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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, které 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
prumyslu, v zemédélstvi, ve farmaceutickém priamyslu ¢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. Slozeni bunééné stény
gramnegativnich bakterii, znemoznuje jeji obarveni dle Gramma (1884), pomoci krystalové
violet’i (Kalina & Vana 2005).

Teoreticka Cast prace se vénuje popisu a principu metody MALDI-TOF MS a jejimu
vyuziti v biologii. Dale se zabyvd podrobnym popisem bakterii a strukturou bakterialnich
buné¢nych stén. Na teoretickou ¢ast navazuje experimentalni Cast, ktera zahrnuje analyzu

izolovanych kmend 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. Dfive se uzivala
pfedevsim 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 nékolik technik, slouzici k identifikaci mikroorganismi. Jednou
z téchto metod je naptiklad metoda API (Analytical profile index). Dnes se s touto metodou mizeme
Vv praxi jesté setkat, ale jeji vysledky jsou vétSinou nepiesné a stanoveni je velmi pomalé. Nevyhody
diive pouzivanych technik byly piekonany s objevem molekularnich metod ve 20. stoleti. Tyto
metody uz byly velmi presné. Jednou z téchto metod je napiiklad analyza 16S rRNA gent. I tato
metoda m& své nevyhody. Stanoveni je pomalé a ekonomicky stale jesté nakladné. Poté se zacaly
pouzivat nové postupy jako je naptiklad hmotnostni spektrometrie. Konkrétné pomoci metody
MALDI-TOF se vroce 1994 podarilo zjistit, Ze mizeme identifikovat celé spektrum proteini z
pfedem dezintegrovanych bun€k. 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. Mé&fi se hmotnost téchto nabitych molekul vzhledem k jejich naboji (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 systémii, a bylo n€kolikrat dokazano, ze nabizi vynikajici potencial
pro chemotaxonomii organismu (Vaidyanathan et al. 2001).

Historie této metody je velmi rozmanita a v priabéhu 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 castic v
parabolickém hmotnostnim spektrografu ptedpoveédél, 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 piesnou a rychlou identifikaci biomolekul (Fenn et al. 1989). V roce 2002 ziskali
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Nobelovu cenu za objev mékkych 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 ¢asti je hmotnostni analyzator, ktery zakladé poméru m/z rozdéli ionty a tieti Casti je
detektor, ktery urcuje jednotlivé ionty po rozdéleni téchto ionti hmotnostnim analyzatorem

(Liebler 2002).

3.2 MALDI-TOF MS

Diky objevu Setrnéjsich mekkych 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 dne$ni dobé velmi uzite¢nou a pouzivanou metodou hlavné diky své jednoduchosti
a citlivosti (Shah & Garbia 2010). Metoda MALDI je Setrna ioniza¢ni technika, pfi které dochazi
k desorpci a ionizaci za uCasti matrice. V roce 1988 byla metoda MALDI popséna
Hillenkampem a Karasem (Karas & Hillenkamp 1988).

Metoda MALDI-TOF MS (matrix — assisted laser desorption/ionization time of flight mass
spectrometry) vyuziva K detekci mikroorganismid hmotnostni priletovy analyzator TOF a v
dnes$ni dobé zaind nahrazovat bézné pouzivané klinické diagnostické postupy, predevSim v
mikrobiologickych laboratofich (van Belkum et al. 2015). Vyhodou techniky MALDI-TOF MS
je jeji rychlost, spolehlivost a ekonomicka efektivita. Vice tradi¢ni metody pouzivané k uréeni
identity mikroorganismi nejsou tak rychlé a ur€eni miZe trvat n€kolik hodin nebo i dnti, zatimco
metodou MALDI-TOF MS mizeme urcit identitu mikroorganismu z kultury béhem nékolika
minut (Randell 2014).

Identifikace mikroorganismti diky této metodé je nepostradatelna a Siroce vyuzivana
napiiklad ve zdravotnictvi, zemédé@lstvi, potravinaiském pramyslu, forenznich védach ¢i k

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

3.3 Princip MALDI - TOF MS

Biologicky vzorek se na specialni desticce smisi s organickou slouéeninou tzv. matrici,

kde je usuSen (vykrystalizovan) a poté je desti¢ka vlozena do hmotnostniho spektrometru, kde se
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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 iontii 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 priletové analyzatory (Singhal et

al. 2015).

3.3.1 Priletovy analyzator (TOF)

Jednim z nejjednodussich hmotnostnich analyzatord, které jsou v dnesni dobé k dispozici,
je pruletovy analyzator (Graham et al. 2007). V tomto analyzatoru jsou ionty separovany a
detekovany podle jejich molekulové hmotnosti a naboje. lonty jsou pii 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 naptiklad derivaty
kyseliny benzoové rozpusténé ve vodé a ve vhodném rozpoustédle (Krader & Emerson 2004).
Vhodné kyseliny pro pouziti jako matrice jsou 3,5-dimetoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova,
SA), 4-hydroxy-3-metoxyskoficova (ferulova, FA), a-kyano-4-hydroxyskoficova (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 nezpisobuji 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 iontd. Iontu s nejvyssi naméfenou intenzitou piislusi 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 organism@ produkuji spektra, kterd si jsou
velice podobna. Srovnanim analyzovanych proteinovych spekter s referenénimi spektry miizeme
identifikovat mikroorganismus (Shah & Garbia 2010, Lay 2001).

