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Zakladni pojmy
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Zakladni pojmy

ICEITEC

= bilkovina/protein

Funkce proteinu:

Stavebni (kolagen, keratin)

Transportni (hemoglobin)

Katalytické, ridici a regulaéni (enzymy)
Ochranné a obranné (imunoglobuliny)
Zajist'ujici pohyb (aktin, myosin)



Zakladni pojmy
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Hmotnostni spektrometrie (MS — Mass Spectrometry):
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Princip MALDI-TOF MS
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- MALDI-TOF MS = Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization -
- Time of Flight Mass Spectrometry
Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci
s priletovym analyzatorem

Field free drift region
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Princip MALDI-TOF MS

Analyza intaktnich molekul

Hmotnostni spektrum EAPCEITEC
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Princip MALDI-TOF MS
Objevitelé
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Michael Karas, Franz Hillenkamp
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Karas M., Bachmann D., Bahr U., Hillenkamp F., Int. J. Mass. Spectrom. lon Proc. 78 (1987) 53.
Tanaka K., Waki H. Ido Y., Akita S. Yoshida Y. Yoshida T., Rapid Commun. Mass Spectrom. 2 (1988) 2.
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni pocCtu modifikaci proteinu:
albumin @ CEITEC
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
Stanoveni pocCtu modifikaci proteinu:
Pldsobeni inhibitord deacetylaz na histony
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Stanoveni pocCtu modifikaci proteinu:

Pusobeni inhibitorld deacetylaz na histony P CEITEC
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Cinéarova L., Lochmanova G., Novakova K., Sultésova P., Koneéna H., Fajkusova L., Fajkus J.
Zdrahal Z., Mo/ BioSys 8 (2012) 2937.




|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Peptidovée mapovani
Proteolyza pomoci enzymu

gly-arg=gly-glu-leu-val-ile-ser-ile-ser-ala-leu-ile-val-glu-tyr-gin-arg-pro-trp.
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Peptidovée mapovani
Detekce peptidd pomoci MALDI-TOF MS P CEITEC
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|dentifikace proteinu pomoci MALDI-TOF MS
Peptidové mapovani
Databazove vyhledavani
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Peptidovée mapovani
Databazové vyhledavani ISP CEITEC

litimvers Vlascot Search Results

User : ondra

Email : sedo@post.cz

Search title

Dataha=se : HCEInr 20070326 (4761919 sequences; 1643098755 residues)
T axonomy : Mammalia (mammals} {572832 segquences)

Timestamp : 6 Apr 2007 at 14:54:43 GMT

Top Score : 246 for gi|30794280, albumin [Bos taurus]

Probability Based Mowse Score

Protein score 15 -10%Log(P), where P 15 the probability that the observed match 15 a random event.
Protein scores greater than 70 are significant (p=0.03).
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Concise Protein Summary Report
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Significance thresheld p< Ifaz. mumber of hits

gi|30v94280 Mass: 69275 Score: 246 Expect: 1.4e=-19 Queries matched:
albumin [Bos taurus]

gi]13519 BTESET & 245 Expeeti—itric—t q matched: 19

Seruwm albwoin precursor (Allergen Bos d &) (BSA)
gi| 229552 Ma=s: 66058 Score: 190 Expect: 5.7e-14 Queries matched: 16

13
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

MS/MS = tandemova hmotnostni spektrometrie

Vybér prekurzorového iontu EHPCEITEC
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
MS/MS
|zolace prekurzoroveého iontu

ICEITEC
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
MS/MS
|zolace prekurzoroveého iontu

ICEITEC
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
MS/MS
Analyza MS/MS, hmotnostni spektrum fragmentu
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

MS/MS
Databazové vyhledavani
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

MS/MS
Databazové vyhledavani ISP CEITEC

Mascot Score Histogram

Ions score is -10"Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ions scores > 33 mdicate peptides with significant homology.

Individual ions scores > 3§ ndicate identity or extensive homology (p<0.05).

