MALDI - TOF MS

Hmotnostni spektrometrie se jiz nékolik desitek let uziva pro identifikaci latek.
Donedévna slouzila pouze pro studium nizkomolekulérnich latek méfenim jejich hmotnosti ¢i
hmotnosti jejich fragmentti. V poloving 80. let se podafilo nalézt techniky ptevadéjici velké
molekuly do plynné faze bez fragmentace (karas a kol. 1987). Zajem o tuto metodu zacal
nartstat; krom¢ metod molekuldrni biologie se tak hmotnostni spektrometrie stala
spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za UcCasti matrice s pruletovym analyzatorem:
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry) je
nepostradatelnym nastrojem analyzy biologickych a syntetickych polymert, nejvice se vSak
prispiva off-line spojeni se separatnimi metodami, napiiklad s 2D gelovou elektroforézou ¢i
kapalinovou chromatografii (Havli§ 1999). MALDI-TOF MS je citlivou analytickou
technikou s detek¢nimi limity fadoveé femtomolii nebo i desetin femtomold.

Metoda je aplikovana pfi uréovani molekulovych hmotnosti biomolekul, monitorovani
bioreakci, studiu prostorového usporadani a postranslacnich modifikaci bilkovin, sekvenovani
peptida a oligonukleotidli. Vyuziva Setrné ionozacéni techniky, coZ znamena, ze biomolekuly
nejsou Stépeny, ale pouze ionizovany pomoci matrice, obvykle v pozitivnim modu
(analyzovany jsou kationty). Obecné se ionizuji net€kavé slozky biologického materidlu -
fragmenty DNA, RNA, lipidy a proteiny. Generovat ionty latek s vys§i molekulovou
hmotnosti je moZné s vyuZitim ionizace vzorku laserem za pfitomnosti matrice. Podminkou je
schopnost molekuly absorbovat vinovou délku laseru (tzn., Ze energie fotond laseru je rovna
energii potfebné pro excitaci matrice). Pfenos energie z matrice na analyt je velmi rychly
(n€kolik nanosekund). Technika MALDI vyuziva nejcastéji dusikové UV lasery (trvani pulzu
4 ns o vlnové délce 337 nm), méné pak IR lasery. Proces ionizace v piipadé této metody vSak
neni doposud spolehlivé vysvétlen. Excitované molekuly matrice ionizuji molekuly analytu
pfenosem protonu. K extrakci iontll ziontového zdroje do hmotnostniho analyzatoru TOF
(Time of Flight) (obrazek 12) dochazi pomoci extrakénich miizek s vysokym napétim.
Priletovy analyzator TOF je podle fyzikalnich principi separace iontli fazen do skupiny
separujici ionty dle rizné doby rychlosti letu. VSechny ionty obdrzi stejnou kinetickou
energii, ionty s mensi hodnotou m/z se pak pohybuji k detektoru rychleji. K formovani

molekulovych iontél dochazi i u molekul s molekulovou hmotnosti az 10° Daa vice.



Jak bylo uvedeno, technika charakterizuje molekuly pomérem m/z. Protoze ionty nesou
zpravidla jeden naboj ([M+H]"), pomér je roven molekulové hmotnosti, jeZ je vystupnim
datem a hodnotou pro osu x charakteristického spektra (obrazek 5). V analyzatoru TOF jsou
méfeny doby letu iontd. Detektor obsahuje zaznamové zatizeni. Vystup je veden do

elektrometrického zesilovace, kde je signal upraven pro dalsi, vétSinou pocitacové zpracovani.
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MALDI-TOF MS analyza mikroorganismu

MALDI-TOF MS je rychla technika pro identifikaci prokaryot, analyzu biomarkert
intaktnich vird a spor. V piipadé bakteridlnich bunék jsou analyzovany slozky bakteridlniho
proteomu uvolnéné narusenim bunécné stény rozpoustédly (Demirev a kol. 1999, Marvin a
kol. 2003). Jako bunéény material pro analyzu zpocatku slouzily lyzaty bun€k (Cain a
kol. 1994), nasledné¢ byly zpracovavany celobunécné preparaty (Holland a kol. 1996,
Williams a kol. 2003). Hlavni pfednosti analyzy celych bunék je rychlost a jednoduchost (Lay
2000).

Buitkky mohou byt tedy analyzovany piimo nebo za vyuziti metod zakoncentrovani
proteint. Bakteridlni kultura se odebird bud’ z tekutého media po centrifugaci nebo z pevného
media na agarovych plotnach. Odebrany objem buné€k se misi s roztokem voda:rozpoustédlo.
Vhodnym rozpoustédlem je acetonitril, ktery ptisobi fraktury bunék a uvoliiuje proteiny; ve
vzorku se poté vyskytuji bunky intaktni i naruSené. Pred analyzou lze proteiny separovat.