Laser

ol

Charged grid

©) @ TOF
— O°P — @ ® o — Detector |~

MALDI target Acceleration of lons separated on W d JLL i o
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 let se metoda MALDI-TOF MS stala nepostradatelnou
v mikrobiologickych laboratofich a nahradila n¢kolik dfive pouzivanych tradi¢nich metod

k identifikaci mikroorganismt. V dnes$ni dobé¢ se védci stale snazi zlepsovat MALDI-TOF MS a
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pracuji na rozSifeni wuziteCnosti této metody. Je snaha naptiklad o rozSifeni poctu
mikroorganismit, které by mohly byt identifikovany, dale se zkoumé 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 Casté a pro spoustu védeckych pracovniki i nepostradatelné. Tato metoda muze
identifikovat bakterie naptiklad z krve, ze vzorku moci ¢i stolice nebo z mozkomisni tekutiny.
objeveni této nemoci u pacientt je velmi dilezité. Pomoci techniky MALDI-TOF se zjistilo, ze
muze z mozkomisniho moku pifimo detekovat bakterie zplisobujici tuto nebezpecnou nemoc
(Segawa et al. 2014). V n¢kolika studiich zaméfenych na identifikaci bakterii se porovnavala
metoda MALDI-TOF s konven¢nimi metodami napiiklad pro identifikaci patogend 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
naklady nejsou tak vysoké (Singhal et al. 2015).

Uzite¢nost této metody se ukazala naptiklad i pii detekci bakterii zptasobujici kontaminaci
pitné vody. Typickym ptikladem bakterii, které tohle mohou zptsobit 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
mlé¢ného kvaseni ve fermentovanych potravinach nebo pii detekci bakterii podilejicich se na
zkazeni mléka a veprového masa (Nguyen et al. 2013, Nicolaou et al. 2012).

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

Odolnost gramnegativnich organismti vuc¢i 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.
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Diky této metodé mizeme 1épe pochopit antibiotickou rezistenci a chovani mikrobii v organismu

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 proteind ve virech a jejich vysoké molekulové
hmotnosti, ktera piesahuje 20 000 Da. | piesto, ale existuji studie kde se metoda MALDI-TOF v
identifikaci vir Uspé$né uplatnila. Napiiklad pro detekci riznych 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 material amplifikovan pomoci PCR
(polymerazova tetézova reakce) a poté analyzovan metodou MALDI (Sjoholm et al. 2008).

Metoda MALDI-TOF se uplatnila i v poskytnuti epidemiologickych tudaji o virové
infekci, coz je velmi dilezité 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 na$la napiiklad v klinickych
diagnostickych laboratofich nebo i v zemédélstvi, kde je nezbytna 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 jednobunécnou houbu Saccharomyces cerevisiae (Kvasinka
pivni). Nékteti védei se pokouseli pouzit MALDI-TOF MS i pro detekci lidskych houbovych
patogent, jako jsou napiiklad Fusarium sp., Penicillium sp. nebo Lichtheimia sp. (Dong et al.
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2009, Kemptner et al. 2009, Chen & Chen 2005, Schrodl et al. 2012). Vyzkumy v identifikaci a
charakterizaci odolnosti hub vic¢i antimykotikiim nejsou tak pokrocilé jako studie tykajici se
odolnosti bakterii. U nékterych druhtt hub (Candida glabrata, Candida krusei, Candida

parapsilosisis), byla zjisténa odolnost viéi azolovym antimykotikiim a echinokandinim (Bader
2013).

3.5 Obecna charakteristika bakterii

Bakterie jsou vSudypfitomné jednobunééné organismy, které vznikly uz pfed 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 tvarové
diferencované tkan¢. Bakterie mohou byt jak heterotrofni tak i autotrofni. Heterotrofni bakterie
maji jako zdroj uhliku organické latky a autotrofni bakterie si dovedou organické latky
syntetizovat z oxidu uhli¢itého (Jelinek 1995, Babula 2009). I piesto, ze jsou bakterie ve
srovnani s eukaryotickymi organismy mnohem mensi, jejich bunééné morfologie jsou velmi
rozmanité. Bakterie mohou byt kulatého tvaru, ty€inkovitého, rozvétveného, plochého az po
rizné typy Sroubovic. Morfologie kazdého bakteridlniho druhu je ptizptisobena prostredi, ve
kterém bakterie ziji (Cabeen & Jacobs-Wagner 2007).

Prvkovym a molekularnim slozenim se bakterialni buiika shoduje s eukaryotni buiikou.
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 bunéna sténa. Jadro a cytoskelet bakteriim chybi
(Jelinek 1995, Babula 2009).

Cytoplazma vypliluje cely vnitini prostor bunky bakterii. Je to koncentrovany a silné
viskozni roztok rizné velkych molekul. Cytoplazma je velmi diilezita 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 stocend dvousroubovice molekuly DNA a tvoti zhruba 10% objemu buiiky (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 tvoieny ribozomalni RNA
(rRNA) a bilkovinami (Rosypal et al. 1981).

