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1 UVOD

Proteomika je analyticky pristup, Ktory sa uz viac ako dve desatroia zaobera
odhalovanim a charakterizdciou proteinov aich vlastnosti. Medzi tie patri najmi
expresia, bunkové lokalizacia, interakcie, Struktira, modifikacie alebo aktivita enzymov
(Han et al., 2009). Sustredi sa teda na urcenie vlastnosti protedbmu. Slovo ,,protedm*
vzniklo v roku 1994 spojenim slova protein a geném (Shah a Misra, 2011). Od genomu
sa vSak liSi svojou komplexitou arozsiahlymi zmenami, ktoré nastavaju vplyvom
vonkajsich stimulov na bunku (Han et al., 2009). Pésobenim vonkajsicho prostredia na
bunku nedochadza iba ku zmene vlastnosti proteomu, ale aj pocetného zastipenia
jednotlivych proteinov — takzvanej abundancii. Technologia, ktora sa zaobera prave
zmenami v abundancii proteinov sa nazyva kvantitativna proteomika.

Cielom kvantitativnej proteomiky je v prvom rade identifikacia proteinov
v komplexnych vzorkach tvorenych extraktom buniek alebo celych tkaniv. Nésledne sa
zameriava na ur¢enie kvantitativnych rozdielov v abundancii jedného alebo viacerych
polypeptidov v analyzovanych vzorkach. Tato technoldgia vychadza z predpokladu, Ze
konkrétny vysledok kvantitativnej analyzy definuje zmenu fyziologického stavu bunky
(Pan a Aebersold, 2007). Vyuziva sa preto Vv §tadiach biologickych procesov, pri
odhal'ovani klinickych markerov alebo v diagnoze. Napomaha tak v rieSeni mnohych
otazok biologického a klinického vyzkumu. Tradi¢nou sti¢ast'ou kvantitativnej analyzy
bola spociatku dvojdimenzionalna elektroforéza (Gygi et al., 2000). Objavenim
stabilného izotopového znacenia v roku 1999 bola do tejto oblasti proteomiky zaclenena
aj hmotnostna spektrometria (Bantscheff et al., 2007).

Hmotnostna spektrometria (MS) je dnes neodmyslitelnou sucastou chemickej
analyzy. Kazdy den prispieva k novym obajvom v oblastiach chémie, fyziky alebo
biochémie. Siroké uplatnenie nasla aj v potravinarskom alebo framaceutickom priemysle
(Urban, 2016). Analyza MS spociva v ionizécii analytu, separacii ionov na zaklade
hmotnosti anaboja a detekcii separovanych i6nov. V kvantitativnej analyze su
najcastejSie vyuzivané hmotnostné analyzatory, ktoré na ionizaciu analytu vyuzivaja
elektrosprej (ESI) alebo laserovu desorpciu a ionizéaciu s vyuzitim matrice (MALDI).
V tejto praci sa okrem opisu vyhod a nevyhod tychto ioniza¢nych technik Vv teoretickej
oblasti sustredime aj na experimentdlne porovnanie tychto ioniza¢nych technik

Vv kvantitativnej analyze.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Kbvantifikacia v proteomike

Kvantitativna proteomika sa zameriava na rozoznanie kvantitativnych rozdielov
v abundancii vSetkych zloziek analyzovanych zmesi proteinov. Pre kvantifikaciu existuje
Vv proteomike niekol’ko metdd, ktoré sa liSia nielen pripravou vzorky ale aj detekciou
vzniknutych produktov (Pan a Aebersold, 2007).

Tradicné metdédy vyuzivaju ku identifikécii proteinov dvojdimenziondlnu
elektroforézu. Vizualizacia rozdelenych proteinov v gély nastdva prostrednictvom
sirokého spektra fluoroforov, farbiv a radioaktivnych zlucenin (Bantscheff et al., 2007).
Kvantifikacia spo¢iva v porovnavani obrazovych ziznamov gélov z viacerych
experimentov. Za pouzitia vhodného software je umozZnena identifikacia spotov
a kvantifikacia na zaklade relativnych intenzit ich signdlov. Tato metdoda moze byt
zaroven prepojend s hmotnostnou spektrometriou vdaka jej schopnosti vyrazného
zlGzenia vyberu proteinov z komplexnych vzoriek (Rabilloud a Lelong, 2011). Vyhodou
dvojdimenzionalnej elektroforézy je dobra citlivost, linearnost’ a dynamicky rozsah. Trpi
vSak aj niekolkymi nedostatkami. Hlavnou nevyhodou je v prvom rade potreba
dostato¢ného rozdelenia proteinov. Nevyhodou je aj neschopnost’ identifikacie
prekryvajucich sa proteinov (Bantscheff et al., 2007) a membranovych proteinov (Ong
a Mann, 2005). Proteiny s nizkou abundanciou nemusia byt touto metdédou vobec
detekované. Modernymi metédami zalozenymi na hmotnostnej spektrometrii je mozné
tieto nedostatky odstranit’ (Bantscheff et al., 2007).

Relativna kvantifikdcia pomocou MS vyuziva ako vnutorné Standardy peptidy
alebo proteiny pritomné v skiimanej komplexnej vzorke. Princip relativnej kvantifikacie
spociva v detekcii peptidov, ktoré maji rovnaku aminokyselinovll sekvenciu ale su
odliSne o0znacené. UrCenie obsahu sledovanych peptidov vychddza zo vzajomného
pomeru abundancie ziskaného z intenzit ich signéalov. Tieto peptidy si odliSne oznacené
Vv samostatnych vzorkach. Zmiesané su az tesne pred analyzou (Cheng et al., 2006).

Absolutna kvantifikacia (AQUA) vyuziva ako vnutorné Standardy syntetické
peptidy, ktoré su v stanovenej koncentracii pridané do komplexnej zmesi proteinov pred
jej Stiepenim. Synteticky pripravené peptidy su identické s peptidmi, ktoré vznikaja pri
proteolyze sledovaného proteinu. LiSia sa od nich iba stabilne zakomponovanymi

izotopmi (Kirkpatrick et al., 2005).



2.1.1 Label-free kvantifikacia

Label-free kvantifikacia sa od stabilného izotopového znacéenia 1i8i tym, ze pri priprave
vzorky nie su nutné ziadne d’alSie kroky, pri ktorych by dochédzalo ku zna¢eniu proteinov
alebo peptidov. Pripravené vzorky st analyzované v naslednych LC-MS experimentoch.
Ziskané data vybranych peptidov st nasledne porovnavané. Hlavnou vyhodou je
V porovnani s metodami izotopového znaCenia vyrazné zniZenie celkovej ceny analyzy.
Dalsou vyhodou tejto metddy je, e si vynechané pracovné kroky, ktoré mozu
v metddach stabilného izotopového znafenia spdsobit’ variabilitu medzi vzorkami
a zaroven znizovat reprodukovatel'nost’. Nevyhodou je dlhsi ¢as analyzy a ¢asto naro¢né
spracovanie ziskanych vysledkov.

V Kklinickej proteomike sa label-free kvantifikacia vyuziva v biostatistickom
profilovani (Wang et al., 2003), kde zmeny v intenzite peptidovych iénov v sledovanych
vzorkach reprezentuju potencidlne proteinové biomarkery (Asara et al., 2008).
Vo fosfoproteomike sa pre kvantifikaciu porovnavaju relativne intenzity alebo plochy
pikov fosforylovanych a nefosforylovanych proteinov (Tsay et al., 2000). Label-free
kvantifikaciou je mozné urcit’ stechiometriu komplexnych proteinov (Fabre et al., 2014)
alebo fosfoproteinov (Steen et al., 2005).

V kvantitativnej proteomike, ktorej tilohou je stanovit' relativnu abundanciu
proteinov vo vzorkach, je vyuzivanych niekolko label-free metéd. Medzi metddy
zalozené na identifikacii proteinov patria Peptide counting, Spectral counting, a rozne
kombinacie tychto metod (Blein-Nicolas a Zivy, 2016).

Peptide counting je metdda, u ktorej je kvantifikacia zavisla na PAI indexe
(peptide abundance index). Tato technika kvantifikuje pozorované peptidy iba v jednom
merani a nie je ju mozné aplikovat’ na viac vzoriek v experimente. PAI vyjadruje pomer
poctu identifikovanych peptidov ku teoretickému poctu identifikovatel'nych peptidov pre
dany protein (Rappsilber et al., 2002). Index PAI bol neskor modifikovany a nahradeny
emPAI (exponencidlny modifikovany PAI), ktory je pre kvantifikéciu vhodnejsi.

Spectral counting urcuje relativnu abundanciu proteinov na ziklade poctu
ziskanych MS/MS spektier z analyzy proteinu. V porovnani s Peptide counting umoziuje
tato metdda kvantifikdciu vybranych proteinov na zaklade porovnavania ziskanych dat
z viacerych LC-MS merani. Mnozstvo proteolytickych peptidov je tym vyssie, ¢im vacsi

je obsah proteinu vo vzorke. Existuje linearna stivislost medzi poctom ziskanych MS/MS
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spektier a abundanciou pozorovaného proteinu. Pocet MS/MS spektier pozorovaného
proteinu rastie priamo umerne s jeho stupajicou abundanciou (Liu et al., 2004).

Medzi metédy zalozené na Statistickych vypoctoch vychadzajucich z
extrahovaného ionového chromatogramu (EIC) patri napriklad TOP3 (Silva et al., 2006),
RRollup (Polpitiya et al, 2008) alebo iBAQ (Schwanhéusser et al., 2011).

2.1.2 Stabilné izotopové znacenie

Stabilné izotopové znacenie je sucast’'ou proteomickej analyzy od roku 1999 (Bantscheff
et al., 2007). Principom metdd vyuzivajicich stabilné izotopové znacenie je identifikacia
ekvivalentov proteinov alebo peptidov so Specifickymi rozdielmi v hmotnosti
sposobenymi stabilne naviazanymi izotopmi. Najbeznej$i postup pozostava z dvoch
zakladnych krokov. Najskor st proteiny alebo peptidy oznacené dvoma podobnymi
zlG¢eninami, ktoré sposobia charakteristicky rozdiel medzi ich hmotnostami alebo je
oznacena iba jedna Cast’, pri Com druhd zostdva nezmenena. R6zne oznacené vzorky st
nasledne zmieSané a analyzované pomocou hmotnostnej spektrometrie. Na zaklade
relativnej intenzity pikov, dvoch odlisne znacenych identickych peptidov v hmotnostnom
spektre, je mozné vypocitat’ ich relativny pomer a stanovit’ tak relativnu abundanciu
proteinu (Chahrour et al., 2015).

Z dovodu potreby kvantifikacie ¢oraz vacSieho mnozstva komplexnych vzoriek
bolo vyvinutych niekol’ko metdd vnesenia izotopovych znaciek do proteinov a peptidov.
Na zaklade principu zakomponovania izotopovej znacky ich delime do Styroch skupin
ato: metabolicky, enzymaticky, chemicky alebo pridanim syntetického izotopovo
znac¢eného analdga (AQUA) (Ong a Mann, 2005).

2.1.2.1 Metabolické (In vivo) znacenie

Cielom stadii vyuZivajacich metabolické znacenie je kvantifikacia izotopovo znacenych
proteinov vznikajucich v procese proteosyntézy Vv zivych bunkach (Nakamura a Oda,
2007). Na dosiahnutie pozadovaného vysledku st do rastového média pridané izotopovo
znacené metabolické prekurzory. Proteosyntézou st tieto prekurzory zakomponované do
vsetkych proteinovych Struktur v kazdej bunke vznikajucej kultiry. Na to aby bolo mozné
vytvorit' dve izotopovo odlisné formy proteinov, je nutné aby kultary rastli na dvoch

médidch obsahujicich odliSne stabilne izotopovo znafené prekurzory. Rozdiely
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Vv hmotnosti medzi proteinmi zavisia od ich chemickej Struktiry a su identifikovatelné
iba pomocou hmotnostnej spektrometrie (Ong a Mann, 2005).

Ako prva vznikla v roku 1999 metoda, ktora vyuziva médium s prirodzenym
obsahom !N atéomov dusika a médium obohatené o °N izotopy. Vysledkom je
hmotnostné spektrum, v ktorom je rozdiel hmotnosti peptidov zavisly na pocte
zakomponovanych °N atémov V ich $truktare (Oda et al., 1999).

V roku 2002 vznikla metéda SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino Acids in
Cell Culture) (Ong et al., 2002),v ktorej je na rozdiel od metédy N poéet izotopovych
znaCiek presne definovany anie je zavisly na peptidovej sekvencii. Do jedného z
rastovych médii su najskor pridané aminokyseliny, najéastejsie *Cs P°N2-lysin a *Cs
L Ng-arginin. Tryptickym Stiepenim proteinov extrahovanych z buniek kultivovanych na
tomto médiu st ziskané peptidy, z ktorych kazdy nesie minimalne jednu izotopovo
znac¢enu aminokyselinu S vynimkou C-koncovych peptidov (Bantscheff et al., 2007).

Vyhodou metabolického znacenia je v porovnani s chemickym znacenim najma
skutocnost, Ze izotopovo znacené aminokyseliny st do proteinovej sekvencie
zakomponované prirodzene v zivych bunkach. Bunky nestice rdozne izotopovo znacené
proteiny st pred lyzou, frakcionaciou a purifikdciou zmieSané. Dochadza tak ku
eliminacii niekol’kych chyb sposobenych pri priprave vzorky pred MS analyzou (Ong
a Mann, 2005).

2.1.2.2 Enzymatické znacenie

Tato metoda spdja enzymatické Stiepenie proteinov a znacenie vzniknutych peptidov
stabilnym izotopom Vv jednom kroku. Princip spociva v Stiepeni jednej Casti proteinov
v proteolytickom roztoku obsahujicom H2'®O a druhej ¢asti v proteolytickom roztoku
obsahujicom H'®0 (Reynolds et al., 2002). Podl'a poétu naviazanych 20 atémov sa
pouzité proteazy delia do dvoch skupin: (1) viazuce jeden atom 20 a (2) viazuce dva
atomy 80 (Miyagi a Rao, 2007).

Proteazy, ktoré su zodpovedné za naviazanie jedného 8O atéomu (napr.
endoprotedza Lys-N), nie su pre kvantifikaciu prili§ vhodné. Dévodom je maly rozdiel
V hmotnosti medzi dvoma ekvivalentami vzniknutych peptidov (2 Da). Pri
vyhodnocovani vzniknutého hmotnostného spektra moéze tak kvoli prekryvajucim sa

pikom nastat’ chyba (Rao et al., 2005). Vyhodou pouzitia takychto proteaz je najma tplné
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vylagenie variability v poéte zakomponovanych 80 atémov. Po zmieSani vzoriek
nedochadza ku d’als§im enzymaticky katalizovanym viizbam 80 atémov na peptidy.
Castejsie vyuzivané su proteazy, ktoré viazu na vzniknuté peptidy dva atomy 0.
Medzi najpouzivanejSie proteazy patri trypsin, endopeptidaza Lys-C a endopeptidaza
Glu-C (Miyagi a Rao, 2007). Pri proteolyze je dvoma 80 atomami stabilne znadeny
kazdy novy vzniknuty C-koniec peptidu. Medzi dvoma ekvivalentami peptidov tak
vznika hmotnostny rozdiel 4 Da (Reynolds et al., 2002). Nevyhodou tejto metddy je Casty
vznik zmesi izoforiem sposobeny nedokonalym naviazanim dvoch atémov 0.
Dovodom je velmi pomaly prebiehajlica reakcia, ktora spdsobuje naviazanie druhého

atému 80, najmi ak prebieha za nevhodnych podmienok (Miyagi a Rao. 2007).

2.1.2.3 Chemické znacenie

Teoreticky mozu byt chemickou reakciou oznacené bocné ret'azce vsetkych reaktivnych
aminokyselin proteinov alebo peptidov. NajéastejSie su pre tento ucel vyuzité bocné
retazce aminokyselin cysteinu a lyzinu (Bantscheff et al., 2007).

Techniky neizobarického znacéenia s zaloZené na derivatizacii peptidov dvoch
a viacerych vzoriek molekulami, ktoré sa vzdjomne liSia vo svojej Struktire. Po naviazani
takejto molekuly dochadza ku malej zmene v hmotnosti peptidu. Identické peptidy
znacené odlisSnymi formami tejto molekuly sa potom v MS1 spektre lisia v hodnote m/z
(Rauniyar a Yates, 2014).

Ako prva vznikla v roku 1999 technika ICAT (isotope-coded affinity tag), ktora
vyuziva afinitné znacky Snaviazanym izotopom (Gygi et al., 1999). ICAT su
modifika¢né molekuly, ktoré sa kovalentne viazu na boéné retazce aminokyseliny
cysteinu. Tieto molekuly st znacené bud’ tazkym alebo 'ahkym izotopom a obsahuju
naviac molekulu biotinu, ktord umoziuje afinitnu izolaciu znacenych peptidov (Unwin et
al., 2006). Na pociatku tvorili hmotnostny rozdiel atomy deutéria (Gygi et al., 1999). Ak
je rozdiel v hmotnosti medzi sledovanymi proteinmi alebo peptidmi spdsobeny
nahradenim atémov vodika v jednej znacke atomami deutéria v druhej znacke, moze
Vv analyze nastat’ niekol'ko problémov. Aj ked’ je rozdiel v hmotnosti medzi dvoma
variantmi rozne oznacenych peptidov vel'mi nizky (Thompson et al., 2003), v niektorych
separa¢nych metddach (napr. HPLC) dochadza v pripade deutériom znacenych peptidov
ku posunu v ich retenénom &ase (Griffin et al., 2001). Tazkou znackou znadené peptidy

pretekaju rychlejSie ako l'ahkou znaené. Pri elucii mozu byt preto rézne znacené
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identické peptidy sucast'ou odlisnych frakcii (Gygi et al., 1999). Ak nedochadza ku
spolo¢nej elucii parov peptidov, nie je mozné povazovat’ jeden peptid v pare za vnitorny
Standard voci druhému peptidu. Znizuje sa tak spolahlivost’ a presnost’ kvantifikacie.
Jeden z paru peptidov mdze mat’ naviac potlatent ionizaciu inym peptidom, ak je
stcastou inej frakcie (Thompson et al., 2003). Z dévodu nerovnomerne;j elticie odlisne
znacenych peptidov pocas chromatografie (Thompson et al., 2003) boli v technike ICAT
atomy deutéria nahradené deviatimi atémami 3C. Odlisne znacené peptidy sa tak lisia
09 Da. Ku identifikacii a kvantifikacii izolovanych peptidov je pouzita tandemova
hmotnostna spektrometria.

Vyhoda tejto metddy spociva v priprave vzoriek. Proteiny su najskor oznacené
a zmieSané este pred Stiepenim. Nedochadza tak ku variabilite (Li et al., 2003), ktora je
vinych metdodach (napr. iTRAQ) sposobena oddelenym Stiepenim vzoriek pred
zna¢enim. Nevyhodou je moznost’ analyzovat’ iba dve vzorky v jednom experimente.
V dosledku purifikdce a izolacie iba cysteinovych peptidov dochddza ku stratdm
ostatnych peptidov z celkového proteomu (Unwin et al., 2006). Tato metdda teda
neumoznuje identifikaciu a kvantifikaciu post-transla¢ne modifikovanych peptidov (Ross
etal., 2004).

ICPL (isotope coded protein label) je technika, ktora podobne ako iTRAQ vyuziva
pre znacenie proteinov volné aminoskupiny vedlajSich retazcov aminokyselin. Ako
znacky sa najCastejSie pouzivaju derivaty N-hydroxysukcinimidu (NHS), napriklad N-
nikotinoyloxy-sukcinimid (Nic-NHS) alebo estery, napriklad 2,5-dioxo-pyrolidin-1-yl-
ester kyseliny butanovej (But-NHS) (Schmidt et al., 2005). Kazda z pouzitych zna¢iek
moze mat’ az $tyri varianty, ktoré sa od seba lisia v hodnote m/z. Rozdiel v hodnote m/z
je prvom pripade sposobeny nahradou atomov vodika atdbmami deutéria. Druhy variant
znaéky sa ligi zastipenim 3C atémov V jej $truktire. Treti variant znacky je kombinéciou
prvého a druhého variantu (Lottspeich a Kellermann, 2011).

Pouzité derivaty NHS umoziuju identifikaciu aj nizko abundantnych proteinov
alebo analyzu vzoriek s nizkou koncentraciou proteinov. Znacne tak zvysuju citlivost MS
analyzy. Tato metoda poskytuje okrem spol'ahlivej kvantifikdcie a reprodukovatel’nosti
aj identifikaciu post-translaéne modifikovanych proteinov a proteinovych izoforiem. Nad
ostatné techniky sa radi najmé jej kompatibilitou s akoukol'vek separacnou technikou.
Nevyhodou tejto metddy je potreba vyhodnotit’ vel'ké mnozstvo ziskanych dat a to najméa
z analyz komplexnych vzoriek proteinov izolovanych z vy$sich organizmov. Niektoré

peptidy sa z dovodu netspesného zakomponovania znacky mézu v MS spektre objavit’
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vo forme jedného piku. V mnohych pripadoch je nutné vyhodnotit’ aj takéto peptidy, ¢o
moze vyrazne predizit’ ¢as analyzy (Schmidt et al., 2005).

Technika TMT (tandem mass tags) vyuziva na kvantifikaciu tzv. tandemové
hmotnostné znacky. Ako znacky sa spocCiatku pouzivali peptidy tvorené piatimi
zakladnymi ¢astami: senzibilizaénou skupinou (,,sensitization group®), jednou hmotnost’
odlisujucou skupinou (,,mass differentiated group*), jednou hmotnost’ normalizujiicou
aminokyselinou (,,mass normalisation amino acid), skupinou zvySujicou Stiepenie
(,,cleavage enhancement group®) a vdzbovou skupinou na protein (,,protein reactive
group®). Od ostatnych chemickych znaciek sa liSia tym, ze maju Gplne rovnaku celkova
hmotnost” a pri chromatografii oznacené peptidové pary migruju v ramci jednej frakcie.
Je tym zabezpecené, ze sa v MS spektre peptidy prejavuju vo forme jedného piku. Neskor
boli vyvinuté dalSie znacky, ktoré pozostdvaji len ztroch zékladnych casti. A to
reportérovou skupinou, hmotnost’ normalizujucou skupinou a vizbovou skupinou na
protein (Dayon et al., 2008).

