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Abstrakt

Diferencni proteomika se zabyva studiem zmén v proteomu buniky pied a po
definovaném plisobeni na buiiky. Abychom ziskali celkovy nahled na proteom, je nutné
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identifikace peptidi a proteint, tak z hlediska kvantifikace pro cilenou diferen¢ni
proteomickou analyzu. Kromé toho se testovalo, zdali se miize gradientova HPLC-UV
vyuzit pro kvantifikaci peptidi ve vzorcich po proteolytickém Stépeni. Dosli jsme
k zavéru, Zze gradientova HPLC-UV je vhodna pro kvantifikaci peptidti a zavislost
mnozstvi peptidl a odezvy na UV detektoru je linedrni a reprodukovatelna. Omezenim
metody je pouze pozadavek, ze je nutné pripravit vlastni kalibra¢ni zavislost pro riizné
typy vzorkl peptidd, tj. jednoduchy peptid, peptidy nastépépené z jednoho proteinu
nebo komplexni smés nastépena z celého lyzatu vybraného materialu. Optimalizovana

metoda je vyuzitelna.
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CILE PRACE

Teoreticka ¢ast
Vypracovani literarni reSerSe z oblasti 2-dimenziondlni chromatografie, hmotnostni
spektrometrie, spojeni separacnich technik s hmotnostnim spektrometrem a diferencni

proteomiky.

Prakticka ¢ast
Optimalizovat podminky (pocet frakci, typy gradientovych eluci a typy experimentéalnich
ptistupti) pro identifikaci a kvantifikaci co nejvétsiho poctu proteini. Porovnat moznosti

pouzitych frakcionaénich postupi.



1 UVOD

Diferenéni proteomika se zabyva studiem zmén v proteomu bunky pted a po definovaném
pusobeni na buiikky. Abychom ziskali reprezentativni ndhled na proteom bunky, je
dilezité ziskat kvalitativni a nésledné kvantitativni informace 0 co nejvétsim poctu
proteinii nachézejicich se v bufice v okamziku zpracovani. Proteom je obecné velmi
komplexni vzorek obsahujici az jednotky tisic proteinii a pro jejich identifikaci je nutné
vyuziti  vysokorozliSovacich separa¢nich metod, pfipadné¢ jejich kombinace
do vicerozmérnych postupt. Jednorozmérna analyza nedokaze dosahnout v analyze
proteomu takové hloubky jako vicerozmérna analyza.

Pro studium proteomickych vzorkt jsou dtlezité jak metody, jez vzorky separuji,
tak metody slouzici pro identifikaci a kvantifikaci. K separaci se diive vyuZivaly
elektroforetické = metody. Dnes je oblibengj§i metodou chromatografie,
kterou lze provadét riznymi zptsoby a jez dokaze analyty délit dle riznych vlastnosti.
V poslednich letech se pro proteomické vzorky vyuzivaji vicerozmérné analyzy.
Do poptedi jde hlavné dvoudimenzionalni chromatografie. Kombinuji se rtizné metody
a zjistuje se jejich ortogonalita. Nejlepsi ortogonalitu maji metody, jez separuji vzorky
dle tplné odlisnych vlastnosti. Diky separaci 1ze poté dojit k vysSimu poctu identifikaci.
Jsou identifikovany i malo abundantni proteiny, které byly v jednorozmérné analyze
piekryvany vice abundantnimi proteiny a neztraceji se. ZlepSeni lze pozorovat
i u kvantifikace.

K identifikaci a kvantifikaci se vyuziva piedevsim hmotnostni spektrometrie.
Proteiny se dfive kvantifikovaly pomoci hmotnostnich znacek. Jelikoz je tento pfistup
velmi nékladnou zalezitosti, zaCal se vice rozvijet label-free pfistup. V ném se
nevyuzivaji znacky a v dnesni dob¢ je uz vyvinuto nékolik metod riznych principt.
Je v8ak potvrzeno, ze nejlepSich vysledkil 1ze dosdhnout spojovanim a kombinovanim

téchto label-free ptistupii pro kvantifikaci.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Proteomika

Proteomika je obor zabyvajici se analyzou proteomu. Tento termin poprvé pouzil v roce
1990 australsky vyzkumnik Marc Wilkins. K rozvoji proteomiky pfispéli zejména védci
zabyvajici se dvoudimenzionalni gelovou elektroforézou, ke kterym se pftidali
bioinformatici a experti z hmotnostni spektrometrie. V kombinaci s genomikou byly
vytvofeny prvni proteomické pfistupy, které byly zalozeny na hmotnostni analyze
proteinll izolovanych z gelu po separaci dvoudimenzionalni gelovou elektroforézou.
Kritickym bodem byl objev novych ionizacnich technik (ionizace elektrosprejem,
ionizace laserem za pfitomnosti matrice), které zlepsily citlivost a pfesnost hmotnostnich
analyz. (Lovri¢, 2011)

Proteom mutzeme brat jako soubor moznych produktii genu — proteinti. Proteom
tedy vychazi z genomu, avSak nemuzeme fict, ze by proteom byl jednodussi nez genom.
Opak je pravdou. Produktem jednoho genu je protein, ktery miize byt syntetizovan
v mnoha formach liSicich se strukturou, lokalizaci i funkci. Navic neni pravidlem,
ze V kazdé bunce dochazi k expresi vSech gent. Existuji geny, jejichz produkty jsou
nepostradatelné pro organismus diky své funkci, tudiz k jejich expresi dochazi ve vSech
bunkach. Na druhou stranu je zde fada genu kodujicich vysoce specializované proteiny,
k jejichz expresi dochazi pouze ve specializovanych bufikach. Také samotna exprese
gentl je razna. Nékteré proteiny jsou syntetizovany ve velkém mnozstvi (10%-10% molekul
proteinu na buriku) a nékteré v mnozstvi malém (10'-102 molekul proteinu na bufiku).
Existuje tudiZ jeden genom, ale mnoho proteomu. V proteomice se tedy pracuje s velmi
slozitymi vzorky, k jejichz analyze je potfeba spolehliva, piesna a rychla metoda, kterd je
schopna poskytnout jak kvalitativni, tak kvantitativni informace o proteinech
v analyzovaném vzorku. (Liebler, 2002)

Proteomicky vyzkum se vyuziva v mnoha oblastech. Ptikladem je farmacie,
pii které je dulezitd rychld identifikace novych 1éCiv v transformovanych bunécnych
liniich a v poskozenych tkanich. Proteomika se pouziva v toxikologii pfi studiich in vitro
i in vivo a pii zjistovani vedlejSich ucinkd riznych latek. Vyznam ma predevsim
Vv klinickych laboratotich, kde je potieba srovnavat vzorky od zdravych a nemocnych
jedinct a vzorky nemocnych a lé¢enych pacientll. V télnich tekutindch jsou neustale
vyhledavany nové markery pro rizné typy nemoci, které jsou dilezité pro jejich
diagnézu, monitorovani prubéh a 1écbu. Proteomickymi metodami lze charakterizovat
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I posttransla¢ni modifikace analytii. V neposledni fad¢ je zde mikrobiologie ¢i rostlinny
vyzkum, kde je proteomika nepostradatelnou soucasti béznych experimentd.

(Westermeier et al., 2008)

2.2  Proteomické metody

Proteomické metody mizeme rozliSit na dvé zakladni skupiny. Prvni z nich je skupina
metod slouzicich kseparaci proteini ¢i  peptidd. V této skupiné Ize najit
polyakrylamidovou gelovou elektroforézu (PAGE), dvoudimenzionalni gelovou
elektroforézu (2-DE) ¢i kapalinovou chromatografii (LC), pfi¢emzZ nejvice pouzivanymi
technikami kapalinové chromatografie jsou iontoméniCova chromatografie, afinitni
chromatografie a chromatografie na reverzni fazi. Dalsi metody slouzici k separaci jsou
izoelektricka fokusace (IEF) a nativni elektroforéza. Tyto metody maji vSak v praxi velmi
specifické vyuziti, naptiklad pro analyzu proteinovych komplexti. Druhou skupinou
proteomickych metod je skupina zabyvajici se samotnou identifikaci, poptipadé
kvantifikaci rozseparovanych analyt. Zde naprosto dominuje hmotnostni spektrometrie.
(Hunter et al., 2002) Nesmi se zapominat na metody slouzici k izolaci, ¢iSténi, odsolenti,
zakoncentrovani ¢i modifikaci proteint/peptidl, které jsou nedilnou soucasti celého
pracovniho procesu, avSak pro nase ucely neni tfeba je dale charakterizovat.

Nejcastéji jsou k identifikaci a kvantifikaci proteini v proteomice vyuzivany
peptidy, jez vzniknou chemickym ¢i enzymatickym $tépenim pivodniho vzorku. Proteiny

mohou byt Stépeny pred separacnim krokem nebo po separaci vzorku vzdy

STEPENI

PROTEINOVA ———— PEPTIDOVA
SMES SMES _z hx
% 7t
B~ A\ N\ l\ \._>
SEPARACE SEPARACE

N STEPENI
PROTEINY ————o3% PEPTIDY ey VS ANALYZA

|

MS DATA

S

IDENTIFIKACE KVANTIFIKACE

Obr. 1 Prubéh analyzy vzorku proteinové smési béhem proteomického vyzkumu (ptevzato
a upraveno z Liebler, 2002).
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pred hmotnostni analyzou (Obr. 1). I pfesto, ze jsou moderni spektrometrické pfistroje
schopny analyzovat intaktni proteiny, je pro proteomické experimenty §tépeni vyhodné
hned ze tii divodd. Prvnim divodem je skutecnost, ze ¢im vétsi hmotu protein ma,
tim vyssi je pravdépodobnost chyby v méfeni. Vice chyb znamena pro analyzu vétsi
nejistotu ve stanoveni identifikaci. Druhym diivodem je velikost a hydrofobicita proteind,
coz jsou parametry, které¢ v nékterych ptipadech, pokud je protein velky a ma vysokou
hydrofobicitu, znemoziuji MS analyzu v intaktni formé proteinu. Poslednim diivodem je
fakt, Ze citlivost méfeni hmoty intaktniho proteinu neni tak dobré jako citlivost pfi méteni
hmoty peptidi. (Liebler, 2002)

V proteomice se nejcastéji setkdvame S enzymatickym Stépenim. Jednim
z nejpouzivanéjSich enzymi pro proteolytické Stépeni proteinovych vzorkd je trypsin
(EC 3.4.21.4). Trypsin svym S$tépenim dokaze vytvorit jednotky az desitky peptida
Vv zavislosti na velikosti §t€épeného proteinu a vzorky pro proteomickou analyzu proto
mohou obsahovat n€kolik stovek az tisicti peptida (Cargile et al., 2004). Pocet proteinti
a po proteolytickém stépeni i pocet peptidi je velmi vysoky (tisice az desetitisice).
Obrovskou komplexnost proteomu zvySuje 1 skutecnost, kolik proteini podléha
posttransla¢nich modifikacim. Separace a analyza tak komplexni smési vyzaduje pouziti
multidimenzionalnich separacnich technik jako je dvoudimenzionalni gelova
elektroforéza nebo dvoudimenziondlni vysokoucinnd kapalinova chromatografie.
(Mitulovi¢ et al., 2004) V minulosti se v proteomickém vyzkumu nejvice pouzivaly
imunochemické metody a western blotting. Tyto metody jsou vSak limitovany
dostupnosti a cenou specifickych protilatek. Také Ize v jednom experimentu testovat
pouze nékolik proteinti, proto nejsou tyto metody vhodné pro studium komplexnich

vzorkl a vyuzivaji se spiSe v analyze specifickych proteini. (Norden et al., 2002)

2.3 Proteomické separa¢ni metody

2.3.1 Gelova separace, elektroforéza

Gelova separace je zalozena na pohybu pozitivng i negativné nabitych iontt v elektrickém
poli. Pfi pohybu molekul zavisi na tvaru i velikosti ¢astic, na ndboji a typu gelu. Navic je
pohyb molekul ovlivnén i zvolenym napétim, kdy vysoké napéti zpiisobuje rychlejsi
pohyb, coz znamena Casové méné naro¢nou analyzu. AvSak je tieba brat v potaz,
ze rychlejsi pohyb v gelu miZe mit Spatny vliv na samotnou separaci latek a separace

nemusi byt tak pfesna jako v pfipadé mensiho napéti. (Pingoud et al., 2002)
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Obr. 2 Princip zékladnich druhti gelové separace: A-zonova elektroforéza pii konstantnim pH
(Rx — reten¢ni faktor analytu x, Ry — reten¢ni faktor analytu y, R, — reten¢ni faktor
analytu z), B-izotachoforéza za rozdilném pH elektrolytu s vedoucimi ionty
a elektrolytu s koncovymi ionty (T° - koncové ionty, L~ - vedouci ionty),
C-izoelektricka fokusace s pH gradientem (plx — izoelektricky bod analytu x, ply —
izoelektricky bod analytu y, pl; — izoelektricky bod analytu z). (pfevzato a upraveno
z Pingoud et al., 2002)

Obecné lze rozlisit tfi zakladni typy separace v gelu (Obr. 2). Prvnim
nejjednodussim typem je zonova elektroforéza. Vzorky jsou do gelu nanaSeny v malych
objemech a analyty se rozd€luji dle svych vlastnosti do zon. Vysledkem by mély byt
od sebe dobie rozliSitelné zony (bandy, spoty) odpovidajici jednotlivym analytim.
(Westermeier et al., 2008) Dalsim typem je izotachoforéza. Tato metoda spoc¢iva v déleni
vzorku, ktery je umistén mezi vedouci elektrolyt s vedoucimi rychle se pohybujicimi
ionty a koncovy elektrolyt, ktery obsahuje pomalu se pohybujici ionty. Analyty ve vzorku
se rozde€luji dle svych mobilit, kdy nejrychlejsi putuji blizko vedoucim iontim
a nejpomalejsi jsou blizko koncovych iontd. U izotachoforézy tedy neni pouzit
homogenni pufrovaci systém, tak jako se vyuziva u zénové elektroforézy, ale systém
diskontinualni. (Pingoud et al., 2002) Poslednim typem je izoelektricka fokusace, ktera se
vyuziva k separaci amfoternich molekul v pH gradientu. Izoelektrické fokusaci je

vénovana kapitola nize.
2.3.1.1 Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Polyakrylamidova gelova elektroforéza je jednoznacn€ nejpouzivangjsi gelovou
elektroforetickou separa¢ni metodou. Gely jsou tvofeny polymeraci monomerniho

akrylamidu. K zesitovani se vyuziva bis-akrylamid. Koncentraci obou latek se urcuji
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zakladni vlastnosti gelu, jako jsou velikost Castic, pruznost, pevnost ¢i hustota.
(Lovri¢, 2011)

Pro proteiny se nejvice vyuziva diskontinualni zénova polyakrylamidové gelova
elektroforéza. Metoda ptvodné pochazi od autorii Ornstein a Davis, avSak zakladni
princip byl rtizn¢ modifikovan. Nejvétsi prilom méla studie Laemmliho (1970), ktera
predstavila tzv. SDS-PAGE (polyakrylamidova elektroforéza v ptitomnosti
dodecylsiranu sodné¢ho) metodu. Mimo to, ze se zde klasicky vyuziva zaostfovaci gel
k zaostfeni analytd a délici gel k jejich dé€leni, které se 1isi jak velikosti Castic gelu,
tak hodnotou pH, je zde navic pfitomna latka dodecylsiran sodny (SDS) v koncentraci
0,1 % (See a Jackowski, 1989). SDS je detergent, ktery se vaze na proteiny a denaturuje
je, diky ¢emuz jsou proteiny rozdélovany pouze dle velikosti a nezavisi zde na jejich
naboji. Diky tomu se zde vytvaii linearni vztah mezi molekulovou hmotnosti proteinu
ajeho pohyblivosti v gelu. (Lovri¢, 2011) Tato metoda se vyuzivala i pro peptidové
mapovani (Schagger a Jagow, 1987).

