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1 UVOD

Cilem této prace bylo naucit se nastavit a optimalizovat LC-MS metodu
pro kvantifikaci cileného biomarkeru - hepcidinu-25. Tento proteinovy hormon je hlavni
regulator homeostazy zeleza v lidském téle. Je povazovan za vhodny biomarker
onemocnéni souvisejici s poruchami homeostazy zeleza. Nadmérna produkce hepcidinu
je pozorovana napiiklad u anémie chronickych chorob. Naopak snizend produkce
hepcidinu je zodpovédna za vétsinu piipadt dédicné hemochromat6zy. Piesné stanoveni
hladiny hepcidinu v séru nebo moci se proto jevi jako slibny nastroj v hematologii

pfi diagnostice poruch homeostazy zeleza.



2 CILE PRACE

Cilem teoretické casti bakalaiské prace bylo vypracovani reSerSe na téma
proteomika, hmotnosti spektrometrie, piehled ptistupt ke kvantitativni proteomické

analyze a vyuziti hepcidinu-25 jako diagnostického biomarkeru.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo vyvinout a optimalizovat LC-MS metodu

pro stanoveni hladiny hepcidinu-25 v séru.
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3 TEORETICKA CAST

3.1 Proteomika

Proteomika je védni obor, ktery se zabyva studiem proteint s cilem poskytnout
podrobny popis jejich struktury, funkce a ucinku v Dbiologickych systémech
(Bradshaw et Burlingame, 2005).

V soucasné dob¢ jsou znamy dvé definice proteomiky. Prvni je vice klasicka
a zahrnuje analyzu samotnych proteinii. Druha je pojata ve vétS§im méfitku a spojuje
studium proteinti s analyzou mRNA a s analyzou genomu. Tato definice zahrnuje rtizné
oblasti studia proteinti jako napftiklad protein-proteinové interakce, posttransla¢ni
modifikace proteind, funkce proteini a také jejich lokalizace. Cilem proteomiky je nejen
identifikovat vSechny proteiny v buiice, ale také vytvofit kompletni trojrozmérnou (3D)

mapu bunky (Graves et Haystead, 2002).
3.1.1 Proteom

Termin "proteom" zavedl Marc Wilkins roku 1994 na konferenci v Sienn¢, vznikl

spojenim slov ,,protein“ a ,,genom“ a oznacoval proteinovy komplement genomu

(Patterson et Aebersold, 2003).

Proteom lze definovat jako soubor vSech proteinii nachazejicich se v daném

okamziku a za danych podminek v konkrétni bunce, tkani, orgdnu nebo organismu.

Pfi popisu proteomu dané buiiky nebo organismu, je tieba pocitat s tim, Ze se
proteom chova dynamicky. V reakci na vnitini nebo vnéjsi podnéty mohou byt proteiny
posttranslaéné modifikovany a pfemistovany uvnitf bunky. Zarovein miize v buiice

dochazet k syntéze ¢i degradaci proteind (Graves et Haystead, 2002).
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3.1.2 Pristupy v proteomickych analyzach

Soucasna proteomika zahrnuje nékolik pfistupii, které se rozdéluji na zaklade¢

pouzitych metod, cila a uceld analyzy.

1. Analyticka proteomika

Zahrnuje predevsim identifikaci proteind, které byly separovany z biologické
smési. Stanovuje jejich sekvenci, molekulovou hmotnost a pifipadné posttranslacni
modifikace s vyuzitim hmotnosti spektrometrie a bioinformatiky (Chmelik, 2005).
2. Expresni proteomika

Expresni proteomika je znama jako kvantitativni studie exprese riaznych proteinti
a jejich srovnani. Timto zptisobem mohou byt identifikovany naptiklad proteiny
pro konkrétni onemocnéni (Graves et Haystead, 2002).
3. Strukturni proteomika

Cilem je zmapovat strukturu proteinovych komplexi a proteinli pfitomnych
Vv urcité bunécné organele, identifikovat v§echny proteiny a nasledné ur€it jejich umisténi.
Izolace specifickych subcelularnich organel nebo proteinovych komplexti pomoci afinitni
purifikace mize znacné zjednodusit proteomické analyzy. Tyto informace poméhaji
sestavit celkovou architekturu buiiky a vysvétluji, jak exprese urcitych proteint udéluje
bunce jedine¢né vlastnosti (Graves et Haystead, 2002).
4. Funk¢ni proteomika

Jednd se o Siroky pojem zahrnujici mnoho specificky zaméfenych piistupt
pro izolaci proteinovych komplexti nebo pouziti specifickych ligandd k izolaci urcitého
typu proteinu. Funkéni proteomika slouzi ke studiu vybranych proteini ve sledované
signalni draze, pfi vzniku ur¢ittho onemocnéni nebo reakce proteinii s léCivem
(Graves et Haystead, 2002).
5. Klinicka proteomika

Klinicka proteomika zahrnuje uplatnéni proteomickych metod v klinické
diagnostice a to prfedevsim méfenim novym biomarkerd metodou SRM, které mohou byt
vyuZity pro v€asnou diagnozu konkrétniho onemocnéni. Své uplatnéni nasla také metoda
MALDI zobrazovani (MALDI imaging), kterd zaznamenava hmotnostni profily napfic

fezem tkani (Palmblad, 2009).
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3.1.3 Postupy pri identifikaci proteinu

Zakladni metody v proteomickych analyzach umoziuji separaci a izolaci proteint
Z bunééné linie, tkané¢ nebo organismu, poskytuji informace o proteinové struktuie
za ucelem identifikace a nasledného vyhodnoceni pomoci proteinovych databazi.
Podle zpisobu identifikace proteinu Ize proteomiku dale délit:
1. Bottom-up proteomika

Ptistup zahrnujici identifikaci proteinti pomoci klasické analyzy peptida. Protein
je nejprve izolovan ze smési, poté je enzymové $tépen na smeés peptidi a nakonec je tato
smés analyzovana pomoci LC-MS (Zhang et al., 2013).
2. Shotgun proteomika

Shotgun proteomika poskytuje nepfimé méfeni proteind prostfednictvim peptidd,
které vznikly proteolytickym S$tépenim intaktnich proteinti. V typickém experimentu je
peptidova smés podrobena frakcionaci a LC-MS analyze. Identifikace je dosazeno
porovnanim naméienych a teoretickych hmotnostnich spekter peptidi (Zhang et al.,
2013).
3. Top-down proteomika

Jedna se o analyzu, kdy je intaktni protein analyzovan hmotnostni spektrometrii.
Tento pfistup poskytuje informace o sekvenci aminokyselin, posttranslac¢nich

modifikacich nebo izoformach daného proteint (Zhang et al., 2013).
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3.2 Hmotnostni spektrometrie

3.2.1 Historie

Pocatky hmotnosti spektrometrie sahaji do roku 1897 a jsou spojeny se jménem
J. J. Thomson, zndmého pro objev elektronu pii experimentech s vychylovanim
katodovych paprski v elektrickém poli (Thomson, 1897). Tento objev byl zasadni
pro rozvoj hmotnostni spektrometrie a Thomson byl ocenén Nobelovou cenou za fyziku.
Prvni hmotnostni spektrometr pro méfeni nabitych atomi sestrojil jeho student Francis
Aston. Tento pfistroj za pomoci plynové vybojky generoval ionty, které ndsledné
prochazely elektrickym a magnetickym polem az k fotografické desce, kde byly
detekovany (Griffiths, 2008). Thomson ze studii iontli v katodové trubici vyvodil,
ze charakteristickd parabolickd drdha kazdého iontu odpovidd poméru néboje
a hmotnosti. Na zakladé toho bylo mozno identifikovat atomovou a molekulovou
hmotnost vsech slozek v trubici (Thomson, 1913). Vyuziti tohoto pfistroje vedlo
k prokazani existence tézkych izotopii a objevu izotopu 2?Ne (Downard, 2012).

Az do 40. let byla hmotnostni spektrometrie vyuzivana piedevsim na poli fyziky.
Zm¢éna nastala az s projektem ,,Manhattan“ a potfebou prokazat existenci elementarnich
izotopti. Vliv na rozvoj mél také Alfred Nier a jeho snaha ukéazat svétu prakticnost této
metody. Zanedlouho poté se hmotnostni spektrometry staly béZné& dostupné a komercné
vyuzivané napiiklad v primyslu. Nésledujici roky byly moznosti dalSiho vyuZiti
predmétem zkoumani mnohych laboratofi. Jiz koncem padesatych let probéhl prvni
uspesny pokus v urceni struktury nezndmych organickych molekul a stanoveni pravidel
pro fragmentaci peptidi. Brzy poté byla navrZena prvni metoda sekvenovani peptidl
pomoci MS, ktera polozila zdklady pro moderni proteomiku. Analyza proteind,
predevsim téch velkych, vSak piedstavovala stdle problém. Bylo nutné minimalizovat
fragmentaci a rozklad analytu pii ionizaci. Az pfichod tzv. ,, m&kkych® ioniza¢nich
technik EST a MALDI toto vyfesil a zaroven doSlo k rozvoji hmotnostni spektrometrie
v analyzach biomolekul. Tento objev byl v roce 2002 ocenén Nobelova cenou za chemii
(Griffiths, 2008). Zdokonalenim prosla béhem let také instrumentace hmotnostnich
spektrometri a to zavedenim zcela novych analyzatorG fungujicich na odliSnych
principech. Mezi viibec nejnovéjsi se fadi vynalez Alexandra Makarova nesouci nazev
Orbitrap (Makarov, 2000). V dnesni dobé nalezneme ruzné ,,hybridni* pfistroje, které

tyto hmotnostni analyzatory kombinuji (Thorngate, 2006).
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3.2.2 Instrumentalni vybava hmotnostniho spektrometru

Hmotnostni spektrometr se sklada ze tfi zakladnich casti: iontovy zdroj,
hmotnostni analyzator a hmotnostni detektor (Obr. 1). Iontovy zdroj prevadi molekuly
analytu na nabité ionty do plynné faze. Vzniklé ionty jsou pomoci analyzatoru rozdéleny
na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z). Detektor néasledné poskytuje zaznam

0 mnozstvi zastoupenych iontt (Yates, 2004).