Pocas disociacie indukovanej koliziou (CID) dochadza ku tvorbe TMT
fragmentov, ktoré su tvorené senzibiliza¢nou skupinou a hmotnost’ odlisujucou skupinou
(Thompson et al., 2003). V MS/MS spektre vznikaju charakteristické piky s definovanou
hodnotou m/z pre kazdy TMT fragment (Schlosser a Lehmann, 2000). Z relativnych
intenzit tychto fragmentov je mozné urcit’ relativnu abundanciu pévodnych proteinov.
Téato metdda zvySuje vV porovnani s ostatnymi metdédami izotopového znacenia celkovi
citlivost’ kvantifikacie (Thompson et al., 2003) a umoznuje analyzu az desiatich vzoriek
naraz (Werner et al., 2014).

Izobarické znacky sa od neizobarickych liSia najmd z hladiska Struktury.
Izobarické znacky su molekuly, ktoré maju rovnaka molekulovi hmotnost. Rozdiel
medzi tymito znackami je v usporiadani t'azkych izotopov v ich struktire (Unwin, 2010).
Identické, no roznou formou znacené peptidy, sa v MS1 spektre javia vo forme jedného
piku, ¢im sa znizuje pravdepodobnost’ prekryvu s pikmi inych peptidov (Wiese et al.,
2007). Ked’ sa tieto peptidy podrobia analyze MS/MS, dochéddza ku ich fragmentacii,
kedy vznikaji charakteristické reporterové iony s drobnym rozdielom v hodnote m/z.
Pomer relativnych intenzit tychto ibnov podava informacie o relativnom pomere v obsahu
proteinu vo vzorkach (Ross et al., 2004).

Technikou, ktora je zaloZené na naviazani izobarickych znaciek prostrednictvom
chemickej reakcie je iTRAQ. Ako vyplyva z jej ndzvu, iTRAQ (isobaric tags for relative

and absolute quantification) vyuziva izobarické znacky, ktorymi znaci peptidy
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a umoznuje tak relativnu alebo absolutnu kvantifikaciu. Princip spociva v naviazani
jednou z niekol’kych Strukturne podobnych znaciek na kazdt vzorku zvlast (Unwin,
2010). Reaktivnou skupinou uiTRAQ znaciek je N-hydroxysukcinimid (NHS).
Prostrednictvom NHS sa znacky kovalentne viazu na amino skupiny lyzinu a N-koncové
aminy vSetkych proteolytickych peptidov (Ross et al., 2004).

Vyhodou komer¢ne dostupnych iTRAQ ¢inidiel je moznost’ analyzy az 6smich
vzoriek naraz. Pouzivaju sa napriklad pri porovnavani vysledkov z rovnakého
experimentu vykonaného v roznych podmienkach (Bantscheff et al., 2007). Nevyhodou
tejto metody je dlhsi Cas potrebny pre analyzu védcSiecho mnozstva peptidov. Priprava
vzoriek prebieha podl'a prisnych protokolov a vyzaduje vysoku opatrnost’ (Aggarwal et
al., 2006). Dalsou nevyhodou je, Ze znadeniu peptidov predchadza proteolyza, o moze
viest ku zvySeniu komplexity vzoriek a variabilite vysledkov spdsobenej rozdielnymi
podmienkami Stiepenia (Sur, 2013).

Existuje Siroké spektrum d’alSich komeréne dostupnych znaciek, medzi ktoré
patria napriklad anhydridy kyseliny jantarovej (napriklad NHS a jeho derivaty) (Ji et al.,
2000) alebo anhydridy kyseliny octovej (Che a Fricker, 2002). Metody vyuZzivajice
izokyanaty (Mason a Liebler, 2003) a izothiokyanaty sa lisia tym, Ze za vhodnych
podmienok dochadza iba ku znaceniu a-aminoskupiny na N-konci peptidov (Guillaume
et al., 2006). Esterifikaciou deuterovanymi alkoholmi mézu byt oznacené karboxylové
skupiny kyseliny glutamove;j, asparagovej a C-koniec kazdého peptidu (Goodlett et al.,
2001).

2.1.2.4 Reduktivna dimetylacia
V tejto praci vyuzivame metddu reduktivnej dimetylacie s vyuzitim formaldehydu a jeho
deuterovanej formy. Toto chemické znaenie sa okrem analyzy relativnej proteinovej
expresie (Munoz et al., 2011) vyuziva k detekcii akvantifikacii fosfoproteinov
(Boersema et al., 2009), glykoproteinov (Sun et al., 2012) alebo proteinovych interakcii
(Dadvar et al., 2009). Podstatou tejto metody je dimetylacia e-aminoskupiny lyzinu a
N-koncovej aminoskupiny proteolytickych peptidov.

Pridanim formaldehydu ku zmesi peptidov vzniké najskér medzi formaldehydom

a N-koncovou a-aminoskupinou alebo e-aminoskupinou lyzinu kazdého peptidu
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Obr. 1 Priebeh derivatizacie aminoskupiny formaldehydom a deuterovanym formaldehydom.

(Prevzaté od Hsu et al., 2003)

Schiffova baza. T4 je nasledne pridavkom kyanoborohydridu sodného redukovana za
tvorby sekundarneho aminu. Sekundarny amin reaguje s d’alSou molekulou formaldehydu
za vzniku dimetylaminu (Obr. 1). Pouzitim formaldehydu dochadza ku zvySeniu
hmotnosti peptidu 0 28 Da pre kazdu aminokyselinu lyzin a N-koncova aminoskupinu
(Hsu et al., 2003). Ak je N-koncovou aminokyselinou prolin, dochadza iba ku tvorbe
monometylaminu a zvySeniu hmotnosti o 14 Da (Hsu et al., 2005). V pripade pouzitia
tazkej znacky rastie hmotnost’ peptidu o 32 Da pre kazdi aminokyselinu lyzin a N-
koncovu aminoskupinu. Ak je vytvoreny monometylamin na N-koncovom proline, rastie
hmotnost’ 0 16 Da (Hsu et al., 2003). Pri analyze troch vzoriek naraz je mozné vyuzit’ aj
dalsiu znacku, v ktorej je *2C uhlik formaldehydu nahradeny ‘*C uhlikom. Vzniknuta
Schiffova baza je pomocou kyanoborodeuteridu sodného redukovana za tvorby 4 Da
tazSej znaCky ako v pripade bezného deuterovaného formaldehydu (Boersema et al.,
2008). Pouzitim deuterovaného a nedeuterovaného formaldehydu s kyanoborohydridom
alebo kyanoborodeuteridom sodnym mdéze vznikniit' az 5 ré6znych kombinacii znaciek
s odli$nou zmenou hmotnosti. Hmotnostny rozdiel medzi pouzitymi znackami je vSak len
2 Da, ¢o mdze v pripade viac nabitych peptidov sposobovat’ t'azkosti pri MS analyze a jej
vyhodnocovani (Wu et al., 2014).

Vyhodou reduktivnej dimetylacie je hlavne pouzitie pomerne lacnych zlucenin
a laboratérnych nastrojov. V porovnani s inymi metddami ako iTRAQ alebo SILAC je
rychla a jednoducha (Boersema et al., 2009b). Dalsou prednostou tejto metddy je, Ze
pocas MS/MS analyzy nedochadza ku vyraznej zmene i6nového stavu, coho désledkom
je zachovanie jonizacnej efektivity vznikajicich fragmentov. Na druhej strane,

nedostatkom tejto metody je, Ze znacenie nasleduje az po uspesnej proteolyze (Hsu et al.
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2003). Oddelenym Stiepenim porovndvanych vzoriek moze dochadzat’ ku variabilite a

vysledok kvantifikacie v takom pripade nemusi byt’ spravny (Boersema et al., 2009a).

2.2 Hmotnostna spektrometria (MS — mass spectrometry)

Hmotnostna spektrometria sa stala velmi uZitoénym nastrojom kvantitativnej
a kvalitativnej analyzy velkého mnozstva proteinov. Vysoka citlivost’, detekény limit,
rychlost’ a réznorodost’ aplikécii st vlastnosti, ktoré postavili tito techniku na vyznamnua
poziciu v proteomickej analyze. Ku analyze komplexnych vzoriek je obvykle hmotnostna
spektrometria naviac spojend s vhodnou separacnou technikou. Separované zlozky
komplexnych zmesi su rozdelené a podrobené MS analyze bud’ okamzite pocas ich
separacie alebo az po ich uplnej separacii off-line. Okrem proteomiky ma vysoké vyuzitie
aj vinych analytickych aplikaciach ako je kontrola zneCistenia ovzduSia, forenzna
chémia, potravinarstvo, atdbmova a reak¢na fyzika, kinetika a mnoho d’alsich.
Hmotnostny spektrometer pozostava z piatich zdkladnych casti. Diagram
zékladnej stavby hmotnostného spektrometra je zobrazeny na obrazku (Obr. 2). Ako prvy
je umiestneny aplikator vzorky, ktorého tlohou je vniest’ analyzovani molekulu do MS
systému. loniza¢ny zdroj vytvara z analyzovanej molekuly i6ny, ktoré su jednym alebo
niekol’kymi za sebou nasledujlicimi analyzdtormi rozdelené na zdklade hmotnosti m
anadboja z. Detektor tieto 16ny zachytdva a pocita, ¢im urcuje ich relativnu pocetnost’.
Ziskané data odosiela na spracovanie do pocitacového systému. Vynesenim relativne]
abundancie proti hodnote m/z vznikd hmotnostné spektrum, ktoré tento systém vhodne

upravi (de Hoffmann a Stroobant, 2007).

2.2.1 Ioniza¢né techinky

Ioniza¢né techniky sa na zdklade urovne fragmentacie molekal rozdel'uji na tvrdé
a makké. Typickou tvrdou ioniza¢nou technikou, ktora je zaroven aj jednou z prvych
ionizaénych technik hmotnostnej spektrometrie je ionizacia elektronmi (EI — electron

impact). Tato technika sa vyuZiva pri analyzach organickych zli€enin s nizkou

, 6ny .
Aplikdtor |vzorka lony ] Signal Y
Analyzator Detektor > Pocitac

| lonizator
vzorky

A 4

Obr. 2 Schéma hmotnostného spektrometra.

18



molekulovou hmotnost'ou, ktoré mézu byt jednoducho prevedené do plynnej fdze. Pocas
analyzy dochédza pdsobenim vysokoenergetickych elektronov ku rozsiahlej fragmentacii
molekul vzorky. Z dévodu tvorby velkého mnozstva malych fragmentov nie je mozné
urcit’ hmotnost’ molekul. Na druhej strane je tato technika vhodna ku urceniu Struktary
analyzovanej vzorky (de Hoffmann a Stroobant, 2007; Maher et al., 2015). Makké
ionizacné techniky vytvaraji v hmotnostnom spektre molekulové iony, ktoré poskytuju
dostatok informacii o identite neznamej zluceniny. Poc¢as analyzy dochadza ku nizsej
fragmentacii ako v pripade tvrdych technik (Portolés et al., 2011). Naj¢astejSic makké
techniky vyuzivaju ku ionizacii elektrosprej (ESI — electrospray ionization) alebo laser za
pritomnosti matrice (MALDI — matrix-assisted laser desorption/ionization). Medzi d’alSie
mékké ioniza¢né techniky patri napriklad desorpcia plazmou (PD — plasma desorption),
bombardovanie rychlymi atomami (FAB — fast atom bombardment) alebo chemicka
ionizacia (CI — chemical ionization).

Pocas ESI ionizacie dochadza ku prevedeniu idnov kvapalnej faze na iény plynne;j
faze za pouzitia elektrickej energie. Tento proces prebieha v troch krokoch. Najskor je
kvapalina rozprédSena prechodom ocelovej alebo kremicitej kapilary, ktora je pod
vysokym napitim. Vznika tak para tvorena drobnymi kvapkami s nabojom. Vzniknuté
kvapky putuji gradientom tlaku a elektrického potencidlu smerom ku analyzétoru.
Vplyvom zvysenej teploty alebo dusika ako inertného plynu, dochadza k zmenSovaniu
tychto kvapiek, ¢im narastd ich povrchové napitie. K zmenSovaniu kvapiek moze
dochadzat’ aj vplyvom Coulombovej explozie, pri ktorej sa kvapka rozpadne vplyvom
vysokej hustoty naboja. V ur¢itom momente je sila elektrického pol'a kvapky tak vysoka,
Ze umoznuje idnom opustit’ kvapku vo forme plynnej faze. Uvol'nené i6ny su na koniec
urychlené smerom ku hmotnostnému analyzétoru, kde su rozdelené (Gaskell, 1997; Ho
et al., 2003). Zlepsenie techniky priniesol objav mikro- a nano-ESI, u ktorych je prietok
aplikovanej vzorky kapilarou zniZeny na nanolitre za minuatu. Citlivost metody je
takymto spdsobom zvySena (Yates et al., 2009). Vd’aka produkcii viacnasobne nabitych
i6nov je pouzite ESI najCastejSie spojené s analyzatormi, ako je kvadrupdl alebo i6nova
pasca (de Hoffmann a Stroobant, 2007).

MALDI je ioniza¢na technika, pri ktorej je vyuzivana energia lasera na prevedenie
vzorky zmieSanej s vhodnou matricou do plynnej faze s jej naslednou ionizaciou. Matrica
je mala organicka zli&enia, ktora absorbuje energiu vinovych dizok lasera. V MALDI
MS analyze ma tri zakladné funkcie. Jej pritomnost’ zabezpecuje, ze su molekuly analytu

od seba oddelené a nedochddza ku ich agregacii. Absorbuje energiu foténov lasera, kedy
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dochadza ku excitacii elektronov matrice na vySSiu hladinu. Nakoniec prendsa tuto
energiu molekulam analytu a tie s nasledne ionizované (Hillenkamp a Karas, 1990).
Vzorka je najskor zmieSana s matricou a nanesena na MALDI vzorkovaciu
dosticku, kde je tato zmes ponechana volnej krystalizacii. Po oziareni kryStalizovanej
zmesi kratkym impulzom lasera s vysokou energiou dochadza ku absorbcii tejto energie
matricou, ktord je z povrchu dosticky odparena vo forme oblaku plynu neutralnych,
protonizovanych a deprotonizovanych molekul. Tieto Castice nasledne prenesu protony
na molekuly analytu v plynnej faze, ¢im ich ionizuji. V zévislosti od pouzitej matrice,
intenzity lasera a napdtia mézu vzniknit' jednoduché alebo niekol’konasobne nabité
kladné i6ny analytu (Hillenkamp a Karas, 1990; Karas a Kriiger, 2003). I6ny st nasledne
urychlené vplyvom elektrostatického pol'a smerom ku analyzdtoru. NajcastejSie
vyuzivanym analyzatorom spojenym s MALDI je time-of-flight (TOF). Taktiez sa
vyuzivaju aj analyzatory, ktoré maju schopnost’ zadrziavat’ idny, ako idnova pasca alebo
technika idénovej cyklotronovej rezonancie fourierovou transforméciou (FTICR) (de

Hoffmann a Stroobant, 2007).

2.2.1.1 ESI verzus MALDI

MALDI a ESI su dve najcastejSie vyuzivané ionizacné techniky proteinovej hmotnostnej
spektrometrii. Vdaka schopnosti vytvarat proteinové a peptidové idny s velmi
ojedinelou fragmentéciou sa tieto techniky stali kI'i¢ovymi v takmer kazdej hmotnostne]
analyze peptidov. KedZe st proteiny niekolkonisobne vicSie ako peptidy, maju
v hmotnostnom  spektrometri niz$iu rychlost aniz§iu schopnost’ sekundarne;
elektronovej emisie ako peptidy, Ccoho vysledkom je niZSia citlivost” MS. Avsak, citlivost’
oboch technik je na pikomolarnej a femtomolarnej tirovni celych proteinov uspokojiva
(Trauger et al., 2002).

Napriek tomu, Ze st obe techniky vel'mi efektivne a spolahlivé, existujii medzi
nimi rozdiely. V pripade ESI existuje iba niekol'’ko nutnych krokov pripravy vzorky, ktoré
su jednoduché a rychle. V porovnani s MALDI tato technika nezahfiia pouzitie matrice,
vd’aka comu je cely proces pripravy vzorky skrateny. U MALDI je dnes mozné skratit’
analyzu pomocou jej automatizacie. Analyza je kontrolovana pocitacom, ktorého ulohou
je optimalizacia vSetkych dolezitych faktorov s cielom znizit’ jej ¢as a maximalizovat

kvalitu signalu (Trauger et al., 2002).
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Z hladiska mnozstva pouzitej vzorky je ukonvencnej ESI na poskytnutie
dostato¢nych informécii o molekulovej hmotnosti biomolekul spotrebované mnozstvo
vzorky priblizne 1 pikomol, zatial’ ¢o u MALDI je to zvyCajne menej. Vyhodnejsie je
pouzitie nano-ESI, kedy su spotrebované iba subpikomolarne mnozstva.

Daldim délezitym parametrom je aj samotna ionizacia. MALDI tvori idny
s rozsahom naboja 1+ az 4+. Ak sa jedné o peptidy, su to najmi idny s nabojom 1+ alebo
1-. ESI mé schopnost’ tvorit’ niekol'’konasobne nabité peptidové i6ny s ndbojom az 4+.
Schopnost’ ESI-MS tvorit’ niekol'’kondsobne nabité idny umoznuje analyzu aj velkych
proteinov s pouzitim analyzatorov s obmedzenym rozsahom m/z (Trauger et al., 2002).
Iony s ndbojom 2+ maju v MS/MS analyze naviac schopnost’ vytvarat’ spolahlivé
fragmentacné spektra. Tato vlastnost’ je vel'mi dblezita v de novo sekvenovani proteinov
a peptidov (Covey et al., 1991).

Jednou z najvacsich vyhod ESI je moznost jej prepojenia s kvapalinovou
chromatografiou, ktora rozdel'uje vzorku na frakcie. Peptidy, ktoré st sucast'ou tychto
frakcii mozu byt pouzitim tandemovej LC/ESI/MS okamzite analyzované (Covey et al.,
1991). MALDI moéze byt s kvapalinovou chromatografiou prepojend on-line iba
s vyuzitim robotického déavkovaca, ktorého ulohou je v definovanych Ccasovych
intervaloch zmieSat’ matricu s pritekajucou vzorkou a naniest’ ju v malom mnozstve na
MALDI dosti¢ku (Bodnar et al., 2003).

Jednou zo slabin techniky ESI je jej nizka tolerancia ku kontaminujicim latkam.
Pouzitim nano-ESI, ktora je modifikovanou formou konvencnej ESI, dochddza ku
znacnému zniZeniu mnozstva vzorky vychadzajicej z nanokapilary atym aj tvorbe
mensSich kvapiek. Ked'Ze su tieto kvapocky mensie hned’ po vystupe z elektrospreja, maju
vy$§i naboj. Ku ich rozpadu na menSie kvapdcky dochadza okamzite. Nedochédza preto
ku zvySovaniu koncentracie soli v kvapockach pocas ich rozpadu. Nano-ESI ma preto
Vv porovnani s konven¢nou ESI vySSiu toleranciu ku soliam a inym interferujiicim latkam
pritomnym vo vzorke (Juraschek et al., 1999). U techniky MALDI je tolerancia voci
soliam vysSia, ale taktiez ma urcité hranice. Analyzu moze ovplyvnit’ pufor, v ktorom je
analyt rozpusteny. MALDI m4 vel'mi vysoku toleranciu vo¢i 50 mmol.1™! pufru kyseliny
N,N-bis(2-hydoxyetyl)-2-aminoetansulféonovej S pouzitim kombinovanej matrice
kyseliny sinapovej (SA) a hydrogencitronanu amoéonneho (DAHC). Avsak, pri pouziti
fosfatového pufra s rovnakou koncentraciou a rovnakou matricou nie je mozné pozorovat’

v spektre ziadne signaly analytu (Kallweit et al., 1996).
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V ramci Stidia post-translaénych modifikacii je vhodnejSie pouzit techniku
MALDI. Najmid ak sa jednd o studium glykoproteinov. ESI poskytuje v Studiu
glykoproteinov spektra, ktoré su velmi komplikované a tazko spracovatelné. Ku
spol'ahlivej interpretacii spektra z ESI-MS analyzy je potrebna vel'mi vysoka Cistota
vzorky (Trauger et al., 2002). Vzhl'adom ku tomu, ze MALDI vytvara glykopeptidy
vacsinou len s jednym ndbojom, vznika spektrum, ktorého vyhodnotenie je jednoduchsie
(Liu et al., 2014).

V kvantitativnych Stadiach sa MALDI-MS pouziva z niekol’kych dovodov. Ma
schopnost’ analyzovat’ molekuly v Sirokom rozmedzi hmotnosti, ma vysoku citlivost’
a vyzaduje kratky ¢as na pripravu vzorky a analyzu (Bucknall et al., 2002). TaktieZ ma aj
niekol’ko nevyhod, ktoré v niektorych pripadoch neumoziiuji dostatocne presni
kvantifikéciu. Hlavnym nedostatkom je nizka reprodukovatel'nost’ merani. Heterogenita
vzorky s matricou sposobuje variabilitu medzi nameranymi hodnotami intenzit signalov
zo vzoriek pripravenych v rovnakych podmienkach, ale aj medzi nameranymi hodnotami
rovnakej vzorky. Tato heterogenita je sposobena vznikom miest na dosticke, v ktorych
dochadza ku vyssej agregacii kryStalov a vzorky. Merania rovnakej vzorky je preto nutné
niekol’kokrat zopakovat (Szijli et al., 2008). Dalsou nevyhodou je, Ze v pripade
komplexnych vzoriek proteinov, sa mdzu signaly detekovanych idnov s rovnakou
hodnotou m/z prekryvat’ v spektre. Tymto padom narasta intenzita signalu a nie je preto
vhodny na kvantifikdciu. Taktiez, ak je v komplexnej vzorke koncentracia jedného
analytu, pripadne matrice omnoho vysSia ako koncentracia pozorované¢ho analytu,
dochddza  ku  potlaeniu  signalu  nizkoabundantného  analytu  signdlom
vysokoabundantného analytu. Ku tomuto javu dochddza najmé, ak je molarny pomer
matrice ku analytu 3000:1 a menej. Ak je intenzita signalu prili§ nizka, méze byt naro¢né
rozoznat signal analytu od signalu pozadia (Wilkinson et al., 1997). Napriek nevyhodam
je MALDI ionizacia spojena S TOF analyzatorom vyuzivana v mnohych kvantitativnych
experimentoch. Naj€astejSie v spojeni so stabilnym izotopovym znacenim analyzovanych
vzoriek ale aj vo forme label-free kvantifikacie, kedy moze byt offline prepojena s ultra
vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou (UHPLC — ultra-high performance liquid
chromatography) (Benk a Roesli, 2012).

