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Abstrakt

Tato prace shrnuje zakladni technologicka fteSeni, postupy a principy hmotnostni
spektrometrie a zaméfuje se na jeji vyuziti v oblasti parazitologie. V prvni ¢asti jsou postupné
definovany jednotlivé faze zpracovani biologického vzorku s wvyuzitim hmotnostni
spektrometrie - od ionizace az po zpusoby vyhodnocovani vysledkli. Rlizné postupy jsou
prezentovany predevSim na piikladech publikaci zabyvajicich se vyuzitim hmotnostni
spektrometrie pfi identifikaci molekul parazitickych helmintli, se zaméfenim na proteiny a
fasciolidni motolice (napt. Fasciola hepatica). Druha Cast prace se vénuje identifikaci a
lokalizaci molekul pomoci zobrazovaci hmotnostni spektrometrie a vyuziti této techniky
v experimentalni biologii, parazitologii. V zavéru prace je navrzen aplikovatelny postup pro
identifikaci a lokalizaci vyznamnych proteini motolice Fascioloides magna s vyuzitim

kombinace techniky mikrodisekce a hmotnostni spektrometrie.

Kli¢ova slova: hmotnostni spektrometrie, paraziti, helminti, MALDI MSI, zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie, laserova mikrodisekce

Abstract

The thesis summarises the fundamental technological solutions, processes and principles of
mass spectrometry with special focus on their use in parasitology. In the first part, the particular
phases of processing of the biological sample by using mass spectrometry are defined - from
ionisation to the evaluation of results. In the text, the various methodological approaches are
presented mainly on the published examples concerning the identification of molecules from
parasitic helminths, especially proteins of fasciolid flukes (e.g. Fasciola hepatica). The second
part of the thesis comprises the methods of identification and localization of molecules by using
mass spectrometry imaging and the use of this combined technique in experimental biology,
parasitology, is discussed. There is also proposed the procedure including the combination of
laser microdissection and mass spectrometry techniques which could be applied for

identification and localisation of important proteins of the fluke Fascioloides magna.

Key words: Mass spectrometry, parasites, helminths, MALDI imaging, MSI, laser dissection
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1. Uvod

Diky obecnému technologickému pokroku a soucasnému rozvoji modernich biologickych
védnich disciplin se identifikace nejriiznéjSich molekul (naptiklad lipidy, sacharidy, proteiny)
ptitomnych v komplexnich biologickych vzorcich stava bézné dostupnou rutinni aplikaci. Mezi
dominujici postupy smétujici k identifikaci molekul spada i hmotnostni spektrometrie, ktera je
vyuzivana v mnoha odvétvich vyzkumu, naptiklad také v protetickych pfistupech k
parazitologii. Pfestoze byla doposud publikovana cela fada metodik, jejichz pouzitim lze
identifikovat jednotlivé typy molekul ve vzorcich nejriznéjsich parazitarnich organism, tak
prozatim zcela chybi informace o hmotnostné spektrometrické lokalizaci konkrétnich molekul
pfimo ve tkani daného parazita (helminta). MALDI MSI (Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization Mass Spectrometry Imaging) je jednou z technik hmotnostni
spektrometrie, ktera umoziuje jak elegantni identifikaci vybrané molekuly, tak jeji prostorovou
lokalizaci pfimo ve tkanovém fezu. Ziskanych informaci z jednotlivych hmotnostné
spektrometrickych analyz 1ze navic vyuzit i k vytipovani funkéné vyznamnych molekul, jejichz
naslednd experimentalni charakterizace by mohla pfispét k pochopeni nékterych zasadnich

biologickych d&ji nebo by mohla byt vyuzita v diagnostice ¢i v boji s parazity.

2. Cil prace
Hlavni cil:

V navrzené praci by mély byt definovany zékladni hmotnostné spektrometrické ptistupy ve
vztahu k identifikaci molekul parazitickych ¢ervi. Zaroven bude diskutovano mozné vyuziti
téchto technik k piimé lokalizaci jednotlivych molekul ve tkanovych fezech. Diléi cile této

prace jsou:

1) Zpracovat literarni piehled jednotlivych hmotnostné spektrometrickych technik a jejich
aplikovatelnost pro identifikaci a lokalizaci riznych typt molekul u modelovych
mnohobunéénych organismli se zaméfenim zejména na parazitirni modelové
organismy - helminty.

2) Na zaklad¢ zjisténych informaci definovat aplikovatelny hmotnostné spektrometricky
postup od zpracovani vzorku - modelového parazitického Cerva (napi. Fascioloides

magna) po identifikaci/lokalizaci vybrané funk¢éni molekuly (napt. peptidaza).



3. Hmotnostni spektrometrie

Objev hmotnostni spektrometric (Mass Spectrometry, MS) je povazovan za jeden
z dilezitych milnikt védy, ktery znamenal prilom v analytickych metodach umoziujicich
odhalovani slozeni latek. Jedna se o analytickou fyzikalné-chemickou metodu, jejimz
prostiednictvim lze stanovit hmotnosti atomii, molekul a molekulovych fragmentt. Diky
mimofadnym detekénim limitam v fadech fentomola (Morris et al., 1997) a attomolu
(\VValaskovic et al., 1996), rychlosti méfeni a interpretace vysledkti (v fadu hodin) a také
Sirokému spektru mozného vyuziti, nachazi hmotnostni spektrometrie Siroké uplatnéni v
mnoha biologicko-chemickych odvétvich (napiiklad farmakologie, biochemie ¢i molekularni
biologie) zaméfenych na uréovani primarni struktury latek méfenim hmotnosti biomolekul
V jednoduchych ¢i velmi komplexnich vzorcich. Informace ziskané hmotnostni spektrometrii
jsou dnes zasadni ve vyzkumu rakoviny v lékafstvi, pii charakterizaci biotransformace
terapeutik a sledovani jejich metabolitli ve farmaceutickém pramyslu, ke kontrole kvality a

bezpecnosti potravin nebo pii analyze ropnych produktii v petrochemickém pramyslu.

Za zakladatele hmotnostni spektrometrie je povazovan Sir Joseph J. Thompson (1856-1940),
ktery predpovédél mnohé moznosti budouciho vyuziti této techniky. Prvni hmotnostni
spektrometr sestavil J.J. Thompson jiz v roce 1913 (Thomson, 1913). Dalsim milnikem
v rozvoji metody byl rok 1956, kdy Fred W. McLafferty a Ronald S. Gohlke spojili hmotnostni
spektrometrii s plynovou chromatografii (Gohlke, 1959). Ke spojeni hmotnostni spektrometrie
s kapalinovou chromatografii umoziujici pfimou chemickou ionizaci vzorku doslo v 70. letech
(Baldwin a MeclLafferty, 1973). Zavedeni ionizaéni techniky elektrospreje (Electrospray
ionization, ESI) (Fenn et al., 1989) a laserové desorpce a ionizace za tcasti matrice (Matrix
Assisted Laser Desorption lonization, MALDI) (Karas a Hillenkamp, 1988) v 80. letech
20. stoleti vyustilo zejména k rozvoji analyz biologickych molekul s velkou hmotnosti, jako
jsou syntetické polymery, proteiny a polynukleotidy. V poslednich dvaceti letech bylo
v odvétvich hmotnostni spektrometrie dosazeno obrovského pokroku, k ¢emuz prispély nejen
nové inovativni technické vlastnosti ¢asti hmotnostniho spektrometru, ale také vyvoj zcela
novych instrumentd jakym byl napiiklad Orbitrap (Makarov, 2000). Diky tomuto
technologickému rozvoji se hmotnostni spektrometrie stala hlavni metodou pouzivanou
v proteomice (Mann a Kelleher, 2008) a nahradila tim tradi¢ni metody identifikace proteint

jako naptiklad Edmanovo odbouravani (Graves a Haystead, 2002).



Soucasné aplikace hmotnostni spektrometrie znamenaji dilezity pfinos i1 pro oblast
parazitologie. V minulosti byly tyto techniky vyuzity k vybudovani efektivni strategie v boji
proti parazitarnim onemocnénim, sméfujicim napiiklad k nalezeni a vytipovani potencidlnich
molekul vhodnych pro vyvoj novych vakcin (Castro-Borges et al., 2011). Zkoumani
jednotlivych funkénich molekul parazita a snaha o pochopeni jejich funkce hraje dalezitou roli
pti zkoumani biologie parazita a jeho interakce s hostitelem (Gonzalez-Miguel et al., 2014).
Charakterizace funkénich molekul parazita, sledovani miry jejich exprese v ruznych
vyvojovych stadiich a jejich lokalizace v dané tkani jsou piesné ty oblasti, ve kterych mohou

byt techniky hmotnostni spektrometrie piinosné.