Vakuovy systém

Wrarek lonty

Vstup lontovy zdroj onty

: Signal

Detektor Pocita

Obr. 1: Schéma zakladnich ¢asti hmotnostniho spektrometru
(pfevzato a upraveno dle Lane, 2005).

3.2.3 lontové zdroje a ionizacni techniky

Jak jiz bylo zminéno, analyt je nutné pfed samotnou analyzou v hmotnostnim
spektrometru ionizovat. Hmotnostni spektrometrie vyuziva riznych ioniza¢nich technik,
které se voli na zaklad¢ fyzikalné-chemickych vlastnosti analytu. Techniky se rozdé¢luji

na zakladé ioniza¢ni Setrnosti na mékké a tvrdé.

Ionizaéni techniky zplsobujici rozsdhlou fragmentaci molekul se oznacuji jako
tvrdé. Radi se zde elektronova ionizace (EI) vyuzivana pfedevsim v analyze organickych
molekul. Jeji vyhodou je poskytnuti strukturalnich informaci pro identifikaci analytu.
PiiliSnd fragmentace vSak mize zabranit molekuldrni ion vibec detekovat

(de Hoffman et Stroobant, 2007).

M¢kké 1onizaéni techniky pracuji naopak SetrnéjSim zplsobem a pfi ionizaci
nedochazi k tak rozsahlé fragmentaci molekul. Jedna se naptiklad o chemickou ionizaci
(CI) pti které je prvné ionizovan reak¢éni plyn (metan, isobutan) a az poté molekuly
analytu. (Munson et Field, 1966). O néco jemng¢jsi technikou je povazovana ionizace
polem (FI) vyuzivajici velmi silné elektrické pole pro produkci iontii. Vnitini energie

iontl je velmi nizka a nedochazi k témér zadné fragmentaci. Nevyhoda spo¢iva v mozném
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tepelném rozkladu analytu. Pouziti dosud zminénych technik je omezeno pro ionizaci
analytu v plynné fazi. Analyt musi byt dostatecné t€kava a tepelné stabilni sloucenina

(de Hoffman et Stroobant, 2007).

Pro termolabilni slou¢eniny se voli jiné techniky jako naptiklad desorpce polem
(FD), desorpce plasmou (PD), desorpce laserem (LD), ionizace urychlenymi atomy
(FAB) a ionizace/desorpce laserem za pritomnosti matrice (MALDI). Tyto techniky
kombinuji ionizaci a desorpci, ¢imz je minéno uvolfiovani iontd z povrch analytu.
Posledni zminéna technika se vyuziva pii analyze biomolekul (Busch, 1995).
Mezi ionizacni techniky pracujici za atmosférického tlaku patii chemicka ionizace
za atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI)
a ionizace elektrosprejem (ESI). Vyuzivaji se ptfedev$im v analyzach metabolitt
(de Hoffman et Stroobant, 2007).

Povrchem podpoiena ionizace/desorpce laserem (SELDI) patfi mezi méné
béznou ionizacni techniku vyuzivanou v proteomice. Vyuziva se U tzv. proteinovych Cipd,
které maji chemicky aktivovany povrch uzptsobeny k selektivnimu zachyceni proteinti
nebo jinych biomolekul. Zachyceni je uskute¢néno napi. pomoci specifickych interakci
(hydrofobni interakce, protilatka-antigen nebo enzym-substrat). K desorpci iontd
do plynné faze dochazi pomoci laseru. Tato technika se stala pfinosna predevsim
Vv analyzach biologickych materiall jako je krev, sérum nebo buné¢ny lyzat. Své uplatnéni

nasla také pti hledani novych biomarkert (Tang et al., 2004).

V proteomice maji nejvétsi vyznam ionizac¢ni techniky ESI a MALDI.
Vzhledem Kk jejich relativni jemnosti dovoluji ionizaci proteinti, a v podstaté vsech
biomolekul, bez nadmérné fragmentace. Jejich objev byl kli¢ovy pro rozvoj hmotnostni

spektrometrie (Patterson et Aebersold, 2003).

3.2.3.1 lonizace/desorpce laserem za piitomnosti matrice

Princip této ioniza¢ni technika byl poprvé popsan v roce 1985 védci Michaelem
Karasem a Franzem Hillenkampem (Karas et al., 1985). Samotnou ionizaci proteint
uskutecnil védec Koichi Tanaka pouzitim laseru a kombinace tzv. ,,ultra jemné kovové
a kapalné matrice* pii pfipravé vzorku (Tanaka et al., 1988). Za objev byl v roce 2002
ocenén Nobelovou cenou za chemii (Tanaka, 2003). Tato technika se kromé peptida

a proteinil pouziva v analyzach napt. nukleotidi, sacharida ¢i syntetickych polymerd.
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Princip spociva ve dvou krocich, které jsou znazornény na obrazku (Obr. 2).
Nejprve je analyt rozpustén v roztoku malych organickych molekul (matrici).
Pti odpafeni této smési pred samotnou analyzou dochdzi k zabudovani molekul analytu
do krystalové struktury matrice. K ionizaci dochazi za podminek vakua, kde je vysledna
pevna latka ozafena pomoci kratkych laserovych impulsi (de Hoffman et Stroobant,
2007). Zasah laseru zpusobi rychlé zahtati krystalti matrice a nakonec desorpci iontl
do plynné faze. Pfenosem protonu z matrice jsou molekuly analytu ionizovany (Guerrera
et Kleiner, 2005).

Matrici jsou obvykle malé organické molekuly absorbujici pti vinové délce
pouzitého laseru. Pfi praci s biomolekulami se pouzivaji pfedevsim
a-kyano-4-hydroxyskotficova kyselina a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (Obr. 3).
Odlisujyi se na zakladé mnozstvi energie, které predaji do biomolekul a nasledné
Zpusobené miry fragmentace. lontovy zdroj MALDI je obvykle spojovan s hmotnostnim

analyzatorem typu TOF (Mann et al., 2001).

Paprsek laseru

1)
o
o o)
O o > °
Oo o0 Desolvatace 5
\ / °
o> @
O  Matrice
@ Analt Pi‘enos protonu

Obr. 2: Schéma ionizaéni techniky MALDI (pfevzato a upraveno dle Lane, 2005).
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Obr. 3: Chemické vzorce nejéastéji vyuzivanych matric u MALDI.
a) o-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina
b) 2,5-dihydroxybenzoova kyselina

3.2.3.2 lonizace elektrosprejem

Prvni zasluhy na objevu mél védec Malcolm Dole, ktery jiz v 60. letech zkoumal
moznosti vyuziti elektrospreje pii ionizaci molekul (Dole, 1968). Na jeho praci navazal
John Fenn, ktery o 20 let pozd¢ji experimentalné potvrdil vyuziti ESI v analyze proteint
(Fenn, 1989). Za tento objev mu byla stejn¢ jako v pfipad¢ Tanaka v roce 2002 ud¢€lena
Nobelova cena (Fenn, 2003). Tato technika mtze byt pouzita pro analyzu Siroké skély
polarnich molekul, coz zahrnuje proteiny, oligonukleotidy, sacharidy a polarni lipidy
(Mann et al., 2001). Zakladni uspofadani elektrospreje je zobrazeno na obrazku (Obr. 4).
Roztok analytu prochézi kapildrou, kterd je udrzovana pod vlivem vysokého elektrického
napéti (napt. 2,5 az 6,0 kV) vzhledem k vstupni stén¢ hmotnostniho spektrometru.
Je generovan sprej obsahujici nabité kapicky o stejné polarité, jako je naboj
ve sprejovaci kapilafe. Pro podporu sprejovani je aplikovan rozprasovaci plyn
(napt. dusik), ktery obtéka sprejovaci kapilaru. Nabité kapicky jsou kumulovany na hrotu
kapilary a plsobenim rozpraSovaciho plynu a tlakového spadu jsou sméfovany
k analyzatoru. Pusobenim zvysené teploty a dal$iho pomocného proudu plynu dochazi
Kk odpafovani rozpoustédla. Nabité kapicky zmensuji svou velikost, coz vede ke zvyseni
hustoty povrchového naboje (Ho et al., 2003). Poté, co naboj uvniti kapi¢ky dosahne
krajniho bodu, tzv. Rayleighova limitu, dochazi k rozdéleni kapicky na nékolik mensich.
Opakovanim tohoto procesu dojde k uvolnéni iontti z povrchu kapky, které nasledné

vstupuji do analyzatoru (Gaskell, 1997).
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Obr. 4: Schéma ionizaéni techniky ESI (pfevzato a upraveno dle Lane, 2005).
3.2.4 Hmotnostni analyzatory

Analyzator je ustfedni ¢ast hmotnostniho spektrometru, kde dochazi vyuzitim
elektrického nebo magnetické pole k separaci iontl na zakladé poméru jejich hmotnosti
anaboje (M/z). Podle principu této separace se jednotlivé analyzatory odliuji. U kazdého
analyzatoru lze nalézt ur¢ité vyhody ¢i nevyhody. V souvislosti s proteomikou se klade
daraz predevSim na citlivost, rozliSeni, pfesnost a schopnost generovat fragmentacni
spektra z peptidu.