Jiné postupy piipravy vzorku se vyuzivaji u grampozitivnich a jiné u gramnegativnich
bunék, nebot’ proteiny a peptidy jsou z buiiky uvoltiovany v zavislosti na struktufe bunééné
stény. U grampozitivnich bunék nestaci pro zpfistupnéni proteinli mechanické rozruSeni

bunécné stény. Jejich bunécna sténa je proto rozrusovana lysozymem (0,5 mg/ml) v misté



B-1,4-glykosidickych vazeb mezi N-acetylglukosaminem a kyselinou N-acetylmuramovou
v peptidoglykanu. Buiiky jsou promyty vodou a po centrifugaci je pelet resuspendovan v
50% acetonitrilu a 0,1% trifluoroctové kyseliné¢ (TFA). Nasledné je jejich bunécnd sténa
naruSena lysozymem a vzorek je smichdn s matrici, kterd se dodava v nadbytku k
analyzovanému roztoku. Po usuSeni nasleduje MALDI-TOF MS analyza. U gramnegativnich
bunék neni zafazovan krok piidavku lysozymu (Smole a kol. 2002).

Princip pfipravy vzorku pro analyzu MALDI-MS spoc¢ivd ve smiseni bakterialni
suspenze (v roztoku voda : ACN) v nadbytku matrice v molarnim poméru piiblizng 1:10%.
Sm¢és je nanasena na specidlni kovovou desticku a po vysuSeni pii pokojové teploté umisténa
do hlubokého vakua (10 Pa) v iontovém zdroji. Krystaly ze zaschlé kapky jsou zasaZeny
pulzy laseru. Matrice absorbuje energii, rozklada se na ionty a pravdépodobné ionizuje vzorek
za vysokeého tlaku tésné nad ozafenym povrchem. Vysledkem je charakteristické
MALDI-MS spektrum (profil) proteinii a peptidi buniky.

Zpracovani hmotnostnich spekter zahrnuje identifikaci a kvantifikaci piki, vypocet
podobnosti mezi proteinovymi spektry, seskupeni dat a identifikaci vzorku v rdmci rodu a
druhu, pfipadné typizaci kmene. Profil je druhové i kmenové specificky a proto jej lze vyuzit
k identifikaci neznamého vzorku i k autentizaci bakteridlniho kmene, coz je vyznamné

naptiklad u nozokomialnich infekei (Lay 2000).

Matrice

Volba matrice je klicovym faktorem analyzy. Jako vhodné matrice pro UV lasery jsou
pouzivany aromatické karboxylové kyseliny, vétSinou derivaty kyseliny benzoové rozpusténé
ve vodé a vhodném rozpoustédle. Vhodnymi matricemi jsou kyseliny
a-kyano-4-hydroxyskoticovda (CHCA), 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova, SA),
dihydroxybenzoova (gentisova, DHB), 4-hydroxy-3-metoxyskoticova (ferulova, FA). Pro
gramnegativni bakterie a archea je nejcastéji uzivanou matrici a-cyano-4-hydroxyskoticova
kyselina, pro grampozitivni bakterie 5-chlor-2-merkaptobenzothiazol (Evason 2001, Krader a
Emerson 2004). V nékterych studiich se vSak setkdvame s uzitim stejné matrice pro
grampozitivni 1 gramnegativni bakterie (Karas a Bahr 1991, Marvin a kol. 2003).

Odlisna povaha jednotlivych matrici zplisobuje odliSnou krystalizaci a ionizaci latek
dle jejich molekulovych hmotnosti (obrazek 6). CHCA naptiklad ionizuje hlavné peptidy a
SA vykazuje dobrou schopnost ionizace v oblasti niz§ich molekulovych hmotnosti proteinti a

polymerti. Pro vysokomolekularni latky se vyuziva DHB v roztoku voda:acetonitril 4:1. Vody



je zde vétsi mnozstvi, vzorek tak zasychd pomaleji a spravné krystalizuje. DHB dobte
ionizuje peptidy, proteiny, lipidy, nukleové kyseliny a sacharidy, je proto povazovana za
univerzalni matrici.

Chemicka struktura nékterych matric pro techniku MALDI:
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Pro upravu pH slouzi kyselina trifluoroctovd (TFA) nebo kyselina mravenci.
Okyseleni se provadi pro zvyseni kvality signalu. Roztoky kyselin jsou k analyzované smési
pfidavany bud’ piimo na desti€ce, nebo se jimi nahrazuje voda pii rozpuSténi matrice a
vzorku. Po ptidavku TFA k matrici je detekovano vice proteinti a silnéjsi signaly nez pii uziti
k.mravenci (obrdzek 8). Kyselina mravenc¢i miiZze esterifikovat hydroxyskupiny pfitomné
napt. v molekulach peptidi a vytvaret piky o 28 Da vyssi, nezZ by odpovidalo o¢ekavanym

iontum.
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Matrice je s analytem v tézko definovatelném kontaktu, proces ionizace neni doposud
spolehlivé vysvétlen. Matrice se voli tak, aby tvofila béhem schnuti smésné krystaly
s analytem a vzniklé krystaly mély co nejmensi velikost a tvofily na desti¢ce souvisly film
(obrazek 7). Tato vlastnost neni piedvidatelnd, zjiStuje se empiricky. Nestejnoroda
krystalizace komplikuje zacileni laseru a ziskavéani dat. Vyhodou je moznost ,konzervace*
vzorku v krystalech matrice po naneseni na desticku, analyza nemusi byt provedena zahy po
naneseni vzorku.