Cytoplazmatickd membrana oddéluje cytoplazmu od vnéjsiho prostiedi. Tvoii ji z 60%
proteiny a z40% fosfolipidy. Chemickou strukturou se velmi podoba membranam
eukaryotickych organismt. Mezi jeji zakladni vlastnosti patii selektivni propustnost, biosyntéza
nékterych latek, uvolfiovani energie, transport latek a pfenos signald (Babula 2009).
Vchlipovanim membrany dovnitt vrstvy se mizou vytvaret zvlastni méchyikovité struktury tzv.
tylakoidy, které se nachazeji v cytoplazmatickych membranach fototrofnich bakterii. Jejich
funkce je analogickd k chloroplastim rostlinnych bun¢k. Podobné se mohou vytvafet i tzv.
mesozOmy, nachazejici se v cytoplazmatické membrané grampozitivnich bakterii. Mesozomy se
pravdépodobné ucastni aerobniho dychani a také ovliviiuji pribéh déleni buiky a tvorbu délici
ptepazky (Rosypal et al. 1981).

Bakterialni bunécna 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 nejstars$im fotosyntetizujicim organismiim a jejich vyvoj je spojen s vytvarenim 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 nachézi 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, dorustajici v nové vlakno, poté co se oddéli od mateiského vlakna
(Jelinek 1995). Nékteré vlaknité sinice mohou také vytvafet klidové spory tzv. akinety, které
vznikaji z jedné nebo vice vegetativnich bunék a obsahuji velké mnozstvi zasobnich latek, které
umozni sinicim pteckat i velmi dlouhd obdobi klidu nebo neptiznivych podminek. (Némec &
Matoulkova 2015). Dal§imi specializovanymi butikami sinic jsou heterocyty, ve kterych probiha
fixace vzdusného dusiku. Heterocyty maji silnou bunéénou sténu a jejich zivotnost je celkem
kratka (Kalina & Vana 2005).

Sinice jsou velmi rozSifené organismy a vyskytuji se téméf ve vSech biotopech.
Nalezneme je jak ve vodnim prostiedi, v pidé tak i na stanovistich s extrémnimi podminkami.
V letnim obdobi mohou sinice zpisobovat hygienické problémy na koupaliStich nebo
ptehradach. Sinice po svém pfemnoZeni zbarvuji hladinu vody a zpiisobi tzv. vodni kvét. Déje se
to predev§im ve vodach bohatych na dusikaté a fosfore¢né Ziviny. Vodni kvét nejcastéji tvori
spolecenstva sinic rodu Anabaena, Microcystis, Planktothrix a Aphanizomenon (Jelinek 1995,
Kalina & Vana 2005).

Sinice také mohou produkovat tzv. cyanotoxiny, produkty sekundarniho metabolismu.
Jsou to toxické latky a kromé 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 ptetlak uvnitt bunky. Bakterie maji rizné
slozitou a rozmanitou strukturu bunécné stény. Zakladni stavebni slozkou je linearni
polysacharid murein. (Némec & Matoulkové 2015, Rosypal et al. 1981).

Murein tvoti dva cukerné zbytky, které se pravidelné sttidaji. 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 tvofeny ¢tyfmi aminokyselinami. Mezi tyto
aminokyseliny patii L-alanin, kyselina D-glutamov4, D-alanin a L-diaminokyselina.
Peptidoglykan je dilezity jako opérnd 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
krystaloveé violeti. Grampozitivni bakterie zistanou 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
buné¢nou sténu, tlustou asi 20 nm. Bunééna sténa obsahuje jak murein, tak i dalSi nezbytné
latky. Typicka pro grampozitivni bakterie je piitomnost Fetézci 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 bunééné 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 vSeobecné ten¢i bunéénou sténu (asi 10 nm), ktera se nachazi
grampozitivnich druhti (Baker et al. 2011). Sklada se z tenké vrstvy mureinu, nad kterou se
nachazi tzv. vn&jsi membrana, ktera se svoji strukturou velmi podoba biologickym membranam.
S vrsvou mureinu se vngjsi vrstva poji pomoci molekul lipoproteinu. Vnéjsi membrana je
tvofena dvojvrstvou fosfolipidd a bilkovinami a na jejim povrchu se nachdzi molekuly
lipopolysacharidd. Tuto lipopolysacharidovou vrstvu stabilizuji ionty Ca?'. Buiika
gramnegativnich bakterii ma antigenni vlastnosti, diky lipopolysacharidim navazanym na
povrchu vnéjsi membrany (Ghuysen & Hakenbeck 1994).

Silné antibakterialni G¢inky mé enzym lyzozym, ktery je schopny naruSit bakteridlni
bunéénou sténu, hydrolyzaci glykozidické vazby mureinu. U gramnegativnich bakterii je
lyzozym schopen narus$it bunécnou sténu az po odstranéni nebo poskozeni vnéjsi membrany

(Baker et al. 2011).
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Obr. 2 Rozdily ve stavbé bunétné stény grampozitivnich a gramnegativnich bakterii

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

4.1 Biologicky material

Pro analyzu proteini bunécnych stén sinic jsem pouzila deset izolovanych kment

kokalnich sinic z Ceské republiky a Floridy, které nasbiral a uréil Doc. RNDr. Petr Hagler, Ph.D.

