UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
Prirodovédecka fakulta

Katedra botaniky

Optimalizace metody MALDI pro analyzu bunéénych stén sinic

Bakalatska prace

Barbora Cahova

Vedouci prace: Doc. RNDr. Petr Hasler, Ph.D.

Olomouc 2016



PROHLASENI

ProhlaSuji, ze jsem bakalafskou praci vypracovala samostatné pod vedenim Doc. RNDr.

Petra Haslera, Ph.D. a jen s pouZzitim uvedené literatury.

V Olomouci dne 29.4.2016



PODEKOVANI

Rada bych podékovala vedoucimu bakalaiské prace Doc. RNDr. Petru Haslerovi, Ph.D., za
vedeni a cenné podnéty k celé praci. Také bych rada podékovala prof. Mgr. Marku Sebelovi, Dr.,
za umoznéni prace v laboratofi a pomoc pii méfeni dat. Dale bych chtéla pod€kovat své rodiné a

pfiteli za podporu pii psani této prace.



BIBLIOGRAFICKA IDENTIFIKACE

Jméno a pfijmeni autora: Barbora Cahova

Nazev prace: Optimalizace metody MALDI pro analyzu bunécnych stén sinic
Typ préace: Bakalatrska

Pracovisté: Katedra botaniky

Vedouci prace: Doc. RNDr. Petr Hasler, Ph.D.

Rok obhajoby: 2016

Abstrakt: Sinice patii mezi nejstarsi fotosyntetizujici organismy na Zemi. Radime je mezi
gramnegativni bakterie, které maji pevnou a vicevrstevnou bunéénou sténu. Zakladni slozkou
bunécné stény gramnegativnich bakterii je biopolymer murein. V této bakalafské praci byla
k analyze bunéénych stén sinic vyuzita hmotnostni spektrometrickd metoda MALDI-TOF MS
(matrix — assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry). Metoda MALDI-
TOF MS se vyuziva piedev§im pro identifikaci mikroorganismu. V dnes$ni dob¢ se tato metoda
laboratofich. Pomoci této metody je identifikace mikroorganismu rychld, spolehliva a ekonomicky
efektivni. Experimentalni ¢ast prace zahrnovala optimalizaci metody MALDI-TOF MS, neboli
vytvofeni vhodnych podminek pro piipravu vzorku a néaslednou analyzu, za ucelem zisku co
nejvice kvalitniho spektra. K naruSeni bunécnych stén sinic, byl pouzit enzym celulasa, ktery mél
na vzhled spekter pouze maly vliv. Dale byl testovan vliv koncentrace rozpoustédla matrice na
vzhled proteinovych profila sinic. Jako rozpoustédlo byla pouzita kyselina trifluorooctova (TFA)

Vv koncentracich 0,1%, 2% a 5%. Jako nejvice vyhodné se ukazalo pouziti 2% TFA.
Kli¢ova slova: sinice, MALDI-TOF MS, bunééna sténa, identifikace mikroorganismut
Pocet stran: 50

Pocet ptiloh: 6

Jazyk: Cestina



BIBLIOGRAPHIC IDENTIFICATION

First name and surname of the author: Barbora Cahovéa

Name of the thesis: Optimalisation of MALDI technique for cyanobacterial cell wall analysis
Type of thesis: Bachelor

Workplace: Botany department

Thesis supervisor: Doc. RNDr. Petr Hasler, Ph.D.

Year of defence: 2016

Abstract: Cyanobacteria are among the oldest photosynthetic organisms on the Earth. They belong
to Gram-negative bacteria which have fixed and multi-layered cell wall. The basic component of
the cell wall of Gram negative bacteria is a biopolymer murein. In my thesis, | analyze the cell
walls of algae by mass spectrometric method MALDI-TOF MS (matrix - assisted laser desorption
/ ionization time of flight mass spectrometry). The MALDI-TOF MS method is particularly used
for the identification of microorganisms. Nowadays, this method is developing rapidly and is
starting to replace traditional methods used in microbiological laboratories. With this method, the
identification of microorganisms is fast, reliable and cost-effective. The experimental part of the
work included the optimization of MALDI-TOF MS method to create appropriate conditions for
the sample preparation and subsequent analysis, in order to get the most quality spectrum. The
disruption of the cell walls of cyanobacteria was done by the enzyme cellulase, which had
minimum impact on the appearance of spectra. The impact of different concentrations of solvent
on the appeance of protein profiles of cyanobacteria was also examined. Was used trifluoroacetic
acid (TFA) as solvent in concentrations of 0.1%, 2% and 5%. The best results were achieved with
2% TFA.

Keywords: cyanobacteria, MALDI-TOF MS, cell wall, identification of microorganisms
Number of pages: 50
Number of appendices: 6

Language: Czech



OBSAH

I O] T VoSSR 8
2. UV, oo 9
3. TROTELICKA CASE ..ttt ettt ettt b et e ke e et e e e bt e e st e et e e e mt e e eneeembeenbeeenneen 10
3.1 HMOtNOSENT SPEKIIOMELIIE. ...ttt e 10
B2 MALDI-TOFR MS .. bbbttt 11
3.3 PrinCip MALDI=TOFR MS......oi bbb 11
3.3.1 Priletovy analyZator (TOF) ......ccviiiiiiiiic e 12
BLBL2 IMIALIICE ... e 12
3.3.3 MALDI AESTICKA ....vieiitieiieiie ettt 12
3.3.4 HMOtNOSINT SPEKIIUM .....viiiiiiie ettt 13

3.4 Vyuziti metody MALDI - TOF MS.. ..o s 13
3.4.1 MALDI - TOF MS V DaKEErOIOGIT ..o 14
3.4.2 MALDI - TOF MS V& VIFOIOQIT ....ccvveuieieiiiiiiiiieie e 15
3.4.3 MALDI - TOF MS V MYKOIOGHT ...ccvviuiiiiiiiiiiiiciisieeeee e 15

3.5 Obecné charakteristika Dakterii............ccoooiiiiiii 16
3.6 Obecna charakteristika SINIC ...........ccccoiiiiiiiiic 17
3.7 Bakteridlni BUNSENA STENA .......c.eiiiiiiiiiiii i 19
3.7.1 Bunécéna sténa grampozitivinich bakterii.........cccoovviiiiiiiiiiiii 19
3.7.2 Bunééna sténa gramnegativniCh DaKLerii ..o 20

4. EXPerimentalni CAST.......uiiiuiiiiiiiieiii e 21
4.1 BIiolOgiCKY MALEIIAL.......ceiiiiieeeeeee et 21
4.2 CREMIKAIIE ... bbbt 22
4.3 PHIStrojOVA tEChNIKA .....ooiiiiiiciiccee e 22
4.4 Ptiprava vzorku pro MALDI-TOF MS.......ccoiiiiiiiie e 23
4.5 Hmotnostni analyza MALDI-TOF MS........coiiiiiieieece e 24
4.6 PouZiti TFA @ €NZYMU ....ooviiiiiiiiiiicie e 24

T A Y] (=T | SQ SRS PR SRSP 25
5.1 Optimalizace metody MALDI-TOF MS ...t 25
5.1.1 Vliv koncentrace TFA na vzhled proteinovych profilli...........ccccovvviiiiiinii 25