Matrice by se méla rozpoustét ve stejném rozpoustédle jako vzorek, aby se molekuly
ze vzorku spravné inkorporovaly do krystalli matrice. Matrice musi absorbovat vinovou délku
laseru a neméla by reagovat se vzorkem. Za pusobeni laserového pulsu musi byt matrice
fotostabilni. Nesmi dochéazet k tvorb¢ reaktivnich zbytkl kyseliny; tyto by vytvarely adukty s
molekulami analytu a komplikovaly spektrum. Pfi analyze peptidi a proteinli se nepouziva
matrice oxidujici sulfoskupiny cysteinu a methioninu nebo aldehydy vytvarejici

s aminoskupinami Schiffovy baze.

Rozpoustédlo vzorku

Nejcastejsimi vyuzivanymi rozpoustédly jsou aceton a acetonitril ve smési s vodou
(obrazek 9). Rozpoustédlo musi byt misitelné s rozpoustédlem matrice a musi mit vhodné
povrchové napéti, aby doslo ke spravnému rozliti kapky na desticce. Vysoké povrchové
napéti a kruhové kapky vykazuji smési rozpoustédel s vysokym podilem vody. Vice tékava
rozpoustédla tvofi malé krystalky s homogennéjsi distribuci analytu. Pfi vyS$s$i rychlosti
vypafovani dochazi k narlistu miry kationizace molekul analytu a poklesu intenzity signalu
velkych molekul.

Nesmi dojit k vykrystalizovani vzorku nebo matrice pfi smichdni obou roztokt. Na

procesu krystalizace matrice a vzorku se vyznamné podili pH smési rozpoustédel. U proteint



a peptidi mize dochazet v zavislosti na pH ke zménam jejich konformaci. Kyselost se

zvysuje pomoci kyseliny mravenci nebo trifluoroctové.
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Desticka MALDI

Desticky (obrazek 10) jsou vyrdbény s vysokou piesnosti obvykle z nerezové oceli
nebo hliniku. Ocel 1 hlinik jsou vii¢i matrici a rozpoustédlim inertni. Nezpiisobuji kationizaci
analytu. Desticka pro 384 vzorktli obsahuje ve sloupci policka A az P a v fadku policka s Cisly
1 az 24. Desticky musi byt snadno Cistitelné do hladkého povrchu a pfed analyzou musi byt

zbaveny necistot a prachu.

Obr. 10: Desticka MALDI
(Ptevzato: Odd¢leni funkéni
genomiky a proteomiky, PfF MU)




NanasSeni vzorku

Podle zpiisobu vrstveni smési matrice, rozpoustédla a vzorku rozliSujeme tii zdkladni
metody (obrazek 11). Prvni zplsob se nazyva ,,Dried-droplet”, kdy se nanasi kapka smési
vzorku s nasycenym roztokem matrice v poméru 1:5 az 1:10 v objemu 0,5 — 2 pul na desticku a
kapka zasycha pii laboratorni teploté. Tato metoda je jednoducha a vysoce reprodukovatelna.
Poskytuje nejlepsi vysledky pii detekci vysokomolekuldrnich latek (Vaidyanathan a kol.
2002). Nevyhodou je vylucovani krystalii matrice a vzorku na obvodu vysusené kapky. Mista
poskytujici signal se poté musi vyhledavat.

Pii metodé ,,Two-layer” se nanasi na desticku jako prvni kapka roztoku matrice a po
zaschnuti se prevrstvuje smési vzorku a matrice. Pfi tfeti, ,,Bottom-layer metodé se jako
prvni nanasi kapka rozpusSténého vzorku, na kterou je po zaschnuti nanesena kapka roztoku
matrice. Tato metoda ionizuje 1épe latky s niz§i molekulovou hmotnosti (Vaidyanathan a kol.
2002, Williams a kol. 2003).

Pokud se na desticku roztok nanasSi elektrosprejem, roztok se stiika na desticku
z kapilary pod vysokym napétim ze vzdalenosti nékolika centimetri. Vznika tak vrstva
mikrokrystall stejné velikosti, ve které jsou molekuly analytu pravidelné distribuovany a tak
je dosazeno vysoké reprodukovatelnosti méteni a moZznosti kvantitativni analyzy. Lze potom
metodu  MALDI spojit se separaénimi metodami, jako napiiklad HPLC nebo CE
(Vaidyanathan a kol. 2002).
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Obr.11: Metody nanaseni vzorku pied analyzou (Upraveno podle: Williams a kol. 2003)