Izolované kmeny pochézi z ponofenych pevnych substratti nebo kamennych podkladi na sousi

(Tab. 1). Kmeny jsem udrzovala za stalych laboratornich podminek v kultivaénim boxu (t = 22

°C, svételna perioda 12h svétlo / 12h tma, intenzita ozafeni 10 pmol.m2s?) na pevném

agarovéem mediu 1,5% a tekutém mediu podle Zehndera (Staub 1961). Pro analyzu proteinového

spektra bunéénych stén jsem odebirala vzorky z kultivovanych kmenti na vrcholu exponencialni

faze rustu.

Tab. 1 Testované kmeny kokalnich sinic, jejich geograficky ptiivod a habitat.

Kultivovany kmen | Rad Celed’ Lokalita Habitat
- Chroococcales Chroococcaceae . vapencova
Asterocapsa divina Mexiko sténa
povrch
Chamaesiphon sp. | Chroococcales Chamaesiphonaceae Losov, CR vodni
rostliny
Chroocaccidiopsis Chroococcidiopsidales | Chroococcidiopsidaceae Jacksonville, | povrch
cubana USA palmy
"Funerococcus" S S Jacksonville, | mramorovy
nomen candidatus Chroococcidiopsidales | Chroococcidiopsidaceae USA nahrobek
. . Jacksonville, | povrch
Geminocystis sp. Chroococcales Chroococcaceae USA sedimentu
Gloeo_capsa Chroococcales Microcystaceae Mlade&, CR vavpencova
aeruginosa st€éna
Gloeocapsa atrata | Chroococcales Microcystaceae Mlade¢, CR \S/{aé[:lincova
Gloeocapsa sp. Chroococcales Microcystaceae Mlade¢, CR \S/taérigncova
. . . . Jacksonville, | povrch
Merismopedia sp. Synechococcales Merismopediaceae USA sedimentu
Synechococcus s Synechococcales Synechococcaceae Jacksonville, | povrch
y - y y USA sedimentu
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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 standardy: ,,Peptide Calibration Standard II* (Bruker Daltonik, Bremen,
Némecko): bradykinin 1-7, angiotensin |1, angiotensin |, 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), katalogové ¢. C1794-5KU, aktivita celulasy je 4,7 jednotek/mg, definice
jednotky: jedna jednotka uvolni 1 ml glukdzy z celulasy za jednu hodinu pti pH 5 pii 37 °©
C

o MALDI desti¢ka AnchorChip™ 600/96 (Bruker Daltonik, Bremen, 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-TOF hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (Bruker Daltonik, Bremen,
Némecko)

o vortex mixer SA8 (Stuart, Velka Britanie)

o thermomixer (Eppendorf, Hamburg, Némecko)

22



4.4 Priprava vzorku pro MALDI-TOF MS

Jako prvni byl vstupni vzorek suspenze spor o objemu 1 ml zcentrifugovan pti 15 000 g po
dobu sedmi minut. Poté byl odpipetovan vznikly supernatant a k sedimentu na dné
mikrozkumavky bylo piidano 100 pl vody. Vzorek byl poté promichdn pomoci tiepacky a
suspenze byla pfipravena pro naneseni na MALDI destic¢ku.

Jako matrice byla pouzita smés kyseliny ferulové (FA) a sinapové (SA). Tyto latky byly
pouzity v poméru FA:SA 1:3 (w/w), kdy bylo pouzito bud’ 10 mg/ml:30 mg/ml nebo 5 mg/ml:15
mg/ml. Smés kyselin byla rozpusténa v 1 ml roztoku obsahujicim acetonitril (ACN) a 0.1% (v/v)
kyselinu trufluorooctovou (TFA), smisené v objemovém poméru 7:3. Dale byla u nékterych
vzorki pouzita kromé 0,1% (v/v) TFA 1 2% (v/v) TFA a 5% (v/v) TFA.

MALDI desti¢cka AnchorChip™ 600/96 byla jako prvni omyta acetonem a poté vodou.
Déale byla namocena 20 minut v methanolu. Po vynddni z methanolu byla otfena jemnymi
ubrousky. Poté se na ni mohly nanasSet vzorky, matrice a standardy. K nanaSeni na desticku byla
pouzita metoda ,,dried-droplet™ neboli metoda vysuSené kapky (Thomas et al. 2004). Jako prvni
byl nanesen 1 ul piipravené suspenze a poté ihned zaképnut matrici v mnozstvi 1 pl. Na MALDI
desti¢ce do pozic mezi jednotlivé vzorky byly také naneseny peptidové a proteinové standardy
(viz kapitola 4.2 chemikalie) v mnozstvi 1 pl. Po zaschnuti vzorkt byla desti¢ka nachystana

k méfeni 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 Pouziti celulasy

Pro naruSeni pevné bunétné stény sinic a zlepSeni intenzity signali byl u vzorkd, které
vykazovaly malo signali pouzit enzym celulasa z Trichoderma viride (popis celulasy viz
kapitola 4.2 Chemikalie). Roztok celulasy (1 mg/ml) byl pfipraven v 50 mM acetatu amonném,
pH 5.0 (pH optimum pro Trichoderma viride 4-5.5). Poté bylo 100 ul pfipraveného roztoku
celulasy pfidano k 50 pl suspenzi spor. Po pfidani enzymu k suspenzi spor byla smés inkubovana

Vv termostatu pii 37 °C po dobu 15 hod.

