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Seznam symboli a zkratek

ACN
BCA

BSA
CD69+
CID
DTT
ELISA
ER
ESI
FASP
FFPE

FGF23
HCD

HER2

HIFla
HPLC

IAA

IHC

LC

LC-ESI
LC-MS/MS

MALDI

MRM

MS

m/z

Acetonitril

Bicinchoninic acid assay; metoda stanoveni koncentrace proteinti za
pouziti kyseliny bicinchoninové

Bovine serin albumin; hovézi sérovy albumin

Cluster of differentiation 69 +

Collision-induced dissociation; disociace vyvolana kolizi
Dithiotreitol

Enzyme-linked immunosorbent assay

Estrogen receptor; estrogenovy receptor

Electrospray ionization; ionizace elektrosprejem

Filter-aided sample preparation; ptiprava vzorku za pomoci filtru
Formalin fixed paraffin embedded; vzorky fixované formalinem a zalité
do parafinu

Fibroblast growth factor 23; fibroblastovy ristovy faktor 23
Higher-energy collisional dissociation; vysokoenergeticka kolizni
disociace

Human epidermal growth factor receptor 2; receptor pro lidsky
epidermalni rastovy faktor 2

Hypoxia inducible factor la

High-performance liquid chromatography; vysoce G¢inna kapalinova
chromatografie

Jodacetamid

Immunohistochemistry; imunohistochemie

Liquid chromatography; kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie ve spojeni s ionizaci elektrosprejem
Kapalinova chromatografie ve spojeni s tandemovou hmotnostni
spektrometrii

Matrix-assisted laser desorption ionization; ionizace laserem za i€asti
matrice

Multiple reaction monitoring; sledovani vicenasobné reakce

Mass spectrometry; hmotnostni spektrometr

Mass-to-charge ratio; pomér hmotnosti k naboji
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Q Quadrupole; kvadrupol

QQQ Triple quadrupole; trojity kvadrupol

Q-TOF Quadrupole - Time of flight; kvadrupol v kombinaci s analyzatorem doby
letu

PgR Progesterone receptor; progesteronovy receptor

PMT Phosphaturic mesenchymal tumor; fosfaturicky mesenchymalni tumor

RIA Radioimmunoassay; radioimunoanalyza

SRM Selected reaction monitoring; monitorovani vybranych reakci

TFA Trifluoroacetic acid; kyselina trifluoroctova

TOF Time of flight; analyzator doby letu
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1 UVOD

Proteomika je véda studujici proteom, tedy kompletni soubor vSech proteinti v zivé
bunice. Cilem proteomiky je identifikace proteinti, které mohou byt rovnéz dilezitymi
nastroje k detekci a identifikaci proteinti hmotnostni spektrometrie. Tato moderni metoda
umoziiuje piimou identifikaci molekul na zdkladé poméru hmotnost/naboj a je
v soucasnosti zcela nezastupitelnd v moderni onkologické diagnostice, protoze poskytuje
stale komplexnéjsi pohled na zmény proteomu nez dosud vyuZzivané imunologické

metody.

Mezi Sirokou Skéalu onkoproteinti 1ze zatadit FGF proteiny (fibroblast growth factor,
fibroblastovy rstovy faktor) hrajici diky své roli v regulaci bunééné proliferace, migrace,
chemotaxe, morfogeneze a angiogeneze dilezitou roli v tumorigenezi a vzniku
onkologickych onemocnéni. Konkrétné FGF23 protein je nadmérné exprimovan
v tkdnich zhoubnych nadord a pravé pomoci hmotnostni spektrometrie muze byt

detekovana pfitomnost tohoto proteinu v nékterych nadorech, jako je napt. glioblastom.

Ve své praci se zabyvam vyse uvedenou problematikou v ramci cilené proteomiky,
a to konkrétné vyuzitim hmotnostni spektrometrie k detekci FGF23 proteinu. Pro vyuziti
této moderni technologie je mimo jiné zcela zasadni spravné nastaveni parametrl

hmotnostniho spektrometru, coz je hlavnim tématem mé prace.



2 CILE PRACE

Mezi hlavni cile této magisterské prace patii:

1. Literarni ptehled.
2. Laboratorni ¢ast - pfipravy proteomickych vzorki.

3. Laboratorni ¢ast - optimalizace parametri hmotnostniho spektrometru.



3 LITERARNI PREHLED

Soucasna moderni onkologie je medicinskym oborem, ktery se velmi dynamicky rozviji
jak po strance diagnostické tak i terapeutické. Jednim z hlavnich ukola ptfirodovédnych
obori v¢etné¢ molekularni biologie, genomiky i proteomiky je hledani biomarkert
vyuzitelnych v diagnostice a vcilené onkologické terapii. Je nepopiratelné,
ze biomarkery u onkologickych onemocnéni zcela zdsadné transformuji soucasné
diagnostické a terapeutické postupy. Biomarkery jsou pedevsim proteiny, které vznikaji
expresi genll a to vcetné jejich mutaci, které jsou pfi¢inou vzniku onkologickych

onemocnéni. Proto stoupa vyznam moderni proteomiky v onkologii.

3.1 Proteiny a jejich detekce

Proteiny jsou polymery aminokyselin vdzanych prostfednictvim a-peptidovych vazeb.
Mohou byt reprezentovany primdarni, sekundarni, terciarni a kvartérni strukturou
(Watford er Wu, 2018). V soucasnosti je k dispozici spousta riznych technik detekce
proteinil. Idedlni metoda by méla byt snadno a rychle proveditelnd, finan¢né nenaro¢na
a ekologickd. Vybér vhodné metody detekce proteint je velmi dulezity,
at’ uz k identifikaci proteinti nebo k méfeni jejich exprese v biologickych vzorcich. Tyto
pozadavky dosud nespliiuje zadna technika detekce proteinil. Je proto nutné zvolit
metodu, ktera je optimalni k vySetfeni konkrétniho vzorku v zavislosti na jeho typu

a dalSich metodickych pozadavcich (Westermeier, 2000).

Dalsim podstatnym faktorem vybéru vhodné vysetfovaci metody je jeji cena
a dostupnost. Analytické stanoveni proteint je v soucasnosti doménou imunologickych
metod a to pfedevsim pro jejich vSeobecné rozsifeni a nizké néklady. Mezi standardni
imunologické metody patii zejména Western blot, ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay) a RIA (Radioimunoanalyza). Ve vétSingé piipadi poskytuji
imunologické testy vysoce piesné, citlivé, relativné levné a jednoduché testy pro mnoho
analytd (Hale, 2013). Dalsi dilezitou detekéni metodou v proteomice je hmotnostni
spektrometrie. Vzhledem k tomu, Ze hmotnostni spektrometrii vyuzivaim ve své

diplomové praci, rozvedu jeji principy a vyuziti v nasledujici kapitole.



3.1.1 Western blotting

Western blotting je velice rozsifena metoda, ktera je pouzivana k detekci proteint jejich
znac¢enim protilatkami jiz od roku 1979 (Renart et al., 1979, Towbin et al., 1979).
Principem této metody je separace proteind nebo peptidi podle velikosti pomoci
polyakrylamidové elektroforézy s dodecylsulfatem sodnym s naslednym pienosem
na membranu a oznacenim cilového proteinu pomoci vhodné protilatky k vizualizaci

(Srinivas, 2012).

3.1.2 Radioimunoanalyza

Radioimunoanalyza (RIA) je metoda poprvé popsana v roce 1959 Yalowem a Bersonem
(Yalow et Berson, 1959), ktera detekuje pfitomnost proteinu (antigenu) s velmi vysokou
senzitivitou. V této metodé¢ neznaCeny antigen soutézi s radioaktivné znacenym
antigenem o vazbu na protilatku s piislusnou specificitou. Tato metoda ma tii zadkladni
kroky: imunitni reakci s vazbou znacené protilatky na antigen, kompetitivni reakci
znaceného a neznaceného antigenu a detekci radioaktivity pomoci detektoru ionizujiciho
zateni (Praither, 1985). Velkou piednosti této metody je vysoka senzitivita se schopnosti
detekovat latku fadové v nanogramech az pikogramech. Mezi nevyhody patii potizeni
drahého zatizeni potfebného pro tuto metodu a rizika spojend s manipulaci s radioaktivni
latkou. Tento test se pouziva napf. ke stanoveni hladiny 1é¢iv a hormont v séru, protilatek

proti infekénim onemocnénim (Aryal, 2020).

3.1.3 Enzyme-linked immunosorbent assay

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) je povazovan za zlaty standard
imunotesti. Tento imunologicky test s vysokou senzitivitou, ktery byl poprvé popsan
v roce 1971 (Engvall et Perlmann, 1971) je zalozeny na podobném principu jako metoda
RIA (vazba antigen-protildtka). Je pouzivan k detekci a kvantifikaci latek, vcetné
protilatek, antigentl, proteinli, glykoproteinii a hormoni. Detekce komplexu antigen-
protilatka se provadi spektrofotometrickym méfenim na zakladé enzymatické reakce.
Mezi hlavni vyhody tohoto testu patii vysokd piesnost ve srovnani s RIA a nizka cena

a mezi hlavni nevyhody ¢asova naro¢nost (Sakamoto ef al., 2018).



3.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (Mass spectrometry, MS) je metoda, ktera ptispéla k etnym
objeviim v chemii, fyzice a biochemii. Jedine¢nost MS je dana tim, Ze umoziiuje piimou
identifikaci molekul na zédkladé¢ poméru hmotnost/ndboj u celych a fragmentovanych
analytd. Po n¢kolik desetileti se MS pouziva v kvalitativni chemické analyze (Urban,
2016). MS ma své uplatnéni rovnéz v proteomice, kde umoziuje stale komplexnéjsi
pohled na zmény proteomu a je vyuzitelna v identifikaci riznych proteoforem, vcetné

jejich posttransla¢nich modifikaci (Macklin et al., 2020).

Hmotnostni spektrometrie je bézné povazovana za detekcni laboratorni techniku uréenou
k separaci elektricky nabitych iontd v plynné fazi (Urban, 2016). Hmotnostni
spektrometry se skladaji ze tfi hlavnich komponenti: iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru (Haag, 2016). Nabité ionty jsou produkovany v iontovém zdroji.
V nékterych piipadech iontovy zdroj také napoméha pfenosu analyti z pevné
nebo kapalné faze do faze plynné. Ionty plynné fdze jsou nasledné pieneseny
do hmotnostniho analyzatoru. Hmotnostni analyzator tfidi ionty v prostoru nebo case
podle poméru hmotnost/ndboj (m/z). Separované ionty jsou detekovany iontovym
detektorem. Elektrické signdly produkované iontovym detektorem jsou nasledné
zpracovany za vzniku hmotnostnich spekter. Hmotnostni spektra 1ze vnimat jako
histogramy, které poskytuji informace o poctu iontl pii raznych hodnotach m/z (Urban,

2016).

Pied samotnou MS analyzou je podstatné peptidy separovat. Uginna separace zvysuje
kapacitu MS identifikovat peptidy a jejich fragmenty. V proteomice jsou nejpouzivangjsi
metody  vysokotlaké kapalinové chromatografie (High performance liquid
chromatography, HPLC). Principem HPLC metody je priichod kapalného rozpoustédla
véetné smési vzorkl kolonou naplnénou pevnym adsorpénim materidlem (viz obrazek
¢. 1). Riznéd interakce slozek vzorku s adsorbentem kolony vede k jejich separaci
(Thammana, 2016). Adsorbent je zpravidla granulovany material vyrobeny z pevnych
castic (napf. silikagel pokryty alifatickym oktadecylem) o velikosti 2 um az 50 pm.
Mobilni faze je obvykle smési rozpoustédel (napt. vody, acetonitrilu a/nebo methanolu),
jeji sloZeni a teplota hraje dulezitou roli v postupu déleni tim, Ze ovliviiuje spojeni mezi

analyty a adsorbentem (Elshanawane, 2014, Mustafa, 2014). Detektor HPLC, ktery



se nachdzi nakonci kolony, identifikuje analyty v zavislosti na rychlosti eluce
v chromatografické koloné. Mezi nej€astéji vyuzivané detektory patii UV-spektrometr
a MS (Thammana, 2016). Ve svém experimentu vyuzivam kapalinovou chromatografii
napojenou on-line na MS. Nejcastéji se pro spojeni s HPLC pouzivaji hmotnostni

spektrometry s ionizaci elektrosprejem.

Mobilni kolona
faze

Vzorek ]
pumpa davkovad detektor
Chromatogram
Separacni
Odpad

Obrazek ¢. 1: Pristrojové vybaveni HPLC zahrnuje ¢erpadlo, injektor, kolonu, detektor, integrator

a zobrazovaci systém. Pfevzato a upraveno z Czaplicki, 2013.

3.2.1 Proces ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (Electrospray ionization, ESI) pouziva elektrickou energii
k pfenosu iontd z roztoku do plynné fize, nez jsou podrobeny hmotnostni

spektrometrické analyze (Ho et al., 2003).

Proces ionizace elektrosprejem (viz obrazek €. 2) za€ind rozprasenim vzorku (mobilni
faze obsahujici rozdélené peptidy) pies kovovou sprejovaci kapilaru v elektrickém poli.
Pouzitim hnaciho plynu (napt. dusiku), ktery je hnan pod zvySenym tlakem kolem
eluovaného roztoku vzorku, dojde ke zvySeni rychlosti pritoku vzorku. Nabité kapicky,
generované na vystupu z hrotu kapilary, prochézeji smérem k analyzatoru hmotnostniho
spektrometru. ZvysSenim teploty hnaciho plynu dojde ke zmensSeni Céstic odpafenim
rozpoustédla, coz vede ke zvyseni povrchového ndboje a ke snizeni poloméru kapicek.
Ve chvili, kdy je kapicka tak mala, Ze sila, pfi které se kladné ionty kapic¢ky odpuzuji,
prevazi nad soudrznosti povrchového napéti, dojde ke Coulombické explozi, tj. rozpadu
na jeSté mensi kapicky s rozdélenim ptivodnich naboji. Opakovanim tohoto procesu
dojde k uvolnéni iontd, tj. k prevedeni molekul kapicky do plynné faze. Tyto emitované
ionty jsou poté -elektrostatickou silou sméfovany do hmotnostniho analyzatoru

pro naslednou analyzu (Ho et al., 2003).
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Obrazek €. 2: Schéma ionizace vzorku elektrosprejem zobrazujici postupné zmenSovani objemu castic

vzorku az na molekularni uroven. Prevzato z Ho et al., 2003.

3.2.2 Jednoduché hmotnostni analyzatory

Dalsi fazi hmotnostni analyzy je prichod iontii elektromagnetickym polem a jejich
separace v zavislosti na poméru m/z, coz je hlavni princip, na kterém je zaloZena

funkce MS (Ho et al., 2003).

V soucasnosti je k dispozici mnoho rtiznych analyzatorti. Mezi nejbézngjsi typy patii
kvadrupolovy analyzator, analyzator typu iontova past, analyzator doby letu a Orbitrap.
Volba hmotnostniho analyzatoru pro dany experiment zavisi na fad¢ faktorl, napf.
rozsahu m/z iontu, ktery ma byt analyzovan a rozliSovaci schopnosti analyzatoru (Haag,

2016). Nize jsou popsany nejcastéji pouzivané hmotnostni analyzatory.

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator

V tomto systému je soustava 4 rovnobéznych kovovych ty¢i rozmisténa ve stejné
vzdalenosti (viz obrazek ¢. 3). V kazdé dvojici protilehlych ty¢i je udrzovano stiidavé
napéti stejné velikosti, ale opacné polarity. Vysledné elektrické pole zpisobi, Zze ionty
se pohybuji dopfedu ve sméru osy z a oscilatnim pohybem v roviné x-y. Amplituda
kmitani nese vztah k poméru m/z a mtize byt fizena frekvenéni zménou vysokého napéti.
Toto napéti Ize nastavit tak, aby amplitudy kmitani pro pozadované poméry m/z byly
»stabilni* s ionty pohybujicimi se podél osy z, aniz by tyto ionty zasahly ctyifpolové tyce
a nakonec dosahly detektoru. Na druhé stran¢ jsou u nezadoucich iontli oscilacni
amplitudy velké atyto ,nestabilni ionty zasdhnou kovové tyCe, zneutralizuji

se a nedosahnou detektoru (Ho et al., 2003).