Princip techniky MALDI - MS

Mechanismem generovani protonovanych molekul analytu je pravdépodobné pienos
protonu v excitovaném stavu. Zaroven dochdzi k pfechodu molekul analytu z pevné do plynné
faze. Tonizaci se rozumi adice kationu (H', Na") ¢ aniontu na molekulu vzorku, disociace H"
zmolekuly vzorku nebo vznik radikdlu odstépenim elektronu. Produkty ionizace jsou

pievazné pseudomolekulové ionty [A+H]', kdy je naboj iontu vétsinou 1. Lze oviem



pozorovat i vicendsobn& nabité ionty analytu [A+H]*", dimer iontu analytu [A,+H]", adukty
analytu s alkalickymi kovy a matrici [A+Na]’, [A+K]", [A+MH]", fragmenty matrice a
analytu a iontové klastry. Ionty jsou urychleny silnym elektrickym polem (25-30kV) a pies
uzemnénou miizku vstupuji do vakua v trubici analyzatoru TOF, kde se pohybuji rychlosti
danou jejich hmotnosti a nabojem. Mé&fi se doba letu €astice, kterou zaznamenava detektor
(obrazek 12). Mensi ionty dorazi k detektoru diive nez vétsi (Havlis 1999, Helanova 2004,

http://user.upce.cz/~holcapek/vyuka.htm, Marvin a kol., 2003).
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Obr. 12: Schéma pfistroje MALDI TOF (Upraveno podle: Marvin a kol. 2003)
Hmotnostni priletovy analyzator TOF

Fyzikélni popis principu TOF (obr.12) vychazi z ptedpokladu, Ze pti ionizaci ziskaji
ionty pfiblizn¢ stejnou energii a jsou urychleny elektrickym potencidlem V, takze plati:
Ex=1/2.m.v*=z.e. V. Pro dobu drahy letu iontu plati: t=1/v, kde 1 je délka analyzatorové
trubice (tj.draha letu), v je rychlost iontu a e elementarni naboj.

Reflektron je soustava miizek nesouci vysoké napéti se stejnou polaritou jako druh
analyzovaného iontu. Dokaze zzit distribuci kinetické energie iontd tim, Ze ionty s vyssi
energii pronikaji do reflektronu hloubé&ji, a tim dochazi ke zvyseni jejich doby letu. ZhorSeni
rozliSeni muze byt zpiisobeno rozpadem metastabilnich iontli, jehoz pravdépodobnost se

zvySuje kvili narastu celkové doby letu.


http://user.upce.cz/~holcapek/vyuka.htm

Vyhoda TOF analyzatoru spoc¢iva v jeho vysoké citlivosti (jsou detekovany vSechny
ionty extrahované z iontového zdroje), v kratké dobé analyzy a v teoreticky neomezené
maximalni m/z hodnoté. Pomoci iontového zrcadla (reflektronu) a zpozdéné reakce lze

doséhnout vysokého rozliseni.

Hmotnostni spektrum

MALDI-TOF hmotnostni spektrum je zobrazenim cetnosti ionizovatelnych castic
bakteridlniho proteomu. MALDI-MS profil proteinti celych bunék 1 proteinti izolovanych je
vysoce charakteristicky (Lay 2001). Charakter spektra zavisi na krystalizaci a ionizacnich
vlastnostech vzorku, proto je vySka piku rovna relativni koncentraci proteinu v misté ionizace
na desce. Intenzita (vyska) piku se projevi dle stupné ionizace, proto neni MALDI-MS
vhodnou kvantitativni metodou. V praxi se posouva ter¢ik pro zacileni paprsku
na jednotlivych mistech policka, které je sniméno kamerou. Vyhledavaji se spektra s co
nejvyssim pomérem signal/Sum. Signal se objevuje po dosazeni prahové energie.

Spektra produkovana identickymi kmeny vykazuji za dodrzeni standardnich protokold
vysoky stupen podobnosti. Identifikace je umoznéna srovnanim proteinovych profilt analyzy
s referenénimi spektry (Lay 2001). Spektra uzitd pi1 identifikaci musi byt vysoce
reprodukovatelna. Pro charakterizaci bakterii je diilezita interpretace dat postihujici slozitost
spekter a nepatrné rozdily u pfibuznych kmenti (Lay 2001). Piky ptitomné ve vSech métenich
jednoho vzorku jsou povazovany za charakteristické markery jednotlivych kmenti (Tvrzova a
kol. 2006). Studie spekter ukazaly, ze 90 % signali pochazi z oblasti 600 - 10 000 Da. Ionty
s molekulovou hmotnosti pod 600 Da jsou vysledkem ionizace vlastni matrice.
Vysokohmotnostni ionty jsou charakteristické pouze pro urcity bakteridlni kmen. Tyto ionty
jsou jedine¢nymi signaly vhodnymi k rozliSeni bakterii diky minimalnimu pozadi pfitomnému
ve vysokohmotnostni oblasti spekter (Lay 2001).

Pti srovnavani spekter jednotlivych druhtt uvnitf rodu se hledaji rodové
charakteristické signdly pikd. Tyto piky se opakuji u vSech druhi. Dal§im krokem je nalezeni
vnitrodruhovych spole¢nych a diferencia¢nich znaki. Jedna se o biomarkery charakteristické
pro dany druh a didle o markery, jimiz se odliSuji kmeny uvniti druhu. Identifikace aZ po
urovent kmenll je mozna diky detekci charakteristickych proteini a peptidi. Biomarkery se
déle charakterizuji sekvenaci nebo méfenim hmotnosti peptidli po enzymatickém Stépeni (Lay

2000).