5.1.2 Vliv celulasy na bun€Cnou StENU SINIC ......cvviveeiriiniiiiieiec e 32



5.1.3 Hmotnostni spektra ziskana bez ptidani TFA a celulasy..........cccoovviiiiiiiiiiicniinnn 37

B. DISKUZE ...t bbb bbbttt 39
T ZZAVET ..ttt bkttt h e e oAbt e ke et e e nhe e e R bt e abe e e et e naeeenbeenrneeneens 41
SezZNam POUZILE TIEETATUTY ..eoivvviiiiiiiiiiiie ittt e e nab e e e nnbe e e e 42

SEZNAM PIILON ..ot st st e 47



1. Cile prace

1. Vypracovani literarni reserSe na téma principu a vyuziti metody MALDI v biologii
2. Analyza izolovanych kmeni sinic

3. Srovnani ziskanych spekter s dosud zndmymi Gdaji



2. Uvod

Tato bakalaiska prace se zabyva analyzou bunécnych stén sinic pomoci hmotnostni
spektrometrické metody MALDI-TOF MS (matrix — assisted laser desorption/ionization time of
flight mass spectrometry). Metoda MALDI-TOF MS je citliva a rychla metoda, ktera je v dnesni
dobé bézné vyuzivana pro identifikaci mikroorganismu (Liu et al. 2007). Tato metoda se také
vyuziva napt. v epidemiologickych studiich, k detekci antibiotické rezistence, v potravinaiském
pramyslu, v zemédélstvi, ve farmaceutickém primyslu ¢i v bioinzenyrstvi (Singhal et al. 2015,
Chalupova et al. 2012).

Sinice jsou gramnegativni bakterie, coZ znamend, Ze jejich bun&fnd sténa je pevna a
vicevrstevna. Zakladni slozkou bunééné stény je biopolymer murein. SloZzeni bunétné stény
gramnegativnich bakterii, znemoznuje jeji obarveni dle Gramma (1884), pomoci krystalové
violet’i (Kalina & Vana 2005).

Teoreticka ¢ast prace se vénuje popisu a principu metody MALDI-TOF MS a jejimu vyuziti
v biologii. Dale se zabyva podrobnym popisem bakterii a strukturou bakterialnich bunéénych stén.
Na teoretickou ¢ast navazuje experimentalni ¢ast, ktera zahrnuje analyzu izolovanych kmeni sinic

a obsahuje ziskana spektra sinic metodou MALDI-TOF MS.



3. Teoreticka cast

3.1 Hmotnostni spektrometrie

Uz desitky let se hmotnostni spektrometrie pouziva pro identifikaci latek. Diive se uzivala
predevsim pro studium nizkomolekularnich latek, kde se méfily jejich hmotnosti nebo hmotnosti
jejich fragmentt. Technika, ktera pievadi velké molekuly do plynné faze bez fragmentace, byla
nalezena v poloving 80. let (Karas et al. 1987).

V minulosti existovalo n¢kolik technik, slouzici k identifikaci mikroorganismu. Jednou z téchto
metod je napiiklad metoda API (Analytical profile index). Dnes se s touto metodou mizeme v praxi
jeste setkat, ale jeji vysledky jsou vétSinou nepiesné a stanoveni je velmi pomalé. Nevyhody drive
pouzivanych technik byly piekonany s objevem molekularnich metod ve 20. stoleti. Tyto metody uz
byly velmi ptesné. Jednou z téchto metod je napiiklad analyza 16S rRNA gend. I tato metoda ma své
nevyhody. Stanoveni je pomalé a ekonomicky stale je$té nakladné. Poté se zacaly pouzivat nové
postupy jako je napiiklad hmotnostni spektrometrie. Konkrétné pomoci metody MALDI-TOF se
vroce 1994 podafilo zjistit, ze muzeme identifikovat celé spektrum proteini z predem
dezintegrovanych bunék. O nekolik let pozdéji se tato metoda vyuzila k identifikaci mikroorganismi
(Stursa et al. 2010).

Hmotnostni spektrometrie (MS) je analytickd metoda, kde ionizaci vznikaji nabité
molekuly. Méfi se hmotnost téchto nabitych molekul vzhledem k jejich néboji (m/z) (Singhal et
al., 2015). Tato technologie je nezbytna pro rychlou detekci a charakteristiku mikroorganismu
(Shah & Garbia 2010). Hmotnostni spektrometrie je také velmi uzite¢na pro analyzu komplexnich
biologickych systémd, a bylo nékolikrat dokazano, ze nabizi vynikajici potencial pro
chemotaxonomii organismi (Vaidyanathan et al. 2001).

Historie této metody je velmi rozmanitd a v prubéhu let bylo uskute¢néno mnoho
technologickych inovaci. Za zakladatele hmotnostni spektrometrie se povazuje Sir Joseph J.
Thomson (1856 — 1940), ktery diky své praci zaméfené na analyzu nabitych ¢astic v parabolickém
hmotnostnim spektrografu predpovédél, ze je mozné vyuzit tuto novou techniku v chemické
analyze (Friedecky & Lemr 2012). V 80. letech 20. stoleti byly objeveny mékké ionizaéni
techniky, diky kterym hmotnostni spektrometrie ziskala velky vyznam. Tyto techniky umoziuji

ptesnou a rychlou identifikaci biomolekul (Fenn et al. 1989). V roce 2002 ziskali Nobelovu cenu
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za objev mekkych ioniza¢nich metod John Fenn (elektrosprej) a Koishi Tanaka (technika MALDI)
(Mirsaleh-Kohan et al. 2008).

Hmotnostni spektrometr je slozen ze tii ¢asti. lonizaci vzorku umoznuje iontovy zdroj, dalsi
Casti je hmotnostni analyzator, ktery zakladé poméru m/z rozdéli ionty a tieti ¢asti je detektor,

ktery urcuje jednotlivé ionty po rozdéleni téchto iontd hmotnostnim analyzatorem (Liebler 2002).

3.2 MALDI-TOF MS

Diky objevu Setrnéjsich mékkych ioniza¢nich metod je mozné analyzovat i teplotné labilni
a netékavé molekuly (napf. peptidy, proteiny). Mezi tyto mekké techniky ionizace patii metody
MALDI (matrici asistovana laserova desorpce) a ESI (elektrosprejova ionizace). Metoda MALDI
je v dnesni dob¢ velmi uzite¢nou a pouzivanou metodou hlavné diky své jednoduchosti a citlivosti
(Shah & Garbia 2010). Metoda MALDI je Setrna ioniza¢ni technika, pii které dochazi k desorpci
a ionizaci za casti matrice. V roce 1988 byla metoda MALDI popsana Hillenkampem a Karasem
(Karas & Hillenkamp 1988).

Metoda MALDI-TOF MS (matrix — assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometry) vyuziva k detekci mikroorganismi hmotnostni priletovy analyzator TOF a v dnesni
dobé zafina nahrazovat bézné pouzivané klinické diagnostické postupy, predevSim v
mikrobiologickych laboratofich (van Belkum et al. 2015). VVyhodou techniky MALDI-TOF MS je
jeji rychlost, spolehlivost a ekonomicka efektivita. Vice tradiéni metody pouzivané k urceni
identity mikroorganismu nejsou tak rychlé a uréeni mizZe trvat n€kolik hodin nebo i dnti, zatimco
metodou MALDI-TOF MS muzeme urcit identitu mikroorganismu z kultury béhem nékolika
minut (Randell 2014).