2.3.1.2 Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace (IEF) ma v proteomice velké vyuziti. Nejenze je prvni dimenzi
pro dvoudimenzionalni gelovou elektroforézu, vyuziva se i pro pre-frakcionaci
komplexnich proteinovych vzorkid podle naboji. Nakonec ji lze vyuzit misto
iontoménicove chromatografie pro multidimenzionalni separaci.
(Westermeier et al., 2008)

Izoelektricka fokusace pracuje s amfoternimi molekulami. Jsou to molekuly
obsahujici jak kyselou, tak bazickou skupinu a tyto skupiny se protonuji/deprotonuji
na zékladé hodnoty pH. Nejznaméjsi amfoterni molekuly jsou pravé aminokyseliny,
atedy i peptidy a proteiny. Zakladnim principem izoelektrické fokusace je pohyb
amfoternich molekul v elektrickém poli v pH gradientu, kdy se molekuly nabiji
na zaklade¢ toho, jaké pH je v zoné&, ve které se pravé nachéazeji. Na zadklad¢é néboje poté
migruji elektrickym polem ke katodé ¢i anodé az do chvile dosazeni tzv. izoelektrického
bodu (pl). V tomto bodu dochazi ke zneutralizovani amfoterni molekuly. Naboje se
vyrovnaji a amfoterni molekula se zda byt navenek negativni, tudiz neputuje ani ke katodé
ani k anodé a zlistava v zoné svého izoelektrického bodu (pH=pI). Pokud by se molekula
Z této zony dostala, okamzZité by se nabila a vratila zpét. Tento d€j se nazyva fokusacni
efekt. Diky tomu, Ze kazda amfoterni molekula ma izoelektricky bod odlisny, se molekuly
rozseparuji v gelu a daji se poté i samostatné identifikovat. (Righetti, 1983)

15



2.3.2 Chromatograficka separace

Chromatograficka separace je zaloZzena na fyzikalnich a chemickych interakcich
jednotlivych slozek smési s mobilni (rozpoustédlo) a se staciondrni (naplit kolony) fazi.
V mnoha pftipadech jsou slozky eluované z kolony monitorovany detektorem
pro kvalitativni identifikaci ¢i kvantitativni stanoveni (Hupe, 1985).

Obecné se nejvice setkavame s kapalinovou a plynovou chromatografii.
U kapalinové chromatografie je faktorem, ktery nejvice ovlivituje chromatografickou
separaci, zvolena mobilni faze a jeji sloZeni (Reese et al., 1996). Na separaci metodou
plynové chromatografie ma naopak nejvétsi vliv zmeéna stacionarni faze (Kovats, 1958).
I ptes fadu vyhod, kterymi se plynova chromatografie pysni, je tato separace omezena na
latky, které 1ze ptevést do plynného stavu, a to bez rozkladu a za piijatelnych podminek.
Proto se v proteomice setkavame vyhradné s kapalinovou chromatografii a plynova
chromatografie je pouzivana pro analyzu jinych organickych latek. Z technik kapalinové
chromatografie se pro separaci proteint a peptidii nejvice vyuzivaji tyto: iontomeénicova
chromatografie, chromatografie na reverzni fazi, afinitni chromatografie a gelova filtrace.
(zakladni charakteristika Tab. 1)

V mnoha piipadech je vyhodné znat chovani peptidi na kolon¢ béhem
chromatografic a odhadnout retenci peptidu, coz pfispiva K jejich identifikaci
z LC-MS-MS dat (Mant a Hodges, 2006). Pokud je tedy dopiedu vypocten teoreticky
retencni Cas peptidu, miiZze se porovnavat s experimentalnim retenénim ¢asem a prispét

k peptidové identifikaci, ¢imz mizeme eliminovat pozitivni chyby. (Petritis et al., 2003)

Tab. 1 Zakladni charakteristika nejvice pouzivanych technik kapalinové chromatografie
V proteomice (pfevzato a upraveno z Westermeier et al., 2008).

. lontoménidova  Chromatografie na Afinitni Gelova
Technika - e - ; filtrace
chromatografie reverzni fazi chromatografie
Separacni S .. P :
P naboj hydrofobicita specifita ligandu ~ Velikost
vlastnost
Névrat vzork , , ) . T
vrat vZorku z vysoky vysoky velmi vysoky roziedény
kolony
Mnozstvi )
naneseného velké stiedni velké malé
vzorku
Schopnost i ano i ano
odsolit vzorek
aSenlivost . , .. , , ;
Sna§en 1VOs velmi dobra limitovana excelentni dobra
surového vzorku
Tékavy pufr ne ano ne mozna
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Mezi zakladni parametry, které se pro charakterizaci chovani analytu na koloné
pocitaji, patii relativni retencni ¢as trel (1) a retencni faktor k (2). Relativni reten¢ni ¢as
ziskame vypoctem z absolutniho retencniho ¢asto tr, reten¢niho ¢asu referencni slozky
tref a Casu to, za ktery slozka projde kolonou bez zadrzeni. Reten¢ni faktor zavisi
naretencnim cCase tr a Cace to, za ktery slozka projde kolonou bez zadrzeni.

(Herzler et al., 2003)

_ tr—tg
trel - tref—to (1)
k = (tr—to) (2)
to
2.3.2.1 lontoménic¢ova chromatografie

Iontoménicova chromatografie (IEX) je v proteomice jedna z nejpouzivangjSich technik
kapalinové chromatografie. Pomoci iontoméni¢ové chromatografie 1ze peptidy separovat
podle jejich naboje (Obr. 3). Po zachyceni na koloné jsou peptidy eluovany pomoci
gradientu soli ¢i gradientu pH v elu¢nim pufru (Zhou et al., 2007). Tato metoda je schopna
rozeznat dva naprosto stejné proteiny liSici se pouze v jediné jinak nabité aminokyseling.
Celkovy naboj proteinu, dle které¢ho se pii IEX proteiny separuji, zavisi na postrannich
fetézcich aminokyselin, na C-konci a N-konci, na navazanych iontech a prostetickych
skupinach. Naboj proteinu urcuje i pH roztoku, ve kterém je protein rozpusStén (hodnoty
pKa). Obecné rozlisSujeme dva typy IEX. Prvni typ je schopen zachytavat zdporn¢ nabité
proteiny, jelikoz jsou na matrici v kolon€ navazany kladné nabité skupiny (napft. kvartérni
dusik, diethylaminoethyl). U druhého typu obsahuje povrch matrice v koloné zadporné
nabité¢ skupiny (napf. sulfopropyl, karboxymethyl), a proto vychytdva kladné nabité
proteiny. (Westermeier et al., 2008)

lontoménicovd chromatografie se v proteomice pouzivda v prvni dimenzi
dvoudimenziondlni chromatografické separace. VétSinou nasleduje chromatografie
na reverzni fazi a nakonec hmotnostni spektrometrie. Ortogonalita tohoto spojeni vSak
neni idealni. Vytvaii se klastry peptidi se stejnym nabojem (nejcastéji naboj +2 a +3),

které jsou eluovany v relativné uzkém retencnim okénku (Delmotte et al., 2007).

2.3.2.2 Hydrofilni chromatografie

Hydrofilni chromatografie (HILIC) je velmi podobna klasické chromatografii. Mobilni

faze je tvofena vodnym roztokem s vysokym obsahem organického rozpoustédla, zatimco
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Obr. 3 Prubéh iontoménicové chromatografie, pii které se zachytavaji na kladné nabité stacionarni
fazi zaporné nabité proteiny (pfevzato a upraveno z Westermeier et al., 2008).

stacionarni faze je hydrofilni. Eluované peptidy maji opacné potadi neZ u chromatografie
na reverzni fazi, pfi které jsou sefazeny dle zvySujici se hydrofobicity. Je to dano tim,
ze hydrofilni peptidy jsou polarni staciondrni fazi zadrzovany del§i dobu neZ peptidy
hydrofobni. Tato metoda efektivné separuje malé polarni slouceniny na polarni
stacionarni fazi. Je velmi podobna chromatografii na normalni fazi s jednou odliSnosti.

Chromatografie na normalni fazi pouziva nevodnou mobilni fazi, zatimco mobilni faze
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hydrofilni chromatografie je tvofena smési vody s organickym rozpoustédlem. (Alpert,
1990) Pocet komeréné dostupnych kolon pro hydrofilni chromatografii ve smyslu slozeni
sice neustéle roste, ale obecné neni riiznorodost kolon na trhu nijak velkd. Mezi Casto
pouzivané polarni stacionarni faze patifi diol, nemodifikovany Silikagel nebo
polyvinylalkohol, jeZ pouzili ve svém vyzkumu kolegové Quiming et al., 2007a; Quiming
et al., 2007b a Quiming et al., 2008. Seznam stacionarnich fazi pouzivanych pro

hydrofilni chromatografii miizeme najit v praci kolegii Hemstrom a Irgum, 2006.

2.3.2.3 Chromatografie na reverzni fazi

Chromatografie na reverzni fazi (RP) v poslednich letech dosahuje stejného vyuziti jako

chromatografie iontoméni¢ova. Nazev vyplyva z reverzniho fazového systému, kdy je
stacionarni faze nepolarni a mobilni fdze polarni, coZ u jinych chromatografickych
separaci neni pouzivano (srovnani s chromatografii na normalni fazi Tab. 2).
Oproti jingym chromatografiim je stacionarni faze tvofena alkylovymi fetézci s chemicky
navdzanymi funkénimi skupinami (Obr. 4). Velkou vyhodou je nizky ekvilibraéni Cas
kolony, snadna eluce (vétSinou gradientovd) a dlouhd zivotnost kolony. (Howard
a Martin, 1950)

Pro chromatografii na reverzni fazi se jako napln do kolon vyuziva porézni
grafitizovany uhlik (PGC). Metodu ptipravy porézniho uhliku popsali kolegové Gilbert
et al. (1982). Je stabilni, odolny, inertni a zajiStuje rychly transfer analyt z a do Castic
gelu (Kaur, 1990; Bassler a Hartwick, 1989). Nékdy se PGC néplné€ nazyvaji jako super-
reverzni faze. (Bassler a Hartwick, 1989; Forgacs et al., 1993)

Tab. 2 Srovnani zakladni charakteristik chromatografie na normalni f4zi a chromatografie na
reverzni fazi (prevato a upraveno z Pingoud et al., 2002).

Chromatografie

Parametry na normalni Chromatografie na reverzni fazi
fazi
Material . Cs. Cs. C
4, Cg, C1s
kolony SIOz, A|203
Rozpoustédlo hexan. toluen voda (pufr)
vzorku
vex ethylacetat,
Rozpoustédlo aceton voda/methanol, voda/acetonitril
pro eluci L
acetonitril
Potadi eluce nepolarni a polarni a poté nepolarni
poté polarni
stoupajici o
Polarita (zezacatku klesajlcl _
gradientu hexan, pfibyva (zezacatku voda, pfibyva smési voda/methanol)
ethylacetat)
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Mobilni faze se skladd zvodné Casti a organické casti. Nejcastéji se jako
organickd slozka pouzivd methanol, acetonitril, vys§i alkoholy, dioxan nebo
tetrahydrofuran. V tomto potadi také stoupa eluéni sila. Nesmi se vSak zapominat na
vodnou ¢ast, jejiz obsah ma také vliv na retenci analytii. Obecné je pravidlem to, ze ¢im
vy$si procento vodné ¢asti v mobilni fazi je, tim jsou analyty na koloné zadrzovany déle.
Takze k postupné eluci analytii jsou snizovany procenta vodné ¢asti a zvySovany procenta
organické c¢asti. (Karch et al., 1976)

Retence analytt u RP-LC zavisi na hydrofobnich interakcich mezi
hydrokarbonovou kolonou a peptidy. U RP-LC obecné plati pravidlo, ze ¢im ma peptid
vys8i hydrofobicitu, tim vice je zadrzovan na koloné. (Meek, 1980) Hydrofobni interakce
se tvofi mezi nepolarnimi molekulami ¢i nepolarnimi ¢astmi amfipatickych molekul.
Do hydrofoébnich interakci zahrnujeme elektrostatické interakce, vodikové mustky a Van
der Waalsovy sily. (Liu et al., 2006)

Chromatografie na reverzni fazi muze byt vyuzita ke studiu povrchovych
interakci peptidu ¢i proteinid. Pomoci této chromatografie je mozno sledovat ovlivnéni
a stabilizaci amfipatickych Sroubovic proteinit v hydrofobnim prostfedi. Hydrofobni
interakce mezi polypeptidy a nepoldrni stacionarni fazi (typicky alifatické alkylové
fetézce pripevnéné na kiremikové opote) se mohou obdobné vytvaret i mezi nepolarnimi

residui  stabilizujicimi tercidlni strukturu proteinové molekuly (intraproteinové
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Obr. 4 Piiklad stacionarni faze pouzivané pro chromatografii na reverzni fazi (pfevzato
a upraveno z Neue, 2000)
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interakce). Tudiz zadrzeni peptidu/proteinu v koloné je zavislé i na jejich konformacni
stabilit¢. (Sereda et al., 1995)

Efekt hydrofobicity peptidu na jeho chromatografické separaci na reverzni fazi
je velky. Velmi zalezi na aminokyselinovém slozeni peptidu. Obecné také plati pravidlo,
ze aromatické a alifatické postranni fetézce aminokyselin maji pozitivni efekt na retenci.
Naopak neutralni a polarni aminokyseliny efekt nemaji zaddny nebo pouze maly. (Wang
et al., 2005)

Dalsi parametr, ktery urcuje retenci u RP-LC, je délka peptidu. Malé peptidy
(do 15 aminokyselinovych residui) jsou vétSinou zadrzovany na kolon¢ dle vypoctenych
reten¢nich parametrti. VEtsi peptidy maji tendence chovat se jinak. (Mant et al., 1988)
Piedpoklada se, Ze narustajici velikost peptidu vede k utvafeni sekundarni a tercialni
proteinové struktury. Diky tomu dochazi k pferuseni kontaktu nékterych
aminokyselinovych postrannich fetézct se stacionarni fazi. (Zhou et al., 1990) Jinak je
tomu u velmi malych polarnich molekul, jejichz separace je vzhledem k jejich kratké
retenci vyzvou. Casto je pro separaci téchto slou¢enin pozadovana vysoce vodna mobilni
faze, ktera vSak pfindsi fadu problémil. Vysoce vodnd mobilni faze miiZze zptisobovat
pokles citlivosti MS nebo miize zptsobit zvlhCeni stacionarni faze. (Gustavsson et al.,
2001; Naidong et al., 2001)

U RP-LC se dokonce lze setkat s odlisnym retenénim c¢asem peptidovych
diasterecomeru. Stacila by zména L-aminokyseliny na D-aminokyselinu na N-terminalnim
konci syntetického peptidu a retenéni ¢as by se zménil. (Kovacs et al., 2006) Nakonec
bylo zjisténo, ze odlisné retenéni chovani a substituce L-aminokyseliny za
D-aminokyselinu souvisi i s teplotou. Diky teplotni zméné lze rozliSit helikalni

a nehelikalni konformaci. (Chen et al., 2003)

2.3.2.4 Gelova filtrace

Gelova filtrace je technika kapalinové chromatografie, pii které se analyty déli na zakladé
jejich velikosti (Obr. 5). Castice materialu v koloné maji péry definované velikosti. Velké
molekuly nepronikaji do porti, a proto jsou vylouceny z kolony nejdiive. Malé molekuly
do porh naopak pronikaji snadno a jsou zabrzd'ovany. Kolonou prochéazeji pomaleji nez
velké molekuly. Proto se ¢asto setkdvame i s jinym ndzvem odvozenym od principu
gelové filtrace, a to s gelovou permeacni chromatografii nebo gelovou vylucovaci

chromatografii. (Stellwagen, 1990)
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Obr. 5 Princip déleni analytt pii gelové filtraci a obecny chromatogram (pfevzato a upraveno
z Pingoud et al., 2002).