Protein scores are derived from ions scores ag a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

o

W

Mumber of Hits

T T T T T
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Protein Score

Peptide Summary Report

Format As |F'ept|de Summary j Helg

Significance threshold p< [0.05 Max. number of hits |AUTO
Standard scoring # MudPIT scoring < Tons score or expect cut-off [0 Show sub-sets [0
Show pop-ups & Suppress pop-ups ¢ Sort mlassignedlDetreamng Seore  >| Require bold red ™
Preferred taxonomy | 4!l entries =~
Select All | Select None I Search Selected | I~ E1ror tolerant
1. gi|229552 Mass: E608E Score: 120 Matches: 1(1) Sequences: 1(1)
albumin

" Check to include this hit in error tolerant search

Query Observed Mr (expt) Mr{calc) ppm Miss Score Expect Rank Unigque Peptide

2 1 1567.7100 1566.7027 1566.7354 -20.88 0 120 3.2e-08 1 u K.DAFLGSFLYEYSE.R

Proteins matching the same set of peptides:

g1]1351907 Mass: 65248 Score: 120 Matches: 1(1)} Sequences: 1(1)

RecName: Full=8erum albumin; AltMName: Full=ESA; AltName: Allergen=Bos d 6; Flags: FPrecursor
gi|30794260 Mass: AS278 Score: 120 Matches: 1{1) Sequences: 1(1)

serum albumin precursor [Bos taurus]

gi| 74267362 Mass: 63190 Score: 120 Matches: 101} Sequences: 1(1]

ALE protein [Bos taurus]

gi| 76445889 Mass: 53890 Score: 120 Matches: 1i{1) Sequences: 1(1)

serum albumin [Bos= indicus]

gi|154425704 Mass: (Y248 Score: 120 Matches: 1(1) Sequences: 1(1)

ALB protein [Bos taurus]

gi| 367460260 Mass: 66420 Score: 120 Matches: 1(1) Sequences: 1(1)
Chain &, Crystal Structure Of Bovine Serum Albumin

g1]1440908714 Mass: ABIZ9Z Score: 120 HMatches: 1i(1) Sequences: 1(1)
Sarum albumin [Boz arunnliens mutusl




|dentifikace proteinu pomoci MALDI-TOF MS
MS/MS

Databazové vyhledavani IAPCEITEC
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
Aplikace

IICEITEC

Paracoccus denitrificans

PR 2

Pfevzato z:
microbewiki.kenyon.edu

spoluprace: Ustav biochemie, PfF MU




|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
Spojeni se separacnimi technikami

ICEITEC

2D GE - dvoudimenzionalni gelova elektroforéza
1) IEF — izoelektricka fokuzace
2) SDS-PAGE - denaturujici elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
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|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
Spojeni se separacnimi technikami
Kvantifikace na zakladé zmény denzity spotu

ICEITEC

Bouchal P., Struharova l., Budinska E., Vyhlidalova T., Zdrahal Z., van Spanning R., Kucera l.
Biochim Biophys. Acta 6 (2010) 1350.




|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Aplikace @ CEITEC

Bodlin bezocasy — Tenrec ecaudatus

spoluprace: Katedra Zoologie, PfrF UK



|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS

Aplikace m CEITEC
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|dentifikace proteinu pomoci MALDI-TOF MS
Sekvenace de novo

S x104 |
S,
&
c
2
£
87 —Q —AG+—E—"F— Y —+F A+—T —+—F —— K — G+ P —— IL
—_ T —t D — L —t P+G— Q } F — T —+ A +— Y |—
6_

60223 = PGQFTA

-+1366.79

:

T 4 K —
)
Q
~
©
©
—
8 =
<
) ©
o 0 o1y
I o ;
¥e) w <l =
— LD%
<=
|
e

Sekvenace de novo

I I
1800 2000

DPCEITEC

m/z



|dentifikace proteini pomoci MALDI-TOF MS
Protein BLAST
Basic Local Alignment Search Tool

