatior] 99 66,33 496 XP_011063178.1
alpha-amylase [Monomorium pharaonis] 99 66,94 491 XP_012541059.1
alpha-amylase A [Dufourea novaeangliae] 99 66,19 540 KzC14162.1
alpha-amylase 2-like [Nomia melanderi] 99 65,79 494 XP_031836357.1
alpha-amylase 2-like [Megalopta genalis] 99 67,95 494 XP_033323421.1
alpha-amylase 4N-like [Pseudomyrmex gracilis] 99 66,67 490 XP_020281589.1
alpha-amylase-like isoform X3 [Formica exsecta] 98 67,28 490 XP_029669334.1
alpha-amylase-like isoform X2 [Formica exsecta] 98 67,08 490 XP_029669333.1
alpha-amylase [Camponotus floridanus) 98 67,42 490 XP_019884420.2
alpha-amylase [Solenopsis invicta] 99 66,53 491 XP_025990433.1
PREDICTED: alpha-amylase-like [Trachymyrmex zeteki] 99 65,52 496 XP_018303545.1
PREDICTED: alpha-amylase-like [Trachymyrmex cornetzi) 99 65,72 496 XP_018363728.1
AMA4N amylase [Acromyrmex charruanus] 96 66,87 568 KAG5345668.1
AMA4N amylase [Acromyrmex heyeri] 97 66,53 499 KAG5329743.1
alpha-amylase-like isoform X2 [Pogonomyrmex barbatus] 99 66,06 492 XP_011639361.1
AMA4N amylase [Pseudoatta argentina] 98 65,65 501 KAG5317880.1
PREDICTED: alpha-amylase-like [Trachymyrmex septentrionalis] 99 65,31 497 XP_018351449.1
alpha-amylase-like isoform X1 [Pogonomyrmex barbatus)] 99 66,06 492 XP_011639360.1
alpha-amylase 4N-like [Nylanderia fulva) 98 67,15 489 XP_029173184.1
alpha-amylase 1 isoform X1 [Camponotus floridanus] 98 66,39 491 XP_011263078.2
PREDICTED: alpha-amylase-like [Atta colombica]) 95 67,58 496 XP_018049107.1
hypothetical protein [Vespula germanical 95 66,81 489 KAF7396081.1
alpha-amylase [Pogonomyrmex barbatus) 99 65,85 492 XP_011639357.1
alpha-amylase 4N [Trachymyrmex septentrionalis] 98 64,91 600 KYN45403.1
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Tabulka 2. Proteinové sekvence nejpodobnéjsi alfa-amylaze z Aspergillus niger, ktera je v databazi uvedena pod

piistupovym &islem XP_001390778 (XP_001390778.2).