V dnesni dobé¢ existuje mnoho druhlt matric pro gelovou filtraci. Idealni matrice
by méla byt tvoifena Casticemi hydrofilniho polymeru, mé¢la by byt inertni, stabilni
a nenabitd. Navic by mély mit vSechny castice uniformni velikost. Vhodnymi piirodnimi
materidly jsou agarosa nebo dextrany. Ze syntetickych materiala je pro gelovou filtraci
pouzivan polyakrylamid. Obecné se vyuzivaji slozit¢j$i matrice vyrobené jak
z piirodnich, tak i ze syntetickych zdroji. Casto musi byt tyto materialy stabilizované.
Nejcastéjsi zplisob stabilizace je chemické zesitovani. Nejpouzivanéjsi je Sephadex
vyrobeny z dextranu, ktery je zesitovany epichlorhydrinem. Dale se pouzivaji napiiklad
Sepharosy, Sephacryl, Superdex nebo Superosa. (Patel, 1993)

Ackoliv je gelova filtrace principem jednoducha metoda, mize byt pouzita pro
mnoho ucelt. Gelovou filtraci 1ze pouzit pro odsoleni, zménu pufracnich podminek ¢i
frakcionaci dle velikosti (viskozita vzorku nesmi byt vétsi, nez je viskozita elu¢niho
pufru, jinak se pritok vzorku stava neregulovatelnym). Gelova filtrace ma i analytické
vyuZziti. Asi nejznadméjSim analytickym vyuzitim je stanoveni molekuldrni hmotnosti
nezndmého nativniho proteinu. Pomoci kalibrace standardnimi proteiny o zndmé
molekulové hmotnosti je mozné urcit elucni objem. Zde musi byt splnéna podminka,
ze standardni proteiny a protein o neznamé molekulové hmotnosti jsou molekuly se
stejnym ¢i podobnym tvarem. Poté je elu¢ni objem piimo tmérny logaritmu molekulové
hmotnosti. Pokud je molekulova hmotnost proteinu znama, muze se zase naopak urcovat

tvar tohoto proteinu. Zde se vyuziva rychlost prichodu proteinu kolonou a znovu se zde
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vyuziva standardnich proteini o zndmé molekulové hmotnosti a tvaru. (Pingoud et al.,

2002)

2.3.2.5 Afinitni chromatografie

Afinitni chromatografie je velmi vyznamnou metodou, av$ak v proteomice ji nelze vyuzit
pro feseni vSech problému. Je zaloZena na specifické interakci mezi dvéma molekulami.
Nejznaméjsim piikladem je antigen a protilatka nebo enzym a substrat/inhibitor.
Pro afinitni chromatografii jsou uzplsobeny kolony, kdy stacionarni fize musi byt
schopna kovalentné navazat ligandy, na které se zachytavaji specifické analyty zajmu
(v proteomice proteiny) a poté jsou znich pii eluci uvoliovany. Eluce je zalozena
n zméné vlastnosti pufru (zména hodnoty pH ¢i zména koncentrace soli), ktera oslabi
interakci mezi analyty nebo jsou zachycené molekuly vytlaeny jinym analytem.
(Ostrove, 1990)

V proteomice lze afinitni chromatografii vyuzit k analyze protein-proteinovych
interakci (Puig et al., 2001; Gingras et al., 2007; Li et al., 2015) nebo pro studium
posttransla¢nich modifikaci, kdy se vyuziva tzv. chelatacni afinitni chromatografie
(IMAC), ktera vaze proteiny pomoci vazby na kovové ionty. (Muszynska et al., 1986)
Jedna znejvice rozsitenych posttranslacnich modifikaci je fosforylace, kdy se
fosfopeptidy casto izoluji z komplexnich vzorkii vazbou na TiO2, jez je jednou
Z nejucinnéjSich metod, ktera dokaze vychytat téméei veSkeré fosfopeptidy ze smési.

(Pinkse et al., 2004; Cantin et al., 2007)

2.3.3 Multidimenzionalni separace

2.3.3.1 Dvoudimenzionalni gelova elektroforéza

Dvoudimenzionalni gelova elektroforéza (2-DE, two-dimenzional elektrophoresis)
proteind s naslednym $t€penim v gelu v kombinaci s MALDI-TOF MS (matrix assisted
laser desorption/ionization-Time-of-Flight mass spectrometry) byla dfive jedna
Z nejpouzivangjSich technik v proteomickém vyzkumu (Shevchenko et al.,, 1996).
Principem je separace proteini na zakladé dvou odlisnych fyzikalné-chemickych
vlastnosti — izoelektrického bodu a molekularni hmotnosti (Obr. 6). Tento ortogondlni
piistup se aplikuje i1 v dalSich tradi¢nich metodach jako je kapalinovd chromatografie

(Vissers, 1999) ¢i kapilarni elektroforéza (Dolnik et al., 2000).
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Béhem jedné 2-DE analyzy bylo mozné potenciondlné rozd¢lit az tisic proteini.
Diky tomu, ze tato metoda byla schopna simultdnni analyzy velkého poctu proteind,
vyuzivala se pro mapovani a byla vhodna i pro identifikaci zmén v proteinové expresi.
(Celis et al., 1999) V porovnani s metodami, které jsou v proteomice vyuzivany dnes,
méla 2-DE dobrou rozliSovaci schopnost. Vyuzivala se k rozliSeni riznych isoforem
a postransla¢nich modifikaci proteinti. Dokézala to 1épe nez tradi¢ni metoda western
blotting. (Thelen, 2009)

Dnes je 2-DE nahrazovana rychlejsi a citlivéjsi multidimenzionalni
chromatografickou analyzou. Je to ddno tim, Ze 1 pfes fadu vySe zminénych vyhod
zahrnuje identifikace proteinti v gelu jeho vyfiznuti, proteolytické Stépeni, extrakci,
zakoncentrovani a v neposledni fad€ analyzu kazdé proteinové spoty pomoci hmotnostni
spektrometrie. Jednéd se tedy o velmi dlouhy proces. (Wolters et al., 2001) Dale tato
metoda poskytuje nedostatecnou citlivost v analyze malo abundantnich proteint a vysoce
hydrofébnich proteinti jako jsou membranové proteiny (Fialka et al., 1999). 2-DE navic
pokulhava v pokryti proteomu, dynamickém rozsahu, citlivosti 1 ve vykonu
(Perkins et al., 1999).

V poslednich letech se muzeme setkat s derivatizaci tradicni 2-DE metody,

s tzv. DIGE metodou (Difference Gel Electrophoresis). Proteinové vzorky jsou nejdiive
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Obr. 6 Pribéh 2D-SDS-PAGE (pfevzato a upraveno v Liebler, 2002).
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podrobeny znafeni pomoci cyaninového barviva obsahujiciho N-hydroxysukcinimid,
jenz reaguje s lysinovymi residui na proteinu. Oznacené proteiny jsou separované pomoci
2-DE s néslednou fluorescencni vizualizaci v gelu. Tato technika je schopna zvladnout
analyzu velmi komplexnich vzorki. Pro tyto ucely se vyuzivaji spektralni neptekryvajici
se zony raznych barviv (Cy2, Cy3, CyS5 apod.). Mezi vyhody DIGE tadime schopnost
vizualizovat vice jak 1000 proteinovych bandu s citlivosti 50 ng. (Mooney et al., 2006;
Hajduch et al., 2007)

2.3.3.2 Multidimenzionalni chromatografie

Jak uz bylo zminéno vyse, 2-DE se v disledku n¢kolika zasadnich omezeni zacala
nahrazovat  multidimenzionalni  chromatografii. = Koncept multidimenzionalni
chromatografie byl poprvé popsan v roce 1984 (Giddings, 1984), avsak technologie
multidimenzonalni proteinové identifikace, tzv. MudPIT byla navrzena pozdéji
(Washburn et al., 2001; Wolters et al., 2001; Liu et al., 2002). MudPIT je znamy pro svou
schopnost analyzovat vysoce komplexni systémy jako jsou celé proteomy, organely ¢i
proteinové komplexy. (Paoletti et al., 2004) Nejcastéji se setkadvame s dvoudimenzionalni
chromatografii (Obr. 7), kterda je pro proteomické ucely zatim dostacujici,
avSak v nékterych studiich se Ize setkat s tfidimenzionalni chromatografii, ktera se zda
byt velmi slibnou pro separaci a identifikaci komplexnich peptidi (Moore a Jorgenson,
1995; Wei et al., 2005; Issaq et al., 2005).

Existuji dvé moznosti uspofadani 2D-HPLC (two-dimensional high pressure
liquid chromatography), pii¢emz kazda z nich ma své vyhody i nevyhody. Prvni z nich je
on-line 2D-HPLC. Tento pfistup minimalizuje manipulaci se¢ vzorkem a diky tomu se
zmenSuji 1 potenciondlni ztrdty. Na druhou stranu je potieba propracovaného
instrumentalniho nastaveni s pfidavnymi pumpami, ptepinatelnymi ventily a zachytnymi
kolonami. Druhé provedeni je off-line 2D-HPLC, které nabizi vice svobody pfi
nacasovani analyzy a také neni potieba tak striktniho instrumentalniho vybaveni jako
u on-line pfistupu. Provedeni obou typli 2D-HPLC navic komplikuje fakt, Ze je analyza
nejcastéji provadéna v kapilarnim ¢i nano-LC formatu. (Essader et al., 2005; Wagner et
al., 2002; Vollmer et al., 2004; Peng et al., 2003)

Vyhodou dvoudimenzionalni chromatografie je skute¢nost, Ze zvySuje Sanci pro
detekci nizko abundantnich proteinti metodou MS. Casto totiz dochazelo k detekci vysoce
abundantnich proteinli a nizko abundantni proteiny se ztracely. Je to dano tim, Ze
proteomické vzorky jsou velmi komplexni a je zde velky rozdil mezi koncentracemi

25



proteinti ve vzorku. Prvnim feSenim je oddélit analytickou metodou nizko abundantni
proteiny od vysoce abundantnich proteini nebo praveé pouzit dvou- ¢i multidimenzionalni
chromatografii. (Zhang et al., 2010; 28-31) Nejvétsi nevyhodou je, ze vlivem analyzy
nekolika frakei, které jsou béhem této frakcionace sbirany a postupné analyzovany,
se prodluzuje ¢as experimentu. S tim souvisi i skute¢nost, ze analyza dat je slozita a také
velmi ¢asoveé naro¢na. (Washburn et al., 2001)

Pro multidimenzionalni chromatografii jsou vybirany dvé ¢i vice nezavislé

separacni metody. Je nutné, aby retencni mechanismus peptidi byl ortogonalni.
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Obr. 7 Pribéh dvoudimenzionalni chromatografie, pfi které jsou v prvni dimenzi sbirdny frakce
a v druhé dimenzi jsou tyto frakce postupné znovu rozseparovany a poté analyzovany
detektorem, kdy nejcastéji pouzivanym detektorem je hmotnostni spektrometr (¢astecné
ptevzato, upraveno a dopliiéno z Pingoud et al., 2002)
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Vlastnosti, jez ovliviuji separaci v jedné dimenzi, by nemély ovliviiovat separaci v dalsi
dimenzi. Pro multidimenziondlni chromatografii se tedy vyuzivaji rizné typy

chromatografickych kolon. (Evans a Jorgenson, 2004)

2.3.3.2.1 Dvoudimenzionalni chromatografie SCX-RP

v

Nejpouzivangjsi je dvoudimenzionalni chromatografie, kdy prvni dimenzi tvofi katexova
vymeénna chromatografie (SCX, typ iontoméni¢ové chromatografie) a druhou dimenzi je
chromatografie na reverzni fazi (RP-LC) (Obr. 8). Navzdory rozdilim v selektivité obou
chromatografickych metod je iontoménicova mobilni faze dobfe kompatibilni s druhou
dimenzi. V SCX je vSak dilezité¢ pouzit t€kavé soli (uhli¢itan amonny, mravencan
amonny), aby se soli nedostavaly dale do kolony pro chromatografii na reverzni fazi,
a hlavné do hmotnostniho spektrometru. (Wagner et al., 2002) Tato dvoudimenzionalni
chromatografie se pouziva ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii. Vyhodou
této spektrometrické metody je schopnost izolovat a sekvenovat jediny peptidovy ion
v ptitomnosti dalSich detekovanych peptidii. Ve vysledku je u téchto typt analyz
nejpodstatnéjsi fakt, ze 1ze analyzovat a identifikovat obrovské mnozstvi peptida v jedné
LC-MS/MS (liquid chromatography-mass spectrometry/mass spektrometry) analyze.
(Tabb et al., 2002)

Zajimavym pristupem pro SCX-RP-LC metodu je tzv. dualni kolona. V této
kolon¢ je kombinovan sorbent pro iontoméniCovou chromatografii se sorbentem
pro chromatografii na reverzni fazi. Peptidy nastiikované na kolonu jsou nejdiive
zachytavany sorbentem pro iontoménic¢ovou chromatografii, ktery se nachazi na zacatku
kolony. Z prvniho sorbentu jsou peptidy uvolfiovany pomoci roztoku soli o vhodné elu¢ni
sile. Neprojdou vsak celou kolonou. V druhé casti kolony jsou totiz opét zachytavany,
ato sorbentem pro chromatografii na reverzni fazi. Diky tomuto kroku jsou peptidy
i zakoncentrovany. Koneéna eluce probiha pomoci gradientu a peptidy jsou eluovany
na zakladé¢ svych hydrofobnich vlastnosti. Po eluci mifi rovnou do hmotnostniho
spektrometru, kde jsou analyzovany. Tento pfistup je vhodny pro nano-uspotadani
a potencialn¢ zjednoduSuje chromatograficky systém. Nicméné mize zde byt problém jak
S zivotnosti kolony, tak s pfenadSenim peptidli do jinych frakei. (Washburn et al., 2001)

Nekdy se jako alternativa k SCX miiZe pouzit metoda izoelektrické fokusace
peptidi v gelu (IEF, isoelectric focusing). Peptidova analyza pomoci IEF ma dobré
rozliSeni, vysokou navratnost vzorku, dobrou reprodukovatelnost a také rozumny
separacni ¢as (Lam et al., 2007). V proteomice se Casto pouziva specialni vybaveni,
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Obr. 8 Priibéh dvoudimenzionalni chromatografie SCX-RP (pfevzato a upraveno z Liebler, 2002)
tzv. OFFGEL frakcionator. Jedna se o komercné dostupny piistroj, ktery 1ze upravit pro
pouziti pro peptidy. (Horth et al., 2006) Separace je zaloZzena na konvencni IEF, kdy po
pouziti IPG prouzkt jsou peptidy ¢i proteiny frakcionovany na zéklad¢ jejich hodnot pl.