Charakteristickh MALDI-MS spektra prokaryotickych organismi z celobunééného
vzorku jsou znadzornéna na obrazcich 13 a 14. Na ose x vidime zaznam molekulové hmotnosti
ionizovanych slozek rozpoustédly ,zpfistupnéného* proteomu buniky, na ose y potom

intenzitu jejich signalu.
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Obr. 13: Charakteristické spektrum kmene A. hydrophila ssp. hydrophila CCM 72327
Osa x: pomér m/z (hmotnost); osa y: intenzita signalu a.i. (arbitrary units)
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Obr. 14: Charakteristické spektrum kmene P. fluorescens CCM 2115"
Osa x: pomér m/z (hmotnost); osa y: intenzita signalu a.:.




MALDI-MS hmotnostni profily jsou jedinecné, takze umoznuji identifikaci bakterii
(Holland a kol. 1996). Typizace je mozna na zdklad¢ nepatrnych rozdili ve spektrech mezi
jednotlivymi kmeny. V publikacich se uvadéji MALDI-MS profily jednotlivych druht. Takto
se ziskaly typické a konzervované profily napt.mezi jednotlivymi druhy rodu Campylobacter.
Testovano bylo 130 kmenil. VSechny analyzované kmeny C. jejuni a C. coli poskytovaly piky
0 hodnoté 7 035-7 036 Da a 8 153-8 154 Da, které se nevyskytovaly v zddném ze vzorki
kment C. lari a C. upsaliensis. C. jejuni byl dale od druhu C. coli odliSen typickym vyskytem
piki v oblasti hmot 10 275-13 728 Da, které nebyly u kment C. coli ptitomny. Pro druh
C. lari byly naopak charakteristické piky o hodnotach 6 998 Da a pro C. upsaliensis 7 063 Da.
Grampozitivni bunky S. aureus, S. haemolyticus, S. pyogenes a S. agalactiae obsahuji ve
spektru 16 az 32 spolecnych pikl z celkového mnozstvi 50-75 detekovanych piki. Jejich
hmotnosti jsou v rozmezi 1,8 — 11 kDa (Smole a kol. 2002).

Tyto rozdily neni mozné hodnotit opticky; vysledky analyzy se opiraji vzhledem
k velkému mnozstvi dat o klastrovou analyzu provedenou vhodnym software. V soucasnosti
je cilem ziskat standardni protokol pfipravy vzorku a stabilni, reprodukovatelna spektra, aby
mohla byt vytvotrena rozsahld databaze referencnich spekter, ktera by umoznila spolehlivou a
rychlou identifikaci mikroorganismti (Bright a kol. 2002, Shah a kol. 2002, Wunschel a kol.
2005 a).

Uprava vystupnich spekter pied klastrovou analyzou

MALDI-TOF spektra se po MALDI-MS analyze upravuji a poté pievadéji do formatu
ascii (tabulka s hodnotami m/z a intenzit), které slouzi jako vstup pro klastrovou analyzu. Pti
upravach se spektrum vyhlazuje, odecitd se baseline, a kalibruji se molekulové hmotnosti.
Kazdy pik spektra je na ose x charakterizovan pomérem m/z, ktery se ziskd prepocitdnim
z naméfené doby letu. Aby nebyly pfi vyhodnoceni za piky povazovany nahodné signaly
ptisluSejici Sumu, priméruje se kazdych 41 sousednich bodl spektra. Poté se odecita baseline,
¢imz je dolni hranice Sumu sjednocena s osou y.

Pro kalibraci molekulovych hmotnosti byl pouzit lysozym, ktery se analyzuje v sérii se
vzorky. Na zakladé znamych pomdri m/z [M+H]" a [M+2H]*" ionti lysozymu je vytvofena
matematicka funkce pro pfepocet doby letu na m/z pikl v analyzovanych vzorcich. Spektra
vSech 15ti analyz jednoho vzorku jsou sjednocena na primérné hmotnosti, nebot’ piky se
opakuji v kazdém z nich. Empiricky se stanovuji charakteristické piky rodu — ptitomné u

vSech druhu.



Metodika shlukové analyzy

Protoze vysledna spektra vykazovala mnoho pikli vrozsahu rGznych intenzit,
hodnoceni vyslednych spekter opticky neni dostate¢né presné. Nejvhodnéji analyzou
porovnavani takového souboru dat je proto analyza klastrova. Vzdalenosti (podobnosti) mezi
dvojicemi spekter se pocitaly v programu vyvinutém Fakultou informatiky MU jako
vektorovy soucin (tzv. kosinova vzdalenost). Aby se s ¢iselnymi hodnotami podobnosti dobie
pracovalo, je vhodné, aby tyto splitovaly vlastnosti metrik (symetrie, identita a trojuhelnikova
nerovnost). Uvedené podminky kosinova funkce spliiuje (Zezula 2005). Pfitomnost nebo
nepfitomnost jednotlivych pikl je vyjadiena jednotlivymi slozkami vektoru. Kazda dvojice
spekter je pfevedena na dvojici vektorti. Rozmér vektoru odrazi pocet odliSnych pikd,
hodnoty vektorli znamenaji intenzitu téchto piki. Poté byl vypocitan soucin vektori (dot
product), coz je kosinus uhli mezi vektory kvantifikujici podobnost spekter a nabyvajici
hodnoty 0 — 1 (Salton, 1989).