Procento Procento Pocet Pristupové ¢islo (verze)
Nazev [taxonomie] prekryti identity AMK v GenBank
alpha-amylase A type-1/2 [Aspergillus niger CBS 513.88] 100 100 499 XP_001390778.2
alpha-amylase [Aspergillus awamori] 100 99,8 499 BAD06002.1
alpha-amylase [Aspergillus luchuensis] 99 100 498 BAD01051.1
X-ray structure of a monoclinic form of alpha amylase from Aspergillus at 1.4 A
resolution [Aspergillus oryzae] 100 99,8 499 6XSJ_A
RecName: Full=Alpha-amylase A type-3; AltName: Full=1,4-alpha-D-glucan
glucanohydrolase; AltName: Full=Taka-amylase A; Short=TAA,; Flags: Precursor
[Aspergillus oryzae RIB40] 100 99,6 499 POC1B4.1
RecName: Full=Alpha-amylase; AltName: Full=1,4-alpha-D-glucan glucanohydrolase;
Flags: Precursor [Aspergillus usamii] 100 99,8 499 P30292.1
RecName: Full=Alpha-amylase B; AltName: Full=1,4-alpha-D-glucan glucanohydrolase
B; Flags: Precursor [Aspergillus awamori] 100 99,6 499 Q02906.1
uncharacterized protein G4B84_003854 [Aspergillus flavus NRRL3357] 100 99,4 499 XP_041143568.1
Dioscin-alpha-L-rhamnosidase precursor [Aspergillus oryzae] 99 99,6 498 ADK23803.1
hypothetical protein G4B11_003916 [Aspergillus flavus] 100 99,2 499 QMW40636.1
Taka-amylase A (Taa-G1) precursor [Aspergillus oryzae] 100 99,4 499 AAA32708.1
hypothetical protein AFLA_000459 [Aspergillus flavus NRRL3357] 99 99,4 498 KAF7618812.1
alpha-amylase [Aspergillus flavus] 99 99,2 498 RAQ63995.1
alpha amylase [Aspergillus flavus] 100 99 499 APT42868.1
RecName: Full=Alpha-amylase A; AltName: Full=1,4-alpha-D-glucan glucanohydrolase
A; Flags: Precursor [Aspergillus awamori] 99 99,6 498 Q02905.1
Taka-amylase A precursor [Aspergillus oryzae) 100 99,4 499 BAA00336.1
alpha-amylase [Aspergillus flavus] 99 99 498 RAQ54155.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus minisclerotigenes] 99 98,59 498 KAB8273707.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus arachidicola] 99 98,19 498 KAE8340873.1
alpha-amylase [Aspergillus arachidicola) 99 98,19 502 PIG85909.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus parasiticus] 99 97,99 498 KAB8200363.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus novoparasiticus) 99 97,79 498 KAB8214608.1
alpha-amylase [Aspergillus sojae] 99 97,79 498 BAM28635.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus sergii] 99 97,59 498 KAE8324966.1
amylase 1 [synthetic construct] 95 99,58 563 AWA80918.1
Orthorhombic crystal structure (space group P21212) of Aspergillus niger alpha-
amylase at 1.6 A resolution [Aspergillus oryzae] 95 100 478 2GUY_A
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus tamarii) 99 94,38 498 KAE8162449.1
alpha-amylase A type-1/2 [Aspergillus bombycis] 99 92,57 498 XP_022386797.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus pseudotamarii] 99 95,18 498 XP_031907825.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus pseudocaelatus] 99 94,98 498 KAE8411038.1
Structure and possible catalytic residues of Taka-amylase A [Aspergillus oryzae] 95 97,91 478 2TAA_A
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus bertholletiae] 99 93,37 498 KAE8380264.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus pseudonomiae)] 99 92,34 497 KAB8253789.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus pseudonomiae)] 99 92,15 497 XP_031934412.1
alpha-amylase A type-1/2 [Aspergillus nomiae NRRL 13137] 99 91,97 498 XP_015402287.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus leporis] 99 84,54 498 KAB8072940.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus alliaceus]) 99 85,28 497 KAE8392003.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus alliaceus] 99 85,08 497 XP_031906294.1
hypothetical protein ETB97_012704 [Aspergillus burnettii] 99 84,91 530 KAF5861684.1
alpha-amylase A type-3 [Aspergillus avenaceus) 99 84,07 495 KAE8144908.1
family 13 alpha amylase in complex with acarbose [Aspergillus niger ATCC 13496] 84 100 424 RDH13917.1
putative alpha-amylase [Aspergillus flavus AF70] 84 99,53 424 KOC16238.1
alpha-amylase A type-1/2 [Aspergillus flavus] 99 82,13 497 KAB8244571.1
Alpha-amylase A type-3 [Aspergillus tanneri] 97 80,41 492 XP_033428176.1
putative alpha-amylase [Aspergillus lentulus] 99 79,68 495 GFF98499.1
alpha-amylase A precursor [Aspergillus terreus] 99 76,71 497 KAG2415013.1
alpha amylase [Aspergillus fumigatus var. RP-2014] 99 79,07 494 KEY83532.1
putative alpha-amylase [Aspergillus udagawae)] 99 78,47 495 GFG19220.1
hypothetical protein ATETN484_0003065900 [Aspergillus terreus] 99 76,51 497 GES59433.1
putative alpha-amylase [Aspergillus udagawae)] 99 78,27 495 GFF98392.1
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6.4. Metodicky postup identifikace cizi amylazy a ovéfovaci kroky