Rezonuiici iont

Nerezonuiici iont Detektor

lontovy zdroj

Obrazek ¢. 3: Schéma kvadrupdélového hmotnostniho analyzatoru znazorniujici separaci iont pii prachodu
elektrickym polem mezi elektrodami analyzatoru. Béhem letu kvadrupolem v ose z musi mit iont stabilni

trajektorii v osach x a y tak, aby nenarazil na kovové tyce. Pfevzato a upraveno z www.knauer.net.

Hmotnostni analyzator typu iontové pasti

Tento analyzator je trojrozmérnou obdobou kvadrupolu, sklada ze tii hyperbolickych
elektrod: prstencové elektrody a dvou propojenych koncovych elektrod - vstupni
a vystupni (viz obrazek ¢. 4). Tyto elektrody tvoii dutinu, ve které je mozné separovat
ionty. Obé koncové elektrody obsahuji maly otvor, kterym mohou ionty prochazet.
Prstencové elektroda je umisténa uprostfed mezi dvéma koncovymi elektrodami. lonty
produkované ze zdroje jsou zmeénou napéti privedeny do pasti vstupnim otvorem koncové
elektrody a vlivem riiznych napéti aplikovanych na elektrody dochédzi k zachyceni
avypuzovani ionti podle jejich poméru m/z (Ho et al, 2003). Pomoci
oscilacniho vysokofrekvenéniho pole a stejnosmérného elektrického pole, podobnému
tomu v kvadrupolech, jsou ionty zadrzeny mezi elektrodami uvnitt pasti. lonty zadrzené
v iontové pasti je mozné fragmentovat ¢asticemi inertniho plynu. Tento proces je znamy
jako disociace vyvoland kolizi (CID). Ionty nebo jejich fragmenty jsou nasledné
na zakladé riznych m/z selektivné vypuzeny z pasti vystupnim otvorem zménou napéti.

Poté jsou ionty detekovany na detektoru (Haag, 2016).

Prstencové elektroda
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Obrazek ¢. 4: Schéma hmotnostniho analyzatoru typu iontové pasti, kde je zndzornéna selekce iontl

v prstencové elektrodé pred dopadem na detektor. Pievzato a upraveno z Haag, 2016.



Hmotnostni analyzator doby letu

Hmotnostni analyzator doby letu (TOF, Time of flight) je zalozen na principu rizné doby
priletu ionizovanych molekul letovou trubici pfed dosazenim detektoru. Po ionizaci
analytu je iontim elektrickym pulzem dodéna stejna kinetickd energie a jsou vypuzeny
do priletové trubice, kde dochézi k jejich rozdé€leni na zaklad¢ rychlosti pohybu (viz
obrazek ¢. 5) (Mamyrin, 2001). V zasadé plati, ze pokud se dva ionty riznych m/z urychli
z iontového zdroje se stejnou kinetickou energii a proleti letovou trubici, pak budou jejich
doby piiletu k detektoru odlisné. Cim v&tsi je iontova hmotnost, tim pomalejsi je prilet
letovou trubici. Kdyz iont narazi na detektor, hmotnostni spektrometr urcuje ¢as, za ktery
iont proletél letovou trubici. Doba letu letovou trubici je imérna m/z iontu (Haag, 2016).
TOF analyzator byva €asto zkombinovan s laserem, ktery se podili na pfevedeni vzorku
krystalizovaného s vhodnou matrici na kovovém terc¢iku do plynné faze (Matrix assisted

laser desorption/ionization, MALDI) (Clark et al., 2013).
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Obrazek ¢. 5: Schéma hmotnostniho analyzatoru typu TOF v kombinaci s MALDI ionizaci zobrazujici vliv
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doby letu letovou trubici na velikosti molekuly. Pfevzato a upraveno z Ward, 2019.

Hmotnostni analyzator typu Orbitrap

Hmotnostni analyzator typu Orbitrap se sklada ze tfi hlavnich ¢asti, z vnitini vietenové
elektrody a ze dvou dutych vnéjsich konkavnich elektrod obracenych k sob¢ (viz obrazek
¢. 6). Mezi vnitini a vnéjsi elektrodou je udrzovan napétovy potencidl, ktery mezi nimi
vytvati linearni elektrické pole. Uzky svazek iontli s uréitou hodnotou m/z je zavadén
tangenciadlné mezi vnitini a vnéjsi elektrodu otvorem v jedné z vnéjSich elektrod.
V disledku elektrického pole mezi vnitini a vnéjsi elektrodou je draha iontu zakiivena
smérem k vnitini elektrodé, zatimco tangencidlni rychlost iontu vytvafi protilehlou
odstiedivou silu. Pfi specifickém potencidlu mezi vnitini a vngjsi elektrodou ziistavaji

ionty ve spiralové draze kolem vnitini elektrody. Kvuli kuzelovitému tvaru elektrod je



indukovana harmonicka axialni oscilace iontt, pfi¢emz vnéjsi elektrody také funguji jako
pfijimaci desky, které detekuji axidlni harmonicky pohyb iontl. Axidlni harmonické
frekvence jsou poté pievedeny Fourierovou transformaci na bézné hmotnostni spektrum.

Jsou detekovany vSechny m/z hodnoty (Haag, 2016).

Nistfik jontil

Vnitini elektroda

Vnéjsi elektroda
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Obrazek ¢. 6: Schéma hmotnostniho analyzatoru typu Orbitrap zobrazujici spirdlovitou drahu letu iontu

mezi vnitini a vnéjsimi elektrodami. Pfevzato a upraveno z Haag, 2016.

3.2.3 Hybridni hmotnostni analyzatory

Kombinace vySe popsanych jednoduchych hmotnostnich analyzatorii vytvaii tzv.
hybridni hmotnostni analyzatory, napf. trojity kvadrupdl (QQQ), kvadrup6l v kombinaci
s analyzatorem doby letu (Q-TOF) a hmotnostni analyzéatory v kombinaci s Orbitrapem
(Orbitrap Fusion Tribrid). Jde o spojeni 2 a vice hmotnostnich analyzatort, mezi které je

vlozena kolizni cela (Haag, 2016).

Trojity kvadrupél (QQQ)

V tomto systému jsou linedrné uspoiadany tii kvadrupolové analyzatory (viz obrazek
¢. 7). Sledovany analyticky iont (obvykle se nazyva prekurzorovy iont) je hromadné
vybran prvnim kvadrupélem (Q1) a ponechan ke srazce s koliznim plynem (obvykle
argonem) ve druhé kvadrupdlové kolizni bunce (Q2), kde podléha dalsi fragmentaci.
Dcefinné ionty, které jsou vysledkem CID jsou monitorovany tfetim kvadrupolovym
hmotnostnim analyzatorem (Q3) poskytujicim strukturalni informace o molekuldrnich
iontech. Tento tandemovy systém je v literatuie bézn¢€ oznacovan jako MS/MS. Nastaveni
QI vyselektuje ionty sjednim specifickym pomérem m/z a odfiltruje ostatni ionty
s jinymi poméry m/z. Tento ,,purifikacni* krok uvnitt MS systému usnadiiuje interpretaci

vyslednych spekter (Ho et al., 2003).
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Obrazek ¢. 7: Schéma tandemového kvadrupolového hmotnostniho analyzatoru zobrazujici selekci,
postupnou fragmentaci molekuly iontu a jeho naslednou detekci. Pfevzato a upraveno z Boja et Rodriguez,
2011.

Kvadrupol v kombinaci s analyzatorem doby letu (Q-TOF)

Mezi dals§i hybridni analyzatory patii Q-TOF mezi jehoz hlavni soucésti patii dva
kvadrupdly a jeden analyzitor doby letu. Toto uspotfadani s vyhodou s¢itd prednosti
skenovacich vlastnosti kvadrupoélu v kombinaci s vysokym rozlisenim TOF analyzatoru.

Q-TOF je mozno zkombinovat s ESI i MALDI ionizaci (El-Aneed et al., 2009).

Kolizni cela Detektor

A) e _h 3
‘[T 11-{ -—IH

Zdroj ionth MS] Kvadrupdl

Letova trubice -

Reflektron —§

0oooooo
0000000

|

MS2 TOF

Obrazek ¢. 8: Schéma hybridniho kvadrupo6lového hmotnostniho analyzatoru v kombinaci s TOF

analyzatorem. Pfevzato a upraveno z Lacorte et Fernandez-Alba, 2006.

Hybridni hmotnostni analyzatory v kombinaci s Orbitrapem

Kombinaci zapojeni n€kolika hmotnostnich analyzatori do jednoho zafizeni muzeme
zvySit presnost detekce hmotnostni analyzy. Konkrétné jednim z hybridnich
hmotnostnich analyzator propojenych s Orbitrapem je Orbitrap Fusion Tribrid
od spolecnosti ThermoFisher Scientific vyuzivany zejména pro proteomickou analyzu.
Kombinuje tfi hmotnostni analyzatory - kvadrupodl, linedrni iontovou past a Orbitrap (viz

obrazek ¢. 9). lonty ze zdroje vstupuji do analyzatoru vstupni kapildrou a nasledné jsou
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transportovany pomoci iontové nalevky a iontovou optikou jsou unaSeny a usmériovany
do kvadrupo6lu a k analyzatoru podle nastaveni analyzy. Analyzatorem miize byt Orbitrap

1 linearni iontova past (Senko et al., 2013).

Linearni

Orbitrap iontové past ¢ / ,X
e ,// %
// 2N N Cela
\® ,/ s nizkym
. ® = \. N tlakem
= )
lontové Kvadrupél ZZ %N Cela
optika = .
= s vysokym
g v“ | i | \¢ \\ . tlakem
—_— L w
- ﬁ i I Multipél
= ¥y sméfujict
Iontovy — C-past lonty
zdroj L‘ "4 . lontova
- ?.. nalevka

/ Vstupni
kapilara

Obrazek €. 9: Schematické znazornéni hybridniho pfistroje Orbitrap Fusion Tribrid. Pfevzato a upraveno

ze Senko et al., 2013.
3.3 Proteomické metody zaloZené na hmotnostni spektrometrii

Proteomika je védni obor zabyvajici se analyzou veskerého proteinového obsahu
(proteomu) bunky, tkdné nebo organismu (Yu et al., 2010). Tento v&dni obor
se v soucasnosti velice dynamicky rozviji a je oblasti rostouciho zdjmu vyzkumnych
laboratofi. Zatimco genomika definuje potencidlni genové produkty, proteomika lépe
odrazi skutecny fenotyp. To zahrnuje naptiklad skute¢nou expresi (koncentraci) proteinu
v disledku translace nebo regulaci proteinové aktivity prostiednictvim posttranslacnich
modifikaci. Proteomika proto mize nabidnout jedinecné informace pro vyzkum
biomarkert (Li et al., 2017). A pfedevsim zde 1ze vyuzit MS jako metody, kterd umoziuje
stale komplexné&jsi pohled na zmény proteomu v moderni personalizované medicing,
a kterd je vyuzitelna v identifikaci novych tfid nadorové specifickych proteoforem,
véetné posttranslaénich modifikaci a variant pochézejicich z genomovych aberaci

(Macklin et al., 2020).

Proteomika mtze byt obecné rozdélena na proteomiku necilenou a cilenou.
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3.3.1 Necilena proteomika

Predmétem zkoumdani necilené proteomiky je téméf Uplné pokryti proteomu, tj.
identifikace a kvantifikace co nejvétsiho poctu proteinli ve vySetfovaném vzorku.
V necilené analyze védec odpovi na otazku ,,Jaké proteiny jsou pfitomny ve vzorku?“

(Milman, 2015).

Proteiny vzorku jsou extrahovany a §tépeny na peptidy (viz obrazek ¢. 10 A). Slozky
vySetfovaného vzorku jsou separovany pomoci kapalinové chromatografie (viz obrazek
¢. 10 B). Frakce se poté analyzuji pomoci MS (viz obrazek ¢. 10 C), béhem které
se peptidy ionizuji a méfi se jejich pomér hmotnost/naboj (m/z), ¢imz se ziskd
prekurzorové iontové spektrum. Vybrané ionty jsou poté fragmentovany CID a jednotlivé
fragmentové ionty detekovany pomoci MS (viz obrazek €. 10 D). Fragmentiim iontovych
spekter se poté prifadi peptidové sekvence na zdklad¢é srovnani v databdzi a predikuji

se proteinové sekvence (viz obrazek ¢. 10 E) (Ahrens ef al., 2010).

Sekvence peptidu 1

@ = EE =
@/} Peptid 2 T Sekvence peptidu 2
Peptid 1 % m/z D ‘ . .
A _j
C

Reten¢ni ¢as

Intenzita

Intenzita

3

Obrazek €. 10: Princip MS/MS proteomické analyzy. A) Extrakce a $tépeni peptidii, B) separace peptida
pomoci kapalinové chromatografie, C) MS analyza za vzniku prekurzorového hmotnostniho spektra, D)
fragmentace vybranych iontd pomoci CID, E) pfifazeni peptidové sekvence srovnanim v databazi. Pfevzato

a upraveno z: www.thermofisher.com.

3.3.1 Cilena proteomika

Predmétem zajmu cilené proteomiky je detekovat vybrané proteiny s vysokou citlivosti,
reprodukovatelnosti a kvantitativni pfesnosti. Cilend proteomika zahrnuje ziskani idaju
o konkrétnich proteinech a peptidech (Borras et Sabidd, 2017) a s vyhodou vyuziva
hmotnostni spektrometrii, kterd je pfinosna v kvantifikaci proteinii (Marx, 2013). V tomto

procesu je hmotnostni spektrometr naprogramovan tak, aby detekoval specifické
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peptidové ionty odvozené od sledovanych proteini. Tato metoda vyzaduje spravné
naprogramovani hmotnostniho spektrometru vloZenim potifebnych udaji k detekci
peptidt (Doerr, 2012). Protoze pouzivam piedevsim metody cilené proteomiky ve svém

experimetu, jsou jeji principy rozvedeny v nasledujici kapitole.
3.4 Metody cilené proteomiky

Vznik celé tady cilenych proteomickych metod souvisi s pouZzitim riznych typt
hmotnostnich analyzatord, jako jsou kombinace kvadrup6ld, Orbitrapu a TOF, s riznymi
vyhodnovacimi algoritmy a metodami analyzy dat. To vSe umoznuje kvantifikovat
v ramci detekénich schopnosti cilené proteomiky tisice peptidii a proteinti (Selevsek

et al., 2015).

Dutlezitou soucasti analyzy cilenych proteomickych metod je pfiprava vzorku. Nejprve
jsou v proteinech redukovany disulfidické miistky a vzniklé volné thiolové skupiny jsou
alkylovany, poté §tépenim proteinli pomoci enzymi vzniknou peptidy. Nasledné¢ dojde
k separaci jednotlivych peptidi pomoci kapalinové chromatografie. Po priichodu vzorku
ptes sprejovaci kapilaru v elektrickém poli dojde k jeho ionizaci a nasledné k prenosu
do hmotnostniho spektrometru (Faktor et al., 2011). Pii cilené proteomice se pouziva

n¢kolik specifickych modi méfeni, zejména SRM, MRM a PRM.

3.4.1 Monitorovani vybranych reakci

Monitorovani vybranych reakei (Selected reaction monitoring, SRM) je jednou
z hlavnich metod pouzivanych v cilenych proteomickych experimentech (Picotti et al.,

2009).