IEF se timto stava efektivni a reprodukovatelnou separa¢ni metodou. (Heller et al., 2005)
2.3.3.2.2 Dvoudimenzionalni chromatografie HILIC-RP

Hydrofilni chromatografie byla poprvé ptedstavena ve studii autora Alpert v roce 1990.
Popularita této metody narostla s potifebou analyzovat i polarni slozky smési. V offline
provedeni je hydrofilni chromatografie vyborn€¢ kompatibilni s chromatografii na
reverzni fazi (HILIC-RP) (Boersema et al., 2007). Navic lze tuto chromatografii
kombinovat i s SCX ¢i gelovou filtraci (Mihailova et al., 2008).

Spojeni HILIC-RP je skvély piiklad ortogonalniho spojeni, kdy kazda technika
separuje dle jinych vlastnosti. Hydrofilni chromatografie déli peptidy v prvni dimenzi
zejména na zaklad€é hydrofilnich vlastnosti. VIiv maji i slabé elektrostatické vazby,
vodikové mustky a vazby dipdl-dip6l. V druhé dimenzi jsou peptidy déleny dle svych
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hydrofobnich vlastnosti na chromatografii na reverzni fazi. (Gilar et al., 2005a;
Palma et al., 2012)

Jak jiz bylo vySe zminéno, spojeni HILIC-RP lze provadét v offline provedeni.
Vyhodou je jednoduché pristrojové vybaveni a flexibilita. Hlavni nevyhodou je
manipulace se vzorkem a potencionalni ztraty vzorku. Online provedeni je velmi
atraktivni ptedstavou, avSak vyvoj online HILIC-RP systému je velmi obtizny. Hlavnim
problémem je nekompatibilni mobilni faze mezi obéma technikami. Mobilni faze pro
HILIC separaci obsahuje velké zastoupeni organické slozky, coZ by zptsobilo proteceni

peptida v RP koloné. (Malerod et al., 2010)
2.3.3.2.3 Dvoudimenzionalni chromatografie RP-RP

Pokud chceme pii dvoudimenzionalni chromatografii vyuZit chromatografii na reverzni
fazi v obou dimenzich (RP-RP), je tieba, aby ob¢ stacionarni faze vykazovaly rozdilnou
selektivitu, a navic aby si umély vystacit se stejnou mobilni fazi (Gray et al., 2003,;
Liu et al., 2008) nebo se vyuziva stejna stacionarni faze s rozdilnym pH mobilni faze.
Bylo zjisténo, Ze hodnota pH ma nejvetsi vliv na selektivitu, kdy nejvyssi ortogonalitu
vykazuje systém s hodnotou pH o velikosti 10 v prvni dimenzi a s hodnotou pH
0 velikosti 2,6 v dimenzi druhé. (Gilar et al., 2005b)

Princip této dvoudimenzionalni chromatografie je velmi jednoduchy. Postranni
fetézce aminokyselin v peptidech jsou riizné€ nabijeny v zavislosti na tom, jakou hodnotu
pH ma mobilni faze. Jakmile jsou peptidy uvolnény z kolony do mobilni faze s jinou
hodnotou pH, méni se 1 ndboj na postrannich fetézcich, diky ¢emuz se zméni
hydrofobicita daného peptidu. (Gilar et al., 2005a; Gilar et al., 2005b) Vzhledem k tomu,
ze jsou peptidy separovany v obou dimenzich na zakladé stejné vlastnosti (i kdyz se
hydrofobicita peptidd vrizném pH 1is§i), je spojeni RP-RP povazovdno za
semiortogondlni techniku (srovnani ortogonalit riznych dvoudimenzionéalnich
chromatografii Obr. 9) (Song et al., 2010; Wang et al., 2011). Pro zlepSeni ortogonality
RP-RP spojeni vyuzivaji ncktefi autofi parabolicky gradient V prvni dimenzi.
Tato technika v8ak neni u¢inna pro vysoce hydrofobni (Bagag et al., 2013) a hydrofilni
peptidy (Peterson et al., 2009). Také je nutné pro kazdy vzorek gradient optimalizovat,
tudiz je tato technika casov€ narond a nevhodnd pro velké a robustni analyzy.
(Dwivedi et al., 2008)

S RP-RP analyzou byla vynalezena i tzv. spojovaci strategie. Jednd se o
univerzalni techniku, kterou neni potieba optimalizovat pro kazdy vzorek. Pouziva se
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Obr. 9 Srovnani ortogonalit riznych dvoudimenzionalnich separaénich metod: A-RP(pH 2,6)-
RP(pH 2,6), B-RP (pH 2,6)-RP (pH 2,6) s vyuzitim PFP sorbentu, C-RP (pH 10)-RP
(pH 2,6), D-SEC-RP (pH 2,6), E-HILIC-RP (pH 2,6), F- SCX-RP (pH 2,6). (pievzato
a upraveno z Gilar et al, 2005a)

Vv prvni dimenzi. Principem je spojovani frakci, které jsou eluovany na zacatku, a frakci,

jez jsou eluovany na konci. Tato technika slouZzi ke sniZeni Casu analyzy, pti¢emz pocet

identifikaci neni negativné ovlivnén. (Dwivedi et al., 2008) Ve studii, ktera tuto techniku

piedstavovala, bylo v prvni dimenzi sbirano 60 az 90 frakci. Nasledné byly spojeny a do

druhé dimenze putovalo 8 az 24 frakci. (Song et al., 2010; Wang et al., 2011) Je jasné, Ze

RP-RP techniku se spojovaci strategii Ize pouzit pouze za ptedpokladu offline zapojeni

obou dimenzi. Nékolik studii vyuziva online RP-RP techniku, avsak jejich pfistrojové

vybaveni nedokaze frakce promichat (Kong et al., 2011; Washburn et al., 2001;

Zhou et al., 2011). Existuje vsak jiz studie, ktera se zabyva moznosti online RP-RP

techniky se spojovaci strategii, pro kterou autofi maji zautomatizovany systém

(Law et al., 2020).

2.4  Proteomické identifikacni metody

Vyse uvedené elektroforetické a chromatografické metody se pouZzivaji pro separaci

komplexnich proteomickych vzorkl. Po separaci je dilezité rozseparované peptidy

identifikovat a kvantifikovat.

Pro tyto Uucely se vyuzivd vyhod hmotnostni

spektrometrie (MS). Bez hmotnostni spektrometrie by nedoslo ke kompletni proteomické
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analyze. Pouziti tandemové MS po ortogonalni separaci vnasi do analyzy separaci na
zakladé¢ hmoty proteint ¢i peptidi (Patterson et al., 2000). V proteomice se nejvice
pouziva MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization) nebo ESI (electrospray
ionization) ionizace. Citlivost a pfesnost ESI-MS se zdokonalila natolik, Ze je mozné
charakterizovat proteiny bez jejich purifikace do naprosté homogenity (Dongre et al.,
1997). V proteomice rozliSujeme né€kolik pfistupti, které v analyze proteinovych vzorki
muzeme pouzit. Jsou to top-down pftistup, bottom-up ptistup a shotgun ptistup.

Analyza proteini pfistupem top-down je zaloZena na pfimé separaci intaktnich
proteind vysokoucinnou kapalinovou chromatografii s naslednou identifikaci hmotnostni
spektrometrii. Bottom-up pfistup spociva ve frakcionaci proteinli vybranou separacni
metodou na urovni proteinti s naslednym naStépenim proteint na peptidy s jejich
kone¢nou analyzou na hmotnostnim spektrometru. V porovnani s top-down ptistupem je
bottom-up piistup popularnéjsi. (Wu et al., 2012) Shotgun ptistup nakonec pracuje
s kompletnimi proteinovymi vzorky ztkani a bun€k. Tyto proteinové vzorky jsou
podrobeny proteolytickym Sté€penim a nésledné jsou vzniklé peptidy Casto frakcionovany
do n¢kolika vzorkd dle ur¢itych vlastnosti (viz. vyse). Tyto peptidové frakce jsou
separovany za vyuziti kapalinové chromatografie, kdy findlni eluce peptidi probiha

piimo do hmotnostniho spektrometru. (Manadas et al., 2010)

2.5 Proteomické kvantifikacni metody

Tak jako pro identifikaci, i pro kvantifikaci se v proteomickém vyzkumu nejvice vyuziva
hmotnostni spektrometrie. Lze vyuzit kvantifikaci pomoci hmotnostni znacky nebo
tzv. label-free kvantifikaci (Obr. 10). Kvantifika¢ni metody zahrnujici znacky jsou
Vv porovnani s label-free kvantifikaci nakladné a zahrnuji i slozitou piipravu vzorku pred
samotnou hmotnostni analyzou. Label-free kvantifikaci Ize na rozdil od kvantifikace se
znackou pouZit na stovky i tisice vzorkid. Na druhou stranu je zde n¢kolik limitaci label-
free pristupu. Na prvnim z nich je pozadavek na opakované analyzy jednoho vzorku, diky
¢emuz je redukovan pocet zanalyzovanych vzorki za ¢asovou jednotku. Dalsi limitaci je
nizkd preciznost v métfeni, kdy je mezi opakovanymi analyzami stejného vzorku
koeficient variability okolo 20 %. (Cox et al., 2014) Navic mén¢ zastoupené proteiny ve
vzorku mohou mit tento koeficient jesté vyssi. Nakonec je tieba fesit problém s chybéjici
hodnotou, kdy se stava, ze pii opakovanych analyzach nemusi byt dilezita frakce peptidu
detekovana v kazdém vzorku (Webb-Robertson et al., 2015). Je moznost soustiedit se

pouze na peptidy identifikované v kazdém vzorku, coz by vSak velmi snizilo pocet
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kvantifikovanych proteini pouze na ty nejvice zastoupené proteiny ve vSech vzorcich.
Existuje nékolik praci, které se feSenim problému chybéjici hodnoty zabyvaji.
(Webb-Robertson et al., 2015; Lazar et al., 2016; Wei et al., 2018)

Mimo rozdéleni dle pouziti znacky rozliSujeme navic kvantifikaci relativni
a kvantifikaci absolutni. Kvantifikace relativni spoc¢iva v porovnani relativniho
zastoupeni daného proteinu v odlisnych vzorcich. Urcuje se mezi nimi pomér. Zde je
nejdiive potieba relativné zkvantifikovat peptidy danych proteinti v kazdém vzorku. Data
jsou poté integrovana k ziskani poméra celkovych proteind. (Bantscheff et al., 2007)
Velikost piku daného peptidu je umérna pocétu peptidovych iontd detekovanych
analyzatorem. Vzhledem k tomu, Ze ionizace pusobi na rizné peptidy odlisn€, neni
mozné porovnavat MS signal riznych peptidt. Pro zastoupeni abundance daného peptidu
ve vzorku je nutné srovnavat piky stejnych peptida v riznych vzorcich, jelikoz na n¢ ma
ionizace porad stejny dopad. (Bondarenko et al., 2002) Absolutni kvantifikaci zjiStujeme
absolutni koncentraci proteinu ve vzorku. Absolutni kvantifikace je obvykle rozsifena
relativni kvantifikace, kdy je potfeba pouzit standard o zndmé¢ absolutni koncentraci. Pro
velkou cenu téchto standardid jsou tyto experimenty omezeny pro studium méné

komplexnich vzorkl (neni kvantifikovan kompletni proteom). (Gerber et al., 2003)

2.5.1 Kvantifikace pomoci hmotnostni znacky

Existuje mnoho metod, které je mozno pro znaenou kvantifikaci pouzit. Znacky mohou

byt tézké, ne-radioaktivni ¢i izotopy. Peptidy mohou byt znafeny in vivo pifidanim
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Obr. 10 Srovnani prabéhu label-free kvantifikace (nahote) a SILAC znacené kvantifikace (dole).
(pfevzato a upraveno z Pappireddi et al., 2019)
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aminokyselin znacenych tézkou znackou do média, tzv. SILAC (stable isotope labeling
with amino acids in cell culture) (Ong et al., 2002). Dale jsou peptidy znaceny chemicky
in vitro po proteolytickém Stépeni (Gygi et al., 1999; Tolonen a Haas, 2014). I ptesto, ze
jsou tézké izotopy (kromé deuteria) chemicky shodné a jejich eluce je shodna s jejich
lehkymi ekvivalenty, dokéze hmotnostni spektrometr rozlisit jejich rozdilné hodnoty m/z.
Hlavni vyhodou tohoto pristupu je skute¢nost, Zze vzorky mohou byt znac¢eny oddélené
odliSnymi izotopy a kombinovany pied vlozenim do spektrometru. Vzorky jsou poté
analyzovany dohromady. V disledku soubézné analyzy se zlepsi reprodukovatelnost
anedochazi k problému s chybé&jici hodnotou jako u label-free kvantifikace.
(Lietal., 2012)

Dalsi bézné vyuZzivané znacky jsou isobarické znacky. Nejvice pouzivané jsou
TMT (tandem mass tag) a ITRAQ (isobaric Tag for Relative and Absolute
Quantification). (Dayon et al., 2008; Ross et al., 2004) Isobarické znacky se pouZivaji pro
kovalentni modifikaci peptidii po jejich Stépeni. Isobarické znacky obsahuji tézké
izotopy, které jsou ve znacce riizné rozmistény. To znamena, ze kazda isobaricka znacka
ma identickou molekulovou hmotnost a li§i se V distribuci tézkych izotopi napfic
znaCkou. Kazda isobaricka znacka obsahuje misto, kde dochazi k fragmentaci pro MS2
spektrum. Vysledkem jsou reportérové ionty s riznou molekulovou hmotnosti, coz zavisi
na tom, z jakého vzorku peptid pochazi. (Wuhr et al., 2012)

Kromé vySe zminénych metod se mtizeme také setkat s kvantifikaci, kdy nesou
proteiny izotopové-kodovanou afinitni znacku. Jedna se o tzv. ICAT (isotope coded

affinity tag) metodu. (Gygi et al., 1999)
2.5.2 Label-free kvantifikace

25.2.1 Metoda méreni plochy pod kiivkou (AUC)

Tak jako existuje mnoho metod znacené kvantifikace, bylo vytvofeno i mnoho metod
label-free kvantifikace. Jedna z nejznamgjsich je metoda, kdy se integruje plocha pod
kiivkou, tzv. AUC (area under curve) metoda. Méfeni AUC je linearni pro méfené
vhodné pro vybrané proteiny detekované z komplexni smési v koncentracnim rozsahu
10 fmol-1000 pmol. (Bondarenko et al., 2002; Chelius a Bondarenko, 2002) Obecné je

AUC kvantifikace zaloZena na méfeni zastoupeni iontu ve specifickém retennim Casu
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pro dany zionizovany peptid bez pouziti stabilniho izotopicky znaceného standardu
(Podwojski et al., 2010).