Metodicky postup, kterym lze identifikovat cizi amyldzy vyskytujici se v medu, vychazi
z publikace, ve které byly analyzovany vzorky medu se zaméfenim na identifikaci medu vlastnim
proteinim ze vcel, proteinim z rostlin, cizi amylazy, ale také dal$i proteiny pivodem z hmyzu
produkujictho medovici [22]. Specificita spolehlivé identifikace cizich alfa-amylaz v medu
bottom-up shotgun proteomickym pfistupem s pouzitim individudlnich sekvenci amylaz pfti
vyhodnoceni je velkd. Stale je vSak potifeba mit v metodickém postupu ovétovaci kroky, které
potvrdi spravnost identifikace. Pfedné je potieba vyloucit kontaminaci medu celym
mikroorganismem, ktery by jako kontaminant v medu mohl cizi amylazu produkovat spolecné

s dal$imi proteiny.

vvvvvv

Uspésnost jednotlivych identifikaci a forma prezentace vysledkt bude zaviset na zvoleném
softwaru. V piipad¢ prohledani dat z nanoLC-MS/MS v prosttedi MaxQuant [74, 75] je vhodné
pouzit v dalSim vyhodnoceni LFQ intenzity nebo alternativné pocet MS/MS identifikaci proteint
a peptidl. Oba postupy jsou v zésad¢ spravné a reportované vysledky jsou validni. Velmi dulezita
je spravna volba databaze pro identifikaci hledan¢ho proteinu, v nasem piipad¢ suspektni cizi
amylazy. To, zda pouZijeme jiny software nez MaxQuant jako napf. Mascot [76-78] ¢i tfeba

Proteome Discoverer [79-81], 1ze v konecném dusledku povazovat za mén¢ podstatné.

6.4.2. Volba databaze zamérena na cizi amylazy

V principu je metodickym postupem mozné identifikovat ve vzorku medu jakoukoliv cizi
amylazu, kterd by v ném byla pfitomna. Nemusi se jednat pouze o afla-amylazu, ale i dalsi formy
jako jsou beta- a gama-amylaza. Zakladni podminkou vSak je, Ze jeji cela proteinova sekvence
nebo sekvence odpovidajici peptidim po enzymovém Stépeni trypsinem (pifipadné jinou
alternativni protedzou) budou soucasti databaze pro vyhledavani. Pokud by proteinova sekvence
cizi amylazy nebyla v databazi pfitomnd, je vzhledem k opravdu velkému mnoZzstvi znamych
sekvenci riznych amylaz v databazich velmi vysoka pravdépodobnost také pro identifikaci tzv.
zpusobem podobnosti. Pro ilustraci je k datu 24. 6. 2021 v GenBank evidovano celkem 975 453

sekvenci pod anglickym klicovym slovem ,,amylase®. Mensi, ale spolehlivéjsi kuratorovand a

anotovana databdze, kterd se nazyva RefSeq (NCBI Reference Sequence Database) [82, 83], pak

-13-



zahrnuje 223 557 sekvenci (obrazek 1), a z toho je 195 791 sekvenci bakteridlnich a 3 390 sekvenci
nalezi taxonomicky houbam. Zbylych 24 376 sekvenci nalezi z taxonomického hlediska k jinym
organismum. 200 tis. sekvenci je pro vyhodnoceni rozsahlych proteomickych dat velky pocet a je
také mozné pouzit riiznymi zpisoby zuzenou databazi. Pfi podezieni na konkrétni cizi amylazu je
dokonce mozné pouzit konkrétni proteinovou sekvenci, ktera ji odpovida. Identifikované peptidy

je vSak vhodné nasledné ovéfit na specifitu proti jinym sekvencim.

Protein Protein v lamylase w
Create alert Advanced
Species Summary » 20 per page v Sort by Default order v Sendto:~  Filters: Manage Filters
Animals (8,048)
Plants (13,594) o
Fungi (3390) See amylase pancreatic alpha-amylase-like in the Gene database Results by taxon
Protists (890) amylase reference sequences Transcript (1) Protein (1) Top Organisms [Tree]
Bacteria (195,791) Escherichia coli (4454)
Archaea (1,792) Vibrio parahaemolyticus (2280)

Streptococcus pneumoniae (7836)
Salmonella enterica (1506)
Klebsiella pneumoniae (72517)
Source databases clear Pseudomonas aeruginosa (7758)
PDB (0) Items: 1 to 20 of 223557 Bacillus cereus (1710)
Burkholderia ubonensis (1024)
v RefSeq (223,557) Page 1  of 11178 Next> Last>> o
UniProtkB / Swiss-Prot (0) unclassified Streptomyces (7792)

c 0 Filters activated: RefSeq. Clear all Streptomyces (15709)
ustomize . Listeria monocytogenes (858)

Viruses (52)
Customize ...