SRM je mozno provadét na trojitém kvadrupolu (viz obrazek €. 11), ve kterém je prvni
hmotnostni analyzator nastaven do filtracniho rezimu s Uzkym izolacnim oknem,
aby se izoloval specificky pozadovany peptidovy prekurzorovy iont. Poté je izolovany
peptid fragmentovan a jeden z vyslednych fragmentovanych iontii je monitorovan dalSim
hmotnostnim analyzatorem nastavenym tak, aby opét filtroval konkrétni pomér m/z.
Dvojita selekce iontu prekurzoru peptidu a iontu peptidového fragmentu se nazyva
iontovy prechod, ktery je definovan jako par hodnoty m/z prekurzorového iontu

vybraného v Q1 a hodnoty m/z jeho produktového iontu vybraného v Q3 (Lange et al.,
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2008). Pro kvantifikaci jednoho proteinu se vyuzivaji nejméné 2 prekurzorové peptidy,
kazdy v jednom ¢i vice ndbojovych stavech. Pro spolehlivou SRM kvantifikaci
je nasledné tfeba detekovat alesponl 2 produktové ionty kazdého peptidu. Z toho vyplyva,

ze kazda kvantifikace proteinu je spojena s minimalné¢ 4 piechody (Faktor et al., 2011).

® Vysetfovany peptid ® Specificky fragment vySetfovaného peptidu
Hmotnostni analyzator Hmotnostni analyzator
0 %y * % fe 9, o e ® % 2o 2 % “ A

cas

Obrazek €. 11: Schematické znazornéni metody SRM zobrazujici pouziti dvojitého filtru ke sledovani
fragmentového iontu (zobrazen fialovou barvou) ze specifického vybraného peptidu (zobrazen Cervenou

barvou). Pfevzato a upraveno z Borras et Sabido, 2017.

Pravdépodobnost, ze dva peptidové fragmenty maji stejnou hmotnost nebo vykazuji
stejny retencni Cas je nizka. Proto je metoda cileného ziskdvani dat pomoci pfechodi
vysoce specificka, t€Zi z nizkého chemického Sumu, ktery vede k vysoké citlivosti méteni
a zéaroven dokaze detekovat proteiny ve slozitych vzorcich v citlivosti odpovidajici

n¢kolika kopiim v bunice (Picotti et al., 2009).

Monitorovani vybranych reakci mize rovnéz postupné sledovat nékolik fragmentt iontt
ze stejného peptidu mezi dvéma vzorkovacimi udélostmi stejného ptechodu. Sledovanim
nékolika fragmentdi stejného peptidového prekurzoru iontu se ziskavaji nejen
kvantitativni informace, ale rovnéz lze ze ziskanYch ﬁdajﬁ také identifikovat peptidy.
jsou pouzity jeden az tfi konkrétni peptidy (Kusebauch et al., 2016, Chiva et Sabido,
2017). Cas mezi dvéma vzorkovacimi udalostmi stejného prechodu je doba cyklu, a &as,
ktery hmotnostni spektrometr vénuje kazdému piechodu, je doba méfeni (Borras

et Sabidé, 2017).

Protoze tato metoda méfi postupné nékolik fragmentovych iontli z rGznych peptidd,
je oznaCovana jako sledovani vicendsobnych reakci (MRM, Multiple reaction
monitoring) (viz obrazek ¢. 12). SRM i MRM umoziuji jak identifikaci tak kvantifikaci

peptidu. Navic vykazuji vylepSeny dynamicky rozsah a citlivost, protoze krok dvojitého
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filtrovani na urovni prekurzoru a fragmentu vede ke zlepSenému poméru signal-

Sum (Borras et Sabido, 2017).

o Vysetfovany peptid e Specificky fragment vySetfovaného peptidu
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Obrazek ¢. 12: Schematické znazornéni metody MRM, ktera postupné monitoruje nékolik fragmentt

iontl riznych peptidi v kazdém cyklu. Pfevzato a upraveno z Borras et Sabido, 2017.

V klinickém vyuziti se SRM ve spojeni s protilatkovou imunoafinitou tj. Imuno-SRM
jevi jako slibnd technologie pro piesnou piesnou kvantifikaci cilovych proteint
v komplexnich matricich (Shi et al., 2012). Tato metoda byla napiiklad pouzita
pro kvantifikaci mutovaného Ras proteinu v nadorech pacienti pomoci anti-RAS
proteinové protilatky (Ruppen-Cafids ef al., 2012) a také ke kvantifikaci proteinu FGF15
(Katafuchi et al., 2015).

Dal8im klinickym vyuzitim SRM je pouziti aptamert (jednofetézcovy oligonukleotid
DNA) k obohaceni cilovych proteinii pro analyzu SRM. Napiiklad ve srovnani s piimou
SRM kvantifikaci RelA genu a pfidruzenych protein z bunécnych extraktli obohaceni
proteinll pomoci aptameru zvysilo piesnost a reprodukovatelnost kvantifikace (Zhao

etal., 2011).

16



3.4.2 Monitorovani paralelnich reakci

Monitorovani paralelnich reakci (Parallel reaction monitoring, PRM) je metoda
provadénd na hmotnostnim spektrometru, ktery vyuzivd kombinaci hmotnostnich
analyzatorti kvadrupdl-Orbitrap. Oproti metodé SRM provadéné na trojitém kvadrupolu
ma PRM vétsi rozliSeni, diky vyssi schopnosti zachyceni iontil je presnéjsi (Bourmaud
et al.,2016) a zaroven usnadiiuje analyzu peptidl s nizkym vyskytem (Gallien et Domon,
2014). Mezi dalsi specifické vlastnosti PRM analyzy vyuZzivajici hmotnostni analyzatory
kvadrup6l-Orbitrap patii moznost filtrace peptidii v kvadrupdlu, nasledna fragmentace
v kolizni cele, moznost multiplexovani fragmentti v C-pasti a kone¢né€ vysoka rozliSovaci
schopnost hmotnostniho analyzatoru Orbitrap (Bourmaud et al., 2016). Rovnéz vSak byly
také publikovany aplikace PRM na hmotnostnich spektrometrech v kombinaci
kvadrupdl-TOF (Schilling et al., 2015). Ve své praci vyuzivim PRM metodu provadénou

na hmotnostnim spektrometru kombinujiciho kvadrup6l-Orbitrap.

Podobné¢ jako u jakéhokoli cileného experimentu jsou v analyze PRM nejprve izolovany
preddefinované prekurzorové ionty béhem monitorované chromatografické eluce
v kvadrupolovém hmotnostnim filtru na zaklad¢ prednastavené Sitky izolacniho okna.
Poté jsou prekurzorové ionty preneseny do kolizni cely a fragmentovéany pii vychozi
kolizni energii (pro kazdy prekurzor existuje definovana optimalni kolizni energie).
Vysledné fragmentové ionty jsou preneseny zpét do C-pasti a vypuzeny do Orbitrapu
k analyze (viz obrazek €. 13) (Gallien et al., 2012). Identifikace skupiny fragmentovych
iontll a peptidovych prekurzorti zavisi na parametrech, jako je retencni Cas a relativni
intenzita fragmentovanych iontd. Vyslednd peptidova spektra jsou vyhodnocovana
za pomoci prislusného softwaru. NejrozsifenéjSim programem pro tento druh

vyhodnoceni je Skyline (viz obrazek ¢. 13) (Rost et al., 2016).

17



Fragmenty iontl

Prekurzorové ionty lﬁ i ITI/I 2
e, .

— L .p“"i"l“y e,
1|
pr

m/z 400-425 I I u I I

— q""o’"f“ "'-""
m/z 425-450 I I I I I I

| ‘III
mz

I_I |_| MS2
— 4,0, %0,%:%0, 5% S0, ITI %% !:’.""
miz450-475 | _.| I I | ||l|.| ||
e
LI
111 l_l e
— 4.0 Y% J0 S, % %% "‘
m/z 1175-1200 | | 11 | I [I )|
™
slwwws. =
202005080 “ %% Lf0t
m/z 400-425 I I u ;I II 3
-

Obrazek €. 13: Schematické znazornéni metody PRM analyzy vyuzivajici cilenych sbér dat na urovni
iontovych fragmentti (MS2). Prvni hmotnostni analyzator filtruje peptidové prekurzory, které jsou nasledné
fragmentovany v kolizni cele a vysledné fragmenty iontl jsou detekovany nejcastéji v Orbitrap

hmotnostnim analyzatoru. Pfevzato a upraveno z Borras et Sabido, 2017.

Dulezitym parametrem pii optimalizaci PRM analyzy je doba cyklu (tj. doba, za kterou
pristroj jedenkrat kvantifikuje vSechny pozadované ptechody), kterd je definovéana
na zédkladé chromatografické separace potiebné k tomu, aby se shromdzdil dostatecny
pocet datovych bodl pies eluéni profil kazdého sledovaného peptidu. Obvykle se jedna
o osm az deset bodu, coz vede pii dobé cyklu 2,5 sekundy k celkové dobé 20-30 sekund
udévajici Sitku chromatografického piku. Lze si prednastavit dvé zékladni schémata
méfeni, v nichz je déna prednost bud’ rozsahu experimentu (pocCet analytil)
nebo selektivité a citlivosti méfeni s pfesnym poctem sledovanych peptidi. V zavislosti
na ucelu experimentu je takto zvoleno specifické nastaveni pfistroje (Bourmaud et al.,

2016).

PRM analyza nachézi klinické vyuziti pfedevSim v onkologii pii vySetfeni vzorkl plazmy
u pacientd s rakovinou plic (Kim Y. ef al., 2015). Kombinace imunoafinitni purifikace
a PRM (tj. Imuno-PRM) umoziiuje rychly screening mutaci spoustéjicich onkologické

procesy v tkani a nddorovych markert v lidské plazmé (Lesur ef al., 2015).
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Obrazek ¢. 14: Schematické znadzornéni rozdilu mezi metodou SRM a PRM analyzy cilenych dat na urovni
iontovych fragmentti (MS2). SRM vyuziva trojittho kvadrupélu. Q1 funguje jako filtr pro izolaci
peptidovych prekurzori. Izolované peptidy jsou poté fragmentovany v Q2, ktery funguje jako kolizni cela
a poskytované peptidové fragmenty jsou izolované v Q3. PRM pracuje na obdobném principu jako SRM,
ale vPRM jsou peptidové fragmenty méfeny vSechny spoleéné v Orbitrap analyzatoru. Prevzato

a upraveno z www.biocev.cz.

K analyze dat ziskanych metodou SRM i PRM z hmotnostniho analyzéatoru je pouzivan
pocitacovy software Skyline (Schilling et al., 2015). Jedna se o otevieny zdroj dat, ktery
je volné k dispozici pro akademické a komercni vyuziti. Skyline podporuje pouZiti
a vytvafeni MS/MS spektralnich knihoven z celé fady zdroji, filtruje data ziskana pomoci
SRM/PRM metod a ovéiuje vysledky na zaklad¢ diive pozorovanych dat ziskanych
z iontové pasti. Tento software exportuje seznamy piechodl a importuje nativni vystupni
soubory z trojitych kvadrupolovych analyzatori Agilent, Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific a Waters a spojuje vystup hmotnostniho spektrometru zpét
s experimentalnim navrhovym dokumentem (MacLean et al., 2010). Software Skyline
podporuje Cteni riznych forméath vetejné spektralni knihovny. Vytvaii také knihovny
BiblioSpec (Frewen ef al., 2006) vzniklé z vysledki vyhledavani peptida. Tyto knihovny
poskytuji plny pfistup k informacim pro interpretaci vysledki peptidového spektra
ziskanych v laboratofich, jakoz i informace ulozené v tulozistich, jako je PeptideAtlas

(Desiere, 2006).
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3.5 Vyuziti cilené proteomiky v klinické praxi

Cilena proteomika je zcela zasadni metoda pfedevSim pii objevovani a analyze
biomarkeri, pfiCemz pravé hledani biomarkerii  hraje  dilezitou  roli
ve vétsing biomedicinskych oblasti a v aplikované medicin€. Cilend proteomika byla
jmenovana v roce 2012 casopisem Nature Methods metodou roku, a to kvili jeji
vhodnosti pro detekci potenciondlnich biomarkerti a vhodnych klinickych aplikaci

(Gillette et Carr, 2013).

Nérodni institut pro rakovinu (National Cancer Institute) definuje biomarker jako
biologickou molekulu nachézejici se v krvi, ostatnich télnich tekutindch nebo v tkanich,
kterd poskytuje indikaci normalniho nebo abnormalniho procesu nebo nemoci.
Biomarkery se vyuzivaji ptfi vCasné detekci, diagnostice, prognoze a vybéru lécby
v onkologické klinické praxi. Rutinni méfeni biomarkeri a lepSi moznosti 1écby

v onkologii vedou k postupnému snizovani umrtnosti na rakovinu (Siegel ef al., 2018).

Identifikace biomarkeri souvisejicich s konkrétnim onemocnénim vyzaduje spolehlivé,
kvantitativni zplisoby stanoveni pfitomnosti proteini. Hmotnostni spektrometry jsou
velice vhodné nastroje k feseni vySe uvedené problematiky. Pfestoze je pocet a identita
gent kodujicich proteiny u lidi znama, potenciondlni pocet proteint je kvili mnoha
moznym sestfihovym formam a postranslacnich modifikacich velmi vysoky (Marx,

2013).

Biomarkery u onkologickych onemocnéni zcela zdsadné transformuji soucasné
diagnostické a terapeutické postupy. Mezi zékladni diagnostické postupy v onkologii
patii pfedevSim imunohistochemické metody detekujici onkologické markery, napft.
proteinové markery HER2 (receptor pro lidsky epidermalni rtstovy faktor), ER
(estrogenovy receptor) a PgR (progesteronovy receptor), které se pouzivaji ke klasifikaci
podtypti rakoviny prsu. To méd vyznamny vliv pro vybér vhodné 1écby, pficemz ER
a PgR-pozitivni tumory jsou lé¢eny endokrinni terapii, zatimco HER2-pozitivni status
je ptedpokladem pro cilenou imunoterapii (Vyberg et al., 2015). Imunohistochemie
(IHC) je také pouzivana pti zkoumani riznych druht malignit, véetné reakci nadorovych
bunék na onkologickou 1é¢bu. Dilezitym markerem je zjisténi rozsahu oxidac¢niho stresu

nadorovych bun¢k napt. HIFla (Kim J. et al., 2015), nebo IHC diagnostika infiltrace
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tkan¢ imunitnimi buiikami napt. CD69+ aktivovanymi lymfocyty v melanomu (Hillen
et al., 2008). Své vyhody mé neustale zdokonalovana ELISA pouzivana ke kvantifikaci
proteinovych biomarker v riznych télnich tekutinach, jako je napf. prostaticky
specificky antigen v krvi pacientii s podezienim na rakovinu prostaty (Lupicka-Stowik
et al., 2019). Hlavni vyhodou vyse uvedenych metod je predevsim vysoka specificita,
nizkd cena a snadnd dostupnost. Mezi nevyhody patii piedevSim relativné¢ uzké
diagnostické spektrum (nutnd znalost vySetfovaného proteinu) a omezena schopnost

multiplexovani (Macklin et al., 2020).

Komplexni proteomické techniky zalozené na hmotnostni spektrometrii pouzitelné
pro kvantifikaci proteinii z klinickych vzorkli jsou zcela nezastupitelné ve vyzkumu
a vyvoji novych diagnostickych a terapeutickych postupit v moderni onkologii. MS
je diagnosticka metoda, ktera umoziiuje stale komplexnégjsi pohled na zmény proteomu
v mediciné diky novym mozZnostem identifikace nadorové specifickych proteoforem,
véetné posttranslacnich modifikaci a variant pochazejicich z genomovych aberaci.
Prekryti proteomickych dat doplnénim genomovych a transkriptomickych datovych sad
vytvaii novou oblast proteogenomiky s velkym potencidlem v onkologii. VSechny vyse
uvedené metody urychluji posun smérem k tomu, aby se MS stala pravidelnou soucasti

rutinni analyzy a klinické praxe (Macklin et al., 2020).