Identifikace mikroorganismu diky této metodé je nepostradatelna a Siroce vyuzivana
napfiiklad ve zdravotnictvi, zeméd¢lstvi, potravinaiském primyslu, forenznich védach ¢i k detekei

bioteroristickych hrozeb (Liu et al. 2007, Chalupova et al. 2012).

3.3 Princip MALDI — TOF MS

Biologicky vzorek se na specialni desti¢ce smisi s organickou sloué¢eninou tzv. matrici, kde

je ususen (vykrystalizovan) a poté je desticka vlozena do hmotnostniho spektrometru, kde se

11



vytvoii vakuum a vzorek je ozaten laserem. Molekuly v tomto vzorku se ionizuji a dochazi k
pfeméné molekul analytu z pevné do plynné faze (Shah & Garbia 2010). K detekci téchto
vzniklych plynnych iontli se pouZivaji riizné typy hmotnostnich analyzatord. Casto pouzivané jsou
napt. Kvadrupolovy analyzator, priletovy analyzator (TOF) nebo iontové pasti. V soucasnosti se

pro mikrobiologickou analyzu pouzivaji hlavné pruletové analyzatory (Singhal et al. 2015).

3.3.1 Priiletovy analyzator (TOF)

Jednim z nejjednodussich hmotnostnich analyzatori, které jsou v dnesni dobé k dispozici,
je pruletovy analyzator (Graham et al. 2007). V tomto analyzatoru jsou ionty separovany a
detekovény podle jejich molekulové hmotnosti a ndboje. lonty jsou pfi ionizaci urychleny
elektrickym potencialem a ziskaji ptiblizné stejnou energii (Shah & Garbia 2010). Ze ziskanych
informaci z tohoto analyzatoru se poté pro analyt ve vzorku vytvoii charakteristické hmotnostni

spektrum. (Graham et al. 2007).

3.3.2 Matrice

Dilezitym faktorem analyzy je zvoleni spravné matrice. Matrice je latka, diky které je
ionizacni energie laseru prendSena na molekuly vzorku a timto zabrani jejich Stépeni (Havli$
1999). Pro UV lasery se pouzivaji aromatické karboxylové kyseliny nebo napiiklad derivaty
kyseliny benzoové rozpusténé ve vodé a ve vhodném rozpoustédle (Krader & Emerson 2004).
Vhodné kyseliny pro pouziti jako matrice jsou 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoticova (sinapova, SA),
4-hydroxy-3-metoxyskoficova (ferulova, FA), a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA) a 2,5-
dihydroxybenzoova (gentisova, DHB) (Evason 2001).

3.3.3 MALDI desticka

Na desticku, ktera je vyrabéna s vysokou citlivosti se nanasi analyzovany vzorek, matrice a
standarty. Castym materialem, z kterého se desti¢ky vyrabi je hlinik nebo nerezova ocel. Hlinik i

ocel jsou k matrici inertni a nezpusobuji kationizaci analytu. Jelikoz desticky musi byt snadno
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Cistitelné do hladkého povrchu, musi se pied analyzou desticka dikladné zbavit necistot a prachu

(Shah & Garbia 2010).

3.3.4 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum nam zobrazuje zavislost intenzity detekovanych iont na jejich
poméru hmotnosti k jejich naboji (m/z). Osa x ndm zobrazuje hodnotu m/z a osa y ukazuje
intenzitu detekovanych iontl. Iontu s nejvyssi naméfenou intenzitou ptislusi hodnota 100% a je
podle né¢ho normalizovana intenzita iontl. Kvalita zobrazeného spektra zavisi na nékolika
faktorech, jako jsou naptiklad krystalizace vzorku a ionizacni vlastnosti vzorku. Podle stupné
ionizace se projevuje intenzita neboli vyska piku. Proteiny celych bunék i izolované proteiny maji
velmi charakteristicky profil. Stejné kmeny organismli produkuji spektra, kterd si jsou velice
podobnd. Srovnanim analyzovanych proteinovych spekter s referen¢nimi spektry muzeme
identifikovat mikroorganismus (Shah & Garbia 2010, Lay 2001).

Laser

Charged grid

@, TOF
O~ ® — @ ® o — Detector [ —

Acceleration of lons separated on W i ALL | =
plate (sample +vely charged the basis of their
mixed with matrix) ions through high m/z+ ratio PMF matching
voltage

Obr. 1 Schéma znazornujici postup metody MALDI-TOF MS (Singhal et al. 2015).

3.4 Vyuziti metody MALDI-TOF MS

Béhem poslednich 1let se metoda MALDI-TOF MS stala nepostradatelnou
v mikrobiologickych laboratofich a nahradila n¢kolik diive pouzivanych tradi¢nich metod

k identifikaci mikroorganismut. V dnesni dobé se védci stale snazi zlepsovat MALDI-TOF MS a
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pracuji na rozsifeni uzitecnosti této metody. Je snaha naptiklad o rozsifeni poctu mikroorganismdi,
které by mohly byt identifikovany, dale se zkouma vyuziti této metody pro detekci antibiotické
rezistence nebo vyuziti metody v epidemiologii (Randell 2014). Zjistilo se, ze lze tuto metodu

pouzit napiiklad i pro sekvenovani DNA a screening mutaci (Marvin et al. 2003).

3.4.1 MALDI-TOF MS v bakteriologii

Vyuziti MALDI-TOF MS pro identifikaci bakterii je v dneSnich vyzkumnych laboratotich
velmi ¢asté a pro spoustu védeckych pracovnikt i nepostradatelné. Tato metoda muze identifikovat
bakterie naptiklad z krve, ze vzorku modci ¢i stolice nebo z mozkomisni tekutiny. Jedna z
této nemoci u pacientii je velmi dilezité. Pomoci techniky MALDI-TOF se zjistilo, ze mize z
mozkomis$niho moku piimo detekovat bakterie zpisobujici tuto nebezpecnou nemoc (Segawa et
al. 2014). V nékolika studiich zamétenych na identifikaci bakterii se porovnavala metoda MALDI-
TOF s konven¢nimi metodami napftiklad pro identifikaci patogenti v mocovych cestach a technika
MALDI - TOF byla vzdy posouzena jako nejvyhodnéjsi, uz jen proto, ze na rozdil od vice
tradi¢nich metod MALDI-TOF je mnohem rychlejsi, snadnéj$i na provedeni a néklady nejsou tak
vysokeé (Singhal et al. 2015).

Uzite¢nost této metody se ukazala naptiklad i pii detekci bakterii zptasobujici kontaminaci
pitné vody. Typickym piikladem bakterii, které tohle mohou zpisobit je rod Aeromonas. Tento
rod zahrnuje 17 druhd, z nichz 7 druhtt mize silné kontaminovat pitnou vodu (Donohue et al.
2007). Dale MALDI-TOF naslo uplatnéni v potravinaistvi napiiklad pii klasifikaci bakterii
mlééného kvaseni ve fermentovanych potravinach nebo pii detekci bakterii podilejicich se na
zkazeni mléka a vepifového masa (Nguyen et al. 2013, Nicolaou et al. 2012).

