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Identifikace jedlych hub pomoci hmotnostni spektrometrie
MALDI-TOF

Souhrn

Identifikace hub je v soucasné¢ dobé omezena na porovnavani podle morfologickych
znaki, coz vyzaduje zkuseného mykologa, nebo na identifikaci na zédklad¢ analyzy DNA, ktera
taktéz vyzaduje odbornost pracovnikili, a navic je finanéné i1 Casové narocna. Identifikace
pomoci MALDI nabizi levnou, rychlou a snadnou alternativu. Jedna se hmotnostni
spektrometrii, kdy jsou rozliSovéna specifickd hmotnostni spektra proteinii organismu. Princip
ur¢ovani druhit pomoci MALDI spociva ve vytvofeni knihovny referencnich spekter pro dany
druh, pfipadné¢ kmen. Spektra nezndmého vzorku jsou porovnany s knihovnou a program
vyhodnoti shodu, ktera je vyjadiena logaritmickym skére 0 — 3. Metoda je v praxi pouzivana
v mikrobiologii pro identifikaci bakterii, kvasinek a vlaknitych hub, ov§em metody identifikace
vysSich hub pomoci MALDI jesté nejsou zcela prozkoumany a pro identifikaci neni standartni
postup pfipravy vzorku a nejsou dostupné knihovny referencnich spekter hub. V této diplomové
praci byla vytvofena domaci knihovna ze spekter 56 znamych kment hub rodu Pleurotus.
Kmeny nalezely 9 druhiim. Nejdiive byla provedena optimalizace extrakc¢ni metody, kdy byly
vyhodnoceny jako nejvhodnéjsi ptipravy vzorku: extrakce etanolem a kyselinou mravenci
s homogenizaci v oscilacnim mlyné, a pfimy pfenos na desticku. VSechny vzorky byly
analyzovany obéma zpusoby a nasledné byly vytvoreny dvé knihovny. Na zaklad¢é shlukové
analyzy byla zfetelnd rozliSitelnost druhii v obou ptipadech. Aplikovatelnost MALDI na
identifikaci na druhové Grovni byla tspé$né ovétena identifikaci slepych vzorkl. Referenéni
spektra knihoven byla mezi sebou porovnana a byla zjiStovana kompatibilita spekter ziskanych
ze dvou metod ptipravy vzorku, pfi porovnani spekter doslo ke 100% tspéSnosti spravného
uréeni druhu a 51 % spravného uréeni kmenu. Metoda MALDI je vhodna pro identifikaci hub
rodu Pleurotus na druhové Urovni. NejlepSim protokolem ptipravy vzorku je pfimy pienos
bunck na desticku, coZ metodu Cini jesté rychlejsi a levnéjsi. Dalsi vyhodou je, Ze je pfimy
prenos bunék pouzitelny 1 v pfipad¢, ze by knihovna referencnich spekter hub nabizena
komerénimi systémy MALDI biotyperu byla tvofena spektry ziskanymi ze vzorkl

extrahovanych kyselinou mravenci.

Kli¢ova slova: MALDI-TOF, Pleurotus, jedlé houby, biotyper



Identification of edible mushrooms by MALDI-TOF mass
spectrometry

Summary

The identication of mushrooms is currently limited to comparisons based
on morphological features, whitch requires an experienced mycologist. Other option is
an identification based on DNA analysis, whitch also requires skilled workers, these methods
are expensive and time consuming. MALDI identification offers a cheap, fast and easy
alternative. It is mass spektrometry based on specific protein spektra of organism, The principle
of MALDI biotyping consists in creating a library of reference spektra for species or strain, the
spektra of an unknown sample are compared with the library and the program calculate
similarity, which is expressed by a logarithmic score of 0-3. The method is used in practice
in microbiology for the identification of bacteria, yeast and filamentous fungi.
The indentification of mushrooms by MALDI has not been fully investigated and the sample
preparation protocol is not optimalized for the method and there are not available libraries of
reference spektra of mushrooms. In this diploma thesis was created a in-house database
of the spektra of 56 known strains of the genus Pleurotus, whitch belonged to 9 species. First,
the optimization of the extrakction was performed, where we evaluated as the most suitable
sample preparation: extraction with ethanol and formic acid with homogenization in an
oscillating mill, and direct thransfer of cells to the target — intact cell. All samples were analyzed
by both methds and two libraries were created. Based on a cluster analysis, the difference of
species in both protocols was clear.The applicability of MALDI for identification at the species
level was succesfully verified by the identification of blank samples. The reference spektra of
the libraries were compared with each other and the compatibility of the spektra obtained from
two sample preparation protocols was determined.When compared the spektra, there was
a 100% success of the correct determination of the species and a % of the correct determination
of the strain. The MALDI method is suitable for identification of fungi of the genus Pleurotus
at the species level, a sufficient and in fact the best protocol for sample preparation is intact cell
transfer to the target, which makes the method even faster and cheaper. Another advantage is
that intact cell transfer is usable even if the library of refence spektra offered by commercial

MALDI biotyper systems would be obtained from the samples extracted with formic acid.

Key words: MALDI-TOF, Pleurotus, edible mushrooms, biotyper
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1 Uvod

Tématem diplomové prace je identifikace jedlych hub, konkrétné hub rodu Pleurotus
(hliva). Hlivy jsou jedny znejpéstovangjSich hub na svéte, jsou bézné dostupné Cerstveé
v supermarketech, nebo suSené jako dopliky stravy v Iékdrnach (Krakowska et al. 2020).
Dopliiky stravy se z hliv vyrabéji pro jejich obsah bioaktivnich latek, jako jsou B-glukany
a fenolické slouceniny, kterym jsou pfipisovany antivirotické, antibiotické 1 protirakovinoveé
ucinky. Mezi druhy hliv je nejpéstovanéjsi a nejzadané;si hliva ustticnd PL ostreatus (Golak-
Siwulska et al. 2018; Krakowska et al. 2020). Jelikoz je s ostatnimi druhy nékdy Spatné
rozeznatelna, je ke spravnému urceni druhu nutna pomoc odbornika v mykologii. Dalsi béZznou
moznosti identifikace hub jsou metody na zadkladé¢ analyzy DNA (Hebert et al. 2003;
Shimomura et al. 2008). Jelikoz jsou obé metody drahé, zdlouhavé a vyzaduji odbornost, bude
se tato diplomova prace zabyvat alternativni, nebo alespon dopliikovou metodou identifikace,
metodou MALDI-TOF MS. Jedna se o druh hmotnostni spektrometrie, ktera se v praxi pouziva
na urcovani bakterii, kvasinek a za¢ina se pouzivat i u vlaknitych hub. Metoda MALDI je
zaloZena na specifickych hmotnostnich spektrech proteinti organismu, které jsou jedine¢né jako
tteba otisk prstl (Sugawara et al. 2016; Crossay et al. 2017; Sanguinetti & Posteraro 2017;
Beck et al. 2017; Tomé¢ et al. 2019).

V této diplomové praci bude ovéfovana aplikovatelnost MALDI na houby rodu
Pleurotus, vybér nejvhodnéjsiho protokolu piipravy vzorku pro analyzu a bude ovéieno, jestli
je na zakladé ziskanych spekter mozné rozliSeni druhii, nebo i rozliSeni jednotlivych kment

v ramci druhu.



2 Cil prace

Hlavnim cilem préce je optimalizovat pfipravu vzorkl a otestovat metodu identifikace
vyznamnych druhi jedlych hub (napt. Pleurotus spp.) pomoci screeningové metody MALDI
biotyping. Dil¢imi cili bude vypracovani standardizované metodiky ptipravy vzorku pro vzorky

jedlych hub a jejich ptipadna klasifikace v ramci rodi.

Hypotéza: Jedl¢ houby lze klasifikovat na zaklad¢ jejich iontového profilu pomoci
MALDI biotyping.



3 Prehled literatury
3.1 Obecna charakteristika hub

V historii byly houby povazovany za druhy rostlin, jelikoz stejn¢ jako ony rostly
na jednom misté a na rozdil od Zivocichl se nezivi polykdnim potravy. To ovSem bylo v dob¢,
kdy se vSechny organismy dé€lily do dvou skupin — rostliny a Zivocichové. S objevem
mikroskopu se oteviel novy svét, ktery neni pozorovatelny pouhym okem, a to svét
mikroorganismil — bakterie, fasy, prvoci ¢i mikroskopické houby. Elektronovym mikroskopem
potom byla odhalena rozdilna bunécéné organizace u bakterii, a tedy prokaryoticka bunka. Tyto
a dalsi objevy vedly ke zméné systému organismi — systém péti fisi, kde byly houby
samostatnou fisi, ale pouze houby mnohobunééné a jednobunécné pak pattily do jiné fiSe. Diky
molekularni biologii se systematika opét posunula. Na zdklad¢ evoluc¢nich linii se organismy
d¢li na tfi domény — bakterie, archea a eukarya. Eukarya jsou déle ¢lenény do péti 1i8i — prvoci
(Protozoa), chromista (Chromista), rostliny (Plantae), zivoCichové (Animalia) a houby (Fungi)
(Jablonsky & Sasek 2006; Hofrichter 2018).

Houby neboli Fungi maji eukaryotickou buiiku. Zptasobem vyzivy se jedna o heterotrofni
organismy, stejn¢ jako zivocichové se zivi organickymi latkami, ale na rozdil od nich rozklada;ji
organické slozky mimotélné — do svého okoli vylucuji hydrolytické enzymy, které substrat
nadtdpi a houba pak absorbuje aZ traveninu. Houby se rozmnozuji vytrusy (Jablonsky & Sasek
2006). To jak jsou povétSinou houby zndmy — v podobé¢ plodnice, je jen faze zivota nékterych
z nich. Plodnici tvoii jenom nejvyspélejsi typy hub pomoci nepravého pletiva. VEtsi Cast Zivota
1 vétsi objem biomasy pak tvoii podhoubi (mycelium), které je sloZzeno z jednotlivych vladken
(hyf). Vétsina hub jsou mnohobunééné organismy, vyjimkou jsou vSak kvasinky (Hofrichter
2018).

Jelikoz houby nejsou schopny fotosyntézy, nebot’ neobsahuji chlorofyl, jednéd se prfevazné

o organismy saprofytické ¢i parazitické (Hofrichter 2018).
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Obr. 1 Ilustrace plodnice a mycelia. Upraveno z
https://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos/biofungos2.php

Vyznam mikroskopickych hub v potravinafském primyslu mize byt pozitivni
1 negativni. Ve prospéch jsou uslechtilé plisinové kultury uzivané pii vyrob¢ syrti ¢i masnych
vyrobkil. Dale jsou v potravinafstvi tézko postradatelné kvasinky, které jsou uzivané
v pekdrenstvi, vinaistvi nebo pivovarnictvi. Houby se vyznacuji produkci sekundarnich
metabolith — mykotoxinti, které mohou byt k uzitku farmaceutickému primyslu, ovSem tyto

latky jsou Casto pro ¢loveka toxické a karcinogenni.

Makroskopické, tedy okem viditelné houby, maji vyznam jak v gastronomii pro svou
specifickou chut’, tak ve farmacii a vyZivé pro obsah zdravi prospéSnych latek (Jablonsky
et Sasek 2006). Houby jsou hodnotna potravina, kterd celosvétové navySuje v kultivaci
a spotiebé. Jsou vyuzity ve vyzivé, 1ékarstvi, jsou soucasti obchodu i zemédelstvi (Adedokun
etal. 2016). Naopak z fady makromycet jsou pro clovéka v nelibosti dievokazné houby a houby
nejedlé a jedovaté, které mohou byt chybné zaménény s témi lahodnymi (Jablonsky & Sasek
2006).