V kvantitativnych analyzach je CastejSie vyuzivana technika ESI-MS. Vo forme
tandemovej hmotnostnej spektrometrie MS/MS umoziuje aj kvantifikaciu s pouzitim
izobarickych znaciek. Pri kvantifikacii je velmi dolezitd inkorporacia vnitorného

Standardu. Pouzitie Standardu znizuje variabilitu sposobenu citlivostou systému. Taktiez
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je zabezpeCena kompenzacia straty vzorky pocas jej pripravy (Ho et al., 2003).
NajpodstatnejSou nevyhodou kvantifikacie pouzitim ESI-MS je pritomnost efektu
potlacenia ionizacie, ktory vznika interferenciou neziaducich zla¢enin s analyzovanou
vzorkou. Tento efekt sa objavuje v pripade analyzy biologickych vzoriek obsahujucich
vysoku koncentraciu neprchavych zluc¢enin. Fyzikalno-chemické mechanizmy tohto deja
nie su Uplne popisané. Pravdepodobne dochddza ku potlaceniu tvorby mensich kvapocok
pri odparovani tym, Ze je zvy$ené ich povrchové napitie. Dal§im z dovodov méze byt
zvysenie bodu varu, ktory ma na tvorbu kvapdc¢ok rovnako negativny vplyv (King et al.,
2000). Zavedenie purifikacného procesu pred analyzou dokéze tento problém vyriesit.
Preto sa na kvantifikiciu najéastejSie pouziva ESI-MS V spojeni s vysokoucinnou
kvapalinovou chromatografiou (HPLC — high performance liquid chromatography) (Ho
et al., 2003).

2.2.2 Hmotnostné analyzatory

Hmotnostné analyzatory si sti¢astou kazdého hmotnostného spektrometra. Umozituju
zadrzat’ alebo rozdelit’ i6ny vznikajice vplyvom ionizatora na analyt na zdklade pomeru
ich hmotnosti a naboja m/z. Kvadrupol (Q — quadrupole) vyuziva m/z stabilitu ionu.
Ionové pasce (IT — ion trap), Orbitrap aiénova cyklotronova rezonancia (ICR — ion
cyclotron resonace) rozdel'uju idny na zédklade m/z rezonancnej frekvencie a analyzatory
doby letu (TOF — time of flight) zaznamenavaju ¢as za ktory pozorovany ion preleti
hmotnostnym spektrometrom. Existuje niekol'’ko hmotnostnych spektrometrov, v ktorych
je niekol’ko analyzatorov zapojenych tandemovo za sebou. Dochéadza tak ku zvySeniu
citlivosti a splneniu $pecifickych poziadaviek mnohych analyz. Kazdy z analyzatorom
ma vlastnosti, ktorymi sa liS1 od ostatnych. Mdze to byt z hl'adiska rozmedzia m/z,
rychlosti analyzy, citlivosti alebo dynamického rozsahu (Yates et al., 2009).

Kvadrupol je analyzator, ktory vyuziva stabilitu trajektorie Vv oscilujucom
elektrickom poli. Je tvoreny Styrmi tyCami, medzi ktorymi je volny priestor. Do tohoto
priestoru vchadza 16n, ktory je pritahovany ku tyCi s opaénym nabojom. Zmenou
potencialu tyce, predtym nez dopadne na fiu i6n, dochadza ku zmene jeho smeru letu.
Posobenim nastaveného jednosmerného napétia a radiofrekvencného pola sa ustali
trajektoria idnov so $pecifickou m/z, pripadne i6nov v urcitom rozsahu m/z a tie opustia
analyzator. Ostatné i6ny nemaji usmernenu trajektoriu a narazaju do ty¢i. V. mnohych

analyzach je vyuzivany tandemovo usporiadany trojity kvadrupél (QqQ - triple
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quadrupole). V takom pripade s prvy a posledny kvadrupdl hmotnostnymi analyzatormi
a prostredny kvadrupdl koliznou celou. Réznym nastavenim tychto analyzéatorov je
mozné analyzovat’ vzorky v niekol’kych médoch (de Hoffmann a Stroobant, 2007).

[6novu pascu si mozno predstavit’ ako ohnuty kvadrupol s tvarom uzavretej
slucky. Preto sa tento analyzator nazyva aj kvadrupélova idnova pasca. lony su po vstupe
do i6novej pasce zadrzané vo vnutri posobenim radiofrekvencného napitia aplikovaného
na prstencovu elektrodu. Do pasce vstupia najskor vSetky iony bez ohl'adu na ich hodnotu
m/z. Iony maju charakteristicki m/z a teda aj Specifickil oscilaént frekvenciu. Narast
amplitady prstencovej elektrédy sposobi zvysenie oscilacnej frekvencie vybraného ionu.
Ku vymrsteniu i6nu z i6novej pasce dochadza vtedy, ak je jeho oscilatny pohyb
dostato¢ne vysoky na to aby sa stal nestabilny (Lane, 2005).

TOF analyzator je jednym z najjednoduchSich analyzatorov pouZivanych
v hmotnostnej spektrometrii. Pocas analyzy je m/z ionu vypocitané z Casu, za ktory
preleti vzdialenost’ medzi zdrojom i6nov a detektorom v komore analyzatora. RozliSenie
analyzatora moze byt znizené niekol’kymi faktormi, ktoré spdsobujt, Ze iény s rovnakou
m/z maji odli$ny cas letu. Existuji dve vylepSené techniky TOF, ktoré tento problém
rieSia. Prvy pripad sa nazyva oneskorena extrakcia. Vniknuté iéony najskor expanduju do
priestoru bez pdsobenia elektrického pol'a, kde su na kratky ¢as udrzané. Naslednym
pdsobenim napétia su vymrstené smerom ku detektoru. Druhd technika vyuziva takzvané
reflektrony. Ulohou reflektronov je posielat’ iény, ktoré sa ku nim priblizia, spit’ do
preletovej trubice smerom ku detektoru. Uhol, pod ktorym su poslané spit’, je odlisny od
uhla pod akym dorazia ku reflektronu. Je tym zabezpecené, aby sa nezrazili s ibnmi, ktoré
prichadzaju zo zdroja. ZniZeniu variability v Case letu i6nov s rovnakou m/z napoméha

tym, ze zrovna odli$nosti v ich Kinetickej energii (Yates, 1998; Lane, 2005).

2.2.3 Detektory

Detektory sluzia na zaznamenanie dopadajucich i6nov a ich premenu na vhodny signal.
V minulosti sa najcastejSie vyuZzivali fotografické dostiCky, ktoré boli zaroven aj medzi
prvymi detektormi vyuzité v hmotnostnej spektrometrii. Niektoré novsie typy tychto
detektorov sa pouzivaju dodnes. Maju vSak niekol’ko nevyhod, medzi ktoré patri nizka,
az priemerna citlivost’, kratky dynamicky rozsah a v dne$nej dobe nizky pocet vyrobcov
fotografickych dosti¢iek. Jednym z prvych detektorov v MS je aj Faradayov detektor.

Umoznuje efektivne zachytenie i0nov a minimalizaciu straty spdsobenej ich rozptylom.
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Faradayove detektory sa pouzivaju najmd v monitorovani vysokointenzivnych
a nizkointenzivnych signdlov alebo v analyzach izotopov. Elektronové nasobice s dnes
najpouzivanejSimi detektormi v MS. Typicky sekundarny elektronovy nasobic je tvoreny
dynoédou, do ktorej vrdzaju iony prichddzajice z analyzatora. Po naraze vznikaju
sekundarne elektrony, ktoré vrazaju do dalsich dynod a vznika kaskada. Pocas tejto
kaskady moze byt signal jedného i6nu vynasobeny 108-krat a viac. BeZne pouzivané su

aj elektro-optické ionové detektory zvané Dalyho detektory (Koppenaal et al., 2005).

2.3 Stiepenie proteinov v kvantitativnej proteomike

Zakladom vsetkych kvantitativnych metdd vyuzivajlcich stabilné izotopové znacenie
a analyzu pouzitim MS je prevedenie proteinu na proteolytické peptidy (Ong a Mann,
2005). V zavislosti na pouzitej metode znaCenia mozu obsahovat’ vo svojej Strukture
izotopovo znacené skupiny uz pred Stiepenim alebo je ich mozné izotopovo oznacit’ az
po Stiepeni. Stiepenie proteinov vysoko selektivnymi protedzami je nutné najma z dovodu
zvysenia citlivosti analyzy. Stiepenie sice zvysi komplexitu vzorky, ale zniZi
biochemicku heterogenitu tym, ze umozni odlisit’ post-translaéne modifikované proteiny
aizoformy proteinov. Vzhladom ku tomu, Zze je kazdy protein reprezentovany
niekol’kymi peptidmi, je zvySena aj moznost’ jeho identifikacie (Zhang et al., 2013).
Porovnanie viac¢Sieho mnozstva odliSne znacenych peptidov taktiez zvySuje spolahlivost’
kvantifikacie.

Na prevedenie proteinov extrahovanych z biologickych materidlov na peptidy
vhodné pre hmotnostni spektormetriu, existuji dva spdsoby. V prvom pripade su
proteiny rozpustené v detergentoch anasledne separované pouzitim SDS
polyakrylamidovej gélovej elektroforézy. Po separécii su proteiny Stiepené priamo v gély
(Shevchenko et al., 1996). Druhou alternativou pripravy proteinov je ich extrakcia silnym
chaotropnym ¢inidlom, ako napriklad mocovinou alebo tiomocovinou. Nasledne
dochadza ku precipitacii tychto proteinov a ich Stiepeniu v denaturaénych podmienkach.
Pritomnost’ necistot pocas Stiepenia mdze naruSit’ vysledok proteomickej analyzy
a sposobit’ nespravnu interpretaciu ziskanych dat. V porovnani so Stiepenim Vv roztoku,
ma Stiepenie v gély vyhodu, Ze nedochadza pdsobenim inych latok ku naruSeniu
Stiepenia. Na druhej strane uvolnenie Stiepenych peptidov z gélu je komplikované
a nemusi byt’ dosiahnuty ich 100% vyt'azok (Wisniewski et al., 2009).
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Na dosiahnutie pozadovaného vysledku je v prvom rade nutné zvolit' vhodny
protokol Stiepenia. Nedokonalé Stiepenie proteinov vedie ku neschopnosti stanovenia
koncentracie proteinu vo vzorke ateda aj ku nepresnej kvantifikacii. Kazdy protokol
Stiepenia musi byt preto optimalizovany s cielom zabezpeCit' ¢o najefektivnejSie
Stiepenie (Norrgran et al., 2009). Existuje zaroven vel'ké mnozstvo protokolov, ktorych
vysledkom nie je iba Stiepenie proteinov, ale aj nasledné odstranenie zbytkov pouzitych
latok, soli alebo detergentov, ktorych pritomnost neumoziuje analyzu MS

(Medzihradszky, 2005).

2.3.1 Proteazy v kvantitativnej proteomike

Proteazy st enzymy, ktoré sposobuji hydrolyzu peptidovej vidzby medzi
aminokyselinami polypeptidového retazca. V proteomickych analyzach sa obvykle
pouzivaju vysoko Specifické proteazy, ktoré obvykle Stiepia peptidova védzbu za jednou
alebo dvoma konkrétnymi aminokyselinami. V dosledku Stiepenia Specifickou proteazou
vznikaju peptidy, ktoré maju na svojom N- alebo C-konci charakteristické aminokyseliny.
Tieto peptidy obsahujii chemické skupiny, ktoré mézu byt rozne derivované, ¢im mozu
byt peptidy porovnavanych vzoriek proteinov vzajomne odliSené. Kvantitativne metody
hmotnostnej spektrometrie sa spoliehaju na vyskyt peptidov, ktoré st po Stiepeni proteinu
identifikované vzdy a s dostato¢nou intenzitou. Abundancia vybraného peptidu
reprezentuje abundanciu celého proteinu. AvSak, akakol'vek zmena v Stiepeni ovplyviiuje
reprodukovatel'nost’ a spol'ahlivost’ celej analyzy (Proc et al., 2010).

Podl'a Enzyme Commission patria proteazy do podskupiny 3.4, teda hydrolazy,
ktoré pdsobia na peptidovi vizbu. Podl'a miesta Stiepenia sa d’alej delia na endopeptidazy
a exopeptidazy. Endopeptiddzy Stiepia polypeptidovy retazec v jeho vnutri, zatial' ¢o
exopeptidazy Stiepia retazec od jedného zjeho koncov ku druhému postupne.
Exopeptidazy, ktoré Stiepia protein od jeho N-konca sa oznacujii ako aminopeptidazy.
Exopeptidazy, ktoré Stiepia od C-konca nazyvame karboxypeptidazy. Proteazy sa delia aj
na zaklade katabolického mechanizmu, Specificity a teplotného alebo pH optima.
Rozdelenie proteaz do skupin je dané nukleofilnou aminokyselinou v ich katalytickom
mieste, teda aminokyselinou, ktord spdsobuje Stiepenie peptidovej vizby (Tsiatsiani

a Heck, 2015).
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Vsetky serinové protedzy vyuzivané v kvantitativnej proteomike patria do
skupiny S1. Aktivne miesto tychto protedz je tvorené Asp, Ser a His katalytickou triadou
(Tsiatsiani a Heck, 2015).

2.3.2 Trypsin

V tejto bakalarskej praci pouzivame ku Stiepeniu proteinu enzym trypsin. Trypsin (EC
3.4.21.4) bol objaveny vroku 1876 Wilhelmom Freidrichom Kiihnem. Je serinova
proteaza vyskytujuca sa v traviacej sustave vacsiny stavovcov, kde hydrolyzuje proteiny.
Produkovany je v pankrease vo forme proenzymu trypsinogénu. Aktivna forma trypsinu
vznikd pdsobenim enterokinazy alebo trypsinu na trypsinogén. Optiméalne pH trypsinu je
8, ale medzi zivoc¢isSnymi druhmi sa mierne lisi. Dlhodobu stabilizaciu trypsinu je mozné
dosiahnut’ jeho lyofilizaciou alebo rozpustenim v roztoku s hodnotou pH 3, pri ktorej je
vysoko inaktivovany (Baird a Craik, 2013).

Jeho biochemicka stabilita a Specificita, odolnost’ v Sirokom spektre pripravy
vzoriek aanalyz arelativne nizka cena robi ztrypsinu najpouZzivanej§iu proteazu
v proteomike (Walmsley et al., 2013). Je charakteristicky vysokou Specificitou voci
vybranym peptidovym vézbam v polypeptidovom retazci. Tieto véizby $tiepi na C-konci
aminokyselin lyzinu a argininu. Jeho Specificita je vSak vyssia ku argininu v porovnani s
lyzinom. Katalyticka ucinnost’ (Kcat/Km) trypsinu je ku peptidu s aminokyselinovou
sekvenciou GGGGRGGH az 4,9-krat vyssia ako ku peptidu GGGGKGGH (Ding
a Yang, 2015). Hodnota katalytickej G¢innosti sa vSak meni v zavsloti od zloZenia
substratu. Ku $tiepeniu trypsinom nedochadza ak je na C-konci v mieste Stiepenia prolin.

Jednou z hlavnych vyhod trypsinu je schopnost’ vytvarat’ peptidy, ktorych dizka
dosahuje 10-15 aminokyselin. Je to spdsobené tym, ze aminokyseliny lyzin a arginin
tvoria vo vicsine protedmov iba 5 % z celkového obsahu aminokyselin. Zvy¢ajne takéto
peptidy obsahuji minimalne dve pozitivne bazické skupiny. Jednu na N-konci a druht na
C-konci aminokyselin argininu a lyzinu. Ich protonéciou st tvorené [M+2H]?* iény, ktoré
zvySuju tvorbu fragmentov plynnej faze (Brownridge aBeynon, 2011). Peptidy
s takymito vlastnostami stt vhodné ku beznym LC-MS/MS analyzam zaloZenym na CID
(Burkhart et al., 2012). Fragmentaciou dochadza ku tvorbe y idnov s vysokou
hmotnost'ou, ¢o ul'ah¢uje interpretaciu MS/MS spektra (Olsen et al., 2004). Trypsin moze
mat’ taktiez vedlajSiu transpeptidazov aktivitu, pri ktorej sposobuje kovalentné

naviazanie aminokyselin lyzinu alebo argininu na N-koniec peptidu alebo celého peptidu
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ku inému peptidu (Schaefer et al., 2005). Proteomicku analyzu méze narusit’ aj jeho
chymotrypticka aktivita, ktord sposobuje Stiepenie na C-konci aminokyselin tryptofanu,
tyrozinu a fenylalaninu. Této vedl'ajsia aktivita nastava posobenim pseudotrypsinu, ktory
vznika autoproteolytickou aktivitou a je vysoko variabilna (Keil-Dlouha et al., 1971).
Specificitu trypsinu moze naviac ovplyvnit' kontaminacia. Medzi neéistoty patria velké
neaktivne fragmenty trypsinu alebo produkty jeho autolyzy. Tieto kontaminanty mozu
byt pred pouzitim trypsinu odstranené¢ pomocou afinitnej chromatografie (Chamrad et
al., 2011). Znizenu Specificitu moéze spoOsobit’ aj nespravne skladovanie (Kunitz
a Northrop, 1934) a nevhodné podmienky Stiepenia (Proc et al., 2010).

Efektivita Stiepenia trypsinom je v kazdej analyze vel'mi dolezita. Existuje vel'ké
mnozstvo postupov, ktorych cielom je zabezpecit' o najvyssSiu Uroveinl Stiepenia s ¢o
najnizSou stratou alebo poskodenim vzorky. Postupy pozostavaju z denaturacie proteinov
rozruSenim ich Struktiry pomocou denaturujucich Ccinidiel alebo detergentov
a zjednoduseniu pristupu Stiepnych miest trypsinu. Na dosiahnutie optimalnych
podmienok Stiepenia je nutné aby denaturujica latka nenaruSila aktivitu trypsinu ale
zaroven dostatoéne pdsobila na proteiny vo vzorke. Taktiez nesmie mat’” modifikujice
ucinky amusi byt kompatibilnd s pouzitou MS analyzou (Glatter et al., 2012).
Najpouzivanejsimi detergentami st SDS a Triton X-100. Ich pritomnost’ v reak¢nej zmesi
nart$a vizbovost, elciu a ionizaciu peptidov pocas LC-MS/MS analyzy a je ich nutné
pred analyzou odstranit’. Z toho dévodu sa pouziva niekol’ko detergentov kompatibilnych
S MS analyzou, medzi ktoré patri napriklad RapiGest SF alebo Invitrosol. Pouzitie tychto
detergentov okrem zjednodusenia postupu pripravy vzorky zaroven zvySuje celkovl
efektivitu Stiepenia trypsinu (Chen et al., 2007). Okrem SDS sa ako chaotropné ¢inidlo
pouziva naj€astejSie mocovina. Jej vyhoda je, Ze mdze byt pred MS analyzou jednoducho
odstranena extrakciou na pevnej faze (Glatter et al., 2012). Organické rozptstadla ako
acetonitril, propan-2-ol alebo methanol su taktiez latky, ktoré zvySuju efektivitu Stiepenia
trypsinom. Aj ked’ maju tieto latky pozitivne denatura¢né ucinky, proteiny st v nich slabo
rozpustné a precipituju. Napriek tomu 80% vodné roztoky tychto rozpustadiel vedd
k vacsiemu poctu identifikovanych peptidov (Chen et al., 2007). Avsak, podl'a Wall et
al., 2011 nedochadza ku zvySeniu aktivity trypsinu. Jeho aktivita je pri koncentraciach
acetonitrilu viac ako 40% dokonca zniZzena. Dovodom zlepSenej identifikacie je iba vacsi
pocet nespravne nastiepenych peptidov, ktoré spolu pokryvaji vacsiu Cast’ proteinovej

sekvencie.
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V proteomickej analyze sa pouziva niekol’ko komerc¢ne dostupnych trypsinov
S oznacenim ,,proteomics grade”. Takyto typ trypsinu mé casto metylované
aminokyseliny lyzinu a teda je chrdneny voci autolyze. NajviacSie mnozstvo komercne
dostupnych trypsinov vhodnych ku MS analyze je prasacicho a hovéddzieho povodu.
Trypsin hovéddzieho pévodu ma vo v§eobecnosti vyssiu tendenciu vytvarat’ dlhsie peptidy
s preskocenymi Stiepnymi miestami. Na druhej strane, prasaci trypsin vytvara viac semi-
tryptickych peptidov. Dovodom st odliSnosti v primarnej Struktire trypsinov rézneho
povodu, ktoré mézu ovplynit’ substratova afinitu (Walmsley et al., 2013).

Ku zvyseniu presnosti a citlivosti kvantifikacie je mozno pouzit' aj kombinaciu
trypsinu s inou proteazou. Podl'a Glatter et al., 2012 tandemové Stiepenie pomocou Lys-
C nasledované Stiepenim trypsinom zvySuje pocet spravne Stiepenych peptidov lyzatu
kvasiniek az o 9 % a znizuje pocet nedostato¢ne Stiepenych peptidov o 21 %, v porovnani

So Stiepenim trypsinom samostatne.