Proteiny biomolekul se ucastni vétsiny biologickych procest, jsou idealnim prediktorem
progrese onemocnéni (Yaffe, 2019) a také jsou cilem vétSiny modernich terapeutik,
véetn¢ dynamicky se rozvijejici imunoterapie. To déla z klinické proteomiky
nezaménitelnou oblast v klinickém molekularnim vyzkumu (Macklin et al., 2020). Jako
ptiklad lze demonstrovat pouziti cilen¢ metody PRM-MS k meéfeni urovni exprese
markerti rakoviny prsu HER2, ktera byla publikovdna v recentni literatufe (Park et al.,
2020). Vysledky publikované v této studii nejen ze dobie korelovaly se standartnimi IHC

hodnotami, ale navic rozliSovaly tzv. ,,Sedou zé6nu“, coz samotna IHC nedokéze.

MS se ukézala rovnéz jako velice uzitecna ve vyvoji novych l1é€iv ve farmaceutickém
pramyslu. Zde 1ze MS vyuzit pro hledani novych potencialnich 1€kovych cili v ramci
cilené terapie, zkoumani mechanismi pulsobeni 1ékii a interakci protein-protein
a identifikaci biomarkeri ze snadno dostupnych biologickych tekutin (Frantzi et al.,

2019). Nedavno bylo zavedeno termalni profilovani proteomu (Reinhard ef al., 2015),
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kdy zmény tepelné denaturace proteinu za riznych tepelnych podminek jsou
reprezentativni pro interakce protein-ligand, cozZ lze vyuzit pro vysoce vykonny screening
inhibitort za ucelem vyvoje novych farmak (Mateus et al., 2016). Technologie MS je
vyuzita v bunéfnych liniich ke sledovani inhibitorG kindz (Savitski et al., 2014),
transmembranovych povrchovych proteini bun¢k (Reinhard et al., 2015) a dokonce
k ,,on-target” a ,,off-target™ uc¢inku chemoterapeutik jako je methotrexat (Huber et al.,

2015).

3.5.1 Vybér vzorki pro klinickou proteomickou analyzu

Klinicka proteomika (viz obrazek €. 15) zkouma rizné typy vzorkl, mezi které patii
solidni nadory, télni tekutiny pacienta, zvifeci modely a bunécné systémy. Nadorové
tkané se ziskavaji bud’ jako chirurgicky resekované vzorky, nebo prostfednictvim biopsie.
Mezi nejcasteji pouzivané télesné tekutiny patii krev (zpracovana na plazmu nebo sérum)

a mo¢ (Macklin et al., 2020).

Bunééné linie zahrnuji nesmrtelné rakovinné bunécné linie nebo sofistikovangjsi
organoidni systémy, které jsou vytvofeny pomoci definovanych kultiva¢nich podminek
a primarniho materidlu pacienta. Pfed proteomickymi analyzami jsou vzorky ziskané

z téchto zdroji homogenizovany a proteolyticky $tépeny (Macklin et al., 2020).

Vlastni proteomickéd analyza, kterd zahrnuje ,label-free® metody, izobarické znaceni
nebo specifické obohaceni posttranslaéni modifikaci jako je napt. fosforylace,
ubikvitinace, glykosylace. Nasleduje srovnani ziskanych informaci s vefejné dostupnymi
zdroji proteomickych dat - CPTAC (Clinical Proteomic Tumor Analysis Consortium),
transkripcnich profilt - GTEx (The Genotype-Tissue Expression), CCLE (The Cancer
Cell Line Encyclopedia), TCGA (The Cancer Genome Atlas) a bioinformatické analyzy
pro cilenou validaci proteomickych dat ziskanych pomoci monitorovani vicendsobnych

reakci a monitorovani paralelnich reakci (Macklin et al., 2020).
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Obrazek €. 15: Schéma vyuziti MS v klinické praxi. A) Pro klinickou proteomiku se pouzivaji riizné typy
vzorkl, mezi které patii solidni nadory, t€lni tekutiny pacienta, zvifeci modely a bunétné systémy.
B) Vlastni proteomicka analyza zahrnujici napf. ,,label-free* metody nebo izobarické znaceni. C) Srovnani
ziskanych informaci s vefejné dostupnymi zdroji proteomickych dat - CPTAC (Clinical Proteomic Tumor
Analysis Consortium) a transkripcnich profilt - GTEx (The Genotype-Tissue Expression), CCLE
(The Cancer Cell Line Encyclopedia) a TCGA (The Cancer Genome Atlas). D) Bioinformatické analyzy
pro cilenou validaci proteomickych dat ziskanych pomoci monitorovani vicenasobnych reakci (MRM)

a monitorovani paralelnich reakci (PRM). Pfevzato a upraveno z Macklin et al., 2020.

3.6 Fibroblastovy ristovy faktor 23

3.6.1 Onkologicky vyznam FGF proteinii

FGF (Fibroblast growth factor, fibroblastovy riistovy faktor) proteiny maji v lidském
organismu dilezitou roli v regulaci bunééné proliferace, migrace, morfogeneze
a angiogeneze. Aberantni signalizace FGF proteinlt ma zasadni vyznam ve vyvoji
rakoviny, reparaci tkani a tumorigenezi malignit rozli¢nych lokalizaci, coz vysvétluje
jejich podil na vyvoji n€kolika lidskych nadord (Eswarakumar et al., 2005, Grose
et Dickson, 2005), vcetné lidskych priméarnich mozkovych nadorli, mezi které patii
maligni gliom (Todo et al., 1998). V roce 2008 publikoval Allerstorfer (Allerstorfer et al.,
2008) vysledek studie na bunécné linii glioblastomu se zavérem, ze FGF5 pfispiva
k maligni progresi lidskych astrocytickych nadort mozku autokrinnimi i parakrinnimi
ucinky. Rovnéz jsou zkouméany moznosti vyuziti potencidlu blokady receptorti
fibroblastového rustového faktoru jako terapeutického cile v angiogenezi zhoubnych

nadord, mimo jiné i glioblastomu (Ronca et al., 2015).

23



FGF23 protein je nadmérné exprimovan v tkdnich rakoviny prostaty. Studie na
bunécnych liniich rakoviny prostaty ukazaly, ze pusobi jako autokrinni, parakrinni
a endokrinni rastovy faktor (Feng et al., 2015). Protein FGF23 je také nadmérné
produkovéan nékterymi typy benignich nédord, jako je napf. benigni mezenchymalni
nador nebo fosfaturicky mezenchymalni tumor zplsobujici nadorem indukovanou

osteomalacii (Chong et al., 2011, Lee et al., 2014).

3.6.2 Funkce FGF23 proteinu v organismu

FGF23 protein objeveny v roce 2000 (White ef al., 2000) je nezbytny pro regulaci hladiny
fosfatt v téle (fosfatova homeostéza). Mezi mnoha dal$imi funkcemi hraje fosfat v détstvi
rozhodujici roli pii tvorb€ a riistu kosti a pomahd udrzovat pevnost kosti u dospélych.
Hladina fosfatl je z velké casti kontrolovana ledvinami. Ledviny normélné zbavuji télo
prebytecného fosfatu vyluCovanim do moci a reabsorbuji tento mineradl do krevniho
fecisté, kdyz je zvySena jeho potifeba. FGF23 signalizuje ledvindm, aby pfestaly
reabsorbovat fosfat do krevniho fecisté. Dale inhibuje rendlni tubularni transport fosfatt
snizenim hladin SLC34A1 (sodium-dependent phosphate transporter 2A). Také plisobi
pifimo na pfistitnd téliska a snizuje sekreci parathormonu. Reguluje metabolismus
vitaminu D. Negativné reguluje diferenciaci osteoblasti a mineralizaci kostni matrix

(www.medlineplus.gov).

Funkéni protein o plné délce mize byt deaktivovéan Stépenim na N- a C- konci. Mutace
tohoto Stépného mista mad za nasledek autozomalné-dominantni hypofosfatemickou
ktivici. Mutace v genu zpisobuje hyperfosfatemickou familidrni nddorovou kalcinézu

(www.genecards.org).

Protein FGF23 se podili na patogenezi rtiznych onemocnéni. Jak jsem jiz vySe uvedla
je pro FGF23 je charakteristicky vztah k riznym porucham homeostazy fosfati. Mezi
klinické jednotky zahrnujici vySe uvedené patii autozomalné-dominantni hyfosfatemicka
ktivice, X-vézand hypofosfatemickd kiivice, nadorem indukovand osteomalacie
a fibrozni dysplasie (Bhattacharyya et al., 2012). Mezi podjednotky fibrozni dysplazie
patii sinonazalni fosfaturicky mezenchymalni tumor. Detekce FGF23 vyrazné zpiesiuje
a usnadnuje stanoveni diagnézy u pacientl s timto raritnim onemocnénim (Arnaoutakis

et Naseri, 2015).
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Vsechna vySe uvedend onemocnéni s podobnymi fenotypy charakterizuje
hypofosfatemie zplisobena ztratou fosfatu moci s néslednou osteomalacii a kiivici

(Chong et al., 2011).

3.6.3 Vztah proteinu FGF23 a vitaminu D

Vztah proteinu FGF23 a vitaminu D je velice komplexni a komplikovany v zavislosti na
mnozstvi dalSich regulujicich faktort. Jsou publikovany Cetné prace, které vnaseji nové
poznatky do tohoto slozitého regulacniho mechanismu. FGF23 je protein pfevazné
exprimovany Vv osteoblastech a osteocytech, ktery v ledvinach zpusobuje inhibici
reabsorpce renalniho fosfatu (Liu ef al., 2003). FGF23 je jednim hlavnich reguldtort
homeostazy vapniku a fosfatu v organismu. Spolu s kalcitriolem (1,25-dihydroxyvitamin
D) a parathormonem je soucasti komplexniho systému tkanové zpétné vazby (Blau
et Collins, 2015). FGF23 se ucastni metabolické osy kost-ledvina v ramci regulace
hladiny kacitriolu a regulaci hospodateni s fosfaty ledvinami (Quarles, 2012). Déle
zpusobuje inhibici metabolismu kalcitriolu a rovnéz stimulaci katabolismu kalcitriolu.
Vyse uvedené skutecnosti maji zasadni vliv na hospodafeni organismu s vapnikem

a s fosfaty (Shimada et al., 2004).

3.6.4 Struktura genu a proteinu FGF23

Gen FGF23 koduje protein patiici do rodiny proteint fibroblastového ristového faktoru,
které reguluji velké mnozstvi vyvojovych procest (Beenken e Mohammadi, 2009). Gen
FGF23 je lokalizovan na chromozomu 12 (12p13.32) a jeho molekulovd hmotnost

je 27954 Da (viz obrazek ¢. 16 a) (www.genecards.org).

Gen FGF23 je exprimovan jako protein slozeny z 251 aminokyselin. Signélni peptid
tvofici 24 aminokyselin a sekretovany protein FGF23 slozeny z 227 aminokyselin.
Sekretovany protein FGF23 je déle proteolyticky §tépen mezi aminokyselinou argininem
na pozici 179 a aminokyselinou serinem na pozici 180 na neaktivni fragmenty pomoci
enzymd, které rozpoznavaji motiv 176R-177X-178X-179R oznacujici misto Stépeni (viz

obrazek ¢. 16 b, ¢) (Saito et Fukumoto, 2009).
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Obrazek ¢. 16: FGF23 protein. a) Schematické zndzornéni lokalizace genu FGF23 na chromozomu 12.
Prevzato z www.genecards.org. b) Struktura proteinu FGF23. Pfevzato z www.rcsb.org. c¢) Schéma

aktivace FGF23 proteinu. Pfevzato a upraveno z Saito et Fukumoto, 2009.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material
Chymotrypsin (Promega, kat. ¢. V1061)
FGF23 protein (R&D system, kat. ¢. 2604-FG)
Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A7906)
Lyofilizovand smés enzymii Trypsin/Lys-C (Promega, kat. ¢. V5071)
Mikrodisekované tkanové fezy (FFPE) pfipravené z amyloidu mozkové tkané

Trypsin (Promega, kat. €. V507A)

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
Aceton (C3HeO) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 650501)
Acetonitril (CH3CN, ACN) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.00029)
Chloroacetamid (C2H4CINO, CAA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 22790)
Deionizovana voda ur¢ena pro MS analyzu (MS H>O, Merck Millipore)
Dithiothreitol (C4H1002S2, DTT) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1610611)
Dodecylsulfat sodny (NaCi2H25804, SDS) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 71729)
Deoxycholat sodny (C24H39NaO4, SDC) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 30970)
Ethylacetat (C4HsO», EtAc) (Fluka, kat. ¢. 14264)
Hydrogenuhli¢itan amonny (NH4sHCO3, ABC) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 09830)
Jodacetamid (CoH4INO, IAA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 11149)
Kyselina mravenc¢i (CH202, FA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 56302)
Kyselina trifluoroctova (CoHF30,, TFA) (Thermo Scientific™, kat. &. 85183)
Methanol (CH4O) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1.06035)
Mocovina (CH4N>O, UA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. U5378)
Mravenec¢nan amonny (CHsNO») (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 70221)
Pierce™ kyselina trifluoroctova (CoHF302) (Thermo Scientific™, kat. &. 85183)
Pierce® 660 nm Protein Assay Reagent (Thermo Scientific™, kat. &. 22660)
Pierce™ BCA (kyselina bicinchoninova) Assay Reagent A (Thermo Scientific™,

kat. ¢. 23223)
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Pierce™ BCA (kyselina bicinchoninové) Protein Assay Reagent B (Thermo
Scientific™, kat. &. 23224)

Tris-HCI (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T3253)

Tris (hydroxymethyl)-aminomethan (SERVA, kat. ¢. 37180)

Tris (2-karboxyetyl)fosfin hydroxychlorid (TCEP) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C4706)

Pouzité roztoky a jejich priprava

ABC roztok (0,05 mol.I"' NHsHCO; v MS H,0)

ACN s TFA (80% ACN s 0,1% TFA v MS H:0; 2% ACN s 0,1% TFA

v MS H:0)

BCA assay kit (roztok reagencie A - uhli¢itanovy pufr a BCA; reagencie B
- roztok siranu méd’natého v poméru 50:1)

BSA protein standardy (koncentrace 125 pg.ml”; 250 pg.ml™; 500 pg.ml™;
750 pg.ml™; 1000 pg.ml™; 1500 pg.ml™ a 2000 pg.ml™.)

Dithiotreitol (0,3 mol.I"' DTT v MS H,0)

Eluéni roztok (80% ACN, 1% NH4+OH v H>0)

FASP lyzaéni pufr (4% SDS,0,1 mol.I"' DTT v 0,1 mol.I"" Tris-HCI, pH 7,6)
Jodacetamid pro digesci v roztoku (0,5 mol.I"' TAA v MS H0)
Jodacetamid pro FASP (0,05 mol.I"' TAA v UA)

LC-LOAD roztok (1% ACN, 0,05% TFA)

Lyzaéni pufr (1% SDC, 10 mmol.I"" TCEP, 40 mmol.I"' CAA v 100 mmol.I"" Tris
pufru, pH 8,5)

Promyvaci roztok 1 (1% TFA v etanolu)

Promyvaci roztok 2 (0,2% TFA v H>O)

SDB-RPS (100 mmol.I"' mravene¢nan amonny, 40% ACN, 0,5% kyselina
mravenci)

Stop pufr (1% TFA v H>O, pH 2)

UA roztok (8 mol.I"" mo&ovina v 0,1 mol.I"' Tris-HCI, pH 8.,5)
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4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
Analytické vahy SBC21 (Scaltec, Némecko)
Centrifuga Eppendorf MiniSpin (Eppendorf, Némecko)
Centrifuga ROTINA 420R (SigmaAldrich, Némecko)
Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf, Némecko)
Kapalinovy chromatograf Thermo UltiMate 3000 spojeny s hmotnostnim
spektrometrem Thermo Orbitrap Fusion (Thermo Scientific, Némecko)
Magneticka michacka s ohfevem MSH 300 (Biosan, Loty$sko)
MS Vortex Incubator (Major Science, USA)
pH metr UltraBasic UB-10 (Denver Instruments)
Spektrofotometr PerkinElmer Envision (PerkinElmer, USA)
Ttepacka Reax control (Heidolph, Némecko)
Vakuové odparka Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)
Vyhftivany termostat Bio TDB-100 (Biosan, LotySsko)

Zasobnik deionizované vody Milli-Q (Millipore, Francie)

Software

Databaze UniProt, stazena dne 13. 10. 2020
MaxQuant verze 1.6.7.0

Microsoft Excel 2010

Perseus software verze 1.6.5.0

Skyline software verze 4.1

Thermo Xcalibur verze 4.2.47

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Vysetiované vzorky byly zpracovany dle protokolu ¢. 1-6, pficemz jednotlivé protokoly
byly pouzity vicekrat a nékterymi parametry se odliSovaly (napf. vySetfovany protein,
pouzity enzym). Postupy jednotlivych protokolti jsou podrobné rozepsany nize,

viz protokoly €. 1-6, a jejich konkrétni aplikace je rozepsana ve vysledkové Casti.
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Protokol €. 1: Postup Stépeni proteinii enzymem v roztoku.

K ptipravenym vzorkiim proteinu ptidat 99 pul ABC roztoku pro nafedéni. Pro redukci
disulfidickych mistkil pridat k piipravené smési 4 pl 65 mmol.I"! roztoku DTT, poté

vzorky inkubovat po dobu 15 minut pii teploté 50 °C v termostatu.

Nasledné pridat 8,3 ul 135 mmol.I" roztoku IAA k navazani alkyld na vzniklé volné
thiolové skupiny, pficemz proces alkylace probihd pii pokojové teploté a ve tmé.
Pro zastaveni procesu alkylace pfidat 4,5 ul 65 mmol.I" roztoku DTT a poté 100 ul ABC

roztoku pro nafedéni.

Nasledné ptidat k pfipravené smési enzym (trypsin/chymotrypsin) a takto pfipravené

vzorky inkubovat 3 h pfi urcité teploté (25 °C/37 °C).

Protokol €. 2: Postup Stépeni proteinu trypsinem na filtru (FASP).

Ptipravit vzorky obsahujici zkoumany protein. Digesci provést na filtru Microcon YM-
30 ve filtraéni mikrozkumavce (Centrifugacni filtraéni mikrozkumavky Microcon YM-
30, Millipore, Francie). Na filtr mikrozkumavky napipetovat 30 pl roztoku proteinid
s 200 ul UA a vzorky centrifugovat pti 14 000 g po dobu 15 minut. Nasledné pfidat 100 pl
0,05 mol.I"! jodacetamidu v UA. Takto pfipravené mikrozkumavky nechat 3 sekundy
zvortexovat a inkubovat 20 minut ve tmé. Po inkubaci mikrozkumavky zcentrifugovat
pii14 000 g 10 minut. Na filtr napipetovat 100 pl UA a mikrozkumavky
zcentrifugovat pii 14 000 g 15 minut. Tento krok zopakovat dvakrat. Pfidat 100 ul 0,05M
roztoku ABC a mikrozkumavky opét zcentrifugovat pti 14 000 g po dobu 10 minut. Tento
krok opét zopakovat dvakrat. Filtry pfenést do novych mikrozkumavek a nasledné ptidat
trypsin. Mikrozkumavky nechat 3 sekundy zvortexovat a nasledné inkubovat pii 37 °C

ptes noc (18 hodin).

Protokol ¢. 3: Postup purifikace nastépenych peptidi a priprava vzorku pro MS

analyzu.

K purifikaci proteint pouzit ,,STAGE tips* (STop And Go Extraction) s C18 membréanou,
které musi byt aktivovany ve tfech krocich: pfidat 100 pl methanolu s naslednou

centrifugaci pfi 3000 g po dobu 2 minut, poté piidat 100 pl 80% roztoku ACN s 0,5% AA
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s naslednou centrifugaci pti 3000 g po dobu 2 minut, nakonec ptidat 100 pl 0,5% roztoku

AA s naslednou centrifugaci pti 3000 g po dobu 2 minut.

Poté ptipravené vzorky zcentrifugovat pfi 3000 g po dobu 2 minut a promyt 100 pl
0,5% roztoku AA a opét zcentrifugovat pii 3000 g po dobu 2 minut. Nésledn¢ Spicky
s C18 kolonou pfenést do novych mikrozkumavek a jejich obsah eluovat 100 pl
80% roztokem ACN s 0,5 % AA. Mikrozkumavky s eluovanymi peptidy umistit
do vakuové suSicky po dobu 60 minut. Ke vzorku ptidat 100 pl 2% roztoku ACN
0,1% TFA a nasledné 20 pl vzniklého roztoku piepipetovat do vialek uréenych pro MS

analyzu.

Protokol ¢. 4: Priprava FFPE vzorku k MS analyze.

K vyfezanym deparafilizovanym vzorkim (FFPE vzorktim), ptidat pro lyzu bun¢k 50 pl
lyza¢niho pufru, vlozit na termoblok (95 °C, 1000 rpm, 60 minut) a sto€it v centrifuze

pii 3000 g po dobu 10 sekund.

Pro Stépeni pfidat 1000 ul H2O k20 pg lyofilizované smési enzymt LysC/Trypsin
a promichat pii 500 rpm po dobu 10 minut. Poté piidat 50 pul enzymové smési ke vzorku
a vlozit jej na termoblok (37 °C, 500 rpm, 3 h). Nasledné ptidat 75 pl ,,Stop* pufru
a promichat, poté piidat 75 pl 1% TFA v EtAc. Stoc¢it pomoci centrifugy pii 300 rfc
po dobu 10 sekund.

Pro purifikaci veskery vzorek (250 pl) nanést na ,,StageTip“ SDB-RPS (3 vrstvy, 1 vrstva
=1 ul SDB-RPS) a centrifugovat pii 2000 g po dobu 3 minut. Nanést 100 pl promyvaciho
roztoku na ,,StageTip*“ SDB-RPS a centrifugovat pfi 2000 g 3 minuty. Poté nanést
100 pl promyvaciho roztoku 2 na ,,StageTip®“ SDB-RPS a centrifugovat pii 2000 g
po dobu 3 minut. Pienést ,,StageTip*“ SDB-RPS do elu¢ni zkumavky a nanést na n¢j
100 pl elu¢niho roztoku a centrifugovat pii 2000 g 3 minuty. Eluat odpafit v odparce
(45 °C do celkového odpareni). Peptidy rozpustit v ,,LC-LOAD* roztoku, aby vznikla

koncentrace 1 nug/ul. Vzorky promichat na tfepaccee pii 500 rpm do dobu 5 minut.
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Protokol ¢. 5: Postup méieni koncentrace peptidii metodou BCA.

Na mikrotitraéni destiCku napipetovat pod sebe vzdy 25 pl BCA standardi
v koncentracich 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml, 1000 pg/ml, 1500 pg/ml,
a 2000 pg/ml ve dvou tadach, jako blank do prvnich jamek napipetovat MS H>O.
Nasledn¢ v dalsi fad€ samostatné pod sebe napipetovat 25 pl vzorki peptida. Jako blank

napipetovat do prvni jamky roztok ABC.

Poté do vSech jamek piipipetovat 200 ul BCA roztoku a mikrotitracni desticku inkubovat

30 minut pii 37 °C. Na spektrofotometru zméfit absorbanci pii vinové délce A= 562 nm.

Protokol ¢. 6: Nastaveni parametri MS analyzatoru pro vSechna méfeni a

nasledné zpracovani pomoci softwarovych programii.

Vsechna méfeni byla provedena na hmotnostnim spektrometru Orbitrap Fusion (Thermo)
spojenym s iontovym zdrojem Proxeon Easy-Spray a chromatogramem Ultimate
3000 RSLC nano. Na odsolovaci kolonu PepMap 100 (75 um x 2 cm, 3 um, velikost pori
100 A; Thermo) zapojenou ,,in-line” s analytickou kolonou PepMap RSLC (75 pum
x 15 cm, 3 pm, velikost porti 100 A; Thermo) vyhiivanou na 35 °C byly naneseny 2 ul
vzorku. Jako mobilni faze A byla pouzita 0,1% FA v H>O, jako mobilni faze B 0,1% FA
v acetonitrilu. Pritok mobilni faze byl 300 nl'min’!. Teplota kolony byla nastavena
na 35 °C. Izola¢ni okno 2 m/z. Jako typ detektoru byl pouzit Orbitrap, jako typ iontového

zdroje byla pouzita ionizace nanosprejem (NSI). Polarita byla pozitivni.

Uvedené parametry byly pouzity pro vSechny experimenty, rozdilné parametry jsou

nasledné uvedeny v jednotlivych experimentech ve vysledkové casti.

Vsechna data byla zpracovana pomoci programu Xcalibur™ Software (Thermo Fisher

Scientific) a nasledné nahrana do programu Skyline (viz vysledky).
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5 VYSLEDKY

5.1 Cilena MS analyza vzorku obsahujiciho FGF23 protein

Cilem experimentu bylo cilenou MS analyzou detekovat prekurzory peptidi véetné jejich
deefinnych fragmenti odpovidajici FGF23 proteinu. Jako vzorek byl pouzit Cisty
rekombinantni FGF23 protein. V ramci piipravy vzorkl byl pouzit ke Stépeni proteinu

trypsin u vzorku 1 a chymotrypsin u vzorku 2.

Byly ptipraveny 2 vzorky obsahujici 1 pg proteinu FGF23 (FGF23-1 a FGF23-2). Vzorky
byly zpracovany dle protokolu ¢. 1. Poslednim krokem zpracovani vzorkl bylo $tépeni
pfipravené smési enzymem. Ke vzorku FGF23-1 byl pfidan 1 pl trypsinu o koncentraci
0,5 pg/ml a takto ptipraveny vzorek byl inkubovan 3 h pfi teploté 37 °C. K vzorku
FGF23-2 byl pfidan 1 pl chymotrypsinu o koncentraci 0,5 pg/ml a takto pfipraveneny
vzorek byl inkubovan 3 h pii teploté 25 °C.

Nasledn¢ byla provedena purifikace nastépenych peptidi FGF23 proteinu a piiprava

vzorku pro MS analyzu dle protokolu €. 3.

Poté byla provedena vlastni cilenda MS analyza nastépenych peptidi FGF23 proteinu.
Parametry MS analyzatoru byly nastaveny podle protokolu €. 6, ostatni parametry MS

analyzatoru jsou uvedeny v tabulce €. 1.

Tabulka ¢. 1: Nastaveni parametri MS analyzatoru pro cilenou analyzu vzorku obsahujiciho FGF23

protein.
Cilena metoda

Parametr MS1 MS2
Délka analyzy 95 min
Rozliseni detektoru (orbitrap) 60000 30000
Hmotnostni rozsah 350-1600 m/z 50-2000 m/z
Zadni ostfeni cocky 60 % 60 %
Automaticka regulace citlivosti 4,0¢e’ 5,0e*
Maximalni ¢as nasttiku iontd 50 ms 54 ms
Typ dat profile centroid
Typ aktivace - HCD
HCD kolizni energie - 30 %
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Tabulka €. 2: Hodnoty m/z peptidti a nabojovy stav pro cilenou MS analyzu vzorkd FGF23 proteinu.
335,482 (3) 570,301 (2) = 693,359 (3) 909,012 (2) = 1045,840 (3)
351,213 (3) 575,298 (3) 694,017 (3) = 928,447 (2) = 1058,523 (2)
380,536 3) = 580,770 (2) = 706,017 (3) = 933,401 (3) = 1063,519 (2)
387,516 3) 604,930 (3) 709,348 (3) 961,485 (2) 1067,543 (3)
408,747 (2) = 606,344 (3) 737,373 (3) 970,964 (2)  1105,556 (2)
502,720 (2) = 619,300 (3) 784,392 (2) 970,987 (2) 1114,523 (3)
523,264 (3) 641,325 (3) 830,962 (2) = 1038,810(3) 1128,858 (3)
526,316 (2) 647,645 (3) 862,443 (2) 1039,535(2) 1210,271 (3)
554,310 (3) = 647,660 (3) 906,891 (2) = 1040,523 (2) 1399,599 (2)

FGF23 protein §tépeny trypsinem

=
a) o

a5 50
Cas [min]

FGF23 protein §tépeny trypsinem - Skyline
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Obrazek ¢. 17: a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii Stépeni FGF23 proteinu trypsinem
v roztoku analyzované cilenou MS metodou. b) Fragmentacni spektrum separované peptidové smési
FGF23 proteinu $tépeného trypsinem analyzované cilenou metodou MS, zpracovano pomoci programu

Skyline.
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FGF23 protein §tépeny chymotrypsinem
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Obrazek ¢. 17 - pokracovani: ¢) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pfi st€peni FGF23
proteinu chymotrypsinem v roztoku analyzované cilenou MS metodou. d) Spektrum separované peptidové
smési FGF23 proteinu §tépeného chymotrypsinem analyzované cilenou metodou MS, zpracovano pomoci

programu Skyline.

Chromatogramy peptidovych spekter zpracovany programem Thermo Xcalibur jsou
zobrazeny na obrazku €. 17 a) a 17 c). Pfi analyze peptidového spektra FGF23 proteinu
Stépené¢ho trypsinem analyzované pomoci programu Skyline bylo nalezeno pouze
5 peptidovych prekurzort, avSak nebyly nalezeny dcefinné fragmenty téchto prekurzort
odpovidajici FGF23 proteinu. Proto byla v nasledujicich experimentech provedena

optimalizace parametrtit MS analyzatoru.
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5.2 Cilena MS analyza vzorku obsahujiciho protein FGF23

Stépeného na filtru

Cilem experimentu bylo cilenou MS analyzou detekovat dcetfinné fragmenty prekurzort
peptidt  odpovidajici FGF23 proteinu. Jako vzorek proteinu byl pouzit Cisty
rekombinantni FGF23 protein. V ramci ptipravy vzorka bylo pouZzito §tépeni proteinu
trypsinem. U vzorku byla provedena nasledovné 4 méteni, pii kterych byly pouzity rizné
hodnoty HCD kolizni energie (20 %, 25 %, 30 %, 40 %). Vzorek byl ptipraven a sté€pen
trypsinem na filtru (FASP).

K vzorku obsahujiciho 1 pg FGF23 proteinu bylo ptidano piidano 99 pl ABC roztoku pro
natfedéni. Poté byl vzorek zpracovan dle protokolu €. 2. Poslednim krokem zpracovani
vzorku bylo §tépeni pfipravené smési pfiddnim 1 pl trypsinu o koncentraci 0,5 pg/ul a

takto pfipraveny vzorek byl inkubovan 18 h pii teploté 37 °C.
Poté byl vzorek purifikovan a pfipraven pro MS analyzu dle protokolu €. 3.

Parametry MS analyzatoru byly nastaveny dle protokolu €. 6. Nasledujici parametry jsou
uvedeny v tabulce ¢. 3. Hodnoty m/z peptidi a nabojovy stav pro cilenou metodu MS

analyzy jsou uvedeny v tabulce €. 2.