3.1. Princip

Piedpokladem tispé$né analyzy prostiednictvim hmotnostniho spektrometru je, Ze pfenosem
vlozené energie na vzorek dojde k uvolnéni nabitych fragmentl ze zkoumaného vzorku, které
jsou nasledn¢ ve vakuu separovany dle poméru hmotnosti (m) a naboje (z). Prosttednictvim
detektoru je zaznamenano mnozstvi nabitych ¢astic a jejich m/z hodnoty (Gross, 2004). Timto
procesem vznikd pro danou sestavu fragmentl unikdtni hmotnosti spektrum, které Ize
pocitacoveé vyhodnotit a pomoci riznych dostupnych algoritmi definovat slozeni dané latky
(Obr. 1).

Obr. 1: Zéakladni schéma principu hmotnostni spektrometrie (upraveno podle Dass, 2007).
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3.2. Jednotlivé ¢asti hmotnostniho spektrometru
Hmotnosti spektrometr se vzdy sklada z nasledujicich zakladnich ¢asti (Obr. 2):

- vstupniho prostoru pro vzorek

- zdroje ionizace (naptiklad elektronova ionizace (elektrosprej), laser (MALDI)



- analyzatoru, ktery umoziuje separovani iontd (naptiklad magneticky sektor, pruletovy
analyzator, iontova past)
- detektoru zaznamenavajiciho hmotnost a naboj ionti (napiiklad elektronovy nasobi¢

¢i Faradayova klec) (Gross, 2004).

Data naméfend hmotnostnim spektrometrem jsou dale zpracovédna s vyuzitim vhodného
softwaru (napt. Mascot, ProFound) umoznujicim jejich interpretaci S vyuzitim vefejnych
databazi (Rehulka et al., 2007). Spole¢nym rysem hmotnostnich spektrometri je také jejich
funk¢nost za pfitomnosti zvySené¢ho vakua. Diky vakuu nedochazi v analyzatoru ke srazkam
iontl a je timto omezena dalSi nezamyslend fragmentace nabitych Castic a zmény v jejich

trajektoriich.

V soucasné¢ dobé jsou na trhu nabizeny rizné typy vyse uvedenych casti hmotnostniho
spektrometru a jsou spolu kombinovatelné do mnoha technickych feseni. Kazda sestava ma sva
pozitiva i negativa a jejich spravny vybér je klicovy pro uspéch budoucich experimenti.
Nektera technicka feSeni hmotnostnich spektrometri jsou charakterizovana v nasledujicich

kapitolach.

Obr. 2: Zéakladni schéma hmotnostniho spektrometru (T. Siegel).
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3.2.1. Vstupni prostor pro analyzovany vzorek

Tato ¢ast hmotnostniho spektrometru slouzi k zavedeni zkoumaného analytu do prostiedi
hmotnostniho spektrometru. Obecné existuji dvé zakladni moznosti zavedeni vzorku — pfimé
vlozeni a pfimy nastiik (Hoffmann a Stroobant, 2007). V prvnim pfipad¢é se vzorek vklada

z vnéjsiho prostiedi hmotnostniho spektrometru pomoci sondy nebo ,,Spotovaci® desticky,
4



na které je nanesen spole¢né s matrici schopnou absorbovat energii zdroje. Vzorek je v tomto
ptipad¢ zavadén pres vakuovy zamek, aby nedochazelo ke zménam tlaku uvnitf spektrometru.
Timto zptisobem jsou do spektrometru zavadény piedevsim vzorky pevného skupenstvi, které
jsou nasledn¢ podrobeny desorp¢nim ioniza¢nim technikdm jako je napt. MALDI. Ve druhém
piipadé je vzorek v plynném nebo kapalném stavu vsttikovan pomoci kapilary, timto zptisobem
je mozné analyzovat i velmi malé mnozstvi vzorku. Pfimé vstfikovani vzorku je ¢asto spojeno
s piedchazejici separacni technikou plynové (Gohlke, 1959) nebo kapalinové (Holcapek, 1998)
chromatografie, pomoci které je vzorek ptivadén a lze jej bezprostfedné ionizovat napiiklad

pomoci ionizac¢ni techniky elektrospreje.

3.2.2. Iontovy zdroj

Iontovy zdroj je ¢ast hmotnostniho spektrometru, ve které dochazi k ionizaci vzorku -
prevedeni neutralnich molekul na nabité ¢astice (Gross, 2004).Vzorek je do iontového zdroje
ptivadén ze vstupniho prostoru hmotnostniho spektrometru a pomoci nékteré z ioniza¢nich
metod (Tab. 1) jsou ze vzorku produkovany nabité ionty v plynné fazi. Konkrétné jsou ionty
vzorku tvofeny ptfiddnim nebo odebranim jednoho nebo vice protont, kationtu, aniontu nebo
elektront (Hoffmann a Stroobant, 2007). Takto vyprodukované nabité ¢astice nasledné putuji

do hmotnostniho analyzatoru.

loniza¢nich metod Ize v soucasné dobé napoditat desitky. Obecné se vsak daji rozdélit do
dvou skupin v zavislosti na mnozstvi dodané energie na tzv. ,,tvrdé“ a ,,m&kké“. Pti pouziti
tvrdych ioniza¢nich metod je dodavana energie vétsi, coz zpisobuje rozsahlejsi fragmentaci
vzorku. Naopak u mekkych ioniza¢nich technik je mnozstvi dodavané energie mensi, a proto

jsou tvoreny prevazné ionty molekul (Friedecky a Lemr, 2012).

Tab. 1: Ioniza¢ni metody organickych latek (upraveno podle Cole, 2010).

Metoda Zkratka | Stav vstupujiciho Charakteristika
vzorku

Elektronova , o
ionizace El plynny stav Vysoce kvalitni spektrum
Chemicka CL lynny stav Kontrola vnitini energie a fragmentace
ionizace pynny & g
Desorpcni , . . . o
ionizace Dl pevny stav Matrice a vzorek; jednoduse nabité ionty

S Vicenasobné nabité ionty; mirna
Sprejova ionizace | Sl roztok f

ragmentace




3.2.2.1. Tvrdé ioniza¢ni metody

Nadbytek vnitini energie predany molekulam vzorku v iontovém zdroji zplsobuje jejich
rozpad na mens$i casti, ¢imz vznikaji iontové fragmenty. Fragmentace pomoci tvrdych

ioniza¢nich metod umoziuje snadné a piesné vyhodnoceni vysledkti hmotnostni spektrometrie.

a) Elektronovad ionizace (Electron lonization, El): Metoda je zaloZzena na principu
piedavani energie leticich elektron molekulam analytu (Obr. 3). Pfi tomto typu ionizace je
vzorek v plynném skupenstvi piivadén a rozpraSovan uzkou kapilarou do prostoru s vakuem,
kde dochazi ke stfetdvani molekul analytu s proudem elektroni o energii 10-70%V za vzniku
iontd (Gross, 2004). Touto metodou je nejéastéji ziskan kladné€ nabity radikal molekuly a velké
mnozstvi fragmentd. Diky elektronové ionizaci analytu v plynném stavu doslo jiz v roce 1957
(Holmes a Morrel, 1957) k vytvofeni techniky spojujici hmotnostni spektrometrii a plynovou
chromatografii (Gas Chromatography/Mass Spektrometry, GC/MS). Elektronovou ionizaci lze
vyuzit pfedevSsim pro analyzu malych organickych molekul do velikosti piiblizné 1 kDa.
Nevyhodou této metody je nutnost pfevedeni vzorku v pevném nebo kapalném stavu do stavu

plynného pied samotnou ionizaci.

Obr. 3: Schéma elektronové ionizace (T. Siegel)
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3.2.2.2. Mékké ioniza¢ni metody

Mnozstvi energie predavané analytu je na rozdil od tvrdych ioniza¢nich metod mensi. Diky
tomu jsou ze vzorku tvofeny predevsim ionty molekul a mal¢ mnozstvi fragment. Pomoci
téchto metod lze proto ziskat informace o hmotnosti molekul v jejich plivodnim stavu.
Prilomem v moznostech mekkych ionizacnich technik bylo zavedeni ionizace pomoci
elektrospreje (Fenn et al., 1989) a MALDI (Karas a Hillenkamp, 1988) v 80. letech, které

umoznily méteni biomolekul a velmi polarnich latek.

a) Chemicka ionizace (Chemical lonization, Cl): Pii chemické ionizaci jsou molekuly
analytu ionizovany zprostfedkované ptes reakéni plyn, kterym mutize byt metan, isobutan nebo
amoniak. Reakéni plyn vSak musi byt nejprve ionizovan proudem dopadajicich elektrond.
Nésledné¢ se za vysokého tlaku uvnitf iontového zdroje stietdvaji molekuly analytu
s ionizovanymi molekulami reakéniho plynu za vzniku iontt molekul analytu (Munson a Field,
1966). Konstrukéné je chemicka ionizace podobna ionizaci elektronové, ionizace vSak probiha
za vy$siho tlaku a vznikaji pfedevSim ionty molekul a malé mnoZstvi fragmentii. Stejné jako
pii elektronové ionizaci musi byt analyzovana latka tepelné stabilni. V praxi se vyuzivd u

molekul do hmotnosti 1 kDa.

b) Elektrosprejova ionizace (Electrospray lonization, ESI): Elektrosprejova ionizace je
metoda, jejimz prostiednictvim se tvoii nabité ¢astice z analytu rozpusténého v roztoku. Tento
roztok je rozsttikovan kapilarou do prostoru s atmosférickym tlakem ve formé vysoce nabitych
kapicek (Obr. 4). Odpafovanim rozpoustédla roste hustota naboje na povrchu kapicek, az dojde
k jejich popraskani (Coulombické $tépeni). Uvolnéné ionty jsou poté elektrickym polem
urychleny k analyzatoru (Banerjee a Mazumdar, 2012). Jedna se o nejpouzivanéjsi techniku
pracujici s kapalnym vzorkem. Touto metodou je mozné aplikovat i na molekuly o velkych
hmotnostech (teoreticky az 1000 kDa), jako jsou rizné polymery, nukleové kyseliny, peptidy
nebo i proteiny (Fenn et al., 1989). Nevyhodami této metody je mensi piehlednost spekter
nabitych iontll a vysoka narocnost na cistotu vzorku. K rozsifeni vyuziti elektrosprejové
ionizace prispiva zejména moznost jejiho spojeni s vysoce ucinnou kapalinovou chromatografii

(High Performance Liquid Chromatography, HPLC).