Metoda MALDI-TOF mé& své zastoupeni i v environmentélni bakteriologii pti rozliSeni
bakterialnich druhti ¢eledi Rhizobiaceae (Ferreira et al. 2011).

Odolnost gramnegativnich organismt viaci antibiotikim je dnes ¢im dal tim vétsim
problémem. Tyka se to zejména cCeledi Enterobacteriaceae a rodi Pseudomonas sp. a
Acinetobacter sp. Tyto bakterie mohou velmi zkomplikovat vyvoj v oblasti mediciny. MALDI-
TOF ma obrovsky potencial a mize byt vyuzita ke studiu odolnosti bakterii vici antibiotiktim.

Diky této metodé miZzeme 1épe pochopit antibiotickou rezistenci a chovani mikrobii v organismu
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béhem infekéniho onemocnéni a v neposledni fadé nam pomize vylepsit uc¢innost antibiotik.

(Marvin et al. 2003, Hrabéak et al. 2011).

3.4.2 MALDI-TOF MS ve virologii

Vyuziti MALDI-TOF ve virologii neni tak bézné jako v bakteriologii ¢i mykologii.
Pravdépodobné je to kvili nizkému obsahu proteinti ve virech a jejich vysoké molekulové
hmotnosti, ktera pfesahuje 20 000 Da. | piesto, ale existuji studie kde se metoda MALDI-TOF v
identifikaci virQ Uspé$né uplatnila. Napiiklad pro detekci rtiznych infekénich virt jako jsou
chiipkové viry, herpetické viry nebo hepatitické viry (Cobo 2013, Singhal et al. 2015). Ve vétsing
studiich tykajicich se virologie je nejdfive geneticky materidl amplifikovan pomoci PCR
(polymerazova tetézova reakce) a poté analyzovan metodou MALDI (Sjoholm et al. 2008).

Metoda MALDI-TOF se uplatnila i v poskytnuti epidemiologickych tdaju o virové infekei,
coz je velmi dulezité pro pochopeni virovych onemocnéni a zastaveni jejich propuknuti.
Diagnostické virologické metody jsou slozité a ¢asto musi nemocnice posilat vzorky do jinych
laboratofi, coz je ¢asové nevyhodné. Proto je vyhodné&jsi pouziti metody MALDI-TOF, ktera mize
poskytnout piesné a rychlé epidemiologické vysledky (Cobo 2013).

O pouziti MALDI-TOF pro detekci 1ékové rezistence proti nékterym antivirotikim toho

zatim vime malo. Usp&né bylo pouziti metody pro detekci rezistence gancicloviru (Cobo 2013).

3.4.3 MALDI-TOF MS v mykologii

Identifikace hub pomoci MALDI-TOF MS je v dnesni dob¢ také hojné vyuzivana, i presto
7e se rozvijela pomaleji nez identifikace bakterii. Uplatnéni nasla napiiklad v klinickych
diagnostickych laboratofich nebo i v zeméd¢lstvi, kde je nezbytnd pro identifikaci houbovych
fytopatogennich mikroorganismut (Bader 2013, Santos et al. 2010, Chalupova et al. 2012).

Amiri-Eliasi and Fenselau (2001) poprvé pomoci techniky MALDI-TOF MS identifikovali
a charakterizovali ve své studii jednobunétnou houbu Saccharomyces cerevisiae (Kvasinka pivni).
Nékteti védci se pokouseli pouzit MALDI-TOF MS i pro detekci lidskych houbovych patogentl,
jako jsou napiiklad Fusarium sp., Penicillium sp. nebo Lichtheimia sp. (Dong et al. 2009,
Kemptner et al. 2009, Chen & Chen 2005, Schrodl et al. 2012). Vyzkumy v identifikaci a
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charakterizaci odolnosti hub vic¢i antimykotikiim nejsou tak pokrocilé jako studie tykajici se
odolnosti bakterii. U né&kterych druhtt hub (Candida glabrata, Candida krusei, Candida
parapsilosisis), byla zjisténa odolnost vici azolovym antimykotikiim a echinokandiniim (Bader
2013).

3.5 Obecna charakteristika bakterii

Bakterie jsou vSudypiitomné jednobunécné organismy, které vznikly uz ptfed zhruba 3
miliardami let. Velikost bakterii je riznoroda, ale nejéastéji se pohybuje v rozmezi 0,1 — 40 um.
Jednou z nejvétsSich bakterii svéta je Epulopiscium fishelsoni, ktera mize dosahovat velikosti az
0,7 mm. Prokaryotické organismy jsou jednodussi nez eukaryotické a netvoii funkéné a tvarove
diferencované tkan¢. Bakterie mohou byt jak heterotrofni tak i autotrofni. Heterotrofni bakterie
maji jako zdroj uhliku organicke latky a autotrofni bakterie si dovedou organickeé latky syntetizovat
z oxidu uhli¢itého (Jelinek 1995, Babula 2009). I piesto, ze jsou bakteric ve srovnani
s eukaryotickymi organismy mnohem mensi, jejich bunécné morfologie jsou velmi rozmanité.
Bakterie mohou byt kulatého tvaru, tyCinkovitého, rozvétveného, plochého az po rtzné typy
Sroubovic. Morfologie kazdého bakteridlniho druhu je ptizplisobend prosttedi, ve kterém bakterie
ziji (Cabeen & Jacobs-Wagner 2007).

Prvkovym a molekularnim sloZenim se bakterialni bunika shoduje s eukaryotni burikou.
Zé&kladni makromolekularni latky, z kterych se bakterialni bunika sklada, jsou proteiny,
polysacharidy, lipidy, fosfolipidy a nukleové kyseliny. Struktura bunky bakterii je oproti
eukaryotickym organismum zjednodusena. Zakladnimi strukturami jsou cytoplazma, nukleoid,
ribozomy, cytoplazmatickd membrana a buné¢na sténa. Jadro a cytoskelet bakteriim chybi (Jelinek
1995, Babula 2009).

Cytoplazma vypliluje cely vnitini prostor bunky bakterii. Je to koncentrovany a silné
viskozni roztok rtizné velkych molekul. Cytoplazma je velmi dillezita struktura bakterii, jelikoz se
Vv ni odehrava vétSina metabolickych reakci (Jelinek 1995, Némec & Matoulkova 2015).

Nukleoid ptedstavuje bakterialni jadro, které neni od cytoplazmy oddéleno membranou. Je

to do kruhu stocena dvousroubovice molekuly DNA a tvofi zhruba 10% objemu buniky (Rosypal
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et al. 1981). DNA je v burce poskladana do asi 50 smycek, které jsou svazany molekulami RNA
do struktury vys$siho fadu. Tento komplex miiZze obsahovat i bilkoviny (Némec & Matoulkova
2015).

V bunécnych téliskach ribozomech se uskuteciuje syntéza proteinti. V bakterialni bufice
jejich pocet kolisa, v zavislosti na fyziologickém stavu buiiky. VétSinou se jejich pocet pohybuje
mezi 15 000 — 30 000. Ribozom je komplex, ktery ma sedimenta¢ni konstantu 70S. Sklada z velké
(50S) a malé podjednotky (30S). Tyto podjednotky jsou tvofeny ribozomalni RNA (rRNA) a
bilkovinami (Rosypal et al. 1981).