Soucin vektori identickych spekter dava hodnotu 1, soucin vektorti spekter tplné
odlisnych se rovna 0. Jeden vzorek byl souhrnem 15 spekter; k vypoctu primérné vzdalenosti
mezi dvojici spekter je tedy vyuZito 225 porovnani. Primér se pifepocitavd dvakrat —
z opakovanych analyz MALDI v ramci jednoho spotu a ze tfi spoti jednoho
mikrobiologického vzorku. Vysledkem je matice vzdalenosti pro kazdou dvojici vzork. Nad
matici vzdalenosti mezi spektry byly vytvoreny shluky programem CLUTO (Karypis G.).
CLUTO je program, ktery klastruje sady dat do smysluplnych skupin hierarchickym
aglomerativnim shlukovanim, pfi¢emz podobnost uvnitt klastru je maximalizovana. Shluky
spekter (klastrova analyza) se zobrazily jako dendrogram pomoci programu DRAWTREE z
baliku PHYLIP. CLUTO rovnéz vypocitava vzdalenosti mezi vétvemi dendrogramu.
V prubéhu prvnich analyz byly dendrogramy generovany piimo programem CLUTO a
neobsahovaly méfitko. Cisla v uzlu ukazovala pofadi shluku. Kazdy novy uzel byl posunut o
stejnou vzdalenost bez ohledu na podobnost. Nasledné byl Fakultou informatiky vyvinut
postup pridélujici dendrogramiim meétitko ve formatu NEWICK dle pouzitého vypoctu
podobnosti — tedy v rozsahu 0-1. Maximalni mozna celkova délka vétvi dendrogramu je rovna
1 a to je vzdalenost dvou nejméné piibuznych vzorkd spojenych ptes kofen dendrogramu.
Sitka dendrogramu ma tedy hodnotu 0,5 a sumérni délky kratsich vétvi mezi libovolnym
parem vzorkt jsou vyjadienim piibuznosti, v metitku 0-1.

Nov¢ vytvorené dendrogramy zachovavaji topologii s puvodnimi dendrogramy

ukazujicimi pouze potadi shluki, ale délka vétvi 1épe odrazi podobnost mezi jednotlivymi



shluky. Podobnost je zobrazena Iépe, protoze vétve jsou v métitku, které je odvozené od

prumérné podobnosti mezi skupinami.

Tvorba dendrogrami

Zpracovani dat zahrnuje identifikaci a kvantifikaci pikli, vypocet podobnosti mezi
hmotnostnimi spektry. Z matice podobnosti spekter se provadi klastrova analyza. Shluky
podobnosti se zobrazuji jako dendrogram, jsou vypocitavany vzdalenosti mezi vétvemi.

Na zaklad¢ ziskaného dendrogramu je zaloZena klasifikace vzorku v ramci rodu, druhu
i kmene. V publikacich je uvadéno vyuziti softwaru SARAMIS (Anagnostec, Némecko),
Biotyper (Bruker, Nemecko).

Vliv experimentalnich podminek na analyzu bakterii

Rozdily mezi spektry ziskanymi v riznych laboratofich jsou zpiisobeny rozdilnou
ptipravou vzorku. K tomu, aby se metoda MALDI-TOF MS stala tc¢innou identifikacni
metodou, je potfeba zavedeni standardniho protokolu ptipravy vzorku.

Pii MALDI-TOF MS analyze bunéénych vzorkil se zkoumad vliv ristovych cykla
buiiky, uchovavani vzorku, riistového media, typ pouzité matrice a jeji okyseleni. Pti
standardizaci protokoll je nutno dodrzovat typ uzitych kultiva¢nich medii a stafi kultury.
Ziviny indukuji nebo potladuji syntézu nékterych proteint, coz mize ovlivnit vystupni
spektrum (Lay, 2000, Valentine a kol. 2005, Mazzeo a kol. 2005).

Mnoho variaci ve spektrech je spojeno s bunécnou biologii. Bakterie vykazuji odezvy
na zmény kultivacnich podminek zménami ve spektru bunéénych proteinii a peptidi, ackoli
urcCitd ¢ast téchto markert ztstava ve spektru dle studie Valentine a kol. (2005) stejna. Bunky
by pro opakovanou analyzu mély byt kultivovany za jednotnych podminek — na stejném
vhodném mediu a se shodnym stafim kultury. Je tieba dbat na specifické naroky na ziviny
nékterych bakteridlnich druhd. Standardné se uziva medium, ze kterého bakterie poskytuji
nejlepsi  spektra. Vysoce reprodukovatelnd spektra jsou ziskdna z bakteridlni kultury
v exponencidlni fazi ristu (Lay 2000, Krader a Emerson 2004).