See the results of this search (30000 items) in our new Identical Protein Groups database.

Obrazek 1. Pocet vyhledanych proteinovych sekvenci odpovidajici amylazam v GenBank RefSeq

k datu 24. 6. 2021.

6.4.3. Referen¢ni databaze — medu vlastni proteiny z A. mellifera a proteiny z dalSich
prirozenych zdroji

Med je produkt véely medonosné. Proteiny, které do néj véeli délnice dodavaji pii jeho vyrobé
jsou nejabundatnéj$imi proteiny nebo alespon patii k nejabundantnéj$im spole¢né s nékterymi
rostlinnymi proteiny, jejichz nejabundantnéjsi zastupci se podle intenzity objevuji v potadi kolem
20. mista [22]. Proto by zejména proteiny s taxonomickou piisluSnosti k A. mellifera mély byt
soucasti prohleddvaci databaze. Jednou moznosti je, Zze pouzijeme vSechny proteinové sekvence
odvozené z genomu A. mellifera ptitomné v aktualnich databazich. Prakticky miizeme podle
analyzy genomu ocekéavat vice nez 15 tis. genli kodujicich proteiny [84, 85]. V GenBank je
aktudln¢ (k 25. 6. 2021) celkove 42 424 sekvenci s ptisluSnosti k 4. mellifera a z toho je 23 504
RefSeq sekvenci. Jako zdroj pro bioinformatické zpracovani dat mtiizeme tedy pouzit tento docela

pocetny soubor sekvenci.

Spektrum vcelich proteint, které by mélo byt v medu obsazeno, musi byt nevyhnutelné daleko

uz$i, nez €ini proteom vceli délnice. Medu vlastni proteiny plivodem ze vcel by mély byt prakticky

vyhradné ty, které vceli d€lnice sekretuji do medu pii jeho vyrobé. Tento fakt podstatnym

-14 -



zpusobem eliminuje také pocet sekvenci, které postacuji pro analyzu proteomu medu. V recentnich
studiich bylo identifikovano spektrum proteini tvofici proteom medu a ruéné kuratorované
sekvence [22, 27] vyustily v seznam 82 proteinovych sekvenci. Jedna ze sekvenci v seznamu patii
k tém proteiniim, které¢ by se v medu za normalnich okolnosti nemély vyskytovat a jeji pozitivni
identifikace by tedy znamenaly zvlastnost ve vzorku medu. Neni vylouceno, ze se ve vzorku
analyzovaného medu vyskytnou dal$i v¢eli proteiny. Jejich piivod pak miize byt v nespravném
zpracovani medu — napt. zahrnutim plodu v rdmku pfi vytaceni medu. I takové moznosti je potieba
brat v uvahu pfi interpretaci dat [22]. Pro zrychleni a relevantnéj$i vyhodnoceni tak s vyhodou
pouzijeme pii vyhodnoceni zuZenou a kuratorovanou databazi odpovidajici proteomu medu. Dalsi
moznosti je pouzit pro referenci néktery protein z vyrazn¢ abundantnich vcelich proteinti, ktery by
se m¢l vyskytovat v kazdém medu. Mezi takovy marker patii praveé vceli alfa-amyldza (zejména
GenBank: BAA86909) [22, 27], kterou lze z pohledu této metodiky povazovat za nejvhodnéjsi
referen¢ni marker. Dal$i vhodnou moznosti je Gpln¢ nejabundantnéjsi protein v medu, kterym je
MRIJP1 (GenBank: NP 001011579) [34]. Protoze existuje kuratorovana databaze cCitajici 82
sekvenci, je pro skrining dat shotgun ptistupem idealni pouzit tuto databazi vcelich proteinovych
sekvenci a v dal§$im vyhodnoceni pfipadné vyuzit srovnani intenzity cizi amyldzy s intenzitami

jinych proteint, jako je vceli alfa-amylaza.