Cytoplazmatickd membrana oddéluje cytoplazmu od vnéjsiho prostiedi. Tvoii ji z 60%
proteiny a z 40% fosfolipidy. Chemickou strukturou se velmi podoba membranam eukaryotickych
organismu. Mezi jeji zakladni vlastnosti patii selektivni propustnost, biosyntéza nékterych latek,
uvoliovani energie, transport latek a pfenos signali (Babula 2009). Vchlipovanim membrany
dovnitf vrstvy se muzou vytvaret zvlastni méchyikovité struktury tzv. tylakoidy, které se nachazeji
v cytoplazmatickych membranach fototrofnich  bakterii. Jejich funkce je analogicka
k chloroplastim rostlinnych bun€k. Podobné se mohou vytvafet i tzv. mesozomy, nachazejici se
V cytoplazmatické membrané grampozitivnich bakterii. Mesozémy se pravdépodobné ucastni
aerobniho dychani a také ovliviuji pribéh déleni buiiky a tvorbu délici pfepazky (Rosypal et al.
1981).

Bakterialni buné¢na sténa se nachazi nad cytoplazmatickou membranou. Jejim zakladnim
ukolem je buiku chranit pied vlivy vnéjsiho prostiedi a urcovat jeji tvar (Jelinek 1995, Némec &

Matoulkova 2015). Podrobngjsimu popisu bunééné stény bakterii se vénuje kapitola 3.7.

3.6 Obecna charakteristika sinic

Sinice pfedstavuji vyjimecnou skupinu gramnegativnich bakterii. Pravdépodobné patii
k nejstar§im fotosyntetizujicim organismtim a jejich vyvoj je spojen s vytvaienim kyslikaté
atmosféry na Zemi. Tyto prokaryotické organismy maji bud’ jednobun&nou, nebo vlaknitou
stélku a ziji jednotliveé, nebo i v koloniich (Némec & Matoulkova 2015, Kalina & Vana 2005).
Bunécna stavba sinic je velmi jednoducha. Sinice nemaji mitochondrie ani plastidy. Dale chybi
bunééné jadro, golgiho aparat a vakuoly. Sinicim také chybi bic¢iky a cytoskelet (Babula 2009).

Jelikoz jsou sinice gramnegativni bakterie, maji pevnou mnohovrstevnou bunéénou sténu, jejimz
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zakladem je peptidoglykanovy biopolymer murein (Rosypal et al. 1981). Proteosyntézu zajist'uji
ribozomy se sedimentacni konstantou 70S. Stejné€ jako u ostatnich bakterii nukleoid neni oddélen
od cytoplazmy biologickou membranou (Babula 2009, Némec & Matoulkova 2015). Sinice
obsahuji n¢kolik asimila¢nich barviv. Kombinaci téchto barviv vznikaji nejriiznéjsi zabarveni
sinic, typicky modrozelené, Zlutozelené, hnédocervené az Cervené zbarveni. Typickym barvivem
pro sinice je chlorofyl-a obsazen v tylakoidech, které se nachazi v cytoplazmé. Tylakoidy jsou
utvary vzniklé odskrcenim od cytoplazmatické membrany. Dal§imi vyznamnymi barvivy jsou
fykobiliproteiny, které se nachazi v tzv. fykobilizomech. Fykobilizomy se vyskytuji na povrchu
tylakoidti. Z fykobilint sinice obsahuji obvykle barviva fykocyan, zbarveny modie a Cerveny
fykoeritrin. Hlavni zasobni latkou sinic je polysacharid sinicovy $krob. (Jelinek 1995, Némec &
Matoulkova 2015).

Jednobunécné sinice se rozmnozuji nepohlavné pomoci dé€leni, vldknité sinice vyuzivaji
k rozmnozovani tzv. hormogonie. Hormogonie jsou rizné dlouha a aktivné se pohybujici
mnohobunééna vlakna, dorGstajici v noveé vlakno, poté co se oddéli od mateiského vlakna (Jelinek
1995). Nékteré vlaknité sinice mohou také vytvaret klidové spory tzv. akinety, které vznikaji
Z jedné nebo vice vegetativnich bunék a obsahuji velké mnozstvi zasobnich latek, které umozni
sinicim pteckat i velmi dlouha obdobi klidu nebo nepiiznivych podminek. (Némec & Matoulkova
2015). Dalsimi specializovanymi bufikami sinic jsou heterocyty, ve kterych probiha fixace
vzdus$ného dusiku. Heterocyty maji silnou buné¢nou sténu a jejich zivotnost je celkem kratka
(Kalina & Vana 2005).

Sinice jsou velmi roz$ifené organismy a vyskytuji se téméft ve vSech biotopech. Nalezneme
je jak ve vodnim prostiedi, v ptid€ tak i na stanovistich s extrémnimi podminkami. V letnim obdobi
mohou sinice zptisobovat hygienické problémy na koupalistich nebo piehradach. Sinice po svém
pfemnoZeni zbarvuji hladinu vody a zpisobi tzv. vodni kvét. Déje se to predevS§im ve vodach
bohatych na dusikaté a fosforecné Ziviny. Vodni kvét nejcastéji tvofi spoleenstva sinic rodu
Anabaena, Microcystis, Planktothrix a Aphanizomenon (Jelinek 1995, Kalina & Vana 2005).

Sinice také mohou produkovat tzv. cyanotoxiny, produkty sekundarniho metabolismu. Jsou
to toxicke latky a kromeé toho mohou fungovat i jako alergeny a spoustét urcitou alergickou reakci

(Babula 2009).
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3.7 Bakterialni bunééna sténa

vvvvvv

Buné¢na sténa, kterd je jednou z nejdilezitéjSich struktur bakterialni buiiky, se nachazi na
povrchu bakterii nad cytoplazmatickou membranou. VyznaCuje se pevnosti, elasticitou a
propustnosti pro ionty a nizkomolekuldrni slouceniny. Jejimi zékladnimi tkoly jsou ochrana
vnitiniho protoplastu buiiky pted vlivy vnéjsiho prostiedi, dale dava bunce tvar, je soucasti
bunécného skeletu a také kompenzuje osmoticky pretlak uvnitt bunky. Bakterie maji rizné
slozitou a rozmanitou strukturu bunééné stény. Zakladni stavebni slozkou je linearni polysacharid
murein. (Némec & Matoulkova 2015, Rosypal et al. 1981).

Murein tvoti dva cukerné zbytky, které se pravideln¢ stfidaji. Jsou to N-acetylglukozamin a
kyselina N-acetylmuramova. N-acetylglukozamin se vaze na kyselinu N-acetylmuramovou
pomoci 1,4- glykozidické vazby (Baker et al. 2011). Na kyselinu muramovou jsou pies
peptidickou vazbu navazany tetrapeptidy, které jsou tvoreny ¢tyfmi aminokyselinami. Mezi tyto
aminokyseliny patii L-alanin, kyselina D-glutamov4, D-alanin a L-diaminokyselina.
Peptidoglykan je dulezity jako opérna kostra bunécné stény a také podminuje jeji rigiditu (Ghuysen
& Hakenbeck 1994).