2.3.3 Ostatné proteolytické enzymy

Chymotrypsin je proteaza, ktora Specificky Stiepi peptidovu vézbu za aromatickymi
aminokyselinami tyrozin, tryptofan a fenylalanin (Vajda a Szabo, 1976). Jej substratové
vézbové miesto zvané aj S1 je tvorené aminokyselinovymi zvyskami v miestach 189-195,
214-220 a 225-228. Aktivne miesto je tvorené katalytickou triddou His-57, Asp-102
aSer-195 (Ma et al., 2005). Od trypsinu sa chymotrypsin 1i§i iba vel'mi malo.
NajddlezitejSim rozdielom je negativne nabitd aminokyselina Asp-189 Vv trypsine, ktora
je v chymotrypsine nahradena polarnou aminokyselinou Ser-189 (Steitz et al., 1969). S1
véizbové miesto uréuje $pecificitu iba v zmysle hydrolyzy esterov. Specifick4 hydrolyza
amidov vyzaduje okrem S1 miesta aj interakciu L1 a L2 sluciek, ktorych zloZenie sa
medzi typsinom a chymotrypsinom li§i (Hedstrom et al., 1992). V kvantitativnych
Stadiach sa chymotrypsin vyuziva Castejsie v kombindcii S inymi proteazami s tcelom
zvySenia pokrytia proteinovej sekvencie a spolahlivosti identifikacie proteinov
v komplexnych vzorkach (Aye et al., 2010; Stachowicz et al., 2017). Chymotrypsin bol
pouzity aj v §tudiu, kde bola ku zna¢eniu 20O atomami vyuzita ich vizba na C-koniec
peptidov pocas enzymatického Stiepenia. Jeho nevyhodou je, Ze produkuje peptidy, ktoré
su prostrednictvom CID hmotnostnej spektormetrie tazko sekvenovatelné (Miyagi

a Rao, 2007) a preto sa v proteomickych analyzach samostatne nepouziva.
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Lyzyl endopeptidaza (Lys-C) bola prvy krat objavena v baktérii Achromobacter
lyticus. Jej Specificita spociva v hydrolyze peptidovej vizby na C-konci aminokyseliny
lyzin, podobne ako Stiepi aj trypsin. Tento enzym vsak Stiepi aj vdzbu medzi lyzinom
a prolinom, ale nestiepi peptidovia vidzbu za aminokyselinou arginin (Masaki et al., 1981).
Lys-C sa vV kvantitativnej proteomike vyuziva najmd v metdédach enzymatickej
inkorporacie dvoch atéomov 80 kyslika na C-koniec peptidov (Miyagi a Rao, 2007).
Katalyticka aktivita Lys-C je v prostredi s pH 5 az 17-krat vyS$$ia ako katalyticka aktivita
trypsinu v prostredi s hodnotou pH 6 (Hajkova et al., 2006). Preto je pouzitie Lys-C pri
80 enzymatickom zna¢eni vyhodnejsie. Stiepenim vsak vytvara peptidy, ktoré su
V porovnani s trypsinom dlhsie a preto je nutné pre analyzu pouzit’ vysoko-rozliSovaciu
hmotnostnu spektrometriu (Miyagi a Rao, 2007). Pouzitie Lys-C proteazy je vyhodné aj
Vv metode S-nasobného stabilného izotopového znacenia dimetylaciou. Konvencna
metdda dimetylacie vyuzivala maximalne tri odli$né znacky a nebola prili§ vyhodné ku
analyze viacerych vzoriek naraz. Protedza Lys-C vSak umoznila pouzitie az 5 odlisSnych
znadiek, ktoré sa medzi sebou lisia v hmotnosti 2 Da. Lys-C vytvara minimalne dve
vézbové miesta pre znacku. Preto je rozdiel v odlisne derivovanych peptidoch minimalne
4 Da (Wu et al., 2014) aje dostacujuci na identifikaciu iztopomérov v MS spektre
(Bantscheff et al., 2007). Tato prote4za nasla vyuzitie aj v metoéde SILAC. Pri ¥Cs-lyzin
znaenych proteinov mysSich tkaniv je pouZitie Lys-C na kvantifikdciu vyhodnejSie ako
trypsinu (Ma et al., 2013).

Glutamyl endopeptidaza (Glu-C), inak nazyvand aj VS8, je proteaza izolovana
z bakérie Staphylococcus aureus, kmen V8. Glu-C $pecificky Stiepi peptidové vizby na
C-konci aminokyseliny kyseliny glutimovej a aspardgovej. Jej Specificita zavisi na pH
prostredia Stiepenia. V roztoku s hodnotou pH 4 Stiepi $pecificky iba viazby na C-konci
kyseliny glutamovej. Ak je pH roztoku 8, Stiepi naviac aj peptidové vizby na C-konci
kyseliny asparagovej (Drapeau et al., 1972). Ani jedna z tychto aminokyselin nemoze byt
nijakym spdsobom glykozylovana. Tato skuto¢nost robi z Glu-C vhodnt proteazu
pouzitelnu v metodach kvantifikacie glykozylovanych proteinov. Tato protedza tvori
kvoli nizkemu vyskytu kyseliny glutimovej dlhsie peptidy ako trypsin (Priego-Capote et
al., 2011). Pri analyze je preto nutné pouzit hmotnostny spektrometer s vysokym
rozliSenim (Mann a Kelleher, 2008). Endopeptidaza Glu-C je podobne ako chymotrypsin
vyuzivand aj v kvantifikacii proteinov s pouzitim enzymaticky naviazaného atému 20

do Struktary peptidu (Reynolds et al., 2002). Podobne ako chymotrypsin, aj Glu-C tvori
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tazko sekvenovatelné peptidy a preto je vhodnejSie v tejto metdde pouzit’ proteazu Lys-
C (Miyagi a Rao, 2007).

Peptidyl-lys metaloendopeptidaza (Lys-N) je protedza prirodzene sa vyskytujica
v hube Grifola frondosa. Tato proteaza znesie teplotu az 70°C a je vo¢i denaturujicim
latkam odolnej$ia ako trypsin. Specificky Stiepi peptidovi vdzbu na N-konci
aminokyseliny lyzin. Optimalne pH, pri ktorom dosahuje najvyssiu aktivitu ma hodnotu
9 (Tsiatsiani a Heck, 2015). Pouziva sa v kvantitativnej metode SILAC mysich tkaniv, v
ktorej je pouzitie proteazy Lys-N rovnako ako Lys-C vyhodnejsie ako pouzitie trypsinu
(Scholten et al., 2011). Pouzitim endopeptidazy Lys-N v metédach enzymatického
znadenia 8O atomami kyslika nie je mozné dosiahnut spolahlivej kvantifikacie (Ong
a Mann, 2005). Dévodom je, Ze tato proteaza sprostredkuje vizbu iba jedného atomu 0

a tak medzi dvoma peptidmi vytvara rozdiel iba 2 Da (Rao et al., 2005).

31



3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

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

- acetonitril (ACN), MS grade (Merck, Nemecko)

- C18 disky pre extrakciu na reverznej faze (Supelco, Bellefonte, PA, USA)

- dithiotreitol (DTT) (Serva Electrophoresis, Nemecko)

- hovédzi sérovy albumin (BSA), electrophoresis grade (>99%) (Sigma-Aldrich, USA)
- hydroxid aménny, 25% w/w v H20 (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- isopropanol (iPrOH), MS grade (Merck, Nemecko)

- kyanoborohydrid sodny, >95% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova (CHCA) (Bruker Daltonics, Nemecko)

- kyselina mrav¢ia, >95% (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- kyselina trifluoroctova (TFA) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- methanol (MeOH), MS grade (Merck, Nemecko)

- mocovina (Sigma-Aldrich Chemie, Nemecko)

- roztok formaldehydu, 37% w/w v H>O (Sigma-Aldrich, Holandsko)

- roztok deuterovaného formaldehydu, 20% w/w v H20 (Cambrige Isotope Laboratories,
Tewksbury, MA, USA)

- triethylamin bikarbonatovy pufor (TEAB) (Sigma-Aldrich, Nemecko)

- trypsin, modifikovany rafinosou 200 pM — pripravil prof. Mgr. Marek Sebela, Dr.
(Sebela et al., 2006)

- trypsin, sequencing grade, Specificita 5000 u/mg (Promega, Madison, WI, USA)

- voda, LC-MS grade (Merck, Nemecko)

3.1.2 Pristroje

- centrifuga Centrifuge 5702 (Eppendorf, Nemecko)
- termomixér Comfort (Eppendorf, Nemecko)

- centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Nemecko)

- viriva mieSacka Vortex-V1 Plus (Biosan, Litva)

- vakuovy koncentrator Concentrator Plus (Eppendorf, Nemecko)
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- ultrazvukova vana Ultrasonich Cleaner (VWR International, Radnor, PA, USA)

- analytické vahy Radwag X (Radwag, Polsko)

- hmotnostny spektrometer Microflex MALDI-TOF LRF20 (Bruker Daltonics,
Némecko)

- hmotnostny spektrometer UHR-Q-TOF maXis vybaveny zdrojom nano-ESI (Bruker
Daltonics, Bremen, Némecko)

- kvapalinovy chromatograf Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA)

Dalej boli vyuzité pipety s rozsahom 2,5, 10, 100 a 1000 ul (Eppendorf, Nemecko),
plastové Spicky (Eppendorf, Nemecko), plastové mikroskimavky z objemom 500 pul, 1,5
a2 ml (Eppendorf, Nemecko), pH pasiky s rozsahom pH 0-14 (Sigma-Aldrich, USA),

lyzi¢ky, Spachtle, noZnice, nerezové ihly s tupym koncom a parafilm.

3.2 Metody

3.2.1 Stiepenie BSA v roztoku pomocou trypsinu

3.2.1.1 Priprava pracovnych roztokov proteinu

Ako prvé boli pripravené zadsobné roztoky hovidzieho sérového albuminu. Protein bol
odvazeny v mnozstve 10 mg a rozpusteny v 1 ml ,,MS grade* vody (BSA10). Rovnako
bol pripraveny aj zasobny roztok s koncentraciou 32 mg.ml™ rozpustenim 32 mg proteinu
vl ml ,MS grade“ vody (BSA32). Takto pripravené roztoky boli uskladnené
Vv chladnicke. Pred pripravou pracovnych roztokov boli z chladnicky vytiahnuté a po
odobrani pozadovaného mnozstva vratené spit’.

V tabul’ke (Tab. 1) stt uvedené pracovné roztoky, ktoré boli pripravené zmieSanim
uré¢itého mnozstva zasobného roztoku a 100 mmol.I TEAB pufra. Roztok pufra bol
pripraveny 10-ndsobnym riedenim 1 mol.I'* TEAB pufra ,,MS grade* vodou.

Odobrané mnozstvo z pracovnych roztokov BSA sa liSilo v zavislosti od
vysledného objemu, Vv ktorom prebiehalo Stiepenie a od pozadovaného vysledného
mnozstva proteinu v Stiepiacom roztoku. Priprava vzoriek BSA v r6znych variantoch

pracovného postupu je uvedend v tabul’ke (Tab. 2).
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Tab. 1 Experiment bol v ramci optimalizacie pracovnych postupov vykonany v niekolkych
variantoch. V kazdom variante pracovného postupu boli pouZité pracovné roztoky s rdznou
koncentraciou BSA. Objem pridaného pracovného roztoku BSA do skiimavky stvisi s vyslednym
objemom roztoku, v ktorom prebiehalo Stiepenie, teda 5 pl na Stiepenie v 200 ul, 2,5 pl na
Stiepenie v 100 ul a 1,25 ul na Stiepenie v 50 pl.

Variant Pousity Objem pridaného Mnozstvo
racovného racovg' Pocet 1,5-ml pracovného roztoku proteinu BSA
P ostubu ré’mk Bg \ skamaviek BSA do kazdej v jednej
postup sktimavky sktimavke
1. 0,4 mg.ml? 6 5ul 2 ug
2. 0,4 mg.ml? 3 5ul 2 ug
0,8 mg.ml? 3 2,5 ul 2ug
1,6 mg.ml* 3 1,25 ul 2ug
3. 0,8 mg.ml? 5 1,25 ul 1 pg
2 mg.ml? 5 1,25 ul 2,5 ug
4 mg.ml?t 5 1,25 ul 5ug
BSA32" 1 2,5l 80 pug
4, 4 mg.ml?t 45 1,25 ul 5ug
BSA32" 1 2,5l 80 ug
5. 0,8 mg.ml? 6 1,25 ul lpg
2 mg.ml? 6 1,25 ul 2,5 ug
4 mg.ml?t 36 1,25 ul 5ug
8 mg.ml-1 6 1,25 pl 10 pg
20 mg.ml-1 6 1,25 ul 25 ug

“V tomto pripade bol pridany zasobny roztok BSA s koncentraciou 32 mg.ml* (BSA32) bez
nutnosti riedenia.

Tab. 2 Priprava pracovnych roztokov BSA

P,O uz1t§{ Pridany objem zasobného Pridany objem TEAB Koncentracia vysledného
zdsobny roztoku pufra — koncentrécia 100 racovného roztoku BSA
roztok mmol.I* P
BSA10 4 ul 96 pl 0,4 mg.ml-1

8l 92 ul 0,8 mg.ml-1

16 ul 84 ul 1,6 mg.ml-1

20 pl 80 ul 2 mg.ml-1

40 pl 60 pl 4 mg.ml-1

80 ul 20 pl 8 mg.ml-1
BSA32 62,5 ul 37,5 ul 20 mg.ml-1
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3.2.1.2 Priprava proteinu na Stiepenie

Do skimaviek s proteinom bola najskor pridana 8 mol.I"! modovina a zmes bola
premiesana pipetou. Nasledne bolo ku zmesi pridané 50 mmol.1"! redukéné ¢inidlo DTT
pripravené v 100 mmol.I-1 TEAB pufri. Vzorka bola umiestnend do termomixéra,
V ktorom bola inkubovana po dobu 45 mintt pri teplote 56°C a 300 rpm. Bolo pripravené
330 mmol.I"! alkylaéné ¢inidlo rozpustenim krystalického IAA v 100 mmol.I"t TEAB
pufti. Po pridani alkyla¢ného ¢inidla do zmesi bola skimavka umiestnena na miesto bez
pristupu svetla a ponechand 30 minut pri laboratérnej teplote 23 °C. Nasledne bolo do
zmesi pridané opit redukéné ¢inidlo DTT s koncentraciou 50 mmol.l azmes bola
inkubovana v termomixéri po dobu 30 mintt pri teplote 56 °C a 300 rpm. Na eliminéciu
denaturujtcich u¢inkov 8 mol.I! modoviny bola zmes zriedena pridavkom 10 mmol.I™
TEAB pufra, ktory bol pripraveny 100-nasobnym riedenim 1 mol.I'* TEAB pufra ,,MS
grade* vodou. V zavislosti od pozadovaného vysledného objemu roztoku proteinu boli

objemy pridanych latok tak ako je uvedené v tabul’ke nizsie (Tab. 3).

3.2.1.3 Pridavok enzymu trypsinu

Do skumaviek s pripravenym proteinom bol pridany enzym trypsin. Enzym bol pred
pouzitim rozmrazeny a po odobrani pozadovaného mnozstva na pripravu pracovnych
roztokov bol vrateny spdt’ do mraznicky. Pracovné roztoky trypsinu boli pripravené
zmieSanim uréitého mnoZstva zasobného trypsinu a 10 mmol.I? TEAB pufra. Ku
kazdému roztoku proteinu boli pridané 2 pl pripraveného pracovného roztoku trypsinu.
Koncentrécie pracovnych roztokov trypsinu sa lisili v zavislosti na poZadovanom pomere

koncentrécii trypsinu ku proteinu po ich pridavku.

Tab. 3 Objemy pridanych latok, suvisiace s pozadovanym vyslednym objemom roztoku proteinu.

Vysledny objem roztoku BSA

Krok Latka

200 pl 100 pl 50 pl
1. Pracovny roztok BSA Sul 2,5 ul 1,25 pl
2. Mocovina 8 mol.I*! 15 ul 7,5 ul 3,75 ul
3. DTT 50 mmol.I* 4 ul 2 ul 1 ul
4, IAA 330 mmol.I* 4 ul 2 ul 1 ul
5. DTT 50 mmol.I* 8 ul 4 ul 2ul
6. TEAB pufor 10 mmol.I* 164 pl 82 ul 41 pl
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Varianty 1.-3.

V tychto analyzach bol pouzity zdsobny rafinosovany trypsin s koncentraciou 200
mmol.I* (Sebela et al., 2006). Pracovné roztoky trypsinu boli pripravené tak aby ich
pridavok 2 pl obsahoval 20-krat menSie mnozstvo trypsinu ako bolo mnoZstvo
pripraveného proteinu pritomného v roztoku.

Variant 4.

V tejto analyze bol pouZity zasobny rafinosovany trypsin s koncentraciou 200 mmol.I*
(Sebela et al., 2006). Najskor boli pripravené pracovné roztoky trypsinu s réznou
koncentraciou. 45 skumaviek s obsahom 5 pg BSA bolo rozdelenych na 5 skupin po 9
skamaviek. Do kazdej skiimavky v skupine boli pridané 2 pl pracovného roztoku trypsinu
s rovnakou koncentraciou. Koncentracie pracovnych roztokov sa v§ak medzi skupinami
lisili (Tab. 4). Do roztoku obsahujiicecho 80 pg BSA boli pridané 2 pl trypsinu
s koncentraciou 2 mg.ml?. Po pridavku trypsinu bol vysledny pomer koncentracii
trypsinu ku proteinu v tomto roztoku 1/20.

Variant 5.

V tejto analyze bol pouzity Specificky trypsin od firmy Promega so Specificitou 5000
jednotiek na miligram. Zasobny roztok bol pripraveny rozpustenim 20 pg lyofilizovaného
trypsinu v 100 pl resuspenzného pufra, ktory bol tvoreny 50 mmol.I"! octovej kyseliny
dodavanej spolocne s trypsinom. Pracovné roztoky boli pripravené riedenim zasobného
roztoku 10 mmol.I't TEAB pufrom. Zo zisobného roztoku boli pripravené pracovné
roztoky trypsinu s takou koncentraciou aby ich pridavok 2 ul do pripravenych roztokov
proteinu obsahoval 60-krat mensie mnozstvo trypsinu ako bolo mnozstvo proteinu

pritomného v roztokoch.

Tab. 4 Koncentracie pracovnych roztokov trypsinu a vysledny pomer koncentracii trypsinu ku
proteinu po pridavku 2 pl do roztoku.

Skupina Koncentrécia pracovného roztoku Vysledny pomer koncentracii
trypsinu trypsin/protein po pridavku 2 ul
1. 0,125 mg.ml* 1/20
2. 0,0625 mg.ml* 1/40
3. 0,0416 mg.ml* 1/60
4. 0,0313 mg.ml* 1/80
5. 0,025 mg.ml* 1/100
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Po pridavku trypsinu boli skimavky umiestnené do termomixéra. Inkubacia prebichala
pri 37°C cez noc. Na d’alsi defi bola za icelom zastavenia Stiepenia do skimaviek pridana
98% kyselina mravcia. Do 200 ul roztoku Stiepenia bolo pridanych 10,4 pl, do 100 pl
roztoku 5,2 ul ado 50 ul roztoku 2,6 pl kyseliny mravcej. Po pridavku bola jej

koncentracia v roztoku priblizne 5 %.

3.2.2 Znacenie proteolytickych peptidov reduktivnou dimetyliciou
Pred znaCenim boli peptidy najskér zahustené odparenim roztoku na vakuovom
koncentratore pri 45°C po dobu 30 mintt. Po odpareni boli peptidy rozpustené v 100 pl
100 mmol.I* TEAB pufri. Po zmerani pH pomocou pH pasika boli do roztoku podla
potreby pridané 4 ul 1 mol.I? TEAB pufra aby pH roztoku dosahovala hodnoty
v rozmedzi 5-8,5 jednotky. Skiimavky boli vlozené do ultrazvuku na 2 minuty a obsah
bol premiesany pipetou.
Nésledne boli
formaldehydu. Zasobny roztok 37% (w/w) formaldehydu bol riedeny 9,25-krat a 20%

pripravené 4% roztoky formaldehydu a deuterovaného

(w/w) deuterovaného formaldehydu 5-krat, oba ,,MS grade* vodou. Do skumaviek boli

nasledne pridané v mnozstvach zobrazenych na obrazku nizsie (Obr. 3).

Variant

3. 4. 5.
€D,0 (20%) €D,0 (20%) CD,0 (4%) CD,0 (4%)
16 ul 16 pl 8 ul 8l
_,‘,1/" .0 o l/ l/‘
| | | x15 ' x30
80 ug 80 ug 5hg 5 \ig
CH,0 (4%
ol CH,0 (4%) CH,0 (4%)
8 ul 2 8 ul
/[\ 8ul L
™ i . .L?} e P P P 2
| |x5 x5 X5 | x30 X6 | |x6 X6 | |x6 X6
lue 25ug  Ske 5 g 1ug 25pg 5pg 10ug 25ug

Obr. 3 Pridavok formaldehydu (CH20) a deuterovaného formaldehydu (CD;0) do skiimaviek
obsahujucich rézne mnozstvo peptidov. Vo variante 3. pracovného postupu bolo do skimavky
obsahujtcej 80 pg Stiepeného proteinu pridanych 16 pl 20% CD20. Vo variante 4. pracovného
postupu bolo do skiimavky obsahujicej 80 ug Stiepeného proteinu pridanych 16 pl 20% CD,0
ado 15 vzoriek obsahujticich po 5 pg Stiepeného proteinu 8 pl 4% CD;O. Vo variante 5.
pracovného postupu bolo do 30 vzoriek obsahujucich po 5 pg Stiepeného proteinu pridanych 8 pl
4% CD,0. Do vsetkych ostatnych skimaviek obsahujucich rézne mnozstvo peptidov bolo
pridanych vzdy 8 ul 4% CH-O.
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Sktimavky s roztokmi boli kratko premiesané na virivej mieSacke a stocené na
centrifuge po dobu 10 sekind. Nasledne bolo do kazdej skumavky pridanych 8 pl
0,6 mol.I" NaBH3CN a vzorky boli opét’ premie$ané a stodené na centrifuge. VVzorky boli
vlozené do termomixéra a inkubované po dobu 45 minat pri 20°C a 700 rpm. Na
dosiahnutie kvantitativneho znacenia bol cyklus pridavku roztoku formaldehydu, resp.
deuterovaného formaldehydu a NaBH3CN zopakovany. Po druhej inkubacii boli vzorky
prenesené na I'ad a umiestnené do digestora. Na zastavenie znacenia bolo do vzoriek
pridanych 16 ul 2% roztoku hydroxidu amoénneho, ktory bol pripraveny 12,5-nasobnym
riedenim 25% zasobného roztoku ,,MS grade* vodou. Néasledne boli vzorky kratko
premiesané na virivej miesacke a stocené na centrifuige po dobu 10 sektiind. Do skimaviek
s obsahom S§tiepeného proteinu 80 pg bolo pridanych 80 pl 5% kyseliny mravéej. Do
ostatnych skumaviek bolo pridanych 16 pl 5% kyseliny mravéej. Na zaver bol objem
obsahujici 5 pg peptidov znacenych deuterovanym formaldehydom preneseny do
skamaviek obsahujicich formaldehydom znafené peptidy ako je zobrazené na
nasledujicom obrazku (Obr. 4). Po zmieSani rozne znacenych peptidov boli skimavky
umiestnené do vakuového koncentratora a zakoncentrované odparenim roztoku pri 45°C

po dobu 1 az 2 hodin.