3.1.1 Klasifikace hub

Klasifikace hub se stale vyviji stejné jako vymezeni hub samotnych. V minulosti byly
houby tfidény na zaklad¢ morfologickych znakt a zpisobu rozmnozovani. Ov§em diky rozvoji
molekularné genetickych a biochemickych metod se pohled na klasifikaci zménil. Tyto metody

pomohly odhalit piibuzenské vztahy skupin organismi véetné hub (Jablonsky & Sasek 2006).

Houby jako tiSe Fungi jsou ttidény do péti ttid: Chytridiomycota, Microsporidiomycota,

Zygomycota, Ascomycota (vieckovytruseé), Basidiomycota (stopkovytruse).
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Co se jedlych hub tyce, nejvice jich je zastoupenu ve tfidé¢ Basidiomycota, kam spada
drtiva vétsina péstovanych ¢&i sbiranych hub (Jablonsky & Sasek 2006). Déle mezi Ascomycota
jsou z tohoto pohledu vyznamné pouze smrze z rodu Morchella a kupiikladu lanyze z rodu
Tuber (Hofrichter 2018).

3.1.2 Péstované houby

Védomeé vyuzivani plodnic je ptisuzovano jiz pravékym lidem, coz dokazuji nékteré
dochované kresby v jeskynich (Hofrichter 2018). Egyptské hieroglyfy jsou dal§im dokladem
z davné historie, ze houby maji pro ¢loveka zvlastni vyznam. Zajem o né€ vedl k pokusiim houby
péstovat. Predpoklada se, ze se zampiony zacaly péstovat ve Francii na pocatku 17. stoleti
a dodnes se jednd o nejvice péstované houby ve svétovém métitku. Péstovani hub je typické
pro jihovychodni Asii, kde jsou nejvice v oblibé dfevokazné houby — pro Cinu a Japonsko
typicky houzevnatec jedly, ktery je zndm jako shii-také. Ve svété je prumysloveé péstovano
predev§im pét rodh hub: Agaricus (pecarka), Pleurotus (hliva), Lentinula (houZevnatec),
Callistosporium (penizovka) a Volvariella (kukmak). Mén¢ vyznamné péstované houby jsou
potom naptiklad Hirneola auricula judae (ucho JiddSovo), Cyclocybe aegerita (polnicka
topolova), Hericium coralloides (koralovec bukovy), Sparassis crispa (kotr¢ kadefavy) nebo
Pholiota nameko (Supinovka nameko) (LepSova 2005). Podle dat FAO (2018) bylo v roce 2018
celosvétoveé vypéstovano téméef 9 milionl hub, coz znaci, ze se jednalo o nejrychleji rostouci
odvétvi péstitelstvi. Za poslednich 10 let se sklizeni plodnic hub zdvojnasobila, taktéz se zvysila

druhova rozmanitost péstovanych hub (Krakowska et al. 2020).

V Ceské republice je vyhlagkou &. 157/2003 Sb. povoleno péstovat 22 druhti hub
urcenych k pfimému prodeji nebo k dalSimu primyslovému zpracovéani pro potravinarské
ucely. A to Agaricus hortensis (Zampion zahradni), Agaricus brunescens (zampion hnédy),
Pleurotus ostreatus (hliva ustficnd), Pleurotus cornucopiae (hliva miskovitd), Pleurotus
pulmonarius (hliva plicni), Pleurotus eryngii (hliva mackova), Stropharia rugosoannulata
(limcovka obrovskd zlutd), Stropharia rugosoannulata (limcovka obrovska hnéda),
Flammulina velutipes (penizovka sametonohd), Agrocybe aegerita (polnicka topolova),
Lentinus edodes (houzevnatec jedly), Kuehneromyces mutabilis (opénka ménliva), Volvariella
volvacea (kukmék sklepni), Hirneola auricula judae (ucho JidaSovo), Pholiota nameko
(Supinovka nameko), Hypsizygus tessulatus (lihovec moucny), Agaricus brasiliensis (Zampion
mandlovy), Grifola frondosa (trsnatec lupenity), Hericium erinaceus (koralovec jezaty),
Agaricus arvensis (Zampion ov¢i), Pleurotus citrinopileatus (hliva citronovd), Pleurotus

salmoneostramineus (hliva riizova).
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3.1.3 Hliva a jeji vyznam

RiSe: Fungi (houby)

Oddéleni: Basidiomycota (houby stopkovytrusné)
Podkmen: Agaricomycotina

Ttida: Basidiomycetes (stopkovytrusné)

Podtiida: Agaricomycetidae (houby rouskat¢)
Rad: Agaricales (petarkotvaré)

Celed’: Pleurotaceae (lupenotvaré)

Rod: Pleurotus (hliva)

Druhy rodu Pleurotus (Fr.) P. Kumm. patii mezi nejvyznamnéjsi komeréné péstované
druhy hub na svété, nejvyznamnéj$im druhem je P. ostreatus (Jablonsky et al. 2017; Panek et
al. 2019). Hliva ustfi¢na se fadi mezi dievokazné houby, kterd se zivi saprofitn€. V ptirod¢ roste
prevazné na patezech nebo kmenech listnatych, nékdy 1 jehlicnatych stromt. Ma takto roli
rozkladace, meziprodukty rozkladu pak slouzi jako vyziva jinych organismi. Kromé dieva
hlivy rostou 1 na jinych organickych odpadech, které jsou bohaté na lignin, celulézu
a hemicelul6zu (Jablonsky & Sasek 2006; Jablonsky et al. 2017).

3.1.3.1 Hliva ve vyzivé ¢lovéka

Hlivy jsou péstovany ptredevsim kviili pozitivnim zdravotnim ucinkam, které piinasi
jejich konzumace. Obsahuji nékolik bioaktivnich latek, jichz se vyuziva pti 1€cbé virovych,
bakterialnich onemocnénich, taktéz kardiovaskularnich onemocnénich a dokonce pii 1€cbé

rakoviny (Golak-Siwulska et al. 2018; Krakowska et al. 2020).

Hlivy maji ve vyzivé vyznam pii pomoci piedchazeni nemocem, maji své misto
v raciondlnim stravovani a vzhledem k vysokému obsahu vlakniny a nizkému obsahu tuku i pfi
reduk¢nich dietach. Vyzivové hodnotnymi jsou v hlivach bilkoviny, sacharidy, mastné
kyseliny, vitaminy a mineralni latky (Satata et al. 2018). Jsou zdrojem vyznamnych biologicky
aktivnich latek, specifickych polysacharidii a polyfenolt. Bylo zjisténo, ze polysacharidy B—
glukany obsazeny v hlivé Ustfiné maji imunostimulacni vlastnosti, které krom¢ pozitivniho
ucinku na imunitni systém a protirakovinnych U¢inkd, snizuji cholesterol a snizuji riziko
ischemické choroby srdecni. Polyfenoly v téle pusobi jako antioxidant, spolu s dal§imi
biologicky aktivnimi latkami obsazenymi v hlivich maji antibiotické, antivirotické

a protizanétlivé ucinky (Salata et al. 2018; Krakowska et al. 2020).
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3.1.3.2 B-glukany

Jedlé houby jsou potencialnim zdrojem dietarni vlakniny. Jejich bunécna sténa obsahuje
chitin, dals$i hemicelu6zy, manany a z vyzivového hlediska nejzajimavéjsi B-glukany (Manzi
a Pizzoferrato 2000). B-glukany jsou piirodni polysacharidy, tvofené z vice nez 250 tisic D-
glukéz spojenych B-glykosidickou vazbou. Jejich struktury se 1i8i podle jejich zdrojt. U hliv je
pritomen B-glukan Pleuran, ktery ma vazby B (1— 3) a B (1— 6) (Jayachandran et al. 2018).

B-glukany jsou zodpovédné za celou fadu akci, které chrani a posiluji imunitni systém.
Poskytuji optimalni odolnost vii¢i vSem moZnym negativnim Utokiim na zdravi, diky své
schopnosti se vazat ptimo s makrofagy a jinymi bilymi krvinkami a aktivovat je (Meena et al.
2013). Krom¢ aktivace imunitniho systému se na zaklad¢ pokust na krysach ukézal i efekt pti
1é€be nadorovych onemocnéni. B-glukany hub maji také vliv na metabolismus tuk® a cukra
(Rop et al. 2009), proto je zkoumano mozné vyuziti B-glukant pii 1écbé diabetu (Bozbulut
a Sanlier 2019).

3.2 Identifikace hub

Klasick¢ taxonomické metody jsou =zalozeny na pozorovani morfologickych
a fyziologickych znakii. Vzhledem ke genotypové a fenotypové variabilité v ramci druhii, mize
Casto dochazet k mylné identifikaci (Hebert et al. 2003; Shimomura et al. 2008). Navic jsou
tyto znaky nestal¢, jelikoz jsou ovliviiovany vnéjSimi podminkami prostedi (Shimomura et al.
2008). Dalsi problém pfti sledovani morfologickych znakt je, ze ¢asto mohou byt efektivné
hodnotitelné pouze u urcitého vyvojového stadia nebo pohlavi (Hebert et al. 2003). Z téchto

divodit mohou byt snadno zaménény jedlé houby s jedovatymi druhy.

Dilezita je 1 rychla identifikace houby pii otrave, aby mohla byt zvolena vhodna 1é¢ba.
V této situaci se vétSinou jedna o zpracovanou plodnici, tudiZ morfologické znaky jsou tézko
pozorovatelné (Shimomura et al. 2008). Proto bylo potieba posunout metody ur¢ovani druhu

na molekularni uroven (Hebert et al. 2003).

Molekularni metody jsou predevsim zalozeny na polymerdzové tetézové reakci (PCR)
amplifikaci regionu ribozomalni DNA (rDNA) hub. Morfologické urCovani zahrnuje jak
pozorovani typickych znakl plodnice, tak pozorovani pod mikroskopem (Sakakibara et al.
2002).
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3.2.1 Genetické molekularni metody

V poslednich dvaceti letech doslo diky pokrokim v molekuldrnich technikach
k pfevratim v naSich znalostech o houbach a jejich vyvoji. A to zejména vyvojem PCR nebo
fylogenetické analyzy sekvence DNA a sekvence proteinti (Yang 2011). Ke klasifikaci hub je
pouzivano nékolik molekuldrnich genetickych nastroji, jako je ndhodn€ amplifikovana
polymorfni DNA (RAPD), polymorfismus délky restrikénich fragmenti (RFLP) nebo
amplifikovany polymorfismus délky fragmentd (AFLP). Je ovSem obtizné potvrdit
fylogenetické postaveni kazdého kmene, jelikoz uspokojiva a spolehliva geneticka informace
je omezena (Li et al. 2017). Problémem pfi vyuziti t€chto metod v praxi je, ze je potieba mit
o daném vzorku néjaké informace, aby byl zvolen spravny primer — specificky oligonukleotid,

pro amplifikaci identifika¢niho markeru (Hall et al. 2003) .
3.2.1.1 DNA barcoding

Metoda DNA barcoding jde mimo tento problém. Je totiz zaloZzena na identifikaci
genomové sekvence, které je jedinecna pro kazdy biologicky druh, jako je jedine¢ny otisk prstu
jedince (Roopnarine, 2006). Klicové pro identifikaci nezndmého vzorku je vytvoreni databaze
sekvenci pro vSechny eukaryotni organismy. Univerzalni standardni DNA barcode ma byt
sekvence natolik variabilni, aby bylo mozné spolehlivé odlisit i pfibuzné druhy. Identifikace je

vétSinou zalozena na sekvenci ribozomalni RNA nebo mitochondridlni DNA.