ICEITEC

homolog: tear lipocalin Sus scrofa
nalezené sekvence

MMRALLLAIGLGLVAALQAQEFPAVGQPLODLLGRWYLKAMTSDPEIPGKKPESVTPLIL
QEDLSGTWYLK

KALEGGDLEAQITFLIDGQCODVTLVLKKTNQPFTFTAYDGKRVVYILPSKVKDHYILYC
KTDLPGQFTAYEGKR VKDHYILYC

EGELDGQEVRMAKLVGRDPENNPEALEEFKEVARAKGLNPDIVRPQOSETCSPGGN
EGELEGQQVRMAGLVD DTGSHPEALEDFK

Stopkova R., Zdrahal Z., Ryba T., Sedo 0., Sandera M., Stopka P. BMC Genomics 11 (2010) 45.
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

ICEITEC

Proteomické markery onemocneéni




MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

ICEITEC

- preanalyticka faze (vliv véku, rasy, pohlavi, stravy, rezimu, lékt...)
- stabilizace vzork{ po odbéru (inhibice proteaz, rozpad krvinek)

- vhodnost metody analyzy a interpretace vysledki

- nizsi produkce markerl u asymptomatickych malych nadori

- stejné proteiny produkuji i zdravé tkané (detekce modifikaci)

- ovlivnéni hladiny markeru jinymi onemocnénimi

- ekonomicka/diagnosticka vyhodnost oproti soucasnym postupiim



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

ICEITEC

prevrstveni
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na vzorkovaci desce
MALDI matrici

oS,
= ]
= 5381
. 1 =T
25
6255
1.00
075
7159
ziso
A7TVE
0.50
asss
i 2832 I
i azes
025
E asze
] o il
: 5871
] T
=) 1= 1] = — T T T T T T v
2000 <000 o000 22222 BOOO 10000 12000 14000 168000 18000
iz



MALDI-TOF MS v klinické diagnostice:

Detekce casti bakterialniho proteomu @ CEITEC
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice:

Rozliseni rodu

ICEITEC
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MALDI-TOF MS v klinické diagnostice

Rozliseni druhu @ CEITEC
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MALDI Biotyper References
: _ BRUKER
Global MBT Sites — March 2016 CX.)

Globally: 2004

Europe: 1091
Americas: 437 e
us: 334 %
Canada: 40
Mexico 16
Argentina: 10
Brazil: 20
Chile: 5
Calombia: 5
Ecuador: 1
Peru 2
Puerto Rico 3
Asia/Pacific: 396
Australia: 26
China/HongKong: 146
Japan: 122
Mew Zealand: ]
Singapore: 9
Philippines: 1
Vietnam: 2
South Korea: 45
Taiwan: s
Thailand: 17
Malaysia 5
IMEA: 51
India 10
Israel 7
Middle East 18
Egypt 7
Algeria 1
Africa: ]

+490-500 MBT/year
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Ceska republika- celkem 49 MBT systém( (Cerven 2016)

37x clinical, 2x public health, 3x veterinary, 1x university (+6x on big MALDI)

I Naliosal Cepol (1,180,020 1 2008) |
_) over 200,000

© over 00,000

O ever 50,000
o ower 20,000

Chybi | ] ) r r

Liberec, Klatovy, Kolin a okresni nemocnice
MBT systems big MALDI systems
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Vyhody:
- doba analyzy ~ minuty

- identifikace na urovni druhu (90 % klinickych vzorku),
pripadné i detailnéjsi

- minimalni naklady na analyzu

- identifikace vzorku s abnormalnim fenotypem

- identifikace kvasinek, plisni a dalSich mikroorganismii

Nevyhody:
- vysoka pofrizovaci cena
- problémy s rozliSenim blizce pribuznych druht

- identifikace ze smésnych vzorkii
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- pokud ve vzorku prevazuje jeden kmen,
i pfima analyza (bez kultivace) muze vést k
uspeésné identifikaci

- hemokultury - diferencialni centrifugace
- krevni bunky jsou odstranény pri 500 rpm,
bakterie ziskany pri 14000 rpm a poté primo analyzovany

- bioterorismus — prfima MALDI-TOF MS analyza ,,podezrelého prasku”
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The Rise of Resistance