V medu jsou pifitomné také proteiny, které jsou pfirozenou soucasti zivin, které¢ vcely
pfinaseji do Ulu a zpracovavaji je na med. Jsou jimi zejména rostlinné proteiny z nektaru a pylu,
ale také proteiny z medovice. Jejich podil v medu je odlisny zejména v zavislosti na druhu medu.
Sekvence odpovidajici t¢émto proteinim muzou byt také pridany do prohledavaci databaze. Neni
vSak jednoduché vybrat databazi obsahujici rozumny pocet spravnych sekvenci, aby nedochazelo
k negativnim vlivim na vyhodnocend data z divodu pfili§ velké databaze (statisice, miliony
sekvenci). Pfavazna vétSina meda je vicedruhova, a proto miize byt spektrum potencialnich
proteind zrostlin ¢i medovice velmi variabilni. Je mozné pouzit obdobnou databazi, kterd je
zaloZzena na vyselektovanych proteinovych skupinach. Prohleddvaci databaze pak obsahuje
piiblizné 100 tisic sekvenci, coz je jesSt¢ rozumny pocet pro vyhodnoceni tak komplexnich
proteomickych dat [22]. Pro ucel identifikace pfitomnosti suspektnich cizich amylaz v medu vSak
pouziti této databaze neni nutné. Vystacime si se sekvencemi suspektnich cizich amylaz, které je

vhodné doplnit o v¢eli proteiny.
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6.4.4. Ovéreni spravnosti identifikace cizi amylazy — specifita aminokyselin

Pokud bioinformatické vyhodnoceni dat potvrdi pfitomnost suspektni cizi (alfa-)amylazy, mél
by nasledovat krok, ktery pro jistotu ovéii specifitu jeji identifikace. Jednim z dulezitych parametri
je samotny po¢et MS/MS identifikovanych peptidi. Cim vétsi pocet peptidi identifikuje cizi
amylazu, tim mensi je logicky pravdépodobnost falesné pozitivniho vysledku, ktery by znamenal
chybnou interpretaci dat [68, 69]. Velmi rizikova z tohoto hlediska je obecné identifikace pouze
jednim peptidem. Vzhledem k moznostem tady peptidi vznikajicich Stépenim alfa-amyldz [22],
které maji cca 500 aminokyselin, by byla identifikace pomoci pouze jednoho peptidu bottom-up
proteomickym pfistupem necilenou analyzou povazovana za nekvalitni. Na druhou stranu muize
byt z této necilené analyzy ziskan jeden peptid natolik specificky, ze rozlisi rizné druhy cizich

amylaz. Takovyto peptid pak miize byt vyuzit pro vyvoj cilené analyzy.

Pro ovéfeni specifity identifikace vyextrahujeme vSechny peptidy identifikujici cizi alfa-
amylazu, které nasledné podrobime analyze pomoci nastroje Blastp proti ostatnim sekvencim
v GenBank nebo jiné zdrojové databazi [22, 62]. Jako ptiklad dostatecné specifickych jednotlivych
peptidd lze uvést ,,EATWLSGYPTDSELYK® pro A. niger (resp. Aspergillus sp.),
.LOQNDAEHLSDIGITAVWIPPAYK* pro B. amyloliguefaciens ¢l
»LQNDSAYLAEHGITAVWIPPAYK® pro B. licheniformis. Tyto jednotlivé peptidy vzniklé
trypsinovym §t€penim sice nejsou uplné specifické pro jeden jediny zdznam sekvence alfa-amylazy
dan¢ho druhu v databazich, ale jejich identifikace s dostatecnou spolehlivosti identifikuje
pritomnost suspektni cizi amylazy. Je mozné si v§imnout zjevné podobnosti uvedenych peptidi
pro B. amyloliguefaciens a B. licheniformis, coz také odpovida pomémn¢ blizké taxonomicke
piibuznosti bakterii, které tuto alfa-amylazu produkuji. Zejména je potieba si v seznamu
blastovanych sekvenci v§imat, zda peptid nevykazuje podobnost s proteiny medu vlastnimi, jako
jsou vceli nebo rostlinné proteiny. Kazdy dalsi MS/MS identifikovany peptid navic pfispiva ke
specifité a spolehlivosti identifikace. Spravnost vysledku déle potvrzuje intenzita identifikovanych

peptidd, kterou lze porovnat s intenzitami medu vlastnimi proteiny.