Variant
3, 4, 5.
CD,0 CD,0 CD,0 CD,0
80 ug 80 ug 5 Hg 5 pg
4 — 7 —
{ | | x15 | x30
T 5 fg 5 Tg ‘/lsug\~
— 2 2 ]"’7 i e 1o 2 _2
| x5 x5 x5 | |x15 | x15 x6 x6 X6 | x6 x6
lug 25pg  Sug 5 g 5 ug lug 2,5pg 5ug 10pg 25 pg
CH,0 CH,0 CH,0

Obr. 4 Rozdelenie obsahu skumaviek obsahujicich peptidy znacené deuterovanym
formaldehydom (CD>0) do skiimaviek obsahujucich peptidy znacené formaldehydom (CH-0).
Vo variante 3. bola vzorka obsahujtaca 80 ug CD,0 znacenych peptidov po 5 pg rozdelena do 15
skiimaviek obsahujucich CHO znacené peptidy. Vo variante 4. bola vzorka obsahujuca 80 pg
CD20 znacenych peptidov po 5 pg rozdelena do 15 skiimaviek obsahujucich CH20 znacené
peptidy a zaroven bol cely obsah 15 skiimaviek obsahujucich po 5 ug CD,0 znacenych peptidov
preneseny jednotlivo do 15 skimaviek obsahujucich CH,0 znacené peptidy. Vo variante 5. bol
cely obsah 30 skimaviek obsahujtcich po 5 pg CD20 znacenych peptidov preneseny jednotlivo
do 30 skimaviek obsahujticich CH20 znacené peptidy.
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3.2.3 Odsolenie peptidov pomocou C18 diskov metodou StageTip

V pripade, ze nedochadzalo ku znaceniu peptidov po Stiepeni, vzorky nebolo nutné
odparit’ a proces odsolenia nasledoval hned’ po zastaveni Stiepenia. Vzorky, ktoré boli po
znaceni odparené boli najskor rozpustené v 100 ul 5% FA. Odsolenie vzoriek prebiehalo
metodou StageTip (Rappsilber et al., 2007).

Z 200-pl ZItych $piciek bola najskér noznicami odstranena vrchna &ast’ s dizkou
priblizne 1 cm. Nasledne boli pomocou nerezovej ihly s tupym koncom odobrané dva
C18 extrakéné disky a vlozené do tychto $pi¢iek. Spicky boli umiestnené do vrchnej Gasti
2-ml skumaviek s deravym vieCkom. Za ucelom aktivacie bolo do Spiciek s vlozenymi
C18 diskami pridanych 100 ul isopropanolu. Na prestupenie kvapaliny skrz C18 disky
bola vyuzita centrifugacia pri 2000 g po dobu 5 mintt. Ekvilibracia prebiehala dvakrat
pridavkom 50 pl 5% kyseliny mravéej a opatovnou centrifugaciou pri 2000 g po dobu 3
minut. Na takto pripraventi C18 koldénu bola nanesena najskor polovica objemu vzorky.
Po centrifugicii bola nanesend aj druha polovica objemu vzorky. Centrifugacia
prebiehala po dobu 5 minut pri 1000 g. Naviazané peptidy boli dva krat premyté 50 ul
5% kyseliny mravcej centrifugaciou pri 1500 g po dobu 3 mintt. Nasledne boli $picky
S naviazanymi peptidmi prenesené do Cistych 1,5-ml skumaviek s otvorom vo viecku.
Elucia peptidov prebiehala dvakrat pridavkom 50 pl 50% methanolu s 2,5% kyselinou
mravcou a centrifugaciou pri 1000 g po dobu 5 minut. Cely objem vzorky bol preneseny

do vialky a odpareny na vakuovom koncentratore pri 45°C po dobu 30 mintt.

3.2.4 LC-ESI-MS analyza

Pred analyzou boli odparené vzorky najskor rozpustené v 10 pl 0,1% kyseliny
trifluoroctovej. Vialky boli za u¢elom dostatoéného rozpustenia peptidov umiestnené na
2 minuty do ultrazvukovej vane a po vytiahnuti boli vzorky viackrat premieSané pipetou.
8 ul vzorky bolo prenesenych do 0,5-ml plastovych skiimaviek na MALDI analyzu.
Zostavajuce 2 pl vo vialke boli 100-krat zriedené pridavkom 198 pul 5% kyseliny mravce;.
Pripravené vzorky boli analyzované s pouZitim LC-ESI-MS/MS. Na chromatografickt
kolénu boli nanesené 2 pul vzorky. Eluované peptidy boli ionizované kapilarou pod
napétim 1,6 kV. Na suSenie vzniknutych kvapiek bolo pouzité pridenie plynného dusika
s prietokom 6 Lmin? steplotou 150°C. Analyza vzniknutych iénov prebiehala
V pozitivnom modde v rozsahu m/z 250-1600. Za ucelom identifikacie peptidov boli

ziskané spektra porovnané s teoreticky generovanymi pomocou software ProteinScape
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(Bruker Daltonics, Bremen, Nemecko), ktory vyuziva vyhladévaci nastroj Mascot

(Matrix Science, Londyn, Anglicko).

3.25 MALDI-TOF MS analyza

Najskor bola pripravena matrica kyseliny a-kyano-4-hydroxysSkoricovej (CHCA)
Krystalicka CHCA bola rozpustena v 60% ACN a2,5% TFA tak aby jej vysledna
koncentracia bola 4 mg.ml?. Do 0,5-ml skiimaviek obsahujiicich 8 ul vzorky bolo
pridanych 8 ul pripravenej CHCA matrice. Vzorky zmie$ané s matricou boli po 0,8 pl
nanasané¢ na MSP Anchor Chip 600/96 MALDI dosticku. Nasledne boli ponechané
vol'nej krystalizacii pri laboratornej teplote a podrobené MALDI-TOF analyze. Analyza
prebichala pouzitim Microflex LRF20 MALDI-TOF hmotnostného spektrometra
obsahujiiceho i6novy zdroj microScout s dusikovym laserom 337 nm. Hmotnostné
spektra kazdej analyzovanej vzorky boli v zavislosti na experimente ziskané suctom 50
alebo 25 MS spektier zo $tyroch bodov z jedného miesta na dosticke (spolu 100 alebo
200 spektier). Namerané spektra boli vyhodnotené programom mMass (Strohalm et al.,
2008).
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4 VYSLEDKY A DISKUSIA

4.1 Optimalizacia postupu pripravy mikrogramovych mnoZstiev

proteinu na MS analyzu s cieom reprodukovatel’nosti

4.1.1 Stiepenie BSA v roztoku s réznym objemom

Stiepenie mikrogramovych mnoZstiev proteinu moZe prebichat’ v réznych objemoch.
Avsak, postup Stiepenia musi byt dostatocne prispdsobeny tak aby bolo Stiepenie
v kazdom pripade Gspe$né a reprodukovateIné, najmd ak sa jedna o kvantitativnu
analyzu. V tejto analyze bol pouzity protokol, ktorého vysledny objem zmesi Stiepenia
dosiahol 200 pl (Variant 1, Tab. 2). Cielom bolo stanovit' tUspeSnost a
reprodukovatelnost’ Stiepenia vtomto objeme. Stiepenie moZzeme povazovat za
reprodukovatelné vtedy ked po niekol’konasobnom opakovani rovnakého postupu
dosahuje pocet identifikovanych peptidov podobnych hodndt. Stiepenie 5 pg proteinu
bolo vykonané v 6 opakovaniach. Pocet identifikovanych peptidov po analyze je uvedeny
V nasledujucej tabulke (Tab. 5). Vysledkom je vysoka wvariabilita Vv pocte
identifikovanych peptidov medzi vzorkami, ktora je pravdepodobne sposobena vel'kym
objemom reakénej zmesi. Dokazom su aj ionové chromatogramy ziskané z ESI-MS
analyzy (Obr. 5). Porovnanim chromatogramov jednotlivych vzoriek je mozno pozorovat
variabilitu detekovanych i6nov aich intenzit medzi vzorkami, ktord predstavuje
variabilitu v Stiepeni. Ked'Ze nedochadza ku Ziadnemu fyzikalnemu vplyvu, pomocou
ktorého by bol roztok premieSany, molekuly proteinu s enzymom voci sebe iba pomaly
difunduju. Pravdepodobne je koncentracia proteinu v tomto objeme nizka natol’ko, Ze za
danych podmienok nie je dostatocne pristupny enzymu. Takéto Stiepenie je z hl'adiska

kvantifikacie neprijateI'né a musi byt’ optimalizované. ZlepSenie Stiepenia by mohlo byt’

Tab. 5 Pocet identifikovanych peptidov v 6 vzorkach s objemom Stiepenia 200 pl

Vzorka Pocet identifikovanych peptidov
17

29

37

44

34

58

Priemerny pocet identifikovanych peptidov 36,5

OO WN -

41



Intens. BPC +AIMS
x107:

Intens. BPC +AIMS

Intens. BPC +AIMS

BPC +AIMS

Intens ) o B ) - I BPC +AIMS

* LTI X LY T

Intens, BPC +AIMS

AL
‘.t AL bt ..
0 5 10 15 ) % E) 35 © 45 Time [min]

Obr. 5 Iénové chromatogramy ziskané z ESI-MS/MS analyzy vzoriek. Stiepenie 5 pg proteinu
prebichalo za rovnakych podmienok v 200 pl roztoku a 6 opakovaniach podla variantu 1.
pracovného postupu. Cierna ipka oznacuje peptid LKECCDKPLLEK (m/z 766,9036), oranzova
Sipka oznacuje i6n SLHTLFGDELCK (m/z 710,3591). Tieto reprezentativne i6ny znazoriuju
vysoku variabilitu v Stiepeni medzi vzorkami.

dosiahnuté modifikaciou pracovného postupu ako je napriklad pouzitie ultrazvuku
(Santos et al., 2007) alebo aplikacia mikrovin, ktoré by mohli zaroven skratit” dobu
Stiepenia az na menej ako hodinu (Pramanik et al., 2002). Pomoct’ by mohlo aj miesanie
pocas inkubacie.

Na zaklade vysledkov poskytnutych Stiepenim proteinu v 200 pl je zrejmé, ze na
dosiahnutie reprodukovatelnosti postupu musi byt protokol upraveny. Nasledujiuca
analyza bola vykonana ako variant 2 pracovného postupu. Boli vytvorené tri reakéné
zmesi s roznym vyslednym objemom (200 ul, 100 pl, 50 pul) a obsahom proteinu 2 ug
S trojndsobnym opakovanim. Po analyze ESI-MS boli hmotnostné spektra porovnané
s teoreticky generovanymi. ZmenSeny objem roztoku Stiepenia mal za nasledok zvySeny

pocet identifikovanych peptidov (Tab. 6).
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Tab. 6 Pocet identifikovanych tryptickych a semi-tryptickych peptidov BSA v troch réznych
objemoch Stiepenia

Pocet semi-

Objem Pocet tryptickych S, Pocet peptidov

étie;enia Vzorka pegi%ov g trgg;ggg\c/h sé)oﬁ
50 ul 1 61 46 107
2 62 52 114
3 65 43 108

Priemerny pocet 62,67 47,00 109,67
100 ul 4 62 37 99
5 58 38 96
6 59 43 102

Priemerny pocet 59,67 39,33 99,00
200 ul 7 66 33 99
8 63 32 95
9 62 28 90

Priemerny pocet 63,67 31,00 94,67

Narast poctu $pecificky Stiepenych (tryptickych) peptidov je nepatrny. Na druhej strane,
zvysenie poctu peptidov, ktoré boli Stiepené neSpecificky je neZiaduce. Chymotrypticka
aktivita komerénych trypsinovych preparatov je bezna. Trypsin a chymotrypsin st
proteazy izolované z pankreasu zivoc¢ichov. V tomto organe su pritomné oba zymogény
tychto proteaz. Pocas izolécie trypsinogénu je vacSina chymotrypsinogénu precipitovana
a odstranena. Avsak, zbytkovy chymotrypsinogén je posobenim trypsinu premeneny na
chymotrypsin v procese proteolyzy trypsinogénu (Groleau et al., 2003). Nespecificka
aktivita trypsinu vznikd aj jeho vlastnou autolyzou, kedy vznika pseudotrypsin (Keil-
Dlouha et al., 1971). Aktivitou pseudotrypsinu vznikaju semi-tryptické peptidy, ktoré
obsahuju na N-konci aromatické aminokyseliny alisia sa od peptidov vzniknutych
Stiepenim trypsinom. Pofas MS analyzy moéze byt detekovanych niekolko peptidov,
ktoré nie st vhodné na kvantifikaciu. Prikladom takéhoto peptidu je AVSVLLR
(379,2486 m/z), ktorého aminokyselinova sekvencia bola identifikovana zaroven aj ako
stcast’ peptidu HPEYAVSVLLR (642,354 m/z). V tomto pripade je sekvencia
AVSVLLR stcastou dvoch odlisnych peptidov. Teoreticky, ak by boli dve molekuly
proteinu Stiepené tak, ze jedna poskytne peptid AVSVLLR a druha HPEYAVSVLLR,
kvantitativna analyza, pri ktorej by bol pouzity iba jeden z nich by viedla ku skreslenému
vysledku. Konkrétne by sme z dvoch molekl proteinu detekovali iba jednu molekulu

vybraného peptidu. V tomto pripade by kvantifikacia samozrejme nebola spravna.
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Za pozitivny vysledok znizeného objemu Stiepenia moéze byt povazované
zvySenie priemernej vel'kosti plochy extrahovanych iénovych chromatogramov (EIC)
vybranych peptidov — YICDNQDTISSK (722,3189 m/z), HLVDEPQNLIK (653,3586
m/z) a LVNELTEFAK (582,318 m/z). Tato plocha bola vypocitana softvérom
DataAnalysis, integraciou vSetkych nameranych signalov jednotlivych idnov
detekovanych v ESI-MS/MS analyze. Po spriemerovani vypocitanych hodnét mézeme
pri znizeni objemu Stiepenia pozorovat’ narast intenzity kazdého z vybranych peptidov
(Obr. 6). Vypocitana vel'kost' plochy peptidového ionu vyjadruje abundanciu tohto
peptidu vo vzorke. Ked’Zze vzorky obsahovali rovnaké mnozstvo proteinu, akakol'vek
zmena v abundancii peptidov je dokazom odlisnej efektivity Stiepenia. ZvySenie urovne
Stiepenia je pravdepodobne spdsobené zvysenim koncentracie proteinu vo vzorke, kedy
je protein pristupnej$i enzymu. Na zéklade tohto zistenia bol protokol upraveny.

V kazdom z nasledujucich experimentov prebiehalo Stiepenie vzdy v objeme 50 pl.

Priemernd relativna intenzita vybranych peptidov

4,0E+08

3,5E+08
=
<
£ 3,0E+08
S 2,5E+08
=
é 2,0E+08
<
g 1,5E+08
5 1,0E+08
™ 5,0E+07 l

0,0E+00 - -

YICDNQDTISSK HLVDEPQNLIK YLYEIAR
Aminokyselinova sekvencia peptidu

Obr. 6 Priemerna relativna intenzita peptidovych iénov YICDNQDTISSK, HLVDEPQNLIK
a YLYEIAR. Modrou farbou je zndzornena priemerna intenzita ionu v 50 pl, oranzovou farbou
v 100 ul a Sedou farbou v 200 pl.
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4.1.2 Skaska reprodukovatelnosti Stiepenia proteinu s naslednou

kvantifikaciou
Cielom nasledujiceho experimentu bolo overit’ uspesnost’ modifikovaného protokolu
Stiepenia. Tento experiment prebiehal ako variant 3 pracovného postupu, kedy bolo
vV jednej skumavke Stiepenych a deuterovanym formaldehydom znacenych 80 pg
proteinu. Touto ,,tazkou* formou znacené peptidy predstavovali Standard, voci ktorému
prebiehala kvantifikacia proteinu znaceného formaldehydom, teda ,,l'ahkou* formou.
V tomto experimente sa vzorky znacené 'ahkou znackou lisili v obsahu proteinu a boli
pripravené v 5 opakovaniach ako je uvedené v tabulke 2 v kapitole 3.2.1.1. Analyza
a identifikacia Stiepenych a znacenych peptidov prebiehala iba s pouzitim ESI-MS/MS.
Pouzitie ESI-MS/MS bolo v tomto pripade vhodnejSou vol'bou ako pouzite MALDI-MS,
pretoZze tandemovd MS/MS analyza vedie ku vySSej pravdepodobnosti spravnej
identifikacie $pecificky ale aj ne$pecificky Stiepenych peptidov zalozenej na MS/MS
spektrach (Hsu et al., 2016). S pouzitim MALDI-TOF-MS by tento vysledok nebol
dosiahnuty.

Kvantifikacia proteinu bola zaloZzena na matematickom vypoéte z plochy EIC
vybranych peptidov. Na urcenie relativneho pomeru medzi r6zne zna¢enymi proteinmi
bol pouzity jednoduchy vzorec: P =1/ It, kde Ii: je plocha ziskana po integracii v§etkych
nameranych signalov peptidu znac¢eného l'ahkou formou a It je rovnako ziskana plocha
peptidu znaceného tazkou formou znacky. P predstavuje relativny pomer medzi tymito
hodnotami. Teoreticky by sa mala hodnota P priblizovat’ skutoénému pomeru (P”), ktory
bol vkazdom pripade znamy. Kedze tazkou formou znafeny protein bol vzdy
vV mnozstve 5 pg, bol zvoleny ako interny Standard. Na vypocet relativneho pomeru medzi
rozne znacenymi vzorkami BSA boli zvolené peptidy YICDNQDTISSK (m/z 722.3189),
HLVDEPQNLIK (m/z 653.3586), LVNELTEFAK (m/z 582.318) a SLHTLFGDELCK
(m/z 742.3730). Vypocitané hodnoty P sa od skutoénych hodndt P* podstatne lisili
(Obr. 7). Najmi v pripade vzoriek, v ktorych bola hodnota P* = 0,2. Ku skutodne;
hodnote P* sa najviac pribliZili vzorky, v ktorych bol pomer odligne znaéenych proteinov
5 ng/5 pg. Pomerne vysoka variabilita P, znidzornena chybovymi useCkami, bola
zaznamenand aj medzi hodnotami roznych peptidov v rovnakej vzorke. Hodnota R? je
sice veI'mi blizka 1, ale vtomto pripade sved¢i o reprodukovatelnosti pouZitého
protokolu, ktory mé niekol’ko chyb. V prvom rade mozu byt dovodom vysokej variability

a odchylky od skuto¢nej hodnoty P vysok4 koncentracia trypsinu, teda aj pritomnost’
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Obr. 7 Linedrna kalibraéné zavislost’ v rozsahu 0,2 - 1 P ziskana vynesenim priemernej hodnoty
P peptidov YICDNQDTISSK, HLVDEPQNLIK, LVNELTEFAK a SLHTLFGDELCK proti
skuto¢nej hodnote P". Modrou farbou st zndzornené vypocitané hodnoty. Chybové usecky
predstavuji smerodatni odchylku vypoéitanych hodnét. Oranzovou farbou je znazornena
kalibracna zavislost’ v pripade idealnych podmienok.

pseudotrypsinu. Ako bolo uz spomenuté, pseudotrypticka aktivita méa vysoky vplyv na
Stiepenie proteinu. Ak je tato aktivita prili§ vysokd, moZze do znacnej miery ovplyvnit
kvantifikaciu. Dal§im faktorom ovplyvitujiicim kvantifikaciu méze byt priprava vzorky
Standardu. Ked’Ze 80 pg Standard bol Stiepeny aj znaceny v jednej skimavke, mozZeme
uvazovat’ nad tym, ze podmienky v ktorych tieto procesy prebiehali neboli celkom
zhodné s podmienkami Stiepenia a znacenia proteinu znaceného l'ahkou znackou.
Koncentracia proteinu bola v 15 vzorkach urCenych na znacenie l'ahkou znackou
podstatne niz8ia ako vo vzorke, ktord predstavovala Standard. Ak prebieha Stiepenie
vnutorného Standardu v inych podmienkach ako Stiepenie pozorované¢ho analytu,
dochadza ku skresleniu hodnoty P a nespravnej kvantifikacii. Je teda zrejmé, ze protokol

musel byt v nasledujicom experimente upraveny.
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4.1.3 Uprava podmienok 3tiepenia $tandardu a riedenie enzymu

V proteomickych analyzach je pouZzivany pomer koncentracie trypsinu ku proteinu
vagsinou v rozmedzi 1:20 az 1:40 (Egeland et al., 2016). Ulohou tak nizkeho pomeru je
zabezpecit' aby nedochadzalo ku autolyze trypsinu. Dnes existuje niekol’ko postupov,
ktoré tento problém rieSia. Jeden z naddlezitejSich vyuziva imobilizované enzymové
reaktory (IMER). Této technika umoziuje zvysit’ pomer enzym:protein, skratit’ proces
a zaroven potlacit’ autolyzu (Regnier a Kim, 2014).

V tomto experimente bolo ciel'om znizit’ neSpecifickt aktivitu trypsinu znizenim
pomeru trypsin:protein a stanovit’ najvhodnej$i pomer na kvantitativnu analyzu. Dalsim
cielom bolo potvrdit alebo vyvratit' pravdepodobnost’ vplyvu odliSnych podmienok
Stiepenia vzorky Standardu. Postup je v kapitole 3.2 uvedeny ako variant 4. Boli
pripravené dve skupiny vzoriek. V prvej skupine bol Standard Stiepeny Vv pomere
trypsin:protein 1:20 v jednej skimavke v mnozstve 80 pg. Po Stiepeni a znaceni t'azkou
formou formaldehydu bol obsah sktimavky rozdeleny do vzoriek obsahujucich 5 pg
Pahkou formou znacenych peptidov. Tie boli Stiepené v koncentratnom rozsahu 1:20 —
1:100 v troch opakovaniach. V druhej skupine bolo 5 pg Standardu $tiepeného v 15
skamavkach zvlast. Po znaceni bol obsah kazdej zo skimaviek preneseny do I'ahkou
formou znacenych 15 vzoriek jednotlivo. Pomer trypsin:protein bol v rozsahu 1:20 —
1:100 vzdy v troch opakovaniach pre Standard a troch opakovaniach pre 'ahkou formou
znaceny protein.