V soucasné dob¢ existuje pét zékladnich typld hmotnostnich analyzatori
vyuzivanych v proteomice. Jedna se o kvadrup6lovou iontovou past, analyzator doby letu
(TOF), kvadrupdlovy hmotnostni analyzator, iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci (FT-ICR) a Orbitrap. Tyto analyzatory mohou pracovat

samostatné nebo v tzv. tandemu (Makarov, 2000; Aebersold et Mann 2003).

Kvadrupolova iontova past je typ analyzatoru, ktery pracuje na principu
zachyceni iontl v trojrozmérném elektrickém poli a nasledném selektivnim vypousténi
iontt (Graves et Haystead, 2002). lontovou past (Obr. 5) tvofi prstencova elektroda a dvé
koncové elektrody (Lane, 2005). Obvykle je iontova past vypInéna inertnim plynem
(helium), ktery po srazce s ionty zpusobi utlumeni jejich kinetické energie a zaroven
uchovava ionty ve stiedu iontové pasti. lonty jsou zadrzovany uvnitf vlivem oscilujiciho
elektrického pole, které je generovano radiofrekvenénim (RF) napétim aplikovanym

na prstencovou elektrodu (Yates, 1998). Stupnovanim amplitudy RF napéti ionty
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0 urcitém poméru m/z ztraci stabilitu. Dojde k jejich vypuzeni z analyzatoru a nasledné
detekci (March, 1997). Iontové pasti se vyznacuji stabilitou, citlivosti a nizkou cenou

(Lane, 2005).

Koncova elektroda

Prstencova
elektroda

Koncova elektroda

Y

Obr. 5: Kvadrupdlova iontova past (pfevzato a upraveno dle Lane, 2005).

Obecné vSak nemaji pfili§ dobré zachycovaci vlastnosti vzhledem k jejich malému
objemu, coz ma za nasledek omezeni jejich dynamického rozsahu. Vzhledem k této
limitujici nevyhodé byl vynalezen novy typ, ktery nese nazev linearni iontova past
(Hager, 2002). Uvadi se také pojmenovani dvojrozmérna iontova past, jelikoz jsou zde
ionty uzavieny prostfednictvim kvadrupdolu v radidlnim rozméru a pusobenim
elektrického pole ve sméru axialnim (de Hoffman et Stroobant, 2007). Timto zptisobem
doslo k zvyseni objemu zachycenych iontd v linedrni iontové pasti. Zvysila se citlivost,

rozliSeni a ptesnost (Aebersold et Mann 2003).

Analyzator doby letu (TOF) je povaZzovan za pomémné jednoduchy typ
analyzatoru, kdy se pomér m/z stanovuje na zaklad¢é doby letu ionti trubici o specifické
délce (Domon et Aebersold, 2006). Na poc¢atku je iontiim dodana stejna kineticka energie.
V pribéhu letu se ionty zacinaji od sebe d¢lit na zaklad€ jejich rozdilné rychlosti
(Aebersold et Mann 2003). lonty o mensi hmotnosti leti trubici rychleji a dosahnou
detektoru diive nez ionty o hmotnosti vétsi (Figeys et al., 2001). Draha letu maze byt
prodlouzena zaclenénim iontového zrcadla tzv. reflektronu na konec trubice. Odrazené
ionty se vraci zpatky trubici v mirn¢ odliSném thlu, ktery zamezi sraZce S dopadajicimi
ionty. Pfedev§im vSak dochazi ke srovnani rozdill v kinetické energii, jelikoz ionty s vétsi
rychlosti dorazi k reflektronu dfive, pronikaji hloubé&ji a dochazi k jejich zpomaleni.

Timto se minimalizuji odchylky v dobé¢ letu (Yates, 1998).
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Kvadrupdlovy hmotnostni analyzator se skladd ze Ctyf rovnobéznych ty¢i,
které jsou rovnomérné rozmisténé kolem stfedové osy (Obr. 6). Na ty¢e je zavedeno
stejnosmérné (DC) a vysokofrekvenéni stiidavé (RF) napéti (protilehlé ty¢e maji stejnou
polaritu). Ve své podstaté se jednd o iontovy filtr, ktery vyuziva pro separaci ionti
oscilujiciho elektrického pole vytvofeného mezi jednotlivymi ty¢emi kvadrupoli.
Prtichod je umoznén pouze iontlim o ur¢itém poméru m/z, které maji v tomto poli stabilni
trajektorii. Ostatni ionty S nestabilni trajektorii jsou vychyleny smérem k ty¢im
a na detektor nedopadnou. Hodnota m/z prochazejicich iontl je pfimo imérna napéti
aplikovaného na ty¢e (Lane, 2005). Skenovanim amplitudy -elektrického pole

a zaznamenavanim iontl na detektoru se ziska hmotnosti spektrum (Mann et al., 2001).

Tyce kvadrupoélu

Obr. 6: Kvadrup6lovy hmotnostni analyzator (pfevzato a upraveno dle Lane, 2005).

Na ziklad¢ iontové cyklotronové rezonance s vyuZzitim Fourierovy
transformace (FT-ICR) pracuje dalsi typ analyzatoru, ktery miZze byt konstruovan do
nékolika tvarii. Jako prvni zaujimal tvar krychlové cely umisténé v silném magnetické
poli (Obr. 7). Tato cela je slozena ze tii typl desek: zachycovaci, excitaéni a detekéni
(Amster, 1996). lonty vznikajici ve zdroji jsou vedeny do této cely, kde na né piisobi
magnetické pole a zapficini jejich cyklotronovy pohyb. Na zachycovaci desku pusobi
elektricky potencial, ktery ionty stabilizuje v rovin¢ kolmé k tomuto poli. Hodnota
poméru m/z se poté stanovi métenim cyklotronové frekvence (Lane, 2005). Tento novy
typ analyzatoru se vyznacCuje vysokym rozliSenim, vysokou piesnosti a velkym

dynamickym rozsahem (Aebersold et Mann 2003).
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Obr. 7: FT-ICR tvaru krychlové cely (pfevzato a upraveno dle Lane, 2005).

Nejnovéjsim typem hmotnostniho analyzatoru je Orbitrap, ktery byl poprvé
popsan v roce 2002 Alexanderem Makarovem (Makarov, 2000). Z historického hlediska
vychazi princip z puvodniho pfistroje pro zachyceni iontd tzv. Kingdonovy pasti.
Soucasné lze Orbitrap povazovat za modifikovanou verzi kvadrupolové iontové pasti.
Rozdil spociva ve zplsobu zachyceni iontll, kdy Orbitrap vyuziva elektrostatické pole.
Samotna past, jak je zndzornéno na obrazku (Obr. 8), se sklada ze dvou elektrod, vngjsi
a centralni (Hu, 2005). V principu dochazi k radialnimu pohybu iont kolem centralni
elektrody (smér r), ktera ma tvar vietena. Zaroven ionty harmonicky osciluji podél své
osy (smér z) s frekvenci charakteristikou pro pomér jejich m/z hodnot. Proudovy obraz
téchto oscilaci se Fourierovaou transformaci prevadi na frekvenci, ze které je stanoveno
hmotnostni spektrum (Yates et al., 2006). Tento novy typ analyzatoru se vyznacuje
predevsim vlastnostmi jako vysoké rozliSeni, vysokd hmotnostni pifesnost a velky

dynamicky rozsah (Hu, 2005).

Vnéjsi elektroda

: w B 8 " Centrilni elektroda

Obr. 8: Orbitrap (pievzato a upraveno dle Scigelova et Makarov, 2006).
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3.2.5 Detektor

Posledni ¢asti hmotnostniho spektrometru je detektor. Zde dopadajici ionty
vytvari elektricky proud imérny jejich mnozstvi. Detektor nasledné poskytuje signal,
ktery je zaznamenan v pocitaci (Yates, 2004).

V soucasné dobé existuje nékolik typt detektord, které se 1iSi predevsim
na zakladé samotného hmotnostniho spektrometru. Charakteristické vlastnosti idealniho
detektoru jsou ruzné, vSechny se vSak musi vyznaCovat vysokou citlivosti.
Mezi nejbéznéjsi detektory fadi Faradayuv detektor a elektronovy nasobic

(Koppenaal et al., 2005).

3.2.6 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Samotna hmotnosti spektrometrie neposkytuje informace o struktute ionti.
Pii analyze peptidi a proteint jsou informace o sekvenci aminokyselin velmi zadouci.
Byly tedy vyvinuty pfistroje schopné tuto informaci poskytnout. Obecné se tato oblast
MS nazyva tandemova hmotnosti spektrometrie (MS/MS). Pii MS/MS analyze jsou
konkrétni prekurzorové ionty izolovany, podrobeny fragmentaci a nasledné vzniklé
fragmenty jsou analyzovany dle jejich m/z hodnot (Yates, 2004).