6.4.5. Ovéreni, Ze cizi amylazu neprodukoval do medu mikroorganismus

KdyzZ uz je ovétena specifita identifikace cizi amyldzy, je dllezité ovéfit, Ze jeji pfitomnost ve
vzorku medu neni spojena s pfitomnosti daného mikroorganismu. Mohlo by se totiz teoreticky stat,
ze by se jednalo o kontaminaci medu celym mikroorganismem [22]. Pro ovéteni pak pouzijeme
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v dalSich prohledani dat dostupné sekvence s piislusnou taxonomii. V ptipad¢ uvedenych tfech
cizich (alfa-)amylaz z 4. niger, B. amyloliguefaciens i B. licheniformis jsou dostupné genomy, coz
je v podstaté idedlni stav. V dnes$ni dob¢ je k dispozici mnoho genomul z mikroorganismu, zv1asté
téch, jejichz vyuziti je v biotechnologiich. Pokud nejsou ve vzorku medu identifikovany kromé cizi
amylazy dalsi proteiny stejné taxonomické piislusnosti, znamena to, Ze cizi amyldza byla do medu
pfidana pro kompenzaci nedostate¢né diastdzové aktivity. Existuje jista moznost, Ze by se
identifikovana cizi amyldza dostala do medu spolecné se sirupem, pfi jehoz vyrob¢€ bylo vyuzito
enzymové hydrolyzy Skrobu amylédzou [22]. OdliSeni zpiisobu, jakymi se cizi amylaza dostane do

medu je mozné, ale vyzadovalo by kombinaci s dalSimi analytickymi postupy.
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6.5. Schématické znazornéni metodiky

Extrakce proteinii z medu
— s vyhodou gelova

chromatografie
Unifikovany obsah proteinti Ovéreni kvality izolovanych proteint
na vzorek SDS-PAGE elektroforézou

Proteolytické stépeni smési
proteinti
({typicky trypsinem)

Necilena analyza
zpracovanych vzorku s
unifikovanym relativnim

obsahem proteint/peptid(i

a) sekretované délnicemi

Bioinformatické
— vyhodnoceni
dat z nanoLC-MS/MS
suspektni cizi amylazy
Identifikace Databaze: Selekce sekvenci odpovidajici
— suspektni cizi — RefSeq ,amylase” identifikovanym suspektni cizi
amylazy amylaze
J
v
Reanalyza na Databaze: ¥ e
suspektni cizi Selekce MS/MS identifikovanych Individualni ovéreni
amylazy _’peptidl‘] odpovidajicich suspektni[~*| specifity peptidu
cizi amylaze Blastp NCBI
Je v medu
pitomnd - Databdze: | Mgentifikace ,,pouze” — L 4
»pouze" cizi Sekvence odpovidajici cizi amylazy Err———, —
— amylaza nebo i —],taxonomii“ suspektnif~> potvrzuje jeji g [
jiné pro'teiny z cizi am'ylézy (obvykle artificialni pridani
daného Znam genom)
organismu? |

Obrazek 2. Principialni postup bottom-up shotgun proteomiky pro identifikaci cizi amylazy

v medu.

* Referencni kuratorovana databaze je reportovana v publikaci Erban et al. [22] spolecné s raw

daty na MassIVE pod piistupovym ¢islem MSV000085697 [86].
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7. Srovnani novosti metodiky

Tato metodika jako prvni svého druhu zahrnuje urceni zplsobu falSovani medu skrze
specifickou identifikaci amyléaz, které nejsou medu vlastni. Dllezitym parametrem kvality medu je
diastdzova neboli amylazova aktivita. Proto existuje riziko, Ze by tato enzymova aktivita mohla byt
nastavena pridanim cizich amylaz. Méfeni enzymové aktivity neumoznuje exaktni identifikaci cizi

amylazy v medu. Pro tento cel je vS§ak vhodny metodicky postup prezentovany v této metodice.