Overuse of antibiotics in people and animals is leading to drug-resistant infections that help cause an
estimated 2 million illnesses and 23,000 deaths a year in the U.S. alone, public health officials say.

penicillin —— penicillin-R pneumococcus Timeline of key antibiotic
tetracycline s tetracycline-R Shigella resistance events Antiblotic
erythromycin ——erythromycin-k Streptococcus Antibiotic ﬁ— resistance
introduced identified
methicillin sf— methicillin-R Staphylococcus

gentamicin —— gentamicin-R Enterococcus
vancomycin-R Enterococcus
vancomycin _M— vancomycin-R Staphylococcus
ceftazidime - ceftazidime-R Enterobacteriaceae

imipenem ﬁ-—lmlpenem-R Enterobacteriaceae
levofloxacin |- levofloxacin-R pneumococcus
linezolid - linezolid-R Staphylococcus
daptomycin
ceftaroline |.—ceftaroline~R
Staphylococcus
1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

Notes: Data is as of 2013; penicillin was in limited use prior to widespread population usage in 1943,
Source: Centers for Disease Control and Prevention

THE WALL STREET JOURNAL.

By Dr Graham Beards at en.wikipedia, CC BY-SA 4.0,
https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=25206097
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- rezistence proti nékterym antibiotikiim je spojena s
pritomnosti specifickych signalti v MALDI MS profilech (pfimou
detekci pfislusnych enzymu, proteint exprimovanych z pfislusnych
genu, nebo nepfimo na zakladé vyhodnoceni celého spektra)

- detekce MRSA na zakladé signalu peptidu PSM-mec (Josten et
al., Int J Med Microbiol 304 (2014) 1018-1023)
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Antibioticka rezistence IHAPCEITEC

_ - rezistenci spojenou se zménou MW
e e antibiotika Ize rovnéz sledovat

5 pomoci MALDI MS
I - inkubaci s antibiotikem Ize provadét
el M\ PEPH | VRS N i pfimo v kapce na vzorkovaci desce
I 1 spektrometru
254 m/z

300 m/z

MALDI-MS detekce metabolitu imipenemu
K / - detekce v oblasti odpovidajicich m/z,

jiné MALDI matrice (Hrabak et al., J
Clin Microbiol 49 (2011) 3222-3227)
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A
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0: antibiotic
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e | |
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Susceptible

Resistant

Control 2

g 4
Detekce rastu v médiu obsahujicim izotopové znaceny lysin

- inhibici rastu je mozné detekovat v proteinovych profilech po kultivaci
na izotopové obohacenych médiich (Sparbier et al., J Clin Microbiol 51

(2013) 3741-3748.
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1. Zakladni pojmy

2. Historie a princip MALDI-TOF MS

3. Identifikace proteinti pomoci MALDI-TOF MS

4. MALDI-TOF MS profilovani v klinické diagnostice

5. Vyvoj nové aplikace MALDI-TOF MS profilovani




Vyber modelového vzorku

ICEITEC

- material podobny/shodny s analyzovanym
systémem

- material levny a stabilni

- material dostupny kdykoli
a v neomezujicim mnozstvi




Volba podminek analyzy
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- volba extrakéniho postupu

- volba MALDI matrice, v€etné rozpoustédla a nanaseci metody
na vzorkovaci desku

- volba rezimu detekce: pozitivni/negativni mod;
linearni/reflektronovy maéd




Optimalizace metody
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- metoda umoznujici detekci vétsiho poctu relevantnich signal

- metoda poskytujici opakovatelné/reprodukovatelné vysledky

- metoda rychla, levna, jednoducha, snadno dostupna




Cesta hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF
z vedeckych laboratofi do klinické diagnostiky
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- kombinace separacnich technik s MS analyzou peptidt (po
proteolyze proteintl) umoznuje identifikovat a kvantifikovat v
biologickych materialech tisice proteinu

- na zakladé primé MALDI-TOF MS analyzy proteint jsou v klinické
diagnostice rutinné identifikovany bakterie a dalsi typy patogeni

- béhem vyvoje analytické metody je nutné od za¢atku zvazovat
praktické aspekty jejiho vyuziti