Tabulka ¢. 3: Nastaveni parametrt MS analyzatoru pro cilenou analyzu vzorku obsahujiciho FGF23 protein

pfipraven¢ho FASP metodou.
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Parametry HCD20% HCD25% HCD30%  HCD 40 %
Rozliseni detektoru (orbitrap) 6000

MS1 Hmotnostni rozsah 350-1600 m/z
Automaticka regulace citlivosti 4,0¢°
Maximalni ¢as nastiiku iontd 50 ms
Typ aktivace HCD
HCD kolizni energie 20 % 25 % 30 % 40 %
Délka analyzy 95 min

MS2 Rozliseni detektoru (orbitrap) 30000
Hmotnostni rozsah 50-2000 m/z
Zadni ostfeni cocky 60 %
Automaticka regulace citlivosti 5,0¢*
Maximalni ¢as nastiiku iontd 54 ms

MS1+MS2  Typ dat centroid



FGF23 protein - HCD 20 %
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Obrazek ¢. 18: a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii St€peni FGF23 proteinu trypsinem
na filtru (FASP) analyzované cilenou MS metodou pii HCD 20 %. b) Fragmentac¢ni spektrum separované
peptidové smési FGF23 proteinu analyzované cilenou metodou MS pii HCD 20 %, zpracovano pomoci

programu Skyline. Byly nalezeny pouze n¢které prekurzory peptidi.
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FGF23 protein - HCD 25%
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Obrazek ¢. 18 - pokracovani: ¢) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii st€peni FGF23
proteinu trypsinem na filtru (FASP) analyzované cilenou MS metodou pri 25% HCD. d) Fragmentacni
spektrum separované peptidové smési FGF23 proteinu analyzované cilenou metodou MS pti HCD 25 %,

zpracovano pomoci programu Skyline. Byly nalezeny pouze prekurzorové fragmenty.
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FGF23 protein - HCD 30 %
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Obrazek ¢. 18 - pokracovani: e) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii st€peni FGF23
proteinu trypsinem na filtru (FASP) analyzované cilenou MS metodou pii 30% HCD. f) Fragmenta¢ni
spektrum separované peptidové smesi FGF23 proteinu analyzované cilenou metodou MS pii HCD 30 %,

zpracovano pomoci programu Skyline. Byly nalezeny pouze prekurzorové fragmenty.
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FGF23 protein - HCD 40 %
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Obrazek ¢. 18 - pokracovani: g) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii stépeni FGF23
proteinu trypsinem na filtru (FASP) analyzované cilenou MS metodou pii 40% HCD. h) Fragmenta¢ni
spektrum separované peptidové smési FGF23 proteinu analyzované cilenou metodou MS pti HCD 40 %,

zpracovano pomoci programu Skyline. Byly nalezeny pouze prekurzorové fragmenty.

Vzorek byl ptipraven FASP metodou, kdy se redukce, alkylace, i $t€peni provadi piimo
na membrang filtru umisténé v mikrozkumavce. V takto pfipravenych vzorcich je mozné
snadnéji identifikovat proteiny zastoupené v malém mnozstvi. Rovnéz pii filtraci jsou
odstranény ptimési jako jsou soli, pufry a detergenty, které¢ by mohly ovlivnit nasledné

Stépeni nebo vysledek MS analyzy (Manza et al., 2005).

Chromatogramy peptidovych spekter zpracovany programem Thermo Xcalibur jsou

zobrazeny na obrazku €. 18. V programu Skyline byly pti zménach kolizni energie (20 %,
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25 %, 30 %, 40 %) nalezeny pouze prekurzorové fragmenty peptidi FGF23 proteinu,
avsak nebyly nalezeny fragmenty dcefinné. V tomto ptipad¢ tedy neméla velikost kolizni
energie vliv na fragmentaci iontd v kolizni cele v hmotnostnim analyzatoru. Proto byla
v nasledujicich experimentech provedena optimalizace jak vzorku tak dalSich parametrti

MS analyzatoru.

5.3 Cilena analyza FFPE vzorkii amyloidu obsahujicich FGF23

protein

V ptedchozim experimetu nebyly v programu Skyline nalezeny dcefinné fragmenty
prekurzori peptidi  FGF23 proteinu, proto bylo méfeni provedeno s jinym
vzorkem - mikrodisekované tkanové fezy (FFPE) pfipravené z amyloidu mozkové tkan¢,
pii stejném nastaveni MS. V ramci ptipravy vzorki bylo pouZzito §tépeni proteinu smési

enzymu Trypsin/Lys-C.

Byly zpracovany mikrodisekované tkanové fezy - vzorek ¢. 1 - 335 000 um?, vzorek &. 2

- 328 000 um?, vzorek ¢. 3 - 325 000 um?.

Vzorky byly pfipraveny dle protokolu ¢. 4. Parametry MS analyzatoru byly nastaveny
dle protokolu ¢. 6. Dalsi parametry jsou uvedeny v tabulce ¢. 3 (HCD kolizni energie
30 %). Hodnoty m/z peptidii a ndbojovy stav pro cilenou metodu MS analyzy jsou

uvedeny v tabulce €. 2.
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FGF23 protein - FFPE vzorky amyloidu
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Obrazek €. 19: a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pfi St€peni FGF23 proteinu z FFPE
vzorku trypsinem analyzované cilenou MS metodou. b) Spektrum separované peptidové smési FGF23

proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci programu Skyline.

Chromatogram peptidového spektra vzorku €. 1 zpracovan programem Thermo Xcalibur
je zobrazen na obrdzku €. 19. Vzorky €. 2 i3 vykazovaly stejné vysledky jako vzorek
¢. 1. V programu Skyline nebyly nalezeny dcefinné fragmenty prekurzor odpovidajici

FGF23 proteinu. Zména vzorku obsahujiciho FGF23 protein neméla vliv na detekci

zkoumaného proteinu.
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5.4 Cilena analyza vzorki obsahujicich protein BSA

Vysledky dosavadni cilené analyzy neumoziiovaly identifikovat prekurzory peptidi

véetné jejich dcefinnych fragmenti u rekombinantniho proteinu i FFPE vzorku.

V nésledujicich experimentech byl za Ucelem hleddni spravnych parametri MS

analyzatoru pouzit hovézi sérovy albumin (BSA), jakoZzto levny a dostupny protein.

Cilem bylo optimalizovat nastaveni MS analyzitoru pro spolehlivou detekci BSA

proteinu. V ramci ptipravy vzorkll bylo pouzito Stépeni proteinu trypsinem. U vzorkl

bylo provedeno nasledovné 5 méteni, pfi kterych se ménily parametry nastaveni MS

analyzatoru (viz tabulka €. 4).

Ke vzorkim obsahujicim 1 mg BSA proteinu bylo pfidano 99 pl ABC roztoku

pro nafedéni. Poté byly vzorky pfipraveny dle protokolu €. 1. Poslednim krokem piipravy

vzorkl bylo S§tépeni pfipravené smési trypsinem. Ke vzorkim byl pfidan 1 pl trypsinu

o koncentraci 0,5 pg/ul a takto ptipravené vzorky byly inkubovéany 3 h pfi teploté 37 °C.

Vzorky byly purifikovany a pfipraveny pro MS analyzu dle protokolu ¢. 3.

Poté byla provedena vlastni cilend MS analyza nastépenych peptidi BSA proteinu.

Parametry MS analyzatoru byly nastaveny dle protokolu ¢. 6. Metoda byla spusténa 5x,

pokazdé pozménénym nastavenim - metoda A—E (viz tabulka ¢. 4). Hodnoty m/z peptidii

a nabojovy stav pro cilenou metodu MS analyzy jsou zobrazeny v tabulce €. 5 a 6.

Tabulka €. 4: Nastaveni parametr MS analyzatoru pro cilenou analyzu 5 vzorkli obsahujicich protein BSA.

MSI1

MS2

MSI1 +MS2

Parametr

Rozliseni detektoru (orbitrap)

Hmotnostni rozsah

Automaticka regulace citlivosti

Maximalni ¢as nastiiku iontl

Typ aktivace

HCD kolizni energie

Rozliseni detektoru (orbitrap)

Hmotnostni rozsah

Zadni ostfeni Cocky

Automaticka regulace citlivosti

Maximalni ¢as nastiiku iontli

Typ dat

Pocet specifickych m/z peptidi
Délka analyzy

A

30 %
30000

54 ms
centroid
96

B

25 %
15000

50 ms
centroid
96

“HCD kolizni energie 20 % + ,,stepped collision energy* o 5 %
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C
60000
400-1600 m/z
4,0¢e’
50 ms
HCD

20 %
15000

50-2000 m/z

60 %
5,0e*

50 ms

centroid = profile

15
95 min

D

20 %
15000

50 ms

15

E

20% "
15000

50 ms
centroid
15



Tabulka ¢. 5: Hodnoty m/z peptidl a ndbojovy stav pro cilené (A—B) metody MS analyzy.

409,248 (2)
409,716 (2)
410,737 (2)
415,573 (3)
419,589 (3)
424,255 (2)
432,239 (3)
461,747 (2)
464,250 (2)
480,777 (2)
482,590 (3)
486,624 (3)
493,936 (3)

494,288 (2)
494,787 (2)
497,612 (3)
501,298 (2)
501,795 (2)
504,619 (3)
504,655 (3)
505,302 (3)
506,624 (3)
507,813 (2)
523,252 (3)
534,624 (3)
542,300 (2)

547,317 (3)
564,985 (3)
571,860 (2)
573,324 (2)
575,286 (3)
582,318 (2)
584,329 (3)
610,696 (3)
622,857 (2)
628,880 (2)
633,029 (3)
634,007 (3)
647,855 (2)

649,702 (3)
652,658 (3)
668,371 (3)
673,022 (3)
675,728 (3)
676,705 (3)
637,388 (3)
689,057 (3)
723,382 (2)
729,432 (2)
740,401 (2)
745,914 (2)
756,425 (2)

756,479 (2)
757,449 (2)
759,432 (2)
767,698 (3)
770,776 (3)
784,375 (2)
787,429 (2)
801,432 (2)
807,781 (3)
813,474 (3)
815,798 (3)
819,732 (3)
820,472 (2)

821,458 (3)
841,147 (3)
846,974 (2)
862,425 (2)
865,480 (2)
873,491 (3)
875,990 (2)
915,541 (2)
949,041 (2)
950,507 (2)
974,049 (2)
978,483 (2)
1002,053 (2)

Tabulka ¢. 6: Hodnoty m/z peptidl a ndbojovy stav pro cilené (C-E) metody MS analyzy.

409,716 (2)
424,255 (2)
443,711 (2)
461,747 (2)
464,250 (2)

494,288 (2)
501,795 (2)
504,619 (3)
507,813 (2)
547,317 (3)

44

571,860 (2)
582,319 (2)
740,401 (2)
756,425 (2)
820,472 (2)

1009,030 (2)
1013,088 (2)
1014,554 (2)
1030,578 (2)
1033,082 (2)
1151,044 (2)
1155,660 (2)
1211,168 (2)
1219,708 (2)
1223,194 (2)
1229,095 (2)
1231,683 (2)
1261,217 (2)
1309,733 (2)
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Obrazek ¢. 20: Metoda A. a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pifi Stépeni BSA proteinu
trypsinem v roztoku analyzované cilenou MS metodou. b) Fragmentacni spektrum separované peptidové
smési BSA proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci programu Skyline. Parametry:
typ fragmentace 30% HCD, typ dat centroid, maximalni ¢as nastfiku ionti 54 ms, rozliSeni detektoru 30000,

96 hodnot m/z peptidl. V programu Skyline bylo nalezeno pouze 15 prekurzorovych fragmenti peptidi.
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BSA protein - metoda B
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Obrazek €. 20 - pokraovani: Metoda B. c) Chromatogram separované peptidové smesi ziskané pii Stépeni
BSA proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou. d) Fragmenta¢ni spektrum separované
peptidové smési BSA proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci programu Skyline.

Parametry: 25% HCD, typ dat centroid, maximalni ¢as nastfiku iontti 50 ms, rozliSeni detektoru 15000
a 96 hodnot m/z peptida.
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BSA protein - metoda C
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Obrazek €. 20 - pokraovani: Metoda C. e) Chromatogram separované peptidové smesi ziskané pii Stépeni

BSA proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou. f) Fragmentacni spektrum separované

peptidové smési BSA proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci programu Skyline.

Parametry: typ fragmentace 20% HCD, typ dat centroid, maximalni ¢as nastiiku iontti 50 ms, rozliSeni

detektoru 15000, 15 hodnot m/z peptidd.
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BSA protein - metoda D
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Obrazek ¢. 20 - pokracovani: Metoda D. g) Chromatogram separované peptidové smesi ziskané pri Stépeni
BSA proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou. h) Fragmenta¢ni spektrum separované
peptidové smési BSA proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci programu Skyline.
Parametry: typ fragmentace 20% HCD, typ dat profile, maximalni ¢as nastfiku iontti 50 ms, rozliSeni

detektoru 15000 a 15 hodnot m/z peptidt.
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BSA protein - metoda E
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Obrazek ¢. 20 - pokracovani: Metoda E. 1) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii Stépeni
BSA proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou. j) Fragmentacni spektrum separované
peptidové smési BSA proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci programu Skyline.
Parametry: typ fragmentace 20% HCD + ,,stepped collision energy* o 5 %, typ dat centroid, maximalni ¢as

nasttiku iontt 50 ms, rozliseni detektoru 15000 a 15 specifickych m/z peptida.

Chromatogramy peptidovych spekter zpracovany programem Thermo Xcalibur jsou
zobrazeny na obrazku €. 20. Pismena A-E znaci rozdilné metody liSici se nastavenymi
parametry MS analyzatoru pifi analyze vzorki BSA proteinu (viz tabulka ¢. 4).
V programu Skyline bylo u metod A-B nalezeno 15 peptidii (z celkem 96) vcetné

prekurzorovych fragmentt, avSak nebyly identifikovany fragmenty dcefinné. Pouze tyto
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m/z hodnoty peptidti byly ponechdny u nasledujicich metod C—E. Zadna zména
v nastavenych parametrech MS analyzatoru nevedla k vysledkiim, které by potvrdily

ptitomnost dcetfinnych fragmentl prekurzor odpovidajicich BSA proteinu.

5.5 Necilena a nasledné cilena analyza vzorki obsahujicich protein

BSA

Cilem experimentu bylo nejprve necilenou MS analyzou detekovat vSechny proteiny
nachazejici se ve vzorku, poté vybrat BSA protein a k tomuto proteinu vyhledat
specifické m/z peptidl, které bylo mozné nasledné piidat do cilené metody. Dalsi fazi
experimentu bylo cilenou MS analyzou detekovat dcetfinné fragmenty prekurzort peptida
odpovidajici BSA proteinu. V ramci piipravy vzorkd bylo pouZito Stépeni proteinu
trypsinem. U vzorkl byla provedena nésledovné 2 méfeni, pii kterych byl v ramci

nastaveni MS analyzatoru pouzit rizny typ aktivace HCD/CID (viz tabulka €. 9).

Ke vzorkim obsahujicim 1 mg BSA proteinu bylo pfidano 99 pl ABC roztoku
pro natedéni. Poté byly vzorky ptipraveny dle protokolu €. 1. Poslednim krokem piipravy
vzorkl bylo S§tépeni pfipravené smési trypsinem. Ke vzorkim byl pfidan 1 pl trypsinu
o koncentraci 0,5 pg/ul a takto ptipravené vzorky byly inkubovéany 3 h pfi teploté 37 °C.
Vzorky byly purifikovany a pfipraveny pro MS analyzu dle protokolu ¢. 3.

Nasledn¢ byla spusténa necilend metoda pro identifikaci vSech proteind ve vzorku.
Parametry MS analyzatoru byly nastaveny dle protokolu €. 6, ostatni parametry MS

analyzatoru jsou uvedeny v tabulce €. 7.

Tabulka ¢. 7: Nastaveni parametrt MS analyzatoru pro necilenou analyzu vzorku obsahujiciho protein

BSA.

Parametry

Délka analyzy 95 min
Rozliseni detektoru (orbitrap) 120000
Hmotnostni rozsah 400-1500 m/z
Zadni ostfeni cocky 60 %
Automaticka regulace citlivosti 4,0¢°
Maximalni ¢as nastiiku iontd 50

Typ dat centroid
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BSA protein - necilena metoda
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Obrazek ¢. 21: a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii $t€peni BSA proteinu trypsinem
analyzované necilenou MS metodou. b) Fragmentacni spektrum separované peptidové smési BSA proteinu

analyzované necilenou metodou MS zobrazujici vSechny prekurzorové fragmenty, zpracovano pomoci

programu Skyline.