Pomoci bottom-up shotgun proteomického piistupu je mozné identifikovat prakticky
jakoukoliv cizi amyldzu v medu. Data mohou byt pofizena na riizném hardwaru principialné
zalozeném na LC-MS/MS technologii. Nésledné¢ mtize byt vyuzito fady vyhodnocovacich

softward. Metodika se tedy neomezuje na konkrétni vybaveni, na kterém byla vyvinuta.

Klicovym prvkem metodiky je vyhodnoceni naméfenych dat. Kritické jsou prace s databazemi
a zahrnuti ovéfovacich krokt, které¢ vylouci faleSn¢ pozitivni identifikace a zaroven poskytnou
dostatecné specifickou detekci cizi amylazy. Metodika umoziuje selekci specifickych peptidii po
Stépeni protedzou (nejcastéji trypsinem), které mohou byt ndsledné vyuzity pro cilené metody.
Cilend metoda pfes svoje nesporné vyhody v kvantifikaci dokaze identifikovat pouze vybrané
analyty, na kter¢ je nastavena. Proto je potieba této metodiky, kterd umoznuje identifikaci prakticky
jakychkoliv cizich amylaz. Metodika také umoziuje stanoveni relativniho poméru intenzity cizich
amylaz a riznych medu vlasnich proteinti. Metodicky postup s vysvétlujicimi komentéfi je shrnuty

ve schématu na obrazku 2.

8. Uplatnéni metodiky

Uplatnéni metodiky je v prokazovani falSovani medu. Metodika ma uplatnéni na narodni i
mezinarodni Urovni pro dodrzovani Codex Alimentarius. Metodika pfispéje k dodrzovani
mezinarodné platnych kritérii kladenych na véeli med. V Cesku je potencialnim uZivatelem

zejména Statni zemédélska a potravinaiska inspekce (SZPI), ktera provadi kontroly meda v Cesku.

9. Ekonomické zhodnoceni metodiky

Cenové naroky metodického postupu souvisi s pouzitym hardwarem a také softwarem. Cena

za vzorek je tedy potieba kalkulovat jako rozpéti. Aktudlni cenu za kompletni analyzu jednoho
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vzorku medu v triplikdtu zahrnujici ptipravu, zpracovani, elektroforeticky profil, analyzu nanoLC-

MS/MS (Orbitrap Fusion) a vyhodnoceni dat Ize kalkulovat na 7 az 8 tis. K¢ bez DPH.

10. Publikace, které predchazely metodice

Erban T (2019) Nové o spektru véelich proteinii v medu a o jeho 1é¢ivém uinku. Mod vcelat 16
(9): 26-27.

Erban T (2020) Sada proteinovych markerti pro urceni pfitomnosti klicovych proteint ze vcel a
detekci kontaminace medu cizimi amyldzami pivodem z hub druhu Aspergillus niger a bakterii
Bacillus amyloliquefaciens a Bacillus licheniformis: uzitny vzor ¢&islo 34171. Utad
primyslového vlastnictvi, Praha. URL:
https://isdv.upv.cz/doc/FullFiles/UtilityModels/FullDocuments/FDUMO0034/uv034171.pdf

Erban T (2021) MassIVE MSV000085697: proof of honey adulteration by the detection of foreign
amylases and quality assessment of honey. Center for Computational Mass Spectrometry,
Computer Science and Engineering, University of California, San Diego, CA. DOL:
10.25345/C56N0X. URL:
https://massive.ucsd.edu/ProteoSAFe/dataset.jsp?task=c05d7b60e7t9466abb34640711b54552

Erban T (2021) Nova metoda k potvrzeni pravosti medu. Mod v¢elat 18 (5): 22-23.

Erban T (2021). Nova metoda pro odhaleni falSovaného medu. AGRObase zprav 2021 (srpen): 14—
15. URL: http://www.agrocr.cz/data_ak/21/a/AGRObase2108.pdf

Erban T, Shcherbachenko E, Talacko P, Harant K (2019) The unique protein composition of honey
revealed by comprehensive proteomic analysis: allergens, venom-like proteins, antibacterial
properties, royal jelly proteins, serine proteases, and their inhibitors. J Nat Prod 82: 1217-1226.

Erban T, Shcherbachenko E, Talacko P, Harant K (2021) A single honey proteome dataset for
identifying adulteration by foreign amylases and mining various protein markers natural to
honey. J Proteomics 239: 104157.
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