Pro pouziti DNA barcoding u hub bylo nejdfive potifeba zvolit idealni standardni
barcode sekvenci (Seifert 2009). To bylo vzhledem k riznorodosti fiSe komplikované
(Dentinger et al. 2011). Nakonec je oficidlni barcode sekvenci ITS region, pfestoZze je pro
nckteré vieckovytrusné houby vzhledem ke standardizovanym pravidlim nevhodny

(Seifert 2009). U zivo€icht je pouzivan mitochondrialni gen cytochrom c oxidaza (COl).

Tato metoda je oproti jinym genetickym metodam Casové€ i1 financné Setrnéjsi, ovSem
zahrnuje nékolik krokl zpracovani vzorku — izolace DNA, PCR, gelova elektroforéza,
sekvenovani, statistické zhodnoceni a samotné porovnani s databdzi sekvenci (Hebert
et al. 2003).

3.3 MALDI-TOF MS

Doplitkovou metodou k molekularné genetické identifikaci je MALDI — TOF MS neboli
hmotnostni spektrometrie s ionizaci/desorpci laserem za ucasti matrice s analyzatorem doby
letu. Vyhodou této metody je jeji rychlost, nizké ndklady na vzorek a nizké naroky na odbornost

personalu.
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3.3.1 Hmotnostni spektrometrie

Pocatky hmotnostni spektrometry sahaji na konec 19. stoleti, kdy byly prozkoumény
principy pohybu nabitych ¢astic v elektrickém a magnetickém poli. Zakladatelem hmotnostni
spektrometrie je uvadén Sir Joseph J. Thomson, ktery ji pfedpoveédél jako metodu pouzitelnou
pro chemické analyzy. Behem druhé svétové valky byla hmotnostni spektrometrie vyuzita
v projektu ,,Manhattan* pii vyrobé atomové bomby. Velky posun a vyznam pro vyuziti
v analyze slozitych smési organickych latek bylo spojeni hmotnostni spektrometrie s plynovou
a kapalinovou chromatografii v 60. letech minulého stoleti. Dalsi priilom byl v 80. letech, kdy
byla zavedena ionizace elektrosprejem a MALDI, které umoznili ionizaci 1 vysoce polarnich
latek a biomakromolekul. V poslednich desetiletich se moZnosti hmotnostni spektrometrie stale
rozSifuji. ZvysSuje se citlivost méfeni, a predevsim je zlepSeni v robustnosti, kterd je dulezita
pro provoz v rutinni laboratorni praxi. V souCasnosti se hmotnostni spektrometrie vyuziva
v I€kafstvi, farmacii, kontrole potravin a Zzivotniho prostiedi, v primyslu 1 zemédélstvi

(Friedecky a Lemr 2012).

Hmotnostni spektrometrie je separacni metoda, kde dochazi k separaci nabitych ¢astic,
které reaguji na elektrické nebo magnetické pole ve vakuu. Existuje a pouziva se nékolik
riznych technickych feSeni. Kazd¢ feSeni ma sva pozitiva i tiskali, proto se vyuZzivaji na zdklad¢
vhodnosti pro dany analyt nebo typ kvantitativni ¢1 kvalitativni analyzy. V zdklad€ se vSak
skladaji ze tii zdkladnich ¢asti — iontovy zdroj, analyzator a detektor Castic (Friedecky a Lemr
2012).

3.3.2 MALDI-TOF princip metody

MALDI — TOF je zkratka anglického Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization
s analyzatorem time of flight tedy doby letu. Jednd se o metodu hmotnostni spektrometrie
s mékkou ionizaci, kdy je vzorek ionizovan pomoci laseru za pfitomnosti matrice. Za tuto
techniku ziskal v roce 2002 K. Tanaka Nobelu cenu (Norkova et al. 2013). MALDI ma Siroké
vyuziti v hmotnostni spektrometrii velkych netékavych biomolekul, konkrétné peptidd,
proteintl, oligonukleotidl a oligosacharidii (Zenobi a Knochenmuss 1999). V sou€asné dobé je
tato metoda uspésné vyuzivana v klinickych mikrobiologickych laboratofich k rychlé a ucinné
identifikaci patogennich bakterii a kvasinek (Clark et al. 2013; Stein et al. 2018). Metoda
identifikace mikroorganismi, zejména bakterii je zalozena na rozliSnosti ribozomalnich RNA

proteina (Sugawara et al., 2016)

Ionizace laserem za UcCasti matrice — z ndzvu je zifejmé, ze se matrice ucastni procesu

ionizace. Pfedava energii laseru molekuldm analytu, ktery je takto ionizovan. Vzorek s matrici
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je aplikovan na desti¢ku idealné z inertniho kovu. V iontovém zdroji je po zaschnuti aplikovan
laserovy puls. Po pfedani energie skrz matrici ke vzorku se ionizované molekuly uvolni
do plynné faze. Jedna se o m€kkou ioniza¢ni techniku, zpravidla tedy nedochazi k fragmentaci
molekul. lonty jsou vypuzeny pomoci elektrického pole, usmérnény iontovou optikou.
Nasledné¢ jsou podle m/z v analyzéatoru rozdéleny a poté v jasném potradi dopadaji na detektor.
(Clark et al. 2013).

Ionizace pomoci MALDI probiha ve dvou krocich. V prvnim kroku je povrch matrice
a analytu ozafovan laserovym paprskem v kratkych pulsech v tadu nanosekund. Matrice
absorbuje energii laserového pulsu, ¢imz dochazi k jeji desorpci. Matrice v malych casticich
pfechdzi do plynného stavu a s sebou strhava i1 molekuly analytu. V druhém kroku jsou
molekuly analytu dale ionizovany pfenosem protona excitovanych molekul matrice. Vznikaji

tak pseudomolekularni ionty analytu [A+H]" (Clark et al. 2013).
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Obr. 2 Schéma piistroje MALDI — TOF
https://is.muni.cz/el/1431/podzim2014/C9320/um/navod MALDIMS 2014.pdf?lang=en

3.3.2.1 Maldi matrice

Pfi ionizaci vzorku laserem napfimo tj. bez matrice, se molekuly mohou Stépit
nezaddoucim zptsobem (Havlis 1999). Vzorek by mél mit vysoky absorpéni koeficient
pro vlnovou délku laseru, pficemz nejbéznéji jsou pouzivany ultrafialové (UV) lasery. Coz neni
pro mnoho vyznamnych biomolekul typické, a proto vznikla idea spojeni analytu s dobrym

absorbentem (Vertes et al. 1993).
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Vybér matrice je pro uspésné experimenty na MALDI kliovy (Zenobi & Knochenmuss
1999; Clark et al. 2013). Nejb&znéji je analyt krystalizovan s velkym mnozstvim matrice
v podobé derivatu benzoové kyseliny rozpusténé ve vodé a vhodném rozpoustédle (Zenobi
a Knochenmuss 1999; Ubik 2000). Vhodnymi matricemi jsou kyseliny a-kyano-4-
hydroxyskotficova ~ (CHCA), 4-hydroxy-3-metoxyskoficova  (ferulova, FA) 4'-
hydroxyazobenzen-2-karboxylova kyselina (HABA), 3,5-dihydroxybenzoovéa (gentisova,
DHB), dimetoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova, SA). Pro peptidy, proteiny aglykoproteiny
do 250 kDa je jako matrice vhodnda HABA, mens$i proteiny také dobfe ionizuje SA,
vysokomolekularni latky pak DHB (Karas et al. 2000). Zda se, ze jako vhodné matrice jsou
vyuzivany karboxylové kyseliny, ovSem jako vhodn4 matrice pro analyzu oligonukleotidii

se ukazal 2,4,6-trihydroxy acetofenom (Zenobi a Knochenmuss 1999).

Volba matrice zavisi na parametrech, jako je absorpce pii vinové délce pouzitého laseru
a béhem pusobeni pulsu musi byt fotostabilni, dale na tvorbé krystala s analytem a kyselém
charakteru matrice (ionizace pfenosem protonu na analyt). Matrice by neméla se vzorkem

reagovat (Karas et al. 2000).

Da Silva Amaral et al. (2018) ve své studii optimalizace metody identifikace pro rod
Xylaria (difevnatka) z ttidy Ascomycetes porovnavaji pouziti riznych matric a to DHB, CHCA,
FA a SA v organickém rozpoustédle (acetonitril, destilovand voda, triflouroctova kyselina).
Na Obr. 3 (B) jsou zndzornéna hmotnostni spektra X. arbuscula za pouzitich riznych matric,

ze kterych vyplyva, Ze nejvhodnéjsi matrici v této studii byla SA (30 mg/mL).
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Obr. 3 (A) snimky spotl ze svételného mikroskopu s matrici CHCA (10 mg/mL), DHB
(10 mg/mL), FA (30 mg/mL) and SA (30 mg/mL). (B) MALDI hmotnostni spektra
X. arbuscula za pouziti raznych matric. Upraveno z.(da Silva Amaral et al. 2018).

3.3.2.2 Laser

Dal$im vyznamnym prvkem celé analyzy je laser. Ozéafeni probiha v kratkém case, aby
se predeslo poSkozeni nebo degradaci vzorku, které by mohlo byt zpisobeno nadmérnym
zahtatim (Karas et al. 2000). Paprsek je zaméfen na maly bod povrchu zkrystalizované matrice
se vzorkem. Soucasné lasery dosahuji rozliSeni az 0,05 mm. Puls paprsku je velmi kratky,
obvykle 1-5 ns (Brown a Lennon 1995). V laserové optice je pouzit atenudtor paprski
pro nastaveni intenzity zafeni (definovano jako intenzita na jednotku povrchu). Tlumeni laseru
se nastavuje individudlné pti kazdém méfeni v zavislosti na typu vzorku, obvykle je vSak
pro rutinni aplikaci vyrobcem standardizovano. VInové délky laseru jsou v rozpéti od UV
zateni po infraCervené (IR). Nejbézné€jsi je N2 laser s vinovou délkou 337 nm, dale lasery

excimerové s vinovou délkou 355, pak méné¢ Casto IR lasery (Clark et al. 2013).
3.3.2.3 TOF analyzator

Ionizator MALDI je obvykle spojen s analyzatorem TOF — time of flight, kde jsou ionty
analyzovany priletovym analyzatorem. Je méfen Cas, kdy se iont pohybuje od iontového zdroje
k detektoru. Mérna hmotnost iontu m/z se vypocita ze vztahu:

tZ

M = 2eU
z € L2

kdy m je hmotnost a z naboj, L je letova zdna, e elementarni naboj, ¢ ¢as a U znaci urychlovaci
napéti. Rychlejsi ionty — s menSim m/z, zptsobuji siln€j$i odezvu oproti pomalejSim iontim,
proto méa TOF analyzator vétsi citlivost pro mensi molekuly.