Z BSA vzorku byly pomoci softwarového programu MaxQuant a programu Perseus
identifikovany vSechny proteiny nachazejici se ve vzorku. Z téchto proteini byly
v proteinové databazi Uniprot vybrany proteiny obsahujici albumin - AOA140T897,
B0JYQO a P02768. K témto proteinim byly pomoci programu Perseus ptifazeny peptidy
se specifickymi m/z hodnotami a s ndbojovym stavem +2 a +3 (viz tabulka &. 8)

(sekvencni pokryti 62 %). Tyto m/z hodnoty byly pfidany do metody, ktera byla nasledné

spusténa cilenym méfenim.
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Tabulka ¢. 8: Hodnoty m/z peptidl a nabojovy stav pro cilenou metodu MS analyzy vzorkti obsahujicich

BSA protein.
379,715 (2) 435,910 (3) 443,711 (2) 449,744 (2)
461,747 (2) 464,250 (2) 473,903 (3) 487,733 (2)
501,795 (2) 504,619 (3) 507,813 (2) 526,260 (3)
536,758 (2) 569,752 (2) 582,319 (2) 583,892 (3)
627,645 (3) 630,314 (3) 636,645 (3) 646,304 (2)
652,658 (3) 653,361 (2) 710,762 (2) 722,325 (2)
732,298 (2) 751,810 (2) 784,375 (2) 788,887 (2)
831,426 (3) 875,335 (2) 862,914 (2) 944,184 (2)

Nasledn¢ byla zvolena cilend metoda MS analyzitoru se zménénymi parametry

(viz tabulka €. 9 - metoda HCD) a s hodnotami m/z peptidii pfedeslého méteni (viz

tabulka €. 8). Touto metodou nebyly nalezeny zadné dcefinné fragmenty prekurzort

peptidt odpovidajici proteinu BSA, proto byla tato metoda optimalizovana zménou typu

aktivace z HCD na CID (viz tabulka ¢. 9 - metoda CID) s hodnotami m/z peptidi

shodnymi s pfedchozim méfenim (viz tabulka €. 8).

Tabulka ¢. 9: Nastaveni parametrd MS analyzatoru pro cilenou analyzu vzorkl obsahujicich protein BSA.

MS1

MS2

MS1 + MS2

Parametr

Rozliseni detektoru (orbitrap)
Hmotnostni rozsah
Automaticka regulace citlivosti
Maximalni ¢as nastiiku iontd
Typ aktivace

Kolizni energie

Rozliseni detektoru (orbitrap)
Hmotnostni rozsah

Zadni ostfeni cocky
Automaticka regulace citlivosti
Maximalni ¢as nasttiku iontd
Typ dat

Pocet m/z peptida

Délka analyzy
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Metoda HCD

Metoda CID
60000
400-1600 m/z
4,0¢e’

50 ms
HCD CID
20 % 30 %
15000
50-2000 m/z
60 %
5,0e*
50 ms
centroid
32
95 min



BSA protein - metoda HCD
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Obrazek ¢. 22: Metoda HCD. a) Chromatogram separované peptidové smeési ziskané pii Stépeni BSA
proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou. b) Spektrum separované peptidové smési BSA
proteinu analyzované cilenou MS metodou (metoda HCD), zpracovano pomoci programu Skyline.

Byly nalezeny pouze prekurzorové fragmenty.
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BSA protein - metoda CID
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Obrazek ¢. 22 - pokracovani: Metoda CID. c¢) Chromatogram separované peptidové smési ziskané
pfi §t€épeni BSA proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou. d) Fragmentacni spektrum
separované peptidové smesi BSA proteinu analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci
programu Skyline. Pfi cileném méfeni metodou CID bylo nalezeno 19 zcelkem 32 peptidd vcetné
prekurzorovych i dcefinnych fragment odpovidajici BSA proteinu. Jeden z nejintenzivnéjSich peptidi
(K.EYEATLEECCAK.D) byl vybran a zobrazen vcetné jeho prekurzorti (nahote) a dcefinnych fragmentt
(dole).

Pfi cileném meéfeni metodou HCD byly v programu Skyline nalezeny pouze nékteré

prekurzorové fragmenty (viz obrazek €. 22 b), ale nebyly nalezeny fragmenty dcefinné

odpovidajici témto prekurzorim. Pfi cileném méteni metodou CID (viz obréazek ¢. 22 d)
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bylo nalezeno 19 z celkem 32 peptidi véetné prekurzorovych i dcefinnych fragmentt
odpovidajici BSA proteinu (tabulka ¢. 11). Naptiklad u metody HCD byly nalezeny
pouze prekurzory peptidu K EYEATLEECCAK.D, avSak u metody CID byly nalezeny
jak prekurzorové tak dcefinné fragmenty. Rozdilné vysledky pti obou vyse uvedenych
cilenych experimentech lze vysvétlit pouzitim rozdilného typu aktivace z HCD na CID

pouzity pii MS analyze.

5.6 Cilena analyza vzorki obsahujicich rizné koncentrace proteinu

BSA

Cilem experimentu bylo vytvotit koncentra¢ni fadu proteinu BSA (50 pg/ul, 500 pg/ul,
5 ng/ul, 50 ng/ul, 0,5 pg/ul) a nalézt, pii jaké koncentraci dojde k identifikaci dcetfinnych
fragmenti peptidi odpovidajici BSA proteinu. Jako vzorek proteinu byl pouzit BSA
protein. Vzorek byl pfipraven pfipravou a Stépenim proteint trypsinem na filtru (FASP).
V ramci nastaveni MS analyzatoru byl pouzit typ aktivace CID na zdklad¢ vysledkt

z predchoziho experimetu.

Byly pfipraveny 3 vzorky obsahujici 50 pg proteinu BSA, ke kterym bylo pfidano 99 ul
ABC roztoku pro natedéni. Nasledné byl vzorek ptipraven dle protokolu ¢. 2. Nakonec
byl pfidan 1 pg trypsinu o koncentraci 0,5 pg/ul. Mikrozkumavky byly 3 sekundy
vortexovany a nasledn¢ inkubovany pti 37 °C pies noc (18 hodin). Poté byla zmétena

koncentrace peptidi metodou BCA dle protokolu ¢. 5.

Z takto namétenych hodnot byla vytvorena kalibracni pfimka a z rovnice linearni regrese
byla vypoctena koncentrace proteint ve vzorcich. Nasledné byl vypocitan objem vzorku

potiebny pro purifikaci peptida (tabulka €. 10).

Z kalibracni kiivky (y = 0,0005x + 0,1192) bylo vypocitano, jaky objem vzorku je

potiebny, aby vzorek pro purifikaci na ,,Stage Tips“ obsahoval 10 pg proteinu.
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Tabulka ¢. 10: Objemy vysetfovanych vzorkd obsahujici 10 pg peptidi BSA proteinu potiebnych
pro purifikaci na ,,Stage Tips®.

Vzorek ¢. = Koncentrace [ug/ml] Absorbance Hmotnost [ng] = Vypocteny objem [pl]

1 437,6 0,338 10 22,8
2 463,6 0,351 10 21,57
3 505,6 0,372 10 19,77

Nasledn¢ probéhla purifikace naStépenych peptidi BSA proteinu a piiprava vzorku

pro MS analyzu dle protokolu €. 3.

Poté byla pfipravena koncentracni fada:

Vzorek o koncentraci 0,5 pg/ul - 1 pg peptidi ziskanych st€penim BSA proteinu
Vzorek o koncentraci 50 ng/ul - 100 ng peptidt ziskanych $tépenim BSA proteinu
Vzorek o koncentraci 5 ng/pl - 10 ng peptidt ziskanych §tépenim BSA proteinu
Vzorek o koncentraci 500 pg/ul - 1 ng peptidii ziskanych St€penim BSA proteinu
Vzorek o koncentraci 50 pg/ul - 100 pg peptidt ziskanych $tépenim BSA proteinu

MS analyza BSA vzorkd ptipravenych FASP metodou byla na MS analyzéatoru provedena
cilenou metodou (viz tabulka ¢. 9 - metoda CID) s hodnotami m/z peptidi zjiSténymi

v predeslém méteni (viz tabulka €. 8).
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BSA protein - koncentrace 0,5 pg/ul
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Obrazek ¢. 23: a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii st€peni BSA proteinu trypsinem
analyzované cilenou MS metodou pii koncentraci 0,5 pg/ul. b) Fragmentacni spektrum separované
peptidové smési BSA proteinu (0,5 pg/ul) analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci
programu Skyline. Jeden z nejintenzivnéjsich peptidi (K.LVNELTEFAK.T) byl vybran a zobrazen vcetné

jeho prekurzort (nahofte) a dcefinnych fragmentti (dole).
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BSA protein - koncentrace 50 ng/ul
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Obrazek ¢. 23 - pokracovani: ¢) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii Stépeni BSA
proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou pfi koncentraci 50 ng/ul. d) Fragmenta¢ni spektrum

separované peptidové smési BSA proteinu (50 ng/ul) analyzované cilenou MS metodou, zpracovano

pomoci programu Skyline.
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BSA protein - koncentrace 5 ng/ul
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Obrazek ¢. 23 - pokracovani: e) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii Stépeni BSA
proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou pii koncentraci 5 ng/ul. f) Fragmentacni spektrum

separované peptidové smési BSA proteinu (5 ng/pl) analyzované cilenou MS metodou, zpracovano pomoci

programu Skyline.
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BSA protein - koncentrace 500 pg/ul
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Obrazek ¢. 23 - pokracovani: g) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii Stépeni BSA
proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou pii koncentraci 500 pg/ul. h) Fragmentacni spektrum
separované peptidové smési BSA proteinu (500 pg/ul) analyzované cilenou MS metodou, zpracovano

pomoci programu Skyline.
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BSA protein - koncentrace 50 pg/ul
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Obrazek ¢. 23 - pokracovani: i) Chromatogram separované peptidové smesi ziskané pfi Stépeni BSA
proteinu trypsinem analyzované cilenou MS metodou pfi koncentraci 50 pg/ul. j) Fragmentacni spektrum

separované peptidové smési BSA proteinu (50 pg/ul) analyzované cilenou MS metodou, zpracovano

pomoci programu Skyline.
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Tabulka ¢. 11: Nalezené/nenalezené peptidy vcetn¢ jejich prekurzorovych i dcefinnych fragmentt

odpovidajici proteinu BSA v programu Skyline u jednotlivych koncentraci (0,5 pg/ul, 50 ng/ul, 5 ng/pl,

500 pg/ul, 50 pg/ul) a u metody CID z predeslého méteni.

Peptid
K.LVNELTEFAK.T
R.RPCFSALTPDETYVPK.A
K.YLYEIAR.R
K.SLHTLFGDELCK.V
K.LVVSTQTALA
K.QTALVELLK.H
K.HLVDEPQNLIK.Q
K.SLHTLFGDELCK.V
K.DAFLGSFLYEYSR.R
K.HLVDEPQNLIK.Q
K.LKPDPNTLCDEFK.A
R.HPYFYAPELLYYANK.Y
K.LFTFHADICTLPDTEK.Q
K.LKPDPNTLCDEFK.A
K.AEFVEVTK.L
R.MPCTEDYLSLILNR.L
K.YICDNQDTISSK.L

K.DAIPENLPPLTADFAEDK.D
K.GLVLIAFSQYLQQCPFDEHVKL.L

R.HPYFYAPELLYYANK.Y
K.DLGEEHFK.G
K.CCTESLVNR.R
K.ECCHGDLLECADDR.A
K.EYEATLEECCAK.D
K.ECCHGDLLECADDR.A
K.VPQVSTPTLVEVSR.S
R.LCVLHEK.T
K.ECCDKPLLEK.S

K. TCVADESHAGCEK.S
K.DDSPDLPK.L
K.GACLLPK.I
K.SHCIAEVEK.D

* Metoda CID z piedchoziho méfeni

m/z peptidu

a nabojovy stav

582,319 (2)
627,645 (3)
464,250 (2)
473,902 (3)
501,795 (2)
507,813 (2)
653,361 (2)
710,350 (2)
784,375 (2)
435,910 (3)
526,260 (3)
630,313 (3)
636,645 (3)
788,887 (2)
461,747 (2)
862,920 (2)
722,324 (2)
652,658 (3)
831,426 (3)
944,967 (2)
487,732 (2)
569,752 (2)
583,892 (3)
751,810 (2)
875,334 (2)
504,619 (3)
449,744 (2)
646,304 (2)
732,298 (2)
443,711 (2)
379,715 (2)
536,758 (2)

0,5
ng/pl

RSP PN NP N E N PSRN PSRN RSP PN EN PSRN PN RN PG PR

X
%
*

X

50
ng/pl
v

NN ISR NP PN PN PN E NN ENE SRS PN RS

X

** Nalezeny pouze prekurzorové fragmenty u vzorku pii koncentraci 0,5 pg/pl

5
ng/pl

500
pg/pl

50
pg/pl
v

X

SENENENENENES

metoda
CID*

v

NN IS EN PN ENENES

X

<

X N OX

X

CSESENEN

X

V programu Skyline bylo nalezeno pii nejvyssi koncentraci (0,5 pg/ul) 27 z 32 (84 %)

peptida (prekurzorové i dcefinné fragmenty) BSA proteinu (viz tabulka €. 11, obrazek ¢.

23). Pii koncentraci 50 ng/ul bylo identifikovano 21 z 32 (65 %) peptidt (prekurzorové

i dcefinné fragmenty) BSA proteinu. Pii koncentraci 5 ng/ul bylo identifikovano
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15232 (47 %) peptidi (prekurzorové i dcefinné fragmenty) BSA proteinu.
Pti koncentraci 500 pg/ul byly identifikovany pouze 3 z 32 (9 %) peptidy (prekurzorové
1 dcefinné fragmenty) BSA proteinu. Pii koncentraci 50 pg/ul bylo identifikovano pouze
8 z 32 (25 %) peptidi (prekurzorové i dcefinné fragmenty) BSA proteinu. I pfi nizkych
koncentracnich fadach se nam podatilo identifikovat fragmenty odpovidajici BSA

proteinu, coz svéd¢i o vysoké senzitivité¢ MS.

5.7 Necilena a nasledné cilena analyza vzorku obsahujiciho FGF23

protein

Na zakladé€ zjiSténému parametru MS analyzatoru (typ aktivace CID) v pfedchozich
métenich byl pouzit k vyzkumu opét FGF23 protein. Cilem bylo necilenou MS analyzou
detekovat vSechny proteiny nachazejici se ve vzorku, poté vybrat FGF23 protein
a k tomuto proteinu vyhledat specifické hodnoty m/z peptida, které byly nasledné piidany
do cilené metody. V dalsi fazi experimentu byla cilenou MS analyzou provedena detekce
peptidii véetné jejich prekurzorovych i dcefinnych fragmenti odpovidajicich FGF23
proteinu. Jako vzorek proteinu byl pouzit ¢isty rekombinantni protein. V ramci ptipravy

vzorku bylo provedeno $tépeni proteinu trypsinem.

K vzorku obsahujiciho 1 pg FGF23 proteinu bylo pfidano ptidano 99 pul ABC roztoku
pro nafedéni. Poté byl vzorek ptipraveny dle protokolu €. 1. Poslednim krokem piipravy
vzorku bylo Sté€peni pfipravené smési trypsinem. K vzorku byl pfidan 1 pl trypsinu

o koncentraci 0,5 pg/pl a takto ptipraveny vzorek byl inkubovan 3 h pii teploté 37 °C.
Poté byl vzorek purifikovan a pfipraven pro MS analyzu dle protokolu €. 3.

Koncentrace peptidit FGF23 proteinu ve vzorku byla 17,9 pmol/ul. Vzorek byl nafedén

na pozadovanou koncentraci 500 fmol/pl.

Parametry MS analyzatoru byly nastaveny podle protokolu €. 6, ostatni parametry MS

analyzatoru jsou uvedeny v tabulce €. 12.
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Tabulka ¢. 12: Nastaveni parametrG MS analyzatoru pro necilenou analyzu vzorku obsahujiciho FGF23

protein.
Parametr
Délka analyzy 95 min
Rozliseni detektoru (orbitrap) 60000
Hmotnostni rozsah 400-1600 m/z
Zadni ostfeni cocky 60 %
Automaticka regulace citlivosti 4,0¢°
Maximalni ¢as nastiiku iontd 50 ms
Typ dat centroid

Ziskana data z MS analyzy byla zpracovana pomoci programu MaxQuant pouzivajici

databazi UniProt (druh Homo sapiens, stazena dne 12. 10. 2020).