Tandemova hmotnostni spektrometrie existuje ve dvou formach usporadani,
V prostoru a ¢ase. V prvnim piipad¢ probihd izolace a fragmentace na stejném misté.
Piikladem je LIT a FT-ICR. Naopak zatazenim kombinace dvou a vice analyzatort
probiha tzv. tandem v case. V prvnim analyzatoru je ion o pozadované hodnoté m/z
izolovan. Tento tzv. prekurzorovy ion pokracuje do kolizni cely, kde dochazi k jeho
fragmentaci a vysledny produktovy ion je analyzovan v druhém analyzatoru. Jedna se
0 tzv. hybridni hmotnostni spektrometry, které kombinuji napt. dva kvadrupoly (QqQ),
dva analyzatory doby letu (TOFqTOF), kvadrupdl s analyzatorem doby letu (QqTOF)
¢i kvadrupol s Orbitrapem.

Fragmentace iontl je nejcastéji uskute¢néna nizko-energetickou metodou tzv.
kolizn¢ indukovanou disociaci (CID). Samotna reakce probiha v kolizni cele (ptipadné
V iontové pasti), do které je obvykle ptivadén plyn (napt. argon). Dochazi ke srazkam
prekurzorovych ionta s molekulami kolizniho plynu, coz zptsobi energetickou excitaci
a nasledn¢ dochazi k fragmentaci. V pfipadé peptidi a proteinti dochazi k Stépeni

peptidové vazby a jsou produkovany ionty typu y- a b- (Griffiths et al., 2001).
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3.2.6.1 Trojity kvadrupol

Jednd se o velmi vyuzivany hybridni hmotnostni spektrometr v souvislosti
s kvantitativni analyzou a to pfedevsim pro jedine¢nou schopnost pracovat v skenovacim
rezimu ,,monitorovani vybranych reakci (SRM). Jak napovida nazev, QqQ je tvoten
ttemi za sebou spojenymi kvadrupoly. Prvni (Q1) a tieti (Qs) pracuji jako analyzatory,
zatimco prostiedni jako kolizni cela (q). V kolizni cele jsou ionty fragmentovany pomoci
CID fragmentace. Trojity kvadrup6l muze dle potieby pracovat ve ¢tyiech skenovacich

rezimech:

1.Sken produktovych iontid (Obr. 9) pracuje tak, Ze Q1 vybere prekurzorovy ion
0 specifické hodnoté¢ m/z, ktery je ndsledné¢ fragmentovan v kolizni cele. Vzniklé
produktové ionty jsou analyzovany v Q3 a zaznamendny na detektoru. Vysledkem je
zisk fragmentacniho spektra vybraného iontu. Vyuziva se piedevsim k identifikaci

latek nebo konkrétné k zjisténi aminokyselinové sekvence peptidi.

Iontovy zdroj Qq Kolizni cela Q3
'®_e! | SR———— -
I -l | & @ oS I .
e 1® @ ~ oo 1oo® ‘
— > c m/z

Obr. 9: Sken produktovych iontt
(ptevzato a upraveno dle Domon et Aebersold, 2006).

2.Sken prekurzorovych iontd (Obr. 10) je zaloZen na principu opacném, kdy Q:
propousti v§echny prekurzorové ionty, které jsou nasledné fragmentovany. Q3 pak
vybere pouze jeden ion o specifické hodnoté m/z, které je detekovan. Obvykle se tato

metoda pouziva napt. k detekci funkénich skupin peptidi ve vzorku.

Iontovy zdroj Q1 Kolizni cela Q3
= 5§ N e — > = y
I - | IO.. -/—:9.@‘@ loge®e®
=1 I T eg I
) > S I m/z

Obr. 10: Sken prekurzorovych iontt
(pfevzato a upraveno dle Domon et Aebersold, 2006).
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3. Sken neutralni ztraty (Obr. 11) pracuje na principu synchronizovaného skenovani Q
a Q3 tak, ze hmotnostni rozdil prochazejicich iontl ziistdva konstantni. Tento rozdil
odpovida fragmentu, ktery se ztratil z peptidového iontu v kolizni cele. Metoda se

opét uplatituje napt. pii detekci peptidi ve vzorku obsahujici konkrétni funkcéni

skupinu.
Iontovy zdroj Q1 Kolizni cela Q3
] 10 > s 0 ’
= e ® e—-®° | e
K EE=3N O @S> @ © 1 @
[ c > C > C > Time

Obr. 11: Sken neutralni ztraty
(pfevzato a upraveno dle Domon et Aebersold, 2006).

4. Monitorovani vybranych reakci (Obr. 12) (SRM) je vysoce selektivni a citliva
metoda hmotnostni spektrometrie pro pfesnou kvantifikaci nizkych hladin proteind
v komplexnich smésich a zaroven pro charakterizaci modifikaci peptidt. V principu
probiha tak, ze Q1 vybere prekurzorovy ion, ktery je v kolizni cele fragmentovan.
V Qs je poté vybran jeho produktovy ion. Nekolik takovych iontovych para
(prekurzor-fragment) se oznacuje jako tzv. SRM ptechody (Domon et Aebersold,
2006).

Iontovy zdroj Q1 Kolizni cela Q3
Il- (B S r® @ =
1 o:l I (@) @ @ \': ®.@® log ® ®
@< | ® Ce® I o
¢ > C > - ime

Obr. 12: Monitorovani vybranych reakci
(ptevzato a upraveno dle Domon et Aebersold, 2006).
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3.3 Kvantitativni proteomické pristupy

Studium kvantitavnich rozdili mezi dvéma a vice fyziologickymi stavy v buiice,
tkani ¢i organismu patii mezi nejdilezitéjsi cile v proteomické analyze (Bantscheff et al.,
2007). Kvantitativni proteomika umoznuje méfeni téchto zmeén a stala se tak G¢innym
nastrojem pro porozumeéni zakladnim procesim a mechanismim v biologickém systému.
Hraje dutlezitou roli v nalezeni novych diagnostickych a prognostickych biomarkert
(Tao et Aebersold, 2003). Biomarkery jsou proteiny nebo jiné molekuly, které se odlisné
exprimuji ¢i podléhaji modifikacim pfi uréitém metabolickém stavu. ldentifikace
a kvantifikace téchto biomarkerti poskytuje dilezité¢ informace pii prognéze a diagndze

onemocnéni (Iliuk et al., 2009).

Analyza pomoci hmotnostni spektrometric Sama o sob&é poskytuje pouze
kvalitativni vysledky. Vznikly tedy nové efektivni metody, které umoziuji sledovat také
kvantitativni zastoupeni jednotlivych slozek ve smési (Ong et al., 2002). Vétsina z téchto
metod vyuziva znaceni stabilnimi izotopy, které vytvoti specifickou hmotnostni znacku.
Tato =znacka je rozpoznana hmotnostnim spektrometrem a soucasné slouzi
ke kvantifikaci. V principu se spoléha na to, ze stabilni izotopicky znaceny peptid je
po chemické strance stejny jako neznacCeny a tak se oba peptidy chovaji béhem LC
analyzy identicky. Hmotnostni rozdily mezi obéma peptidy jsou nasledné pomoci
hmotnostni spektrometrie rozpoznany a kvantifikace se provadi porovnanim pfisluSnych
intenzit signalt (Bantscheff et al., 2007). Bylo vyvinuto nékolik strategii, které se odlisuji
na zakladé zplisobu zavadéni izotopu do peptidu ¢i proteinu. Stabilni izotopickou znacku

Ize zavést chemickou reakci, enzymaticky nebo metabolicky (Ong et Mann, 2005).

V kontrastu k vySe zminénym metodam existuje odlisny pfistup ke kvantitativni
analyze a to zcela bez znaceni (label-free). Tento pfistup je naptiklad zalozen
na porovnani nameétfené¢ho signalu dané latky ve vzorcich, ktery odpovida jejich

koncentraci (Wang et al., 2003).
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3.3.1 Chemické znaceni

Kvantifikace vyuzivajici chemického znaceni se fadi k nejvice rozsitené metodé
V ramci soucasné proteomiky. Existuje mnoho moznosti, jak selektivné zavést pomoci

chemické reakce izotopickou znaCku na pozadované misto v peptidu ¢i proteinu

(lliuk et al., 2009).

Jako jedna z prvnich byla pfedstavena metoda nesouci nazev ,,isotope-coded
affinity tag (ICAT). Cinidlo ICAT se sklada ze t¥i funkénich &asti: reaktivni skupiny se
specificitou vici cysteinu, izotopicky znaceného linkeru a afinitni znacky pro izolaci
znaCenych proteint. ICAT existuje ve dvou forméch, tézké a lehké. V principu se jedna
o zavedeni izotopicky lehké formy ¢inidla do jednoho vzorku a tézké formy do druhého.
Nasledné se oba vzorky smichaji a enzymaticky §té€pi na peptidy. Znacené peptidy (pouze
peptidy obsahujici cystein s navdzanym cinidlem) se izoluji pomoci afinitni
chromatografie s naslednou analyzou pomoci LC-MS. Kvantifikace je provedena

na zakladé poméru intenzity naméteného signalu obou forem peptidi (Gygi et al., 1999).

Dalsi metody zalozené na cileném znaceni N-konce peptidi a e-amino skupinou
lysinovych zbytku jsou ,,isotope-coded protein label” (ICPL) a ,,isotope tags for relative
and absolute quantification (iTRAQ) (Bantscheff et al., 2007).

