MALDI-MS analyza mikroorganizmu

http://www.sci.muni.cz/FGP/

Centralni laborator (CL)

Centralni laboratof Masarykovy univerzity (CL) podporuje vyzkum na kampusu i
mimo néj. Intelektudlni a technickd infrastruktura je nezbytna pro feSeni komplexnich
genomickych a proteomickych vyzkumnych projektd. CL umoziuje akademické komunité
piistup k pokroc¢ilym technologiim na bézi sdilené instrumentace a jeji vysoce kvalifikované
obsluhy. Genomické technologie zahrnuji DNA sekvenovani a fragmenta¢ni analyzu a navic
téz syntézu oligonukleotidl (v€etné¢ Real-Time PCR sond). Proteomické techniky pokryvaji
spektrum 1izolace, purifikace and separace proteinii a jejich charakterizace hmotnostni
spektrometrii. CL nabizi praktické kurzy. CL je aktivnim ¢lenem Association of Biomolecular
Resource Facilities (ABRF).

Proteomické techniky

Jednorozmérné a dvojrozmérna multigelova elektroforéza (Bio-Rad)

Kapalinové chromatografy Ultimate (Dionex-LC Packings)

Hmotnostni spektrometry Reflex IV a Esquire 2000 (Bruker)

Nabizime vSechny kroky nutné ke zpracovani vzorku - od izolace proteinli az po jejich
charakterizaci a bioinformatické zpracovani dat. Provadime solubilizaci vzorku, depleci
abundantnich proteintl, prefrakcionaci, isoelektrickou fokusaci na imobilizovanych
gradientech pH, separaci polyakrylamidovou gelovou elektroforézou (1-DE, 2-DE), barveni
po separaci v gelu, image analyzu, dale pak frakcionaci a separaci kapalinovou
chromatografii, proteinovou digesci (in-gel nebo in-solution) a MS analyzu (MALDI-TOF
MS a LCMSMS).

Priprava vzorku (extrakce kyselina mravenci/acetonitril)

Pomiicky

— dostate¢né narostlé overnight kultury bakterii (kvasinek, hub) (testovano — vliv media,
kultivaéni teploty a stafi kultury!!! — variace ve spektru, ale nikoli v sumé& cca 200-300
peptidi  stabilné pfitomnych, podminkami neovlivnitelnych a dilezitych pro
identifikaci)

— pomalurostouci kultury — odbér po jejich narosteni

— chemikalie a plasty musi byt v kvalit¢ pro hmotnostni spektrometrii nebo pro HPLC!!

— sterilni 1,5 ml Eppendorf zkumavky, sterilni 1000 pl $picky, automatické mikropipety,
sterilni deionizovand voda, sterilni umélohmotné klicky (vyhybat se koviim, ovliviiuji
spektra - adukty), pokud odebirame z tekutého media — sterilni sklenéné pasteurky)

— pomicky v MALDI-MS laboratofi: Cerstvé ptipravena matrice - HCCA v 50% ACN a
2,5% TFA (roztok ACN/TFA — basic organic solvent)
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Postup pripravy vzorku v mikrobiologické laboratori (flowbox, vortex):

- 5-10 mg bunééného materialu narostlé kultury rozmichat v 900 pl sterilni DDW

- dobfe promyt builkky od media (vortex) (pfi pouziti bunc¢k z kultivace v tekutém
mediu doporucuji dvoji promyti v DDW)

- Centrifugovat 2 minuty pii 4000-50000t/min

- Odpipetovat vodu po promyti bunék, dale pracujeme s peletem

- K peletu bunék ptidat 300 ul DDW a promichat na vortexu

- Ptidat 900 pl 96 % ethanolu, promichat na vortexu

- Centrifugovat 2 minuty pfi 13 500 ot/min

- Odpipetovat VESKERY supernatant

- Pelet skladovat v lednici

Postup pripravy vzorku pro analyzu v laboratori MS (kampus, budova A2):

MALDI MS analyza vzorku bakterialni kultury:



