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SOUHRN
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SUMMARY

The aim of my work was to increase the sensitivity of the method for protein analysis. In the
theoretical part, | discussed in detail the issues of chromatographic separation and mass
spectrometry, emphasizing the importance of application these techniques in proteomic
research. Furthermore, the issue of Fibroblast Growth Factor 23 and its role in the organism is
introduced. In the practical part, | focused on optimizing sample preparation, chromatographic
separation, and mass spectrometer settings to develop a method for microflow LC-MS. Through
gradual sample purification optimization, the yield was increased from an average of 20 % to
nearly 80 %. Additionally, instrument setting optimization resulted in increasing sensitivity
from values of 10% in a 10 pl solution to values of 107 in a 1 pl solution. All experiments were
conducted using more readily available Bovine Serum Albumin with the intention of
developing a method for diagnosing Fibroblast Growth Factor 23. Unfortunately, the work was
not completed due to capacity and time constraints, and therefore, | plan to dedicate further

steps to it as part of my thesis.
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1 UVOD

Proteomika se zabyva systematickym studiem proteinii v biologickych vzorcich s cilem
pochopeni jejich struktury, funkce a vzajemnych interakci. V soucasném proteomickém
vyzkumu predstavuje zvySovani citlivosti analytickych metod klicovy krok k objevovani
novych znalosti a diagnostickych markerd. V proteomickych analyzach se stale vice vyuziva
hmotnostni spektrometrie, kterd vybrané proteiny analyzuje na zaklad¢ jejich poméru hmotnosti
ku naboji.

V této bakalafské praci se zaméfim na problematiku zvySovéani citlivosti v cilenych
proteomickych analyzach s vyuzitim hmotnostni spektrometrie. Tato prace vychazi
z ptedchoziho vyzkumu provedeného Mgr. Klarou Brozovou, kterd vyvinula postup zpracovani
vzorku a nastaveni parametrl piistroje pro cilenou analyzu. Nicmén¢ svoji praci nedokoncila
kvuli tehdy probihajici pandemii Covid 19/SARS-CoV-2. Navazuji na jeji pfedchozi praci
a snazim se optimalizovat metody a postupy s cilem dosahnout efektivnéjsi detekce. V pribéhu
prace budou zkoumany rizné techniky, které mohou piispét k zvySovani citlivosti cilenych
proteomickych analyz. Zamétim se na vylepSeni ptfedzpracovani vzorkl s cilem vyssi
vytéznosti zkoumanych analytli, dale se také zamétim na vylepSeni separace a nakonec také

vyzkous§im riizna nastaveni vstupnich parametrti pro zajisténi co nejvyssi citlivosti detekce.

Cilem této prace je vyvinout cilenou metodu pro citlivou analyzu diagnosticky vyznamného
proteinu - Fibroblastového riistového faktoru 23, ktery se fadi mezi vyznamné onkoproteiny.

Veskeré optimalizace budou provadény na komercéné dostupném hovézim sérovém albuminu.



2 CILE PRACE

Zvyseni citlivosti metody cilené proteomické analyzy, kterou vyvinula Mgr. Klara BroZzova.



3 LITERARNI PREHLED

V teoretické Casti mé bakalarské prace se budu vénovat tématu chromatografické separace
a jeji detekci pomoci hmotnostni spektrometrie. Dale také uvedu problematiku tykajici se

Fibroblastového rustového faktoru 23.

3.1 CHROMATOGRAFIE

Roku 1906 Michail Semenovi¢ Cvét, rusky botanik, vynalezl chromatografii (Abraham, 2004).
Ta, ackoliv byla az do roku 1941 zcela zapomenuta, patii dodnes mezi velice rozsifené
separa¢ni metody. Chromatografické metody jsou zalozeny na rozd¢leni latek mezi dvé faze —
mobilni a stacionarni. Zalezi na interakci mezi vzorkem a obéma fazemi. Slozky se pohybuji
rychleji nebo pomaleji v mobilni fazi okolo faze stacionarni (Czaplicki, 2013). Vzorek je
nanesen na pevnou ¢i kapalnou stacionarni fazi a mobilni faze ho unasi. Jednotlivé slozky
vzorku jsou pak rozd€leny vytvofenim vazby na stacionarni fazi. Nékteré slozky jsou, diky
odlisnym vlastnostem, zadrzovany déle a jiné prochdzi rychle do mobilni faze.
Chromatografické metody muzeme délit dle nékolika moznych hledisek. Kuptikladu dle
skupenstvi mobilni faze 1ze chromatografii délit na plynovou a kapalinovou (Coskun, 2016).

V mé praci se budu vénovat prave kapalinové chromatografii.

3.1.1 KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

Jak jsem jiz zminila, pfi kapalinové chromatografii se mobilni faze nachdzi v kapalném
skupenstvi. Naopak stacionarni faze se vzdy sklada z pevné faze nebo pevného nosice, ktery na
svij povrch adsorbuje vrstvu kapaliny (Coskun, 2016). Mizeme se setkat s kapalinovou
chromatografii, ktera je provadéna v planarnim usporadani, a také s tzv. kolonovou kapalinovou
chromatografii. Na pocatku byly ke kapalinové chromatografii pouzivany sklenéné kolony
o pruméru od 10 do 50 mm naplnéné Casticemi o velikosti n€kolik stovek um. Mobilni faze
kolonou protékala pouze diky gravitacni sile, a separace tak trvala i nékolik hodin. Pozdéji se
zacaly pouzivat daleko mensi kolony, které byly naplnény ¢asticemi o velikosti od 3 do 10 pm,
coz mélo za nasledek zvySeni ucinnosti. K tomu uz ale nestacila pouze gravitacni sila, ale
mobilni faze musela byt protlacena pies stacionarni fazi pouzitim vysokych tlaka. Tento typ

chromatografie se nazyva vysokoucinna kapalinova chromatografie (Skoog et al., 2021).

Pro analyzu proteinii se dale vyuzivaji kolony s daleko men$im primérem a o to niZsi
prutokovou rychlosti. Piikladem muze byt mikropritokova a nanopritokova kapalinova

chromatografie (micro-LC a nano-LC). Vyhodou téchto technik je vyssi citlivost za pouziti



mensiho mnozstvi vzorku. UZzSi kolony mohou také pracovat za vysSSich tlaka diky
efektivngj§imu odvodu tepla. Jako detektor je pro obé metody preferovan hmotnostni
spektrometr (Shaaban a Gorecki, 2015). Priatokové rychlosti se pohybuji do 47 ul/min pro
micro- a okolo 0,5 ul/min pro nano-LC. To si také vyZaduje specializovany HPLC systém.
V dnesni dobé existuje fada zafizeni uzpuisobenych odlisnym objemim systému (Maier-

Rosenkranz, 2004; Mandel, 2004).

3.1.2 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
Vysokou¢inna kapalinova chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) ma dominantni postaveni, protoze se dnes za pouziti vysokého tlaku provadi
vétSina chromatografickych experimentd (Skoog et al., 2021). VHPLC se pouziva
staciondrnich fazi S homogenni ndplni 0 malé velikosti ¢astic. Aby kolonou se stacionarni fazi
protékala mobilni faze dostate¢nou rychlosti, aplikuje se zde pretlak desitek MPa (Caslavsky et
al., 2022). Vysokou uc¢innost separace zajist'uji malé Castice stacionarni faze a vysoky tlak je

pouze dusledek této ucinnosti.

HPLC chromatograf se obecné sklada ze zasobniku mobilni faze, vysokotlakého Cerpadla,
davkovaciho zafizeni, chromatografické kolony a jejiho termostatu. Na konci se nachazi
detektor, ktery je pfipojen k pocita¢i pro kone¢né vyhodnoceni (Novakova et al., 2021). Obecné

schéma HPLC chromatografu je zndzornéno na obrazku €. 1.

Davkovaé
— [Hiad
Separaéni Detektor spojeny
kolona s pocitatem

Vzorek

Mobilni faze

Obrazek €. 1: HPLC chromatograf se skladd ze zasobniku mobilni faze, vysokotlakého
Cerpadla (pumpa), davkovaciho zafizeni (davkovac), separacni kolony s termostatem, detektoru

a zobrazovaciho zafizeni - pocitace (analyza dat).

Velmi dilezitym krokem v HPLC je volba sloZeni mobilni faze. Tim je ovlivnéna jeji polarita.
Vztah mezi polaritou mobilni a stacionarni faze a polaritou slozek vzorku uddva schopnost
chromatografie separovat jednotlivé analyty. Podle uZziti mobilni fize mizeme eluci rozdélit na
izokratickou a gradientovou. Pfi izokratické eluci je v prib&hu separace slozeni mobilni faze
konstantni. Naopak pfi gradientové eluci jsou pouzity dvé mobilni faze, které jsou v pribc¢hu

analyzy miseny dle nastaveni (Novakova et al., 2021).



CERPADLA UZIVANA V HPLC

V HPLC se pro presny a stabilni pohyb mobilni faze diive pouzivala pneumatické cerpadla,
ktera pracovala pii konstantnim tlaku. Dnes se pouzivaji vysokotlaka pistova ¢erpadla, ktera

maji konstantni objemovy pritok (Céslavsky et al., 2022).

Prvnim typem Cerpadla, ktery se v HPLC pouziva, je jednopistové recipro¢ni cerpadlo. Zde pist
V pracovnim valci nasava a vytlacuje mobilni fazi cyklicky. Pritok je regulovan pomoci
kuli¢kovitych ventilt. Pokud se kulicky zvedaji, tak oteviraji vstupni nebo vystupni otvory
a umoznuji pohyb kapaliny smérem k separaci. Pokud naopak kuli¢ky klesnou, otvory se

uzaviou (Novakova et al., 2021).

Nejvétsi vyhodou je pak moznost zmény slozeni mobilni faze béhem analyzy. Naopak
nevyhodou je pulzujici tok. Tyto pulzy lze odstranit zatazenim druhého pracovniho valce
S pistem pracujicim v opacné period¢ nez pist prvni. Jeden pist se pohybuje ve sméru nasdvani

tekutiny a druhy sviij obsah vytlacuje pry¢ (Opekar et al., 2003).

Druhy pist miize byt zatazen bud’ recipro¢né, nebo sériove. Pfi reciprocnim zafazeni ma kazdy
pist vlastni vstup i vystup mobilni faze. V okamziku, kdy jeden pist mobilni fazi nasava, druhy

ji vytlacuje na analytickou kolonu.

V sériovém zapojeni maji pisty jeden spole¢ny vstup i vystup. Prvni pist sviij obsah ptecerpava
na druhy a z druhého mobilni faze putuje smérem k analyze. Timto zptisobem se tlak v systému
udrzi a pulzy jsou eliminovany (Novakova et al., 2021). Porovnani recipro¢niho Cerpadla

a recipro¢niho zapojeni dvou pistl je uvedeno na obrazku €. 2.
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Obrazek €. 2: A: Schéma recipro¢niho Cerpadla s pistem, ktery se pohybuje se ve sméru Sipek.
Pist je pohanén motorkem pies pfevodovku. Pii pohybu pistu vlevo dochazi ke vstupu mobilni
faze a pohybem vpravo je mobilni faze posunuta smérem k analytické koloné. B: Recipro¢né
zapojené pisty pohanéné jednim motorem s pievodovkou. Jedna ¢ast se plni a druha svtij obsah

vytlacuje dal do pfistroje.

Pted cerpadla byva jesté zarazen vakuovy degaser S polopropustnou membranou, ktery pomoci
vakuové pumpicky vytvari v systému vakuum. To zajisti, Ze Se vV mobilni f4zi nebudou
vyskytovat rozpusténé plyny, které by zptsobily zavzdu$néni Cerpadla. Kdyby se bubliny
vzduchu uvolnily do ¢erpadla, pritok by nebyl bezpulzni. Také by dochazelo ke kolisani tlaku
Vv piistroji. Pfi vysledné analyze by se zavzduSnéni systému mohlo projevit snizenou citlivosti
detekce, nestabilnim signalem detektoru nebo neopakovatelnymi retenénimi Casy slozek.

(Novakova et al., 2021)

DAVKOVACI ZARIZENI

Davkovaci zatizeni v HPLC slouzi k naneseni kapalného vzorku za atmosférického tlaku do
vysokotlakého systému mobilni faze. Pti vstfiknuti nesmi dojit K naruseni rychlosti prutoku
mobilni faze kolonou (Opekar et al., 2003). Jako davkovaci zafizeni se nejcastéji pouziva
Sesticestny dvoupolohovy ventil s davkovaci smyckou definovaného objemu (od 1 do 100 ul)
(Novakova et al., 2021). Ventil ma tedy Sest vstupt, pfi¢emz dva jsou propojeny kanalkem.
K davkovani vzorku dochazi pootacenim jadra ventilu tak, Ze v jednom bodé proudi mobilni
faze do kolony a do smyc¢ky proudi vzorek 0 pfesné definovaném objemu. Po pootoc¢eni smycky
o 60 stupni je obsah davkovaci smycky proudem mobilni faze vytlaCen do separacni kolony
(Opekar et al, 2003). Davkovaci smycka vobou polohich je znazornéna na

obrazku ¢. 3.
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Obrazek ¢. 3: Schéma Sesticestného davkovaciho ventilu. Na schématu A dochazi k plnéni
smycky vzorkem cestou €. 6 a mobilni faze proudi ke koloné. Pootocenim ventilu o 60° se
vzorek posouva smérem k analyze pritokem mobilni faze smyckou (B). Prevzato a upraveno

z (Steiner et al., 2019).