Metoda ICPL je zalozena na znaceni vSech volnych aminoskupin ve vzorku
proteinu izotopicky odlisnym ¢inidlem, N-nikotinoyloxysukcimidinem (Nic-NHS).
Jeden vzorek se izotopicky oznaci jeho tézkou (d4) formou a druhy jeho lehkou (dO)
formou (Obr. 13). Po smichani se vzorky enzymaticky $tépi a nasledné analyzuji pomoci
LC-MS. Z poméru intenzit téchto sesterskych peptidovych part se stanovi mnozstvi
proteind v ptivodnim vzorku. Touto metodou je mozné analyzovat dva nebo 1 tfi vzorky
zaroven. Dalsi vyhoda spociva v kompatibilité se vS§emi separacnimi metodami (Schmidt

et al., 2005).

O
X O
X N
N o/
- 0 Lehka verze: X =H
X N X Tézka verze: X=D

Obr. 13: Struktura molekuly N-nikotinoyloxysukcimidinu
(vytvoieno dle Schmidt et al., 2005).
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Za vibec nejrozsitenéjsi se povazuje metoda iTRAQ, ktera pracuje na principu
izobarického znageni. Cinidlo iTRAQ je sloZeno z reaktivni skupiny (ester NHS),
balan¢ni skupiny a reportérové skupiny (Obr. 14). Po zavedeni do vzorku se ¢inidlo
pfes reaktivni skupinu vaze na vSechny volné aminoskupiny peptidu a naznaci je.
Vytvofend znaCka je izobarickd diky odliSnému rozdéleni izotopli mezi balanéni
a reportérovou skupinou pii zachovani konstantni hmotnosti. Vzorky oznacené
izobaricky odlisnou znackou jsou smichany a podrobeny LC-MS analyze. Vysledkem
fragmentace peptidu je odstépeni znacek, kdy dojde k piirozené ztraté balanéni skupiny.
Naopak reportérova skupina nesouci naboj je analyzovana. Kvantifikace je provedena
porovnanim naméfenych intenzit téchto tzv. reportérovych iontt (Obr. 15) (Unwin et al.,
2005). Velka vyhoda této metody v dnesni dobé spociva v moznosti analyzovat az osm

vzorkl soucasné (Pottiez et al., 2012).

Izobaricka znacka
A

d \, Reaktivni skupina
Reportérova skupina I
X I O
'd N :
I
I I
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Balan¢ni skupina

Obr. 14: Chemické slozeni ¢inidla iTRAQ (vytvoifeno dle Ross et al., 2005).
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Obr. 15: Kvantifikace metody iTRAQ (vytvoteno dle Gingras et al, 2007).
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3.3.2 Enzymatické znaceni

Jinou z moznosti jak zavést stabilni izotopickou znacku do proteinu nebo peptidu,
je za Ucasti enzymu. Vyuzivaji se nejcastéji travici enzymy jako napiiklad trypsin,
chymotrypsin ¢i Glu-C. Nejlepsi volbu zastava trypsin, které ma schopnost tvotit peptidy
0 stejné hmotnosti, coz usnadiuje MS analyzu.

Jedna z metod enzymatického znaceni je zaloZzena na navazéani dvou atomu
kysliku z rozpoustédla na C-konec kazdého z peptidi béhem proteolytického Stépeni
trypsinem. Tato metoda (Obr. 16) umoznuje kvantitativné porovnavat dva vzorky,
kde jeden je $tépen ve vodé obsahujici 20 a druhy ve vodé obsahujici °0. Po smichani
jsou vzorky analyzovany pomoci LC-MS. Za¢lenéni dvou atomt 20 zptisobi hmotnostni
posun o 4 Da (lliuk et al., 2009). Hlavni nevyhodou této metody je moznost zaclenéni
pouze jednoho atomu Kysliku, kdy posun o 2 Da neni dostate¢ny pro kvantifikaci.

Resenim je prodlouzeni doby inkubace pii proteolytickém §tépeni (Ong et Mann, 2005).

Stépeniv Ho
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Obr. 16: Schéma kvantitativni analyzy metodou proteolytického znaceni
(ptevzato a upraveno dle Iliuk et al., 2009).

3.3.3 Metabolické znaceni

Kromé vysSe zminénych, existuje jeSt€ moznost metabolického znaceni, kdy je
izotopicka znacka zavedena do kazdého proteinu béhem ristu a déleni buiky. Toho je
dosazeno kultivovanim zivych bun¢k na médiu, které tuto izotopickou znacku obsahuje.
Metoda je znama pod nazvem ,,stable isotope labeling by amino acids in cell culture*
(SILAC) a umoznuje zaclenéni izotopicky znac¢enych aminokyselin do vSech proteind

in vivo (Ong et al, 2002).
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Princip metody SILAC (Obr. 17) spociva v kultivovani jedné populace bun¢k
na médiu, obsahujici normalni (,,lehkou) formu esencialnich aminokyselin. A zaroven
je kultivovéana druha populace bun¢k na médiu obsahujici izotopicky znacenou (,,té¢zkou*)
formu aminokyselin (Guerrera et Kleiner, 2005). Znaceni je dosazeno nej¢astéji pouzitim
t&zkych izotopti 2H, 2C nebo N (lliuk et al., 2009). Nejpouzivan&jsi aminokyseliny jsou
lysin a arginin, které po $tépeni trypsinem vytvari komplexni smési obsahujici vSechny
(s vyjimkou C-konce) peptidy znac¢ené. Po zaclenéni izotopu do bunék se oba vzorky
smichaji, zpracuji a nasledné analyzuji pomoci LC-MS. Kvantifikace je dosazeno
porovnanim nameétenych intenzit znaceného a neznacené¢ho peptidu ve hmotnostnim
spektru (Geiger et al., 2011).

Hlavni vyhodou metody SILAC je minimalizace manipulacnich krokt, a tedy
snizeni moznych chyb béhem pfipravy pokusu. Navic rozsah zaélenéni je prakticky
100 % a tak nejsou rozdily v i€¢innosti znaceni mezi vzorky. Jako dalsi vyhodu lze uvést,
ze pii vhodné navrzené kombinaci znaceni aminokyselin Ize kvantitativné rozlisit
tii a vice vzorkd najednou. Obecné se tedy jedna 0 jednoduchou, cenové piijatelnou
metodu, ktera zaroven poskytuje pfesna data a mize byt vyuzita pro kvantitativni analyzu

jakéhokoli buné¢ného systému (Ong et al., 2002).
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Obr. 17: Schéma Kkvantitativni analyzy metodou SILAC
(ptevzato a upraveno dle Iliuk et al., 2009).
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3.3.4 Metody kvantifikace bez znaceni

Metody s izotopickym znacenim se obecn¢ povazuji za presnéjsi, ale potykaji se
I S jistymi nevyhodami. Jedna se pfedevsim o vysokou cenu izotopickych znacek, potiebu
specifického softwaru a odborné znalosti pro naslednou analyzu dat (Neilson, 2011).
Zkoumani jinych moznosti vedlo k nalezeni metod kvantifikace bez pouziti izotopického
znaeni. Jednd se o metody zalozené na porovnani zmén naméfené¢ho signalu,
odpovidajici koncentraci, v jednom vzorku vzhledem ke druhému (Wang et al., 2003).
Tyto metody se d€li do dvou skupin, kdy se porovnava bud’ plocha piku pod krivkou
(AUC) nebo pocet ziskanych spekter (spectral counting) (Neilson, 2011).

U prvni skupiny bylo prokazano, ze plocha peptidovych piku ziskana pomoci
LC-MS analyzy je v korelaci s koncentraci dané¢ho proteinu (Chelius et Bondarenko,
2002). Spektralni pocitani je naopak zaloZeno na zjiSténi, ze ¢im vice konkrétniho
proteinu je obsazeno ve vzorku, tim ziskame vétsi pocet peptidovych spekter z tohoto
proteinu. Relativni kvantifikace je dosazeno porovnanim pocti spekter mezi sadou
experimentt (Bantscheff et al., 2007). P¥ima kvantifikace bez izotopového znac¢eni nabizi
vyhody ptedevs§im v nizkych nakladech a jednodus$im zpracovani vzork (Wang et al.,

2003).
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3.4 Hepcidin

Hepcidin je v hepatocytech syntetizovany peptidovy hormon, ktery hraje usttedni
roli pfi regulaci homeostazy zeleza (Fe) v lidském organismu. Poprvé byl identifikovan
v roce 2000 z ultrafiltratu lidské plazmy a byl pojmenovan jako ,liver-expressed
antimicrobial peptide” (LEAP-1). Pfiblizné ve stejnou dobu se podafilo hepcidin
identifikovat také v lidské moci. Pro jeho jaterni piivod a baktericidni G¢inky byl 0znacen
jako hepcidin. Probihajici studie na ovlivnéni hladiny hepcidinu u lidi poskytuji
informace o pti¢inach vzniku poruch homeostazy zeleza. Cilem téchto studii je vytvofit

nové terapeutické strategie a zlepSit diagnostické protokoly (Kemna et al., 2008).