V piipadé¢ pouziti této metody pro kvantifikaci je pro dosazeni dobré
reprodukovatelnosti, piesné detekce a kvantifikace tteba vzit v potaz nékolik faktorq.
Obecné je tfeba kontrolovat, aby signal peptidu byl ostry. Pro jeden peptid by mél byt
detekovan pouze jeden signal. Signal peptidu mize byt rozptylen po delsi retencni cas,
tudiz lze predpokladat, ze bude dochazet k prekryvu signalu se signaly jinych peptidii.
Déle je tfeba brat v potaz rizné biologické variace, které mohou zapfticinit nékolik signala
pro stejny peptid. Kromé biologickych pfi¢in zde mohou byt technické variace pro
retencni Cas a signal z hmotnostniho analyzatoru pro dany peptid. Odchylky mutze také
zpusobit Sum v pozadi zapfi¢inény chemikaliemi, které mohou interferovat se
sledovanymi peptidy. Je doporuceno pouzivat tandemovou MS/MS analyzu a vyuzit
tzv. HRMS (hmotnostni spektrometrii s vysokym rozlisenim). (Listgarten a Emili, 2005)

Velmi zasadni pro AUC metodu je problém s naleznutim rovnovahy mezi precizni
kvantifikaci a maximalni identifikaci, kdy pfepindni mezi MS a MS/MS mddy mize
narusit jednu ¢i druhou analyzu (Radulovic et al., 2004). Prvni cesta, jak tomuto problému
piedchazet, je uskuteénit nékolik odd€lenych analyz vzorku v MS a MS/MS moédu
a nasledné spravné zkombinovat piesnou molekulovou hmotnost s retenénim casem
(AMRT, accurate-mass retention-time) a piifadit je k identifikovanému peptidu
(Silva et al., 2005). Druha cesta spo¢iva v pouziti LCMSE metody, kdy E oznacuje
zvysujici/menici se energii. Tato metoda je zalozena na fragmentacni analyze nezavislé
na hmotnostnich datech prekurzori (DIA, data-independent analyses), pii které dochazi
ke zmén¢ kolizni energie v hmotnostnim spektrometru z nizké na vysokou. Pro tuto
metodu je ale nutné vyuzit Q-TOF (quadrupole-Time of Flight) hmotnostni spektrometr
(Geromanos et al., 2009; Silva et al., 2006a). Diky LCMSE lze analyzovat i méné
zastoupené proteiny (Blackburn et al., 2010). Metoda LCMSE je v nékterych studiich
povazovana za nejpiesnéjsi label-free kvantifikaéni metodu pro absolutni kvantifikaci
proteinu, kdy se vyuzivd prumér ztfi nejvice zastoupenych peptidl, jez vznikly

proteolytickym nastépenim proteinu trypsinem (Silva et al., 2006b).
2.5.2.2 Metoda sc¢itani spekter (SpC)

Druha velmi pouZivana metoda je zalozena na s¢itani spekter (spectral counting, SpC).

Predpoklada se, Ze ¢im abundantnéjsi peptid bude vybran pro fragmentaci, tim vytvori

abundantnéjsi MS/MS spektra, a proto je vhodny pro tuto metodu, pii které se vyuziva
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Obr. 11 Fragmenta¢ni analyza zavisla na datech pouzivana pro label-free kvantifikaéni metodu
s¢itani spekter. (pfevzato a upraveno z Liebler, 2002)

fragmenta¢ni analyza zavisla na hmotnostnich datech prekurzoru (DDA, data-dependent
analyses) (Obr. 11). (Liu et al., 2004) Krom¢ scitani spekter pii této metodé dochazi
k modifikaci sumy normalizacnim faktorem. Metoda SpC byva za uelem zvySeni
piesnosti ¢asto kombinovana s dalSimi. (Lundgren et al., 2010) Zajimavosti je, ze SpC
metodu lze vyuzit i pro zna¢enou kvantifikaci (Parker et al., 2010).

Pro stanoveni proteinové abundance ve vzorku se pocita tzv. PAI index. Ten je
definovan jako podil poc¢tu pozorovanych peptidli v experimentu a poctu peptida, jez lze
teoreticky ziskat proteolytickym St€penim, které bylo provedeno stejnym enzymem, jenz
byl pouzit v experimentu. (Rappsilber et al., 2002) Casem se PAI index zacal pouZivat
v exponenciondlni modifikaci, tzv. emPAI index, ktery je pfimo umérny proteinové
slozce ve vzorku. Proteinovou slozku ve vzorku je mozno vypocitat v procentech
podélenim hodnoty emPAI sumou vSech emPAI ve vzorku a vynasobenim hodnotou 100.
Tato metoda vyuzivajici index emPAI ma vSak velkou nevyhodu. V ptipadé pouziti
analyzatorti s nizkym rozliSenim se vyrazné sniZzuje imeérnost mezi hodnotou emPAI
a proteinovou abundanci ve vzorku. Proto je nutné vyuzivat HRMS analyzu zminénou
vyse. (Ishihama et al., 2005)

Kromé metody pouZivajici hodnotu emPAI existuji 1 jiné modifikace SpC. Jednou

z nich je metoda APEX (absolute protein expression), ktera do vypoct zahrnuje i pocet
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ziskanych peptidii pro dany protein a pravdépodobnost, ze budou peptidy detekovany
hmotnostnim spektrometrem (Lu et al., 2007). Metoda pracuje s korekénim faktorem O;,
ktery je pocitan algoritmem na zakladé délky peptidu a aminokyselinového slozeni
peptidu (Mallick et al., 2007). Metoda APEX se ukazala byt velmi vhodnou metodou pro
kvantifikaci, a to i v pfipadé pouziti analyzatord s nizkym rozliSenim typu iontové pasti
(Lu et al., 2007). Je to metoda rychla, jednoducha a dostupna pro vyuziti v analyze
velkého mnozstvi proteomickych dat (Braisted et al., 2008).

Kromé metody APEX lze vyuZit tzv. NSAF faktor. Celym nazvem normalizovany
spektralni faktor zastoupeni proteinu ve vzorku, ktery podobné¢ jako APEX bere v potaz
délku, ale proteinu. Zde se zjistuje, zdali délka proteinu ovliviiuje pocet spekter (SpC).
Piedpoklada se, ze delsi protein bude vytvaiet vice peptidi a fragmenta v MS/MS
spektru. Faktor NSAF lIze vypocitat z celkového poctu SpC pro protein podéleného
délkou proteinu (L). Tato suma je normalizovéna podélenim souctu vSech SpC/L vSech
proteint v experimentu. (Florens et al., 2006; Zybailov et al., 2006; Zybailov et al., 2007)

Casto dochazi ke kombinaci label-free metod, coz se ukazalo byt nejlepsi volbou
pro ziskéani co nejptesnéjSich vysledki. Vysledek kombinace label-free metod mizeme

vidét ve studii kolegi Griffin et al. (2010), kteti zkombinovali 3 rtizné label-free metody.
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material
3.1.1 Chemikalie

e aceton (Sigma-Aldrich, USA, > 99,8 %)

e acetonitril (ACN, Sigma-Aldrich, USA)

e deoxycholat sodny (Fluka, Italie, > 98 %)

e dithiothreitol (DTT, Serva, Némecko)

e dodecylsulfat sodny (SDS, Serva, Némecko)

o fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF, Sigma-Aldrich, USA, > 98 %)

e fluorid sodny (NaF, Sigma-Aldrich, USA, > 99 %)

e hydrogenuhli¢itan amonny (NHsHCO3, Sigma-Aldrich, USA, > 99 %)

e hydroxid sodny (NaOH, Fluka, Némecko, > 98 %)

e 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinethansulfonova kyselina (HEPES, Sigma-Aldrich,
USA, > 99,5 %)

e chlorid hote¢naty (MgCly, Fluka, USA, > 98 %)

e chlorid sodny (NaCl, Sigma-Aldrich, USA, > 99 %)

e IGEPAL CA 630 (Sigma-Aldrich, USA)

e isopropanol (iPr, Sigma-Aldrich, USA)

e jodoacetamid (IAA, Sigma-Aldrich, USA, > 99 %)

e kyselina mravenéi (FA, Sigma-Aldrich, USA)

e kyselina trifluoroctova (TFA, Sigma-Aldrich, USA)

e mocovina (Sigma-Aldrich, Némecko, > 99,5 %)

e roche EDTA free (Sigma-Aldrich, USA)

e thiomocovina (Fluka, Némecko, > 99 %)

e tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP, Fluka, USA, > 98 %)

e uhligitan triethylamonny (TEAB, Sigma-Aldrich, Svycarsko)

e vanadi¢nan sodny (NaVOs, Sigma-Aldrich, USA, > 98 %)

3.1.2 Biologicky material

e HeLa S3 buiiky (Oddé&leni biochemie proteinii a proteomiky, UPOL, CR)
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e kvasinka Y.lipolytica
e vzorky jeCmene

e rafinosovany trypsin (EC 3.4.21.4, Oddéleni biochemie proteinli a proteomiky,
UPOL, ptiprava: Sebela M. et al., 2006)

3.1.3 Roztoky

e lyzacni pufr: 50 mM HEPES v NaOH, 300 mM NaCl, 2% IGEPAL CA 630,
0,2% deoxycholat sodny, 0.2% SDS, 2 mM MgCl,, 100 mM DTT, 100 mM PMSF,
Roche EDTA free (50x), 100 mM NaVOs, 100 mM NaF

e mocovinovy pufr: 100 mM TEAB, 6 M mocovina, 2 M thiomoc€ovina

e roztok A pro mobilni fazi gradientové HPLC pro kvantifikaci peptidi: 5% ACN
v 0,1% TFA

e roztok B pro mobilni fazi gradientové HPLC pro kvantifikaci peptidia: 50% ACN
v 0,1% TFA

3.2 Pristrojové vybaveni a prisluSenstvi

e analytické vahy (Radwag, USA)

e automatické pipety a Spicky (Eppendorf, Némecko)

e centrifuga minifuga (Eppendorf, Némecko)

e centrifuga Thermo CL31R Multispeed (Thermofisher, USA)

e tandemovy hmotnostni spektrometr ESI-QTOF maXis (Bruker Daltonics, Némecko)

e kapalinovy chromatograf DL200 (Watrex, Ceska republika)

e hamiltonova pipeta (25 ul, SGE, Analytical Science, Australia)

e kolona pro gradientovou HPLC (Gemini-NX C18, 5um, 150x2,1 mm, Phenomenex,
U.S.A)

e kolonka pro mikrogradientovou frakcionace (AQUA C18, 5 um, 30x0,2 mm, PTFE,
Taiwan)

e nanokapilarni chromatografie (RSLCnano 3000, Dionex, Thermo, U.S.A.)

e minitfepacka V-1 plus (Biosan, Loty$sko)

e spektrofotometr UV-VIS 8453 (Agilent, USA)

e ultrazvukova lazen (VWR, Malajsie)

e vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Némecko)
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3.3 Metody

3.3.1 Priprava lyzatu HeLa S3 bunék a lyzatu kvasinky Y.lipolytica,

precipitace proteint

Nejdiive byl k peletu bunék linie HeLa S3 ptidan lyzac¢ni pufr. S vyuzitim Hamiltonovy
pipety byly nasdvanim a vypousténim mechanicky rozbijeny burky. Poté bylo dvakrat po
sob¢ pridano 200 U benzoasy. Pridavky odd€lovala inkubace po dobu 15 minut.
Nasledovala centrifugace (15 minut, 15000 G, 4 °C). Supernatan byl pfenesen do Cisté
mikrozkumavky a nasledovala dal$i centrifugace (30 minut, 30000 G, 4 °C).

Pro precipitaci proteinii byl vyuzit vychlazeny aceton, a to ve Ctyfnasobném
objemovém nadbytku. Smés byla centrifugovéna (15 minut, 20000 G, 4 °C). Supernatant
byl odpipetovan a k peletu byl pfidan 1 ml vychlazeného acetonu. Smés byla
centrifugovana (10 minut, 10000 G, 4 °C) a opét byl odstranén supernatant a byl ptidan
1 ml vychlazené¢ho acetonu a smés byla centrifugovana (10 minut, 10000 G, 4 °C).
Ze supernatantu bylo vyélenéno asi 80 % z objemu a zbytek byl odpafen ve vakuové
odparce. Po vysuseni peletu byl pfidan mocovinovy pufr v objemu 50 pl na kazdych 500
pug proteinu. Smés byla vloZzena na 30 minut do thermomixéru (22 °C, 1400 rpm).
Nasledovala sonikace. Po dokonalém rozpusténi proteinii byl takto ptipraveny lyzat HeLLa
S3 bunék zamrazen.

Ziskané¢ proteiny z bunék linie HelLa S3 byly pro dalsi experimenty
kvantifikovany metodou 2D Quant Kit (2D Quant Kit GE Healthcare). Jako standard byl

pouzit hovézi sérovy albumin.

3.3.2 Proteolytické Stépeni trypsinem (EC 3.4.21.4)

Proteolytické Stépeni probihalo stejnym zpisobem u lyzdtu HelLa S3 bunck
i kvasinkového lyzatu. Nejdiive probéhla redukce disulfidovych vazeb pomoci 25 mM
tris(2-karboxyethyl)fosfinu (TCEP), ktera trvala 45 minut pti 25 °C. Nasledovala alkylace
330 mM jodoacetamidem (IAA) po dobu 30 minut ve tmé pii 25 °C. AZ poté mohlo
probihat proteolytické §tépeni trypsinem. Stépilo se ve dvou krocich. Nejdiive 3 hodiny

v poméru 1:500 a poté se smés nechala §tépit pfes noc v poméru 1:50.
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Tab. 3 Zména gradientu vlivem rizného zastoupeni roztok A a B mobilni faze pti gradientové

HPLC.
Cas (min) Procentudlni zastoupeni v mobilni fazi
3,0 96 % 4%
50 4% 96 %
80 4 % 96 %
10,0 96 % 4%
16,0 96 % 4%

3.3.3 Gradientova HPLC-UV analyza pro kvantifikaci peptidi v
digestu

Pted samotnou analyzou vzorku bylo provedeno odvzdusnéni HPLC systému a promyti
chromatografick¢ kolony sreverzni fazi (Gemini-NX CI18, Sum, 150x2,1 mm,
Phenomenex, U.S.A) vodou, roztok A (5% ACN v 0,1% TFA) a roztok B (50% ACN
v0,1% TFA). Kdéleni a eluci peptidi byl vyuzivan gradient acetonitrilu, jehoz
procentudlni zastoupeni ve findlni mobilni fazi bylo ur€ovdno pomérem roztoki A a B
pii celkovém priitoku 250 pul.min™. Finalni verze gradientu acetonitrilu pro HPLC-UV
analyzu a kvantifikaci peptidi byla ziskdna optimalizaci délky analyzy a pribéhu
gradientu pro kompletni eluci vSech peptidovych analytii z nasttikovanych vzorkd. V této
praci je uveden pouze koneCny gradient, ktery byl zvolen jako nejvhodné€jsi pro tuto
pozadovanou analyzu.