HPLC KOLONY

Kolony jsou vétsinou ocelové trubice. Existuji kolony s Sirokou $kalou velikosti vnitiniho
priméru a lisi se tak i jejich vyuziti.

V micro-LC se pouzivaji kolony s vnitinim primérem 1,0 mm a pritokova rychlost se zde
pohybuje okolo 47 pl/min. Nano-LC (tlak do 1500 bar) se pouziva pfi ultrasenzitivni analyze.

Tato technika vyuziva kolon s primérem do 0,1 mm a velmi nizkych prutokovych rychlosti

okolo 500 nl/min (Shaaban a Goérecki, 2015; Stejskal et al., 2021).

U konvenéni chromatografie se vyuzivaji kolony o vnitinim priméru 2-5 mm a délce
10-300 mm. Material, ktery se nachazi na vnitini stran€, musi byt dokonale hladky, musi odolat

vysokym tlakiim a chemickému slozeni mobilni faze (Novakova et al., 2021).

V koloné je umisténa stacionarni faze, kterou byva silikagel rizného typu a na n&j jsou
nejcastéji kovalentné navazany funkéni skupiny urcujici vyslednou polaritu stacionarni faze.
Velikost ¢astic sorbentu stacionarni faze se dnes pohybuje od 1 do 5 pm, vyjime¢né se pouZzivaji

sorbenty o praméru 10 um (Opekar et al,. 2003; Novakova et al., 2021).

Pti separaci dochazi vlivem pritoku mobilni faze kolonou k jejimu zahtivani. Vykyvy teplot se

koriguji pomoci termostatii (Novakova et al., 2021).

KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE NA REVERZNI FAZI

U reverzni kapalinové chromatografie (Reverse-phase liquid chromatography, RP-LC) je

stacionarni faze nepolarni kviili uhlovodikovym fetézclim, které méa navazané na svém povrchu.



Vzorek je umistén v polarni mobilni fazi a retence se zvysuje S polaritou mobilni faze nebo
hydrofobicitou analyti. Nejcastéji se pouzivaji kolony s C18 stacionarni fazi a poté naplné
s alkylovym fetézcem C8 nebo C4. Jejich schéma je uvedeno na obrazku ¢. 4. Cim del3i je

uhlovodikovy fetézec, tim vyssi je hydrofobnost fize (Zuvela et al., 2019).

Mobilni faze, uzivané pii RP-LC proteint, jsou vodné roztoky s organickymi rozpoustédly
(nejcastéji methanol nebo acetonitril). Dale se ptidava kyselina (napf. mravenéi nebo
trifluoroctova) pro pozitivni naboj proteinti a peptidd, a také kvili eliminaci nezadoucich
interakci se stacionarni fazi. Eluce je provadéna pomoci snizujici se polarity. Riizné poméry
vody a organického rozpoustédla vytvari gradient a K eluci jednotlivych slozek vzorku pak

dochazi postupné. (Josic a Kovac, 2010).

Obrazek ¢. 4: Schéma stacionarnich fazi C18 (A), C8 (B) a C4 (C) pouzivanych v RP-LC.

Pievzato a upraveno z (Zuvela et al., 2019).

DETEKTORY

Detektory v HPLC zaznamenavaji rozdily mezi Cistou mobilni fazi a fazi s analytem. Pouzivaji
se rizné koncentratni nebo hmotnostni metody. Nejdilezitéjsi je, aby byla detekéni cela
ptizpusobena pouziti v HPLC a nedochazelo v ni krozmyvani zon latek separovanych
Vv koloné. HPLC detektor by mél byt ptedevsim vysoce citlivy, univerzalni pro v§echny analyty,
nedestruktivni a jeho signal by nem¢l byt ovlivnitelny zmé&nami teplot, pritoku nebo sloZzenim

mobilni faze (Opekar et al., 2003; Novakova et al., 2021).

Mezi velice oblibené patii spektrofotometrické detektory, a to zejména ve spojeni s detekci
s diodovym polem, které sleduji absorbanci separovanych latek pii velkém poctu vinovych
délek. Dale take existuji fluorimetrické, elektrochemické nebo vodivostni detektory. V posledni

dobé viak narfista vyuziti hmotnostni spektrometrie (Caslavsky et al., 2022).



3.2 HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie je 0G¢inna instrumentalni metoda, ktera identifikuje, a také
kvantifikuje analyty v komplexnich smésich. Funguje na principu ionizace a $t€peni neutralnich
molekul, které jsou nasledné hodnoceny na zakladé jejich poméru hmotnosti ku naboji (m/z).
Data jsou vyhodnocovana pomoci softwaru a analyzované latky jsou rozeznany dle druhu

a zastoupeni fragmentti (Opekar et al., 2003; Novakova et al., 2021).

KONSTRUKCE MS

Existuje n¢kolik rozdilnych instrumentaci hmotnostnich spektrometrd, ale vSechny obsahuji
dulezité zakladni ¢asti: zdroj iontt, analyzator a detektor ¢astic (Friedecky a Lemr, 2012).

Ve zdroji iontt je latka prevedena do plynného skupenstvi a riznymi zpiisoby ionizovana.
Pokud se jedna o latky méné stabilni, mtze dochazet k jejich fragmentaci. Ionizace je zaklad

uspésného experimentu.

Ionizované fragmenty dale interaguji s elektrickym polem a dojde K jejich urychleni (ziskana
rychlost je zavisla na jejich hmotnosti — ¢im vétsi hmotnost, tim nizsi rychlost). V analyzatoru
poté dochazi vlivem elektrického nebo magnetického pole k filtraci iontd se stejnym pomerem

hmotnosti ku naboji (m/z).

Detektor nakonec zaznamenava dopadajici ionty a vytvari elektricky signal. Detektorem
prochazi elektricky proud a pii dopadu vybraného iontu tento elektricky proud vzroste vlivem

vvvvv

iontd dopadne na detektor (Opekar et al., 2003).

Ve viech ¢astech hmotnostniho spektrometru je vysoké vakuum (do 10 Pa), aby nedochazelo
k vzajemnym reakcim ionizovanych fragmenti nebo k reakcim fragmentt s molekulami
vzduchu. To by vedlo ke ztratam energie a rozptylu ¢astic (Friedecky a Lemr, 2012; Céslavsky
etal., 2022).

3.2.1 IONIZACE

Prvnim krokem v hmotnostnim spektrometru je ionizace analyzované latky. Tim dochazi ke
vzniku molekulového iontu. Existuje mnoho zpiisobl ionizace. Délime je na techniky tvrdé
a mekké. Tvrdé techniky aplikuji velké mnoZstvi energie a jejich plisobenim se cCasto
molekulové ionty rozpadaji na nabité fragmenty a neutralni radikéaly (Caslavsky et al., 2022).
Radi se sem napiiklad elektronova ionizace, ktera se pouZiva ve spojeni plynové

chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC-MS). V tomto spojeni se také vyuziva



chemicka ionizace, kde dochazi k ionizaci analytu pies reakéni plyn. Mékké ionizacni techniky
naopak minimalizuji fragmentaci. Patfi mezi n¢ naptiklad ionizace elektrosprejem (ESI)
a ionizace za pomoci matrice (MALDI) (Friedecky a Lemr, 2012). Tyto dvé metody se zaroven

nejéastéji uzivaji k ionizaci proteint (Aebersold a Mann, 2003).

MALDI se uziva k ionizaci jednodusSich smési peptidi. Analyt je z krystalického vzorku
sublimovan a nasledné ionizovan pomoci laserovych pulzi. ESI ionizuje analyty z roztoku
komplexnich vzorkl, a proto se Casto pouziva ve spojeni S kapalinovou chromatografii

(LC-MS). (Aebersold a Mann, 2003).

ELEKTROSPREJ

Elektrosprejova ionizacni hmotnostni spektrometrie (ESI-MS) je velice spolehliva technika.
ESI se dnes vyuziva nejen k analyze proteinti a dalSich biopolymert, ale také k analyze malych
polarnich latek. Ve spojeni s vysoce vykonnym kapalinovym chromatografem (HPLC/ESI-
MS) se stala velmi vykonnou technikou, ktera je schopna analyzovat i slozité biologické vzorky
a produkovat n€kolikanasobné ionty (Ho et al., 2003; Hoffmann a Stroobant, 2007).

ESI ptevadi vzorek pted analyzou z roztoku do plynného skupenstvi, aniz by dochazelo k jeho

degradaci (Fenn et al., 1989).

Funguje na tom principu, Ze je na vzorek v tenké kapilafe aplikovano elektrické pole za
atmosférického tlaku (Hoffmann a Stroobant, 2007). To zajisti, ze se vzorek akumuluje na jejim
konci (Fenn et al., 1989). Nejprve je aplikovano pocatecni napéti (stejné jako povrchové napéti
tekutiny), které se postupné zvysuje. To vyvold vznik kapky a akumulaci naboje na jejim
povrchu. Nakonec je tlak na konci kapky v dusledku odpuzovani souhlasnych naboji, vyssi,
nez povrchové napéti a dojde K jejimu rozbiti na malé nabité kapicky (Hoffmann a Stroobant,
2007). Opakovanim tohoto kroku dojde k pievedeni vzorku do plynné faze a k uvolnéni iont.

(viz obrazek ¢. 5).

Do systému se také zavadi inertni plyn (napt. dusik), ktery se zahtiva a urychluje pritok vzorku
a odparovani rozpousStédla. Emitované ionty jsou nasledné urychlené smeéfovany do

hmotnostniho analyzatoru pro naslednou analyzu (Ho et al., 2003).
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Obrazek ¢. 5: Vznik nabitych kapek na konci kapilary a jejich postupné zmenSovani vlivem
odpafovanim rozpoustédla. Nakonec dojde k explozi a uvolnéni iontd (pfevedeni do plynné

faze). Pievzato z (Ho et al., 2003).

3.2.2 ANALYZA

Hmotnostni analyzatory vyuzivaji magnetické ¢i elektrické pole k separaci iontd dle jejich
poméru m/z. Pole mohou byt kombinovana. Bylo vyvinuto nékolik typi hmotnostnich
analyzatoru, které separuji ionty na zaklad¢ riznych principt (Hoffmann a Stroobant, 2007).
Analyzatory mohou byt v systému samostatné nebo kombinované. V tom piipad¢ byvaji
spojovany vyhody vSech propojenych analyzatorti. VSechny maji spolecné dutlezité parametry

jako je citlivost, rozliSeni nebo preciznost (Aebersold a Mann, 2003).

HMOTNOSTNI ANALYZATOR DOBY LETU

Analyzator doby letu (Time of flight, TOF) vyuziva velmi jednoduchého zptisobu, jak od sebe
oddélit jednotlivé ionty s riznymi poméry m/z. lonty jsou na pocatku letové trubice o zndmé
délce urychleny elektrickym polem. VSechny ionty maji tedy stejnou kinetickou energii a 1isi
se svoji hmotnosti. lonty poté vstoupi do letové trubice, ve které jiz elektrické pole nepisobi,
a dojde K jejich rozd¢leni dle rychlosti, Kterou trubici proleti (Hoffmann a Stroobant, 2007).
Leh¢i ionty dorazi na detektor rychleji nez t&€zsi ionty (viz obrazek €. 6). Po narazu na detektor
vyvolaji odezvu a z ¢asu, po jakou dobu dany iont letél trubici, je odvozen retencni Cas

(Volny, 2020).
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Obrazek €. 6: Hmotnostni analyzator doby letu ve spojeni S ionizatorem MALDI (MALDI-
TOF MS). Ionty jsou urychleny elektrickym polem a po vstupu do letové trubice jsou rozdéleny
podle jejich hmotnosti. Nejlehéi ionty putuji nejrychleji k detektoru a nejté€z$i ionty

nejpomaleji. V trubici jiz nepusobi elektrické pole.

KVADRUPOLOVY ANALYZATOR

Za vyvojem kvadrupolového analyzatoru stoji drzitel Nobelovy ceny za fyziku Wolfgang Paul
(Paul, 1990). V analyzatoru dochazi k separaci ionti na zaklad¢ stability trajektorie jejich
pohybu. Analyzator se sklada ze 4 rovnobéznych kovovych tyéi, které jsou od sebe ve stejné
vzdalenosti a jsou dokonale paralelni. Na dvojice thlopfi¢né protilehlych ty¢i ptisobi stiidavé
napéti stejné velikosti a na druhou dvojici pusobi napéti stejné velikosti, ale opa¢ného polu.
Iont, ktery vstoupi do prostoru mezi tyCemi, leti opacné dle svého naboje bud’ smérem ke
kladné, nebo zaporné nabitym ty¢im. Protilehlé tyce pravidelné stfidaji kladny a zéporny ndboj.
To ma za nasledek pohyb ionti ve sméru Z a jejich oscilaci ve sméru X a Y (dle obrazku ¢. 7)

(Ho et al., 2003; Hoffmann a Stroobant, 2007).
Pohyb iontti kvadrupdlem je fizen jejich pomérem m/z. Nastavenim napéti, které propojuje tyce
kvadrupdlu, pak mizeme fidit, které¢ ionty (Sjakym pomérem m/z) projdou k detektoru.

Amplituda kmitani ostatnich iontt bude nestabilni. Srazi se s ty¢emi a nedosahnou tak detekce

(Ho et al., 2003).
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_ MZ_» detektor

zdroj —7

Obrazek ¢. 7: lon (M+) putuje ve sméru Z ze zdroje pies uspotradani 4 kovovych ty¢i. Protilehlé
tyCe stfidaji kladny a zaporny naboj, coz vede k oscilaci M+ v roviné¢ X-Y. lont tak dosahne

detektoru. Pfevzato a upraveno z (Ho et al., 2003).

Kvadrupélovy analyzator lze kombinovat a lze vytvafet tzv. tandemové hmotnostni
analyzatory. Kvadrupol se vyskytuje napiiklad v trojitém kvadrupélu (QQQ) nebo v kombinaci
s analyzatorem doby letu (Q-TOF). V prvnim analyzatoru nejprve dochazi k izolaci
analyzovaného iontu, ktery se dale fragmentuje a Vv poslednim analyzatoru je vyhodnocen.
Cilem hybridniho nastroje je spojit silné stranky jednotlivych analyzatort a zaroven eliminovat

jejich slabiny (Hoffmann a Stroobant, 2007).

IONTOVA PAST

Iontova past je stejné jako kvadrupdl velmi roz$iteny analyzator. Podobné jako kvadrupdl
vyuziva oscilujici elektrické pole krozdéleni jednotlivych iontd. Jedna se vlastné
0 trojrozmérny kvadrupol (Havli¢ek a Turecek, 2020). Sklada se z prstencové elektrody, ktera
je umisténa uprostied, a ze vstupni a vystupni koncové elektrody na okrajich (Paul, 1990) (viz
obrazek €. 8). V duting, kterou tyto tii hyperbolické elektrody vytvofi, jSou za pfitomnosti helia

ionty zachycovany (Ho et al., 2003; Havli¢ek a Tureéek, 2020).

Ionty vstupuji ze zdroje otvorem vstupni koncové elektrody. Na prstencovou elektrodu je
vloZeno napéti. Napéti se postupné zvysSuje a tim se zvySuje také naboj na jednotlivych iontech.
Ionty poté postupné piesahnou tzv. body vypuzeni a jsou z pasti vypuzeny koncovymi
elektrodami. K detekci se nakonec dostane necela ¢tvrtina analyzovanych iontti z pasti, protoze
ionty jsou vypuzovany obéma velmi malymi otvory na obou koncovych elektrodach a pouze
jeden konec vede k detektoru (Havlicek a Turecek, 2020).
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elektroda elektroda
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Obrazek €. 8: Schéma hmotnostniho analyzatoru typu iontové pasti. Veli€iny r0, z0 popisuji

rozméry iontové pasti. Pfevzato z (Havlicek a Turecek, 2020).

HMOTNOSTNI ANALYZATOR TYPU ORBITRAP

Analyzatory typu orbitrap se skladaji ze tfi elektrod. Centralni elektroda je ve tvaru vietene
a dvé vngjsi elektrody maji tvar kalichu. Vngjsi elektrody jsou otoCeny smérem K sobé¢ a jsou

izolovany tzkou mezerou (viz obrazek ¢. 9).

Mezi vné&jsi a centralni elektrody je ptivadéno napéti a vznika tak linearni elektrické pole. lonty
jsou siln¢ ptitahovany k centralni elektrodé pusobenim radialni slozky elektrického pole

(Zubarev a Makarov, 2013).

zavedeni iontu

vnéjsi elektroda

vnitfni elektroda

detekce signélu

Obrazek ¢. 9: Schéma analyzatoru typu Orbitrap. Ionty vstupuji otvorem ve vngjsi elektrodé
a zastavaji uvnitf rotujici okolo centralni elektrody. Dochazi k detekci frekvence jejich oscilace.
Pievzato a upraveno z (Zubarev a Makarov, 2013).

Skrz otvor ve vngjsi elektrode jsou mezi vnitini a vnéjsi elektrody vstiikovany ionty. Pokud
jsou parametry nastaveny spravné, dojde k zachyceni ionti ve spiralovité ,pasti okolo

centralni elektrody. lonty jsou tlaceny do nejsirsi ¢asti pasti vlivem kuzelovitého tvaru vnéjsich

14



elektrod (Zubarev a Makarov, 2013). lonty osciluji podél osy z a rotuji okolo centralni

elektrody. Pomér hmotnosti a naboje je ptimo umérny frekvenci jejich oscilace (Hu et al.,

2005).

Vngjsi elektrody pfijimaji a deteguji oscilace iontl. Elektrody zachyti casovy signal, ktery je
pomoci Fouriové transformaci pieveden na frekvencni signal. Vystupem je tedy spektrum
sriznymi frekvennimi piky, které odpovidaji jednotlivym hmotnostem ionta

(Zubarev a Makarov, 2013).

3.3 VYUZITi HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE V PROTEOMICE

Proteomika je disciplina spojovana s komplexni analyzou velkého mnozstvi proteini
pritomnych ve vzorku. Tento soubor se obecné nazyva proteom. Proteiny proteomu jsou
vzajemné funkcné propojeny (Aebersold a Mann, 2016). Proteomika studuje nejen proteiny
jako takové, ale také zmény v jejich expresi vlivem biologickych poruch
(Anderson a Anderson, 1998). Mezi tyto poruchy patii rizna onemocnéni, a tak 1ze podrobné
studium proteintl vyuzit napiiklad v diagnostice. Proteiny zde funguji jako biomarkery, které
mohou onemocnéni predpovidat a prokazovat pozitivni nebo negativni reakci pacientd na 1é¢bu
(Macklin et al., 2020). Proteomické ptistupy lze rozdélit na necilené a cilené (Sobsey et al.,
2020).

3.3.1 NECILENA PROTEOMIKA
Necilena proteomika zkouma veskeré slozky proteomu. Cilem je identifikace a kvantifikace co
nejvétsiho poctu proteind (Sobsey et al., 2020). Pro tuto analyzu jsou zejména vyuzivany dveé
metody — data dependent acquisition (DDA) a data-independent acquisition (DIA). DDA
nejprve vyhleda nejintenzivngjsi prekurzorové ionty a ty jsou poté fragmentovany. U DIA neni
fragmentace zavisla na intenzit¢ a to vede Kk lepSimu pokryti proteomu (Mendes a Dittmar,
2022).

3.3.2 CILENA PROTEOMIKA
Cilena proteomika je navrzena pro identifikaci a kvantifikaci specifickych peptida, které se
nachazeji v proteinovém vzorku. Tyto sady peptida detekuje velmi citlive, reprodukovatelné
a presné¢ (Mendes a Dittmar, 2022). Pro tuto funkci musi byt spektrometr spravné
naprogramovan vlozenim potiebnych udaji pro detekci. V cilené proteomice je uzivano velké
mnozstvi metod, které si vyzaduji kombinace riznych typl analyzatori. Kombinuji se
kvadrupdly, orbitrapy i hmotnostni analyzatory doby letu. (Borras a Sabido, 2017).

V cilené proteomice jsou provadény dvé hlavni metody: monitorovani vybranych reakci
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(Selected reaction monitoring, SRM) a monitorovani paralelnich reakci (Parallel reaction
monitoring, PRM) (Mendes a Dittmar, 2022).

MONITOROVANI VYBRANYCH REAKCI

Metoda SRM se zamé&fuje na jeden vybrany soubor peptidt. Provadi se v trojitém kvadrupolu
(QQQ). V prvnim kvadrupolu (Q1) je nejprve vybran prekurzorovy iont pozadovaného peptidu.
Toho se docili nastavenim velmi uzkého izolacniho okna. V druhém kvadrupélu (Q2) dochézi
k jeho fragmentaci. Ve tietim (Q3) je monitorovan jeden z fragmentt tohoto peptidu. Jde

o0 dvojitou selekcei, kterou nazyvame tranzice (Borras a Sabidg, 2017).

Dvojice m/z vybranav Q1 a Q3 musi byt jedine¢na pro analyzovany protein. Specifické peptidy
pro ur€ity protein se oznacuji jako proteotypické. Specificka filtrovani v Ql a Q3 zajisti
vysokou selektivitu, citlivost a pfesnost (Mendes a Dittmar, 2022). Schéma priabéhu SRM je

vyobrazeno na obrazku ¢. 10.

Ql kolizni cela |
Q ) a > a )}
[e) )} a )} a )}

¢as

Obrazek €. 10: Schéma méfeni SRM. Ionizovany peptid je vybran v prvnim kvadrupélu Q1
a poté dochazi k jeho fragmentaci v kolizni cele. Jeden fragmentovy iont je vybran ve tietim
kvadrupdlu a poté je detekovan na hmotnostnim detektoru. Na obrazku je zndzornén vybér dvou

fragmenti z jednoho prekurzorového iontu. Pfevzato a upraveno z (Mendes a Dittmar, 2022).

V SRM lze identifikovat i vice fragmentli jednoho peptidu. Tim pak ziskdvame jak kvantitativni
informaci, tak mizeme dané peptidy identifikovat. Pokud dochazi ke sledovani vice riznych
peptidii, metodu muzeme nazvat jako sledovani vicenasobnych reakci (MRM, Multiple
reaction monitoring). Pokud dojde k identifikaci alespon tfech proteotypickych peptidu, lze

poté kvantifikovat analyzovany protein (Borras a Sabido, 2017).

MONITOROVANI PARALELNICH REAKCI

V PRM jsou analyzovany veskeré fragmenty, které vznikaji z vybraného prekurzorového iontu
paralelné. Toto monitorovani probihd v hmotnostnich spektrometrech, které maji kombinace
raznych hmotnostnich analyzatoru. Nejcasteji jsou to kombinace
kvadrupoél-orbitrap nebo kvadrup6l-TOF. Prvni analyzator izoluje vybrany peptid, ktery je
nasledné fragmentovan v kolizni cele. Fragmentové ionty jsou pak analyzovany v druhém

analyzatoru. Cilem PRM je ziskat piky téch fragmentovych iontd, které jsou pro identifikaci
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a kvantifikaci peptidu nejvhodnéjsi. To jsou zejména ty fragmenty, které neinterferuji a nemaji
vysoky Sum (Borras a Sabido, 2017; Mendes a Dittmar, 2022). Schéma prubéhu PRM je

vyobrazeno na obrazku ¢. 11.

q2 Orbitrap

e N
: S \3}' 2 ‘ |

nebo TOF

Obrazek €. 11: Schéma méteni PRM. V Q1 vybran prekurzorovy iont a je fragmentovan v g2.
Nasledné dochézi k proméfeni veskerych fragmentl ve tieti ¢asti hmotnostniho spektrometru,
coz miize byt orbitrap nebo TOF analyzator. Na spektru jsou poté znadzornény piky fragmentt

prekurzorového iontu. Pievzato a upraveno z (Shi et al., 2016).
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3.4 GENY FIBROBLASTOVYCH RUSTOVYCH FAKTORU
Geny FGF rodiny maji rtizné funkce — vyvojovou, opravnou nebo metabolickou.
U ¢loveka je tato rodina tvotrena 22 geny od FGF1 az po FGF23 (FGF15 deficientni). Dle
fylogenetickych analyz je Ize délit do sedmi podrodin (obrazek. C. 12).

FGF4 FGF7
podrodina podrodina
FGF3

FGF7
FGF10

FGF22
FGF4

FGF9
FGF9

FGF1  FGR2
) FGFl6¢ Pedredina

podrodina FGF1
FGF20

FGF13

FGF14 FGF17
FGF12 pap FGF18
FGF11
FGF19 FGF8

FGF11 EFGF21 podrodina
podrodina FGF23

FGF19
podrodina

Obrazek ¢. 12: Schéma rozdé€leni jednotlivych zastupcth FGF rodiny do podrodin. Pievzato
a upraveno z: (Yun et al. 2010).

Alternativné Ize gen FGF délit dle mechanismu piisobeni do skupin dle (Martin et al. 2012).
Intracelularni skupina: Sem jsou zafazeny podrodiny, které¢ funguji jako signalni molekuly

nezavisle na FGF receptoru (FGFR).

Kanonicka skupina: Produkty této skupiny ptisobi jako extracelularni proteiny, které se vazou
na povrchové tyrosinkinazy a aktivuji tak povrch bunky. Jako kofaktor zde funguje heparin.

Maji lokalni signalni funkci v parakrinnim a endokrinnim systému.

Hormontim podobné FGFgeny (endokrinni skupina): Svou odpovéd’ zprostiedkovavaji pomoci
FGEFR, ale pusobi jako endokrinni faktory. Pro svou vazbu na FGFR nepotiebuji heparin, ale

alternativni kofaktor.

3.5 FIBROBLASTOVY RUSTOVY FAKTOR 23

Gen FGF23 se nachéazi na 12. chromozomu. Je tvofen 3 exony, které jsou oddéleny 2 introny.
K jeho prepisu dochazi zejména v osteoblastech a osteocytech. V mensi mife je exprimovan
také zaludkem nebo slinnymi zlazami. Vznika tak glykoprotein slozeny z 251 aminokyselin.

Prvnich 24 aminokyselin z N-koncové oblasti je odstépeno jako signalni sekvence a poté dojde
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k O-glykosylacy proteinu. FGF23 je dale vylouc¢en do krevniho ob&éhu ve dvou formach: ve
form¢ plné délky (25-FGF23-251) a ve kratsi form¢ (25-FGF23-179). Na druhém konci
proteinu se nachazi unikatni C-koncova oblast. Pouze plna délka proteinu je aktivni. Kratsi
forma vznika proteolytickym S$tépenim C-koncové oblasti proteinu, v ¢emz spociva jeho
regulace (Martin et al., 2012) (viz obrazek ¢. 13).

Na C-koncovou doménou se vaze aKlotho kofaktor, ktery je nutny pro vazbu proteinu na jeho
receptor. (Athonvarangkul a Insogna, 2021). V mistech, kde se FGF23 uplatnuje, dochazi

k expresi jeho receptoru a také membranové formy aKlotho.

1 25 180 251

Pro-FGF23 N | | C
176-RHTR-179

aralf FGF23 — 11
proteolyza l\) Furin

Obrazek ¢. 13: Schématickd struktura FGF23. Zelenou barvou je oznacena signalni sekvence
24 aminokyselin na N-konci a modrou unikatni C-konec. RHTR je zkratka pro
aminokyselinovou sekvenci od aminokyseliny 176 do 179 (arginin-histadin-threonin- arginin).
Tato sekvence je Stépena, ¢imz dojde k deaktivaci proteinu. Pfevzato a upraveno

z: (Athonvarangkul a Insogna, 2021).

Fibroblastovy rustovy faktor 23 ucinkuje primarné v ledvinach, kde ma vliv na funkci
proximalniho tubulu. Ovliviiuje zejména metabolismus vitaminu D skrze kontrolu jeho

extracelularni koncentrace, a také skrze koncentrace fosfati v séru (Prié a Friedlander, 2010).

3.5.1 FUNKCE FGF23

Jak jsem jiz zminila, FGF23 je nezbytnou soucasti metabolismu vitaminu D. Syntéza tohoto
vitaminu  za¢ind v kazi, kde je jeho tvorba  stimulovana  pusobenim
UV-zafeni. Poté pokracuje do jater, kde je pfeménén na 25(OH)D a nasledné je uvolnén do
krevniho obéhu a po téle cirkuluje ve vazbé s DBP (vitamin D-binding protein). Tento
meziprodukt je vychytavan bunikami proximalniho tubulu a dochazi kjeho preméné
hydroxylaci na aktivni vitamin D3 (1,25(0OH)2D3) (Pri¢ a Friedlander 2010).

Vysoka koncentrace extracelularniho vitaminu Ds stimuluje produkci FGF23 v kostnich

bunkach. FGF23 stimuluje expresi 24 a 25-hydroxylaz, které vitamin D3 inaktivuji, a potlacuje
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tvorbu 25(OH)D-1lahydroxylas, které zajistuji pfeménu neaktivniho 25(OH)D na aktivni
1,25(0OH)2D3. Kromé vysokych hladin vitaminu Ds, stimuluji produkci FGF23 také vysoké
hladiny extracelularniho fosfatu. To je divod propojeni koncentrace fosfati s metabolismem

vitaminu D (Athonvarangkul a Insogna, 2021).

Fosfat tvoti okolo 1 % telesné hmoty a 85 % z n¢j je ulozeno v kostech a zubech. Uplatiiuje se
pii vyvoji a mineralizaci kostry (Qadeer a Bashir, 2023). Jeho nedostatek
1 prebytek miize mit za nasledek mnohé zdravotni komplikace. Nedostatek vede k srdecnimu
a respira¢nimu selhani, porucham ristu a mineralizaci skeletu. Naopak nadbytek zvySuje rizika
srdecni hypertrofie, vede k onemocnénim kosti, kardiovaskuldrnim onemocnénim nebo

ektopické kalcifikaci. Dale také zvySuje rizika infekce a smrti (Simic a Babitt, 2021).

Fosfat vstupuje do tubularnich bunék ledvin za pomoci kotransportérii zavislych na aktivité
sodno-draselné pumpy (Martin et al., 2012). FGF23 potlacuje expresi nékterych z téchto
kotransportéru a jako dasledek toho zvysi vylucovani fosfatu ledvinami (Shimada et al., 2004).
Utinky riznych hladin FGF23 byly prokazany in vivo. Transgenni mysi, které nadmérné
exprimuji FGF23, mély snizenou reabsorbci fosfati renalnimi tubulami. Pti nizké koncentraci
vitaminu Dz v séru, my$i vykazovaly abnormality na kostie, jako je kfivice nebo osteomalcie
(Bai et al., 2004). Naopak mutované mysi, které neprodukuji FGF23, trpély tézkou
hyperfosfatemii a vykazovaly zvySenou reabsorbci fosfatu rendlnim tubulem. Koncentrace

vitaminu D3 v séru byla také zvysena (Shimada et al., 2004).

352 FGF23 A JEHO ROLE VE VYBRANYCH LIDSKYCH
ONEMOCNENICH

Fibroblastovy rustovy faktor 23 je nadmérn¢ exprimovan v nadorech zptisobujicich onkogenni
osteomalcii. (Jonsson et al., 2003) Tumorem indukovana osteomalcie (TIO) je onemocnéni
zpusobené hypofosfatemii. Ta vznika jako dusledek zvySenych hladin FGF23. Nadory je velmi
tézké vyhledat a odstranit, protoZze jsou velmi malé a nachazi se na riznych mistech po téle.
T1O samotna nema typické ptiznaky, ale veskeré problémy vychazi z vysokych hladin FGF23
(bolest kosti, svalova slabost, atd.) (Brandi et al., 2021).

Dale se zvysena hladina FGF23 vyskytuje u X-vazané hypofosfatemické kiivice. Jedna se
o vrozené onemocnéni zplsobené mutaci genu PHEX, ktery lezi na kratkém raménku
chromozomu X. Tato mutace zptisobuje zvysenou expresi genu FGF23. To ma opét za nasledek
zvySeni ztrat fosfatu v ledvinach a dochazi k poskozeni mineralizace kosti. Kfivice se pak

projevuje nejcastéji deformaci dolnich koncetin, $patnou mineralizaci zubi nebo nizkou
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postavou. Onemocnéni se nejcastéji projevuje v prvnich dvou letech zivota a jeho vzacnost

a variabilita klinického obrazu miize vést k pozdnimu rozpoznani diagnézy (Camborova, 2020).

3.5.3 SYSTEMOVA REGULACE PROTEINU FGF23

Regulace proteinu FGF23 je velmi slozita. Protein je regulovan jak systémové, tak lokalné
a pomoci intracelularnich mediatora. Jelikoz se jedna o dilezity regulator metabolismu
kosternich mineralt, FGF23 je regulovan ruznymi hladinami fosfatu, vapniku, vitaminu D
a parathormonu v krevnim séru (Simic a Babitt, 2021). Dale maji vliv na produkci naptiklad
hladiny Zeleza, ptitomnost zanétu a dalsi. VIiv vSech faktort je komplexné provazan (Bdr et

al., 2019). V nasledujicim textu se vénuji nékolika systémovym regulatorim.

AKTIVACE POMOCI VITAMINU D3

vvvvvv

pfedevs§im na zpétnou absorpci vapniku a fosfatu v gastrointestindlnim traktu. Vyssi hladiny
vapniku spoleéné s vitaminem puisobi na pfistitna téliska a potlacuji syntézu parathormonu
(PTH). Potla¢enim syntézy tohoto hormonu dochazi ke snizeni hladin vapniku v krvi. Druhym
dusledkem této inhibice je sniZeni vyluovani fosfatu. Jeho vysoké hladiny pak spusti syntézu
FGF23 a ten potla¢i Vitamin Ds. Tim se smyc¢ka regulace uzavie. Pokud tedy dojde k navazani
Vitaminu D3 na jeho receptor (VDR) na piistitnych téliskach, dojde ke zvyseni hladiny FGF23
(Martin et al., 2012).

Vliv samotného PTH na syntézu FGF23 je nejasny. Existuji experimentalni studie, které
potvrzuji, ze PTH zvySuje expresi genu pro FGF23 (Rhee et al., 2011). U jinych praci jsou
vysledky opacné a PTH expresi FGF23 snizuje nebo nema vliv (Samadfam et al., 2009).

VLIV ZELEZA A DALSiCH KOVOVYCH IONTU

Zelezo je biogennim prvkem, ktery je soudasti nejen hemoglobinu, ale také je dilezitym
kofaktorem pro funkci enzymu a dal$ich molekul (Wallace, 2016). Nedostatek zeleza
Vv organismu ovlivituje mnozstvi FGF23. M4 za nasledek jeho zvysenou transkripci, ale také
jeho stépeni. Nedostatek Zeleza souvisi také s hypoxii, ktera opét vede ke zvySeni produkce
FGF23. Diskutuje se také o vlivu dalsich iontd, jako napiiklad Mg?*, Cd?* nebo Li* (Bir et al.,
2019).

ZMENY HLADINY FGF23 PRI ZANETLIVYCH REAKCICH

Zvysené hladiny fibroblastového ristového faktoru 23 je spojeny také se zanétlivymi

reakcemi. Ty se vyskytuji zejména pii infekcich, autoimunitnich onemocnénich nebo obezité
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(Simic a Babitt, 2021). Cytokiny jsou signalni molekuly, které se podileji na tvorbé a udrzovani
zanétlivych reakci v téle. Tyto prozanétlivé molekuly pfimo zvySuji expresy genu FGF23.
Exprese mRNA a pfitomnost aktivniho FGF23 je zvySena. V pfipad¢ neaktivniho FGF23

nedochazi k zadnym zménam (David et al., 2016).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 BIOLOGICKY MATERIAL

Hovézi sérovy albumin (BSA) (Sigma-aldrich, kat.c. A7906)

Proteinové standardy BSA- koncentrace 125 pg.ml?; 250 pgml?; 500 pg.ml?; 750 pg.ml?;
1000 pg.ml?; 1500 pg.ml™* a 2000 pg.ml* (Thermo Scientific™, kat.¢. 23208)

Lyofilizovana smés enzymu Trypsin/Lys-C (Promega, kat.¢. V5073)

4.2 CHEMIKALIE, ROZTOKY

Acetonitril (CH3CN, ACN), Sigma-Aldrich, kat.¢. 1.00029

Bicinchoninic Acid (BCA) Reagens A (Na;CO3, NaHCOs, Pierce BCA detekéni reagens (kyselina
bicinchoninov4), C4HsNa,Os v 0,1M NaOH), Thermo Scientific™, kat.¢. 23223

BCA Reagens B (CuSQs - 5SH,0 v H;0), Thermo Scientific™, kat.¢. 23224
Dithiothreitol (HSCH.CH(OH)CH(OH)CH.SH, DTT), Roche, kat.¢. 11583786001
Hydrogenuhli¢itan amonny (NHsHCO3, ABC), Sigma-Aldrich, kat.¢. 09830
Jodacetamid (ICH,CONH,, IAA), Sigma-Aldrich, kat.¢. 11149

Kyselina mraven¢i (HCOOH, FA), LC-MS Grade, Thermo Scientific™, kat.¢. 85178
Kyselina octova (CH:COOH, AA), Sigma-Aldrich, kat.¢. 49199

Kyselina trifluoroctova (CFsCOOH, TFA), Honeywell Fluka™, kat.¢. 14264
Methanol (CH3OH, MeOH), Sigma-Aldrich, kat.¢. 1.06035

Pufr na rozpusténi enzymu — Promega, kat.¢. VI1§1A

Voda pro hmotnostni spektrometrii (MS H20)