TOF ma vysokou citlivost, je rychly a ma teoreticky neomezenou maximalni hodnotu
m/z. Pro vétsi rozliSeni se pouziva pulzni extrakce, ktera koriguje nerovnomérnost pocatecnich
kinetickych energii iontdl. Nevyhodou je nutna kalibrace podle poméru m/z. Dal§im prvkem

pro zvySeni rozliSeni je reflektor, ktery funguje jako iontové zrcadlo a zdvojnasobi dobu letu
(Hortin 2006).

3.3.3 MALDI biotyping

MALDI biotyping je identifikace druhli zaloZena na specifickém proteinovém profilu

organismu. Je mozné identifikovat bakteridlni druhy a kmeny na zdkladé jejich typického
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iontového m/z profilu proteinit ¢i peptidd. Hmotnostni spektra vzorku jsou porovndvana
s knthovnou referencnich spekter naptiklad MALDI Biotyper (Bruker) ¢i SARAMIS
(Shimandzu), a tak mohou byt mikroorganismy identifikovany na Grovni rodu, druhu a ¢asto
1 kmenu. Shodu ¢i neshodu program Biotyper vyhodnocuje pomoci logaritmického ciselného
skore v hodnotach 1 - 3, dale v zdkladnim nastaveni pouZiva barevné rozliSeni pro znadzornéni
uspésnosti (Cervena- zddné shoda, Zluta- castecna shoda, zelena- plna shoda) (Huong & Kopel
2014).

Komeréni MALDI systémy jsou pouzivany k ur€ovani bakterii, ale 1 pro ur€ovani hub,
pfevazné plisni, bylo vyvinuto mnoho experimentalnich strategii. Usp&$né bylo pomoci
MALDI identifikovano mnoho druhlt hub napt. Fusarium, Aspergillus, Trichoderma,
Penicillium a nékolik druhli kvasinek. MALDI se ukéazala jako vhodny ndstroj pro rychlou
identifikaci a klasifikaci bakterii, kvasinek 1 plisni. OvSem neni znam optimalni protokol

zpracovani vzorku, ktery by byla pro Fungi universalni (Chalupova et al. 2014).

MALDI se jevi jako rychly nastroj pro identifikaci bakteridlnich a kvasinkovych
patogentii. Proteinové spektrum — hmotnostni spektrum je specifické jako otisk prstu, toto
specifické proteinové spektrum izolatu je porovnano s referencni spektralni databazi
pro identifikaci. Studie uvad¢ji miru identifikace druhit 92-99 % u soubort kvasinek (Marklein
et al. 2009; Stevenson et al. 2010; De Carolis et al. 2014). Vysledky studii nejsou zcela
porovnatelné, jelikoz u studii byly pouzity rtizné ptistupy k ptifazovani druhli — porovnavani
spektra izolatu s referennimi spektry v databazich, ale také studie se specifickymi databazemi
rozSitené o ,,in-house spektra. Je tedy stile potfeba, aby se referencni databaze spekter

pro MALDI rozsifovala (Pinto et al. 2011).

Tato metoda je UspéSné piizpusobena pro rutinni identifikaci mikrobidlnich druhi,
prevazné na zakladé¢ rozliSnosti ribozomalnich RNA protein. OvSem aplikace
na makroskopické houby je omezena na mycelarni formu. Neékteré databaze umoziuji
identifikaci kvasinek a mikroskopickych hub, ale nejsou zaméteny na makroskopické houby ¢i

jejich plodnice (Sugawara et al. 2016).
3.3.3.1 Biotyping u bakterii

Vyhodou metody MALDI-TOF MS pfi praci s mikroorganismy je, Ze buniky mohou byt
pfimo bez piipravy vzorku analyzovany béhem nékolika minut (Bright et al. 2002). Této ptimé
analyze se fiké IC (intact cell). Buiiky jsou pfevadény piimo z agaru sterilni klickou na MALDI

desticku nebo z peletu po centrifugaci tekutého média. V jiném ptipadé€ jsou proteiny z bakterii

20



extrahovany pomoci riznych rozpoustédel, fyzikalnich nebo enzymatickych metod. Metody

piipravy vzorkil a pouziti matrici se laboratof od laboratote lisi (Sedo et al. 2011).

Mellmann et al. (2008) ve své studii hodnoti metodu identifikace nefermentujicich
bakterii pomoci MALDI v porovnani s 16S rRNA genové sekvenace. Zaroven byla genova
sekvenace jako referencni metoda. Pficemz metoda MALDI-TOF MS se prokazala jako
vhodny nastroj pro rutinni detekci, a navic vysledky ukazaly tuto metodu jako piesné€j$i oproti
16S rRNA genové sekvenaci u druhové identifikace nékterych druhti. Z celkového poctu
znamych bakterii (78) bylo pomoci MALDI spravné identifikovdno 85,9 %, chybné 11,5 %

au 2,6 % nebyla zadna identifikace.
3.3.3.2 Systémy MALDI

Pro identifikaci mikroorganismii jsou dostupné dva komerc¢ni systémy MALDI. Bruker
Daltronics (Leipzig, Germany) nabizi Microflex LT se softwarem BioTyper. Pak vyrobce
bioMérieux, ktery nabizi Vitek MS se softwarem Vitek MS (Deak et al. 2015). DalSim
vyrobcem je Shimadzu Croporation, ktery nabizi soupravu Axima se softwarem Shimadzu
Launchpad a databazi SARAMIS (Cherkaoui et al. 2010).

V porovnavajici studii systémit Microflex LT a Vitek MS bylo testovano 477 organismdi.

V identifikaci t€émito systémy nebyl prokdzan statisticky vyznamny rozdil (Deak et al. 2015).

Cherkaoui et al. (2010) ve studii porovnavaji systémy Bruker a Shimandzu. Celkovy
pocet identifikovanych organismi byl 720, Bruker spravn¢ identifikoval 680 a Spatné 6, systém
od Shimadzu spravné identifikoval 639 a Spatné¢ 3. Autofi uvadéji, ze pozorované rozdily
mohou byt z¢asti zplisobeny rozdily v databazich poskytovanymi vyrobcei. V dalsi studii, ktera
porovnava Bruker a Shimandzu/SARAMIS od Justesen et al. (2011) systém Bruker opét
identifikoval vice organismu spravné a vice organismu Spatné oproti Shimandzu/SARAMIS
(celkovy pocet vzorkil byl 290). Podobnych vysledkii dosahla i1 studie od Veloo et al. (2011),

ktera porovnavala tyto dva systémy (Bruker a Shimandzu).
3.3.4 MALDI biotyping u hub

Krom¢ klinické bakteriologie se MALDI pouziva v mykologii, v sou¢asné dob¢ v praxi
u kvasinek a vlaknitych hub (Singhal et al. 2015). Vzhledem k robustnosti bunééné stény hub,
ktera obsahuje velké mnozstvi polysacharidl,, naptiklad chitinu, je potfeba bunétnou sténu
rozrusit organickou kyselinou, aby bylo mozné ziskat proteinové spektrum (Chalupova et al.
2014).
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Tomé et al. (2019)se ve své studii zabyvali identifikaci a hmotnostnimi spektry proteinti
u stopkovytrusnych hub (Basidiomycota), konkrétné¢ hub z celedi Hymenochaetaceae
a Polyporaceae. Ve studii byl hodnocen vliv riiznych postupti extrakce proteinu z mycelia
a pfim¢ aplikace bun¢k na MALDI desticku (metoda IC-intact cell), vliv kultivaéniho média
a stafi kultivovaného mycelia na vysledna spektra. Vysledky byly porovnavany s identifikaci
na zakladé morfologickych znakii a sekvenaci rDNA regionu ITS. Zavéry studie ukazuji,
ze MALDI se jevi jako vhodnd metoda pro identifikaci na druhové urovni. Nejvhodnéj$im
postupem piipravy vzorku se pirekvapive (vzhledem k robustnosti bunééné stény hub) ukazalo
piimé naneseni neporusenych bunék na destiCcku. Nebyl prokazan vliv kultivacniho média.
Pro ziskani kvalitniho spektra je podle jejich zkouméani dulezité pouziti Cerstvych kultur (stafi
5-10 dni).

Sugawara et al. (2016) uvadéji, ze identifikace hub pomoci MALDI je limitovana
na jejich mycelarni podobu. Jsou sice dostupné databaze pro kvasinky a plisné, ale nikdy nebyly
takto zkoumany plodnice hub. Az oni ve své studii ziskdvali pomoci MALDI spektra z riznych
¢asti plodnic — klobouku, tfené, lupenti. Pro studii bylo sesbirano 157 vzorka volné rostoucich
hub, znichz byla vytvofena databaze. Dale byly pouzité houby zakoupené v obchod¢
s potravinami-Lentinula edodes, tii vzorky zakoupené v rtiznych dnech méli shodu 2,50 = 0,10,
n = 3. Nejkvalitnéjsi spektra byla ziskdna z klobouki. Nasbirané houby byly ptedbézné
identifikovany na zakladé morfologickych znakl a nasledné bylo na zdkladé DNA sekvencni
analyzy identifikovano 134 ze 157 hub na druhové nebo rodové trovni. Analyzou MALDI bylo
spravné identifikovano 110 vzorkl. Touto metodou se dokazalo uspésné rozliSit morfologicky
1 geneticky velmi podobné houby — jedovatda Hypholoma fascilulare (tfepenitka svazcita)

od jedlé H. sublateritium (ttepenitka cihlova).

Crossay et al. (2017) uvad¢ji, ze MALDI biotyping je efektivni metoda pro identifikaci
arbuskuldrné mykorhiznich hub — AM hub, dosavadni metody pro identifikace AM hub bylo
pozorovani morfologickych znakt jejich spor a identifikace sekvenci DNA, ktera umoznila
sledovani evolu¢nich vztaht AM hub. Ovsem tyto metody se neobejdou bez velmi odbornych
znalosti a pro rutinni praxi nejsou pfili§ vhodné. Ve studii bylo pomoci biotypizace MALDI
zieteln¢ identifikovano na druhové trovni vSech 19 vzorki nalezitych 14 druhtim, 7 rodim
a 5 ¢eledim. Ve studii byla hodnocena i finan¢ni a Casova naro¢nost identifikace vzorku pomoci
sekvence DNA a pomoci MALDI viz Obr. 4.
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DNA analyza (Sanger) MALDI-TOF MS
cas lidské prace cas bez lidské prace |cas lidské prace [Cas bez lidské prace
Doba zpracovéni
Extrakce DNA )
Extrakce proteinu
20 min 0 min
PCR
1 min 5 min
40 min 5 hod
Klonovani
MALDI odbér vzorku
3-4 hod 1-2 dny
Sekvencni reakce
10 min 5 min
25 min 4 hod
Cisténi sekvenci
Sbér dat
30 min 0 hod
Sanger sekvenovani ) )
5 min 1 min
5 min 1 hod
Celkovy cas
Celkovy ¢as/vzorek Celkovy cas/vzorek
5-6 hod 34-58 hod 16 min 11 min
Ptiblizné néklady - chemikalie a material
Cena/vzorek Cena/vzorek
s klonovanim 17U0S $ 3US S
bez klonovani 95US $
Ptiblizné naklady na pfistrojové vybaveni
95000 US $ 155000 US $

Obr. 4 Casova a finanéni naroénost metod sekvenovani DNA a MALDI na jeden

vzorek. Upraveno podle (Crossay et al. 2017).

vytvoieni knihovny spekter, coz ale neni naro¢né.
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Lopes et al. (2014) zjiStovali pouzitelnost identifikace druhi pomoci MALDI
na houbové patogeny hmyzu rodu Metarhozium. Metodu ovéfovali a porovnavali s DNA
sekvenci na zékladé regionu TEF-la. Celkem bylo k analyze pouZito 51 kmend. Nejdiive
vytvotili referenéni knihovnu deviti taxonomicky odliSnych druhii. Do druhé referen¢ni
knihovny byly pfidany dalsi dva izolaty. Tato referencni knihovna s 11 taxony umoznila téméf
perfektni shodu identifikace druhtt MALDI na zakladé DNA identifikace 1 pro zbyvajicich 40

1zolatti. MALDI vyhodnocuji jako uzite¢nou metodu obzvlasté pro sbér kultur, jen je zapotiebi

Beck et al. (2017) porovnavaji metodu ITS-PCR-RFLP s MALDI pro identifikaci

dievokaznych hub z rodu Ganoderma. Pomoci analyzy MALDI byla ziskana dobte definovana




spektra vSech zkoumanych druhii s m/z hodnotami v rozmezi 3000 az 15 000, pticemz kazdy
druh mél specifickou m/z hodnotu. Uvadéji, Ze vysledny dendrogram prokazuje, Ze analyzou
MALDI je mozné ziskat druhové specificka spektra hub rodu Ganoderma a nasledné tak

vybrané druhy hub od sebe jednoznacné odlisit.