Bakterie se déli podle stavby bunécéné stény na zékladé barveni podle Gramma (1884) na
grampozitivni a gramnegativni. Bakterie od sebe rozezname na zakladé obarveni pomoci
krystalové violeti. Grampozitivni bakterie ziistanou obarveny i po promyvani v etanolu, zatimco
gramnegativni bakterie se po omyti etanolem odbarvi. Toto je zpusobeno odlisSnou stavbou

buné¢éné stény téchto dvou skupin bakterii (Kalina & Vana 2005).

3.7.1 Bunééna sténa grampozitivnich bakterii

Grampozitivni bakterie maji na povrchu jednu plazmatickou membranu a pomérné silnou
bunécnou sténu, tlustou asi 20 nm. Bunécna sténa obsahuje jak murein, tak i dalsi nezbytné latky.
Typicka pro grampozitivni bakterie je pfitomnost fetézct teikoovych kyselin, které prostupuji
vrstvami mureinu (Kalina & Vana 2005, Némec & Matoulkova 2015). Kyselina teikoova je
linearni polymer, ktery se sklada z pravidelné se stiidajicich podjednotek glycerolfosfatu nebo
ribitolfosfatu. Dale jsou v bunétné sténé zastoupeny polysacharidy, teikuronové kyseliny a

bilkoviny, lipidy pfitomny nejsou (Rosypal et al. 1981).
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3.7.2 Buné¢na sténa gramnegativnich bakterii

Gramnegativni bakterie maji v§eobecné ten¢i bunéénou sténu (asi 10 nm), ktera se nachazi
grampozitivnich druhi (Baker et al. 2011). Sklada se z tenkeé vrstvy mureinu, nad kterou se nachazi
tzv. vn&j§i membrana, ktera se svoji strukturou velmi podobé biologickym membranam. S vrsvou
mureinu se vnéj$i vrstva poji pomoci molekul lipoproteinu. Vnéj$i membrana je tvofena
dvojvrstvou fosfolipidt a bilkovinami a na jejim povrchu se nachazi molekuly lipopolysacharidu.
Tuto lipopolysacharidovou vrstvu stabilizuji ionty Ca?". Buiika gramnegativnich bakterii ma
antigenni vlastnosti, diky lipopolysacharidim navazanym na povrchu vnéj§i membrany (Ghuysen
& Hakenbeck 1994).

Silné antibakteridlni G¢inky méa enzym lyzozym, ktery je schopny narusit bakterialni
bunéénou sténu, hydrolyzaci glykozidické vazby mureinu. U gramnegativnich bakterii je lyzozym
schopen narusit bunécnou sténu az po odstranéni nebo poskozeni vnéjsi membrany (Baker et al.

2011).
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Obr. 2 Rozdily ve stavbé bunééné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii

(http://micro.digitalproteus.com/pics/grambacterium.jpg).
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4, Experimentalni ¢ast

4.1 Biologicky material

Vzorky sinic pouzité pro méfeni byly ziskany na katedfe botaniky Univerzity Palackého
v Olomouci od Doc. RNDr. Petra Ha$lera, Ph.D.

Tab. 1: Seznam pouzitych organismt

Nazev Rise Oddéleni Rad Celed’

Asterocapsa divina Chroococcales Chroococcaceae
(viz priloha 1)

Geminocystis sp. Chroococcales Chroococcaceae
(viz ptiloha 4)

Gloeocapsa Chroococcales Microcystaceae
aeruginosa
Gloeocapsa atrata Chroococcales Microcystaceae

Bacteria | Cyanobacteria

Gloeocapsa sp. Chroococcales Microcystaceae
(viz ptiloha 5)
Chamaesiphon sp. Chroococcales Chamaesiphonaceae
(viz ptiloha 2)
Chroococcidiopsis Chroococcidiops | Chroococcidiopsidaceae
cubana idales
(viz ptiloha 3)
Merismopedia sp. Synechococcales Merismopediaceae
(viz ptiloha 6)
Synechococcus sp. Synechococcales Synechococcaceae
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4.2 Chemikalie

o aceton (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Némecko)

o methanol (Biosolve B. v., Valkenswaard, Nizozemsko)

o kyselina trifluoroctova (TFA, Merck, Darmstadt, Germany)

o matrice: Kyselina sinapova (SA), kyselina ferulova (FA) (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Némecko)

o inzulin, cytochrom c, apomyoglobin - , ProteoMassTM Peptide & Protein MALDI-MS
Calibration Kit* (Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko)

o peptidové standarty: ,Peptide Calibration Standard I (Bruker Daltonik, Bremen,
Némecko): bradykinin 1-7, angiotensin |1, angiotensin I, substance P, bombesin, renin
substrate, ACTH clip 1-17, ACTH clip 18-39, somatostatin 28

O enzymy: celulasa (EC 3.2.1.4) z Trichoderma viride (Sigma-Aldrich, Steinheim,

Némecko)

4.3 Pristrojova technika

o analytické vahy (Sartorius, Gottingen, Némecko)

o mikrocentrifuga Mini Spin Plus (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

o sada automatickych pipet (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

o MALDI desticka AnchorChipTM 600/96 (Bruker Daltonik, Bremen, Némecko)

o MALDI-TOF hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Bremen,
Némecko)

o vortex mixer SA8 (Stuart, Velka Britanie)

O thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
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4.4 Priprava vzorku pro MALDI-TOF MS

Ziskané vzorky sinic byly zcentrifugovany pii 15 000 g po dobu sedmi minut. Poté byl
odpipetovan vznikly supernatant a k usazeniné na dné¢ mikrozkumavky bylo pfidano 100 pl
MALDI-MS quality water. Vzorky byly opét zcentrifugovany.

Jako matrice byl pouzit roztok kyseliny ferulové (FA) a sinapové (SA). Tyto kyseliny byly
pouzity v poméru FA:SA 10:30 mg a 5:15 mg.

MALDI desticka znacky AnchorChipTM 600/96 byla omyta acetonem, vodou a
methanolem a otfena jemnymi ubrousky. Poté se na ni mohly nanaSet vzorky, matrice a standarty.
K nanaseni na desticku byla pouzita metoda ,,dried-droplet® neboli metoda vysusené kapky
(Thomas et al. 2004). Jako prvni byl nanesen 1 pl vzorku sinice a poté ihned zakapnut matrici
v mnozstvi 1 pl. Mezi tyto vzorky byly naneseny peptidové a proteinové standarty. Po zaschnuti

vzorki byla desticka nachystand k méteni a vlozena do hmotnostniho spektrometru.
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Obr. 3 Schéma nanaseni vzorku a matrice na MALDI desticku (Clark et al. 2013).
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4.5 Hmotnostni analyza MALDI-TOF MS

Pro méteni hmotnostnich spekter byl pouzit hmotnostni spektrometr Microflex LRF20.

Spektra byla zpracovana v programu mMass verze 5.5.0.

4.6 Pouziti TFA a enzymi

U nékterych vzorku sinic byla pouzita jako rozpoustédlo kyselina trifluoroctova (TFA), za
ucelem zvyseni intenzity signalti a zlepSeni kvality hmotnostnich spekter. Matrice FA:SA byla
rozpusténa v 0,1%, 2% a 5% TFA. Také byl pouzit enzym celulasa z Trichoderma viride pro
naruseni pevné buné¢né stény sinic a zlepSeni intenzity signali. Po pfidani enzymu byly sinice

inkubovany v termostatu pii 37 °C po dobu asi 15 hod.