4.3 PRIPRAVA POUZITYCH ROZTOKU

AA roztok (0,1% AA v MS H20)

ABC roztok (0,05 mol.I* ABC v MS H20)

ACN s AA roztok (80% ACN s 0,1% AA v MS H20)
DTT roztok (0,065 mol.I'* DTT v MS H20)

IAA roztok (0,135 mol.I"* IAA v MS H20)

Mobilni faze A (0,1% FA v MS H,0)
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Mobilni faze B (0,1% FA v ACN

Rozpoustéci pufr: ACN s TFA roztok (1% ACN s 0,05% TFA v MS H20)
4.4 SEZNAM POUZITYCH PRISTROJU A ZARIZENI

Analyticka vaha SBC21 (Scaltec)

Centrifuga — Rotina 420R (Hettich)

Hmotnostni spektrometr - Orbitrap exploris 480 (Thermo Scientific™)
Hmotnostni spektrometr - TripleTOF 5600+ (AB Sciex)
Inkubator — MS incubator (Major science)

Kapalinovy chromatograf - ExionLC (AB Sciex)
Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo Scientific™)
Spektrofotometr Envision (PerkinElmer)

Termostat - Thermomixer comfort (Eppendorf)

Vakuova odparka — Concentrator 5301 (Eppendorf)

Vyrobnik MS vody — Milli-Q (Milipore)
4.5 POUZITY SOFTWARE

Skyline software verze 4.1

Thermo Xcalibur verze 4.2.47
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4.6 METODY

V praktické casti bakalatské prace jsem vyuzila nize zminéné metody. Protokoly metod jsem
podrobné rozepsala, piestoze jsem nékteré ¢asti v riznych experimentech upravovala (doba
centrifugace, mnozstvi pouzitych chemikalii, atd.). Konkrétni upravy jsem vypsala ve

vysledkové ¢asti K jednotlivym experimentiim.
4.6.1 Postup digesce proteinii

Pro digesci proteint v roztoku enzymem Trp-LysC je nejdiive potieba pietrhat disulfidické

mustky a zbylé thiolové skupiny alkylovat. (Glatter et al. 2012)

K roztoku proteinu ve vod¢ jsem pridala 99 ul ABC roztoku. K pfipravené smési jsem dale
ptidala 4 pl 65mM DTT pro preruSeni disulfidickych mistkli. Vzorek jsem vloZila na 15 min
do termostatu pii 50°C.

Po inkubaci jsem ke smési pridala 8,3 ul IAA, aby probehl proces alkylace. Poté jsem vzorek

nechala inkubovat 30 min ve tmé pfi pokojové teploté.
Pridala jsem 4,5 pul DTT a nasledné 100 ul ABC.

Provedla jsem digesci smési enzymii Trp-Lys (1 pg enzymu na 100 pg proteinu). Takto

pfipravené vzorky jsem nechala inkubovat ve 37 °C pies noc.
4.6.2 Priprava a precisténi vzorku pro MS analyzu

Pro ptecisténi proteini se pouzivd C18 membrana STAGE (Stop and go extraction) tips

(Rappsilber et al. 2007).

C18 membranu jsem umistila do Zluté pipetovaci Spicky. Ud¢lala jsem otvor do vicka 2ml
mikrozkumavky a skrz otvor jsem do mikrozkumavky vloZzila $picku tak, aby vloZena

membrana byla uvnitt mikrozkumavky a aby v ni §picka drZela pevné.

Spi¢ku s C18 membranou jsem aktivovala pomoci 100 pl methanolu a centrifugovala pii
3000 g po dobu 3 min. Déle jsem piidala 100 ul 80% ACN a 0,1% AA ve vodé a opét
centrifugovala pti 3000 g po dobu 3 min. Ptidala jsem 100 ul 0,1% AA ve vodé¢ a centrifugovala
pti 3000 g po dobu 3 min.

Nasledné jsem na membranu nanesla pfipraveny vzorek a centrifugovala pii 3000 g po dobu
3 min. Dale jsem membranu proplachla 100 pl 0,1% AA ve vod¢ a centrifugovala pii 3000 g

po dobu 3 min.
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Ptenesla jsem Spicku do nové ependorfky a provedla eluci pomoci 100 pl 80% ACN a 0,1%
AA ve vodg¢, centrifugovala jsem pii 3000 g po dobu 3 min

Eluovany vzorek jsem umistila do vakuové susicky na 60 min. Nakonec jsem vysuSeny vzorek

rozpustila ve 100 pl 1% ACN s 0,05% TFA ve vode¢.
4.6.3 Postup méreni koncentrace peptidi metodou BCA

BCA (bicinchoninic acid assay) je kolorimetrickd metoda pro méfeni koncentrace proteint
V roztoku. Vyuziva barevné zmény roztoku vlivem kyseliny bicinchoninové, které jsou umérné

jeho koncentraci. (Smith et al. 1985).

Na mikrotitra¢ni desticku jsem napipetovala vzdy v duplikatech pod sebe 25 pl BSA protein
standarddi v koncentracich 125 pg/ml?, 250 pg/ml?, 500 pg/ml?, 750 pg/mi?, 1000 pg/mil?,
1500 pg/ml™ a 2000 pg/ml™. Jako blank jsem pouzila 25 pl MS vody.

Dale jsem napipetovala 25 ul vzorku a jako blank pouzila Rozpoustéci pufr (25 ul 1% ACN
5 0,05% TFA ve vodg).

Ptipravila jsem si zabarvovaci roztok kyseliny bicinchoninové z BCA reagens A a B v poméru
50:1. Do vSech jamek, které obsahovaly vzorek, blank nebo BSA standardy jsem napipetovala
200 pl ptipraveného roztoku. Poté jsem nechala desticku inkubovat pii 37 °C po dobu 30 min.

Na spektrofotometru jsem zmeéftila absorbanci pii vinové délce A= 562 nm.

4.6.4 Metoda hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometr Orbitrap Exploris

Prvni vzorky jsem zméfila na hmotnostnim spektrometru Orbitrap Exploris, ktery je spojen
s iontovym zdrojem Proxeon Easy-Spray a s chromatografem Ultimate 3000 RSLC nano.
Naneseny vzorek prosel nejdiive pies odsolovaci kolonu
PepMap 100 (75 pm x 2 cm, 3 um, 100 A; Thermo) a dale byl rozdélen na analytické kolong
PepMap RSLC (75 pum x 15 cm, 3 um, 100 A; Thermo), ktera je vyhfivana na
35 °C.

Na vymyti vzorku jsem pouzila dvé mobilni faze. Jako mobilni fazi A jsem pouzila 0,1% FA

vV H20 a jako mobilni fazi B 0,1% FA v ACN.

1

Prtok mobilni fadze jsem nastavila na 300 nl'min™ a izola¢ni okno na 2 m/z. vzorek byl

ionizovan nanosprejem (NSI) a nakonec vzorek dorazil na detektor Orbitrap.
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Hmotnostni spektrometr TripleTOF:

Hmotnostni spektrometr TripleTOF byl spojen s kapalinovym chromatografem ExionLC od
vyrobce Sciex. K rozd¢leni vzorku byla pouzita UHPLC kolona (Arion Plus C18, 2,2 um,
50 mm x 2,1 mm, kat. ¢. ARI-5720-EG21) a poté druha chromatograficka kolona (Kinetex IC
column 2,6 pm, 150 mm x 1,0 mm, 100 A, kat. & 00F-4496-A0). Chlazeni piistroje bylo
nastaveno na 8 °C a pritok ve stroji byl 5 ul'st. Méfila jsem v hmotnostnim rozsahu
100-2000 m/z. 1zolaéni okno bylo 2 m/z. Jako typ detektoru byl pouzit trojity kvadrupdl ve
spojeni s analyzatorem doby letu. Jako zdroj iontd byl pouzit nanosprej. Gradient mobilni faze

(%A a %B) uvadim v tabulce ¢. 1.

Tabulka ¢. 1: Gradient mobilni faze v priibéhu analyz

Cas al_lalyzy %A %B
[min]

0 97 3
5 97 3
45 65 35
46 5 95
51 5 95
52 97 3
60 97 3

Ne&které z popsanych parametri se mohou liSit u jednotlivych experimentl. Upravené

parametry uvadim ve vysledkové ¢asti u jednotlivych experimentt.
Data jsem zpracovala v programu Xcalibur™ Software a nahrala do programu Skyline.
Cilena analyza:

Z méfenych peptidil jsem vybrala pouze ty, které méli vysokou intenzitu a na zaklad¢ toho jsem
upravila izola¢ni okna. Hmotnostni spektrometr tak propustil k analyze jen mnou zvolené ionty,
coz vedlo ke zvySeni intenzity vybranych peptidl. Sekvence vybranych peptidii a parametry

nastaveni jsou uvedeny v tabulce €. 2.
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Tabulka €. 2: Nastaveni parametrti pro cilené¢ méteni vybranych peptida

Sekvence peptidu

LVNELTEFAK
LVNELTEFAK
SLHTLFGDELCK
SLHTLFGDELCK
AEFVEVTK
AEFVEVTK
YICDNQDTISSK
YICDNQDTISSK
DAFLGSFLYEYSR
DAFLGSFLYEYSR
HLVDEPQNLIK
HLVDEPQNLIK
QNCDQFEK
QNCDQFEK
LGEYGFQNALIVR
LGEYGFQNALIVR
MPCTEDYLSLILNR
MPCTEDYLSLILNR
TVMENFVAFVDK
TVMENFVAFVDK

m/z peptidu

582,3
388,5
710,4
473,9
461,7
308,2
722,3
481,9
784,4
523,3
653,4
435,9
534,7
356,8
740,4
493,9
862,9
575,6
700,3
467,2

Deklastrovaci
potencial (DP)
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80
80

Kolizni
energie
(CE)
32,5
21,7
38,8
25,7
26,6
17,8
39,4
26,1
42,4
28,1
36,0
23,9
30,2
20,1
40,3
26,7
46,3
30,6
38,3
254

lon Release
Delay (IRD)
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67
67

lon Release
Width (IRW)

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
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5 VYSLEDKY

5.1 Meéreni koncentrace peptidd v roztoku digestu BSA

a nasledna MS analyza
Ze zasobniho roztoku 2000 pg/ml BSA jsem si ptipravila 2 vzorky digestu, které jsem nasledné
piecistila, vysusila, rozpustila a zméfila koncentraci peptidi metodou BCA. Vytvofila jsem si
kalibra¢ni kiivku z absorbanci a koncentraci BSA protein standardt (viz obrazek ¢. 14).

Z rovnice kalibra¢ni kiivky jsem vypocitala koncentraci téchto zpracovanych vzorki.
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Obrazek ¢. 14: Kalibracni kiivka s rovnici pro vypocet koncentraci peptidi vzorku 1 a 2.

Vypocitané koncentrace v 1 ml a v celém objemu jsem spoleéné s absorbancemi shrnula do
tabulky €. 1. Jednu hodnotu absorbance blanku (v tabulce €. 3 zndzornéna cerven€) jsem

vytadila z divodu kontaminace.

Tabulka €. 3: Absorbance a koncentrace vzorku 1 a 2. Blank = rozpoustéci pufr (blank 1%

ACN s 0,05% TFA ve vod¢). Odlehla hodnota je zvyraznéna ¢erveng.

o0 v Priumér Koncentrace
Vzorky Absorbance alfs l;)lilll)l:;ci absorbance Ko[nce/nr':\rlialce V celém objemu -
bez blanku He 150 pl [pg]
Blank [ 0243 0,090 0,090 0
Vz‘fek 0217 0231 0,224 0,134 70 10,6
Vzgrek 0273 0278 0,276 0,186 110 16,5

Nadale jsem pracovala se vzorkem ¢. 2 z davodu vys$i koncentrace. Tento vzorek jsem si

natedila do vialek tak, abych méla fadu 6 pg, 600 ng, 60 ng, 6 ng a 600 pg v 60 pl.
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Provedla jsem necilenou a nasledné cilenou MS analyzu na hmotnostnim spektrometru Orbitrap
Exploris. Hmotnostni spektrum cilené analyzy je zndzornéno na obrazku ¢. 15. Do pfistroje byl

nanasen 1 pl vzorku. Nejintenzivngj§i byl peptid YLYEAR (600-10° ) s retenénim ¢asem

37,22 min v nejvice koncentrovaném vzorku.
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Obrazek €. 15: Spektrum peptidi vzorku, ktery obsahoval 6 pg peptidd proteinu BSA

Stépenym smési enzymu trypsin/lys-C. Zpracovano v programu Skyline.

S klesajici koncentraci vzorku Klesala také jeho intenzita. Vzorek obsahujici 600 pg peptidt
dosahoval intenzity pouhych 44962 (viz obrazek ¢. 16).
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Obrazek ¢. 16: Klesajici intenzita peptidu YLYEIAR s klesajicim mnozstvim peptidi ve

vzorku.