Pouziti metody MALDI na odliSeni tfi rod dievokaznych hub se jiz zabyvali ve studii
Schmidt a Kallow (2005). Rozeznévali rody Serpula, Coniophora a Antrodia. Metoda MALDI

uspesné rozlisila druhy Serpula himantioides od S. lacrymans 1 dalsi.

Vzhledem prednostem metody MALDI jako je rychlost, nizkd cena a nenaro¢nost, ji
El Karkouri et al. (2019) zkouSeli vyuzit pro rychlou identifikaci hub rodu Tuber (lanyzi),
u kterych Casto, vzhledem k jejich cené, dochazi k falSovani. Jelikoz dochézi k falSovani mezi
druhy stejn¢ho rodu, je odhaleni naro¢né. Ve studii bylo identifikovano 34 vzorkl lanyza
sesbiranych na rtiznych mistech v Evropé a Asii. Vzorky byly nejdtive identifikovany metodou
ITS regionti, pot¢é metodou MALDI. MALDI rozlisila vSech 7 druht, celkem bylo Spatné
identifikovano 26 % vzorki. Pfi kontrole robustnosti metody byly analyzovany slepé vzorky
aporovnavany jak sdomaci databdzi, tak s databazi od Bruker. Vzorky byly rychle
identifikovany se skore >2. Autoti oznacili MALDI jako spolehlivou metodou, ktera by mohla
byt vyuzivana jak pro kontrolu falSovani, tak pro certifikaci lanyZovych inokulati pro aplikaci

do ekosystému.
3.3.4.1 Protokol extrakce proteinu

Ve studiich se objevuji rizné protokoly pro extrakci proteinu ze vzorku i1 hodnoceni
riznych protokolt mezi sebou. JiZ bylo zminéno, Ze ve své studii Tomé et al. (2019) vyhodnotili
jako nejlepsi zpiisob naneseni neporusenych bunék ptimo — metoda IC (intact cell), tato metoda
byla pouzita 1 u studie rozliSujici dfevokaznych hub od Schmidt a Kallow (2005). Tomé et al.
(2019) IC porovnavali s dal§imi protokoly jako je naptiklad ptiprava vzorku podle Bruker
Daltonics — extrakce pomoci etanolu a kyseliny mravenci (FA) nebo extrakce pomoci kyseliny
triflouroctové (TFA). Beck et al. (2017) ve své jiz diive zminované studii pouzili obohaceny
protokol extrakce pomoci etanolu a FA podle Bruker Daltonics, stim, ze mycelium

suspendované v destilované vod¢ inkubovali 5 min pfi teploté 95 °C.

Taktéz Lopes et al. (2014) pouzili pro pfipravu etanol a FA, vzorek pienesli
do mikrozkumavky do 75% etanolu, nejdiive smés promichali vortexovanim, poté
centrifugovali 2 min a odebrali supernatant, na vzduch ususeny pelet byl uchovavan v mrazu
do doby pouziti. Pro analyzu vzorku bylo k peletu napipetovano 50 uL FA (70%), vortexovano

1 min a vloZeno na 15 min do ultrazvukové lazné. Pfidano stejné mnozstvi acetonitrilu (100%)

24



a byl zopakovan proces vortexovani a ultrazvuku. Supernatan byl zfedén deionizovanou vodou

(1:10)a 1 uL supernatantu bylo naneseno na spot desticky.

Sugawara et al. (2016) pouzili jako biologicky materiadl klobouk houby nebo nohu
z plodnice. Skalpelem byl odebran vzorek o rozmérech 5 mm?. V uzaviratelné zkumavce byl
vzorek smichan s 400 uL smési FA a acetonitrilu v poméru 1 : 1, byly pfidany sklenéné kulicky
— 300 mg kuli¢ek o priméru 0,1 mm a 2 kulicky o priméru 5 mm. Vzorek byl homogenizovan
pii 2000 r.min"! po dobu 3 min v laboratornim mixéru. Poté centrifugovan pii maximalnich
otackach po dobu 2 min. Pfiblizn¢ 50 pL vzniklého supernatantu bylo pfevedeno do nové

zkumavky, takto pfipraveny vzorek je pfipraven k aplikaci na desticku.
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4 Metodika

Cilem prace byla optimalizace metody extrakce vzorku pro identifikaci hub rodu

Pleorotus. Pomoci MALDI je identifikovano proteinové spektrum organismu. Metoda je

wevr

vvvvvv

jako je kyselina mravenci a kyselina trifloroctova. V literatufe je dohledatelnych nékolik
protokoll extrakce (Beck et al., 2017; Tomé et al., 2019; Sugawara et al., 2016), které se lisi
bud’ pouzitim rozliSnych jiz zminénych kyselin, inkubaci vzorku pfi vysokych teplotach, ¢i

metodami homogenizace vzorku v extrakénim ¢inidle.

V praktické c¢asti diplomové prace jsou porovnavany rtzné protokoly, 2 protokoly
s nejlepsi opakovatelnosti a presnosti jsou déale pouzity pro vytvoieni doméci knihovny spekter

pro druhy, pfipadn€ kmeny, hub rodu Pleurotus.

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Pro analyzu bylo k dispozici celkem 55 kment 8 riiznych druhti hub rodu Pleurotus.
Jedna se o druhy Pleurotus eryngii (hliva mackova), P. ostreatus (hliva Gstfi¢na), P. calyptratus
(hliva ¢epickata) P. djamor (hliva rizova), P. cornucopiae (hliva miskovita), P. cystidiosus,
P. dryinus (hliva dubova), P. pulmonarius (hliva plicni). Houby byly namnozeny na péstebnim
agaru ze Sbirky kultur basidiomyceti (CCBAS — Culture Collection of Basidiomycetes)
uchovavanych v Mikrobiologickém ustavu AV CR. Pfehled kmenti v Tab. 1.
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Cislo kmenu ze

Tab. 1 Piehled analyzovanych druha

Cislo kmenu ze

sbirky Rod Druh sbirky Rod Druh
CCBAS238 Pleurotus eryngii CCBASS15 Pleurotus eryngii
CCBAS278 Pleurotus ostreatus CCBASS518 Pleurotus eryngii
CCBAS450 Pleurotus calyptratus CCBAS519 Pleurotus eryngii
CCBAS459 Pleurotus ostreatus CCBAS544 Pleurotus eryngii
CCBAS461 Pleurotus djamor CCBAS564 Pleurotus cornucopiae
CCBAS462 Pleurotus ostreatus CCBAS354 Pleurotus eryngii
CCBAS463 Pleurotus cornucopiae CCBAS637 Pleurotus eryngii
CCBAS464 Pleurotus cornucopiae CCBAS652 Pleurotus eryngii
CCBAS465 Pleurotus cornucopiae CCBAS666 Pleurotus djamor
CCBAS466 Pleurotus cystidiosus CCBASG675 Pleurotus cornucopiae
CCBAS467 Pleurotus dryinus CCBAS684 Pleurotus ostreatus
CCBAS468 Pleurotus dryinus CCBASG685 Pleurotus eryngii
CCBAS469 Pleurotus dryinus CCBAS687 Pleurotus eryngii
CCBAS470 Pleurotus dryinus CCBAS691 Pleurotus citrinopileatus
CCBAS471 Pleurotus eryngii CCBAS692 Pleurotus ostreatus
CCBASA472 Pleurotus ostreatus CCBAS734 Pleurotus djamor
CCBAS473 Pleurotus ostreatus CCBAS741 Pleurotus eryngii
CCBAS474 Pleurotus ostreatus CCBAS747 Pleurotus eryngii
CCBASA475 Pleurotus pulmonarius CCBAS754 Pleurotus eryngii
CCBASA476 Pleurotus ostreatus CCBAS757 Pleurotus ostreatus
CCBASA477 Pleurotus cornucopiae CCBAS766 Pleurotus ostreatus
CCBAS478 Pleurotus pulmonarius CCBAST785 Pleurotus eryngii
CCBAS480 Pleurotus pulmonarius CCBAS789 Pleurotus eryngii
CCBAS481 Pleurotus pulmonarius CCBAS8I5 Pleurotus eryngii
CCBAS485 Pleurotus eryngii CCBASS819 Pleurotus eryngii
CCBASS502 Pleurotus eryngii CCBAS&830 Pleurotus eryngii
CCBASS503 Pleurotus eryngii CCBAS831 Pleurotus eryngii
CCBAS507 Pleurotus eryngii CCBASg843 Pleurotus eryngii

Vzorky byly nejdiive kultivovany v termoboxu pii 25 °C, poté skladovany v lednici pii

teploté 4 °C. K analyze byl pouzit nariist mycelia v petriho miskach na agaru.

27



4.2 MALDI analyza

V ramci snahy o optimalizaci metody bylo vyzkouseno n€kolik protokoll extrakce,
vetSinou metody z prehledu literatury a jejich mirné modifikace. Byl testovan protokol extrakce
pomoci TFA, extrakce etanolem a FA bez homogenizace vzorku, extrakce etanolem a FA

s homogenizaci vzorku a metoda pfimého naneseni bunék mycelia na ter¢ik.
4.2.1 Chemikalie

Pro ptipravu vzorki dle riiznych protokoll, pro kalibraci a ptipravu roztoku matrice
byly pouzity tyto chemikélie, pro hmotnostni spektrometrii je dualezit¢ pouziti chemikalii
pii maximalni Cistoté.

Acetonitril 100%, Honeywell

Etanol 96%, VWR Chemicals

Mravenc¢i kyselina (FA), Acros organics
a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina (CHCA), Sigma-Aldrich
Trifluoroctova kyselina (TFA), Sigma-Aldrich

Ultra Cistd voda, Mili-Q systém
4.2.2 Vybaveni laboratoie

Vir — vortexter RS-VF 10, Pheonix Instrument

Centrifuga mini spin plus, Eppendorf

Oscila¢ni mlyn MM 200, Retsch

MALDI desticka MTP ground steel, Bruker

Automatické pipety research plus (0,1-2,5 uL, 20-200 pL, 100-1000 uL), Eppendorf

MALDI-TOF Autoflex speed, Bruker

4.3 Optimalizace extrakce

Pii prvnich zkuSebnich métenich byly na tfech rtiznych ndhodné vybranych vzorcich
ze sbirky vyzkouSeny 4 extrakéni protokoly — kyselinou mravenci s homogenizaci v mlyné
a bez homogenizace, kyselinou trifluoroctovou s homogenizaci v mlyné a bez homogenizace.