24



5. Vysledky

5.1 Optimalizace metody MALDI-TOF MS

Optimalizace metody znamena vytvoreni vhodnych podminek pro pfipravu vzorku a
naslednou analyzu. Cilem je zisk co nejvice kvalitniho hmotnostniho spektra. Optimalizace
zahrnuje zvoleni vhodné matrice a zvoleni vhodného rozpoustédla matrice. Dale je dulezité
mnozstvi vzorku a matrice nanaSené na MALDI desticku a zvoleni spravné techniky nandSeni

vzorku (Fenselau & Demirev, 2001).

5.1.1 Vliv koncentrace TFA na vzhled proteinovych profila

Jednim z dilezitych faktord, ktery ma vliv na kvalitu hmotnostnich spekter je pfitomnost
rozpoustédla matrice. V této analyze bunéénych stén sinic byla pouzita jako rozpoustédlo kyselina
trifluoroctova (TFA). TFA byla pouzita o koncentraci 0,1%, 2% a 5%. M¢éfeni s riznou
koncentraci TFA bylo také kombinovano s rozdilnymi poméry matrice FA:SA. Byly pouzity
poméry 5:15 mg a 10:30 mg FA:SA.

Na obrézcich 4 - 9 je znazornéno porovnani vSech koncentraci TFA a poméri matric pro
sinici Chroococcidiopsis cubana. Hmotnostni spektra s matrici 5:15 mg (obr. 4) a 10:30 mg (obr.
7) FA:SA v 0,1% TFA nezobrazuji t¢émét zadné signaly. 2% TFA uZ poskytovala lepsi proteinové
profily, jak u poméru matric 5:15 mg tak i 10:30 mg (obr. 5 a 8). Spektra byla naméiena se signaly
o vy$$i molekulové hmotnosti (m/z > 10000). Obr. 6 znazorfiuje spektrum s pouzitou matrici 5:15
mg FA:SA v 5% TFA. Spektrum ma signaly o néco méné intenzivni nez pii pouziti 2% TFA.
Pouziti matrice 10:30 mg FA:SA v 5% TFA (obr. 9) bylo ve srovnani s matrici 5:15 mg FA:SA

Hmotnostni spektra obsahujici signaly pouze okolo 600 Da, zobrazuji ionty, které jsou

vysledkem ionizace vlastni matrice.
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Obr. 4 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér

vzorek:matrice 1 ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5:15 mg, rozpusténa v 0,1% TFA.
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Obr. 5 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér

vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5:15 mg, rozpusténa v 2% TFA.
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Obr. 6 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér

vzorek:matrice 1 ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5:15 mg, rozpusténa v 5% TFA.
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Obr. 7 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér

vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10:30 mg, rozpusténa v 0,1% TFA.
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Obr. 8 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér

vzorek:matrice 1 pl:1 ul. Matrice FA:SA v poméru 10:30 mg, rozpusténa v 2% TFA.
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Obr. 9 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér

vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10:30 mg, rozpusténa v 5% TFA.
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Obrazky 10 - 15 znazorfiuji porovnani vSech koncentraci TFA a pomért matric pro Sinici
rodu Merismopedia. Podobné jako u sinice Chroococcidiopsis cubana ma 0,1% TFA (obr. 10 a
13) neuspokojiveé vysledky. Spektra obsahuji signaly o mensi molekulové hmotnosti (m/z < 6000).
Kvalitativngjsi vysledky byly zaznamenany v ptipadé pouziti 2% TFA (obr. 11 a 14). Spektra uz
obsahuji vice signall a signaly jsou i o vySs$i molekulové hmotnosti (m/z > 10000). Srovnatelna

spektra s 2% TFA mélai 5% TFA (obr. 12 a 15).

= 45000 4
0,1% TFA

40000 5:15 FA:SA
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15000
10000
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U 4 T L ah d T = T T T T
3000 6000 9000 12000 15000 18000
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Obr. 10 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5:15 mg, rozpusténa v 0,1% TFA.
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Obr. 11 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1

ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5:15 mg, rozpusténa v 2% TFA.
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Obr. 12 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomé&r vzorek:matrice 1

ul:1 ul. Matrice FA:SA v poméru 5:15 mg, rozpusténa v 5% TFA.
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Obr. 13 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1

ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10:30 mg, rozpusténa v 0,1% TFA.

@ 50000
2% TFA
10:30 FA:SA

45000
40000 4

35000 4

30000+

25000

20000

15000

10000

5000

Mo e |

T T T T T T
3000 6000 9000 12000 15000 18000

miz

Obr. 14 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomé&r vzorek:matrice 1
ul:1 ul. Matrice FA:SA v poméru 10:30 mg, rozpusténa v 2% TFA.
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Obr. 15 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1

ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10:30 mg, rozpusténa v 5% TFA.

5.1.2 Vliv celulasy na buné¢nou sténu sinic

K naruseni buné¢nych stén sinic a zlepSeni jejich proteinovych profilt byla pouzita celulasa
z Trichoderma viride. Na obr. 16, 18, 20 a 22 jsou spektra sinic, kde nebyla pouzita celulasa a
spektra nevykazovala zadné signaly. Na hmotnostnich spektrech na obrazcich 17, 19, 21 a 23 jde
vidét vliv celulasy. I pfesto, ale byla spektra nedostacujici. Zejména u sinic Asterocapsa divina

(Obr. 21) a Gleocapsa aeruginosa (Obr. 23) byly signaly po pouziti celulasy téméi zanedbatelné.
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Obr. 16 Proteinovy profil sinice Geminocystis sp. bez pfidavku celulasy. Matrice FA:SA (1:3).

Pomeér vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 17 Proteinovy profil sinice Geminocystis sp. po pisobeni celulasy z Trichoderma viride.
Matrice FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 18 Proteinovy profil sinice Gleocapsa sp. bez piidavku celulasy. Matrice FA:SA (1:3). Pomér
vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 19 Proteinovy profil sinice Gleocapsa sp. po ptsobeni celulasy z Trichoderma viride. Matrice
FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 20 Proteinovy profil sinice Asterocapsa divina bez piidavku celulasy. Matrice FA:SA (1:3).
Pomeér vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 21 Proteinovy profil sinice Astrecapsa divina po pisobeni celulasy z Trichoderma viride.
Matrice FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 22 Proteinovy profil sinice Gleocapsa aeruginosa bez ptidavku celulasy. Matrice FA:SA

(1:3). Pomer vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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Obr. 23 Proteinovy profil sinice Gleocapsa aeruginosa po pisobeni celulasy z Trichoderma

viride. Matrice FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl.
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5.1.3 Hmotnostni spektra ziskana bez pridani TFA a celulasy

Na obréazcich 24, 25 a 26 jsou hmotnosti spektra bez pfidani kyseliny trifluorooctové a
celulasy. Nejvice signali poskytovala sinice Synechococcus sp. (Obr. 24). Hmotnostni spektra
sinic Gleocapsa atrata (Obr. 25) a Chamaesiphon sp. (Obr. 26) poskytovaly velmi malo signald a

jen mensi molekulové hmotnosti.

al.
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Obr. 24 Proteinovy profil sinice Synechococcus sp. Matrice FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1

pl:1 pl.
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Obr. 25 Proteinovy profil sinice Gleocapsa atrata. Matrice FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1

ph:1 pl.
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Obr. 26 Proteinovy profil sinice Chamaesiphon sp. Matrice FA:SA (1:3). Pomér vzorek:matrice 1

ul:1 pl.
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo nalezeni vhodnych podminek piipravy vzorku pro analyzu bunéénych
stén sinic, pomoci hmotnostni spektrometricke metody MALDI-TOF MS. K méfeni metodou
MALDI-TOF MS bylo pouzito 9 druhti sinic. U vSech vzorki sinic byla jako matrice pouzita smés
kyselin ferulové (FA) a sinapové (SA). Matrice FA:SA byla pouzita bud’ v poméru 5:15 mg nebo
10:30 mg. Vzorky a standarty byly na MALDI desticku nandsené¢ metodou vysuSené kapky
(Thomas et al. 2004).