Analyza byla z dGvodu technickych komplikaci ukoncena. Nasledné jsem tento experiment
Z kapacitnich diivodt zacala znova, od UpIlného zacatku, na novém hmotnostnim spektrometru

TripleTof.

5.2 Optimalizace hmotnostniho spektrometru TripleTof

Z kapacitnich a ¢asovych diivodl jsem experimenty pro mou bakalaiskou praci zacala provadét
na jiném hmotnostnim spektrometru — TripleTof, ktery kombinuje trojity kvadrupdl

a analyzator doby letu.

Ptipravila jsem si novou digesci, kterou jsem dle ptivodniho protokolu ptecistila a cely vzorek

vyuzila k optimalizaci nastaveni pfistroje.

Vzorek obsahoval 1 pg peptidi v 10 ul roztoku a méfila jsem v nastaveni programu IDA
experiment, ktery méii ms! vzorku, tedy celé peptidy. Provedla jsem 9 méfeni, pficemz
v kazdém méfeni jsem se zménila jeden z dulezitych parametrii hmotnostni analyzy. Pouzivala

jsem UHPLC kolonu Arion Plus C18.

Na hodnotach intenzity a reten¢nich Casech peptidu sekvence DLGEEHFK jsem porovnala
vysledky jednotlivych testl, které jsem vyzkousela a vybrala jsem nejucinnéjsi nastaveni, které
budu naddle pouzivat. Jako nejucinngjsi se jevil test ¢. 8. Parametry, které jsem béhem

optimalizace ménila jsou shrnuty v tabulce €. 4.
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Tabulka ¢. 4: Optimalizace jednotlivych parametri hmotnostniho spektrometru TripleTof

s vyslednou intenzitou a reten¢nim ¢asem peptidu DLGEEHFK. Nejucinnéjsi nastaveni je

zvyraznéno tucne.

IDA Dvovba, Pritok Nastrik Napéti na Reten¢ni .
- méreni . . " - Intenzita
experiment [min] [pl/min] (] spreji [V] ¢as [min]

Test 1 60 100 10 5500 17,94 5870
Test 2 60 100 10 5500 18,20 5769
Test 3 60 100 20 5500 5,28 5222
Test 4 60 200 10 5500 14,36 1980
Test 5 60 100 10 5300 16,35 3052
Test 6 60 100 10 5300 16,35 3052
Test 7 60 50 10 5500 23,66 2751
Test 8 90 50 10 5500 28,64 4968
Test 9 90 40 10 5500 32,95 5103

V testu €. 6 jsem upravila gradient mobilni faze. Jednotlivd zastoupeni mobilnich fazi

(%A a %B) v prub¢hu analyzy jsou shrnuty v tabulce ¢. 5

Tabulka €. 5: Gradient mobilni faze v pribéhu optimalizace v testu ¢. 6

Cas analyzy [min] %A %B
0 97 3
5 97 3
45 55 45
46 5 95
51 5 95
52 97 3
60 97 3

Vysledek MS analyzy pfi nastaveni z testu €. 8 je zndzornén na obrazku ¢. 17.
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Obrazek €. 17: Spektrum peptidi vzorku digestu BSA z testu ¢. 8. Zpracovano v programu
Skyline.

5.3 Optimalizace preciSténi roztoku peptidu

ProtoZe Z4dné z aplikovanych nastaveni V prub¢hu optimalizace nevedlo k poZadovanému
vysledku, jako dalsi krok jsem se rozhodla zvysit mnozstvi nanaSeného vzorku. Protokol pro
precisténi roztoku peptidi vzdy vedl zhruba ke 20% vytéznosti, rozhodla jsem se optimalizovat

prave tento protokol.

5.3.1 ZvySeni mnozstvi vrstev C18 membrany v systému STAGE tips

Jako prvni krok jsem zvysila mnozstvi vrstev C18 membrany ve STAGE tips. Ptipravila jsem
si 10 vzorkt digestu 100 ng proteinu BSA ze zasobniho roztoku 2000 ug/ml. Tyto vzorky jsem
rozdélila na 2 sady, tedy 5 + 5 vzorkl. Vzorky obou sad jsem pak piecistila ptes 3, 6, 9, 12
a 15 vrstev membrany C18. Upravila jsem ptvodni protokol ptecisténi. Na kazdou membranu
jsem pouzila 200 pl chemikalii a aplikovala jsem cely vzorek. Protoze pes veétsi poCet membran
neprochazely chemikalie stejnou rychlosti, jako v pivodnim protokolu, musela jsem upravit

také Casy centrifugace (viz tabulka €. 6).
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Tabulka ¢. 6: Upravena mnozstvi chemikalii a doba centrifugace jednotlivych krokt protokolu

¢.2

Chemikalie Aplikované mnoZstvi [ul] Doba centrifugace [min]
Methanol 200 5+5
80% ACN s 0,1% AA 200 10
0,1% AA 200 10
Vzorek Cely 10+5
0,1% AA 200 10+3
80% ACN S 0,1% AA 100 10+3

Po piecisténi jsem zméfila koncentraci peptidi metodou BCA. Sestavila jsem kalibra¢ni
kiivku (viz obrazek ¢. 18), ze které jsem si vypocitala koncentrace peptidi ziskané

Z jednotlivych vrstev.
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Obrazek ¢. 18: Kalibraéni kiivka pro vypocet koncentraci vzorki peptidii ziskanych ze 100 pg

BSA proteint precisténych ptes 3, 6,9, 12 a 15 vrstev membrany C18.

NavySeni po¢tu membrany C18 na 15 vrstev vedlo ke zvySeni vytéznosti na zhruba
Ctyinasobek. Vysledek vsak neni jednoznaény, protoze byl mezi sadami 1 a 2 znaény rozdil ve

vyslednych koncentracich (viz tabulka €. 7)
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Tabulka €. 7: Absorbance a koncentrace peptidi vzorkl ze 100 pg proteinu BSA precisténych

pres 3, 6,9, 12 a 15 vrstev membrany C18.

Pocet Priamér Primér ., Koncentrace  Koncentrace
Absorbance ., absorbanci
Vzorky vrstev absorbanci bez blanku v 1ml v10 pl
blank 0,082 0,082 0,082 0
. 3 0,153 0,148 0,151 0,069 75 0,75
= 6 0,216 0,245 0,231 0,149 235 2,35
2 9 0,251 0,253 0,252 0,170 278 2,78
E 12 0,244 0,212 0,228 0,146 230 2,30
15 0,239 0,279 0,259 0,177 292 2,92
= 3 0,155 0,166 0,161 0,079 95 0,95
g 6 0,208 0,205 0,207 0,125 187 1,87
= 9 0,244 0,239 0,242 0,160 257 2,57
o 12 0,256 0,242 0,249 0,167 272 2,72
a 15 0,326 0,351 0,339 0,257 451 451

5.3.2 ZvySeni mnozstvi Stépeného proteinu na 200 pg

JelikoZ se mi pouhym zvySenim poctu vrstev membrany C18 nepovedlo ziskat pozadovanou
koncentraci, v dalsi pokusu jsem zvysila mnozstvi proteinu k digesci ze 100 pg proteinu BSA
na 200 pg. Mnozstvi ostatnich chemikalii z protokolu €. 1 zlstalo stejné a pro preciSténi jsem

opé€t pouzila 3, 6, 9, 12 a 15 vrstev membrany C18.

Vysledné koncentrace peptidi z jednotlivych vrstev jsem zjistila metodou BCA. Po sestaveni
kalibracni ktivky s jeji rovnici (viz obrazek ¢. 19) jsem vypocitala koncentrace v 1 ml a poté

pfepocitala na koncentraci v nanaSeném objemu 10 pl.
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Obrazek €. 19: Kalibra¢ni kiivka pro vypocet koncentraci vzorka peptida ziskanych z 200 ug

BSA proteintl pfecisténych ptes 3, 6, 9, 12 a 15 vrstev membrany C18.

Lze pozorovat nartst koncentrace ve vSech vrstvach. V obou sadach doslo k vyraznému zvyseni

vytéZnosti a sady maji mezi sebou vyrazné nizsi odchylky oproti ptedchozimu pokusu. Veskeré

ziskané hodnoty jsem shrnula do tabulky ¢. 8.

Tabulka ¢. 8: Absorbance a koncentrace peptidi dvou sad vzorkd z 200 pg proteinu BSA

precisténych pres 3, 6,9, 12 a 15 vrstev membrany C18

Pocet Priamér Primér ., Koncentrace Koncentrace
Absorbance , absorbanci
Vzorky | vrstev absorbanci bez blanku [png/ml] v 10 pl [pg]
Blank 0,086 0,086 0,086 0

= 3 0,200 0,204 0,202 0,116 152 1,52
b= 6 0,276 0,283 0,280 0,194 281 2,81
E 9 0,340 0,340 0,340 0,254 382 3,82
E 12 0,357 0,367 0,362 0,276 419 4,19
15 0,371 0,378 0,375 0,289 440 4,40
< 3 0,178 0,189 0,184 0,098 121 1,21
g 6 0,282 0,294 0,288 0,202 296 2,96
= 9 0,318 0,321 0,320 0,234 348 3,48
£ 12 0,368 0,374 0,371 0,285 434 4,34
a 15 0,380 0,388 0,384 0,298 456 4,56

5.3.3 Rozdéleni digesce na polovinu

V dal$im kroku optimalizace pfecisténi jsem digest 200 ug proteinu BSA pied piecisténim

rozd¢lila na polovinu. Pokus jsem tentokrat provadéla pouze na 6, 9 a 12 vrstvach membrany
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C18, protoze 3 vrstvy nevedly k dostatecné vysokému vytézku a mezi 12 a 15 vrstvami jiz nebyl
zasadni rozdil ziskané koncentrace peptidi. K tomuto pokusu jsem jesté¢ provedla jedno
opakovani s plnym objemem pro detekci ptipadnych chyb. Kalibracni kiivka je uvedena na
obrazku ¢. 20.
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Obrazek €. 20: Kalibra¢ni kiivka pro vypocet koncentraci vzorki peptida ziskanych z 200 ug

BSA proteint precisténych ptes 6, 9 a 12 vrstev membrany C18.

V tabulce €. 9 jsem shrnula hodnoty koncentraci a absorbanci ziskanych ze vzorka, u kterych

nedoslo k rozdé€leni digestu na polovinu.

Tabulka ¢&. 9: Absorbance a koncentrace vzorkt peptidd, u kterych nedoslo k rozdéleni na

poloviny. Digest 200 pg BSA proteinu precistény pies 6, 9 a 12 vrstev membrany C18.

Prumér
Pocet Primér absorbanci Koncentrace Koncentrace
vrstev Absorbance absorbanci bez [ng/ml] v 10 pl [pg]
Vzorky blanku
Blank 0,091 0,095 0,093 0
‘= 6 0,324 0,334 0,329 0,236 335 3,35
z 32 9 0,364 0,365 0,365 0,272 394 3,94
@ 12 0,400 0,398 0,399 0,306 451 4,51
S o 6 0,299 0,303 0,301 0,208 288 2,88
B3 9 0,369 0,365 0,367 0,274 398 3,98
A 12 0,451 0,475 0,463 0,370 558 5,58

37



V tabulce €. 10 uvadim hodnoty absorbanci a koncentraci z jednotlivych vrstev membran C18

ze vzorkl, u kterych doslo k rozdéleni na poloviny.

Tabulka €. 10: Absorbance a koncentrace peptidi v rozptlenych vzorcich digestu 200 pug
BSA proteinu precisténych ptes 6, 9 a 12 vrstev membrany C18

Pocet Prumér Primeér ., Koncentrace Koncentrace
Absorbance , absorbanci
Vzorky | vrstev absorbanci bez blanku viml v10 pnl
Blank 0,101 0,091 0,096 0
= 6 0,391 0,295 433 4,33
232 9 0,443 0,347 520 5,20
e 12 0,454 0,358 538 5,38
- 6 0,383 0,287 420 4,20
2R 9 0,450 0,354 531 531
A v 12 0,452 0,356 535 5,35

Pti porovnani téchto hodnot s hodnotami koncentraci z tabulky €. 9 1ze pozorovat dalsi zvySeni

ziskané koncentrace.

Na obrazku ¢. 21 je znazornén postupny rist koncentrace na jednotlivych vrstvach membrany

C18 v kazdém provedeném experimentu.

Optimalizace preciSténi roztoku peptidi

I m 100 ug
30 =
20 =200 ug
iI Rozd¢leni digestu na
0
3 6 9 12 15

polovinu

Koncentrace [ug/ml]
& 8 8§ 8 8

iy
o
o

Pocet vrstev membrany C18 - Stage tips

Obrazek ¢. 21: Zaznam vzristajici koncentrace ziskané v jednotlivych optimaliza¢nich krocich

precistovani roztoku peptida.
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5.3.4 PreciSténi roztoku peptidi pouzitim SEP-PAK CARTRIDGE

Jelikoz dosavadni zptusob purifikace peptidi pies STAGE TIPS membrany nevedl k vyraznému
zvyseni vytéznosti, pfistoupila jsem k jinému zptsobu za pouziti SEP-PAK CARTRIDGE.