Pro kazdy vzorek ve tfech opakovanich.
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Pro analyzu vSech vzorkli pro tvorbu knihovny spekter byla déle aplikovéana extrakéni

metoda FA s homogenizaci vzorku v oscila¢nim mlyné a metoda pfimého pienosu bunék.
4.3.1 Extrak¢ni protokol

4.3.1.1 Extrakce etanolem a kyseliny mravenci

Tento protokol vychdzi znavodu od Bruker pro pfipravu vzorkd pro identifikaci
mikroorganismil. Do Cisté mikrozkumavky typu Eppendorf (2 mL) bylo napipetovano 300 pL
destilované vody. Z petriho misky bylo do zkumavky skalpelem odebrano cca 5 mm?® mycelia.
Vzorek byl s vodou vortexovan po dobu jedné minuty. Nasledné bylo pfidano 900 uL etanolu
a vortexovano cca 30 vtefin. Centrifugovanim po dobu 2 minut pii maximalnich otackach se
vzorek usadil na dné€ a supernatant slit. Po dalSim centrifugovani bylo odpipetovano zbylé
mnozstvi supernantantu a pelet byl ponechan 30 min schnout pii laboratorni teploté.
Po vyschnuti bylo k peletu napipetovano 30 uL. 70% FA, kratce vortexovano a piidano stejné
mnozstvi 100% acetonitrilu. Ke vzorku s extrakénim ¢inidlem byla vloZena zirkonova kulicka
o pruméru 12 mm, mikrozkumavka byla vloZena do teflonové kapsle oscilacniho mlynu.
Vzorek byl takto homogenizovan pti frekvenci 20 Hz po dobu 3 minut. Poslednim krokem byla
centrifugace po dobu 2 minut pii maximalnich otackéach. Vznikly supernatant byl co nejdiive

pienesen na desticku, nebo odpipetovan do €isté mikrozkumavky a pouzit v stejném dni.

P11 optimalizaci metody byl vyzkouSen i protokol, kdy vorek nebyl s FA a acetonitrilem

homogenizovan v oscilaénim mlynég, pouze promisen vortexovanim.

Supernatant byl nanesen na 8 spotti (po 1 uL) na desti¢ku kolem kalibra¢niho bodu.

Po zaschnuti byl spot piekryt 1 pL pfipravené matrice.
4.3.1.2 Ptimé naneseni bun¢k — Intact cell

Druhy protokol je pon€kud jednodusi, bylo pouzito pouze paratko balené po jednom kuse.
Pératkem bylo odebrano mycelium z petriho misky a bylo naneseno na 8spott desticky kolem
kalibracniho bodu. Mycelium bylo aplikovano tak, aby na desti¢ce byl vidét povlak mycelia.

Vzorek byl nésledné prekryt 1 pL matrice.
4.3.1.3 Extrakce kyselinou trifluoroctovou

Pti1 optimalizaci metody byl vyzkousSen 1 protokol extrakce pomoci TFA. K ocisténému
vzorku v etanolu a po vysuSeni vzorku pii laboratorni teploté, jako v predeSlém protokolu
extrakce, byl ptfiddm 80% vodny roztok TFA. VyzkouSeny byly opét obé metody, jak metoda

s homogenizaci v mlyné, tak promiseni vortexovanim.
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4.3.1.4 Matrice

Kdyz byl pfipraveny vzorek nanesen na ter¢ik desticky, tak byl ihned po uschnuti piekryt
1 uL matrice. Pro tuto analyzu byl jako matrice pouzit nasyceny roztok kyselina a-kyano-4-
hydroxyskoficova kyselina (CHCA) v organickém rozpousStédle (OR). Pro 1 mL OR je
zapotiebi 500 uL acetonitrilu, 475 pL destilované vody a 25 uL TFA. Tekutiny jsou v tomto
potadi napipetovany do mikrozkumavky a vortexovanim promichany. Pro pfipravu nasycené¢ho

roztoku HCCA je potteba navazit HCCA a piidat odpovidajici mnozstvi OR (1 mg: 10 uL).
4.3.1.5 Kalibrace

Metoda MALDI biotyper s detektorem TOF zaznamenavd hmotnost proteinii pomoci
doby letu iontl, tato doba letu se pak pomoci kalibra¢nich konstant pfepoc¢itd na hmotnost
jednotlivych proteini. Na dobu letu a tim padem 1 na kalibra¢ni konstanty mé vliv naptiklad
teplota, stabilita zdroji napéti v pfistroji a dalsi. Proto je dilezité idealné pfed kazdym métenim

kalibrovat.

Soucasti naseho méteni byla kalibrace pro kazdy vzorek, podle kalibracniho schéma,
kdy jeden vzorek byl nanesen na 8 ter¢ikll desticky kolem jednoho kalibraéniho bodu — podle
kalibracniho schéma (Obr. 5). Pro kalibraci byl pozit Bruker Bacterial Standard (Part No.
8255343), ktery byl rozpustén v 50 pL OR.

000
@0®
1 1

Obr. 5 Kalibra¢ni schéma

4.4 Meéreni a vyhodnoceni

Desticka s pfipravenymi vzorky byla vloZzena do pfistroje MALDI Autoflex speed
a v programu flexControl bylo spusténo automatické méteni podle nastaveni 2000 vystiell
na terCik a byla ziskdvana spektra v rozpéti 2000-20000 Da. Ze ziskanych spekter bylo
v programu MALDI Biotyper Compass Explorer vytvofeno jedno hlavni referen¢ni spektrum
(MSP) pro kazdy vzorek. Predtim byla provedena uprava spekter. V jednom kroku ,,Batch

procesing byly provedeny vSechny dostupné tpravy a to — vyhlazeni Sumu, srovnani
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se zakladni linii, normalizace a peak picking. Ziskana MSP spektra pak byla ukladana a pomoci

nich byla vytvofena domaci knihovna.

Déle byla v biotyperu pouzivana funkce identifikace, kdy na zakladé MSP spekter
v doméci databazi a MSP ¢i hrubého spektra nezndmého nebo kontrolniho vzorku bylo
vypocitano logaritmické skoére shody. Maximalni skore je 3, skore > 2.0 Ize povazovat

za pravdépodobnou klasifikaci.

Tab. 2 Vyznam hodnot skore podle Bruker Biotyperu

Rozsah loq skore Vyznam

2,300 — 3,000 Vysoka pravdépodobnost identifikace druhu
2,000 — 2,299 Spolehliva identifikace rodu, pravdépodobnost identifikace druhu

1,700 -1,999 Pravdépodobna identifikace rodu

- Nespolehliva identifikace

31



5 Vysledky
5.1 Vysledky optimalizace extrakce

Ruazné protokoly extrakce ovlivnily kvalitu spekter. Spektra vzorki extrahovanych v TFA
byla pfili§ plocha, byl zachovdn pouze dominantni pik spektra, kdyZto pti extrakci FA jsou
zfetelné 1jiné piky typické pro dany druh. Nejkvalitngjsi spektra a nejvice opakovatelnd spektra
byla ziskana extrakci FA s homogenizaci v mlyné€ a spektra ziskana pfimym pienosem. Spektra

extrahovanych vzorki k porovnani na Obr. 6.
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Obr. 6 Spektra vzorku Pleurotus ostreatus CCBAS 459 ziskand rGznymi metodami

extrakce. (a)FA (b)FA + mlyn (¢)TFA (d)TFA + mlyn
5.2 Validace a verifikace metody

Pro analyzu vSech vzorki byly pouzity dvé metody ptipravy vzorku, extrakce etanolem
a kyselinou mravenéi shomogenizaci vzorkli v oscilaénim mlyné, coZz je modifikaci
univerzalniho protokolu extrakce pouzivané napft. u kvasinek a metoda ptimého pfenosu buné¢k,

ktera je pouzivana u bakterii.
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Ob¢ metody byly validovany a verifikovany u vybrané série vzorkii pomoci intraday
a interday variability. Pro robustnost MALDI analyzy byly porovnany shody mezi odlisSnymi

protokoly piipravy vzorki. K validaci metody byla dale pouzita analyza slepych vzorkt.

Intraday variabilita byla zjiStovana méfenim 8 spotii stejného vzorkti 3krat v rdmci
jednoho dne u 17 vybranych vzorka, které bylo uspésné. Pro ucel zjisténi opakovatelnosti

piipravy vzorku, v rdmci interday variability, byla porovnana spektra ziskana v riznych dnech

pro obé metody piipravy. Byly dodrzeny stejné postupy a podminky.

Tab. 3 Porovnani vybranych vzorka s vytvoienou domaci databéazi (pro metodu
extrakce kyseliny mravenci)

Vzorek (ext FA) Shoda s databazi (extrakce FA)
Pl calyptratus Pl djamor Pl djamor Pl djamor Pl eryngii
Pl calyptratus CCBAS450 CCBAS461 CCBAS666 CCBAS734 CCBAS485
CCBAS450
2,240 2,160 1,420 1,380 1,360

Pl cornucopiae

Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl cornucopiae

PL calyptratus

PlL. cornucocopiae CCBAS463 CCBAS675 CCBAS464 CCBAS465 CCBAS450
CCBAS463
2,260 2,040 1,950 1,770 1,760
Pl cystidiosus Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii
Pl cystidiosus CCBAS 466 CCBAS518 CCBAS754 CCBAS687 CCBASA485
CCBAS466
2,080 1,570 1,520 1,490 1,490
Pl djamor PL calyptratus Pl djamor Pl djamor Pl cornucopiae
CCBAS461 CCBAS450 CCBAS666 CCBAS734 CCBAS465
PI. djamor CCBAS461
2,380 1,960 1,770 1,750 1,270
PI dryinus PI dryinus PI. dryinus PL dryinus Pl ostreatus
CCBAS467 CCBAS469 CCBAS470 CCBAS468 CCBASA476
Pl dryinus CCBAS467
2,300 2,130 1,920 1,690 1,390
PL ostreatus PL ostreatus PL ostreatus PL ostreatus PL ostreatus
CCBAS766 CCBAS476 CCBAS757 CCBAS462 CCBAS459
Pl ostreatus CCBAS757
2,060 2,060 2,040 1,950 1,820
Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii
. CCBASS819 CCBAS747 CCBAS741 CCBAS238 CCBAS685
PL eryngii CCBAS 685
2,490 2,460 2,410 2,390 2,290
Pl pulmonarius Pl Pulmonarius Pl ostreatus Pl eryngii Pl eryngii
PL. pulmonarius CCBAS480 CCBAS478 CCBAS459 CCBAS741 CCBAS789
CCBAS480
2,190 1,930 1,780 1,710 1,610
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Tab. 4 Porovnani vybranych vzorki s vytvofenou domaci databazi (pro metodu
pfimého pfenosu)