Experimentalni podminky jsou rovnéz dulezitym parametrem. Instrumentalni
parametry, volba matrice, typ uzitého rozpoustédla a okyseleni matrice, urychlovaci napéti a

typ laseru maji rovnéz vliv na hmotnostni spektrum (Williams a kol. 2003). Tato fakta



upozoriuji na potiebu standardnich protokold pfipravy vzorku. Vliv matrice a rozpoustédel a
okyseleni se zkoumal u gramnegativni E.coli a grampozitivni Listeria inocua. Pro rizné
druhy bakterii jsou vhodné riizné druhy matric. Williams a kol. (2003) uvadi, ze nejvhodné;si
matrice pro celobunééné preparaty bakterii je a-cyano-4-hydroxyskoticova kyselina (CHCA).
Tato kyselina se jevi vhodné;si pro detekei proteinii v rozmezi

12 az 25 kDa nez sinapova kyselina. Jako rozpoustédlo slouzi acetonitril, ktery poskytuje
lepsi naslednou detekci bakteridlnich proteinlt z rozmezi hmot Mr 3-14 kDa neZ aceton.
Spektra za pouziti acetonu ¢i acetonitrilu jako rozpoustédla matrice jsou navzajem podobna,
mnozstvi detekovanych proteinti a intenzita signala je vSak vétsi nez pii vyuziti methanolu ¢i
tetrahydrofuranu (Williams a kol. 2003).

MS detekuje velmi jemné zmény v chemickém slozeni butiky. Identifikace klicovych
proteinovych biomarkerti vSak mitize vést k lepSimu porozuméni téchto zmén a rozliSeni
rodové, druhové a kmenové specifickych iontd pro taxonomickou identifikaci. Zmény
v proteinovém spektru indukované prostfedim nemusi negativné ovlivilovat vysledky
identifikace proteinovymi databazemi, protoze ur¢ita podmnozina biomarkert zistava pfi
kultivaci bun€k konstantni. Jedna se o specifické ionty bakterialniho proteomu, jejichz spektra

jsou pouzita v databazich (Demirev a kol. 1999).

Vyuziti MALDI-MS v mikrobiologii

Vyuziti metody v klinické diagnostice

Metoda MALDI TOF je vhodna pro rychlé ziskani vysledkt identifikace aerobnich i
anaerobnich mikroorganismii v klinické diagnostice (Magee a kol. 2000, Ruelle a kol. 2004).
Casto analyzované druhy patii do rodi Bacillus (Warscheid a Fenselau 2004), Campylobacter
(Mandrell a kol. 2005), Clostridium, Corynebacterium, Escherichia (Holland a kol. 1996).
V ptipad¢ rodu Haemophilus bylo dokonce pomoci metody dosaZeno rychlého screeningu
izolati nemocni¢nich kmenli z pacientd. Urcilo se, zda byly infekce ziskdny nezéavisle na
pobytu v nemocnici (Haag a kol. 1998). MALDI-MS je vhodné pro klinickou diagnostiku
druhit rodii Helicobacter (Nilsson 1999, Demirev a kol. 2001) a Legionella (Keys a kol.
2004). Metoda dosahuje rychlé a reprodukovatelné identifikace uvnitt slozitého systému
novych i stavajicich druhti rodu Mycobacterium (Chemlal a kol. 2002, Pignone a kol. 2006,
Stinear a kol. 2000). Uspé&$na identifikace byla prokézana i u druht Salmonella (Leuschner a

kol. 2003), Streptococcus (Kumar a kol. 2004, Keys a kol. 2004), Staphylococcus (Lay 2001,



Edwards-Jones a kol. 2000, Walker a kol. 2002). U rodu Staphylococcus byly dokonce
rozliSeny methicilin-citlivé a methicilin-rezistentni kmeny (Walker a kol. 2002). Pti vyuZziti

referencnich spekter je mozno identifikovat nezndmy vzorek (Lynn a kol 1999).

Vyuziti metody v enviromentalnich studiich a v potravinarstvi

MALDI-TOF MS je vhodnd pro sledovani patogennich 1 nepatogennich
mikroorganismu v potravindch (Salmonella enteritidis, Escherichia coli). Prikladem je studie,
pfi niZ bylo studovano 24 bakteridlnich kment spolu s detailni analyzou a identifikaci E. coli
O157:H7. Byly ziskany vysoce specifické MALDI-MS profily bakterii, které jsou hlavnimi
kontaminantami potravin. Byla vytvorena jejich databaze

(http://bioinformatica.isa.cnr.it/Descr_Bact Dbase.htm), kterd je volné dostupna na internetu.

Vysledky potvrdily vyznamnost rychlé a ptesné identifikace bakteridlnich druhti (Mazzeo a
kol. 2005).

V prostiedi se sleduje osidleni pidy a kolonizace rostlin. Kvalitativné se hodnotila
piitomnost jednotlivych druhi pifi bioremediacnich procesech a dale se stanovuji sekundarni
metabolity v prostiedi. Metoda se vyuziva pii hodnoceni stavu odpadnich vod sledovanim
indikatort biologické kvality vody, jako napt. E.coli, Salmonella (Ruelle a kol. 2004).