Na urcenie relativneho pomeru medzi rézne znacenymi vzorkami BSA boli
zvolené rovnaké peptidy ako Vv predoslom experimente (vid. kapitola 4.1.2). Analyza
vzoriek bola vykonana s pouzitim MALDI-TOF-MS aj ESI-MS hmotnostného
spektrometra. Vzhl'adom k tomu, ze v MALDI-MS hmotnostnom spektre nebola uspesna
identifikacia  peptidu YICDNQDTISSK, bol nahradeny  za  peptid
RPCFSALTPDETYVPK (m/z 1936.94). V pripade ESI-MS boli hodnoty relativneho
pomeru P vypocitané dosadenim hodnét do vzorca P =1 / It. S pouzitim MALDI-TOF-
MS bol relativny pomer proteinov vo vzorke vypocitany podobne. Na rozdiel od ESI-MS,
hodnoty I a It v MALDI-MS analyze znamenaju intenzitu signalu, ktory predstavuje
monoizotopickil hmotnost’ 'ahkou a tazkou formou znaceného peptidu v MALDI-MS
hmotnostnom spektre. Intenzita tohto signalu je propor¢na mnozstvu analytu vo vzorke
(Duncan et al., 2008). Vysledné pomery P zanalyzy ESI-MS su zobrazené na

nasledujuicom obrazku (Obr. 8). Porovnanim oboch foriem experimentu mozZeme
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Relativne pomery P vo vzorkach s réznym pomerom trypsin:protein
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Obr. 8 Priemerné hodnoty relativnych pomerov P vypocitanych z intenzity odli$ne znacenych
peptidov v ESI-MS spektre u vzoriek s roznym pomerom trypsin:protein. Skutoény pomer
P* = 1. Cervenou farbou je znazornena prva skupina vzoriek, ktora reprezentuje Stiepenie
Standardu v mnozstve 80 pg Vv jednej skimavke. Modrou farbou je znazornena druha skupina
vzoriek, ktora reprezentuje Stiepenie 15 vzoriek Standardu po Spg zvlast. Chybové tsecky
znazoriiuju smerodatni odchylku hodnoty P medzi r6znymi peptidmi.

pozorovat’ vplyv odlignych podmienok Stiepenia vzorky standardu. Cervenou farbou
znazornené priemerné hodnoty P patria vzorkdm, do ktorych bol 80 pg Standard Stiepeny
a znaceny deuterovanym formaldehydom v jednej skimavke a vysledné znacené peptidy
boli rozdelené po 5 pg ku vzorkam peptidov znacenych 'ahkou znackou. Hodnota P sa
v kazdej vzorke znacne 1i3i od skuto¢nej hodnoty P*, ktora bola vzdy 1. Pozorovan4 je aj
nedostatocna reprodukovatel'nost medzi vzorkami s rovnakym pomerom trypsin:protein.
Najvyssia variabilita sa vyskytuje uvzoriek s pomerom trypsin:protein 1:20 a 1:60.
Posledna vzorka s pomerom 1:100 nemohla byt z dévodu neuspesného znacenia uvedena
do vysledku. Druhd skupina vzoriek je zndzornend modrou farbou. Tato skupina,
reprezentujuca Standard Stiepeny a znaceny po 5 pg V 15 nezavislych skiimavkach,
poskytla ¢iastocné zlepSenie vysledku. Najmé v pripade vzoriek Stiepenych trypsinom so
60- a 80-nasobne nizSou koncentraciou ako je koncentracia proteinu. Su to prave tieto
koncentréacie trypsinu, pri ktorych dochddza aj pri mikrogramovych mnozstvach ku

podobnému S$tiepeniu. Stanovenie pomeru vo vzorkach je spravnejSie a blizi sa ku
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Obr. 9 Priemerné hodnoty relativnych pomerov P vypocitanych z intenzity odline znacenych
peptidov v MALDI-TOF-MS spektre u vzoriek s réznym pomerom trypsin:protein. Skuto¢ny
pomer P* = 1. Cervenou farbou je zndzornena prva skupina vzoriek, ktora reprezentuje §tiepenie
Standardu v mnozstve 80 pg Vv jednej skimavke. Modrou farbou je zndzornena druha skupina
vzoriek, ktora reprezentuje Stiepenie 15 vzoriek Standardu po Spg zvlast. Chybové usecky
znazoriuju smerodatni odchylku hodnoty P medzi r6znymi peptidmi.

skutoénému pomeru P*. Podobny vysledok bol ziskany aj analyzou s pouzitim MALDI-
TOF-MS (Obr. 9). Smerodatna odchylka hodnoty P bola zna¢ne vyssia v prvej skupine.
Takto rozsiahla odchylka podporuje nutnost’ Upravy protokolu pred akymkol'vek
nasledujucim kvantitativnym experimentom. V druhej skupine, ktora reprezentuje upravu
povodného protokolu bola zaznamenana niz$ia smerodatna odchylka, najmi v pripade
vzoriek s pomerom trypsin:protein 1:60 a 1:80. Znizenie koncentracie trypsinu ma
zaroven vplyv aj na pocet identifikovanych tryptickych a semi-tryptickych peptidov.
Kazdym zvySenim riedenia trypsinu bol pocet identifikovanych semi-tryptickych
peptidov nizsi. Zaroven nedochadzalo ku zmene poctu tryptickych peptidov (Tab. 7). Na
zéklade vysokej reprodukovatelnosti Stiepenia a dostatoCného znizenia neSpecificky
Stiepeného proteinu bol za najvhodnejsi pomer trypsin:protein zvoleny pomer 1:60. Tento

pomer bol nasledne pouzity aj v zdvereCnom kvantitativnom experimente.
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Tab. 7 Pocet identifikovanych peptidov analyzou ESI-MS/MS vo vzorkach 2. skupiny s r6znym
pomerom trypsin:protein.

Pomer . 'Poéet , Pocet tryptickych POéeF Se,ml_
trvosin:protein Vzorka 1dent1ﬁk_ovanych peptidov tryptl(_:kych
TYPSILp peptidov peptidov

1:20 1 71 48 23
2 74 47 27
3 78 47 31

Priemer 74,33 47,33 27,00
1:40 4 79 53 26
5 77 49 28
6 76 47 29

Priemer 77,33 49,67 27,67
1:60 7 67 47 20
8 61 42 19
9 66 44 22

Priemer 64,37 44,33 20,33
1:80 10 61 43 18
11 61 45 16
12 62 43 19

Priemer 61,33 43,67 17,67
1:100 13 65 48 17
14 54 44 10
15 59 45 14

Priemer 59,33 45,67 13,67
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4.2 MALDI ionizicia a opakovatel’nost’ merania

Predosla analyza dokézala, ze MALDI-TOF hmotnostny spektrometer je mozno pouzit
na kvantitativne $tadium peptidov po Stiepeni mikrogramového mnozstva proteinu.
Avsak, v porovnani s ESI-MS bola zaznamenané vyssia odchylka vypocitaného pomeru
od skutoéného pomeru obsahu dvoch identickych, ale rézne znacenych peptidov.
Nevyhodou MALDI ionizacnej techniky je najmé z hl'adiska zaznamenaného signalu
nizka reprodukovatel'nost’ merania. Po posobeni lasera na jedno miesto spotu mézu byt
po kazdom vystrele zaznamenané i6ny s odlisnou pocetnost'ou. Zaroven sa zaznamenané
signdly i6nov liSia aj po pdsobeni lasera na iné miesto rovnakého spotu.
Reprodukovatel'nost moéze naviac klesat medzi spotmi s rovhakou vzorkou. Na
prekonanie tohto problému je preto vhodné zbierat’ spektra z niekolkych bodov na
MALDI dosticke (Duncan et al., 2008).

4.2.1 Sucet spektier z jedného spotu

Boli ziskané tri nezavislé spektrd z jedného spotu na MALDI dosticke. Kazdé spektrum
bolo ziskané kumulaciou 25 spektier zo Styroch odlisnych miest na spote (Obr. 10).
V pripade, ze dochadza ku suctu spektier z viacerych miest jedného spotu na MALDI
dosticke je dosiahnutd vysoka reprodukovatelnost ziskanych signdlov peptidov.
Zaznamenana intenzita neprejavuje ziadnu vyraznu variabilitu. Zarovei je mozné
pozorovat’ konStantny pomer medzi intenzitami nameranych signalov l'ahkou a tazkou

formou znaceného peptidu RPCFSALTPDETYVPK (m/z 1936.94, 1944.97). Napriek
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Obr. 10 Znazornenie spektier formaldehydom a deuterovanym formaldehydom znaceného
peptidu RPCFSALTPDETYVPK (m/z 1936.94, 1944.97). Jednotlivé spektra boli ziskané su¢tom
25 spektier zo Styroch roznych miest na jednom spote. Skutoény pomer medzi odlisne zna¢enymi
peptidmi bol P*=1.
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tomu, ze dochadza ku agregacii analytu pdsobenim krystalizacie iba do urcitych miest je

zmenou pdsobenia lasera dosiahnuta dostato¢na reprodukovatel'nost’.

4.2.2 Sucet spektier z troch spotov

Zvysenu variabilitu v nameranej intenzite dokazuje porovnanie spektier z troch réznych
spotov (Obr. 11). Kazdé spektrum bolo opét’ ziskané suctom 25 spektier zo Styroch
réznych miest na spote. Zaznamenana variabilita v intenzite signdlu z r6znych spotov je
zna¢na. Avsak, ma len bezvyznamny vplyv na kvantifikaciu (Obr. 12). Pomer medzi
intenzitami signalov r6zne znaceného peptidu RPCFSALTPDETY VPK (m/z 1936.94,
1944.97) sa nijak vyrazne nemeni. Tento vysledok potvrdzuje, ze ak je vysledné spektrum
tvorené suctom 25 spektier zo Styroch miest jedného spotu, je tym dosiahnuta dostato¢na
reprodukovatelnost. V tom pripade staci kvantifikécia pouzitim iba jedného spotu na

MALDI dosticke.
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Obr. 11 Znazornenie spektier formaldehydom a deuterovanym formaldehydom znaceného
peptidu RPCFSALTPDETY VPK (m/z 1936.94, 1944.97). Jednotlivé spektra boli ziskané sti¢tom
25 spektier zo Styroch roznych miest na jednom spote. Skutoény pomer medzi odlisne zna¢enymi
peptidmi bol P"= 1.
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Obr. 12 Intenzity nameranych signalov peptidu RPCFSALTPDETYVPK =z troch spotov na
MALDI dosticke. Relativny pomer P bol vypocitany ako intenzita l'ahkou formou znaceného
peptidu (Ir:)/ intenzita tazkou formou znaceného peptidu (l+). Skutoény pomer P* bol rovny 1.

4.3 Kvantitativna analyza pouzitim MALDI-TOF-MS a ESI-MS/MS

Protokol bol za u¢elom zabezpecenia reprodukovatelnosti jeho vysledku predoslymi
experimentami optimalizovany. Optimalizacia v§ak nedokéazala vyriesit’ hlavny problém.
Vysoky pocet nespecificky Stiepenych pepetidov sa sice riedenim trypsinu znizil, no
zaznamenané odchylky vypocitanych pomerov P sa stéle lisili od skuto¢nych hodnot. Je
teda zrejmé, ze na kvantitativnu analyzu bol potrebny ,,proteomic grade* enzym s vyssiou
Specificitou. V kvantitativnej analyze bol pouzity trypsin, ktory je povazovany za vysoko
Specificky a ziskané vysledky maju vyssi predpoklad spravnosti.

Ciel'om relativnej kvantitativnej analyzy bolo vytvorit’ kalibracnl zavislost’, ktora
na zdklade relativneho pomeru rozne znacenych proteinov napomdha urcit’ ich
pravdepodobny skutony obsah. Ak je ciel'om zistit’ neznamy obsah proteinu vo vzorke,
pod’la nasledujiiceho postupu staéi tento protein Stiepit’ trypsinom a ziskané peptidy
oznacit’ 'ahkou formou znacky. Nasledne méze byt ku tejto vzorke pridany Standard so
znamym obsahom peptidov rovnakého proteinu znacenych tazkou formou znacky
amoéze prebehnut’ analyza pouzitim hmotnostnej spektrometrie. Dosadenim hodnoty
vypocitaného relativneho pomeru intenzit medzi odliSne zna¢enymi vybranymi peptidmi
do vzorca kalibracnej zavislosti je mozné vypocitat’ pravdepodobny obsah analyzovaného
proteinu vo vzorke.

Postup experimentu je v kapitole 3.2 uvedeny ako variant 5. Ako Standard bol
zvoleny protein znaceny deuterovanym formaldehydom, ktory bol v kazdom pripade

v mnozstve 5 ug. Lahkou formou znaceny protein bol pripraveny v rozsahu 1 — 25 pg
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v troch opakovaniach. Experiment bol vykonany Vv dvoch sériach vzoriek, aby bola
zabezpeCend vysSia doveryhodnsot vysledku. Po zmieSani Stiepenych a odlisne
znaCenych peptidov bola vykonana analyza pouzitim MALDI-TOF hmotnostného
spektrometra. Zo ziskanych intenzit odlisne zna¢enych peptidov boli vypocitane relativne
pomery P, ktorych hodnoty boli vynesené proti skutoénym hodnotam P”. Vysledky

kvantifikacie boli porovnané s vysledkami ziskanymi ESI-MS analyzou.

4.3.1 Utinky komeré&ného trypsinu na Stiepenie proteinu

V prvom rade je nutné podotknut’, Ze pocet identifikovanych peptidov pouzitim ESI-MS
bol znacne vys$s$i ateda bol aj vyssi vyber peptidov s vhodnymi vlastnostami na
kvantifikdciu. Ako uz bolo spomenuté, u MALDI-TOF-MS analyzy je nevyhodou
potencialne potlacenie ionizacie jedného analytu inym analytom. Zaroven, ak je v.danom
mieste spotu koncentracia matrice priliz vysoka, modze prekryt’ analyt v spektre aten
nemusi byt vobec identifikovany. Ztoho doévodu moézu byt niektoré peptidy
identifikované v spektre ESI-MS/MS analyzy, zatial’ ¢o v spektre ziskanom z MALDI-
TOF-MS analyzy sa nemusia vyskytovat’ vobec. MALDI-TOF-MS poskytlo spektrum,
v ktorom bolo identifikovanych vzdy priblizne 16 peptidov, zatial' ¢o v pripade ESI-
MS/MS analyzy bolo identifikovanych priemerne 68 peptidov (Tab. 8).

Tab. 8 Pocet identifikovanych trpytickych a semi-tryptickych peptidov druhej série vzoriek
pomocou ESI-MS/MS.

Vzorka iden tilf;if)i}anych Pocet try_ptick)'Ich Pocet semi—_tryptick}'lch
) peptidov peptidov
peptidov

1 59 53 6

2 66 53 13

3 59 53 6

4 60 49 11

5 65 54 11

6 58 50 8

7 106 49 57

8 59 48 11

9 56 48 8

10 106 47 59

11 60 48 12

12 63 50 13

13 72 52 20

14 65 49 16

15 68 51 17
Priemer 68,13 50,27 17,87
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Identifikécia tak vysokého poctu tryptickych a znizenie poctu semi-tryptickych peptidov
potvrdili predpoklad pozitivnych Géinkov komeréného trypsinu od firmy Promega na

Stiepenie.

4.3.2 Kalibracna zavislost’ ziskana MALDI-TOF-MS analyzou

Na kvantifikaciu boli vybrané peptidy, ktoré doposial’ v kazdej analyze vykazovali
dostato¢na abundanciu. Intenzita tychto peptidov bola dostato¢ne vysoka, preto bolo
jednoduché ich rozlisit' od signalu pozadia. Vybrané peptidy spiiiaju jedno zékladné
kritérium. Vo svojej aminokyselinovej sekvencii neobsahuju $pecifické Stiepne miesto
trypsinu. Nie st teda takzvané semi-tryptické peptidy. Ak peptid vo svojej Struktire
obsahuje lyzin alebo arginin (okrem N-koncovej aminokyseliny a aminokyseliny, za
ktorou nasleduje prolin), znamena to, Ze nie je spravne Stiepeny a preto nie je vhodny na
kvantifikaciu. Peptidy RPCFSALTPDETYVPK (m/z 1936.94), LVNELTEFAK (m/z
1219.69) a YLYEIAR (m/z 955.49) tato podmienku spifiaji a preto boli vybrané ako
vhodné na kvantifikiciu BSA vo vzorkach. Zaujimavé je, ze zo vSetkych
identifikovanych peptiodv maju iba tieto tri peptidy pozadované vlastnosti na
kvantifikaciu. Na obrazku (Obr. 13) mézeme pozorovat’ linearnu zavislost’ priemerného
relativneho pomeru P signalov odlisne znacenych peptidov na skutoénom pomere P*
pritomnom vo vzorkach. V prvom rade je dolezité poukdzat’ na reprodukovatelnost
pracovného postupu. Na obrazku st znazornené dve linearne priamky (oznacené Ciernou
farbou). Kazda priamka predstavuje sériu 15 vzoriek v rozahu 1 — 25 ug formaldehydom
znalenych peptidov zmieSanych s5 pg deuterovanym formaldehydom znacenych
peptidov. Tieto série boli pripravené a analyzované v rozdielnom ¢ase nezavisle na sebe.
Na zaklade vysokej podobnosti medzi nameranymi hodnotami Vv oboch sériach tychto
vzorick ~moézeme potvrdit UspeSn  optimalizaciu  postupu  a dosiahnutie
reprodukovatel'nosti kvantitativneho vysledku. Z toho dévodu boli nasledne hodnoty P
ziskané z oboch sérii sc¢itané. Vynesenim priemernych hodndét P proti skutocnym
hodnotam P* bola vytvorena kalibraéna priamka (Gervend), ktora reprezentuje celu
kvantitativhu analyzu. Kalibra¢na zavislost’ je vyjadrend vzorcom y = 1,141x - 0,1142
s hodnotou spol'ahlivosti R? vel'mi blizkou 1. Chybové tse¢ky znazoriiujii smerodatni
odchylku hodnét P. V pripade vzoriek s pomerom P* = 2 mozeme pozorovat mierny
néarast rozptylu ziskanych hodnét. Ak je P* = 5, pozorujeme znaéne vyssiu variabilitu

vypocitanych hodnot P. Dévodom mdze byt ovplyvnenie idnovej intenzity analyzovane;j
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Obr. 13 Kalibra¢na zavislost v rozsahu 0,2 — 5 P* ziskand analyzou MALDI-TOF-MS. Jednotlivé
body predstavuji priemerné hodnoty P vybranych peptidov RPCFSALTPDETYVPK (m/z
1936.94), LVNELTEFAK (m/z 1219.69) a YLYEIAR (m/z 955.49). Ciernou su znazornené
priemerné hodnoty P sledovanych peptiov v dvoch sériach vzoriek pripravenych nezavisle na
sebe. Cervenou su znazornené priemerné hodnoty P sledovanych peptidov oboch sérii. Chybové
usecky znazornuju smerodatn odchylku hodnot P.

molekuly inymi molekulami pritomnymi vo vzorke. Tento jav mdze byt spdsobeny
kompetitivnou desorpciou a ionizaciou dvoch odlisnych analytov vo vzorke (Lou et al.,

2015).

4.3.3 Kalibracna zavislost’ ziskana ESI-MS/MS analyzou

ESI-MS/MS je v kvantitativnej proteomike pravdepodobne najvhodneSou volbou
hmotnostného analyzatora. Prepojenie tejto techniky s vysokouc¢innou kvapalinovou
chromatografiou (HPLC) je dnes vd’aka vysokej citlivosti a selektivite akymsi zlatym
Standardom v mnohych kvantitativnych analyzach (Kuklenyik et al., 2011). V tomto
experimente bola vykonana ESI-MS/MS analyza rovnakych vzoriek ako v MALDI-MS.
Cielom bolo porovnanie tychto ioniza¢nych technik z hl'adiska ziskanych kalibra¢nych
zéavislosti a teda aj schopnosti v kvantitativnej analyze. Na zéklade vel'mi podobnych
hodnét kalibraénych zavislosti oboch sérii vzoriek ziskanych analyzou MALDI-MS boli
na kvantifikédciu ESI-MS/MS pouzité data, ktoré boli ziskané iba analyzou druhej série

vzoriek. Na kvantifikaciu a zhotovenie kalibracénej zavislosti boli najskor vybrané
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Obr. 14 Kalibra¢na zavislost’ v rozsahu 0,2 — 5 P*ziskana analyzou ESI-MS/MS. Jednotlivé body
predstavuju priemerné hodnoty P vybranych peptidov RPCFSALTPDETYVPK (m/z 646.3217),
LVNELTEFAK (m/z 582.318) a YLYEIAR (m/z 478.2576). Chybové usecky znazoriujh
smerodatnti ochylku hodnot P.

rovnaké peptidy ako v MALDI-MS analyze ato RPCFSALTPDETYVPK (m/z
646.3217), LVNELTEFAK (m/z 582.318) a YLYEIAR (m/z 478.2576). Vynesenim
vypoéitanych relativnych pomerov P proti skutoénému pomeru P* mézeme pozorovat
odli$nost’ zaznamenanych vysledkov V porovnani s vysledkami z MALDI-TOF-MS
analyzy (Obr 14.). Analyzou ESI-MS/MS bola ziskana kalibra¢na zavislost’, ktorej
rovnicay = 0,6485x + 0,3205 sa vyrazne lisi od tej, ktora bola ziskana analyzou MALDI-
TOF-MS. Zaroven vypocitané hodnoty P neprejavuju linearnu zéavislost’. V pripade, Ze
st na kvantifikaciu vybrané tieto tri peptidy sa zda, ze MALDI-TOF-MS technika je na
kvantifikdciu BSA vyhodnejSia. AvSak, ak pouzijeme na kvantifikdciu viac peptidov,
z ktorych vyberieme tie, ktoré sa najviac priblizuji skutocnej hodnote P a zaroven
dosahuji mensSich hodnot smerodatnej odchylky, mo6Zeme dosiahnut’ lepSieho vysledku
kvantifikécie. V prvom rade je nutné podotknut’, ze pocet identifikovanych peptidov
pouzitim ESI-MS bol zna¢ne vyssi ateda bol aj vyssi vyber peptidov s vhodnymi
vlastnostami na kvantifikaciu. Medzi takéto peptidy patria napriklad YICDNQDTISSK
(m/z 754.4034), LCVLHEK (m/z 477.7901), GACCPK (m/z 407.7355),
HLVDEPQNLIK (m/z 454.5870) a SLHTLFGDELCK (m/z 492.5822), ktoré¢ boli na
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kvantifikdciu pouzité. Vynesenim vypocitanych hodnét P vybranych peptidov bola
ziskana kalibra¢na zavislost’ s vyraznym zlepSenim (Obr. 15). ZvySenie presnosti je
vyjadrené smerodatnou odchylkou, ktorej hodnoty st v porovani s predoslym vysledkom
V kazdom pripade znacne znizené. ZlepSenie vyjadruje aj rovnica kalibracenj zavislosti
y = 1,001x + 0,0673. Teoreticky tento vysledok znamena, ze vypocitany pomer P
vybranych peptidov dvoch vzoriek, kde jedna predstavuje vzorku proteinu v neznamom
mnozstve a druha Standard s mnozstvom proteinu 5 pg je vel'mi blizky predpokladanému
skutoénému pomeru P* medzi tymito vzorkami. Kvantifikacia je v takom pripade vel'mi

presnd a moze byt povazovana za doveryhodnu.