Hepcidin je tvofeny 25 aminokyselinami. V prostoru zaujima tvar vlasenky
s deformovanym [ skladanym listem. Celda molekula je stabilizovana ctyimi
disulfidickymi mustky (Obr. 18). Lidsky gen pro hepcidin se nachdzi na chromozomu
19913.1 a koéduje prekursorovy proteinu s ndzvem preprohepcidin, ktery je slozeny
z 84 aminokyselin (Kemna et al., 2008). Po dvou-stupfiovém enzymatickém S$tépeni
na C-konci prekursoru v cytosolu hepatocytu vznika biologicky aktivni formu hepcidinu
(hepcidin-25). Aktivni forma je poté sekretovana dle potieby do krevniho obéhu, kde se
vaze na prenaSe¢ P2-makrogloblin. Hepcidin je filtrovan v glomerulu a nasledné
vylu¢ovan moci (Maule, 2013). Kromé hepcidnu-25 byly v lidské moci identifikovany
jeho dvé izoformy, hepcidin-20 a hepcidin-22 (Park et al., 2001).

Obr. 18: 3D struktura biologicky aktivniho hepcidinu-25
(ptevzato a upraveno dle Kemna et al., 2008).
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Regulaéni funkce hepcidinu byla potvrzena na mysi studii. Mysi (USF-2 knock
-out) byly zbaveny genu kodujici hepcidin a doslo u nich k zdvaznym staviim z pietizeni
zelezem. V jiné studii byly zkoumany geneticky upravené mysi za ucelem nadmérné
syntézy hepcidinu. VEtsina transgennich zvifat zemiela brzy po narozeni, pravdépodobné
v disledku zavazné formy anemie (Nicolas et al., 2002). Ve vysledku tyto dvé studie
prokdzaly, ze nedostatek hepcidinu je spojen s nadbytkem Zeleza v organismu, a zaroven
jeho nadmérné exprese souvisi s fatadlnim nedostatkem zeleza. Byla potvrzena hypotéza,
ze hepcidin funguje jako negativni reguldtor hladiny Zeleza v organismu (Maule, 2013).
Jakékoliv patofyziologické situace vedouci ke zméné hladiny hepcidinu predpovidaji
vznik stavu z pietizeni nebo naopak s nedostatek hladiny Zeleza v organismu. Od doby
jeho objevu a objasnéni jeho funkce byl hepcidin navrzen jako slibny diagnosticky marker
onemocnéni souvisejicich s poruchou homeostazy zeleza (Galesloot et al., 2011).

Ugast hepcidinu na regulaci homeostazy Zeleza je zprostiedkovana jeho vazbou
na feroportin. Feroportin je membranovy protein, ktery je jediny zndmy exportér zeleza
z bunék skladajici zasoby Zeleza (enterocyty, makrofagy, hepatocyty). Po navazéani
hepcidinu na feroportin dojde k internalizaci a degradaci vzniklého komplexu, coz vede
k neschopnosti bunék exportovat zelezo z bunék do extracelularniho prostoru
(Nemeth et al., 2004).

Syntéza hepcidinu je regulovana ngkolika protichidnymi signaly. ZvySena
hladina Zeleza a zanétlivy stav syntézu hepcidinu podnécuji. V opacném piipadé
nedostatek hladiny Zeleza, erytropoéza a hypoxie syntézu snizuji. Tato regulace probiha
na urovni transkripce (Hentze et al., 2010). Hepcidin neni jen regulaénim hormonem,
ale také zastava dilezitou roli v obran¢ organismu v pribéhu infekce a zanétu. Nezavisle
na stavu hladiny Zeleza a erytropoézy, dochdzi v pribéhu akutniho zanétu k jeho zvysené
syntéze. Syntézu hepcidinu v tomto pfipadé indukuje cytokinin interleukin-6 (I1L-6).

Nadmérna produkce hepcidinu se jevi jako patogenni znak provazejici naptiklad
anémii chronickych chorob (ACD). Naopak snizena produkce hepcidinu je zodpovédna
za vétSinu piipadii dédi€né hemochromatézy (HH). Presné stanoveni koncentrace
hepcidinu v séru nebo moci se jevi jako slibny nastroj v diagnostice onemocnéni

souvisejici s poruchou homeostazy zeleza (Ganz, 2006).
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material
4.1.1 Chemikalie

= Syntetizovany standard Hepcidinu-25 se ¢tyimi disulfidickymi vazbami, sekvence:
DTHFPICIFCCGCCHRSKCGMCCKT (Thermo Scientific, USA)

» Syntetizovany izotopicky znaceny standard Hepcidinu-25 se ¢tyimi disulfidickymi
vazbami, [*3Cs, °N1]-Phes-Hepcidin-25 (Thermo Scientific, USA)

= Metanol pro LC-MS (MeOH, Merck, Némecko)

= Kyselina mravenci pro LC-MS (FA, Sigma-Aldrich, Némecko)

= Acetonitril pro LC-MS (ACN, Sigma-Aldrich, Némecko)

= Milli-Q voda (Merck, Némecko)

4.1.2 Pristrojové vybaveni

» Kapalinovy chromatograf: UltiMate 3000 RSLCnano System (Thermo Scientific,
USA)

= Separacni kolona: Kinetex 2.6 um, C18, 100 A, 100 x 2.1 mm (Phenomenex, USA)

= Separac¢ni kolona: Polaris C18 - A, 180 A, 75 x 2.1 mm (Agilent Technologies, USA)

* Hmotnostni spektrometr: QTRAP 5500 (AB Sciex, USA)

» Vyrobnik Milli-Q vody: Direct-Q 3 UV Water Purification System (Merck, Némecko)

» Ttepacka Vortex (Eppendorf, Némecko)

4.1.3 Software

* Program pro ovladani LC: Chromeleon Express 7.2 (Thermo Scientific, USA)
» Program pro ovladani LC-MS: Analyst 1.5.1 (AB Sciex, USA)
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4.2 Optimalizace MS (SRM) podminek
4.2.1 Priprava roztoki

Priprava redici smési
Pro fedéni zasobniho roztoku standardu byla pfipravena fedici smés o slozeni

50 % (v/v) ACN s 0,1 % (v/v) FA (1 ml ACN + 998 pl Ho0 + 2 ul FA). Redici smés byla

pied pouzitim promichéna na vortexu.

Piiprava roztokii hepcidinu-25 a [**Co, °N1]-Phes-hepcidin-25 pro optimalizaci SRM
metody

K dispozici byl zasobni roztok syntetizovaného standardu hepcidinu-25
0 koncentraci 100 pg/ml. Z tohoto roztoku byl vytvotfen pracovni roztok o koncentraci
10 ng/ml (Iml). Stejnym zplsobem byl pfipraven izotopicky znaeny
[*3Co, ®N1] - Phey - hepcidin-25. Oba roztoky byly pied pouzitim promichany na vortexu.

4.2.2 Postup optimalizace MS metody

Hmotnostni spektrometr byl nastaven v konfiguratnim modu vyuzivajici
hmotnostni spektrometr QTRAP 5500 a syringe pumpu. Pied pouZzitim byla hamiltonka
(1 ml) a pouzita kapilara (PEEK (red) Tubing) promyta nékolikrat pomoci 50 % (v/v)
ACN. Pracovni roztok standardu byl nabran do hamiltonky, kterd byla poté pomoci
spojky a kapilary piipojena k iontovému zdroji (Turbo V™ Source). Na syringe pumpu
byla pfichycena hamiltonka a byl nastaven pratok 10 pl/min. Na iontovém zdroji byly
nastaveny tyto podminky: CUR 20, IS 5500 V, TEM 0, GS1 14, GS2 0.

Pro ziskani MS spektra studované latky byl hmotnostni spektrometr nastaven
na skenovaci rezim Q1 MS (Q1), Vv pozitivhim mddu, se skenovaci rychlosti 200 Da/s
a v rozsahu hmot od 300 do 1250 Da. Hodnota deklasterizacniho petencialu (DP) byla
180 V a EP 10 V. Po ustileni signdlu bylo zméfeno a ulozeno MS spektrum
hepcidinu-25. Stejnym zpisobem bylo ziskano i MS spektrum izotopicky zna¢eného
[*Co, °N1] - Phes - hepcidin-25.

Pro ziskani MS/MS spektra studované latky pracoval hmotnostni spektrometr

ve skenovacim rezimu Product Ion (MS2), v pozitivnim modu, se skenovaci rychlosti
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1000 Da/s a v rozsahu hmot od 300 do 1250 Da. Hodnota DP byla 180 V a EP 10 V.
Bylo zméteno a ulozeno MS/MS spektrum hepcidinu-25. Stejnym zptsobem bylo
ziskano i MS/MS spektrum izotopicky znageného [3Co, °N1] - Phes - hepcidin-25.

Pro ziskdni SRM metody studované latky bylo pouzito automatické optimalizace
vV programu Analyst 1.5.1. Program vybral Ctyfnasobné nabity prekurzorovy ion
hepcidinu, ktery byl poté fragmentovan na produktové ionty. Pii optimalizaci byl naladén
deklasteriza¢ni potencial (DP), kolizni energie (CE) a vystupni potencial na kolizni cele
(CXP). Potencialy téchto parametru iontové optiky byly postupné zvySovany a snizovany

za ucelem ziskani maximalni intenzity signalt pro prekurzor a jeho produktovych iontd.

4.3 Optimalizace podminek na LC

4.3.1 Priprava roztoku
Mobilni faze

Pro chromatografii byly pfipraveny dvé mobilni faze: Mobilni faze A byla slozena
2 0,1 % (v/v) FA ve H20; Mobilni faze B byla slozena z 99,9 % (v/v) ACN s 0,1 % (v/v)
FA.