VyuZziti metody v taxonomii mikroorganismu

Fylogeneticka pifibuznost je zdkladem pro klasifikaci mikroorganismli a vychazi ze
struktury 16Sr RNA. U nékterych druht vSak sekvencovani této nukleové kyseliny nerozlisi
ptibuzné druhy. Napt.u kment rodu Bacillus nejsou pfi klasifikaci na zdklad€ sekvence gent
pro 16S rRNA kmeny riznych druht odliSeny. V piipadé techniky MALDI-TOF MS dochazi
k odliseni téchto fenotypicky a v genech pro 16S rRNA neodlisitelnych druhi (Warscheid a
Fensleau 2004). Nazorna studie popisuje vyuziti metody pro diferenciaci 25ti Gizce ptibuznych
kmenti E.coli provedené ve dvou nezavislych laboratotich (Arnold a kol. 1998).

Vyznamné je vyuziti metody pfii typizaci v ramci rodu Aeromonas. Taxonomie rodu se
vyviji; dle soucasného systému klasifikace patii do celedi Aeromonadaceae tadu
Aeromonadales. Rod vykazuje vysokou heterogenitu a genetickou proménlivost, fenotypova
diferenciace je obtiznd. Validné bylo doposud popsano 17 druhii fazenych do péti skupin.
Vyznamnym piinosem techniky MALDI-TOF MS je vnitrodruhova diferenciace kmentd a

odliseni druhti fenotypove nerozlisitelnych (Donohue a kol. 2005, Donohue a kol. 2007).


http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&reftype=extlink&artid=1392959&iid=128349&jid=83&FROM=Article%7CBody&TO=External%7CLink%7CURI&article-id=1392959&journal-id=83&rendering-type=normal&&http://bioinformatica.isa.cnr.it/Descr_Bact_Db

Vyuziti metody pri analyze specifickych bakteridlnich proteinii, stanoveni molekulové

hmotnosti ionti, peptidi, proteinii, nukleovych Kkyselin, sacharidi, lipidu

Metodou MALDI-MS byly identifikovany rekombinantni proteiny, proteiny faktora
virulence, enzymy, metabolity, proteiny sporovych stén (Hathout a kol. 1999, Ryzhov a kol.
2000, Dickinson a kol. 2004) a S-vrstvy, sekvenuje bakterialni nukleové kyseliny (Marvin a
kol. 2003, Lay 2001, Taranenko a kol. 2002). Nemén¢é je vyznamné studium bakteriocinti
(Hindre a kol. 2003).

Vyhodou MALDI TOF MS je detekce markerd ptimo ze vzorku bez purifikace, kdy
by pfi kazdém kroku dochazelo ke ztratam materidlu (Westman a kol. 1998, Nilsson a
kol. 1998).

Proteomické studie maji velky pfinos pfi studiu biomarkeri pouzitelnych pro
diagnostiku onemocnéni a pro piedpovéd’ odezvy na terapii. Pomoci MS je mozné
identifikovat tisice proteinli tvoficich komplexni biosystémy v tkanich a télnich tekutinach.
Posun od analyzy jednoho markeru k analyze panelu markert pii diagnostice onemocnéni a
nutnost interpretace dat ziskanych proteomickymi technologiemi vedla k rozvoji
bioinformatiky, kterda umoziiuje vyuzivani proteinovych databazi a specidlniho software

(Poon a kol 2001).

Peptidové mapovani

V poslednich desetiletich vzriista potieba identifikovat v mikrobiologickém materialu
jednotlivé bilkoviny(Abel a kol. 2007, Altincicek a kol. 2007, Reynaud af Geijersstam a kol.
2007). Pro analyzu sta¢i n€kolik mikrolitrti vzorku s né€kolika desitkami pikomoll proteinu.
Po denaturaci a preruseni disulfidovych mustki redukei (napft. dithiotreitolem) a zablokovani
alkylaci (obvykle jodacetamidem) je peptidovy fetézec za kontrolovanych podminek
specificky roz$tépen; nejCastéji se vyuziva trypsin (Stépi v fetézci za bazickymi
aminokyselinami lysinem a argininem) nebo chymotrypsinem ($t€pi za aromatickymi i
dal$imi aminokyselinami). Vznikd smés peptidd, u nichz se urcuji molekulové hmotnosti
technikou MALDI-MS (obrazek 15). Hodnoty se zadaji do vefejné ptistupné databaze
(MSDB, NCBInr, Swissprot, dbEST). Srovnani s proteinovymi databazemi probihd pomoci
specialnich programii: Protein Prospector, Mascot (www.matrixscience.com), Proteomics.
Tato metodika je pomérné jednoduchd a lze ji pfi béznych laboratornich podminkach

zvladnout za 2 - 4 hodiny.
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Obr. 15: Schema identifikace proteint z gelu po elektroforéze (Prevzato: Martin Strohalm, 2005)

Pokud se pracuje se smési bilkovin, smés se nejprve elektroforeticky rozdéli, zony
gelu jsou pak vyfiznuty, redukovany a alkylovany. Po naStépeni trypsinem je protein z gelu
extrahovan a peptidové §tépy analyzovany. Takto probihd napf.analyza krevniho séra a

bunéénych homogenati, kdy miize byt analyzovéano az n€kolik stovek bilkovin.