Jedna se o kolonky s C18 fazi na bazi oxidu kfemicitého, které¢ se vyuzivaji K odsolovani

peptidi. Pro tuto variantu jsem se rozhodla na zaklad¢ reSerSe (Bian et al. 2020).

Kolonou jsem jednotlivé chemikalie protlacila pomoci stiikacky. VSechny chemikalie (viz
protokol €. 2) jsem nandsela v pozadovaném mnozstvi 5 ml a eluci peptidt jsem provedla 2 ml

80% ACN a 0,1% AA ve vodé.

Eluat jsem rozdélila na poloviny (dale oznaceno jako vzorek €. 1 a vzorek €. 2) a dala susit do
vakuové suSicky. Vzorek €. 1 jsem rozpustila ve 100 pl 1% ACN s 0,05% TFA ve vodé€, na
mikrotitraéni desticku jsem nanesla 25 pl a metodou BCA zméfila koncentraci peptidu.

Kalibrac¢ni kiivka a jeji rovnice je uveden na obrazku ¢. 22.
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Obrazek €. 22: Kalibra¢ni kiivka pro vypocet koncentraci vzorki peptida ziskanych z 200 ug
BSA proteinii pfeisténych pies kolonu SEP-PAK. Vys$si koncentrace vyfazeny z ditvodu

saturace.

Hodnoty koncentrace v 1 ml jsem prfepocitala na objem nanaseny na desticku, tady 25 pl. Obé

hodnoty jsem spole¢né s absorbancemi zapsala do tabulky ¢. 11.
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Tabulka €. 11: Absorbance a koncentrace vzorkii peptidu ziskanych z 200 ng BSA proteinti
precisténych pres kolonu SEP-PAK.

- Prumér Koncentrace
Priamér ., Koncentrace
Absorbance absorbanci absorbanci [ng/ml| ve
bez blanku Mg 25 ul [pg]
Blank 0,082 0,083 0,0825 0
Vzorek | 0,879 0,91 0,902 0,897 0,8145 569,23 14,23

Vzorek ¢. 2 jsem rozpustila v 56 ul 1% ACN s 0,05% TFA ve vod¢, aby byla koncentrace
vzorku 1 ug na 1 pl. U obou vzorkt jsem pak provedla MS analyzu. Parametry méfeni jsem
pouzila z ptedchozi optimalizace (viz tabulka €. 4, test €. 8). Provedla jsem 5 méfeni. V prvnim
méteni bylo nanaseno 5 pug vzorku ¢. 1 (tabulka ¢. 12). Ostatni méfeni byla provedena ze vzorku

¢. 2. Nastiikovan byl 1 pg, 5 pg, 10 pg a 20 pg vzorku.

Do vysledkové c¢asti uvadim 3 peptidy, které vykazovaly nejvy$si intenzitu a peptid
DLGEEHFK pro porovnani zvySeni intenzity oproti intenzité z optimalizacniho testu ¢. 8

Z tabulky ¢. 2.

Nejintenzivnéjsi peptid LVNELTEFAK dosahoval intenzity az 201,5 milionu ve své 2x nabité
formé pfi analyze 20 ng vzorku. Vysledek méfeni vSech nandSenych mnozstvi je zndzornén na

obrazku ¢. 23.

Vysledna intenzita se liSila pro 5 pg ze vzorku €. 1 a vzorku €. 2. To nasvéd¢uje tomu, Ze doslo

k chybé pii rozdélovani ptivodniho 2ml roztoku na poloviny.
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Obrazek &. 23: Intenzita peptidu LVNELTEFAK pii analyze 5 odlisnych mnozstvi vzorku.
5 ngA znaci vzorek €. 1. Ostatni hodnoty se tykaji vzorku ¢. 2.

Dale prikladam snimek tohoto peptidu po zpracovani v programu Skyline (viz obrazek ¢. 24).

Intenzita peptidu LVNELTEFAK

2,50E+08

2,00E+08

1,50E+08

1,00E+08

5,00E+07 I
0,00E+00 L — I

5 ugA 1 pg 5pg 10 pg 20 ug
Mnozstvi nanaseného vzorku

Intenzita

B 2x nabity peptid M 3x nabity peptid

Obrazek €. 24: Retenéni Cas a intenzita peptidu LVNELTEFAK pfi analyze 5 ng vzorku €. 1.

Zpracovano v programu Skyline.
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Peptid LGEYGFQNALIVR dosahoval maximalni intenzity okolo 1,6-10% ve své 2x nabité

formé a necelych 2-107 v 3x nabité formé (viz obrazek &. 25)

Intenzita peptidu LGEYGFQNALIVR

1,80E+08
1,60E+08
1,40E+08
1,20E+08

1,00E+08
8,00E+07
6,00E+07
4,00E+07 I
2,00E+07
. - [ — = [ |

0,00E+00
5 ugA 1 g 5ug 10 pg 20 ug
MnozZstvi nandSeného vzorku

3]
=
N

Inten

B 2x nabity peptid B 3x nabity peptid

Obrazek ¢. 25: Intenzita peptidu LGEYGFQNALIVR pfi analyze 5 odliSnych mnoZstvi

vzorku. 5 pgA znaci vzorek ¢. 1. Ostatni hodnoty se tykaji vzorku ¢. 2.

Intenzita Peptid AEFVEVTK dosahovala v jeho 2x nabité formé maximdalng pies 1,4-108,
Trojnasobné nabity peptid dosahoval pouze 68904. Vysledek métfeni ve vsech nastiikovanych

mnozstvich je zndzornén na obrazku ¢. 26.

Intenzita peptidu AEFVEVTK
1,60E+08

1,40E+08
1,20E+08
1,00E+08
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0,00E+00
5 pgA 1 pg 5pg 10 pg 20 g
Mnozstvi nanaSeného vzorku
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m 2x nabity peptid ™ 3x nabity peptid

Obrazek ¢. 26: Intenzita peptidu AEFVEVTK pti analyze 5 odlisnych mnozstvi vzorku. 5 pgA

znaci vzorek €. 1. Ostatni hodnoty se tykaji vzorku €. 2.
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Pro porovnani s vysledky pfed optimalizaci piecisténi jsem vlozila vysledek métfeni peptidu
DLGEEHFK. Pted optimalizaci se jeho intenzita pohybovala v fadech tisict (viz tabulka ¢. 4).
Jeho intenzita se oproti témto méfenim zvysila az o 3 ¥ady s maximalni intenzitou pies 8-10°

(viz obrazek ¢. 27).

Intenzita peptidu DLGEEHFK

9,00E+06
8,00E+06
7,00E+06
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Obrazek ¢. 27: Intenzita peptidu DLGEEHFK pfi analyze 5 odlisnych mnozstvi vzorku
5 ngA znaci vzorek €. 1. Ostatni hodnoty se tykaji vzorku €. 2.

5.4  Pouziti nové chromatografické kolony Kinetex
Jako dalsi krok k docileni vyssi intenzity jsem se rozhodla vyzkouSet novou chromatografickou
kolonu (Kinetex 1C column 2,6 pm, 150 x 1,0 mm, 100 A, kat. &. 00F-4496-A0), kterd ma mensi

primér nez kolona Arion, a tudiz by méla byt citlivéjsi.

Vzorek digestu 200 pg proteinu BSA jsem precistila pfes SEP-PAK CARTRIDGE, vysusila
a rozpustila v56 pl 1% ACN s0,05% TFA ve vodé. BCA jsem tentokrat neprovadéla
a pracovala jsem s hodnotou z minulého méteni (viz tabulka ¢. 8), protoze vzorek byl pfipraven

ze stejného zasobniho roztoku. Vzorek mél tedy vyslednou koncentraci pfiblizné 1 pg/pl.

Naésledné jsem provedla méteni pii riiznych nastaveni pritoku pies kolonu. VZdy bylo nandseno
5 ug vzorku a priitok byl nastaven nejdfive na 40 ul/min™, 30 ul/ min a 20 pl/ mint. Jako
nejefektivnéjsi se jevilo nastaveni pritoku na 30 pl. Intenzita vybranych peptida byla zvySena

zhruba na dvojnasobek (viz obrazek ¢. 28).
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Intenzita vybranych peptidii

1,00E+08
9,00E+07

8,00E+07
7,00E+07
6,00E-+07
5,00E+07
4,00E+07
3,00E+07
2,00E+07
1,00E+07
0,00E+00 - - - e

LVNELTEFAK LGEYGFQNALIVR AEFVEVTK DLGEEHFK

Intenzita

Nazev peptidu

m 2x nabity peptid ™ 3x nabity peptid
Obrazek ¢. 28: Intenzity peptidi LVNELTEFAK, LGEYGFQNALIVR, AEFVEVTK
a DLGEEHFK pti nésttiku 5 pug vzorku, prittoku 30 ul/ min™ pii pouziti nové kolony Kinetex.

Timto experimentem jsem ukoncila necilené méteni a piesunula jsem se k méteni cilenému.

5.5 Cilena MS analyza

Vybrala jsem 10 nejintenzivnégjSich peptidi z posledniho méteni s novou kolonou Kinetex. (viz

tabulka ¢. 12)

Tabulka €. 12: Vybrané peptidy a jejich intenzita pro cilené méfeni

Peptid Intenzita
LVNELTEFAK 90344408
AEFVEVTK 87300304
LGEYGFQNALIVR 65479716
YICDNQDTISSK 53705660
HLVDEPQNLIK 47050840
DAFLGSFLYEYSR 34135340
TVMENFVAFVDK 25985086
MPCTEDYLSLILNR 23777932
QNCDQFEK 23069752
SLHTLFGDELCK 22629914

Na analyzu jsem nastavila nastiik 1 pl s pfedpokladem, ze koncentrace nastfikovaného vzorku
je 1 pg/ul. Zvolené nastaveni hmotnostniho spektrometru viz tabulka €. 4, test ¢. 8. Zvoleny

gradient mobilni faze viz tabulka ¢. 13.
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Tabulka €. 13: Pritok a gradient mobilni faze zvoleny pro cilenou analyzu

mg;‘:ni Pritok %A %B
0 20 97 3
5 20 97 3
75 20 65 35
76 20 5 95
81 20 5 95
82 20 97 3
90 20 97 3

Vysledné intenzity a retencni Casy byly nestabilni. Nasledné jsem dle vygenerovaného

doporuceni programu Skyline zméfila vybrané peptidy s kolizni energii -5 €V a + 5 eV.

Vysledky méfeni pii nastaveni vSech tiech variant kolizni energie (standardni, -5 eV a + 5 eV)

jsou znazornény na obrazku ¢. 29.

Zvyseni kolizni energie o 5 eV vedlo k vyraznému zvySeni intenzity oproti standardni kolizni

energii.
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Intenzita vybranych peptidil v riznych nastavenich kolizni

energie
4,00E+07
3,50E+07
—e— LVNELTEFAK
3,00E+07 SLHTLFGDELCK
2,50E+07 = AEFVEVTK
(3]
= » YICDNQDTISSK
< 2,00E+07
2 T —e— DAFLGSFLYEYSR
1,50E+07 —e— HLVDEPQNLIK
1,00E+07 o QnEbOREK
—e— LGEYGFQNALIVR
5,00E+06 —e— MPCTEDYLSLILNR
0,00E+00 —e— TVMENFVAFVDK
-5eV Vychozi +5eV

Kolizni energie

Obrazek ¢. 29: Intenzita vybranych peptidi ve 3 riznych nastavenich kolizni energie. Peptid
LVNELTEFAK (modra), peptid SLHTLFGDELCK (oranzova), peptidy AEFVEVTK (Sedd),
peptid  YICDNQDTISSK  (zlutd), peptid DAFLGSFLYEYSR (Cervena), peptid
HLVDEPQNLIK (zelend), peptid QNCDQFEK (tmavé modrd), peptid LGEYGFQNALIVR
(hnéda), peptid MPCTEDYLSLILNR (¢erna), peptid TVMENFVAFVDK (fialova).

5.6 Cilena MS analyza vybranych peptidua V roztocich o

ruznych koncentracich

Jako dalsi krok jsem si pfipravila koncentracni fadu 1 pg/ul, 0,5 pg/pl, 0,1 pg/ul,
0,05 pg/ul a 0,01 pg/ul. Piipravila jsem si ze zasobniho roztoku 2000 pg/ml nové vzorky.
200 pg proteinu jsem nastépila a roztok peptidi precistila pies kolonu Sep-pak. Vzorek jsem
vysusila a rozpustila v rozpoustécim pufru. U jednoho ze vzorku jsem zméfila koncentraci
peptidd metodou BSA (viz obr. ¢. 30). Vypocitala jsem si koncentraci pepitdi ve vzorku

(viz tabulka €. 14), aby nasledné nafedéni vzorku pro koncentra¢ni fadu bylo co nejpiesnéjsi.
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Obrazek €. 30: Kalibra¢ni kiivka pro vypocet koncentraci vzorku peptida ziskanych z 200 ug
BSA proteint pfecisténych ptes kolonu SEP-PAK.