Redict smés
Pro fedéni zasobniho roztoku standardu byla ptipravena fedici smés o slozeni
5 % (v/V) ACN s 0,1 % (v/v) FA (100 ul ACN + 1898 pl H20 + 2 pl FA). Redici smés

byla pfed pouZzitim promichana na vortexu.

Roztoky standardu hepcidinu-25 pro optimalizaci ndstiikového objemu

Byla ptipravena fada standardi o koncentracich 0,5; 1,0; 2,0; 10,0 ng/ml
smichanim  pfisluSného mnozstvi standardu hepcidinu-25 a fedici smési
podle tabulky (Tab. 1). Koncentrace kazdého roztoku byla pfizpiisobena tomu,
aby po nasttiku rizného objemu analytu bylo v systému stejné mnozstvi hepcidinu-25
(10 ng). Roztoky byly ptfed pouzitim promichany na vortexu a byly pieneseny

na 96 jamkovou desticku pro naslednou LC-MS analyzu.
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Tab. 1: Piiprava fady roztokt standardu hepcidinu-25 pro optimalizaci nasttikového

objemu.
Koncentrace roztoku Objem standardu Objem redici Vysledny objem
standardu [ng/ml] hepcidinu-25 [pl] smési [pl] [pl]
10 20 180 200
2 5 245 250
1 3,5 346,5 350
0,5 2,5 4975 500

Priprava roztoku standardu hepcidinu-25 pro nalezeni optimalniho nastaveni

LC gradientu

Pro nalezeni optimalniho LC gradientu (ziskdni maximalni intenzity LC-MS
signalu) byl pfipraven roztok standardu hepcidinu-25 o koncentraci 0,5 ng/ml (1,8 ml).
Roztok byl pied pouzitim promichan na vortexu a nakonec byl alikvotovan po 300 ul do

6 pozic na 96 jamkovou desti¢ku pro naslednou LC-MS analyzu.

Priprava roztoka standardu hepcidinu-25, u kterych bylo riizné procentudlni zastoupeni

ACN a FA, pro nalezeni optimalniho slozeni redici smési pro LC-MS analyzu

Redici smés o objemu 1 ml byla pfipravena smichanim ACN, vody a FA podle
rozpisu v tabulce (Tab. 2). Bylo pfipraveno 9 roztoki pro analyzu o objemu 200 ul a
vysledné koncentraci 0,5 ng/ml hepcidinu-25. Roztoky byly pied pouzitim promichany

na vortexu a preneseny na 96 jamkovou desti¢ku pro naslednou LC-MS analyzu.

Tab. 2: Rozpis ptipravy fedici smési pro objem 1 ml.

- Objem ACN Objem vody - Objem FA
Pokus ACN [%] (] (] FA [%0] (]
1 3 30 970 0,05 0,5
2 15 150 850 0,05 0,5
3 3 30 970 0,5 5
4 15 150 850 0,5 5
5 3 30 970 0,275 2,75
6 15 150 850 0,275 2,75
7 9 90 910 0,05 0,5
8 9 90 910 0,5 5
9 9 90 910 0,275 2,75

37



4.3.2 Postup optimalizace na LC

Pii optimalizaci LC podminek byly porovndvany dvé analytické kolony, byl
optimalizovan nastiikovy objem vzorku, byl optimalizovan LC gradient a nakonec bylo

optimalizovano slozeni nastfikové smési.

V prvni ¢asti LC optimalizace bylo provedeno srovnani dvou analytickych kolon
a zaroven byl optimalizovan nastfikovy objem vzorku. Pro srovnani byly vybrany kolony:
Kinetex (2.6 um, C18, 100 A, 100 x 2.1 mm) a Polaris (C18 - A, 180 A, 75 x 2.1 mm).
Pro separaci byly pouzity: mobilni faze A (0.1 % FA v H0) a mobilni faze B
(0,1 % FA v ACN). Byl nastaven prutok mobilni faze na 0,2 ml/min. Na zac¢atku gradientu
bylo pouzito 10 % B po dobu 1,5 minuty, poté bylo slozeni mobilni faze postupné
zvySovano az na 100 % B po dobu 3,5 minut, kolona byla vymyta 100 % B po dobu
0,5 minut a nakonec byla kolona ekvilibrovana 10 % B po dobu 2 minut. Na kazdou
kolonu byly ve tfech opakovanich postupné nastiiknuty ¢tyfi rizné objemy 1, 5, 10 a 20

ul, pficemz mnozstvi nastiiknutého analytu bylo vzdy stejné (10 ng hepcidinu-25).

V druhé ¢asti optimalizace byl optimalizovan gradient pouze na koloné Polaris.
Bylo navrzeno celkem deset riznych gradientt, které se od sebe liSily pocate¢nim
(0. minuta), stfednim (2. minuta) a koncovym (4. minuta) slozenim mobilni faze B
(Tab. 3). Po gradientu byla kolona vymyta a ekvilibrovana pro dal$i analyzu. Pro kazdy
gradient byly provedeny tfi nasttiky 20 pl odpovidajici 10 ng hepcidinu-25 na analytickou

kolonu.

V posledni casti optimalizace byl zkoumdn vliv sloZeni ndstfikové smési
na intenzitu piku. Byly navrzeny nastiikové smési o rizném procentualnim slozeni ACN
a FA. Celkové bylo ptipraveno devét nastiikovych smési. Pro kazdou smés byly
provedeny tii nastiiky 20 pl odpovidajici 10 ng hepcidinu-25 na analytickou kolonu

Polaris. V této ¢asti byl pouzit optimalizovany gradient z ptedchozi optimalizace.

Zmé&fena data byla prohlizena v programu Analyst 1.5.1., poté byly extrahovany

a zpracovany v programu Microsoft Excel.
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Tab. 3: Navrh rozloZeni gradientu pro optimalizaci. X1, X2 a X3 odpovida procentu

ACN (mobilni faze B) na zacatku, ve stfedu a na konci gradientu.

Pokus X1 X2 X3
1 10 30 60
2 20 30 60
3 10 50 60
4 20 50 60
5 10 30 80
6 20 30 80
7 10 50 80
8 20 50 80
9 10 40 70

10 20 40 70
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5 VYSLEDKY

5.1 Vysledky optimalizace MS (SRM) podminek

Pii optimalizaci MS podminek bylo zméfeno MS spektrum hepcidinu-25
(Obr. 19) a MS spektrum izotopicky znaceného [**Co, 1°N1]-Phes-hepcidin-25. Bylo také
zméfeno MS/MS spektrum hepcidinu-25 (Obr. 20) a MS/MS spektrum izotopicky
zna¢eného [*Co, ®N1]-Phes-hepcidin-25.

V MS spektru hepcidinu-25 byly pozorovany trojnasobné, Ctyifnasobné
a pétinasobn¢ nabité ionty o hodnotach m/z a DP uvedenych v tabulce (Tab. 4).
Pfi automatické optimalizaci v programu Analyst 1.5.1. byl pro fragmentaci vybran
698,105 Da, ktery poskytl nejintenzivnéjsi produktovy ion o hodnoté m/z 354,1 Da
(Tab. 5). Kolizni energie byla optimalizovana na hodnotu 40 V. Izotopicky zna¢eny [*Co,
°N;;]-Phes-hepcidin-25 poskytoval podobné vysledky.

Tab. 4: Prekurzorové ionty v MS spektru hepcidinu-25 a prislusny deklasteriza¢ni

potencial.
lon Q: [Da] DP [V]
[M+3H]%* 930,5 236
[M+4H]* 698,2 131
[M+5H]>* 558,7 96

Tab. 5: Nejintenzivnéj$i produktovy ion hepcidinu-25 v MS/MS spektru a ptislusna

kolizni energie.

lon Q.1 [Da] Qs3[Da] CE V]

[M+4H]* 698,2 354,1 40
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41



5.2 Vysledky optimalizace podminek na LC

V prvni ¢asti LC optimalizace bylo provedeno srovnani dvou analytickych kolon
a zaroven byl optimalizovan nastfikovy objem vzorku. V tabulkéach je uvedena zmétena
intenzita pikl u tiech replikatl a primérnd intenzita piku u Ctyt riznych néstiikovych
objemu pii separaci na koloné Kinetex (Tab. 6) a pii separaci na kolon¢ Polaris (Tab. 7).
Maximalni intenzity piku (3,47e4) bylo dosazeno pii nastiikovém objemu 1 ul vzorku pii

separaci na kolon¢ Polaris.

Tab. 6: Vliv nastfikového objemu vzorku na intenzitu piku pfi separaci na koloné Kinetex

Nastrikovy objem Koncentrace Intenzita Ifrﬁmé_rné
vzorku [pl] roztoku [ng/ml] intenzita

1 10 1,8e4

1 10 1,8e4 1,8e4

1 10 1,8e4

5 2 2,1e4

5 2 2,0ed 2,03e4
5 2 2,0ed

10 1 2,0e4

10 1 2,1e4 2,07e4
10 1 2,1e4

20 0,5 1,4e4

20 0,5 1,5e4 1,47e4
20 0,5 1,5e4

Tab. 7: Vliv nastiikového objemu vzorku na intenzitu piku pii separaci na koloné Polaris.