V pocateéni fazi obsahovala mobilni faze 96 % roztoku A a 4 % roztoku B. Tedy
minimalni zastoupeni acetonitrilu. Od 3.minuty dochazelo k rychlému nértistu obsahu
Z kolony. Eluce byla sledovana spektrofotometricky pii vinové délce o hodnoté 214 nm.
Timto zpiisobem byla sledovana separace vzorkl peptidi z hovéziho sérového albuminu
(BSA) a byla métena zavislost plochy piku na mnozstvi peptidl v nastfikovaném objemu.
Soucasné¢ byly proméfeny i1 vzorky vybranych samostatnych peptidi a peptidi
z proteolytickych digestli z komplexnich proteinovych lyzéti Zivocisnych bunék (Hela

S3) a rostlinnych bunék (je¢men).

3.3.4 Mikrogradientova frakcionace, label-free kvantifikace

Pred frakcionaci peptidii byly pfipraveny 4 série pracovnich roztoki.. Tyto série se
odlisovaly typem pufru, ktery vytvarel prostiedi pro frakcionaci vzorkd v kombinaci

s gradientem acetonitrilu. Jako pufry se pouzily nasledujici roztoky: 0,1% kyselina
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trifluoroctova, 0,1% kyselina mraven¢i, 25 mM hydrogenuhli¢itan amonny pH 8
a 25 mM hydrogenuhli¢itan amonny pH 10. Kazda série byla slozena ze 7 pracovnich
roztoku, které se liSily obsahem acetonitrilu (8-48 %) v daném roztoku (Tab. 4). Diky
témto 7 pracovnim roztokim byl vytvoren gradient, ktery byl pouzivan k rozd€leni smési
peptida ve vzorcich do 7 frakci, které byly nasledné samostatné analyzovany systémem
kapilarni kapalinové chromatografie propojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

Vzorky obou lyzati urcené k této mikrogradientové frakcionaci byly pred
samotnou frakcionaci odpafeny na vakuové odparce a nasledné rozpustény ve 300 ul 5%
kyseliny mravenci. K zakladni optimalizaci podminek byl vyuzit vzorek hovéziho
sérového albuminu.

Po sestaveni aparatury pro mikrogradientovou frakcionaci byla mikrokolonka
nejdiive zvlhéena a aktivovana, kdy byly postupné pomoci Hamiltonovy pipety naneseny
tyto roztoky: 1x 25 ul 100% isopropanolu, 2x 25 ul 100% acetonitrilu a 2x 25 ul 80%
acetonitrilu. Pfed samotnym nanesenim vzorku byla kolonka ekvilibrovana na poc¢ateéni
podminky nanesenim 2x 25 ul 5% kyseliny mravenci. Nasledovalo naneseni vzorku
v objemu 25 pl. Pied eluci byla kolonka jesté promyta 25 ul 5% kyseliny mravenci.
Nasledovala eluce gradientem acetonitrilu, kdy byly do Hamiltonovy pipety postupné
natazeny 4 pl od kazdého pracovniho roztoku jedné série (jednoho pufru) tak, aby se
gradientu na mikrokolonu probihalo velmi pomalu, aby eluce byla piesna a frakce se
nepiekryvaly a aby se pracovni roztoky v Hamiltonové pipeté vyrazn€ nepromichaly.
Eluované peptidy byly ru¢né sbirany do vialek po 4 ul, aby kazda vialka odpovidala
jednomu pracovnimu roztoku. V kone¢ném dusledku bylo sesbirano 7 frakei
odpovidajicich 7 pracovnim roztokim. Nakonec byla mikrokolonka promyta 80%
acetonitrilem a pfipravena na dal$i frakcionaci. Ke 4 ul kazdé¢ frakce bylo pfidano 21 pl

roztoku 5% kyseliny mravenci a frakce byly analyzovany metodou kapilarni kapalinové

Tab. 4 Pracovni roztoky pro tvorbu gradientu v mikrogradientové frakcionaci.

- Objem 100% . Odpovida vysledné
Obsah acetonitrilu acetonitrilu (ul) Objem pufru (ul) frakc?]
8 % 80 920 1
12 % 120 880 2
16 % 160 840 3
20 % 200 800 4
24 % 240 760 5
32 % 320 680 6
48 % 480 520 7
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chromatografie na reverzni fazi spojené s tandemovou hmotnostni spektrometrii (ESI-
QTOF analyzator). Peptidy ve frakcich byly podrobeny jak identifikaci, tak label-free
kvantifikaci.

Pro srovnani vlastnosti frakcionace byl cely lyzat HelLa S3 bun¢k podroben
i jediné analyze bez frakcionace nejdiive se 70minutovym gradientem a poté se

105minutovym gradientem.

3.3.5 LC-MS/MS analyza

Analyza vzorka byla provedena pomoci systému nanokapilarni chromatografie (nLC)
(RSLCnano 3000, Dionex, Thermo, U.S.A.) s tandemovou hmotnostni detekci Q-TOF
sionizaci elektrosprejem (ESI) (UHR-Q-TOF maXis, Bruker Daltonics, Némecko).
Finalni ptfipravené vzorky po riznych typech frakcionace byly vlozeny do autosampleru
a do nLC systému byl nastfikovan vzorek o objemu 4 pl. Analyza jednotlivych vzorkt
byla opakovana 3x. V prvnim kroku byly peptidy ze vzorku zachyceny na kapilarni
piedkolong (75 um x 3 cm, IntegraFrit, New Objective, CA, USA) naplnéné reverzni fazi
(Reprosil GOLD C18, 5um, Dr. Maisch GmbH, Némecko). Zachycené peptidy na
pfedkoloné byly izokraticky promyty 20 pl 2% FA po dobu 10 min. PfeciSténé peptidy
byly nasledn¢ z ptedkolony postupné uvoliiovany pomoci 80minutové gradientové eluce
(Tab. 5) na analytickou kapilarni kolonu (50 um x 20 c¢m, SilicaTip, New Objective, CA,
USA) naplnénou také reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, 3 um, Dr. Maisch GmbH,
Némecko) pii konstantnim pratoku 180 nl/min.

Peptidy eluované z analytické kapilarni kolony byly ionizovany pomoci
elektrospreje a analyzovany tandemoveou hmotnostni spektrometrii metodou data-

dependent analysis s kolizi indukovanou fragmentaci ionti v kolizni cele.

Tab. 5 Gradient zvoleny pro eluci precisténych peptida z ptredkolonky pti LC-MS/MS analyze.

Cas (min) Mobilni faze A (%) Mobilni faze B (%)
0 95 5
13 95 5
53 75 25
60 65 35
62 45 55
64 15 85
66 15 85
69 95 5
80 95 5
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Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; Captive
Spray 1080 V; Dry gas: 8 I/min; Dry temperature: 150 °C); Tune Page nastaveni (lon
funnel RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole ion energy 3.5 eV; collision
energy 6 eV; Collision RF 1250 Vpp; transfer time 90 ps; pre- puls storage 12 ps);
MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; 2 s cycle time; threshold pro piepinani z MS na
MSMS moéd 500 cts; active exclusion po 1 spektrech po dobu nasledujicich 20 s). MS
data byla shirana v hmotnostnim rozsahu 100-1800 m/z s dobou sbéru (acquisition time)
300 ms pro MS a rozsahu 60-250 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru,
kdy 60 ms odpovida intenzité iontl 50000 cnts a vice a 250 ms pro ionty s intenzitou 500
cnts a méng.

A:0,1% FA

B: 90 % ACN + H20 okyselenéd na 0,1% FA

3.3.6 Zpracovani dat

Surova data byla zpracovana programem MaxQuant software v.1.6.10.43 (Tyanova et al.,
2016) zahrnujici prohledavaci algoritmus Andromeda (Cox et al., 2011). (s nastavenim
parametra ,, Bruker TOF*, Beck et al., 2015). Identifikace proteinti byla provedena proti
databazim odpovidajicim analyzovanému materidlu. Celkem byly vyuzity tfi rozdilné
databaze obsahujici kompletni lidsky proteom a proteomy kvasinky Y.lipolytica
ajeCmene. Databaze byly stazeny z depozitaife UniProt a databaze nejcCastéjSich
kontaminanti (247 proteinovych sekvenci). Zakladni parametry pro Andromeda
algoritmus a identifikaci proteinil byly nasledujici: enzym — trypsin, 2x mozna vynechana
mista $tépeni (miss cleavage), zadané modifikace peptidu — karbamidometylace cysteinu
jako fixni, N-koncova acetylace proteintl a oxidace metioninu jako variabilni a minimalni
délka peptidu 7 aminokyselin. Vysledky prohledavani ze vSech vzorka byly spojeny
a statisticky filtrovany na hladiné 1% FDR (false discovery rate, Gupta et el. 2011) na

urovni spekter, peptidii a proteinti.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Kvantifikace gradientovou HPLC

Celkova proteomicka analyza z hlediska identifikace a kvantifikace peptidl a proteinii je
velmi zavisla na moznostech reprodukovatelné analyzy vychazejici z dobte definovaného
mnozstvi proteinit nebo peptidit vstupujicich do analyzy. Kvantifikace proteini
vstupujicich do proteomické analyzy je pro diferencni analyzu proteini ve vzorcich
nezbytnd. Dalsi vyhodou je naslednd moznost kvantifikace obsahu peptidi ve findlnich
proteolyticky pfipravenych digestech proteind, které byly ziskdny béhem zpracovani
vzorki. V soucasnosti vétSina metod vhodnych pro kvantifikaci polypeptidi je zaloZzena
na analyze proteinti a pro ptimou kvantifikaci peptidii ve vzorcich se nehodi.

Techniku HPLC-UV lze vyuzit pro detekci a naslednou kvantifikaci peptidi ve
vzorcich po proteolytickém $tépeni. Nasim cilem bylo zjistit, jestli technikou HPLC-UV
muzeme detekovat a kvantifikovat obsah peptidi ve vzorku proteinového digestu
Vv zavislosti na nastfiknutém mnozstvi peptidi. K tomuto experimentu byl vyuzit vzorek
hovéziho sérového albuminu (BSA), jenz byl proteolyticky naStépen. Zasobni roztok
peptidi z BSA byl v koncentraci 1,26 pg.ul™.

Postupné byly do HPLC-UV systému nanaSeny rtizné objemy zasobniho roztoku
BSA digestu v rozsahu od 1 pl do 20 pl odpovidajici hmotnostnimu obsahu peptidi
v rozsahu od 1,26 ug az po 25,2 ug. K analyze vzorkd byl zvolen gradient popsany
Vv kapitole 3.3.3. Ve chromatogramu lze vidét, ze se zvySujicim se obsahem peptidi ve
vzorku nastiiknutém na kolonu se zvétSuje také celkova plocha pika (Obr. 12). Navic
tento nartst plochy pod pikem vykazuje se zvySujicim se mnozstvi nastfikovaného
mnozstvi peptidu linearitu (Obr. 13). Pro provéreni reprodukovatelnosti stanoveni plochy
piku byl kazdy vzorek analyzovan opakované (miniméln¢ dvakrét). Vysledné plochy pik
odpovidajici stejnému obsahu peptidlii nastifiknutému na kolonu jsou pftiblizné shodné
a reprodukovatelnost této metody je vyhovujici. Limit kvantifikace je okolo 1 pg peptidi,
jak je vidét z kalibraéni zavislosti. Kdyz srovname vysledky tohoto experimentu
svysledky v praci autori Wang a kolektiv (2014), je limit kvantifikace pro nas
experiment az 28x vys§i nez ve zminované studii, kde limit kvantifikace dosahuje
hodnoty 39 ng. Tento kvantifika¢ni limit byl dosaZen i pouzitim chromatografické kolony
o pruméru 1 mm. Ve spojeni s niz§im prutokem 100 pl.min-1 a UV detektorem

S odpovidajici mensi UV celou vede ke zvySeni poméru odezvy detektoru vzhledem k
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Obr. 12 Chromatogram vzorkti BSA, které byly nastfiknuty v riznych objemech (barevné
rozliSeno). Vétsi plochy piku znazornuji vétsi objem nastiiknuty na kolonu, kdy 1ze
vyuZit porovnani ploch piku k pfiblizné kvantifikaci.

mnozstvi analyzovaného materialu, a tim 1 ke zvySeni citlivosti samotné detekce. Odezva
analytu se pti pfechodu z kolony o priméru 2,1 mm na 1 mm zvedne az 20x (Meyer,
2010). Ptiblizné to odpovida rozdilu kvantifikacnich limitd zjisténych v nasi praci
a Vv praci Wanga a kolektivu (2014).

Nutno fict, ze kazdy typ vzorku — jednotlivé peptidy, proteolyticky ptipravené
digesty jednotlivych proteinli nebo proteolytické digesty komplexnich proteinovych
smesi — potiebuje proméfit kalibracni zavislost. K této skutecnosti se dosSlo po
experimentu, v kterém byly na kolonu postupné nanaseny roztoky tech riznych peptida
(enkefalin, angiotenzin, leupeptin). Vzorky byly nastfikovany se stejnym obsahem
peptidu v nastfikovaném objemu. Mimo vzorky téchto peptidii byly navic na kolonu
nanaSeny vzorky obsahujici peptidy z digestu BSA a komplexni digesty pochazejici jak
z zivocisnych bunék (HeLa S3), tak z rostlinného materialu pochazejiciho z jeémene (dva
nezavislé vzorky). V tomto experimentu jsme dosli k zavéru, Ze plochy piki odpovidajici
zejména jednotlivym ¢istym peptidim jsou navzajem velmi odlisné, a to jak mezi
jednotlivymi peptidy, ale také velmi vyrazné od chromatografickych zaznami
a celkovych ploch pikti ziskanych pro digest vybraného proteinu (BSA) nebo ploch pikt
ziskanych pro komplexni vzorky (zivoc¢isné buriky, rostlinny material) (Obr. 14). Dosli
jsme tedy k zavéru, ze velmi zalezi na primarni struktuie dané¢ho peptidu a neni mozné

pfimo srovnavat celkové plochy pikd riznych typt vzorkd jako jsou peptidy versus
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Obr. 13 Graf zavislosti plochy piku na mnozstvi proteinu v nastifikovaném objemu na kolonu.

naStépené jednotlivé proteiny nebo naStépend komplexni smés proteint. V nejlepSim
piipad¢ je tedy nutné vytvofit kalibracni zavislost se standardem stejné¢ho typu, jelikoz
ma stejny typ velmi podobny pribéh chromatografického zaznamu (Obr. 14- treti

chromatogram obsahujici dva nezavisle pfipravované vzorky peptidi z rostlinného

materidlu pochazejiciho z jeCmene).

BSA-digest

HELA-digest
peptidy (20 ug)

je€men-digest 1 (modra)
peptidy (20 ug)

jetmen-digest 2 (hnéda)
peptidy (~8 ug)

Obr. 14 Porovnani chromatografickych zdznami ziskanych analyzou riiznych typt vzorkid —
BSA digest, digest zivocisnych bunék (HeLa S3) a digest rostlinnych vzorkd (je¢men).
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4.2  Vliv frakcionace peptidii na kvalitu identifikace a kvantifikace

Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti této prace, proteom je velmi slozity a dynamicky
soubor, pro jehoz analyzu se nejvice vyuzivaji multidimenzionalni chromatografické
techniky. Bohuzel i pies jednoduchost a niz$i narocnost prace neni piima analyza
komplexniho vzorku pro analyzu proteomu vhodna a nedosahne do takové hloubky jako
multidimenziondlni techniky. Kombinace vybranych chromatografickych technik
nasledovana finalni kapilarni LC-MSMS analyzou je relativné snadnym zptisobem, jak
zvysit celkovou separacni kapacitu pro rozdéleni, identifikaci a kvantifikaci Sirokého
spektra peptidti v komplexnich smésich (Wolters et al., 2001).