4.6 Hmotnostni analyza MALDI-TOF MS

Pro méfeni hmotnostnich spekter byl pouzit hmotnostni spektrometr Microflex LRF20 (viz
parametry piistroje tab. 2). Spektra byla ziskana pomoci softwaru flexControl verze 3.4 (Bruker
Daltonik) a poté byla zpracovana v programu mMass verze 5.5.0 a 2.4.0 (Martin Strohalm,

Laboratof charakterizace molekularnich struktur, Mikrobiologicky tstav AVCR).
Postup méfeni:

1. kalibrovani pfistroje méfenim se standardy

2. méfeni se vzorky: akumulovani spekter s 1000 laserovych pulsu pro kazdy vzorek

Tab. 2 Nastaveni piistroje Microflex LRF20

typ laseru (1) dusik (337 nm)
frekvence 60 Hz
zrychleni napét’i 19.0 kV
extrakéni napéti 16.0 kV
napéti Cocky 9.0 kV
reflektorové napét’i 20.0 kV
pulsni extrakce iontl 200 ns
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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 buné¢nych stén sinic byla pouzita jako rozpoustédlo smés
acetonitrilu (ACN) a kyseliny trifluorooctové (TFA), smisené v objemovém poméru 7:3. TFA
byla pouzita o koncentraci 0,1%, 2% a 5%. M¢feni s riznou koncentraci TFA bylo také
kombinovano s rozdilnymi poméry matrice FA:SA. Byly pouzity poméry 10 mg/ml:30 mg/ml
nebo 5 mg/ml:15 mg/ml FA:SA.

Na obrézcich 4 - 9 je znazornéno porovnani vSech koncentraci TFA a poméri matric pro
sinici Chroococcidiopsis cubana. Hmotnostni spektra s matrici 5 mg/ml:15 mg/ml (obr. 4) a 10
mg/ml:30 mg/ml (obr. 7) FA:SA s 0,1% TFA zobrazuji jen velmi malo signald. 2% TFA uz
poskytovala lepsi proteinové profily, jak u poméru matric 5 mg/ml:15 mg/ml tak i 10 mg/ml:30
mg/ml (obr. 5 a 8). Spektra byla naméfena se signaly o vyssi molekulové hmotnosti (m/z >
10000). Obr. 6 znazornuje spektrum s pouzitou matrici 5 mg/ml:15 mg/ml FA:SA v 5% TFA.
Spektrum ma signaly o néco méné intenzivni nez pii pouziti 2% TFA. Pouziti matrice 10
mg/ml:30 mg/ml FA:SA v5% TFA (obr. 9) bylo ve srovnani s matrici 5 mg/ml:15 mg/ml

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 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1%
TFA (7:3, vIv).
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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 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:2%
TFA (7:3, vIv).

26



R 5% TFA
4500 ] 515 EA-SA

4nooé
3500%
3000%
2500%
2000%
1500%
1000%

500 -

0

T T T T T T
3000 6000 9000 12000 15000 18000
m'z

Obr. 6 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér
vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:5%
TFA (7:3, vIv).
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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 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1%
TFA (7:3, vIv).
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Obr. 8 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice Chroococcidiopsis cubana. Pomér
vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:2%
TFA (7:3, vIv).
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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 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:5%
TFA (7:3, vIv).
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Obrazek 10 zobrazuje piekryv vSech hmotnostnich spekter pro sinici Chroococcidiopsis

cubana. Jsou zde vyznaéené i m/z hodnoty nejvyraznéjsich peak.
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Obr. 10 Piekryv v8ech hmotnostnich spekter sinice Chroococcidiopsis Cubana.
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Obrazek 11 zobrazuje srovnani detekce peakl podle jednotlivych koncentraci pro sinici
Chroococcidiopsis cubana. Z vysledku lze vidét, Ze nejlepsi vysledky ma kombinace 5/15/2.
Proto by se pro dalsi srovnavani mezi kmeny volila 5/15/2. Také je zajimavé, ze 10/30/2 neni az
tak dobra oproti 10/30/5, 5/15/2 a 5/15/5. Kombinace 10/30/01 a 5/15/01 jsou nevhodné pro dalsi

srovnavani mezi kmeny.
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Obr. 11 Statistiské vyhodnoceni kombinace reagencii pro sinici Chroococcidiopsis cubana.

Vysvétleni zkratek:

5/15/01...... matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3,
vIv).

5/15/2....... matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:2% TFA (7:3, v/v).
5/15/5....... matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:5% TFA (7:3, v/v).

10/30/01.... matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3,
vIv).

10/30/2...... matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:2% TFA (7:3,
vIv).

