Hmotnostni spektrometrie:
slibny nastroj k druhové
identifikaci organismu

Pro jakékoli zkoumani zivych organismi je nepochybné jednou z kli¢ovych zna-
losti jejich druhova identita. Jde-li navic o organismy patogenni, vedle obecnych
informaci o jejich biodiverzité vystupuje do popredi i potieba diagnostiky —

vev s

pokud mozno co nejpiesnéjsi a nejrychlejsi, nebot u fady infek¢nich onemocné-
ni rozhoduje o tspéchu terapie pravé pocatecni obdobi nemoci. Druhova identi-
fikace organismu byla po staleti doménou taxonomi, vyuZzivajicich predevsim
jejich klasické morfologické nebo jiné fenotypové vlastnosti. Zavedeni moleku-
larnich metod, zaloZenych na analyze DNA pomoci polymerazové fetézové reak-
ce (PCR), zpusobilo bez nadsazky revoluci ve studiu taxonomie, fylogeneze i bio-
diverzity (viz také prispévky K vyuce v Zivé 2017, 3: 118-120 a LXXIII-LXXVI).
Vyuziti genetické informace k druhovému urceni organismii umoznilo odhalit
drive netusené kryptické druhy a usnadnilo identifikaci v taxonomicky velmi
obtiznych skupinach (nap¥. rubrika K vyuce v Zivé 2016, 1-6). Nyni se zda, Ze
srovnatelny dopad na urcovani druhové identity by mohlo mit proteinové profi-
lovani pomoci metod hmotnostni spektrometrie, predevsim technikou MALDI-

-TOF, které je vénovan tento clanek.

Cela analyza MALDI-TOF (Matrix-Assis-
ted Laser Desorption/Ionization — Time of
Flight), tedy matrici umoznéné laserova
desorpce a ionizace ¢astic a jejich detekce
na zakladé doby letu, je velice jednoducha,
levna a rychla metoda. Maly vzorek (mikro-
bialni kolonie, jednoduse extrahované pro-
teiny z tkdné apod.) se smiché s matrici
tvofenou jednoduchou aromatickou kyse-
linou (napf. kyselinou sinapovou), jeZ pie-
nese na vzorek ioniza¢ni energii laseru,
a v hmotnostnim spektrometru jsou takto
vzniklé krystaly vystaveny pulznimu lase-

ru. Matrice jeho energii pohlcuje a ioni-
zuje molekuly vzorku, které nasledné,
urychleny ptisobenim elektrického pole,
prolétaji vakuovou trubici, a to rizné rych-
le v zavislosti na poméru své velikosti
anaboje. Cas letu se zaznamené a na jeho
zakladé je sestaveno proteinové spektrum
vzorku. Ziskdavame tak proteinovy otisk,
ne nepodobny populdrnimu DNA finger-
printu (také napft. Ziva 2012, 4: 155—-157).
Dtilezité je, Ze tento profil je druhové speci-
ficky, jeho srovnanim s referenéni databazi
organismus druhové uréime.

Proteinové profilovani bylo vyuZito nej-
prve k druhové identifikaci mikroorganis-
mu, pfedevsim bakterii a kvasinek. Meto-
dicky pfinasi v nékolika rovinach zna¢nou
usporu, diky které je pfedurceno stat se
vitanou metodou pfedeviim v klinické mi-
krobiologii. Klicovou vyhodu predstavuje
rychlost identifikace — na rozdil od klasic-
kych kultivaénich metod jde o zrychleni
ca z 30-36 hodin na pouhych 30-60 minut
(Jamal a kol. 2013); k analyze se navic daji
pouzit rtizné typy klinickych vzorku jako
mo¢, krev nebo mozkomisni mok (Dierig
a kol. 2015). Takto rychlé urceni patologic-
kého agens vede ke vGasnéjsi a vyrazné
ram ve spotfebé Sirokospektrych antibio-
tik (Huang a kol. 2013). Vzhledem ke snad-
né piipravé vzorku a nizké cené samotné
analyzy se tspory tykaji i finan¢nich na-
kladi. Nekolik studif vy¢islilo ekonomicky
pfinos zavedeni proteinového profilovani
v fadu stovek tisic dolart ro¢né (shrnuto
v publikaci S. Angelettiho zr. 2017) a ¢as-
to citované vysoké néklady na pofizeni
pristrojového vybaveni jsou tedy splaceny
v horizontu nékolika let. Vy3e popsané
vlastnosti pfedurcily proteinové profilo-
vani k tomu, aby se stalo béhem necelych
dvou dekdd jednou z hlavnich diagnos-
tickych metod klinické mikrobiologie.