Obr. 4: Schéma elektrosprejové ionizace (T. Siegel).
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C) MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption lonization): Laserem asistovana desorpce a
ionizace za UCasti matrice umoziluje odpafeni a ionizaci netékavych biologickych
vzorki pfipravenych v pevném skupenstvi. Pfed ionizaci je nutné nejprve vzorek nanést na
spotovaci desticku, specificky nastépit (naptiklad protedzou - trypsinem) a poté vzorek
prevrstvit matrici; obvykle se jedna o organickou kyselinu (napiiklad a-kyano-4-hydroxy
skoticova kyselina, CHC), ktera je schopna absorbovat energii laseru. Takto ptipraveny vzorek
je excitovan kratkym intenzivnim pulsem laseru (nejcastéji UV laser; naptiklad dusikovy s
vlnovou délkou 337 nm), ktery vyvolava krystalizaci, desorpci a ionizaci vzorku (Obr. 5).
Metoda MALDI byla vynalezena v roce 1985 (Karas et al., 1985) a v soucasnosti se jedna o
jeden z nejvice vyuzivanych zdroju ionizace. Tato ioniza¢ni metoda je vyuzivana piedevsim
k ionizaci molekul s vysokou molekulovou hmotnosti, jako jsou polysacharidy, peptidy a
proteiny. lonizace molekul s molekulovou hmotnosti mensi nez 1,5 kDa je diky pfitomnosti
matrice realizovatelna, ale je komplikovana (Dass, 2007). Vytvofené ionty jsou nasledné

nejéastéji méfeny pomoci pruletového analyzatoru (Time-Of-Flight, TOF).



Obr. 5: Schéma MALDI ionizace (T. Siegel).
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Vybér spravné matrice (Tab. 2) je rozhodujici pro naslednou analyzu a interpretaci
naméfenych spekter, nebot pfi tomto typu ionizace je néaboj analytu pieddvan pravé
prostiednictvim matrice (Gross, 2004). Smichanim vzorku s matrici o vyrazné véts$i koncentraci
dochazi ke kokrystalizaci vzorku a matrice. Pulsem laseru pak dochazi k desorpci smési a
vzniku iontll analytu pfedanim jednoho nebo vice fotonli matrice molekule vzorku. Timto

procesem vytvoifené, nabité a emitované ionty prolétavaji k hmotnostnimu analyzétoru.

Tab. 2: BéZné pouzivané UV-MALDI matrice (upraveno podle Hoffmann a Stroobant, 2007).

Vzorek Matrice Zkratka

a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina CHCA

Peptidy/proteiny 2,5-dihydroxybenzoova kyselina DHB
3,5-dimethoxy-4-hydroskoticova kyselina SA

. . trihydroxyacetofenon THAP

Oligonukleotidy 3-hydroxypicolinova kyselina HPA
2,5- dihydroxybenzoova kyselina DHB

Sacharidy a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina CHCA
trihydroxyacetofenon THAP
trans-3-indolakrylova kyselina I1AA

Syntetické polymery dithranol DIT
2,5- dihydroxybenzoova kyselina DHB

Organické molekuly 2,5- dihydroxybenzoova kyselina DHB

Anorganické molekuly trans-2-(:_%-(4-tert-butylfepyl) -2-methyl-2- DCTB
propenyliden)malononitril

Lipidy dithranol DIT




3.2.3. Hmotnostni analyzator

Kli¢ovou ¢asti hmotnostniho spektrometru je analyzator, ve kterém dochazi k separovani
iontll v plynné fazi na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z). K separaci iontit dochazi diky
pusobeni statického nebo dynamického elektrického a magnetického pole, pfipadné jejich
kombinaci. Zékladni typy analyzatorii a principy separace jsou shrnuty v nasledujici tabulce

(Tab. 3).

Tab. 3: Typy analyzator pouzivané v hmotnostni spektrometrii (upraveno podle Hoffmann a
Stroobant, 2007).

Typ analyzatoru Symbol Princip separace
Magneticky sektor B Hybnost
Kvadrupol Q m/z (stabilita trajektorie)
lontova past IT m/z (resonanc¢ni frekvence)
Analyzator doby letu TOF rychlost (Cas letu)
Tontova cyklotronova rezonance FTICR m/z (resonanéni frekvence)
s Fourierovou transformaci
Orbitrap oT m/z (resonanéni frekvence)

Z obecného pohledu jsou ionty v analyzatoru urychleny a nasledné vedeny na detektor, kde
je zaznamenan jejich pocet a pomér jejich hmotnosti k naboji. Vykonnost hmotnostnich

analyzatoru je dana piedevsim charakteristikami uvedenymi v tabulce (Tab. 4).

Tab. 4: Charakteristiky ovliviiujici vykonnost analyzatora (upraveno podle Dass, 2007).

Nazev Popis
Hmotnostni rozsah Nejnizsi a nejvyssi métitelné hodnoty m/z
RozliSovaci schopnost schopnost analyzatoru rozlisit dve blizké hodnoty m/z
mira shody mezi naméfenou a teoretickou hodnotou m/z -
Piesnost ur¢eni hmotnosti vyjadiena v procentech nebo pomoci poctu ¢astic z milionu
(parts per milion, ppm)
Rychlost méfeni pocet skenti analyzatoru za sekundu

Intenzivni vyvoj hmotnostnich analyzatorti je datovan na pielom 40. a 50. let, kdy byly
popsany principy pruletového analyzatoru (Stephens et al., 1946), iontové cyklotronové
rezonance a kvadrupolového analyzatoru (Paul a Steinwedel, 1953). Po vynalezeni ioniza¢nich
zdroji schopnych vaporizace a ionizace biomolekul, bylo zapotiebi zdokonalit rychlost,

piesnost a rozliSeni hmotnostnich analyzatorti. Néasledkem toho bylo v poslednich dvaceti
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letech vynalezeno a zdokonaleno mnozstvi analyzatort, pfiCemz mezi v soucasnosti
nejrozSitenéjsi se Tfadi napiiklad Orbitrap, praletovy nebo kvadrupdlovy analyzator.
Pozadavkem na tyto analyzatory je pfedevsim moznost jejich zavedeni v kombinaci s iontovymi
zdroji MALDI a ESI. Spravny vybér analyzatoru je rozhodujici pro uspéch experimentu
provadéného hmotnostni spektrometrii (Gross, 2004). Zakladni parametry hmotnostnich

analyzatort jsou shrnuty v nasledujici tabulce (Tab. 5).