10/30/5...... matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:5% TFA (7:3,
vIv).
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Obrazky 12 - 17 znazoriuji porovnani vSech koncentraci TFA a pomért matric pro sinici
rodu Merismopedia. Podobné jako u sinice Chroococcidiopsis cubana ma 0,1% TFA (obr. 12 a
15) neuspokojivé vysledky. Spektra obsahuji malo signalu, které jsou o mensi molekulové
hmotnosti (m/z < 6000). Kvalitativn&jsi vysledky byly zaznamenany v piipadé pouziti 2% TFA
(obr. 13 a 16). Spektra uz obsahuji vice signalt a signaly jsou i o vy$§i molekulové hmotnosti

(m/z > 10000). Srovnatelna spektra s 2% TFA méla i 5% TFA (obr. 14 a 17).
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Obr. 12 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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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 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténa v ACN:2% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 14 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1
pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténa v ACN:5% TFA (7:3, v/v).
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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 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 16 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:2% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 17 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Merismopedia. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 ul. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:5% TFA (7:3, v/v).
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Obrazek 18 zobrazuje piekryv vSech hmotnostnich spekter pro sinici rodu Merismopedia. Jsou

zde vyznacené i m/z hodnoty nejvyraznéjsich peaki.
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Obr. 18 Piekryv vSech hmotnostnich spekter sinice rodu Merismopedia.
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Obrazek 19 zobrazuje srovnani detekce peakt podle jednotlivych koncentraci pro sinici
rodu Merismopedia. Stejn¢ jako u sinice Chroococcidiopsis cubana jsou kombinace 10/30/01 a
5/15/01 nevhodné pro analyzu. Jako nejlepsi vysledky se zde jevi pouZiti kombinaci s 2%TFA
(10/30/2 a 5/15/2). Dobré vysledky maji i kombinace s 5% TFA, kdy pouziti 5/15/5 se zda
vhodnéjsi nez 10/30/5.
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Obr. 19 Statistiské vyhodnoceni kombinace reagencii pro sinici rodu Merismopedia.
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Obrazky 20 — 25 zobrazuji hmotnostni spektra sinice rodu Funerococcus. Spektra
s pouzitim 0,1% TFA byla opét nedostacujici (obr. 20 a 23). Zobrazuji jen malo signald a o
malych molekulovych hmotnostech. 2% TFA s matrici 5 mg/ml:15 mg/ml (obr. 21), 5% TFA
s matrici 5 mg/ml:15 mg/ml (obr. 22) a 5% TFA pti pouziti matrice 10 mg/ml:30 mg/ml (obr.
25) poskytovaly velmi intenzivni signaly v hodnotach m/z okolo 6000 a 9000. Jen malé signaly
v oblastech m/z 4500-15000 poskytovala 2% TFA s matrici 10 mg/ml:30 mg/ml (obr. 24).
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Obr. 20 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Funerococcus. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/Iv).
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Obr. 21 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Funerococcus. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténa v ACN:2% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 22 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Funerococcus. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténa v ACN:5% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 23 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Funerococcus. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 24 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Funerococcus. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:2% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 25 MALDI-TOF hmotnostni spektrum sinice rodu Funerococcus. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 ul. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:5% TFA (7:3, v/v).
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Obrazek 26 zobrazuje prekryv vSech hmotnostnich spekter pro sinici rodu Funerococcus.

Jsou zde vyznacené i m/z hodnoty nejvyraznéjSich peaki.
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Obr. 26 Prekryv v§ech hmotnostnich spekter sinice rodu Funerococcus.
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Obrazek 27 zobrazuje srovnani detekce peakt podle jednotlivych koncentraci pro sinici
rodu Funerococcus. Opét Ize vidét, ze kombinace 10/30/01 a 5/15/01 maji nejhorsi vysledky.
Zde je zajimavé, ze kombinace 10/30/2 nevykazuje moc dobré vysledky. Oproti tomu 5/15/2,
5/15/5 a 10/30/5 maji vysledky velmi dobré a jsou vhodné pro dalsi srovnavani mezi kmeny.
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Obr. 27 Statistiské vyhodnoceni kombinace reagencii pro sinici rodu Funerococcus.
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Obrazky 28, 29 a 30 ukazuji srovnani spekter pro jednotlivé kombinace matrice a
kombinace koncentrace TFA. Lze zde vidét, Ze proteinové profily sinic Chroococcidiopsis
cubana a Funerococcus jsou si podobné, jelikoz piedstavuji geneticky pfibuzné druhy. Na
obrazcich jsou vyznaceny pozice piekryvajicich se peaku, které lezi v oblasti m/z = 5500-9500.
Peaky se 1i8i mezi sebou v zavislosti na pouzité matrici a koncentrace TFA. Ve vyssi kyselosti,
pti pouziti 5% TFA jsou typické peaky v oblasti m/z 6160, 6183, 8904,9144 a 9503. Pti pouziti
2% TFA jsou peaky odlisné, coz znaci, ze kyselost ma vliv na zdznam spektra, proto se bude

muset postupovat vzdy stejnou matrici.
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Obr. 28 Srovnéni spekter sinic Chroococcidiopsis cubana (znazornéna modie), Merismopedia
(znazornéna oranzov€é) a Funerococcus (znazornéna zelené), pii pouziti matrice FA:SA

v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténé v ACN:2% TFA (7:3, v/v)
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Obr. 29 Srovnéani spekter sinic Chroococcidiopsis cubana (znazornéna modie), Merismopedia

