Studenti se dostavi v 8:30 do 1. NP pavilonu A26 (Kampus Bohunice).
MALDI-TOF MS

Hmotnostni spektrometrie s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti matrice (MALDI —
Matrix Assisted Laser Desorption-Ionization) je vyuZzivana pro urc¢eni molekulové hmotnosti
a 1dentifikaci biomolekul, v soucasnosti je pak zavadéna v klinickych laboratofich pro
identifikaci bakterii. Zkoumané latky jsou pfed analyzou smichany s nadbytkem tzv. matrice,
kterou obvykle ptredstavuji derivaty aromatickych karboxylovych kyselin (Obr. 1).
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Obr. 1: Casto pouzivané MALDI matrice — kyselina 2,5-dihydrohybenzoova (DHB) a
kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (HCCA)

Smés je poté nanesena na vzorkovaci desti¢ku a po zaschnuti je na ni v iontovém
zdroji aplikovan laserovy puls. Jeho energii matrice absorbuje a ndsledné pireda
analyzovanym molekuldm, které se uvolni do plynné faze v podob¢ molekulovych ionti, tzn.
nedochdzi kjejich fragmentaci. Vzniklé ionty jsou odpuzeny -elektrickym polem a
analyzovany v priletovém analyzatoru (TOF — Time-of-Flight, Obr. 2).
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Obr. 2: Schéma pristroje MALDI-TOF MS



I'Jkoly:

I. Uréeni molekulové hmotnosti proteinu

I1. Identifikace proteinu peptidovym mapovanim

I11. Urceni sekvence proteolytického peptidu na zakladé MALDI-MS/MS analyzy
IV. Identifikace bakterialniho kmene

L Uréeni molekulové hmotnosti proteinu

Piipravte cca 100 pl roztoku DHB (20 mg/ml ve smési voda/kyselina
trifluoroctové/acetonitril, 79:1:20 v/v). Smichejte v mikrozkumavce 0,6 pl roztoku proteinu s
2,4 pl roztoku DHB a 0,6 pl této smési naneste na zvolenou pozici vzorkovaci desky. Po
zaschnuti smési pfi laboratorni teploté proved'te MALDI-TOF MS analyzu v linedrnim
pozitivnim modu. Na zakladé¢ sedmi opakovanych analyz vypocitejte piesnost urceni
molekulové hmotnosti proteinu. Interpretujte MALDI-TOF hmotnostni spektrum.
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Obr. 3: MALDI-TOF hmotnostni spektrum hovéziho albuminu

II. Identifikace proteinu peptidovym mapovanim

Ptipravte v mikrozkumavce 10 pl roztoku obsahujiciho 1 pg proteinu (zasobni roztok
1 pg/ul), 0,1 pg trypsinu (zasobni roztok 50 ng/ul) a 25 mM hydrogenuhli¢itan amonny
(zésobni roztok 0,5 M). Mikrozkumavku umistéte do termomixéru a proteolyzu nechte
probihat po dobu 2 hodin pti 40 °C. Reakci ukoncete ptidanim1 pl 1% kyseliny mravenci.

Piipravte 100 pl nasyceného roztoku matrice HCCA ve smési 5% kyseliny mravenci a
acetonitrilu (1:1, v/v). Smichejte v mikrozkumavce 0,6 pl roztoku proteinu s 2,4 pl roztoku
HCCA a 0,6 pl této smési naneste na zvolenou pozici vzorkovaci desky. Po zaschnuti smési
pfi laboratorni teplot¢ provedte MALDI-TOF MS analyzu v reflektronovém pozitivnim



moédu. Na zakladé molekulovych hmotnosti ziskanych proteolytickych stépi proved’te
identifikaci proteinu peptidovym mapovanim.
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Obr. 4: MALDI-TOF hmotnostni spektrum smési tryptickych §tépti hovéziho albuminu

III. Urceni sekvence proteolytického peptidu na zakladé MALDI-MS/MS analyzy

Vybrany proteolyticky peptid podrobte MALDI-MS/MS analyze. Pokuste se na
zékladé rozdili hmotnosti MS/MS fragmentli odhadnout ¢ast sekvence aminokyselin. Peptid
poté identifikujte pomoci databdzového prohledavani.
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Obr. 5: MALDI-TOF/TOF hmotnostni spektrum tryptického S$tépu hovéziho albuminu
(sekvence DAFLGSFLYEYSR).

IV. Identifikace bakterialniho kmene

Vzorek sterilizovanych bakterii suspendujte v 100 pl smési 70% kyseliny mravenci a
acetonitrilu (1:1, v/v), 30 s michejte na vortexu a pak 2 minuty centrifugujte pii 13000
ot./min. Supernatant pieved’'te do mikrozkumavky, na tfi zvolené pozice vzorkovaci desticky
pak naneste po 0,3 pl. Po zaschnuti pfi laboratorni teploté prevrstvéte 0,3 pl roztoku HCCA
(roztok z casti II) a po opétovném zaschnuti proved'te MALDI-TOF MS analyzu v linearnim
pozitivnim modu. Srovnanim ziskaného MALDI-TOF hmotnostniho spektra s databazi
bakteridlnich MALDI-TOF MS spekter identifikujte kmen na Grovni rodu a druhu. Na zékladé
vizualniho porovnani a klastrové analyzy pak zhodnot'te vzajemnou podobnost MALDI-TOF
hmotnostnich spekter analyzovanych kment.
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Obr. 6: MALDI-TOF hmotnostni spektrum extraktu kmene Lactobacillus casei subsp. casei
CCM 7089.