Tab. 5: Zakladni parametry hmotnostnich analyzatora (T. Siegel)

Presnost

Hmotnostni Rozlisovaci uréeni Rychlost | Cena
Typ analyzatoru rozsah -horni | schopnost hmotnosti méieni pFistroje
limit (*10° *103 sken/s mil. K¢
(109 | (209 | 00 (sken/s) | (mil. K&)
Magneticky sektor 20 <100 <5 0,1-20 10-15
TOF >1 000 10-60 <5 10-500 5-7
Kvadrupol 2-4 3-5 >5 1-20 2-4
Iontova past 4-6 4-20 >5 1-200 3-5
FTICR 4-10 >1 000 <2 0,5-2 17-30
Orbitrap 6 100-240 1-3 1-5 11-13

Spojenim dvou analyzatord, naptiklad pruletového analyzatoru a kvadrupolu (Q-TOF micro
Mass Spectrometer, Waters Micromass), v jednom hmotnostnim spektrometru vznika piistroj
S hybridnim tandemovym uspotadanim (Hunt et al., 1986). Metoda tandemové hmotnostni
spektrometrie bude podrobnéji popséna v kapitole 3.2.4. Tandemova hmotnostni spektrometrie.
Hybridni tandemové uspofadani je prevladajici technikou pro identifikaci nejriznéjSich

molekul v oboru parazitologie (Chemale et al., 2006; Morphew etal., 2011; Moxon et al., 2010).

a) Magneticky sektor: Magneticky sektor je nejstarSim typem hmotnostniho analyzatoru.
K separovani iontil je vyuZivano magnetické pole, které ovliviiuje rychlost a drahu pohybu ionti
v prostoru. Nabita castice je pred vstupem do magnetického pole urychlena pomoci pole
elektrického. Tonty v magnetickém poli putuji po zakiivené draze o riznych polomérech,
pfi¢emz velikost zaktiveni zaleZi na rychlosti iontd, sile magnetického pole a poméru m/z iontu.
Vice nabité a leh¢i ionty se pohybuji po delsi trajektorii nez ionty t€Z8i a s menSim nabojem
(Obr. 6). Diky tomuto principu je mozné od sebe jednotlivé ionty oddg€lit (Gross, 2004).
Hmotnostni spektrum je zaznamendno po dopadu iontu na detektor. Vedle magnetickych

sektorti s jednoduchou fokusaci vyuzivajicich k separaci ionti pouze magnetické pole, existuji
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magnetické sektory s dvojitou fokusaci vyuzivajici magnetické a elektrostatické pole. Pfidanim
elektrického pole za magnetické doputuji k detektoru pouze ionty se stejnou kinetickou energii,
diky ¢emuz dochazi ke snizeni rozsahu kinetickych energii iontt s ndsledkem zvyseni rozliSeni
hmotnostniho analyzatoru (Hoffmann a Stroobant, 2007). Prozatim nebyla publikovana zadna

prace vyuzivajici magneticky sektor k analyze molekul parazitickych helmintt.

Obr. 6: Schéma magnetického sektoru (T. Siegel).
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b) Kvadrupolovy analyzdtor (Quadrupole, Q). Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator se
sklada ze Ctyt paralelnich elektrod kruhového prifezu, pficemz na dvé protilehlé elektrody je
pifivedeno kladné stejnosmérné napéti a na zbylé dvé zdporné stejnosmérné napéti. Na vSechny
Ctyti elektrody je soucasné vlozeno vysokofrekvencni stiidavé napéti. Ionty jsou piivedeny do
sttedu kvadrupolu, kde dochazi k jejich oscilaci. Na zéklad¢ velikosti stejnosmeérného napéti a
amplitudy stfidavého napéti v daném okamziku je umoznén prichod analyzatorem pouze
iontim o urcité hodnoté m/z. Ionty s nestabilni trajektorii jsou z analyzatoru vychyleny a
neucastni se dal$i analyzy (Ekman et al., 2009). Plynulou zménou (skenovanim) hodnot
stejnosmérného napéti a amplitudy mohou byt postupné k detektoru propustény ionty o vSech
hodnotach m/z (Obr. 7). Kvadrupo6lovy analyzator je vhodny pro analyzu proteinti a biomolekul

ionizovanych elektrosprejem.



Obr. 7: Schéma kvadrupdlu (upraveno podle Wittmann, 2007).
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V oboru parazitologické proteomiky se kvadrupdlovy analyzator obvykle vyuziva
v tandemovém uspofadani s analyzatorem TOF (v sestavé Q-TOF nebo QQTOF). Nejstarsi a
nejnovejsi vyuziti kvadrupdlu v analyze molekul paraziti a nékolik recentnich publikaci jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 6). Fasciolidni motolice jsou v tabulce zvyraznény. Prvni publikace
vyuzivajici kvadrupdlového analyzatoru ke zkoumani molekul parazitického helminta se datuje
do roku 1974 (Hariri, 1974). Autor mé&fil produkci neurotransmiterd acetylcholinu a cholinu
tasemnice Mesocestoides corti (Platyhelminthes, Cestoda) v zavislosti na vystaveni parazita
podminkam rtznych prostiedi (NCTC 135 a BME medium, fyziologicky roztok, dutina bfisni
hostitele). Nejrecentnéjsi publikace je od Hagarize a kol. z roku 2014 (Hacariz et al., 2014).
Ucelem prace bylo vytvorfeni proteinového profilu proteinii tegumentu a homogenizované
motolice Fasciola hepatica (Platyhelmithes, Trematoda) v pribéhu nakazy dobytka. Celkem
bylo identifikovano 776 proteinti, z toho 206 specifickych pro tegument a 332 specifickych

homogenatu.

Tab. 6: Vyuziti kvadrup6lového analyzatoru v parazitologii.

Typ zk.
Typ vzorku Parazit molekul | Rok | Sestava Pristroj Citace
(pocet)
Homogenizovany . Neurotran Quad 300 N
parazit M. corti smiter (2) 1974 | Q-MS quadrupole MS | Hariri,1974
(EAI Scientific)
Y x QSTAR Elite
il e N nepatica | P10 | oo | MSIMS | ybrid QTOF | Robinson
produkty) (23) QqToF | MS (Applie etal.,2008
Biosystems)
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Echinococcus QSTAR Elite
Tekutina obsazena | granulosus Protein 2011 MS/MS | Hybrid MS/MS | Aziz et al.,
Vv cyste (Platyhelmint | (130) Q-TOF | System (Applied | 2011

hes, Cestoda) Biosystems)

. Protein MS/MS | Q-TOF MS Morphew
b 7 IMEEE) (25) AU Q-TOF | (Waters) etal., 2014
. , . SYNAPT high-

Homogenizovany . Protein MS/MS L Hagariz et
parazit; tegument & liggeies (776) AU, Q-TOF ?\?\];;?gr';n = al., 2014

C) Sféricka iontova past (Three Dimensional Quadrupole Ion Trap, QIT): Iontova past se
sklada ze dvou koncovych hyperbolickych elektrod a jedné stiedové prstencové elektrody (Obr.
8). Koncové elektrody jsou uzemnény a je na né piivedeno stejnosmérné napéti. Na sttedovou
elektrodu je vloZeno vysokofrekvenéni napéti. Ionty jsou pulzné ptivedeny do pasti a poté jsou
pomoci elektrickych poli zachyceny, uvedeny do stabilnich trajektorii. Se zvySujici se frekvenci
na stiedové elektrod¢ se excitované ionty dostavaji do nestabilnich trajektorii a v zavislosti na
hodnoté m/z vyletuji otvorem vystupni elektrody k detektoru (Gross, 2004). Sféricka iontova

past zatim nebyla vyuzita ke zkoumani molekul parazitickych helmintt.

Obr. 8: Schéma iontové pasti (upraveno podle Hoffmann a Stroobant, 2007).
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d) Priletovy analyzator (Time-Of-Flight, TOF): Pruletovy analyzator je tvofen
vakuovanou letovou trubici o délce 25-150 cm, do které jsou ionty ze zdroje urychleny
elektrickym polem (10%-10* V). K rozdéleni iontli o stejné kinetické energii a s odlisnymi
hodnotami m/z dochéazi na zakladé rozdilné doby letu z iontového zdroje k detektoru. lonty
S niz8i hodnotou m/z leti rychleji a diive dosahnou detektoru nez ionty s vétsi hodnotou m/z.
Hmotnost molekuly je tedy urcena na zaklade€ rychlosti priletu molekuly analyzatorem (Dass,
2007). Praletovy analyzator je vyuzivan zejména ve spojeni S MALDI ionizaci. Kombinace
téchto technik umoziuje ziskani kompletniho hmotnostniho spektra vsech iontii z kazdého

pulsu laseru. Pomoci priletového analyzatoru lze méfit i velké molekuly jako jsou proteiny.

Priletovy analyzator mize fungovat v linearnim nebo reflektorovém modu (Obr. 9). Zatimco
Vv linearnim moédu jsou ionty detekovany po priletu letovou trubici, v reflektorovém modu je
draha letu ionti prodlouzena pomoci iontového zrcadla umisténého na konci letové trubice.
Reflektorovym modem je dosaZeno vétSiho rozliSeni, ale mensiho rozsahu, a proto je vhodny

pro méfeni malych molekul (Gross, 2004).

Obr. 9: Schéma linearniho (A) a reflektorového (B) TOF analyzatoru (T. Siegel).
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S ohledem na helminty byl analyzator poprvé vyuzit v roce 1992 (Chamekh et al., 1992) ke
stanoveni hmotnosti syntetického peptidu odvozeného z rekombinacniho proteinu tasemnice E.

granulosus.
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V roce 2004 Bernal a kol. pouzili pruletovy analyzator (Bernal et al., 2004) pfi identifikaci
jednoho z abundantnich proteinti - enolazy pfitomného v ESP proteinu motolice F. hepatica.
Tento protein o velikosti 47 kDa byl nejprve separovan pomoci dvojrozmérné gelové
elektroforézy (2D) a nésledné Stépen trypsinem. Analyza byla provedena metodou MALDI
TOF na pftistroji Reflex IV (Bruker Daltonics) s vyuzitim reflektorového médu. Vyhodnoceni
bylo provedeno pomoci softwaru MASCOT (Matrix Science) a databaze Biotools (Bruker
Daltonics).