Vzorek (IC) Shoda s databazi (IC)
Pl calyptratus PL djamor PL djamor PL. djamor PL pulmonarius
PL calyptratus CCBAS450 CCBAS461 CCBAS666 CCBAS734 CCBAS480
CCBAS450
2,41 2,27 1,83 1,73 1,19
Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl. cornucopiae Pl eryngii
PIL. cornucocopiae CCBAS463 CCBASO675 CCBAS464 CCBAS465 CCBASS502
CCBAS463
2,34 2,26 2,12 1,8 1,29
Pl cystidiosus Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii
Pl cystidiosus CCBAS 461 CCBASS830 CCBASS515 CCBASS519 CCBASS518
CCBAS466
2,58 1,19 1,16 1,06 1,03
PL djamor Pl calyptratus PL djamor PL djamor Pl eryngii

CCBAS461 CCBAS450 CCBAS666 CCBAS734 CCBAS747
Pl djamor CCBAS461

2,46 2,33 2,05 1,8 0,93

PL dryinus PL cornucopiae Pl eryngii Pl eryngii Pl ostreatus

CCBAS467 CCBAS463 CCBAS754 CCBASS502 CCBAS467
Pl dryinus CCBAS467

2,5 1,38 1,36 1,34 1,32

Pl ostreatus Pl ostreatus Pl ostreatus Pl ostreatus Pl ostreatus

CCBAS462 CCBAS476 CCBAS757 CCBAS766 CCBAS684
Pl ostreatus CCBAS757

2,62 2,55 2,49 2,36 2,08

Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii

CCBASS831 CCBAS&g43 CCBASS819 CCBASS502 CCBAS685
Pl eryngii CCBAS 685

2,44 2,43 24 2,37 2,25

Metodou pifimého ptenosu bylo dosazeno vysSich skore shody, ne jenom u stejnych

vzork, ale celkové. Z metody ptimého pienosu je dosazeno vyssi homogenity spekter.
5.2.1 Robustnost metody MALDI

U vSech vzorkll byla ziskdna 2 MSP spektra, kterd vznikla za odliSnych podminek
ptipravy vzorku. Jedna sada MSP spekter vznikla ze vzorki, které byly naneseny na tercik
desticky pfimo z petriho misky paratkem. Druhd sada vznikla ze vzorka, které byly nejprve
CiStény etanolem a poté extrahovany do kyseliny mravenci a acetonitrilu, na desticku byl uz
aplikovan jen supernatant po extrakci. Pro zjiSténi robustnosti MALDI byla porovnana MSP
spektra z obou ptiprav. U porovnavani spekter dochazelo k vysokym hodnotdm skoére shody.

V Tab. 5 jsou znazornény shody MSP spekter IC metody s knihovnou MSP spekter metody
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extrakce FA pro vybrané vzorky 8 analyzovanych druhti. U vSech vzorki doslo ke spravné

identifikaci na druhové tirovni, u nékterych i rozliSeni v rdmci druht (viz 5.5).

Tab. 5 Vysledna skore z porovnani MSP spekter pfimého ptenosu a extrakce kyseliny
mravenci

Vzorek (IC) Shoda s databazi (extrakce FA)
Pl calyptratus Pl djamor Pl djamor Pl djamor Pl ostreatus
Pl calyptratus CCBAS450 CCBAS461 CCBAS666 CCBAS734 CCBAS462
CCBAS450
2,290 2,010 2,010 1,940 1,060
Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl. cornucopiae PL. eryngii
PL. cornucocopiae CCBAS463 CCBAS464 CCBAS675 CCBAS465 CCBAS238
CCBAS463
2,380 2,120 2,090 1,590 1,340
Pl cystidiosus Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii
Pl cystidiosus CCBAS 466 CCBAS785 CCBASS503 CCBASS507 CCBAS471
CCBAS466
2,220 1,380 1,300 1,270 1,200
Pl djamor Pl djamor Pl djamor Pl calyptratus Pl ostreatus
CCBAS666 CCBAS734 CCBAS461 CCBAS450 CCBAS476
Pl djamor CCBAS666
2,570 2,390 1,950 1,550 0,960
Pl dryinus Pl dryinus Pl dryinus Pl dryinus Pl ostreatus
CCBAS469 CCBAS468 CCBAS470 CCBAS467 CCBAST766
Pl dryinus CCBAS469
2,530 2,370 2,360 1,760 1,330
Pl ostreatus Pl ostreatus Pl ostreatus Pl ostreatus Pl eryngii
CCBAS474 CCBAS472 CCBAS692 CCBAS684 CCBASS843
Pl ostreatus CCBAS474
2,350 2,250 2,120 2,050 1,930
Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii
CCBAS471 CCBASS515 CCBASG652 CCBAS785 CCBASS507
Pl eryngii CCBAS471
2,540 2,460 2,360 2,340 2,280
Pl pulmonarius Pl Pulmonarius Pl eryngii Pl eryngii Pl eryngii
Pl pulmonarius CCBAS481 CCBAS478 CCBASS843 CCBAS637 CCBAS747
CCBAS481
2,430 1,540 1,410 1,320 1,290

5.2.2 Analyza slepych vzorku

Byly ndhodné vybrany 3 vzorky ze sbirky hub a bylo zaznamendno potadové ¢islo vzorku pro

zpétnou kontrolu. Z obou ziskanych sad MSP spekter byly vytvoteny dvé knihovny. Slepé
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vzorky byly pfipraveny k analyze obéma metodami, byla ziskdna spektra a ta pak byla
v programu Biotyper identifikovany podle vytvotenych knihoven. U vSech vzorkl 1 v obou
provedeni bylo dosaZeno spolehlivé identifikaci na druhové Grovni, nebylo dosazeno spravné

identifikaci na rovni kmeni. Vysledky identifikace zaznamenany v Tab. 6 a Tab. 7.

Tab. 6 Identifikace neznamych vzorka podle doméaci knihovny u metody extrakce
kyselinou mravenci.

Neznamy vzorek Shoda s databazi (extrakce FA) Vzorek podle ¢isla ze sbirky

PL. cornucopiae  Pl. cornucopiae Pl cornucopiae Pl. cornucopiae PL dryinus

y CCBAS465 CCBAS464 CCBAS463 CCBAS675 CCBAS467 .
1 (vzorek ¢islo 6) PL cornucocopiae CCBAS464

2,390 2,190 2,120 2,020 1,350
PL ostreatus PL ostreatus PL ostreatus Pl ostreatus Pl cornucopiae

2 (vzorek &islo  CCBAS473 CCBAS757 CCBAS476 CCBAS474 CCBAS477
17)

Pl ostreatus CCBAS692

2,310 2,110 2,010 1,950 1,710
PL djamor PL djamor PL djamor PL cabptratus Pl ostreatus
k ¢isl CCBAS666 CCBAS734 CCBAS461 CCBAS450 CCBAS692
3 (Vzog) asto PL djamor CCBAS461
2,660 2,540 2,320 1,770 0,930
Tab. 7 Identifikace neznamych vzorki podle domaci knihovny u metody pfimého
prenosu.
Neznamy vzorek Shoda s databazi (IC) Vzorek podle &isla ze sbirky
. . . . Pl
Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl cornucopiae Pl cornucopiae | i
CCBAS465  CCBAS464  CCBAS675 — CCBAS463 ~ Clrinopteatus
1 (vzorek ¢islo 6) CCBAS 691 PL cornucocopiae CCBAS464
2,340 2,200 2,150 1,790 1,150
Pl ostreatus Pl ostreatus Pl ostreatus PL ostreatus Pl ostreatus
& CCBAS473 CCBAS278 CCBAS476 CCBAS472 CCBAS692
2 (Vzolrjl)‘ cislo PI. ostreatus CCBAS692
2,520 2,460 2,100 2,030 2,030
PL. djamor PL djamor PL djamor Pl calyptratus Pl pulmonarius
k ¢isl CCBAS666 CCBAS734 CCBAS461 CCBAS450 CCBAS692
3 (VZO;’) “sio PL djamor CCBAS461
2,650 2,550 2,100 2,050 1,120

5.3 Ovéreni databaze

V radmci této prace byly vytvorené dvé domaci databaze pro 56 kmena rodu Pleurotus.
Pro ovétendi, jestli se dana spektra neshoduji s jiz dostupnou databazi hub, jsme nami ziskané
MSP spektra porovnali s databazi vldknitych dostupnou pro Biotyper, knihovna ,,Filamentous
Fungi library 1.0* obsahuje 365 MSP spekter. Pfi porovnani s ndmi ziskanymi MSP spektry

nebylo dosazeno vyssiho log skére nez 1,4.
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5.4 Druhova identifikace rodu Pleurotus

V rdmci rodu Pleurotus bylo analyzovano 56 rtiznych kment, které nalezely 9 druhtim.
Na zaklad¢ opétovné analyzy nékterych vzorka bylo ovéfeno, Ze je postup opakovatelny.
Mezi jednotlivymi druhy byly znatelné rozdilné dominantni piky a spektra celkové, pfi jejich
zpétné identifikaci dle ziskanych MSP spekter dochézelo k jednoznaénému rozliSeni

na druhové urovni.
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Obr. 7 Ptehled spekter 8 riznych analyzovanych druhii rodu Pleurotus ziskanych
po pfimém ptenosu bun¢k na desticku.
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Obr. 8 Prehled spekter 8 riznych analyzovanych druhii rodu Pleurotus ziskanych
po extrakci FA s homogenizaci.

Podle shlukové analyzy ziskanych MSP spekter byl vytvoren dendogram Obr. 9, ktery

znazoriuje piibuznost jednotlivych kment a odliSnost riznych druht.
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5.5 Identifikace v ramci druhu

Predmétem analyzy bylo nékolik kment od kazdého druhu, v Tab. 8 jsou zpracované
vysledky porovnani MSP spekter obou metod a na zékladé¢ shody zjiSténa UspéSnost
pro identifikaci druhu s mezni hodnotou logaritmického skore 2,299, kterou vyrobce urcuje
jako spolehlivou, v tomto rozmezi byla druhovéa shoda u 71 % vzorki, pfi mezni hodnoté
logaritmického skore 1,7 pak u 100 % vzork. Spravna identifikace kmenu pfi mezni hodnoté

1,7, to znamend, Ze kmen byl vyhodnocen na prvnim misté s nejvyssi shodou, byla u 51 %

vzorkd.
Tab. 8 Vysledky porovnani dvou sad MSP spekter.
Identifika druhu Identifikace Spravna
Druh Pocet kment mezni hodnota druhu mezni identifikace
2,299 hodnota 1,7 kmenu (mez 1,7)

Pl calyptratus 1 1 1 1
Pl citrinopileatus 1 0 1 1
Pl cornucopiae 6 1 6 5
Pl cystidiosus 1 0 1 1
Pl djamor 3 3 3 3
Pl dryinus 4 3 4 3
Pl eryngii 25 25 25 7
PL ostreatus 11 4 11 4
Pl pulmonarius 3 2 3 3

Celkem 55 39 (71 %) 55 (100 %) 28 (51 %)

V dendrogramu Obr. 10 je viditelnd podobnost kment Pleurotus ostreatus podle
vytvoienych MSP spekter, na Obr. 11 jsou vybrand spektra téchto kmenii pro znazornéni

rozdilt a podobnosti.
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Obr. 10 Dendogram na zakladé MSP spekter kmenl Pleurotus ostreatus.
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6 Diskuze

Houby jsou pfevazné konzumovany kvili jejich dietnimu slozeni, kvalitnim bilkovindm,
obsahu mineralnich latek a hlavné bioaktivnim latkdm jako jsou beta glukany, kterym je
pfisuzovan velmi pozitivni vliv na zdravi ¢lovéka (Manzi a Pizzoferrato 2000; Bach et al. 2017;
Li et al. 2017). RGzné rody a také druhy maji rozlisny obsah zadanych latek a tak se 1isi jejich
ucinky na lidsky organismus (Manzi a Pizzoferrato 2000; Adebayo et al. 2018). Jin¢ houby jsou
zase konzumovany kvili jejich chuti, naptiklad houby rodu 7Tuber (lanyZzi) jsou velice luxusnim
zbozim a tak dochézi k falSovani (El Karkouri et al. 2019). Nékteré jedlé Zzadané houby mohou
byt relativné snadno zaménény s jedovatymi druhy (Hebert et al. 2003; Shimomura et al. 2008).
Vzhledem k témto davodim je diilezité, aby byla co nejrychlejsi a nejdostupnéjsi metoda

spravné identifikace druhu.