Ovsem vyuziti se neomezuje pouze na
diagnostické postupy humanni nebo vete-
rinarni mediciny. Metoda byla v posled-
nich letech Gspésné pouzita v plejadé dal-
$ich mikrobiologickych aplikaci. Ty sahaji
od rozlisovéani bakterialnich patogent hos-
podatsky vyznamnych druhi obratlovet —
napf. bakteri{ rodu Tenacibaculum, které
infikuji fadu komer¢né chovanych druht
moftskych ryb (Ferndndez-Alvarez a kol.
2017), ptes bakterie znehodnocujici potra-
vinafské vyrobky jako mléko (Vithanage
a kol. 2011) az k tak specidlnim studiim,
jako je charakterizace bakteridlniho sloze-
ni tradi¢né vyrdbénych farmatskych jogur-
t v turecké Anatolii. Jejim vysledkem byl
mimochodem nikoli p¥ekvapivy zavér, ze

1 Moznosti vyuziti jednoho jedince fle-
botoma (Phlebotominae) k riznym meto-
dam druhové identifikace. Orig. V. Dvotak

Analyzy DNA (sekvenovani, barcoding)

1
4
Pitvou je télo samice flebotoma rozdéleno 1 L 4? ¥ = = s = | ZadeCek (abdomen) se vyuZije
na nékolik ¢asti. Hlava a genitalie slouzi i T kizolaci DNA a sekvenovani
k morfologickému ur¢eni (a — horni ¢ast = i) vybranych UsekUl pro srovnani
Ustni dutiny zvana cibarium, b — hitan % I= I_ = F u s genovymi databazemi
neboli farynx, ¢ — spermatéky pro uskladnéni = s (GenBank, BOLD - Barcode of Life
spermii od samce). =l = Database).
. . . = Lz T = L =
Z hrudi (thoraxu) jsou extrahovany i T
proteiny pomoci hmotnostni spektrometrie -
a proteinové spektrum je srovnano i " % =
s referenéni databazi. 1
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ke vzniku téchto pochoutek ptispivaji jiné
druhy ve srovnani s jogurty z definova-
nych podminek pramyslové vyroby (Kara-
duman a kol. 2017).

Pro dalsi rozvoj vyuziti proteinového
profilovdni MALDI-TOF k druhové iden-
tifikaci se stal zcela zdsadnim p¥echod
od zkouméni jednobunécénych organismi
k mnohobunéénym. Je pfiznacné, i kdyz
jisté ne nahodné, Ze prvni uspésna aplika-
ce metody na mnohobunécény organismus
si za cil zvolila octomilky druhového kom-
plexu Drosophila melanogaster, ktery mame
diky roli modelového organismu podrob-
né prostudovan. Prokdzanim, Ze jak jedin-
ci druhu D. melanogaster, tak p¥ibuznych
a morfologicky obtiZné rozlisitelnych D. si-
mulans, D. mauritiana nebo D. yakuba,
poskytuji komplexni reprodukovatelna
a pfedevsim stabilné druhové specificka
proteinova spektra, umoziujici spravnou
identifikaci laboratornich i v p¥irodnich
biotopech odchycenych jedinci, se po-
uziti této metody oteviely dvete u dalsich
skupin hmyzu i jinych mnohobunéénych.
Octomilky zase jednou sehrély tlohu pri-
kopnického modelu. Uz tato pionyrska pra-
ce spravné predpovédéla, Ze k rutinnimu
nasazeni metody bude kli¢ové standardiza-
ce nejen piipravy vzorkd, ale i jejich sbéru
a uchovani pfed samotnou analyzou.

Od octomilek k pienasecim parazitéz

Rozvijeni metody se dnes vedle jinych vé-
nuji entomologové — pfedevsim ti, kteif se
zamétuji na medicinsky vyznamné skupi-
ny hmyzu, ¢asto sehravajici roli pfenasecit
lidskych nebo zvifecich patogenti. Prvni
pfisli na fadu tiplici (Diptera: Ceratopogo-
nidae, obr. 3), pficemZ neslo o nahodu, ale
spise volbu z nutnosti — klasicka druhova
identifikace téchto drobnych krevsajicich
dvoukiidlych se totiz opird hlavné o pig-
mentaci na k¥idlech a predstavuje ofisek
i pro zkusené taxonomy. Proteinové profi-
lovani se osvédcilo jak pro laboratorné
chované jedince, tak pfedevsim pro tipli-
ky témét dvou desitek evropskych druhi
odchycené v pfirodnich ohniscich p¥i-
hodné pravé v dobé, kdy v Evropé vrcho-
lily epizootie (hromadné nékazy zvifat —
obdoba epidemii u lidi) zptisobené viry
Schmallenberg a Blue tongue, jeZ tiplici
prenéseji (Kaufmann a kol. 2011 a 2012).
V kratkém sledu se pak metodu podaftilo
vyuzit k druhové identifikaci dalsich sku-
pin hmyzu, vyznamnych z hlediska lékai-
ské entomologie, u zdstupct dvouk¥id-
lych — komari (Yssouf a kol. 2013), much
tse-tse (Hoppenheit a kol. 2013) a fleboto-
mu (viz déle; Dvorak a kol. 2014), a také
u blech (¥4d Siphonaptera; Yssouf a kol.
2014). Nova technika se tak v horizontu
péti let stala rutinnim p¥istupem, umoz-
nujicim napt. ve Svycarsku celonarodni sle-
dovani vyskytu invaznich druht komart
(viz lanek na str. 174 tohoto ¢&isla Zivy)
diky analyze vajicek sebranych v terénu,
ktera odhalila $ifeni nového druhu komara
Aedes koreicus z Italie (Suter a kol. 2015).
Je tfeba zdiraznit, Ze vhodné zvoleny pro-
tokol umozni analyzu jednoho konkrét-
niho vzorku hned nékolika metodickymi
pristupy. JelikoZ proteinové profilovani
neni nutné provadét z celotélniho homoge-
natu, ale jen z urcité ¢asti (hrud, koncetiny),
zbylé télni okrsky lze vyuzit k izolaci DNA
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a dal3im molekuldrnim technikdm nebo