Van Balkom a kol. (2005) vyuzili MALDI a tandemovy systém TOF/TOF k identifikaci
proteint tegumentu motolice Schistosoma mansoni (Platyhelminthes, Trematoda) (\VVan Balkom
et al., 2005). Vzorek uzity v analyze byl pfipraven homogenizaci separovaného tegmentu
motolice. Nasledn€ byl vzorek pomoci 2D elektroforézy rozdélen na jednotlivé proteiny, které
byly izolovany z gelu a enzymaticky (trypsinem) nastépeny na peptidy. Méfeni probéhlo na
tandemovém hmotnostnim spektrometru MALDI TOF/TOF (Applied Biosystems 4700

Proteomics analyzer) v pozitivnim reflektorovém moédu s intensitou laseru 3800.

Analyzator TOF byl nejrecentnéji vyuzit tymem Gonzales-Miguela et al. (2014) (Gonzalez-
Miguel et al., 2014). V experimentu bylo identifikovano 24 imunogennich proteinti parazita
Ascaris suum (Platyhelminthes, Nematoda) hrajicich vyznamnou roli v interakci mezi
parazitem a hostitelem. Z téchto proteinti bylo 23 zapojeno do mechanismu pieziti parazita
uvniti hostitele. V nasledujici tabulce (Tab. 7) jsou spolu s nejstarSi a nejnovéjsi publikaci
zaméfenou na identifikaci molekul zastupce helmintli, zafazeny také vyznamné prace

Z poslednich deseti let.

Tab. 7: Vyuziti priletového analyzatoru v parazitologii.

Typ zk.
Typ vzorku Parazit molekul | Rok | Sestava Piistroj Citace
(poclet)
Homogenizovany . TOF mass
protoskolex, E. granulosus Peptid 1992 | TOF-MS | spectrometer Chamekh et
(1) : al., 1992
obsah cyst (Bio-lon)
. Reflex IV
. Protein MALDI- Bernal et
ESP F. hepatica (1) 2004 TOF (DBruker al.. 2004
altonics)
4700
Proteomics Van
Homogenizovany S mansoni Protein 2005 MALDI- | Analyzer Balkom
parazit, tegument ' (740) TOF/TOF | TOF/TOF
(Applied et al., 2005
Biosystems)
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4800
MALDI

Homogenizovany | F. hepatica Protein MALDI- Boukli et
parazit S. mansoni (45) AU TOF/TOF TOFF!-OF al., 2011
(Applied
Biosystems)
4700
Protein MALDI- er?atf;zrg:cs castro-
Tegument S. mansoni (229) 2011 | TOF/TOF TOE/TOE Borges et
. al., 2011
(Applied
Biosystems)
Angiostrongylus LI:/?,S\(IJ_DI—
Homogenizovany | vasorum Protein 2011 MALDI- TOF/TOF Jefferies et
parazit (Platyhelmithes, | (14) TOF/TOF . al., 2011
(Applied
Nematoda) ;
Biosystems)
Ultraflex
MALDI
. , . TOF/TOF Gonzalez-
H(;;n;i)tgemzovany A. suum (Pzrz;[em 2014 'I\I'AéA\FI}II?CI)F mass Miguel et
P spectrometer | al., 2014
(Bruker
Daltonics)
e) lontova cyklotronova resonance s Fourierovou transformaci (Fourier Transform Ilon

Cyklotron Resonance, FTICR): Tato metoda ptedstavena Comisarowem a Marshallem v roce
1974 (Comisarow a Marshall, 1974) vznikla spojenim iontové cyklotronové resonance (lon
Cyklotron Resonance, ICR) s Fourierovou transformaci (Fourier Transform, FT). lonty
pfichazejici ze zdroje jsou pomoci elektromagnetickych poli zachyceny v cyklotronové cele
fungujici jako iontova past (Obr. 10). Pusobenim elektromagnetickych poli zde ionty
vykonavaji kruhovy pohyb s frekvenci zavislou na hodnotach m/z. Excitaci ionti
vysokofrekvencnim polem dochézi ke zvétSeni poloméru jejich kruhového pohybu a piiblizeni
iontl k detekéni elektrod€. Priichodem iontl kolem detekéni elektrody je vzdy indukovan a
registrovan maly elektricky proud, ktery je zaznamendvan v zavislosti na Case. Vznikly
proudovy obraz iontd je pomoci Fourierovy transformace pifeveden na spektrum
zaznamenavajici frekvenci jednotlivych iontl, ze kterého je korekci vytvofeno hmotnostni

spektrum (Ekman et al., 2009).
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Obr. 10: Schéma analyzatoru FTICR (upraveno podle http://people.whitman.edu).
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Ackoli byl hmotnostni analyzator FTICR vynalezen jiz pted cCtyficeti lety, teprve
Vv poslednich letech se tato technika zacala pouzivat v experimentech s parazitickymi helminty,
proto jsou v nize uvedené tabulce (Tab. 8) zatazeny recentni publikace. V roce 2010 vyuzili
Denery a kol. (Denery et al., 2010) techniky hmotnostni spektrometrie s analyzatorem FTICR
k nalezeni 14 potencidlnich biomarkeri parazitické hlistice Onchocerca volvulus

(Platyhelmithes, Nematoda).

Analyzou obali vaji¢ek motolice S. mansoni identifikovali Dewalick a kol. v roce 2011 45
proteind (DeWalick et al., 2011). Autofi oproti svym predpokladim zjistili, ze vétSina
identifikovanych proteinti nebyla pro vajicka specificka, nachazely se také ve velkém mnozstvi

Vv dospélych Cervech a miracidiich.

Tab. 8: Vyuziti analyzatoru FTICR v parazitologii.

Typ zk.
Typ vzorku Parazit molekul Rok Sestava Pristroj Citace
(pocet)
Apex 11 7,0 Tesla
Krevni sérum, Lipid FT-ICR FT-ICR MS Denery et
plazma O. volvulus (10) 2010 MS (Bruker al., 2010
Daltonics)
. 7-tesla LTQ-FT :
L, .| Protein FT-ICR DeWalick
Vajecné obaly | S. mansoni (45) 2011 MS MS (Thermo etal., 2011
Electron)
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f) Orbitrap: Je sestaven z vné&jsi elektrody tvaru barelu a vnitini centralni elektrody
vietenovitého tvaru, na ob¢ elektrody je pfivedeno stejnosmérné napéti (Obr. 11). lonty jsou
pulzné ptivedeny do Orbitrapu, kde soucasné krouzi kolem centralni elektrody a zaroven se
pohybuji podél jeji osy. Nasledné dochazi k odd€leni iontl o stejnych hodnotach m/z a jejich
spolecné oscilaci po prstencovitych trajektoriich. Oscilujici ionty vytvaieji proudovy signal,
ktery je pomoci Fourierovy transformace pfeveden na hmotnostni spektrum (Dass, 2007).

Hmotnostni spektrometrie vyuzivajici technologii Orbitrap je vhodna pro analyzu proteint.

Obr. 11: Schéma Orbitrapu (upraveno podle Hoffmann a Stroobant, 2007).
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Prestoze je Orbitrap nejmlad$im hmotnostnim analyzatorem, pocet publikaci vzniklych
Vv poslednich nékolika letech naznacuje jeho znacny potencidl. Nejrecentnéjsi publikace jsou
uvedeny v tabulce (Tab. 9). Za pomoci Orbitrapu Zheng a kol. (Zheng et al., 2013) provedli
systematickou proteomickou analyzu ESP motolice Clonorchis sinensis (Platyhelminthes,
Trematoda). Autofi experimentu pracovali se vzorky sebranych z dospélych ¢ervt v pribéhu
Sesti Casovych useki a zjistili, Ze proteinovy profil se méni. Bylo identifikovano 24 proteint a

velké mnoZstvi proteinli s neznamou funkci.

19



Hmotnostni spektrometrie s analyzatorem Orbitrap byla jednou z technik vyuzitych pfi
protetické analyze protoskolex tasemnice E. granulosus provedené autory Cui a kol. v roce

2013 (Cui et al., 2013). S vyuzitim tohoto analyzatoru bylo identifikovano 1323 proteind.

Zatim posledni publikace vyuzivajici Orbitrap k identifikaci proteint je od autora Faeste a
kol. (Feaste et al., 2014). Autor touto metodou identifikoval celkem 103 proteini (z toho 94
nepopsanych) ze vzorku ESP hlistice Anisakis simplex (Platyhelmithes, Nematoda).

Tab. 9: Vyuziti analyzatoru Orbitrap v parazitologii.