V soucasnosti je nejvice pouzivana metoda ur¢ovani podle taxonomického kli¢e a metod
na zakladé DNA (Hebert et al. 2003; Sugawara et al. 2016; Crossay et al. 2017; El Karkouri et
al. 2019), autofi se ovSem shoduji, zZe tyto metody jsou financné i ¢asoveé narocné, rovnéz jsou
naro¢né na odbornost persondlu. Sugawara et al. (2016) si pfipisuji prvenstvi v analyze hub
pomoci MALDI, uvadéji, Ze tato metoda byla zatim uspésné aplikovana pouze na vlaknité
houby a kvasinky (Chalupova et al. 2014; De Carolis et al. 2014). OvSem Schmidt a Kallow
(2005) uz davno pied nimi usp€sné pouzili MALDI pro rozliSeni difevokaznych hub, na rozdil
od Sugawara et al. (2016), kteti pracovali s plodnicemi, analyzovali vzorky mycelia. Crossay
et al. (2017) jako prvni pfichazeji s alternativni metodou identifikace u arbuskomykorhiznich
hub na zaklad¢ proteomiky pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI — TOF. Ob¢ studie
potvrzuji hypotézu, ze houby Ize identifikovat metodou MALDI.

MALDI je v praxi bézné pouzivana pro identifikaci bakterii a kvasinek (Sugawara et al.
2016; Tomé et al. 2019) u kterych jsou ovéfené protokoly piipravy vzorki. Identifikace hub je
zatim ve fazi studii s vytvafenim domacich databazi a porovnavani metody s DNA
sekvenovanim, pfi¢emz se zpravidla drzi protokolu extrakce etanolem a kyselinou mravenci
v riznych modifikacich (Sugawara et al. 2016; Crossay et al. 2017; Beck et al. 2017; El
Karkouri et al. 2019). OvSem Tomé et al. (2019) porovnavaji razné€ protokoly extrakce, jako
tomu bylo vtéto diplomové praci. Ve studii zkouSeli extrakci kyselinou mravenci
s homogenizaci, extrakci kyselinou triflouroctovou s homogenizaci a metodu pifimého prenosu
bunck. V této diplomové praci i ve studii Tomé et al. (2019) byla ziskdna nejkvalitné;si
hmotnostni spektra metodou pfimého ptenosu bunck na tercik desticky. Metoda piimého
prenosu ma kromé nejlepsi spekter vyznamnou vyhodu v tom, Ze je podstatné rychlejsi,

a 1levnéjsi nez ptiprava vzorkil podle extrakénich protokoli.
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Sugawara et al. (2016) pomoci MALDI uspésné identifikovali plodnice jedlych druh
hub, které jsou podobné jedovatym druhiim. V této diplomové praci byl biologicky material
pro analyzu odebiran pouze z podhoubi kultivovanych hub na agaru, Sugawara et al. (2016)
naopak analyzovali voln¢ rostouci houby a porovnavali spektra ziskand zizolatd lamel
kloboukii a noh. U lamel byla ziskana lepsi spektra. Ve své studii ukazali, ze MALDI je
pouzitelna pro identifikaci volné rostoucich hub pomoci plodnic, vyhodou je rychlost podobna
jako identifikace na zaklad¢ taxonomického kli¢e a spolehlivost podobna analyze DNA.
Ve studii pouzili protokol extrakce kyselinou mravenci s homogenizaci sklenénymi kulickami
v oscilaénim mlyné, v budoucnu by bylo dobré zjistit aplikovatelnost pfimého prenosu bunék

u analyzy plodnice hub.

Crossay et al. (2017) se shoduji s touto diplomovou praci, uvad¢ji, ze pii hranici skore
1,7 1ze pomoci MALDI spolehlivé identifikovat houby na druhové Grovni. PiestoZe s touto
mezni hodnotou neur¢ili vSechny vzorky, uvadéji, ze u vzorki s mensim skére byl prvni
vysledek spravného druhu. Také uvadéji, Ze jsou vétSinou znatelné 1 rozdily v ramci druhti, coz
v této praci také, ale presto dochazelo k ¢ast¢ mylné identifikaci na kmenové Grovni. OvSem
ve studii Crossay et al. (2017) analyzovali mensi mnozstvi vzorki celkoveé 1 mensi mnozstvi
vzorkl jednoho druhu. U druht s mensim poctem kment (PL djamor, Pl. dryinus) dochazelo
v této praci take ke spravné identifikaci kment, u druhii P/. eryngii, kde bylo 25 rtiznych kmenti
nebo PL ostreatus vétSinou spravna identifikace kmenu neprobchla. Rozdilnost jejich studie

také byla v tom, ze analyzovali spory, v této studii bylo analyzovano mycelium.

JiZ né€kolik studii uvedlo, ze MALDI je vhodna metoda pro identifikaci hub na druhové
urovni (Schmidt a Kallow 2005; Sugawara et al. 2016; Crossay et al. 2017; Beck et al. 2017;
Tomé et al. 2019), nékteré uvadéji i rozliSnost v rdmci druht (Schmidt a Kallow 2005; Crossay
et al. 2017), Crossay et al. (2017) tvrdi, ze nékteré t€zko rozliSitelné kmeny, jsou kvili silné
pribuznosti pomoci DNA sekvence tézko rozliSitelné, jsou naopak proteinovym hmotnostnim
spektrem rozliSitelné dobfe. Nekteti autofi tak metodu MALDI oznacuji jako vhodnou
doplitkovou metodou k tradiénim metodam na zdklad€ morfologickych znaki a DNA (Beck et
al. 2017). Né&kteii autofti MALDI dokonce oznacuji jako vhodnou alternativni metodu

pro urcovani hub (Crossay et al. 2017).

Na rozdil od piedchozich studii nebyl v této praci bran ohled na staii kultivované¢ho
podhoubi (Crossay et al. 2017; Tomé et al. 2019). Autofi vyhodnotili, Ze stafi ma vliv na kvalitu
spekter. Tomé et al. (2019) uvadé&;ji, ze nejlepsi spektra byla ziskana z ¢erstvych kultur (5 az 10
dni star¢). V této praci byly pouzity vzorky péstované na agaru po dobu 14 dni. A nékteré byly

analyzovany opakované v ¢asovém rozestupu az 30 dni. Staifi mycelia nemélo zasadni vliv
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na kvalitu spekter. V nékterych ptipadech, zejména u rychle rostoucich kment, dochazelo
k vysrazeni vlhkosti v petriho misce, piimy ptenos se tak staval komplikovanéjsi. Obdobné
u kment, které rostly pomaleji bylo obtizné odebrat dostatecné mnozstvi vzorku pro analyzu,
coz také mohlo zplsobit horSi kvalitu spekter. Zvodnatélé mycelium limitovalo metodu
pifimého ptenosu bunék, malo narostlé mycelium naopak limitovalo spiSe metodu extrakce

kyselinou.

V této diplomové praci nebyla metoda MALDI porovndvana s jinou identifikacni
metodou, ale byla ovéfovana robustnost metody v zavislosti na protokolu extrakce. Jenom tato
prace a Tomé et al. (2019) ovétovala vice zpiisobt extrakce. Tato prace je jedine¢nd v tom, Ze
porovnava MSP spektra ziskana dvéma zpiisoby. Spektra kazdého vzorku byla mezi sebou
porovnana a byla zjisténa mira shody u kazdého vzorku. VSechny vzorky se se 100% tspéSnosti
shodovaly na druhové trovni (mezni hodnota 1,7), v nckterych pripadech byla i shoda
u konkrétnich vzorkli (51 % kmentt). Toto zjisténi by bylo obzvlasté ptinosné, kdyby byla vyssi
kvalita spekter ziskanych po extrakci kyselinou mravenc¢i a proto (nebo zjiného diavodu)
by zékladni knihovna spekter byla vytvoiena z takto pfipravenych vzorkd, potom bychom
vedeli, ze pti nedostatku ¢asu je mozné udélat rychlou a spolehlivou identifikaci druhu pouze
pomoci pfimého pienosu. Vytvoieni dostupnych databazi MSP hub a jejich stalé rozSifovani
a aktualizace jsou vyznamnym krokem bez které¢ho se biotyping hub nebojede (Sugawara et al.
2016; Tomé et al. 2019).
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7 Zavér

V diplomové prace byla zjiStovéana aplikovatelnost metody MALDI na identifikaci
jedlych hub, konkrétné 56 kment 9 druhii rodu Pleurotus. Hypotéza prace byla potvrzena,
na zaklad¢ shlukové analyzy a log skore jednotlivych spekter bylo potvrzeno, ze metoda
produkuje druhové specificka spektra. Slepé vzorky byly spravné druhové identifikovany.
Cilem prace bylo optimalizovat ptipravu vzorkl. Na zéklad¢ dostupné literatury byly testovany
rizné protokoly, nejkvalitnéjsi spektra byla ziskana extrakci etanolem a kyselinou mravenci
s homogenizaci vzorku v oscilaénim mlyné a metodou pfimého pfenosu bun€k na desticku.
Vyznamné zjisténi prace bylo to, Zze spektra metody pifimého pienosu, ktera je jednoznacné
nejrychlejsi, nejjednodussi i nejlevnéjsi, jsou velice kvalitni, nejhomogennégjsi, a navic

kompatibilni se spektry ziskanych extrakci kyselinou mravenci s homogenizaci vzorku.

V soucasné dobé je metoda a vytvoiena databdze vyuzitelnd vSude tam, kde nejsou
k dispozici houby v jejich produkéni formé — nemaji plodnice a podle morfologickych znaki je
nelze rozlisit — sbirky a komercni dodavatelé mycelii. Metoda mtze dobte poslouzit 1 jako
validacni metoda pii ndkupu nebo distribuci hub ze sbirek. Do dalSich studii bych doporucila
rozSifeni databaze o vzorky z raznych ¢asti plodnice spor a jejich porovnani, dale vytvoieni

databazi MSP spekter hub a jejich rozsifovani.
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11 Seznam zKkratek
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CCBAS

DBH
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FA

FAO

HABA

CHCA

IC

MSP

OR

PCR

RNA

SA

TFA

arbuscomykorhizni

sbirka kultur basidiomycéta

2,5-dihydroxybenzoova kyselina

deoxyribonukleova kyselina

kyselina mravenci

Organizace pro vyZzivu a zem&délstvi Spojenych narodii
4'-hydroxyazobenzen-2 - karboxylova kyselina
a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina

LIntact cell — ptimy pfenos bunék

hlavni referen¢ni spektrum

organické rozpoustédlo

polymerazova fetézova reakce

ribonukleova kyselina

sinapova kyselina, 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskotficova kyselina

kyselina trifluoroctova
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