k tradi¢ni morfologické analyze (obr. 1).
Je zfejmé, Ze srovnavani proteinovych
spekter muZe slouzit vedle druhové identi-
fikace i k feSeni dalsich otdzek. U krev-
sajicich skupin hmyzu pfedstavuje ¢asto
skych preferenci, které mohou mit zasadni
vyznam v epidemiologii jimi pfenasenych
patogenti. Prvni préace studujici na zdkladé
proteinovych profilt nasétych samic hosti-
telsky druh, na némz sély, se zaméfila rov-
nou na koméara Anopheles gambiae — nej-
vyznamnéjsiho pfenasece malarie v oblasti
subsaharské Afriky, a ispésné rozlisila mezi
7 hostiteli véetné ¢loveéka (Niare a kol. 2016).
Od této studie byl jen krok k tivaze, jakym
zptisobem se proteinové spektrum zméni,
pokud je hmyz pfi sani nakaZen néjakym
patogenem. Prvni prace dokladajici speci-
fické proteinové profily sami¢ek komara
Anopheles stephensi infikovanych para-
zitickym prvokem Plasmodium berghei
(Laroche a kol. 2017) naznacuje, Ze by pro-
teinové analyzy mohly v dohledné dobé

170

2 Srovnani druhové specifickych protei-
novych spekter 6 sttedomoiskych druht
flebotomt podrodu Larroussius, jejichz
morfologické rozliseni je obtizné, ale pro-
teinové profilovani umoziiuje jednoznac-
nou druhovou identifikaci. VSech 6 druht
se podili na pfenosu lidské visceralni
leishmaniézy. Orig. P. Halada

3 Tiplici z druhového komplexu Culi-
coides obsoletus se urcuji podle pigmen-
tace kiidel velmi obtiZné. Jedinec na
snimku je napadeny parazitickou
hlistici. Foto J. Radrova

4 Samice flebotoma Phlebotomus argen-
tipes, vyznamného pienasece visceralni
leishmani6zy na Indickém poloostrové, sa-
jici na lidském hostiteli. Foto J. Bulantova

pfinést revoluci i v detekci hmyzem pie-
nésenych patogenti, zodpovédnych za tak
zavazné nemoci, jako je malérie, leishma-
niéza nebo spavd nemoc.

Jak uZ to u novych metod byva, musime
jeste vyfesit nékteré zdanlivé ,,detaily”. Tim
hlavnim u proteinového profilovani je sys-
tém sdileni dat. VSechny popsané studie za-
¢inaly vytvofenim vlastni referencni databa-
ze, protoZe narozdil od mikrobiologickych
aplikaci nejsou u medicinsky ¢i hospodar-
sky vyznamnych organismu k dispozici
komeréni, ani vefejné p¥istupné databaze
k jejich identifikaci. Existuje pét hlavnich
vyrobcti hmotnostnich spektrometrt — kaz-
dy s vlastnim softwarovym vybavenim pro
zpracovani vysledkd, nicméné srovnévaci
studie proteinovych spekter flebotomi (rod
Phlebotomus, podéeled Phlebotominae,
obr. 2 a 4) ukézala, Ze data lze vzajemné
vyhodnocovat na rtiznych platformach (Ma-
this a kol. 2015). Ukolem védecké komu-
nity je tak v tuto chvili pfedevsim vytvo-
feni jednotné a vefejné databaze, obdobné
ulozistim genovych sekvenci GenBank,
BOLD nebo proteinové databédzi Uniprot,
ktera by umoznila sdileni proteinovych
profild, a tim jesté vétsi rozsifeni této slib-
né metody, jevici se jako atraktivni a kom-
plementarni k jiz zavedenym postuptim.

Clanek byl podporen projektem Grantové
agentury Ceské republiky (¢. 15-04329S).

Pouzitou literaturu najdete na webu Zivy.
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