Jako prvni bylo testovano, jak ovlivni kvalitu hmotnostniho spektra koncentrace
rozpousStédla matrice. Jako rozpoustédlo matrice byla pouzita kyselina trifluoroctova (TFA),
v koncentracich 0,1%, 2% a 5%. Obrézky 4,7,10 a 13 ukazuji, Ze nejméné vhodna pro analyzu
byla 0,1% TFA, kde spektra nezobrazovaly téméf zadné signaly. Proteinové profily sinice
Chroococcidiopsis cubana, kde byla pouzita 2% TFA (Obr. 5 a 8) poskytovaly kvalitnéjsi
vysledky nez 0,1% TFA. Hmotnostni spektra byla naméfena se signaly o vys$i molekulové
hmotnosti (m/z > 10000). Pouziti 5% (Obr. 6 a 9) TFA pro sinici Chroococcidiopsis cubana bylo
srovnatelné s 2% TFA. Z vysledku konstatuji, Ze pro analyzu bunénych stén sinic byla jako
rodu Merismopedia (Obr. 11,12, 14 a 15). Pro sinici Chroococcidiopsis cubana bylo pouziti 2% a
5% TFA srovnatelné.

Me¢feni s riiznou koncentraci TFA bylo také kombinovano s rozdilnymi pomeéry matrice
FA:SA (5:15 mg a 10:30 mg FA:SA). Pouziti poméru matric 5:15 mg a 10:30 mg FA:SA bylo na
podobné Urovni.

Déle bylo testovano, zda je charakter hmotnostniho spektra ovlivnén pfidanim enzymu
celulasy. K tomuto tcelu byla pouzita celulasa z Trichoderma viridis. Celulasa byla pouzita u
vzorkl sinic, jejichz hmotnostni spektra nevykazovala zadné signaly (Obr. 16, 18, 20 a 22).
Vysledky po pouziti celulasy zobrazuji obrazky 17, 19, 21 a 23. Celulasa sice mirn¢ narusila
bunéénou sténu sinic, ale i piesto byla spektra nedostacujici. Zejmena u sinic Asterocapsa divina
Gleocapsa aeruginosa byly signaly témét zanedbatelné.

Proteinové profily sinic Synechococcus sp., Gleocapsa atrata a Chamaesiphon sp. u kterych
nebyla pouzita TFA ani celulasa ukazuji obrazky 24, 25 a 26. Spektra poskytovaly malo signalt a

mens$i molekulové hmotnosti.
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V dnesni dob¢ se krom¢& hmotnostni spektrometrie pouzivaji k identifikaci mikroorganismu
1 molekularné zaloZzené metody. Napiiklad Lee et al. (2014) identifikoval druhy sinic z riznych
sladkovodnich lokalit v Austrélii, pomoci molekularnich metod. Ve srovnani s mymi vysledky a
vysledky Lee et al. (2014), jsou molekularni metody pro identifikaci sinic, vice vhodnéjsi, nez
hmotnostni spektrometrie. | piesto, Ze je identifikace mikroorganismt na zakladé sekvenovani
DNA pomalejsi a ekonomicky nakladnéjsi nez pomoci hmotnostni spektrometrie, jsou v dnesni
dob¢ molekularni metody nejspolehlivéjsi volbou pro identifikaci sinic. Je to zpisobeno tim, ze
metoda MALDI-TOF MS pro identifikaci sinic je jeSt€ malo prozkoumana a nevi se o ni doposud
tolik jako o molekularnich metodach (Lee et al. 2014, Stursa et al. 2010).

Metoda MALDI-TOF je nejvice vyuzivanad pro identifikaci bakterii, zejména téch
patogennich. Spravna identifikace je nezbytna v pfipadech bakterialni infekce, kdy je potieba
zajistit vhodnou lécbu. Identifikace je diilezita i pfi zjiStovani kontaminace vody, pidy ¢i potravin.
Stursa et al. (2010) vyuziva metodu MALDI-TOF k identifikaci patogennich bakterii
z potravinaiskych surovin a k detekci bakterii z kontaminovanych zemin.

Metoda MALDI-TOF je také nezbytna pro identifikaci rostlinnych patogent v zeméde¢lstvi.
Chalupova et al. (2012) identifikovala fytopatogeny kulturnich rostlin pomoci techniky MALDI-
TOF MS. Hmotnostni spektra hub v této studii jsou bohatd na signaly a jsou vhodna pro
identifikaci, na rozdil od mych vysledki, kde hmotnostni spektra sinic ziskana metodou MALDI-
TOF MS jsou ve vétsin¢ piipadit nedostacujici.

Metoda MALDI-TOF MS neni jesté tak bézna pro identifikaci sinic jako napftiklad pro jiné
druhy bakterii, fasy ¢i houby. Z vysledki 1ze usoudit, ze techniku MALDI-TOF MS je mozné pro
sinice pouzit. Vysledky, ale jeSté nejsou dostacujici. Jelikoz sinice maji pevnou buné¢nou sténu,
je identifikace touto metodou komplikovanéjsi. V budoucnu by proto bylo vhodné tuto metodu pro

sinice vice rozvinout a pfijit na zpusob jak vylepsit jejich proteinové profily.
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1. Zavér

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala optimalizaci metody MALDI-TOF MS pro analyzu
bunécnych stén sinic. V teoretické Casti prace jsem se vénovala podrobnému principu metody
MALDI-TOF MS a jejimu vyuziti v biologii. Na teoretickou ¢ast prace navazovala experimentalni
¢ast, kde jsem analyzovala kmeny ziskanych sinic pomoci spektrometrické metody MALDI-TOF
MS. Tato metoda slouzici piedev§im k identifikaci mikroorganismili se v soucasné dob¢ velmi
rychle rozviji. Analyza buné¢nych stén sinic pomoci této metody neni jesté tak bézna jako
napiiklad pro jiné druhy bakterii nebo hub. Proto bylo cilem prace zjistit, zda je metoda vhodna i
pro sinice. I po pouziti rozpoustédla matrice ¢i enzymu celulasy pro naruSeni pevnych bunéénych
stén sinic, nebyla vétSina spekter sinic dostacujici. Pies vyse uvedeny problém tato prace umoznila
novy pohled v diagnostice sinic, a proto by bylo vhodné v budoucnu tuto metodu pro sinice vice

rozvinout a pokusit se 0 jiné ptistupy.
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