(znazornéna oranzov€) a Funerococcus (znazornéna zelené), pii pouziti matrice FA:SA

v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml rozpusténé v ACN:5% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 30 Srovnéani spekter sinic Chroococcidiopsis cubana (znazornéna modie), Merismopedia
(znazornéna oranzov€) a Funerococcus (zndzornéna zelené), pii pouziti matrice FA:SA

v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml rozpusténé v ACN:5% TFA (7:3, vIv).
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Na obrazcich 31, 32 a 33 jsou hmotnosti spektra s pouzitim matrice FA:SA v poméru 10
mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v) a bez pfidani celulasy. Nejvice signala
poskytovala sinice Synechococcus sp. v oblastech m/z 3000 — 12000 (Obr. 31). Hmotnostni
spektra sinic Gleocapsa atrata (Obr. 32) a Chamaesiphon sp. (Obr. 33) poskytovaly velmi mélo

signald a jen mens$i molekulové hmotnosti.
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Obr. 31 Proteinovy profil sinice Synechococcus sp. Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice
FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, V/Iv).
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Obr. 32 Proteinovy profil sinice Gleocapsa atrata.. Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice
FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 33 Proteinovy profil sinice Chamaesiphon sp. Pomér vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice
FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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5.1.2 Vliv celulasy na buné¢nou sténu sinic

K naruSeni bunécnych stén sinic a zlepSeni jejich proteinovych profili byla pouzita
celulasa z Trichoderma viride. Na obr. 34, 36, 38 a 40 jsou spektra sinic, kde nebyla pouzita
celulasa a spektra nevykazovala téméi zadné signaly. Na hmotnostnich spektrech na obréazcich
35, 37, 39 a 41 jde vidét vliv celulasy. I pfesto, ale byla spektra nedostacujici. Zejména u sinic
Asterocapsa divina (Obr. 39) a Gleocapsa aeruginosa (Obr. 41) byly signaly po pouziti celulasy

témer zanedbatelné.
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Obr. 34 Proteinovy profil sinice Geminocystis sp. bez piidavku celulasy. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 35 Proteinovy profil sinice Geminocystis sp. po pisobeni celulasy z Trichoderma viride.
Matrice FA:SA vpoméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, Vv/v).
Inkubace pii 37 °C po dobu 15 hodin.
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Obr. 36 Proteinovy profil sinice Gleocapsa sp. bez ptidavku celulasy. Pomér vzorek:matrice 1
ul:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v).
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Obr. 37 Proteinovy profil sinice Gleocapsa sp. po pusobeni celulasy z Trichoderma viride.
Matrice FA:SA vpoméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, V/v).
Inkubace pii 37 °C po dobu 15 hodin.
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Obr. 38 Proteinovy profil sinice Asterocapsa divina bez ptidavku celulasy. Pomér
vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1%
TFA (7:3, vIv).
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Obr. 39 Proteinovy profil sinice Asterocapsa divina po pusobeni celulasy z Trichoderma viride.
Matrice FA:SA vpoméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, V/v).
Inkubace pii 37 °C po dobu 15 hodin.
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Obr. 40 Proteinovy profil sinice Gleocapsa aeruginosa bez ptidavku celulasy. Pomér
vzorek:matrice 1 pl:1 pl. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1%
TFA (7:3, vIv).
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Obr. 41 Proteinovy profil sinice Gleocapsa aeruginosa po pusobeni celulasy z Trichoderma
viride. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, V/v).
Inkubace pii 37 °C po dobu 15 hodin.
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Obrazky 42 a 43 zobrazuji srovnani spekter sinic po naruSeni buné¢né stény pomoci celulasy.
Jsou zde vidét typické peaky, které dokazuji pritomnost celulasy. VSechny 4 druhy sinic maji
typicky peak o molekulové hmotnosti okolo 14200. Dalsi typické peaky znacici celulasu, jsou
v oblastech o molekulovych hmotnostech okolo 7130 a 6652.
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Obr. 42 Srovnani proteinovych profili sinic Geminocystis sp. a Gloeocapsa sp. po pusobeni
celulasy z Trichoderma viride. Matrice FA:SA vpoméru 10 mg/ml:30 mg/ml, rozpusténa
v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v). Inkubace pii 37 °C po dobu 15 hodin.
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Obr. 43 Srovnani proteinovych profild sinic Asterocapsa divina a Gloeocapsa aeruginosa po

pusobeni celulasy z Trichoderma viride. Matrice FA:SA v poméru 10 mg/ml:30 mg/ml,
rozpusténa v ACN:0,1% TFA (7:3, v/v). Inkubace pii 37 °C po dobu 15 hodin.
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6. Diskuze

Cilem této prace bylo nalezeni vhodnych podminek piipravy vzorku pro analyzu
bunécnych stén sinic, pomoci hmotnostni spektrometrick¢ metody MALDI-TOF MS. K méfeni
metodou MALDI-TOF MS bylo pouzito 10 druht sinic. U vSech vzorkd sinic byla jako matrice
pouzita smés kyselin ferulové (FA) a sinapové (SA). Matrice FA:SA byla pouzita bud’ v poméru
5 mg/ml:15 mg/ml nebo 10 mg/ml:30 mg/ml. Jako rozpoustédlo matrice byly pouzity acetonitril
a kyselina trifluoroctova (7:3, v/v). Kyselina trifluoroctova byla pouzita v koncentracich 0,1%,
2% nebo 5%. Vzorky a standardy byly na MALDI desti¢ku nanasené metodou vysuSené kapky
(Thomas et al. 2004).