4.3.4 Porovnanie kvantitativnhych vlastnosti MALDI-TOF-MS a ESI-
MS/MS

Vo vseobecnosti je ESI-MS/MS castejSou volbou techniky na kvantifikaciu ako
MALDI-TOF-MS (Kuklenyik et al., 2011). HPLC-ESI-MS/MS je vysoko
reprodukovatelna a robustnd technika. Jej nevyhodou je, ze je v porovnani s MALDI-
TOF-MS draha acasovo naroc¢nejSia. Cielom prace bolo porovnat kvantitativne

vlastnosti tychto technik awurcit, ¢i je MALDI ionizatna technika V Spojeni

y = 1,001x + 0,0673
2= 0,9964
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Obr. 15 Kalibra¢na zavislost’ v rozsahu 0,2 — 5 P"ziskan4 analyzou ESI-MS/MS. Jednotlivé body
predstavuju priemerné hodnoty P vybranych peptidov YICDNQDTISSK (m/z 754.4034),
LCVLHEK (m/z 477.7901), GACCPK (m/z 407.7355), HLVDEPQNLIK (m/z 454.5870) a
SLHTLFGDELCK (m/z 492.5822). Chybové usecky znazornuji smerodatnti ochylku hodnot P.
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S izotopomérnymi znackami rovnako spolahliva ako ESI-MS/MS. Porovnanim
kalibra¢nych zavislosti spolo¢nych peptidov bola medzi oboma ionizaénymi technikami
pozorovana zna¢na odliSnost’. Rovnica kalibra¢nej zavislosti y = 1,141x - 0,1142 ziskanej
analyzou MALDI-TOF-MS sa pribliZila ideAlnym podmienkam P = P* (x = y) viac ako
rovnica y = 0,6485x + 0,3205 ziskana analyzou ESI-MS/MS. Zda sa, Ze by technika
MALDI-TOF-MS bola v kvantitativnej analyze s pouzitim troch spomenutych peptidov
spol'ahlivejSia. Avsak, rovnako ako v analyze ESI-MS je aj v analyze MALDI-TOF-MS
u vyssich hodnot P* pozorovany vysoky rozptyl vypoéitanych hodnét P. Smerodatna
odchylka hodnét P rastie v pripade, ze su na kvantifikdciu pouzité vybrané peptidy
spolo¢ne. V ramci jednotlivych peptidov ale tento rozptyl nie je taky vyrazny. Z toho
dovodu sa mdze zdat’, ze by bolo vhodnejsie na kvantifikaciu pouzit’ kalibracné zavislosti
ziskané z hodnét P jednotlivych peptidov a nie z priemernych hodnét P vsetkych
peptidov (Obr.
RPCFSALTPDETYVPK. Jeho vypocitana priemerna hodnota P ziskana analyzou

spolu. Na  obrazku 16) modzeme pozorovat  peptid
MALDI-TOF-MS sa znaéne 1i§i od skuto¢nej hodnoty P* najmi v pripade, ak P* = 5.
Nepozorujeme vsak prili§ vysoky rozptyl vypocitanych hodndét P ateda moézeme
predpokladat, Ze za danych podmienok budu tieto hodnoty vzdy priblizne rovnaké.
Zaujimavé je, ze analyzou ESI-MS/MS su rozne znacené ekvivalenty tohto peptidu
detekované s inou pocetnost'ou. Na rozdiel od MALDI-MS analyzy, kde bol v pripade P

= 5 priemerny pomer P = 3,35, v analyze ESI-MS sa pribliZzoval skuto¢nej hodnote P”.

MALDI-TOF-MS ESI-MS/MS
5 6
y = 0,6606x + 0,1905 5 y =0,972x +0,1222 -
o 4 R>=0,9701 o R2=0,0952 %
i : | 5
o I 4
[oF 3 [oF
2 23
Z Z
5 i 32
& & |
1 1 3
0 0
1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5
Skuto¢ny pomer P* Skuto¢ny pomer P*

Obr. 16 Porovnanie kalibraénych zavislosti v rozsahu 0,2 — 5 P*peptidu RPCFSALTPDETYVPK

ziskanych technikou MALDI-TOF-MS (vlavo) a ESI-MS/MS (vpravo).
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Tab. 9 Rovnice kalibracnych zavislosti troch oboma analyzami detekovanych peptidov a ich
spolo¢nych kalibra¢nych zavislosti.

Hodnota
Analyza Peptid Rovnica kalibracnej zavislosti ~ spol'ahlivosti
RZ

MALDI- YLYEIAR y =1,4338x - 0,3069 0,9988
TOF-MS LVNELTEFAK y =1,3284x - 0,2262 0,9996
RPCFSALTPDETYVPK y =0,6606x + 0,1905 0,9701
Spolo¢na kalibra¢na zavislost’ y=1141x-0,1142 0,9994
ESI-MS/MS YLYEIAR y =0,478x + 00,4188 0,9741
LVNELTEFAK y = 0,4955x + 0,4205 0,9611
RPCFSALTPDETYVPK y =0,972x + 0,1222 0,9952
Spolo¢na kalibra¢na zavislost’ y = 0,6485x + 0,3205 0,9862

Nie len v pripade tohto peptidu, ale v pripade vSetkych pozorovanych peptidov boli medzi
analyzami ziskané vyrazne odlisné kalibraéné zavislosti (Tab. 9). Na zaklade tohto
vysledku m6zeme jednoznacne potvrdit’, Ze sa obe techniky vzajomne lisia. AK vytvorime
spolo¢nu kalibra¢nu zavislost vSetkych pozorovanych peptidov z danej analyzy,
ziskavame rovnicu, ktora sa od idealnych podmienok pri ktorych P = P* li&i vyrazne mene;
ako kalibra¢na zavislost’ jednotlivych peptidov samostatne. V pripade techniky MALDI-
TOF-MS dochadza pouzitim vSetkych troch peptidov na kvantifikdciu ku zlepseniu
vyslednej kalibracnej zavislosti. U tejto techniky je teda zrejmé, ze na kvantifikaciu je
nutné brat’ do tivahy prispevok hodnét P viacerych peptidov a nie jednotlivych peptidov
zvlast. U ESI-MS/MS sa z troch uvedenych peptidov idealnym podmienkam priblizuje
iba peptid RPCFSALTPDETYVPK. Ak st na kvantifikiciu pouzité vietky tri peptidy je
vysledna kalibracna zavislost’ vysoko nepresna a iba poukazuje na skuto¢nost’, Ze obe pouZzité
techniky nie s vtejto kvantitativnej analyze zrovnatelné. Na druhej strane je nutné
pripomenut’, Ze technika ESI-MS/MS umoznila naviac kvantifikaciu s vyuzitim peptidov,
ktoré neboli pomocou MALDI-TOF-MS vébec detekované (Tab. 10). Tieto peptidy
zvysili presnost’ kvantifikacie. Bola ziskana kalibratna priamka, ktorej rovnica
y = 1,001x + 0,0673 sa priblizuje idealnemu pripadu kedy sa priemernd hodnota P
pozorovanych peptidov rovna skutoénej hodnote P*. Vzhl'adom k tomu, Ze bola ziskana
presnej$ia rovnica a pocet identifikovanych peptidov spifiajucich pozadované vlastnosti
bol vyssi, mézeme potvrdit’, Ze je na kvantifikaciu pouzitého proteinu vhodnejsia. Vo
vykonanom kvantitativnom experimente umoZznila kvantifikaciu aj technika MALDI-
TOF-MS. Kalibra¢na zavislost’ analyzy ziskana MALDI ionizaciou je vSak tvorena iba
troma vhodnymi peptidmi. Ak by spomenuté peptidy neboli identifikované, kvantifikacia
by bola nemozna a nahradit’ by ju mohla iba technika ESI-MS/MS.
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Tab. 10 Rovnice kalibraénych zavislosti peptidov detekovanych iba analyzou ESI-MS/MS a ich
spolo¢na kalibracna zavislost'.

Hodnota
Analyza Peptid Rovnica kalibraénej zavislosti ~ spol'ahlivosti
RZ
ESI-MS/MS YICDNQDTISSK y = 0,9745x + 0,0227 0,9987
LCVLHEK y =0,8558x + 0,0246 0,9921
GACLLPK y =1,3309x - 0,1867 0,9996
HLVDEPQNLIK y =0,9906x + 0,1274 0,9906
LVVSTQTALA y =1,4319x + 0,0693 0,9957
SLHTLFGDELCK y = 0,8855x + 0,292 0,9818
LGEYGFQNALIVR y =1,2627x + 0,4008 0,9689
Spolo¢na kalibra¢na zavislost’ y =1,001x + 0,0673 0,9964
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5 ZAVER

Ciel'om tejto prace bolo optimalizovat’ pracovny postup Stiepenia a znaCenia za ucelom
reprodukovatelnosti a skvalitnenia kvantitativnej analyzy pouzitim MALDI-TOF-MS
a ESI-MS/MS. Pévodny pracovny postup mal nickol’ko nedostatkov. ESI-MS/MS
analyzou bolo zistené, Ze Stiepenie v objeme 200 pl nie je reprodukovatel'né a preto musi
byt pred kvantitativnou analyzou upravené. Pévodny objem Stiepenia bol znizeny z
200 pl Stiepneho roztoku na 50 pl. ZniZzenim objemu reakénej zmesi dochadza ku
zahusteniu proteinu, takze sa stdva pristupnejs$i enzymu. Prebiechajuca difizia medzi
proteinom a enzymom je u¢innejsia a zvySuje efektivitu celého procesu. Vysledkom je
zvySenie  reprodukovatelnosti  Stiepenia  a dosiahnutie  dostatocného  poctu
identifikovanych peptidov.

Stiepenie proteinu bolo v mensom objeme efektivnejsie, avsak pritomnost’ prilis
vysokého poctu identifikovanych  semi-tryptickych  peptidov  znemoziovala
kvantifikdciu. Autolyze trypsinu a neSpecifickému Stiepeniu sa bezne predchadza
zvySenim riedenia trypsinu. Postupnym zniZovanim pomeru trypsinu ku proteinu bolo
dosiahnuté uspesné znizenie identifikovanych semi-tryptickych peptidov bez
ovplyvnenia Specifického Stiepenia. Na zéklade ziskanych vysledkov bol za najvhodne;jsi
pomer trpysin:protein zvoleny pomer 1:60. Aj napriek znizeniu semi-tryptickej aktivity
bola zaznamenana nedostatocnd reprodukovatel'nost’ kvantitativnych vysledkov. Ziskané
vysledky boli ovplyvnené odlisnymi podmienkami Stiepenia proteinu predstavujiceho
interny Standard. Vzhl'adom k tomu, Ze Stiepenie prebiehalo iba v jednej skimavke,
Koncentracia proteinového standardu bola vyrazne vyssia. Tato odlisnost’ pravdepodobne
sposobila nezhodné stiepenie. Po preneseni peptidov tejto vzorky ku vzorkam uréenym
na kvantifikaciu doSlo ku negativnemu vplyvu na vysledky kvantitativnej analyzy.
Nasledny experiment, v ktorom prebiahalo Stiepenie interného Standardu v niekol’kych
skiimavkach oddelene preukazalo zlepsenie. Bola dosiahnuta niz§ia smerodatna odchylka
vypocitanych hodnoét relativneho pomeru medzi odliSne zna¢enymi peptidmi a tym aj
spol'ahlivejSia kvantifikacia.

Vysledky dosiahnuté pouzitim rafin6zovaného trypsinu boli uspokojivé iba
z hl'adiska identifikacie peptidov. Riedenie enzymu viedlo ku zniZeniu jeho neSpecificke;j
aktivity, nebolo vsak dostato¢né. Z toho dovodu bol na kvantitativnu analyzu pouzity
komerény trypsin od firmy Promega. Zakomponovanie tohto enzymu do pracovného

postupu viedlo ku SpecifickejSiemu Stiepeniu a Skvalitneniu kvantitativnej analyzy.
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Kvantitativna analyza bola vykonana vrozsahu 1 — 25 pg proteinu, ktory bol
porovnavany S pouzitim interného Standardu v mnozstve 5 ng. Analyza MALDI-TOF-
MS umoznila kvantifikaciu s pouzitim iba troch vhodnych peptidov. Je zaujimavé, ze
touto analyzou nebolo identifikovanych viac peptidov spiiajicich poziadavky tejto
analyzy. Napriek tomu bol dosiahnuty prekvapivy vysledok, ktory potvrdzuje, ze pozitie
MALDI-TOF-MS méze byt vhodnou vol'bou na ur¢enie abundancie proteinov. Dokazom
je aj ziskana kalibra¢na zavislost’, ktorej smernica je blizka idedlnym podmienkam. Této
technika moze byt’ v§ak na kvanitfikaciu neznamej vzorky pouzitéa iba v rozsahu 1 — 5 pg
proteinu. Vac¢Sie mnozstvo proteinu vedie ku vyssej odchylke od priemernych hodnot
relativneho pomeru a mohlo by viest’ k nespravnemu urceniu pravdepodobného obsahu
proteinu vo vzorke.

Na zhodnotenie kvantitativnych vlastnosti bola technika MALDI-TOF-MS
porovnana s technikou LC-ESI-MS/MS. V ramci rovnakych peptidov bol pozorovany
znacény rozdiel v kvantitativnom vysledku, ktory potvrdzuje ako vzajomne odlisné su tieto
techniky. Naviac bol dosiahnuty kvalitnej$i vysledok a presnejsia kalibracna zavislost’
pouzitim peptidov identifikovanych iba technikou ESI-MS/MS ato aj v mnoZsvte
analyzovaného proteinu viacsom ako 5 pg. Zo ziskanych poznatkov je zrejmé, ze
vlastnosti kvantitativnych dat zavisia na pouzitej technike. Zistili sme, ze v pripade
kvantifikicie proteinu BSA je mozné pouzit obe techniky. AvSak, vysledok
kvantitativnej analyzy zavisi na volbe vhodnych peptidov. V tejto praci sme vybrali
konkrétne peptidy, ktorych pritomnost’ v analyzovanej vzorke umoznila kvantifikaciu
S prekvapivym  zaverom. Pouzitie vybranych peptidov mdze Vv naslednych
kvantitativnych analyzach BSA viest’ k uréeniu pravdepodobného obsahu tohto proteinu

V neznamej vzorke.

63



6 LITERATURA

Aggarwal K., Choe L.H., Lee K.H. (2006): Shotgun proteomics using the iTRAQ isobaric tags.
Briefings in Functional Genomics & Proteomics 5, 112-120.

Asara J.M., Christofk H.R., Freimark L.M., Cantley L.C. (2008): A label-free quantification
method by MS/MS TIC compared to SILAC and spectral counting in a proteomics screen.
Proteomics 8, 994-999.

Aye T.T., Scholten A., Taouatas N., Varro A., Van Veen T.A., Vos M.A., Heck A.J. (2010):
Proteome-wide protein concentrations in the human heart. Molecular BioSystems 6, 1917-
1927.

Baird T.T., Craik C.S. (2013): Chapter 575 — Trypsin. In: Handbook of Proteolytic Enzymes. Vol.
3, 3rd ed., (Rawlings N.D., Salvensen G. eds.), Academic Press, Elsevier, London, UK, 2594-
2600.

Bantscheff M., Schirle M., Sweetman G., Rick J., Kuster B. (2007): Quantitative mass
spectrometry in proteomics: a critical review. Analytical and Bioanalytical Biochemistry 389,
1017-1031.

Benk A.S., Roesli C. (2012): Label-free quantification using MALDI mass spectrometry:
considerations and perspectives. Analytical and Bioanalytical Chemistry 404, 1039-1056.
Blein-Nicolas M., Zivy M. (2016): Thousand and one ways to quantify and compare protein
abundances in label-free bottom-up proteomics. Biochimica et Biophysica Acta 1864, 883-

895.

Bodnar W.M., Blackburn R.K., Krise J.M., Moseley M.A. (2003): Exploiting the complementary
nature of LC/MALDI/MS/MS and LC/ESI/MS/MS for increased proteome coverage. Journal
of the American Society for Mass Spectrometry 14, 971-979.

Boersema P.J., Aye T.T., van Veen T.A.B., Heck A.J.R. Mohammed S. (2008): Triplex protein
quantification based on stable isotope labeling by peptide dimethylation applied to cell and
tissue lysates. Proteomics 8, 4624-4632.

Boersema P.J., Foong L.Y ., Ding V.M., Lemeer S., van Breukelen B., Philp R., Boekhorst J., Snel
B., den Hertog J., Choo A.B., Heck A.J. (2009a): In-depth qualitative and quantitative
profiling of tyrosine phosphorylation using a combination of phosphopeptide immunoaffinity
purification and stable isotope dimethyl labeling. Molecular & Cellular Proteomics 9, 84-99.

Boersema P.J., Raijmakers R., Lemeer S., Mohammed S., Heck A.J.R. (2009b): Multiplex peptide
stable isotope dimethyl labeling for quantitative proteomics. Nature Protocols 4, 484-494.

Brownridge P., Beynon R.J. (2011): The importance of the digest: Proteolysis and absolute
quantification in proteomics. Methods 54, 351-360.

Bucknall M., Fung K.Y., Duncan M.W. (2002): Practical quantitative biomedical applications of
MALDI-TOF mass spectrometry. Journal of The American Society for Mass Spectrometry 13,
1015-1027.

Burkhart J.M., Schumbrutzki C., Wortelkamp S., Sickmann A., Zahedi R.P. (2012): Systematic
and quantitative comparison of digest efficiency and specificity reveals the impact of trypsin
guality on MS-based proteomics. Journal of Proteomics 75, 1454-1462.

Covey T.R., Huang E.C., Henion J.D. (1991): Structural characterization of protein tryptic
peptides via liquid chromatography/mass spectrometry and collision-induced dissociation of
their doubly charged molecular ions. Analytical Chemistry 63, 1193-1200.

Dadvar P., O’Flaherty M., Scholten A., Rumpel K., Heck A.J.R. (2009): A chemical proteomics
based enrichment technique targeting the interactome of the PDE5 inhibitor PF-4540124.
Molecular BioSystems 2, 472-482.

Dayon L., Hainard A., Licker V., Turck N., Kuhn K., Hochstrasser D.F., Burkhard P.R., Sanchez
J.C. (2008): Relative quantification of proteins in human cerebrospinal fluids by MS/MS using
6-Plex isobaric tags. Analytical Chemistry 80, 2921-2931.

de Hoffmann E., Stroobant V. (2007): Mass Spectrometry: Principles and Applications. 3rd ed.,
John Wiley & Sons Ltd., Chichester, England, 502 stran.

Ding X., Yang K.L. (2015): Quantitative serine protease assays based on formation of copper(I1)—
oligopeptide complexes. The Analyst 140, 340-345.

64



Drapeau G.R., Boily Y., Houmard J. (1972): Purification and properties of an extracellular
protease of Staphylococcus aureus. The Journal of Biological Chemistry 247, 6720-6726.
Duncan M.W., Roder H., Hunsucker S.W. (2008): Quantitative matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry. Briefings in Functional Genomics & Proteomics 7,

355-370.

Egeland S.V., Reubsaet L., Halvorsen T.G. (2016): The pros and cons of increased trypsin-to-
protein ratio in targeted protein analysis. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis
123, 155-61.

Fabre B., Lambour T., Bouyssié¢ D., Menneteaua T., Monsarrat B., Burlet-Schiltz O., Bousquet-
Dubouch M.P. (2014): Comparison of label-free quantification methods for the determination
of protein complexes subunits stoichiometry . EuPA Open Proteomics 4, 82-86.

Gaskell S.J. (1997): Electrospray: principles and practice. Journal of Mass Spectrometry 32, 677-
688.

Glatter T., Ludwig C., Ahrné E., Aebersold R., Heck A.J., Schmidt A. (2012): Large-scale
quantitative assessment of different in-solution protein digestion protocols reveals superior
cleavage efficiency of tandem Lys-C/trypsin proteolysis over trypsin digestion. Journal of
Proteome Research 11, 5145-5156.

Goodlett D.R., Keller A., Watts J.D., Newitt R., Yi E.C., Purvine S., Eng J.K., von Haller P.,
Aebersold R., Kolker E. (2001): Differential stable isotope labeling of peptides for quantitation
and de novo sequence derivation. Rapid Communications in Mass Spectrometry 15, 1214-
1221.

Griffin T.J., Han D.K.M., Gygi S.P., Rist B., Lee H., Aebersold R. (2001): Toward a high-
throughput approach to quantitative proteomic analysis: expression-dependent protein
identification by mass spectrometry. Journal of The American Society for Mass Spectrometry
12, 1238-1246.

Groleau P.E., Gauthier S.F., Pouliot Y. (2003): Effect of residual chymotryptic activity in a
trypsin preparation on peptide aggregation in a f-lactoglobulin hydrolysate. International
Dairy Journal 13, 887-895.

Guillaume E., Panchaud A., Affolter M., Desvergnes V., Kussmann M. (2006): Differentially
isotope-coded N-terminal protein sulphonation: Combining protein identification and
quantification. Proteomics 6, 2338-2349.

Gygi S. P., Corthals G. L., Zhang Y., Rochon Y., and Aebersold R. (2000): Evaluation of two-
dimensional gel electrophoresis-based proteome analysis. Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America 97, 9390-9395.

Gygi S.P., Rist B., Gerber S.A., Turecek F., Gelb M.H., Aebersold R. (1999): Quantitative
analysis of complex protein mixtures using isotope-coded affinity tags. Nature Biotechnology
17, 994-999.

Hajkova D., Rao K.C., Miyagi M. (2006): pH dependency of the carboxyl oxygen exchange
reaction catalyzed by lysyl endopeptidase and trypsin. Journal of Proteome Research 5, 1667-
1673.

Han X., Aslanian A., Yates J.R. (2009): Mass Spectrometry for Proteomics. Current Opinion in
Chemical Biology 12, 483-490.

Hedstrom L., Szilagyi L., Rutter W.J. (1992): Converting trypsin to chymotrypsin: the role of
surface loops. Science 255, 1249-1253.

Hillenkamp F., Karas M. (1990): Mass spectrometry of peptides and proteins by matrix-assisted
ultraviolet laser desorption/ionization. Methods in Enzymology 193, 280-295.

Ho C.S., Lam C.W.K, Chan M.H.M., Cheung R.C.K,, Law L.K.,, Lit L.C.W., Ng K.F., Suen
N.W.M., Tai H.L. (2003): Electrospray ionisation mass spectrometry: principles and clinical
applications. The Clinical Biochemist Reviews 24, 3-12.