V nésledujicich experimentech jsme se zaméfili na porovnani riznych podminek
pro offline frakcionaci komplexnich peptidi s vyuzitim RP-RP dvoudimenzionalni
chromatografie, jelikoz tato RP-RP separace s kolonami plnénymi sorbentem C18
ziskava v poslednich letech na popularit¢ (Gilar et al., 2005b). Nejdiive se testovala
ortogonalita vybranych mobilnich fazi a nasledné byly porovnavany dva experimentalni
ptistupy k offline frakcionaci peptidi. Prvnim z nich byl HPLC-UV systém s kolonou
(Gemini-NX, 5 um, 150%2,1 mm) plnénou sorbentem RP-C18 a druhy z nich byla
mikrogradientova separace na malé cca 3 cm kolonce umisténé v PTFE kapilaie plnéné
sorbentem RP-C18 (AQUA C18 sorbent, 5 um, Dr. Maisch, Némecko).

K hodnoceni kvality separace peptidii a nasledné identifikace a kvantifikace
peptidi a proteinti za rtiznych podminek bylo vyuZzito proteolytickych digesti BSA
a proteind pochazejicich z zivo¢isnych bunék Hela S3, které jsou Siroce vyuzivany ke
studiu proteomu v lidské bunécné biologii (Masters, 2002) a raznych proteomickych

studiich (von Stechow et al., 2015).

4.2.1 Mikrogradientova frakcionace proteolytickych peptidi z BSA

proteinu za riznych podminek, ovéreni ortogonality déleni

Pro spravné vyuziti mikrogradientové frakcionace bylo nutné nejdiive optimalizovat
podminky samotné separace. K zdkladni optimalizaci se vyuzily vzorky hovéziho
sérového albuminu (BSA), které byly frakcionovany ve 4 riznych prostfedich. Prvni dvé
byly kyselé (0,1% TFA —Obr. 15-A; 0,1% FA — Obr. 15-B), kdy ob¢ vykazovaly podobné
schopnosti frakcionace, ale 1 zde je mozné si v§imnout rozdili. V ptfipadé mobilni faze
obsahujici 0,1% TFA distribuce eluovanych peptidi z prvni reverzni kolony témét velmi

ptesné kopiruje i eluci peptidli z reverzni kolony pouzité v druhém rozmeéru, coz znamena
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minimalni ortogonalitu vicerozmérné separace. Podobné se projevuje také déleni peptida
s vyuzitim mobilni faze obsahujici 0,1 % FA. I zde je pozorovatelnd mensi ortogonalita
separace peptidl vlivem stejnych pH podminek pouzitych v obou krocich déleni peptidi.
Je ale mozné si v§imnout vyraznych rozdilti mezi pouzitim TFA a FA pfi déleni peptidi
na sorbentech reverzni faze, c0z odpovida odlisné interakci jednotlivych kyselin s peptidy
a nasledné s reverzni fazi. Pouziti TFA oproti FA nejen nastavuje kyselé pH prostiedi,
ale zaroven funguje pro peptidy také jako ion-parové Cinidlo a vyrazné ovliviluje
samotnou interakci peptidd s reverzni fazi, v duasledku cehoz zplsobuje uzsi
a intenzivné&jsi peptidové piky, ale bohuzel vyrazné negativné ovlivituje ionizaci peptida
v ESI zdroji (Chakraborty a Scott, 2005).

Z dtivodu nizké ortogonality kyselych frakcionaci a potieby ortogonalitu zvysit
bylo pro frakcionaci vyzkouseno i zasadité prostiedi dle prace Gilar a kolektiv (2005b).
Pro frakcionaci byly zvoleny dva roztoky hydrogenuhli¢itanu amonného (AmBI)
0 koncentraci 20 mM. Roztoky se liSily hodnotou pH, kdy prvni mél hodnotu 8
(Obr. 15-C) a druhy hodnotu 10 (Obr. 15-D). Pokud srovname chromatogramy A+B

versus C+D, je jasné, ze je frakcionace v bazickém prostiedi jakozto prvni rozmér déleni
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Obr. 15 Chromatogramy vzniklé mikrogradientovou frakcionaci vzorku BSA v prostfedi:
A-0,1% TFA, B-0,1% FA, C-20 mM AmBi (pH 8) a D-20 mM AmBi (pH 10).
Frakce jsou barevné odliseny.
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peptidd na kolon¢ RP-C18 efektivnéjsi a je dosazeno vyrazngj$i zmény v distribuci
eluovanych peptidii ve srovnani s rozmérem druhym, ktery vzdy probihd v kyselém
prostiedi s vyuzitim FA jako modifikatoru mobilni faze (Gilar et al, 2005a) pro svou
kompatibilitu s ESI ionizaci (Chakraborty a Berger, 2006). Hodnoceni dvou riznych
hodnot pH (pH 8 a pH 10) pro multidimenzionalni separaci peptidii bylo testovano
z divodi proto, ze dlouhodobé pouzivani mobilni faze s bazickym pH zptsobuje
degradaci chromatografickych sorbentl zalozenych na oxidu kfemicitém, zvlasté pak
mobilni faze s pH vyrazné vyssim nez 8 (Kirkland et al., 1995).

Kromé porovnani mezi kyselou a bazickou frakcionaci mizeme na obr. 15
pozorovat 1 viditelné rozdily v jednotlivych frakcich 1,5 a 6. Vysledky ukazuji lepsi
rozde€leni peptidl pti pouziti mobilni fize AmBi s pH 10 pro frakcionaci v prvnim kroku,
coz poskytuje predpoklady pro lepsi frakcionaci smési peptidii v dasledku Sirsi distribuce
peptidi do jednotlivych frakci. Na zdklad¢ tohoto pozorovani je mozné piedpokladat
I vy$8i pocty identifikaci peptidd a proteinti v nasledujici finalni LC-MS/MS analyze.

Multidimenzionalni distribucerozdélenych peptidd

2.6
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Retenéni ¢as (s)
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Obr. 16 Srovnani multidimenzionalni distribuce proteolyticky nastépenych peptidi z BSA
z hlediska jejich retenéniho ¢asu a molekulové hmotnosti v ramci kombinace kolon RP-
RP. Leva strana reprezentuje kombinaci déleni peptidii na obou RP kolonach s pouzitim
0,1% FA (pH2,6); prava strana kombinaci déleni peptidd na prvni RP kolon€ s pouzitim
20 mM AmBi (pH 10) a druhé RP koloné s pouzitim 0,1% FA (pH2,6).
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Kromé chromatogramti pro jednotlivé frakcionace mlzeme pozorovat rozdily
Vv rozdéleni smési peptidi pomoci multidimenzionalni separace za riznych pH-podminek
(Obr. 16). Velmi hezky lze vidét zmény, ke kterym dochézi pfi zméné pH prostiedi pii
déleni peptidti na RP-C18 fazi. Ke zméndm dochézi hlavné v molekuléch ionizovatelnych
aminokyselin v peptidech, kdy v dusledku tato zména ovlivni i retenci na reverzni fazi
Vv kolong. Pii frakcionaci v prostiedi pH 10 je potla¢ena ionizace NH»-skupin u bazickych
aminokyselin (arginin, lysin, histidin, glutamin a asparagin) a podpofena
ionizace -COOH skupin aminokyselin (kyselina glutamova a asparagova), ¢imz se
vyrazné ovlivni retence peptidi na RP-C18 obsahujicich tyto aminokyseliny. U peptidi
ziskanych proteolytickym St€épenim pomoci trypsinu, ktery uvolituje peptidy obsahujici
minimalné jednu z bazickych aminokyselin na C-konci kazdého peptidu, je tento efekt
vétSinou vyraznéjsi.

Déle Ize sledovat retenci i u delSich peptidii, kdy se se zvySujici se délkou zvySuje
1 pocet neutralnich aminokyselin v fetézci peptidu, a tudiz i hydrofobicita. Vyssi
hydrofobicita poté znamena v¢Etsi retenci na koloné. Je to s velkou pravdépodobnosti
jeden z hlavnich efektt ovliviujicich vazbu peptidu na RP-C18 fazi (Mant et al., 1989).
Pravé frakcionace v prostiedi 0,1% FA (pH 2,6) velmi pékné kopiruje velikost peptidu
(Obr. 16 vlevo), avsak frakcionace v bazickém prostiedi nejevi tak velkou zavislost
retence peptidu na délce peptidu. Jiz prvni frakce obsahuji 1 peptidy s delSim fetézcem
a vyssi hmotnosti ve srovnani s peptidy eluovanymi pii kyselém pH. Zda se, ze pii
frakcionaci peptidi pti pH 10 hraje bazické pH velmi vyznamnou roli pii ovliviiovani

interakce peptida se stacionarni RP-C18 fazi.

4.2.2 Porovnani kvality proteomické analyzy proteini (identifikace,
kvantifikace) s vyuZitim multidimenzionalni separace v systému

RP-RP

V této Casti experimentll byly porovnany tfi rizné experimentalni pfistupy k analyze
komplexniho vzorku o koncentraci peptidd 2 pg/l pl vytvoreného proteolytickym
Stépenim vSech proteinli izolovanych z Zivo€isSnych bunck Hela S3. Nejdiive byl
komplexni vzorek analyzovan pfimo bez frakcionace systémem kapilarni LC-MS/MS
s ESI ionizaci tzv. ,single shot“ analyzou. Dale byl vzorek (20 pg) analyzovan
multidimenzionalni (RP-RP) metodou mikrofrakcionace s vyuzitim kratké 3 cm kolony

vytvofené v PTFE kapilare, kdy byl vzorek rozdélen vzdy do 7 frakci s pouZzitim mobilni
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Analyza 30 frakei -
méfeni:

Jedina analyza celého vzorku —

- Analyza 7 frakci — mé&feni:
méfeni:

1. 2. 3. 4. 5. 1. 2. 3. 4, 1. 2.
Priimérné hodnota ze viech 5 méfeni Primé&rna ho&ilr:ot.‘a ze viech 4 Priimérné hodnota
méfeni
1094 921 903 928 1013 2777 2803 2792 2756 4412 4388
Poéet proteind
972 2782 4400
Potet proteinil identifikovanych pouze jednim 337 326 320 309 342 741 763 727 700 1095 1082
peptidem 327 733 1089
5123 3573 3167 3571 4284 14735 14631 15445 15454 21641 21215
Pocet peptida
3944 15066 21428
4,7 3,9 35 38 4,2 53 5,2 55 5,6 4,9 4,8
Primér identifikovanych peptidi na protein
4,03 5,42 4,87
3 2 2 2 2 3 3 3 3 3 3
Median identifikovanych peptidi na protein
2,2 3,0 3,0
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Minimum identifikovanych peptidd na protein
1 1 1
Maximum identifikovanych peptidii na 77 53 a2 a7 67 148 143 150 141 141 134
protein 57 146 138
1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
Kvartil 1
1 1 2
6 4 4 4 5 6 6 7 7 6 6
Kvartil 3
4,6 6,5 6,0

Obr. 17 Souhrnné srovnani proteomickych parametri identifikace proteini a peptidi
komplexniho vzorku peptidi z Hela S3 lyzatu analyzovaného tfemi riznymi
experimentalnimi piistupy.

faze s bazickym pH (AmBi, pH 10). Nakonec byl vzorek (40 pg) analyzovan také
multidimenzionalni (RP-RP) metodou frakcionace s pouzitim HPLC-UV systému
s naplnovou analytickou kolonou Gemini-NX (RP-C18, 5um, 150x2,1 mm) opét
S pouzitim mobilni faze s bazickym pH (AmBi, pH 10), avSak rozdil oproti predeslé
metod¢ byl v rozdéleni vzorku. Vzorek byl rozdélen do 30 frakci.

Zakladni udaje ze vSech tfech analyz byly zavedeny do tabulky (Obr. 17), kde lze
vy¢ist nékolik vyznamnych souvislosti. Prvni rozdil je v rozsahu identifikace peptida
a proteinti, kdy rozsah roste v zavislosti na poctu frakci ziskanych offline frakcionaci.
Celkovy primérny pocet identifikaci v jedné analyze je 972 proteinii a 3944 peptidd,
pricemz témét 34 % proteind je identifikovano pouze diky jednomu unikatnimu peptidu.
Frakcionaci vzorku do 7 frakei pomoci mikrogradientu se zvysil pocet identifikaci na
2782 proteinll, coZ je 2,9x vyss§i pocet oproti poétu ziskaného analyzou vzorku bez
frakcionace, a 15066 peptidi, kde je pocet oproti prvni analyze 3,8x vyssi. Taky se snizil
pocet identifikovanych proteinii pouze jednim unikatnim peptidem na 26 %. Diky
frakcionaci pomoci HPLC-UV systému ziskame jesté vétsi pocet identifikaci, a to 4400
proteinii a 21428 peptidi, kde je okolo 25 % proteinii identifikovano diky jednomu
unikatnimu peptidu. Vysledky jsou podobné vysledkiim z frakcionace pomoci

mikrogradientu. KdyZ porovname hodnoty identifikaci z 30 frakeci s daty ziskanymi
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Z jedné analyzy, jsou narUsty identifikaci vyznamné, avSak vyznamnéjsi je porovnat
narust identifikaci oproti 7 frakcim z mikrogradientu. Narust je v tomto piipad¢ 1,58x
Vv piipadé¢ proteint a 1,42x v ptipad¢ peptidi.

I presto, ze je nartist identifikaci proteind i peptidi vyssi pro analyzu vzorku
rozdéleného do 30 frakci, je nutno brat v potaz i Cas analyzy. V piipad¢€ jediné analyzy
trvala celd LC-MS/MS analyza 120 minut cCistého gradientu plus nandSeni vzorku
a ekvilibrace kolony. V experimentech analyzujicich frakce z mikrogradientu nebo
i HPLC-UV gradientu trvala jedna cela LC-MS/MS analyza jedné frakce 85 min (gradient
+ naneseni vzorku a ekvilibrace kolony). Celkové po secteni dostaneme pro analyzu 7
frakei 595 minut, coz je 4,9x vic nez u jediné analyzy. V ptipad¢ analyzy 30 frakci je to
dohromady uz 2550 minut. Je to velmi vyznamny nartist oproti jediné analyze (21,3x). Je
tedy nutno podotknout, Ze i ptes vysoky nartst identifikaci pro analyzu 30 frakcei je tato
analyza pomoci LC-MS/MS systému vhodna zejména pro analyzu slozitych komplexnich
vzorki v malych sériich, a to z diivodu ¢asové narocnosti.

Frakcionace pomoci mikrogradientu a analyza 7 frakci je obhajitelna, protoze
nariist Casové a experimentalni naroc¢nosti 4,9x je zdivodnitelny vyznamnym nartistem
identifikaci proteinii 2,9x (z 972 na 2872) a peptidii 3,8x (z 3944 na 15066) a také hlavné
8% poklesem poctu proteint identifikovanych pouze jednim unikatnim peptidem.