Jako prvni bylo testovano, jak ovlivni kvalitu hmotnostniho spektra koncentrace kyseliny
trifluoroctové. Obréazky 4,7,12,15,20,23,31,32 a 33 ukazuji, Ze nejmén¢ vhodna pro analyzu byla
0,1% TFA, kde spektra zobrazovaly velmi malo signala. Proteinové profily sinice
Chroococcidiopsis cubana, kde byla pouzita 2% TFA (Obr. 5 a 8) poskytovaly kvalitngjsi
vysledky nez 0,1% TFA. Zvysledkl statistického vyhodnoceni (obr. 11) konstatuji, ze
nejvhodnéjsi pouziti pro tuto sinici je 2% TFA s matrici v poméru 5 mg/ml:15 mg/ml. Pouziti
2% TFA v piipadé¢ sinice rodu Merismopedia bylo nejvyhodnéjsi (Obr. 13,14, 16 a 17), coz
potvrzuje i statistické vyhodnoceni (obr. 19). Pro sinici rodu Funerococcus bylo nejvyhodnéjsi
pouziti 2% TFA, pfi pouziti matrice 5 mg/ml:15 mg/ml a 5% TFA, pfi pouziti matrice 10
mg/ml:30 mg/ml (obr. 21 a 25).

Dale bylo testovano, zda je charakter hmotnostniho spektra ovlivnén pfiddnim enzymu
celulasy. K tomuto tcelu byla pouzita celulasa z Trichoderma viride. Celulasa byla pouZita u
vzorkl sinic, jejichz hmotnostni spektra nevykazovala zadné signaly (Obr. 34, 36, 38 a 40).
Vysledky po pouziti celulasy zobrazuji obrazky 35, 37, 39 a 41. Celulasa sice mirné narusila
bunéénou sténu sinic, ale i ptesto byla spektra nedostacujici. Zejména u sinic Asterocapsa divina
a Gleocapsa aeruginosa byly signaly témét zanedbatelné.

V dnesni dob& se kromé& hmotnostni spektrometrie pouzivaji k identifikaci
mikroorganismu i molekularné zalozené metody. Napiiklad Lee et al. (2014) identifikoval druhy
sinic z riznych sladkovodnich lokalit v Australii, pomoci molekularnich metod. Ve srovnani
s mymi vysledky a vysledky Lee et al. (2014), jsou molekularni metody pro identifikaci sinic,

vice vhodné&jsi, nez hmotnostni spektrometrie. | piesto, ze je identifikace mikroorganismi na
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zéklad¢ sekvenovani DNA pomalejsi a ekonomicky ndkladnéj§i nez pomoci hmotnostni
spektrometrie, jsou v dne$ni dobé molekularni metody nejspolehlivéjsi volbou pro identifikaci
sinic. Je to zpusobeno tim, ze metoda MALDI-TOF MS pro identifikaci sinic je jesté malo
prozkouména a nevi se o ni doposud tolik jako o molekularnich metodach (Lee et al. 2014,
Stursa et al. 2010).

Metoda MALDI-TOF je nejvice vyuzivana pro identifikaci bakterii, zejména téch
patogennich. Spravna identifikace je nezbytna v pfipadech bakterialni infekce, kdy je potieba
zajistit vhodnou lécbu. Identifikace je dilezitd i pifi zjiStovani kontaminace vody, pudy ¢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 zemédélstvi. Chalupova et al. (2012) identifikovala fytopatogeny kulturnich rostlin pomoci
techniky MALDI-TOF MS. Hmotnostni spektra hub v této studii jsou bohata na signaly a jsou
vhodna pro identifikaci, na rozdil od mych vysledkd, kde hmotnostni spektra sinic ziskana
metodou MALDI-TOF MS jsou ve vétsiné piipadt nedostacujici.

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

metodu pro sinice vice rozvinout a pfijit na zpiisob jak vylepsit jejich hmotnostni spektra.
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1. Zavér

V této bakalarské 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 pfedev§im k identifikaci mikroorganismi se
V soucasné dobé velmi rychle rozviji. Analyza bunécnych 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 vhodnd i pro sinice. Béhem méfeni jsem narazila na problém se slizovymi obaly sinic,
kde dochézelo k ovlivnéni méfeného signélu. Vysledky jesté nejsou idealni, ale i piesto by tato
metoda mohla byt jednou velmi uzite¢na i pro sinice. 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 pfistupy.
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Seznam priloh

Ptiloha 1. Asterocapsa divina
Ptiloha 2. Rod Chamaesiphon
Ptiloha 3. Chroococcidiopsis cubana
Ptiloha 4. Rod Geminocystis

Ptiloha 5. Rod Gloeocapsa

Ptiloha 6. Rod Merismopedia

Ptiloha 7. "Funerococcus" nomen candidatus
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