Typ zk.
Typ vzorku Parazit molekul | Rok Sestava Piistroj Citace
(pocet)
LTQ-Orbitrap
. mass
ESP C. sinensis E’ng;em 2013 | LC-MS/MS | spectrometer ilheggl%t
(Thermo h
Electron)
LTQ-Orbitrap
Homogenizovany Protein Mass Cui et al.
E. granulosus 2013 | LC-MS/MS | spectrometer ’
protoskolex (1323) (Thermo 2013
Fisher)
LTQ- Orbitrap
XL mass
ESP A. simplex E{gg‘;‘” 2014 | LC-MS/MS ??ﬁztrr&gmer gl‘f‘égfz
Fisher
Scientific)

3.2.4. Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemovéa hmotnostni spektrometrie (Tandem Mass Spectrometry, MS/MS) je metoda
zalozena na generovani a detekci fragmentd molekul spojenim nékolika zakladnich fazi
hmotnostni analyzy uvedenych v pfedchozich ¢astech této prace. Tandemovou hmotnostni
analyzu lze provadét v prostoru nebo v Case. Analyza v prostoru vyuzivd spojeni dvou
(TOF/TOF, Quadrupol/TOF) a vice (trojity kvadrupdl, TOF/TOF/TOF) hmotnostnich
analyzatorti sefazenych za sebou. Analyza v ¢ase probihd v témze prostoru za postupnych zmén
parametrt (Iontova past, FTICR). Typickym zastupcem tandemové spektrometrie v prostoru je
trojity kvadrupol (triple quadrupole, QqQ), ktery byl sestaven v roce 1978 (Yost a Enke,1978).
V této sestave slouzi prvni a teti kvadrupol jako hmotnostni analyzator a druhy kvadrupdl jako

kolizni cela. V kolizni cele dochazi technikou kolizné indukované disociace (Collision Induced
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Dissociation, CID) ke srazkam iontti s molekulami inertniho plynu (napiiklad argonu) za vzniku
fragmentl iontti (druhé generace). Analyzu trojitym kvadrupdlem lze provést pomoci nékolika

opera¢nich moda (Obr. 12).

Obr. 12: Zakladni opera¢ni mody trojitého kvadrupdlu (upraveno podle Hoffmann a
Stroobant, 2007).
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3.2.5. Detektor iontu

Ionty po priichodu hmotnostnim analyzatorem putuji k detektoru, jehoz prostfednictvim je
mozné zaznamenat ionty po jejich rozdéleni dle poméru m/z a ur¢it také jejich relativni cetnost.
Detektory Ize podle mozZnosti zdznamu iontl rozdélit do dvou kategorii. Prvni skupinu tvofi
tzv. elektronové nasobice, které vyuZzivaji postupného ndsobeni elektronli vytvorené¢ho po
dopadu iontu na detektor, ¢imz vytvateji silnéjSi méfitelny signal pro jednotlivé ionty (napf.
elektronovy nasobi¢, fotonasobi€). Druhou skupinu tvoii detektory umoziujici pfima méfent,
které detekuji elektricky proud vznikajici pfimym dopadem iontl (naptiklad Faradayova klec)
(Dass, 2007). Detektory tvoii nedilnou soucast kazdého hmotnostniho spektrometru. Jedinou
vyjimku tvoii hmotnostni spektrometry s analyzatory Orbitrap a FTICR, ve kterych jiZ neni

klasickych detektort tieba, nebot’ tyto analyzatory zaroven separuji 1 detekuji ionty.
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a) Elektronovy nasobic: Elektronovy nasobi€ je nejcastéji pouzivanym typem detektoru.
Prevadi kinetickou energii dopadajicich ionti z povrchu detektoru a produkuje odpovidajici
nasobky sekundarnich elektronti. Je tvoten sérii 12 az 24 elektrod (dynod), pficemz po narazu
do kazdé z nich dochazi k emisi sekundarnich elektronti, ¢imz je zesilovan elektricky proud,
ktery je nasledné méfen (Obr. 13). Elektrony jsou urychlovany snizujicim se napétim na

dynodach (Hoffmann a Stroobant, 2007).

Obr. 13: Schéma elektronového nasobice (upraveno podle Hoffmann a Stroobant, 2007),

-3000 V -1000 V

ionty

F

/ ;:lektrony

-5000 V -2000 V -600 V

b) Fotonasobic: Pracuje na podobném principu jako elektronovy nasobic. lonty dopadaji
na konverzni dynodu a zpiisobuji uvoliovani elektront. Takto vyprodukované elektrony
dopadaji na fosforovou desticku a uvolnuji fotony, které jsou zesileny pomoci fotonasobice
(Gross, 2004). Vyhodou fotonasobice je jeho uloZeni ve vakuu, které zabranuje piipadné

kontaminaci a zaroven se tim zvySuje i jeho Zivotnost.
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C) Faradayova klec: Dopadajici ionty vytvaieji slaby elektricky proud, ktery je zesilovan
a zaznamenavan (Obr. 14). Umoznuje piesné urCeni poctu iontll a vyuziva se pro piesna

izotopick4 méteni.

Obr. 14: Schéma Faradayovy klece (upraveno podle Hoffmann a Stroobant, 2007).
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3.2.6. Hmotnostni spektrum

Vysledkem méteni hmotnostnim spektrometrem je hmotnostni spektrum (Obr. 15). Jedna se
o grafické zndzornéni Cetnosti jednotlivych iontl v zavislosti na poméru jejich hmotnosti
a naboje (m/z). Jednotlivé ionty jsou v grafu zndzornény pomoci kiivek s vrcholy, jejichz
poloha na ose x uréuje hodnotu m/z. Intenzita (mnozstvi) iontl je v grafu zaznamenana na ose .
Intenzita nejvysSiho naméfeného vrcholu je normalizovana tak, aby odpovidala hodnoté 100

%. Z naméteného hmotnostniho spektra mize byt zjisténo né€kolik druhti hmotnosti (Tab. 10).

Tab. 10: Druhy hmotnosti (Dass, 2007).

Nazev Popis

Nominalni hmotnost soucet celociselnych hmotnosti prvkt (napt. IH=1a 12C =12)

soucet presnych hmotnosti prvkl nejvice zastoupenych izotopti

Monoizotopicka hmotnost | (napf. 1H =1,007825 a 12C = 12,000000)

soucet hmotnosti vazenych priméra jednotlivych izotopti podle

Priimérna hmotnost jejich zastoupeni (napt. H=1,00797 a C =12,01115)
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Obr. 15: Hmotnostni spektrum acetofenonu (m/z 120) (upraveno podle, Dass, 2007).
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3.2.7. Metody vyhodnocovani vysledki

Data ziskana v oblasti hmotnostni spektrometrie jsou nejcastéji vyhodnocovana s vyuzitim

proteinovych databazi, které je mozné prohleddvat s vyuzitim rGznych algoritmi a

softwarovych nastroju za t¢elem identifikace konkrétniho proteinu. Timto zptisobem je mozné

identifikovat obrovské podty proteinti (Quadroni a James, 1999). Uspéch identifikace proteinu

zalezi na kvalité dat (kvalité spekter), pouzité databazi (Tab. 11) a nastroji, kterym je databaze

prohledavana (Tab. 12).

Tab. 11: Prehled vybranych databazi.

Nazev databaze

Typ databize

Internetovy odkaz

NCBI (National Center for Biotechnology | nukleotidova http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Information)

CBFGL (Computational Biology and nukleotidova http://compbio.dfci.harvard.edu/
Functional Genomics Laboratory)

EMBL (European Molecular Biology nukleotidova http://www.embl.de/
Laboratory)

BRENDA (Braunschweig Enzyme proteinova http://www.brenda-enzymes.org
Database)

MEROPS proteinova http://merops.sanger.ac.uk
UniProt proteinova http://www.uniprot.org/

NIST (National Institute of Standards and
Technology)

organické slouceniny

http://nist.gov/
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Tab. 12: Vybrané nastroje k prohledavani databazi.

Nazev Vyrobce Piivod dat | Internetovy odkaz

MASCOT M?mX PMF, http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
Science MS/MS
Rockefeller

ProFound | Universite, PMF http://prowl.rockefeller.edu/prowl-cgi/profound.exe
New York

: University of

E:ggé‘ctor California: I;Al\g}:M s http://prospector.ucsf.edu

San Francisco

Vysvétlivky: PMF — Peptide Mass Fingerprint, peptidové mapovani
MS/MS — Tandem Mass spectrometry, tandemova hmotnostni spektrometrie

a) Peptidové mapovani (Peptide Mass fingerprint, PMF): Peptidové mapovani je metoda
identifikace proteinu, na zaklad¢ znalosti aminokyselinového sloZeni peptidovych S$tépl
vzniklych prostfednictvim degradace pomoci enzymu (napi. trypsinu) (Jensen et al., 1997).
Analyzovany proteinovy vzorek je nejprve st€pen specifickou protedzou; obvykle trypsinem,
ktery aminokyselinovy fetézec Stépi vzdy za argininem a lysinem. Vzniklé peptidy jsou
nasledné analyzovany hmotnostnim spektrometrem (obvykle MALDI-TOF). Pfislusnost
naméfenych hmotnostnich spekter peptidi je ur€ovana na zékladé prohledavéni proteinovych
databazi s vyuzitim softwarovych nastroji (Tab. 12). V ramci procesu identifikace jsou proteiny
v databazi in silico St€peny totoznou proteazou jako méfené vzorky; teoreticka spektra
virtudlnich peptidi jsou statisticky porovnidna s naméfenymi a stupenn homologie je

matematicky vyjadien (Obr. 16).