Nastrikovy objem Koncentrace Intenzita P_rﬁmél_'né
vzorku [pl] roztoku [ng/ml] intenzita
1 10 3,0e4
1 10 3,7e4 3,47e4
1 10 3,7e4
5 2 3,3e4
5 2 3,3e4 3,37e4
5 2 3,5e4
10 1 3,4e4
10 1 3,5e4 3,40e4
10 1 3,3e4
20 0,5 2,6ed
20 0,5 2,5e4 2,53e4
20 0,5 2,5e4
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V druhé ¢asti optimalizace byl optimalizovan gradient pouze na kolon¢ Polaris.
V tabulce (Tab. 8) je uvedena zméfend intenzita pikdi a primérna intenzita piku
u 10 testovanych gradientti. Nejvyssi intenzity piku (3,1e4) bylo dosazeno pii sloZeni
mobilni fAze B na poc¢atku gradientu 10 %, ve sttedu 40 % a na konci 70 %. Pfi pokusech
2, 4, 6 a 8 nebyly zaznamenany ostré piky hepcidinu-25, coz si vysvétlujeme malou

strmosti testovaného gradientu.

Tab. 8: Vliv prub¢hu gradientu na intenzité piku pii separaci na koloné Polaris. X1, X2
a Xz odpovida procentualnimu slozeni mobilni faze B na pocatku (0. minuta), stiedu

(2. minuta) a konci gradientu (4. minuta).

Pokus X1 X X3 Intenzita Pl:lltl;llé;; 2
1,4e4
1 10 30 60 1,7¢4 1,63e4
1,8e4
2 20 30 60 - -
2,4e4
3 10 50 60 2,3ed 2,47e4
2,7e4
4 20 50 60 - -
2,0e4
5 10 30 80 1,94 1,97e4
2,0e4
6 20 30 80 - -
2,8e4
7 10 50 80 3,1ed 2,97e4
3,0e4
8 20 50 80 - -
3,1ed
9 10 40 70 2,9e4 3,1ed
3,3e4
1,09,e4
10 20 40 70 0,57e4 5,57e3
0,58e4
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V posledni casti optimalizace byl zkoumdn vliv slozeni néstfikové smési
na intenzitu piku. V tabulce (Tab. 9) je uvedena naméfena intenzita pikd a primérna
intenzita pfi rizném slozeni nastfikové smési. Nejvétsi intenzita piku (3,57e4) byla

dosazena V ptipadé nastiikové smesi obsahujici 15 % ACN a 0,05 % FA.

Tab. 9: Vliv slozeni nastfikové smési na intenzité piku.

Prumérna

0 (0 i
Pokus ACN [%] FA [%] Intenzita intenzita

2,3e4
1 3 0,05 2,7e4 2,63e4
2,9¢e4
3,4e4
2 15 0,05 3,7¢4 3,57e4
3,6e4
0,94
3 3 0,5 1,18¢e4 1,07¢e4
1,14e4
2,3e4
4 15 0,5 2,7¢4 2,57e4
2,7e¢4
1,25e4
5 3 0,275 1,4e4 1,38e4
1,5e4
2,7¢4
6 15 0,275 2,5e4 2,73e4
3,0e4
3,4e4
7 9 0,05 3,6e4 3,50e4
3,5e4
1,4e4
8 9 0,5 1,6e4 1,63e4
1,94
0,94
9 9 0,275 1,0e4 9,67e3
1,0e4
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6 DISKUZE

Nadmérna nebo naopak snizena produkce hepcidinu v téle je zodpovédna
za vétSinu onemocnéni souvisejici s poruchou homeostazy zeleza. Presné stanoveni
hladiny hepcidinu v séru nebo moci je proto dulezité pro diagnostiku téchto poruch.

Jednou z moznych metod pro stanoveni hladiny hepcidinu v séru a v mo¢i je
metoda ELISA. Tato metoda je relativné dostupna, avSak nedokaze rozli§it rizné
izoformy hepcidinu. Metody zalozené na MS poskytuji tedy presnéjsi vysledky. Detekce
vSech tfi izoforem Vv séru a moci byla jiz dfive provedena pomoci techniky
SELDI-TOF MS. (Kemna et al., 2008).

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo vyvinout metodu pro stanoveni hladiny
hepcidinu v séru pomoci kapalinové chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii. Metoda byla optimalizovana na zaklad¢ publikace (Mansion et al., 2011).
Jako prvni byly optimalizovany MS (SRM) podminky. P#i automatické optimalizaci byl
pro fragmentaci vybran nejintenzivnéjsSi Ctyfnasobné nabity prekurzorovy ion
hepcidinu-25 o hodnoté m/z 698,105 Da, ktery poskytl nejintenzivnéjsi produktovy ion
0 hodnoté¢ m/z 354,1 Da. Kolizni energie byla optimalizovana na hodnotu 40 V.
Izotopicky zna¢eny [3Ce, °Ni]-Phes-hepcidin-25 poskytoval podobné vysledky
(Q1700,6 Da; Q3 354,1 Da; CE 40 V).

Pti optimalizaci LC podminek byly nejdiive porovnavany dvé analytické kolony
(Kinetex a Polaris) a zaroven byl optimalizovan nastfikovy objem vzorku. Maximalni
intenzity piku (3,47e4) bylo dosaZzeno pfi nastfikovém objemu 1 pl vzorku pfi separaci
na kolon¢ Polaris. Déle byl optimalizovan LC gradient. Pfi slozeni mobilni faze B
na pocatku gradientu (0. minuta) 10 %, ve stiedu (2. minuta) 40 % na konci (4. minuta)
70 % bylo dosazeno nejvyssi intenzity piku (3,1e4). V poslednim kroku bylo
optimalizovano sloZeni nastfikové smési, kdy byla dosazena nejvétsi intenzita piku
(3,57e4) v ptipad¢ nastiikové smési obsahujici 15 % ACN a 0,05 % FA.

Optimalizovana metoda je pripravena pro validaci metody a k naslednému méteni

realnych sérovych vzorki pacientll s poruchou homeostazy Zeleza.
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7 ZAVER

Prace byla zaméfena na vyvoj a optimalizaci metody pro stanoveni hladiny
hepcidinu v séru a moci u pacientt trpici poruchou homeostazy Zeleza pomoci kapalinové

chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni spektrometrii.

V teoretické casti byla vypracovana reSerSe na téma proteomika, hmotnosti
spektrometrie, ptehled pfistupi ke kvantitativni proteomické analyze a vyuziti

hepcidinu-25 jako diagnostického biomarkeru.

V experimentalni c¢asti byla vyvinuta a optimalizovana LC-MS metoda
pro stanoveni hladiny hepcidinu-25 v séru. Tato optimalizovand metoda je pfipravena

pro naslednou validaci.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

3D trojrozmérny
ACD anemia of chronic disease (anémie chronickych chorob)
APCI atmospheric ~ pressure  chemical ionization  (chemicka ionizace

za atmosférického tlaku)
APPI atmospheric ~ pressure  photoionization  ionization  (fotoionizace

za atmosférického tlaku)

AUC area under the curve (plocha pod kiivkou)

Cl chemical ionization (chemicka ionizace)

CE collision energy (kolizni energie)

CID collision-induced dissociation (kolizné¢ indukovana disociace)
CXP collision cell exit (vystupni potencial kolizni cely)

DC direct current (stejnosmérny elektricky proud)

DP declustering potential (deklasteriza¢ni potencial)

El electron ionization (elektronova ionizace)

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ESI electrospray ionization (ionizace elektrosprejem)

FA formic acid (kyselina mravenci)

Fe zelezo

FAB fast atom bombardment (ionizace urychlenymi atomy)
FD field desorption (desorpce polem)

FI field ionization (ionizace polem)

FT-ICR  fourier transform ion cyclotron resonance (iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci)

H-0 voda

HH hereditary hemochromatosis (dédi¢na hemochromatdza)

HPLC high-performance liquid chromatography (vysokoucinna kapalinova
chromatografie)

ICAT isotope-coded affinity tag

ICPL isotope-coded protein label

IL-6 interleukin-6
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iTRAQ
LC
LC-MS

LD
LEAP-1
LIT
MALDI

MeOH
MS
MS/MS
m/z

Ne
NHS
Nic-NHS
0]

PD

RF
SELDI

SILAC
SRM

Q
QqTOF

QaQ
TOF

isotope tags for relative and absolute quantification

liquid chromatography (kapalinova chromatografie)

liqguid chromatography-mass spectrometry (kapalinova chromatografie
ve spojeni s hmotnostni spektrometrii)

laser desorption (desorpce laserem)

liver-expressed antimicrobial peptide

linear ion trap (linearni iontova past)

matrix-assisted laser desorption ionization (ionizace/desorpce laserem
za ptitomnosti matrice)

metanol

mass spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

tandem mass spectrometry (tandemova hmotnosti spektrometrie)
mass-to-charge (pomér hmotnosti a naboje)

neon

N-hydroxysukcinimidin

N-nikotinoyloxysukcimidin

kyslik

plasma desorption (desorpce plasmou)

radio frequency (radiofrekven¢ni/ vysokofrekvenéni sttidavé napéti)

surface enhanced laser desorption/ionization (povrchem podpofena
ionizace/desorpce laserem)

stable isotope labeling by amino acids in cell culture

selected reaction monitoring (monitorovani vybranych reakci)

quadrupole mass filter (kvadrup6lovy hmotnostni analyzator)
quadrupole-time of flight (kvadrupdl s analyzatorem doby letu)

triple quadrupole (trojity kvadrupol)

time of flight (analyzator doby letu)

TOFQTOF time of flight-time of flight (dva analyzatory doby letu)
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