Vyznamnou vlastnosti proteomické analyzy je reprodukovatelnost opakovatelné
identifikace proteinii a peptidi. Celkové identifikace vzdy obsahuji urcité procento
proteini a peptidi identifikované jen v urcitém poctu opakovanych analyz (Obr. 18).
Reprodukovatelnost identifikace stejnych proteinti se pohybovala v rozmezi od 73 % pro
jediné analyzy bez frakci, pfes 81 % pro analyzy ze 7 frakci az po 94 % pro opakované
analyzy z 30 frakci. Toto chovani lze vysvétlit tzv. stochastickym principem, ktery je
popsan ve studii autort Kreimer a kolektiv (2016), a ktery se uplatituje na vybér
prekurzor pfi automatické fragmentacni analyze zavislé na datech (DDA) a fragmentaci
prekurzorti (peptidu), které jsou detekovany v MS spektru. Analyza DDA vybira
k fragmentaci a dalsi analyze hlavné peptidy ve vysoké koncentraci. Peptidy, které jsou
zastoupeny Vv nizké koncentraci a maji malou variabilni intenzitu v MS spektru, jsou diky
nahodnému vybéru a nedostatku méficiho casu preskoceny. Vysoky stupent
reprodukovatelnosti identifikace stejnych proteint u analyzy 30 frakci mize jiz byt také
vysvétlen dosazenim dostate€ného stupné zjednoduSeni komplexniho vzorku smési
peptidi v jednotlivych frakcich umoznujiciho ionizaci, detekci a fragmentaci vétSiny

peptidl obsaZenych v dané analyze s dostate¢nou koncentraci v daném vzorku.
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1) Analyza celé smési najednou:

1. méreni: [

Pocet identifikovanych proteimi: 1094

Poéet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 337

2. méreni:
Poéet identifikovanych proteimi: 921
Pocet protemi identifikovanych 1 peptidem: 326

3. meéteni:.
Pocet identifikovanych protemi: 903
Pocet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 320

4. méreni:
Poéet identifikovanych proteimi: 928
Pocet protemi identifikovanych 1 peptidem: 309

S.meéfeni:
Poéet identifikovanych proteimi: 1013
Poéet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 342

2) Analvza 7 frakci: \
1. méreni: [0

Pocet identifikovanych proteimi: 2777

Pocet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 741
2. méveni:

Pocet identifikovanych proteini: 2803 y (M7 /

Poéet protemi identifikovanych 1 peptidem: 763 y’ Y\ 1,16 %
3. méreni:| | ’
Pocet identifikovanych protemmi: 2792

Pocet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 727
4. méreni:

Pocet identifikovanych proteini: 2756

Pocet protemni identifikovanych 1 peptidem: 700

3) Analvza 30 frakci:
/ 1. méreni:

Pocet identifikovanych proteimi: 4412
Pocet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 1095

2. méreni:
Pocet identifikovanych proteimi: 4388
Pocet proteimi identifikovanych 1 peptidem: 1082

Obr. 18 Porovnani reprodukovatelnosti opakovatelné identifikace stejnych proteint
V jednotlivych experimentalnich pfistupech, 1) opakované jednotlivé ,,single-shot*
analyzy 2 ug komplexniho vzorku, 2) opakované analyzy 20 ug komplexnich vzorka
Hela S3 rozdelené vzdy do 7 frakci z mikrogradientové frakcionace, 3) opakované
analyzy 40 pg komplexnich vzorkti Hela S3 rozdélené vzdy do 30 frakei z HPLC-UV
frakcionace.

Kvantifikace peptidi metodou ,labelfree neboli bez znaceni a diferen¢ni
proteomickad analyza rliznych vzorkli probihaji na zdklad€ detekce molekularnich
vlastnosti jednotlivych pikd, tzv. ,,molecular features, které reprezentuji peptidy. Ze

studie autorti Bantscheff a kolektiv (2007) vime, ze MS spektra obsahuji vyrazné vyssi
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Obr. 19 Distribuce unikatnich identifikovanych peptidi z komplexniho vzorku Hela S3
Vv jednotlivych frakcich mikrogradientu. Vyznam vyskytu unikatnich peptidd
opakované pouze v jedné frakci je vyznamny z hlediska ,,labelfree” kvantifikace. Malé
sloupce zobrazené mezi jednotlivymi sloupci v pozicich 1-2-3-4-5-6-7 reprezentuji
pocty peptidi detekovatelnych ve vice nez jedné offline frakci, a to nejcastéji ve dvou
nejblizsich frakcich.

pocet detekovatelnych pikd, které nejsou béhem procesu selekce a fragmentace
analyzovany, coz je diivod toho, Ze k nim nejsou identifikovany peptidy. Navic se
vyskytuje urcité procento pika, které selekci a fragmentaci proSlo, avSak ziskana
fragmentacni spektra nejsou dostatecné kvalitni, aby doslo ke spolehlivé identifikaci
peptidd, Vv disledku ¢ehoz nejsou ptitfazeny k proteintim.

V diferen¢ni analyze standardné vyuzivame k analyze zmén ,,shotgun® analyzu.
Ta je zalozena na ,,single-shot* analyze, tedy analyze komplexni smési v ramci dlouhého
gradientu. Jak jiz bylo zminéno, LFQ kvantifikace vyzaduje detekci stejnych
molekularnich vlastnosti pikli reprezentujicich stejny peptid ve vSech srovnavanych
analyzach, tj. ve vSech chromatogramech ve velmi podobném reten¢nim ¢ase (Cox et al.,
2014). V ptipadé, ze k tomu nedojde, nelze vypocitané charakteristiky pikt reprezentujici
identifikovany peptid vyuzit ke kvantitativnim u¢elim. Pro multidimenzionalni separaci
komplexni smési peptidll je nezbytné zajistit co nejlepsi reprodukovatelnost rozdéleni
peptidi do jednotlivych frakei. PouZiti systému RP-RP za rtiznych pH podminek toto

spliuje (Lau et al., 2011). Muzeme vidét, ze vice nez 85 % vsech unikatnich peptidd
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Obr. 20 Srovnani vypoétenych hodnot iBAQ pro jednotlivé identifikované proteiny v ramci
opakovanych frakcionaci s vyuzitim mikrogradientu; porovnavana jsou technicka
opakovani reprezentujici 4 vzorky peptidi z Hela S3, pficemz na ose X je vzdy
vynesena prvni analyza a ta je porovnavana s dal$imi naslednymi analyzami a to takto:
A) 1 analyza vs 2 analyza; B) 1 analyza vs 3 analyza; C) 1 analyza vs 4 analyza. Cerna
prerusovana &ara reprezentuje piimku se smérmici rovnou 1. Cim vice se jednotlivé
body blizi této preruSované care, tim leps$i je reprodukovatelnost stanoveni
kvantitativnich dat metody. Kvalitu reprodukovatelnosti také vyjadiuje hodnota
Pearsontv korelaéni faktor, ktery je ve vSech ptipadech vyssi nez 0,90.

identifikovanych ve frakcich rozdélenych pomoci mikrogradientu do 7 frakci je zahrnuto
a identifikovano pouze v jedné frakci (Obr. 19).

Pomoci bodovych grafii mizeme graficky zobrazit reprodukovatelnost stanoveni
obsahu proteinii v opakovanych analyzach vynesenim stanovené absolutni kvantity
proteini  vypoctené na zakladé intenzit peptidi iBAQ (intensity-based absolute
quantification of proteins) v jednotlivych technickych opakovanych frakcionacich
a LC-MS/MS m¢fenich (Obr. 20). Reprodukovatelnost technickych opakovani
nezavislych frakcionaci vede k velmi podobnym hodnotam, coz se projevuje i na

hodnotach Pearsonovych korela¢nich faktorti v rozsahu od 0,92 — 0,94,
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5 ZAVER

Z experimentalnich vysledki miizeme odvodit, Ze testovana metoda kvantifikace peptid
metodou HPLC-UV, pfi které se vyuziva chromatografie na reverzni fazi, je vhodna a da
se vyuzit pro detekci a kvantifikaci peptidi ve vzorcich rizného typu. Avsak je dilezité
myslet na to, aby byla pro kazdy typ vzorku — jednotlivé vybrané peptidy, digesty
jednotlivych proteinti nebo digesty komplexnich smési — vytvorena samostatna kalibra¢ni
zavislost. Pro kvantifikaci vybranych jednotlivych peptidi je nutné mit standard
analyzovaného peptidu. V horSim ptipad¢ je nutné vyuzit jako standard strukturné velmi
podobny peptid, jenz mé nejlépe 1 stejné fyzikalni a chemické vlastnosti. V piipadé
jednotlivych proteini je nutné pripravit kalibracni zavislost s vyuzitim standardniho
proteinu s podobnou velikosti a fyzikalné-chemickymi charakteristikami, jako budou mit
kvantifikované proteiny ve vzorcich. Relativné nejjednodussi je piiprava kalibraéni
zéavislosti pro vzorky obsahujici peptidy z proteolytického St€peni komplexnich smési
proteint. Zde staci ptipravit definovany extrakt proteini ze stejného typu materialu, tento
extrakt dobte zkvantifikovat na trovni proteinti, pak reprodukovatelné¢ nastépit na peptidy
a provést proméieni kalibracni zavislosti pro dany typ materidlu.

Hlavni naplni prace bylo otestovat mikrogradientovou frakcionaci za rtznych
podminek. Frakcionace za kyselych podminek rozdélovala peptidy do frakci v zasadé dle
velikosti peptidt, protoze s délkou peptidi rostla retence na reverzni fazi. Tento princip
se vSak uplatiioval pouze u kyselé frakcionace a u bazické tomu tak nebylo. Jako
nejvhodnéjsi se tedy ukazala byt frakcionace v prostfedi hydrogenuhli¢itanu amonného
0 koncentraci 20 mM a pH 10, kdy dochazelo k nejvétsi distribuci peptida do frakci, coz
mélo za nésledek 1 vyssi pocet identifikaci.

Nakonec se srovnavaly rizné experimentalni pfistupy (jedina analyza, analyza
7 frakei, analyza 30 frakci) pro analyzu komplexnich vzorkli a na zékladé vSech
ziskanych a prezentovanych dat bylo zhodnoceno, Ze nejvhodnéjsi experimentdlni
usporadani pro analyzu komplexnich vzorkl zajistuje mikrogradientové frakcionace na
RP-C18 fazi s bazickou mobilni fazi o pH 10 v uspofadani popsaném v kapitole 3.3.5,
ktera délila peptidy do 7 frakci. Toto usporadani je vhodné jak z hlediska identifikace
peptidii a proteintll, tak z hlediska kvantifikace pro cilenou diferen¢ni proteomickou
analyzu. Pro malé shrnuti mikrogradientovou frakcionaci vzorku do 7 frakei se pocet
identifikaci dostal na 2782 proteinl, coz je 2,9x vys§i pocet oproti poctu ziskaného

jedinou analyzou vzorku bez frakcionace, a 15066 peptidi, kde je pocet oproti jediné
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analyze bez frakcionace 3,8x vyssi. Také se snizil pocet identifikovanych proteinti pouze
jednim unikatnim peptidem na 26 %. Analyza 30 frakci v poctu identifikaci vede
K vys$im ¢islim nez analyza 7 frakci, avsak diky analyze tolika frakci se dostala celkova
Casova narocnost na 2550 minut, coz je v mnoha piipadech rozhodujici faktor pfi vybéru

vhodného pfistupu pro analyzu velkého poctu komplexnich proteomickych vzorki.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AMRT
APEX
AUC
DDA
2-DE
2D-HPLC

DIA

DIGE
emPAl

ESI
HILIC

HILIC-RP

HRMS

iBAQ

ICAT
ITRAQ

IEF
IEX

IMAC

retenéni ¢as presné hmoty (z anglického accurate-mass retention-time)

absolutni proteinova exprese (z anglického absolute protein expression)

plocha pod kiivkou (z anglického area under the curve)

fragmentacni analyza zavisla na hmotnostnich datech prekurzorti (z anglického
data-dependent analysis)

dvoudimenzionalni elektroforéza (z anglického two-dimensional
elektrophoresis)

dvoudimenzionalni vysokou¢inna kapalinova chromatografie (z anglického two-
dimensional high pressure liquid chromatography)

fragmentac¢ni analyza nezavisla na hmotnostnich datech prekurzori (z anglického
data independent analysis)

diferencni gelova elektroforéza (z anglického differential gel electrophoresis)
exponenciondlné modifikovany abundantni index proteinu (z anglického
exponentially modified protein abundance index)

ionizace elektrosprejem (z anglického electrospray ionization)

hydrofilni interak¢éni kapalinova chromatografie (z anglického hydrophilic
interaction liquid chromatography)

dvoudimenzionalni chromatografie v prvni dimennzi S hydrofilni interakéni
kapalinovou chromatografii a v druhé dimenzi s chromatografii na reverzni fazi
(z anglického hydrophilic interaction liquid chromatography-reversed phase
chromatography)

hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim (z anglického high resolution
mass spectrometry)

absolutni kvantity proteinti vypoctené na zakladé¢ intenzit peptidl (z anglického
intensity-based absolute quantification of proteins)

izotopové-kddovana afinitni znacka (z anglického isotope coded affinity tag)
isobarické znacky pro relativni a absolutni kvantifikaci (z anglického isobaric
tags for relative and absolute quantitation)

izoelektricka fokusace (z anglického isoelectric focusing)

ionexova neboli iontoménicova chromatografie (z anglického ion exchange
chromatography)

chelatacni afinitni chromatografie (z anglického imobilized metal affinity

chromatography)
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LCMSE

LC-MS/MS

MALDI

MS
MudPIT

NSAF

Q-TOF

PAI

PGC

RP

RP-LC

RP-RP

SCX

SCX-RP

SDS-PAGE

SILAC

SPC

TMT
TOF

kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s kolisavou
kolizni energii (z anglického liquid chromatography-mass spectrometry-elevated
energy)

kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(z anglického liquid chromatography-mass spectrometry/mass spectrometry)
ionizace laserem za vyuziti matrice (z anglického matrix assisted laser
desorption/ionization)

hmotnostni spektrometrie (z anglického mass spectrometry)

technologie multidimenzionalni proteinové identifikace (z anglického
multidimensional protein identification technology)

normalizovany spektralni abundantni faktor (z anglického normalized spectral
abundance factor)

hmotnostni spektrometr s quadrupolem v tandemu s praletovym analyzatorem
(z anglického quadrupole-Time of Flight)

abundantni index proteinu (z anglického protein abundance index)

porézni grafitizovany uhlik (z anglického porous graphitic carbon)
chromatografie na reverzni fazi (z anglického reversed-phase chromatography)
chromatografie na reverzni fazi (z anglického reversed-phase liquid
chromatography)

dvoudimenzionalni chromatografie v obou dimenzich s chromatografii na
reverzni fazi (z anglického reversed-phase chromatography-reversed-phase
chromatography)

katexova vymeénna chromatografie (z anglického strong cation exchange)
dvoudimenzionalni chromatografie v prvni dimenzi s katexovou vyménnou
chromatografii a v druhé dimenzi s chromatografii na reverzni fazi (z anglického
strong cation exchange-reversed-phase chromatography)

polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti dodecylsiranu  sodného
(z anglického sodium dodecyl sulphate polyacrylamid gel electrophoresis)
stabilni izotopové znaceni aminokyselin v bunéénych kulturach (z anglického
stable isotope labeling by amino acids i cell culture)

s¢itani spekter (z anglického spectral counting)

tandemova hmotnostni znacka (z anglického tandem mass tag)

pruletovy analyzator (z anglického Time-of-Flight)
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