Obr. 16: Princip peptidového mapovani (upraveno podle Graves a Haystead, 2002).
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b) Metoda fragmentoveho mapovani (Peptide Fragment Fingerprint, PFF). Fragmentové
mapovani je metoda vyuzivana k identifikaci proteint analyzovanych tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Princip fragmentového mapovani je podobny jako u peptidového mapovani,
porovnavaji se experimentalni spektra peptidi s teoretickymi spektry v databazi, avsak u této
metody nepracujeme s jednim spektrem peptidu, ale s fadou fragmentovych spekter (Yates et
al., 1995).

C) De novo peptidové sekvenovani (De Novo Peptide Sequencing): Metoda spociva v ptimé
interpretaci fragmentacniho spektra a v pouziti ziskané informace o sekvenci aminokyselin
k prohledavani databaze proteini (Rehulka et al., 2007). Srovnanim hmotnosti dvou sousednich
vrcholii na naméfeném hmotnostnim spektru je ziskan rozdil, ktery odpovida hmotnosti
konkrétni aminokyseliny (Obr. 17). Sekvence aminokyselin je identifikovana porovnanim
vSech vrchold ve spektru. Identifikace vychoziho proteinu je realizovdna srovndnim zjisténé

sekvence aminokyselin s daty v proteinové databazi (Hughes et al., 2010).

Vyhodou metody je moznost identifikace nezndmého peptidu, ktery dosud neni uveden
v databazi, s vyuzitim sekvence podobného proteinu obsazeného v databazi (Rehulka et al.,
2007). Nevyhodou metody je Casté chybné pfifazeni peptidu namétenému spektru. Touto

metodou lze vyhodnocovat data ziskana tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Obr. 17: Ziskani sekvence aminokyselin metodou de novo sekvenovani (www.bioinfor.com).
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d) Identifikace s wvyuzitim tagii (Sequence Tag). Metoda interpretace s vyuzitim tagt
kombinuje peptidové mapovani a metodu de novo sekvenovani. Tato metoda vyuziva
skute¢nosti, ze vétSina fragmentacnich spekter obsahuje kratkou a snadno identifikovatelnou
sekvenci fragmentovych iontl, ze které 1ze snadno zjistit kratkou sekvenci primarni struktury
analyzovaného peptidu (Rehulka et al., 2007). Tato sekvence (tag) se identifikuje pomoci de
novo metody. Nasledné se zjisti molekulové hmotnosti zbyvajicich fragmentovych iontt pred
a za tagem. Tim vznika konstrukce m1 TAGm3, ktera se nazyva peptidovy sekvenéni tisek. Na
zéklad¢ informace o ziskaném peptidovém tUseku a hmotnosti rodiovského iontu lze
prohledavat proteinovou databazi. Pomoci této metody lze dojit k pfesnéjsSim vysledkiim nez

pomoci metody peptidového mapovani (Mann a Wilm, 1994).

3.3. Dalsi metody identifikace proteini

Edmanovo odbourdvani. jedna se o metodu identifikace proteinu na zakladé stanoveni
posloupnosti aminokyselin vyvinutou v roce 1949 Petherem Edmanem (Edman, 1949). Princip
metody spocivd v postupném odstépovani aminokyselin z N-konce proteinové molekuly
pomoci fenylisothiokyanatu a jejich nasledné identifikaci pomoci vysoce G¢inné kapalinové
chromatografie (Hoffmann a Stroobant, 2007). Mezi hlavni nevyhody metody patii
neschopnost odstépovani modifikovanych aminokyselin (napt. glykosilovanych) a jeji ¢asova
naroc¢nost (v fadu hodin az dni) oproti hmotnostni spektrometrii (v f4du minut az hodin).
Edmanova degradace je metodou stanovujici primarni strukturu pomoci pfimého sekvenovani
proteinu (Hmotnostni spektrometrie je oproti tomu metodou nepfimého sekvenovani, nebot’
primarni struktura proteinu je urena analyzou nameétenych spekter). Identifikace proteini
Edmanovym odbourdvanim byla nahrazena jinymi metodami, jako je hmotnostni
spektrometrie. Piesto tato metoda stale nachazi své uplatnéni a v roce 2009 byla Abdel-
Hafeezem a kol. vyuzita k identifikaci tfech kandidatnich vakcinovych proteinti ze vzorku séra
prasete nakazeného motolici Schistosoma japonicum (Platyhelminthes, Trematoda) (Abdel-
Hafeez et al., 2009).
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4. Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry Imaging, MSI) je technologie
umoziujici soucasné provést identifikaci a prostorovou lokalizaci latek (Shimma et al., 2008).
Vyuziti nachazi predevs$im k zobrazeni peptidi, proteind, lipidl, metabolith a 1éCiv z tkanového
vzorku (Cornett et al., 2007). Technika MSI se pouziva k mapovani molekul v zavislosti na
jejich mnozstvi a prostorovém uspofadani (Yao et al., 2008). K ionizaci vzorku se nejcastéji
vyuziva nekterd z téchto desorpéné ionizacnich metod: laserova desorpce a ionizace za ucasti
matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization, MALDI), hmotnostni spektrometrie
sekundarnich iontl (Secondary Ion Mass Spektrometry, SIMS) nebo desorpéni elektrosprejova
ionizace (Desorption Electrospray lonization, DESI) (Kimura et al., 2009). Z naméfenych
hmotnostnich spekter 1ze generovat obrazy o vybrané hodnoté m/z a tim ziskat informaci o
prostorové distribuci latek ve vzorku. Na rozdil od klasické hmotnostni spektrometrie
nevyzaduje metoda MSI homogenizaci vzorku pfed analyzou, diky cemuz zistava zachovana

informace o distribuci jednotlivych molekul ve vzorku.

4.1. MALDI MSI

Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie spojend s laserovou desorpci a ionizaci za ucasti
matrice (Marix Assiested Laser Desorption lonization Mass Spectrometry Imaging) byla
ptredstavena Capriolim a kol. v roce 1997 (Caprioli et al., 1997). Autor pomoci této metody
identifikoval insulin obsazeny v fezu slinivkou bfisni Krysy, hormonalni peptid v krysi
hypofyze a malé proteiny navdzané na povrchu lidskych endotelidlnich bun¢k. Nej€astéji se
MALDI MSI vyuziva v kombinaci s TOF analyzatorem, ktery umoziuje analyzovani
makromolekul, jako jsou polysacharidy, peptidy a proteiny (Chaurand et al., 2005). MALDI
MSI nachézi uplatnéni predevS§im v histologii naptiklad pti identifikaci markerti (molekul)
spojenych s nadorovym bujenim (Balluff et al., 2011; Cazares et al., 2009), Iékaiské diagnostice
a klinické proteomice (Franck et al., 2009). Oproti jinym metodam identifikace a lokalizace
molekul je MALDI MSI casové méné narocna a nevyzaduje slozitou ptipravu vzorku pred
analyzou, jako je napfiklad znaceni pomoci protiladtek v imunochemickém barveni.
V helmintologii byla tato metoda prozatim aplikovdna jen velmi ojedinéle — prostorova

distribuce lipida u S. mansoni (Ferreira et al., 2014).
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4.1.2. Princip metody

Metoda spociva v postupném snimkovani a zaznamendvani hmotnostnich spekter z povrchu
komplexniho vzorku — tkané€. Pfiprava vzorku pied analyzou zahrnuje pouze zamrazeni
odebrané tkané (biopsie) ¢i zamrazeni a zpracovani pomoci kryotomu (kryofezu). Vzorek je
nasledné umistén na MALDI desticku a cely jeho povrch je nejcastéji roboticky pirekryt
rovnomérnou vrstvou matrice pomoci zmlzovace, elektrospreje nebo piezopipetoru. Po
zavedeni do hmotnostniho spektrometru je vzorek na MALDI desticce posouvan dle predem
definovaného vzorce do jednotlivych pozic odpovidajicim naptiklad riznym organovym
soustavam. Z téchto oblasti je prostfednictvim pulsu laseru a postupii popsanych v kapitolach
vySe obdrzeno a zaznamenano hmotnostni spektrum (Mascini a Heeren, 2012). Rozlozeni
naméfenych dat (identifikované molekuly) je pomoci pfislusného softwaru zobrazeno na
optickém snimku tkané (Stoeckli et al., 1999). Vytvoteny obraz pak informuje o distribuci
konkrétni molekuly (Obr. 18).