Z FGF23 vzorku méten¢ho necilenou metodou byly pomoci softwarového programu
MaxQuant a programu Perseus identifikovany proteiny nachazejici se ve vzorku. Z téchto
proteinit byl vybran pomoci proteinové databaze Uniprot FGF23 protein (Q9GZV9).
K tomuto proteinu byly pomoci programu Perseus pfifazeny specifické hodnoty m/z
s ndbojovym stavem +2 a +3 (viz tabulka ¢. 14), které byly nésledné pfidany do cilené

metody.

Parametry MS analyzatoru byly nastaveny dle protokolu €. 6, ostatni parametry MS

analyzatoru jsou uvedeny v tabulce €. 13.

Tabulka €. 13: Nastaveni parametrt MS analyzatoru pro cilenou analyzu vzorku obsahujiciho FGF23

protein.
Parametr
Rozliseni detektoru (orbitrap) 60000
Hmotnostni rozsah 400-1600 m/z
MSI1 S TR
Automaticka regulace citlivosti 4,0¢°
Maximalni ¢as nastiiku iontd 50 ms
Typ aktivace CID
CID kolizni energie 30 %
Rozliseni detektoru (orbitrap) 15000
MS2 Hmotnostni rozsah 150-2000 m/z
Zadni ostfeni cocky 60 %
Automaticka regulace citlivosti 5,0e*
Maximalni ¢as nasttiku iontd 50 ms
Typ dat centroid
MSI1 + MS2 Délka analyzy 95 min
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Tabulka ¢. 14: Hodnoty m/z peptidi a nabojovy stav pro cilenou metodu MS analyzy vzorku obsahujiciho
FGF23 protein.

455,010 (4) 502,720 (2) 510,717 (2) 520,765 (4)
523,264 (3) 524,764 (4) 528,596 (3) 554311 (3)
575,298 (3) 580,770 (2) 604,930 (3) 606,344 (3)
619,301 (3) 641,326 (3) 646,657 (3) 646,658 (3)
646,727 (4) 693,360 (3) 694,018 (3) 698,691 (3)
784,393 (2) 784,632 (4) 792,390 (2) 906,892 (2)
961,485 (2) 969,482 (2) 969,483 (2) 1045,84 (3)

FGF23 protein - cilena metoda

3410
3048

2
5587 g9 ¢ 6
5932 6180 6470 7326 7522 7995 8243 87.15 8954 0432
£

a) o : ; % g
o T % M5 20 25 % % a0 45 50 I Y I Y )
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- iy
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-

Intenzita (109)
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Obrazek €. 24: a) Chromatogram separované peptidové smési ziskané pii St€peni FGF23 proteinu trypsinem
analyzované cilenou MS metodou. b) Spektrum separované peptidové smési FGF23 proteinu analyzované
cilenou metodou MS, zpracovano pomoci programu Skyline. Nejintenzivnéjsi peptid
(R.SEDAGFVVITGVMSR.R) byl vybran a zobrazen vcetné jeho prekurzord (nahofe) i dcefinnych

fragmentd (dole).
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Tabulka ¢. 15: Nalezené peptidy vcetn¢ jejich prekurzorovych fragmentti i decefinnych fragmentt
odpovidajici proteinu FGF23 pfi koncentraci 500 fmol/ul v programu Skyline a jejich m/z a nabojovy stav.

m/z a nabojovy

Peptid stav
R.YLCMDFR.G 502,720 (2)
R.SEDAGFVVITGVMSR.R 523,264 (3)
R.NEIPLIHFNTPIPR.R 554,311 (3)
R.RYLCMDFR.G 580,770 (2)
R.GNIFGSHYFDPENCR.F 604,930 (3)
R.VNTHAGGTGPEGCRPFAK.F 619,301 (3)
R.AFLPGMNPPPYSQFLSR.R 641,326 (3)
R.AFLPGMNPPPYSQFLSR.R 693,360 (3)
K.NGHVDGAPHQTIYSALMIR.S. 694,018 (3)
R.SEDAGFVVITGVMSR.R 784,393 (2)
R.GNIFGSHYFDPENCR.F 906,892 (2)

V programu Skyline bylo nalezeno 11 (39 %) zcelkem 28 peptidi vcetné jejich
prekurzorovych i dcefinnych fragmentii odpovidajicich FGF23 proteinu (viz obrazek
¢. 24 b atabulka ¢. 15) v disledku spravného nastaveni MS analyzatoru pifi metod¢ cilené

na FGF23 protein.
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6 DISKUZE

MS analyza se k identifikaci proteinti pouziva od roku 1958, kdy Andersson detekoval
fragmenty iontl ziskanych béhem ionizace aminokyselin (Andersson, 1958). Teprve
v posledni dobé doslo k rozsiteni MS analyzatort do vice pracovist’ a tudiz tato metoda
problematikou. V dostupné literatute je popsana detekce FGF23 proteinu pouze pomoci
imunohistochemickou analyzou (van Venrooij et al., 2014, Shiba et al., 2016, Dong et al.,

2019), dosud vsak nebyla publikovana detekce FGF23 proteinu pomoci MS analyzy.

Shiba (Shiba et al., 2016) u pacientli s PMT (phosphaturic mesenchymal tumor) provadi
detekci FGF23 proteinu pomoci imunohistochemie s pouzitim komeréné dostupné
protilatky proti FGF23 proteinu. Krom¢ toho také detekuje expresi mRNA FGF23
pomoci RT-PCR (reverse transcription polymerase chain reaction) za pouziti RNA
extrahované z FFPE tkan¢. Imunohistochemii pro detekci FGF23 shledava jako uZzite¢ny
diagnosticky dopln€k pro diagnostiku PMT, naopak molekularni metodu (RT-PCR)

shledava jako nepfesnou.

Van Venrooij (van Venrooij et al., 2014) sleduje vyznam detekce FGF23 jako jednoho
z potencionalnich rizikovych faktorti u pacientt s vaskularni aterosklerézou opét pomoci

imunohistochemie.

Cilem cileného proteomického experimentu je sledovat vybrané proteiny s vysokou
citlivosti, reprodukovatelnosti a kvantitativni pfesnosti, pfiCemz v tomto procesu
je hmotnostni spektrometr naprogramovan tak, aby detekoval specifické peptidové ionty
odvozené od sledovanych proteinti. Tato metoda vyzaduje spravné naprogramovani

hmotnostniho spektrometru vlozenim potfebnych udajt k detekci peptidi (Doerr, 2012).

Uchida (Uchida et al., 2013) se ve své praci zabyva spravnym nastavenim protokolu
studie pro kvantitativni cilenou proteomiku podle LC-MS/MS. Zdiraziluje, ze k dosazeni
vysoce citlivé analyzy SRM/MRM pro jednotlivé peptidy je krom¢ dalSich kroki (jako
napf. pfiprava vzorki) nezbytné zvolit spravné m/z hodnoty peptidi a optimalizovat

potencial rozpadu a typ fragmentace v kolizni cele.
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Mezi zakladni fragmentacni techniky pouzivané MS spektrometry patii tradicni
disociace vyvolana kolizi (CID, collision induced dissociation) a vysokoenergeticka
kolizni disociace (HCD, higher energy collisional dissociation) (Jedrychowski et al.,

2011).

Kolizni energie je parametr, ktery je nejcastéji upravovan pii disociaci fragmentl pfi
MS/MS analyze. Jeho volba podstatné ovlivituje kvalitu spektra detekovanych peptida
a tim vyuzitelnost této metody. Pfi nizké kolizni energii jsou prekurzorové fragmenty
zobrazeny jako vysoké piky v uzkém spektru, zatimco pii vysoké kolizni energii mizou
byt zcela fragmentované a zobrazeny jako nizké piky v §ir§im spektru. Relativni intenzita
ruznych fragmentovanych iontil se tim pddem vyznamné méni v zavislosti na velikosti

kolizni energie (Szabd et al., 2021).

Jak prokdzal Tu (Tu et al., 2016), typ pouzité fragmentace hmotnostniho spektrometru
v kombinaci sriznymi detektory md vliv na senzitivitu této metody. Ve svém
experimentu jsem pouzila nejprve HCD disociaci jak pti detekci FGF23 tak i BSA
proteinu, ani v jednom piipadé nebyla pfitomnost zkoumaného proteinu prokéazana.
AZ pfi nastaveni typu fragmentace MS na CID byla v obou pfipadech pfitomnost
zkoumaného proteinu potvrzena. U BSA proteinu v 84 % a u FGF23 proteinu v 39 %.

To svédci o dilezitosti spravného nastaveni tohoto parametru pii pouziti MS analyzy.

DalS§im parametrem MS analyzatoru, ktery ma vliv na citlivost detekce hledanych
sloucenin je rozliSeni Orbitrapu. Rajski (Rajski et al., 2014) udava, ze zvyseni rozliSeni
hmotnostniho analyzéatoru zabrani ztraté iont s velmi malym hmotnostnim zastoupenim
(<1%), které¢ nelze detekovat pii niz§ich hodnotich rozliSeni. V experimentu
zkoumajicim vliv zmény intenzity rozliSeni Orbitrapu na citlivost detekce z celkového
poctu 170 pesticidd v koncentraci 10 pg/kg ve vysSetiovaném vzorku nebylo
identifikovano 15 vybranych pesticidi s rozliSenim 17 500. ZvySenim rozliSeni na 35 000
se toto Cislo snizilo na 6 a pfi hodnoté rozliSeni 70 000 byly pouze 4 nedetekované

slouceniny.

V dalsi studii Kilpatrick (Kilpatrick ef Kilpatrick, 2017) zkouma vliv spravného nastaveni
rozliSeni Orbitrapu na citlivost detekce proteini pomoci MS analyzatoru. Pti hodnotach

rozliSeni Orbitrapu od 15000 do 240000 popisuje rozdilnou citlivost detekce pro proteiny
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o rtiznych molekularnich hmotnostech (C-reactive protein, vitamin D-binding protein,
transferrin, immunoglobulin G) v zavislosti jak na nastaveni citlivosti Orbitrapu

tak molekuldrni hmotnosti zkoumaného proteinu.

Ve svém experimentu jsem zkoumala vliv riznych nastaveni parametri MS pii cilené
analyze zkoumanych proteini. Cilend metoda se vSak ukézala jako nepfesna bez
spravného nastaveni MS analyzatoru a bez znamych m/z hodnot pro dany protein. Proto
se ukézalo jako uzitecné provedeni nejprve necilené metody, zjiSténi spravnych m/z
hodnot pro dany protein a nasledné jejich zapracovani do jiz cilené MS analyzy. Stejny
postup je popisovan také Milmanem ve studii o hlavnich principech MS analyz (Milman,

2015).

Pti cilené MS analyze vzorku obsahujiciho FGF23 protein nebyly identifikované
dcefinné fragmenty prekurzor odpovidajici FGF23 proteinu. Proto byla v nasledujicich

experimentech provedena optimalizace parametrtit MS analyzatoru.

Nasledn¢ byla provedena cilena analyza FGF23 proteinu pfi riznych hodnotach HCD
fragmentace. Nebyly nalezeny dcefinné fragmenty prekurzorii, v tomto piipadé tedy
neméla velikost kolizni energie HCD vliv na detekci fragmentovanych ionth
v hmotnostnim analyzatoru. Proto byla v nasledujicich experimentech provedena

optimalizace jak vzorku tak dalSich parametrt MS analyzatoru.

Rovnéz piitomnost FGF23 proteinu ve vzorcich mikrodisekovanych tkanovych fezt
pfipravenych z amyloidi mozkovych nadorti se ndm nepodafilo cilenou analyzou
detekovat. Zména vzorku obsahujiciho FGF23 protein tedy neméla vliv na detekci

zkoumaného proteinu.

Vysledky dosavadni cilené analyzy neumoziiovaly identifikovat prekurzory peptidi
véetné jejich dcefinnych fragmenti u rekombinantniho proteinu i FFPE vzorku.
V nésledujicich experimentech byl za Ucelem hledani spravnych parametri MS
analyzatoru pouzit hovézi sérovy albumin (BSA), jakoZzto levny a dostupny protein.
Cilem bylo optimalizovat nastaveni MS pro spolehlivou detekci BSA proteinu. Opét ani

pii pouziti riznych nastaveni parametrt MS analyzatoru jako je kolizni energie, rozliSeni
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detektoru Orbitrapu, maximalni Cas nastfiku iontl a typu dat se nepodafilo prokéazat

dcefinné fragmety prekurzorti odpovidajici BSA proteinu.

Proto byl vzorek BSA proteinu analyzovan necilenou univerzalni metodou. Byly zjiStény
specifické m/z hodnoty tohoto proteinu a zapracovany do jiz cilené metody na vyse
uvedeny protein. Nebyly nalezeny zadné dcefinné fragmenty prekurzorii odpovidajici
proteinu BSA. Proto jsme nasledné experimentovali s riznym nastavenim kolizni energie
MS analyzatoru a pii zméné fragmentace z HCD na CID se nam jiz podaftilo identifikovat
19 z celkem 32 peptid, véetné jejich prekurzorovych i deefinnych fragmentt. Nasledné
byla pfipravena koncentra¢ni fada BSA proteinu a byla provedena cilena MS analyza pro
jednotlivé koncentrace. Pti kazdém desetindsobném fedéni doslo k poklesu detekovanych
fragmentd. I pfi nizkych koncentracich v fadech pikogrami se ndm podafilo identifikovat

fragmenty odpovidajici BSA proteinu, coz svéd¢i o vysoké senzitivité MS.

V zavéru experimentu byla provedena jiz pfi zndmém typu fragmentace CID detekce
FGF23 proteinu. Nejprve byly necilenou univerzalni metodou identifikovany vSechny
proteiny nachazejici se ve vzorku. Z téchto proteinti byl vybran FGF23 protein, pro ktery
byly zjiStény specifické hodnoty m/z. Tyto m/z hodnoty byly zapracovany do jiz cilené
metody na vysSe uvedeny protein, kterd byla nasledné spusténa na MS analyzatoru
po predchozim nastaveni parametrii (viz vysledky v kapitole 5.7). Bylo identifikovano 11
(z 28) peptidi veetné prekurzorovych i dcefinnych fragment potvrzujici pfitomnost

FGF23 proteinu.

Z ndmi zjisténych vysledkl 1ze rovnéz vyvodit zavér, Ze pro spravnost identifikace
proteinu pomoci MS analyzitoru je dilezité nastaveni MS analyzatoru nejprve
prostiednictvim necilené metody, identifikace m/z peptidii pro zkoumany protein a pak

teprve provedeni cileného méteni s jiz zndmymi m/z peptida.

Ve své praci jsem chtéla provést jesté fadu dalSich experimentt uptesniujicich MS analyzu
FGF23 proteinu. Mym hlavnim cilem bylo uspé$né¢ dokoncit optimalizaci metody
a pokracovat s analyzou FFPE vzorki, ale vzhledem k probihajici pandemii Covid
19/SARS-CoV-2, kdy byl dle zadkona zakazan vstup studentim do laboratofi, nemohl byt

experiment dokoncen.
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7 ZAVER

Podaftilo se ndm prokazat ptitomnost 39 % peptidi véetné prekurzorovych i dcefinnych
fragmentd odpovidajici FGF23 proteinu pomoci MS analyzy z pfipravené¢ho
rekombinantniho FGF23 proteinu. Pfitomnost FGF23 proteinu z FFPE vzorki se ndm
nepodafilo prokazat, je potieba jesté dalSich studii na MS analyzatoru k upfesnéni této
metody. Z ndmi provedenych experimentid vyplyva dilezitost sprdvného nastaveni

jednotlivych parametriit MS analyzétoru pro GspéSnost cilené MS analyzy.

Bylo planovéano provedeni jest¢ dalSich experimentt uptesiiujicich MS analyzu FGF23
proteinu, vcetné¢ piipravy a zpracovani FFPE vzorki, ale vzhledem k probihajici
pandemii Covid 19/SARS-CoV-2, kdy byl dle zidkona zakazén vstup studentim

do laboratofi, nemohl byt experiment dokoncen.
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