65



Hsu J.L., Chen S.H. (2016): Stable isotope dimethyl labelling for quantitative proteomics and
beyond. Philosophical transactions. Series A, Mathematical, physical, and engineering
sciences 374:20150364.
http://rsta.royalsocietypublishing.org/content/374/2079/20150364

Hsu J.L., Huang S.Y., Chow N.H., Chen S.H. (2003): Stable-isotope dimethyl labeling for
guantitative proteomics. Analytical Chemistry 15, 6843-6852.

Hsu J.L., Huang S.Y., Shiea J.T., Huang W.Y., Chen S.H. (2005): Beyond quantitative
proteomics: Signal enhancement of the al ion as a mass tag for peptide sequencing using
dimethyl labeling. Journal of Proteome Research 4, 101-108.

Chahrour O., Cobice D., Malone J. (2015): Stable isotope labelling methods in mass
spectrometry-based quantitative proteomics. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis 113, 2-20.

Chamrad I, Strouhal O., Rehulka P., Lenobel R., Sebela M. (2011): Microscale affinity
purification of trypsin reduces background peptides in matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry of protein digests. Journal of Proteomics 74, 948-
957.

Che F., Fricker L.D. (2002): Quantitation of neuropeptides in Cpefat/Cpefat mice using
differential isotopic tags and mass spectrometry. Analytical Chemistry 74, 3190-3198.

Chen E.I., Cociorva D., Norris J.L., Yates J.R. 3rd. (2007): Optimization of mass spectrometry-
compatible surfactants for shotgun proteomics. Journal of Proteome Research 6, 2529-2538.

Cheng D., Hoogenraad C.C., Rush J., Ramm E., Schlager M.A., Duong D.M., Xu P.,
Wijayawardana S.R., Hanfelt J., Nakagawa T., Sheng M., Peng J. (2006): Relative and
absolute quantification of postsynaptic density proteome isolated from rat forebrain and
cerebellum. Molecular & Cellular Proteomics 5, 1158-1170.

Ji J., Chakraborty A., Geng M., Zhang X., Amini A., Bina M., Regnie F. (2000): Strategy for
qualitative and quantitative analysis in proteomicsbased on signature peptides. Journal of
Chromatography 745, 197-210.

Juraschek R., Diilcks T., Karas M. (1999): Nanoelectrospray--more than just a minimized-flow
electrospray ionization source. Journal of the American Society for Mass Spectrometry 10,
300-308.

Kallweit U., Bérnsen K.O., Kresbach G.M., Widmer H.M. (1996): Matrix compatible buffers for
analysis of proteins with matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry 10, 845-849.

Karas M., Kriiger R. (2003): Ton formation in MALDI: The cluster ionization mechanism.
Chemical Reviews 103, 427-440.

Keil-Dlouha V., Zylber N., Imhoff J., Tong N., Keil B. (1971): Proteolytic activity of
pseudotrypsin. FEBS Letters 16, 291-295.

Koppenaal D.W., Barinaga C.B., Denton M.B., Sperline R.P., Hieftje G.M., Schilling G.D.,
Andrade F.J., Barnes IV J.H. (2005): MS detectors. Analytical Chemistry 77, 418-427.

King R., Bonfiglio R., Fernandez-Metzler C., Miller-Stein C., Olah T. (2000): Mechanistic
investigation of ionization suppression in electrospray ionization. Journal of The American
Society for Mass Spectrometry 11, 942-950.

Kirkpatrick D.S., Gerber S.A., Gygi S.P. (2005): The absolute quantification strategy: a general
procedure for the quantification of proteins and post-translational modifications. Methods 35,
265-273.

Kuklenyik Z., Boyer A.E., Lins R., Quinn C.P., Gallegos-Candela M., Woolfitt A., Pirkle J.L.,
Barr J.R. (2011): Comparison of MALDI-TOF-MS and HPLC-ESI-MS/MS for endopeptidase
activity-based quantification of anthrax lethal factor in serum. Analytical Chemistry 83, 1760-
1765.

Kunitz M., Northrop J.H. (1934): Inactivation of crystalline trypsin. Journal of General
Physiology 17, 591-615.

Lane C.S. (2005): Mass spectrometry-based proteomics in the life sciences. Cellular and
Molecular Life Sciences 62, 848-869.

66



Li J., Steen H., Gygi S.P. (2003): Protein profiling with cleavable isotope-coded affinity tag
(cICAT) reagents the yeast salinity stress response. Molecular & Cellular Proteomics 2, 1198-
1204.

Liu H., Sadygov R.G., Yates J.R. (2004): A model for random sampling and estimation of relative
protein abundance in shotgun proteomics. Analytical Chemistry 76, 4193-4201.

Liu H., Zhang N., Wan D., Cui M., Liu Z., Liu S. (2014): Mass spectrometry-based analysis of
glycoproteins and its clinical applications in cancer biomarker discovery. Clinical Proteomics
11:14.

https://clinicalproteomicsjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/1559-0275-11-14

Lottspeich F., Kellermann J. (2011): ICPL labeling strategies for proteome research. In: Gel-Free
Proteomics (Gevaert K., Vandekerckhove J., eds.), Humana Press, New York, U.S.A., 55-64.

Lou X., de Waal B.F., Milroy L.G., van Dongen J.L. (2015): A sample preparation method for
recovering suppressed analyte ions in MALDI TOF MS. Journal of Mass Spectrometry 50,
766-770.

MalJ., LiW., LvY., Chang C., Wu S., Song L., Ding C., Wei H., He F., Jiang Y., Zhu Y. (2013):
A new insight into the impact of different proteases on SILAC quantitative proteome of the
mouse liver. Proteomics 13, 2238-2242.

MaW., Tang C., Lai L. (2005): Specificity of trypsin and chymotrypsin: Loop-motion-controlled
dynamic correlation as a determinant. Biophysical Journal 89, 1183-1193.

Maher S., Jjunju F.P.M, Taylor S. (2015): Colloquium: 100 years of mass spectrometry:
perspectives and future trends. Reviews of Modern Physics 87, 113-135.

Mann M., Kelleher N. L. (2008): Precision proteomics: the case for high resolution and high mass
accuracy. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
105, 18132—-18138.

Masaki T., Fujihashi T., Nakamura K., Soejima M. (1981): Studies on a new proteolytic enzyme
from Achromobacter lyticus M497-1. 1. specificity and inhibition studies of Achromobacter
protease I. Biochimica et Biophysica Acta 660, 51-55.

Mason D.E., Liebler D.C. (2003): Quantitative analysis of modified proteins by LC-MS/MS of
peptides labeled with phenyl isocyanate. Journal of Proteome Research 2, 265-272.

Medzihradszky K.F. (2005): In-solution digestion of proteins for mass spectrometry. Methods in
Enzymology 405, 50-65.

Miyagi M., Rao K.C. (2007): Proteolytic 180-labeling strategies for quantitative proteomics.
Mass Spectrometry Reviews 26, 121-136.

Munoz J., Low T.Y., Kok Y.J., Chin A, Frese Ch.K., Ding V., Choo A., Heck A.J.R. (2011): The
quantitative proteomes of human-induced pluripotent stem cells and embryonic stem cells.
Molecular Systems Biology 7:550.

http://msb.embopress.org/content/7/1/550

Nakamura T., Oda Y. (2007): Mass spectrometry-based quantitative proteomics. Biotechnology
and Genetic Engineering Reviews 24, 147-164.

Norrgran J., Williams T.L., Woolfitt A.R., Solano M.I., Pirkle J.L., Barr J.R. (2009): Optimization
of digestion parameters for protein quantification. Analytical Biochemistry 393, 48-55.

Oda Y., Huang K., Cross F.R., Cowburn D., Chait B.T. (1999): Accurate quantitation of protein
expression and site-specific phosphorylation. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America 96, 6591-6596.

Olsen J.V., Ong S.E., Mann M. (2004): Trypsin cleaves exclusively C-terminal to arginine and
lysine residues. Molecular & Cellular Proteomics 3, 608-614.

Ong S.E., Blagoev B., Kratchmarova I., Kristensen D.B., Steen H., Pandey A., Mann M. (2002):
Stable isotope labeling by amino acids in cell culture, SILAC, as a simple and accurate
approach to expression proteomics. Molecular & Cellular Proteomics 1, 376-386.

Ong S.E., Mann M. (2005): Mass spectrometry-based proteomics turns quantitative. Nature
Chemical Biology 1, 252-262.

Pan S., Aebersold R. (2007): Quantitative proteomics by stable isotope labeling and mass
spectrometry. In: Mass Spectrometry Data Analysis in Proteomics 367. (Matthiesen R., ed.),
Humana Press Inc., Totowa, New Jersey, U.S.A., 209-218.

67



Polpitiya A.D., Qian W.J., Jaitly N., Petyuk V.A., Adkins J.N., Camp D.G., Anderson G.A., Smith
R.D. (2008): DANTE: a statistical tool for quantitative analysis of -omics data. Bioinformatics
24, 1556-1558.

Portolés T., Pitarch E., Lopez F.J., Hernandez F., Niessen W.M. (2011): Use of soft and hard
ionization techniques for elucidation of unknown compounds by gas chromatography/time-of-
flight mass spectrometry. Rapid Communications in Mass Spectrometry 25, 1589-1599.

Pramanik B.N., Mirza U.A.,1 Ing Y.H., Liu Y., Bartner P.L., Weber P.C., Bose A.K. (2002):
Microwave-enhanced enzyme reaction for protein mapping by mass spectrometry: a new
approach to protein digestion in minutes. Protein Science 11, 2676-2687.

Priego-Capote F., Ramirez-Boo M., Hochstrasser D., Sanchez J.C. (2011): Qualitative and
quantitative analysis of glycated proteins in human plasma by glucose isotopic labeling with
13C6-reducing sugars. In: Methods in Molecular Biology 728. (Simpson R.J., Greening D.W.,
eds.), Humana Press, New York, U.S.A., 219-232.

Proc J.L., Kuzyk M.A., Hardie D.B., Yang J., Smith D.S., Jackson A.M., Parker C.E, Borchers
C.H. (2010): A quantitative study of the effects of chaotropic agents, surfactants, and solvents
on the digestion efficiency of human plasma proteins by trypsin. Journal of Proteome
Research 9, 5422-5437.

Rabilloud T., Lelong C. (2011): Two-dimensional gel electrophoresis in proteomics: a tutorial.
Journal of Proteomics 74, 1829-1841.

Rao K.C., Palamalai V., Dunlevy J.R., Miyagi M. (2005): Peptidyl-Lys metalloendopeptidase-
catalyzed 180 labeling for comparative proteomics: application to cytokine/lipolysaccharide-
treated human retinal pigment epithelium cell line. Molecular & Cellular Proteomics 4, 1550-
1557.

Rappsilber J., Mann M., Ishihama Y. (2007): Protocol for micro-purification, enrichment, pre-
fractionation and storage of peptides for proteomics using StageTips. Nature Protocols 2,
1896-1906.

Rappsilber J., Ryder U., Lamond A.l., Mann M. (2002): Large-scale proteomic analysis of the
human spliceosome. Genome Research 12, 1231-1245.

Rauniyar N., Yates J.R. (2014): Isobaric labeling-based relative quantification in shotgun
proteomics. Journal of Proteomics 13, 5293-53009.

Regnier F.E., Kim J. (2014): Accelerating trypsin digestion: the immobilized enzyme reactor.
Bioanalysis 6, 2685-2698.

Reynolds K.J., Yao X., Fenselau C. (2002): Proteolytic 180 labeling for comparative proteomics:
evaluation of endoprotease Glu-C as the catalytic agent. Journal of proteome research 1, 27-
33.

Ross P.L., Huang Y.N., Marchese J.N., Williamson B., Parker K., Hattan S., Khainovski N., Pillai
S., Dey S., Daniels S., Purkayastha S., Juhasz P., Martin S., Bartlet-Jones M., He F., Jacobson
A., Pappin D.J. (2004): Multiplexed protein guantitation in saccharomyces cerevisiae using
amine-reactive isobaric tagging reagents. Molecular & Cellular Proteomics 3, 1154-1169.

Santos H.M., Rial-Otero R., Fernandes L., Vale G., Rivas M.G., Moura I., Capelo J.L. (2007):
Improving sample treatment for in-solution protein identification by peptide mass fingerprint
using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry. Jornal of
Proteome Research 6, 3393-3399.

Shah T.R., Misra A. (2011): Chapter 8 - Proteomics. In: Challenges in Delivery of Therapeutic
Genomics and Proteomics, 1st ed., (Misra A. ed.), Elsevier Inc., London, UK, 387-427.

Shevchenko A., Wilm M., Vorm O., Mann M. (1996): Mass spectrometric sequencing of proteins
silver-stained polyacrylamide gels. Analytical Chemistry 68, 850-858.

Schaefer H., Chamrad D.C., Marcus K., Reidegeld K.A., Bliiggel M., Meyer H.E. (2005): Tryptic
transpeptidation products observed in proteome analysis by liquid chromatography-tandem
mass spectrometry. Proteomics 5, 846-852.

Schlosser A., Lenmann W.D. (2000): Five-membered ring formation in unimolecular reactions
of peptides: a key structural element controlling low-energy collision-induced dissociation of
peptides. Journal of Mass Spectrometry 35, 1382-1390.

Schmidt A., Kellermann J., Lottspeich F. (2005): A novel strategy for quantitative proteomics
using isotope-coded protein labels. Proteomics 5, 4-15.

68



Scholten A., Mohammed S., Low T.Y., Zanivan S., van Veen T.A., Delanghe B., Heck A.J.
(2011): In-depth quantitative cardiac proteomics combining electron transfer dissociation and
the metalloendopeptidase Lys-N with the SILAC mouse. Molecular & Cellular Proteomics
10:0111.008474.
http://www.mcponline.org/content/10/10/0111.008474.long.

Schwanhédusser B., Busse D., Li N., Dittmar G., Schuchhardt J., Wolf J., Chen W., Selbach M.
(2011): Global guantification of mammalian gene expression control. Nature 473, 337-342.

SilvalJ.C., Gorenstein M.V., Li G.Z., Vissers J.P., Geromanos S.J. (2006): Absolute quantification
of proteins by LCMSE: a virtue of parallel MS acquisition. Molecular & Cellular Proteomics
5, 144-156.

Stachowicz A., Siudut J., Suski M., Olszanecki R., Korbut R., Undas A., Wisniewski J.R. (2017):
Optimization of quantitative proteomic analysis of clots generated from plasma of patients
with venous thromboembolism. Clinical Proteomics 14:38

https://clinicalproteomicsjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12014-017-9173-x.

Steen H., Jebanathirajah J.A., Springer M., Kirschner M.W. (2005): Stable isotope-free relative
and absolute quantitation of protein phosphorylation stoichiometry by MS. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 15, 3948-3953.

Steitz T.A., Henderson R., Blow D.M. (1969): Structure of crystalline alpha-chymotrypsin. 3.
Crystallographic studies of substrates and inhibitors bound to the active site of alpha-
chymotrypsin. Journal of Molecular Biology 46, 337-348.

Strohalm M., Hassman M., Kosata B., Kodicek M. (2008): mMass Data Miner: an Open Source
Alternative for Mass Spectrometric Data Analysis. Rapid Communications in Mass
Spectrometry 22, 905-908.

Sun Z., Qin H., Wang F., Cheng K., Dong M., Ye M., Zou H. (2012): Capture and dimethyl
labeling of glycopeptides on hydrazide beads for quantitative glycoproteomics analysis.
Analytical Chemistry 84, 8452-8456.

Sur T. (2013): iTRAQ, a new prospect of toxicogenomics. International Journal of Human
Genetics 13, 33-40.

Szajli E., Fehér T., Medzihradszky K.F. (2008): Investigating the quantitative nature of MALDI-
TOF MS. Molecular & Cellular Proteomics 7, 2410-2418.

Sebela M., Stosova T., Havli§ J., Wielsch N., Thomas H., Zdrahal Z., Shevchenko A. (2006):
Thermostable trypsin conjugates for high-throughput proteomics: synthesis and performance
evaluation. Proteomics 6, 2959-2963.

Thompson A., Schéfer J., Kuhn K., Kienle S., Schwarz J., Schmidt G., Neumann T., Hamon Ch.
(2003): Tandem mass tags: a novel quantification strategy for comparative analysis of
complex protein mixtures by MS/MS. Analytical Chemistry 75, 1895-1904.

Trauger S.A., Webb W., Siuzdak G. (2002): Peptide and protein analysis with mass spectrometry.
Journal of Spectroscopy 16, 15-28.

Tsay Y.G., Wang Y.H., Chiu Ch.M., Shen B.J., Lee S.Ch. (2000): A strategy for identification
and quantitation of phosphopeptides by liquid chromatography/tandem mass spectrometry.
Analytical Biochemistry 287, 55-64.

Tsiatsiani L., Heck A.J. (2015): Proteomics beyond trypsin. The FEBS Journal 282, 2612-2626.

Unwin R.D. (2010): Quantification of proteins by iTRAQ. In: LC-MS/MS in Proteomics. (P.R.
Cutilass, J.F. Timms, eds.), Humana Press, New York, New York, U.S.A., 205-215.

Unwin R.D., Evans C.A., Whetton A.D. (2006): Relative quantification in proteomics: new
approaches for biochemistry. Trends in Biochemical Sciences 31, 473-484.

Urban P.L. (2016): Quantitative mass spectrometry: an overview. Philosophical Transactions of
the Royal Society a Mathematical, Physical and Engineeering Sciences 374:20150382.
http://rsta.royalsocietypublishing.org/content/374/2079/20150382.long

Vajda T., Szabé T. (1976): Specificity of trypsin and alpha-chymotrypsin towards neutral
substrates. Acta Biochimica Et Biophysica; Academiae Scientiarum Hungaricae 11, 287-294.

Wall M.J., Crowell A.M., Simms G.A., Carey G.H., Liu F., Doucette A.A. (2011): Implications
of partial tryptic digestion in organic-aqueous solvent systems for bottom-up proteome
analysis. Analytica Chimica Acta 703, 194-203.

69



Walmsley S.J., Rudnick P.A., Liang Y., Dong Q., Stein S.E., Nesvizhskii A.l. (2013):
Comprehensive analysis of protein digestion using six trypsins reveals the origin of trypsin as
a significant source of variability in proteomics. Journal of Proteome Research 12, 5666-5680.

Wang W., Zhou H., Lin H., Roy S., Shaler T.A., Hill L.R., Norton S., Kumar P., Anderle M.,
Becker Ch.H. (2003): Quantification of proteins and metabolites by mass spectrometry
without isotopic labeling or spiked standards. Analytical Chemistry 75, 4818-4826.

Werner T., Sweetman G., Savitski M.F., Mathieson T., Bantscheff M., Savitski M.M. (2014): lon
coalescence of neutron encoded TMT 10-plex reporter ions. Analytical Chemistry 86, 3594-
3601.

Wiese S., Reidegeld K.A., Meyer H.E., Warscheid B. (2007): Protein labeling by iTRAQ: A new
tool for quantitative mass spectrometry in proteome research. Proteomics 7, 34-350.

Wilkinson W.R., Gusev A.l., Proctor A., Houalla M., Hercules D.M. (1997): Selection of internal
standards for quantitative analysis by matrix-assisted laser desorption-ionization (MALDI)
Time-of-light Mass Spectrometry. Analytical and Bioanalytical Chemistry 357, 241-248.

Wisniewski J.R., Zougman A., Nagaraj N., Mann M. (2009): Universal sample preparation
method for proteome analysis. Nature Methods 6, 359-362.

Wu Y., Wang F., Liu Z., Qin H., Song Ch., Huang J., Bian Y., Wei X., Dong J., Zou H. (2014):
Five-plex isotope dimethyl labeling for quantitative proteomics. Chemical Communications
50, 1708-1710.

Yates J.R. (1998): Mass Spectrometry and the age of the proteome. Journal of Mass Spectrometry
33, 1-19.

Yates J.R., Ruse Ch.l., Nakorchevsky A. (2009): Proteomics by mass spectrometry: approaches,
advances, and applications. Annual Review of Biomedical Engineering 11, 49-79.

Zhang Y., Fonslow B.R., Shan B., Baek M.C., Yates J.R. (2013): Analysis by shotgun/bottom-up
proteomics. Chemical Reviews 113, 2343-2394.

70



7 ZOZNAM POUZITYCH SYMBOLOV A SKRATIEK

AQUA absolutna kvantifikacia

ACN acetonitril

But-NHS 2,5-dioxopyrolidin-1-yl-ester kyseliny butanove;j

BES kyselina N,N-bis (2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonova
BSA hovadzi sérovy albumin

CID disociacia indukovana koliziou

Cl chemicka ionizécia

CHCA kyselina a-kyano-4-hydroxyskoricova

C18 oktadecylsilan

DAHC hydrogencitrénan amonny

DTT dithiothreitol

EIC extrahovany i6novy chromatogram

El ionizacia narazom elektronov

EC Klasifikacné enzymové ¢islo

ESI ionizacia elektrosprejom

FTICR ionova cyklotronova rezonancia Fourierovou transformaciou
FAB bombardovanie urychlenymi atbmami

FA Kyselina mravcia

HPLC vysokoucinna kvapalinova chromatografia

ICAT izotopovo kodované afinitné znacenie

iTRAQ izobarické znacenie pre relativnu a absolutnu kvantifikaciu
iPROH isopropanol

IAA 2-jodoacetamid

IL intenzita signalu 'ahkou formou znaceného peptidu

It intenzita signalu t'azkou formou zna¢eného peptidu

I+ i6nova pasca

IMER imobilizované enzymové reaktory

ICPL izotopovo kddované proteinové znacenie

ICR ionova cyklotronova rezonancia

LC kvapalinova chromatografia

MS hmotnostna spektrometria

MS/MS tandemova hmotnostna spektrometria

MeOH methanol

MALDI laserova desorp¢na ionizacia s podporou matrice

mPAl exponencialne modifikovany index peptidovej abundancie
NHS N-hydroxysukcinimid

Nic-NHS N-nikotinoyloxy-sukcinimid

PD desorpcia plazmou

P relativny pomer

P skuto¢ny pomer

PAI index peptidovej abundancie

Q kvadrupél

QqQ trojity kvadrupol

SA kyselina sinapova

StageTip Stop-and-go extrak¢na Spicka

SILAC stabilné izotopové znacenie aminokyselinami v bunkovej kulttre
SDS dodecylsiran sodny

TMT tandemova hmotnostna znacka
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TEAB triethylaminbikarbonatovy pufor

TFA kyselina trifluoroctova
TOF analyzator doby letu
UHPLC ultra vysokouéinna kvapalinova chromagrafia
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