Obr. 18: Postup MALDI MSI metody (upraveno podle Franck et al., 2009).
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4.1.2. Moznosti a omezeni vyuziti MALDI MSI

Metoda MALDI MSI se v soucasné dobé vyuziva piedevsim k analyze malych molekul,
jako jsou napiiklad metabolity 1é¢iv (Cornett et al., 2008), lipidy (Toghi Eshghi et al., 2014)
nebo neuropeptidy (DeKeyser et al., 2007). Piestoze vySe uvedené typy molekul jsou pomoci
metody MALDI MSI zkoumany téméf rutinng, analyza vétSich biomolekul jako jsou proteiny
je stale komplikovana. K desorpci a ionizaci velkych molekul je zapotiebi dodat vzorku velké
mnozstvi energie. Toho je dosazeno zménou fokusace paprsku laseru, jeho rozsifenim. Velké
mnozstvi dodané energie vSak zpiisobuje uvolnéni nejen iontlh naseho zajmu, ale 1 ,,balastnich
molekul” (smé&s molekul tvoricich danou tkan). Analyza nepurifikovanych neseparovanych
komplexnich vzorki, jakym je naptiklad kompletni tkan, sebou ptinasi vznik velkého mnozstvi
,balastnich* spekter, které komplikuji vyhodnoceni. Casto pouze n&kolik ze stovek signali
ptislusejicim analyzovanym molekulam prostiednictvim MSI lze snadno interpretovat.

Moznosti a omezeni vyuziti metody MALDI MSI jsou shrnuty nize (Tab. 13).

Tab. 13: Moznosti a omezeni vyuziti MALDI MSI (T. Siegel).

Vyhody Nevyhody
- rychla a snadna ptiprava vzorku (biopsie,
kryotez) - spravna volba matrice a jejiho naneseni
- rychlost méfeni - limitované prostorové rozliseni
- detekce velkého poctu molekul béhem jedné | - slozité zpracovani a vyhodnoceni namétenych
analyzy dat
- pfima identifikace a lokalizace molekul ve - interference nizkomolekularnich molekul s
vzorku matrici
- stanoveni distribuce a relativniho mnozstvi - vznik ,,balastnich* spekter pfi analyze
molekul ve vzorku biomolekul
- moznost analyzy komplexni proteinové smesi

4.1.3. VyuZziti v experimentalni biologii

Identifikace a lokalizace molekul ve tkani umoznuje napiiklad lepsi odhad funkce dané
molekuly a tim odhad jejiho zapojeni do biochemickych pochodl daného organismu, coZ ve
vysledku mtize napomoci naptiklad vyvoji novych 1€ki ¢i stanoveni metod 1€cby. VétSina studii
s vyuzitim techniky MALDI MSI byla doposud zaméfend predevSim na studium proteinti
v lidskych a zvitecich tkanovych tezech (Cornett et al., 2007), na zjiStovani 1éCiv a jejich
metabolitl v dané tkani (Drexler et al., 2007), na zkoumani patologie tkan¢ (Shimma et al.,

2007), za tcelem klinické diagnozy a stanoveni nasledné 1é¢by (Seeley a Caprioli, 2011).
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Prilomem z pohledu parazitologie je publikace autort Ferreira a kol. (Ferreira et al., 2014)
z roku 2014, ktefi jako prvni vyuzili metodu MALDI MSI k analyze molekul parazitickych
helminti. Autofi srovnavali molekuly lipidi motolice S. mansoni dvou raznych populaci.
Zjistili, ze spektrum molekul parazita je zavislé na pohlavi a konkrétni populaci. Na zakladé
vysledkt této analyzy identifikovali prostorovou distribuci Sestnacti lipidl, které by mohly
slouzit jako markery vhodné k vyvoji 1éCiv proti schistosoméze. Tato publikace prezentuje
jeden ze zpusobu vyuziti metody MALDI MSI v parazitologii. Diky moznosti rychle a u¢inné
identifikovat a lokalizovat konkrétni molekulu, by tato metoda mohla v budoucnosti poslouzit

lep$imu porozuméni zapojeni konkrétni molekuly do interakce parazit-hostitel.

4.1.4. Srovnani s jinymi p¥istupy pro identifikaci a lokalizaci molekul

Hmotnostni zobrazovaci spektrometrie ma ve srovndni s jinymi zobrazovacimi technikami
vyuzivanymi ke sledovani distribuce proteinu v tkanovém ftezu, jako jsou napftiklad
imunohistochemie (IHC), magnetickd rezonance (MR) nebo pozitronovd emisni tomografie
(PET), nekolik vyhod. K analyze neni nutné specifické znaceni naptiklad pomoci protilatek,
fluorescencnich barviv, sond nebo radioaktivniho znaceni a lze proto vzorek studovat
v nezménéném stavu (Mascini a Heeren, 2012). Soucasné¢ nedochazi ke vzniku artefakt
zpisobenych extrakei, o¢istovanim a zna¢enim vzorku pfed analyzou. Diky absenci relativné
slozité ptipravy vzorku pied analyzou je MALDI MSI oproti ostatnim metoddm ¢asové méné
naro¢na. Techniku MSI 1ze také vyuzit k ovéteni a podpofe dat ziskanych jinymi histologickymi
technikami jako je Western blot nebo imunohistochemie (Chaurand et al., 2008). Analyza
vzorku metodou MSI, ktery byl pfedtim zkouman pomoci nékteré z histologickych metod je
rovnéZ mozny, je vSak nutné nejprve odstranit zalévaci médium, napiiklad parafin (Lemaire et

al., 2007).

5. Postup identifikace a lokalizace vybraného proteinu na prikladu

Fascioloides magna

Techniku MALDI MSI Ize vyuzit k pfimé detekci a sledovani distribuce 1é¢iv a jejich
metabolitlh v tkani parazita, identifikaci potencidlnich biomarkerti parazitézy nebo molekul

dulezitych v interakci parazit-hostitel. Zobrazovaci hmotnostni spektrometrie MALDI MSI je
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vSak kvili nesnadné desorpci a ionizaci biomolekul obtizné aplikovatelna pro analyzu proteini,

a proto jsou testovany rizné dalsi ptistupy.

V souvislosti se vznikem této prace byl testovan alternativni postup lokalizace proteinovych
molekul v tkani modelového parazita — Fasciloides magna (Platyhelminthes, Trematoda).
K identifikaci a lokalizaci vybraného proteinu bylo vyuzito spojeni technik laserové
mikrodisekce (technika umoziujici izolaci tkanovych struktur z ftezu - Olympus
mmi® SmartCut®) a hmotnostni spektrometrie (UltiMate® 3000 RSLCnano LC a Orbitrap-Elite
MS systém). Postup identifikace a lokalizace vybrané proteinové molekuly je shrnut

V nasledujicich bodech:

1) piiprava kryotezu (kryotom Leica 3050)

2) izolace vzorku pomoci laserové mikrodisekce

3) Stépeni trypsinem

4) separace molekul vzorku pomoci kapalinové chromatografie
5) analyza vzorku pomoci technik hmotnostni spektrometrie

6) identifikace proteinu

Pfiprava vzorku pro laserovou mikrodisekce zahrnovala zmrazeni zivého parazita v tekutém
dusiku, jeho nasledné zamontovani do OCT média (Optimal Cutting Temprerature) a nafezani
pomoci kryotomu (kryofezy o velikosti pfiblizné¢ 10um). Takto vytvoteny vzorek je pfenesen
na mikrodisekéni membranu v rdmecku (frame slide with membrane) a pomoci laserové
mikrodisekce (Olympus mmi® SmartCut®) je disekovana pozadovana &ast tkdné parazita -
sttevo. Disekovany vzorek byl Stépen trypsinem a poté separovan pomoci kapalinové
chromatografie (UltiMate® 3000 RSLCnano LC). Identifikace proteinu je realizovana pomoci

hmotnostni spektrometrie (Orbitrap-Elite MS systém).

Timto postupem byla ve vzorku stfeva F. magna potvrzena ptfitomnost proteolytického

enzymu katepsinu L1 (UniProtKB: B5AXI5).

6. Zavér

V praci byly popsdny zékladni techniky hmotnostni spektrometrie a principy jejich
fungovani. Byla prostudovana odbornd literatura pojednévajici o vyuziti hmotnostni
spektrometrie k charakterizaci molekul parazitickych helmintd. Prostfednictvim literarni

reserSe bylo zjisténo, ze k identifikaci molekul parazitickych helmintl se nejcastéji vyuziva
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tandemova hmotnostni spektrometrie s hybridnim uspofadanim analyzatorti (kvadrupol-TOF a

TOF-TOF).

Ve druhé casti prace byla prezentovana metoda zobrazovaci hmotnostni spektrometrie —
MALDI MSI a jeji vyuziti v experimentalni biologii. Kromé publikace autora Ferreira z roku
2014 nebyla metoda MALDI MSI uplatnéna k identifikaci molekul parasitickych helmintd.

Z odborné literatury vyplyva, Ze tato metoda neni vhodna k identifikaci proteinti.

V posledni ¢asti prace byl navrzen alternativni postup identifikace a prostorové lokalizace
proteinu v komplexni tkani, ktery byl testovan na vzorcich motolice F. magna. Postup pocita

s vyuzitim kombinace laserové mikrodisekce a hmotnostni spektrometrie.
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