Tabulka ¢. 14: Absorbance a koncentrace vzorkd peptidi ziskanych z 200 ug BSA proteini
precisténych ptes kolonu SEP-PAK.

oy oy , | Koncentrace
Absorbance Prumér Prumér absorbanci
Absorbanci bez blanku [ng/ml]
Blank 0,085 0,083 0,084 0
Vzorek 0,996 1,021 1,008 0,924 1471,83

Nafedény vzorek do koncentracni fady jsem proméfila na hmotnostnim spektrometru
s predchozim nastaveni, tedy +5 eV kolizni energie. Peptidy byly zaznamendny i v nejnizsi
koncentraci (0,01 ug/ul), a to v intenzitach az v ftadech miliont. Kazdou z koncentraci jsem

proméfila 3x a primérné vysledky jsem uvedla na obrazku ¢. 31.
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Intenzita vybranych peptidii v péti riiznych koncentracich

3,50E+07
3,00E+07
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2,50E+07 —e— SLHTLFGDELCK
AEFVEVTK
£ 2.00E+07 YICDNQDTISSK
i;’ someor —@— DAFLGSFLYEYSR
—e— HLVDEPQNLIK
1,00E+07 —®—QNCDQFEK
—e— LGEYGFQNALIVR
5,00E+06 —e— MPCTEDYLSLILNR
—e— TVMENFVAFVDK
0,00E+00

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1,2
Koncentrace [pg/ul]

Obrazek ¢. 31: Intenzita vybranych peptidi v 5 riznych koncentracich od 0,01 pg/ul po
1 pg/ul. Peptid TVMENFVAFVDK (fialovd), peptid MPCTEDYLSLILNR (Sed4), peptid
LGEYGFRQNALIVR (hnéda), peptid QNCDQFEK (tmavé modré), peptid HLVDEPQNLIK
(zelend), peptid DAFLGSFLYEYSR (Cervend), peptid YICDNQDTISSK (zluta), peptid
AEFVEVTK (8eda), peptid SLHTLFGDELCK (oranzova) a peptid LVNELTEFAK (modra).

Ackoli je intenzita relativné vysokd, u nékterych peptidii je neustaleny retencni Cas a lisi se
u kazdého méfeni (viz obrazek ¢. 32). Daéle jsou nékteré z peptidii zaznamenany piili§ brzo

(retencni Cas okolo 6. minuty) a piky se piekryvaji.
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Obrazek ¢. 32: Porovnani reten¢nich €asti peptidi v jednotlivych méfeni. Odlisné barvy

zastupuji jednotlivé peptidy. U prvnich tfech méteni se jedna o vzorky s koncentraci 0,01 pg/ul,

u dalSich tfech méfeni o vzorek s koncentraci 0,05 pg/ul, dalsi tii jsou vzorky o koncentraci

0,1 pg/ul a dalsi jsou vzorky o koncentraci 0,5 pg/ul. Posledni trojice jsou vzorky o koncentraci

1 pg/ul.
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6 DISKUSE

V mé praci jsem se veénovala optimalizaci piipravy vzorku, optimalizaci parametri
chromatografické separace a optimalizaci nastaveni hmotnostniho spektrometru s cilem
zvyseni citlivosti metody pro stanoveni Fibroblastového ristového faktoru 23, kterou vyvinula
Mgr. Klara Brozova. Optimaliza¢ni kroky jsem provadéla s dostupnéj$im a finan¢né méné

nakladnym Bovinnim sérovym albuminem.

Prvni experimenty provedené na hmotnostnim spektrometru Orbitrap Exploris vedly
k uspokojivym vysledkim a po jednom necileném pieméteni pripraveného vzorku jsem mohla
ptikro¢it k cilené analyze. Nanestésti se vyskytly technické problémy, které piistroj vyiadily
Z provozu na skoro pil roku. Poté jsem praci z kapacitniho a ¢asového divodu presunula na

hmotnostni spektrometr TripleTOF.

TripleTOF pracuje na zéklad¢ jinych principi nez ptedchozi hmotnostni spektrometr a ma
odlisné vlastnosti. Pfedev§im jeho odlisSné piistrojové nastaveni neumoznuje nanoLC-MS
analyzu, coZ je nejbéznéjsi ptistup v proteomickych analyzach. Z tohoto diivodu bylo potieba
vyvinout metodu vyuZivajici mikroLC-MS, kterd se ¢im dél vic stdvd vhodnou alternativou

k nanoLC-MS (Bian et al. 2022).

Vyuziti mikroLC-MS Vv proteomickém vyzkumu se vénuje napiiklad Lenco (Lenco et al.,
2018). Prace zminuje moznost vyuziti mikroLC-MS pro uréité proteomické analyzy. Dale se

touto metodou zabyva né€kolik studii.

Bian zminuje, ze pomoci mikroLC-MS lze dosahnout vysledkii podobné urovné, jako pii
standardni nanoLC-MS, pokud je analyzovéano vy$§i mnozstvi vzorku. Lze tak dosdhnout velice
spolehlivych a robustnich vysledkt (Bian et al. 2020). V této praci se podafilo identifikovat asi
250 plazmatickych proteinti (2 300 peptidtr), 600 proteinti CSF (4 500 peptidii) a 1 100 proteini
moci (5 000 peptidll) z 5 pg proteinového digestu. Navic by diky spolehlivym hodnotam vétsina

kvantifikovanych proteinl spliiovala smérnice pro klinické testy.

Jako prvni bylo nutné optimalizovat metodu ptipravy vzorku s cilem zajistit vyssi vytézek
Stépenych peptidi. Nanaseni vét§tho mnozstvi peptidi do LC-MS systému by mélo vést
k citlivéjsi analyze s intenzivnéj$im vysledkem. Dle Maia (Maia et al., 2020) si LC-MS/MS
experimenty typicky vyzaduji mnoZstvi peptidi v rozmezi mezi 100 ng a 5 pg peptidd
obsazenych v objemu nékolika malo mikrolitri. Dle jejich vysledkll se optimalni mnozZstvi

nanaseného peptidu pohybuje zhruba v rozmezi 1,49-5,20 ug.
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V protokolu zpracovani vzorku, se kterym jsem pracovala, se vyskytuji dva klicové kroky,
jejichz uprava by mohla vést k vysSimu vytézku. Prvnim znich je enzymaticka digesce.
Wisniewski a Mann porovnavaji rizné zplsoby digesce proteint s cilem ziskat co nejvétsi
mnozstvi riznych peptidi a zaroven identifikovat co nejvice proteini ze smeési
(Wisniewski a Mann 2012). Porovnavaji $tépeni pouze trypsinem (one step digestion) a §tépeni
smési enzymi a to smési trypsinu/lysC, trypsin-GluC, trypsin-AspN a trypsin-ArgC. Rizné
smési enzymu vedly k riznym poctim identifikovanych peptidd a tim padem i k identifikaci
ruznych mnozstvi proteint pfitomnych ve smési. Kombinace LysC a trypsinu vedla k nejlepSim
vysledkiim (identifikovali 3350 + 67 proteinii ze vzorku). Tento vysledek je nasledné podpoten
vyzkumem (Glatter et al. 2012), ve kterém je porovnana efektivita Stépeni pouze trypsinem

a $tépeni smési trypsin-LysC. Smés vede opét k vyssi efektivité.

Na zaklad¢ téchto vysledk tedy nebylo potieba upravovat krok digesce proteinu, ale zamétila

jsem se na optimalizaci precisténi smési peptida.

PteciSténi roztoku peptidi patii mezi jeden =z limitnich faktori, protoze pfitomnost
nizkomolekularnich netékavych latek (zejména soli) zptisobuje vyssi pozadi a Spatnou detekci
analytu. Naptiklad Vera (Vera et al., 2011) zminuje, Ze pii zafazeni extrakce na pevné fazi
(solid phase extraction — SPE) pied LC-MS systém vede k preciznéj§imu vysledku a vyssi
vytéZnosti.

Precisténi je nutnou soucasti kazdého proteomického protokolu. Odstranénim kontaminanti

o nizké molekulové hmotnosti dochazi k vylepSeni intenzity a lepSimu pokryti hledané

proteinové sekvence.

Dnes se vyuziva tada zplisobli pfeciSténi vzorku a existuji také zakazkové vyrobené
mikrokolony, které slouZi pro rychlé ¢isténi pted analyzou (napt. ZipTips). Tyto kolony mayji

material pro purifikaci polymerizovany do $picek pipet (Larsen et al., 2002).

V pivodnim protokolu, dle kterého jsem postupovala, se vyuzivalo precisténi pomoci
StageTips s C18 membranou, ktera nabizi feSeni problémd, které se ¢ast vyskytuji u komeréné
vyrabénych systému (Rappsilber et al., 2003). Ptikladem takovych problémt mtize byt nutnost

velkého objemu roztoku pro eluci, ¢imz dojde k nafedéni vzorku (Larsen et al., 2002).

Dle Rappsilbera (Rappsilber et al., 2003) by kapacita C18 membrany vyuzivané v systému
StageTips méla byt 2—4 pg vzorku. Po optimalizaci poctu vrstev C18 membrany (od 3 do 15)

51



a po optimalizaci Stépené¢ho mnozstvi proteinu se mi podafilo ziskat maximalné okolo 55,8 pug

peptidt ve 100 pl roztoku.

Pro vyss$i vytéznost jsem se rozhodla vyuzit Sep-Pak cartridge dle prace (Guo a Kristal, 2012),
kterd porovnava rizné komercné ptistupné SPE sorbenty. Vyrobci €asto doporucuji kapacity,
které neodpovidaji realité. Prace porovnava nékolik riznych SPE sorbentl. Vystupem prace je,
ze dostupné Sep-Pak CI18 sorbenty zadrzuji 1épe hydrofobnéjsi peptidy, které byvaji delsi
a Casto poskytuji lepsi informaci o proteinové sekvenci. Rozhodli jsme se tedy vyuzit tuto
Cartridge, ¢imZ se nam postupnou optimalizaci povedlo zvysSit vytézek na trojnasobek.
ZvySenim mnozstvi nandSeného vzorku se povedlo zvysit také intenzitu peptidii v hmotnostnim

spektru. Z ptivodnich intenzit pohybujicich se v hodnotach 10° se intenzita zvedla az na 108,

DalSim krokem bylo zafazeni nové kolony Kinetex o vnitfnim priméru 1 mm, na kterou jsem
aplikovala pratoky typické pro mikroLC-MS. Timto krokem se podafilo zvysit citlivost analyzy

na dvojnasobek a mohla jsem pfistoupit k cilené analyze.

Prace (MacLean et al. 2010) ukazuje, ze optimalni kolizni energie (CE) ma vliv na kvalitu
vysledku experimentu. Z tohoto diivodu jsem pro vylepSeni intenzity pfi cilené MS analyze
provedla jeji optimalizaci. Po pfeméfeni vzorku s nastavenim standardni CE jsem, dle programu
Skyline, provedla méfeni s hodnotou -5 eV a +5 eV. Lepsiho vysledku bylo dosazeno

s hodnotou +5 eV a proto s ni bylo pokra¢ovano i v dalSich experimentech.

Postupnymi kroky se mi podafilo dosdhnout uspokojivé intenzity i ve velmi nizkych
koncentracich (az necelé 3-10° v koncentraci 0,01 pg/ul). Problémem vsak bylo, Ze retenéni
Casy jednotlivych peptidii se vzajemné lisily napti¢ kazdym métenim. Déle také nékteré peptidy
eluovaly pfili§ vmrtvém casu. Dalsi kroky by tudiz mély vést k dal§i optimalizaci
chromatografické separace. Napiiklad zména sloZeni mobilni faze, Giprava jejiho gradientu

nebo pouziti jiné chromatografické kolony, by mohlo vést ke spolehlivéjSim vysledkim.

Dalsim experimentiim s cilem vylepSeni dosavadni metody se budu vénovat v diplomové praci.
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7 ZAVER
Puvodnim cilem prace byla optimalizace proteomického protokolu vytvoifeného Mgr. Klarou
Brozovou. Optimalizaci jsem provadé¢la na Orbitrapu Exploris. Z technickych a kapacitnich
divoda jsem tento experiment pierusila a zaCala novy na hmotnostnim spektrometru
TripleTOF. Z dtivodu odlisného piistrojového nastaveni jsem nasledné zacala vyvijet metodu
pro mikropritokovou LC-MS, ktera neni pro proteomické analyzy zcela typicka. Pti analyze
vy$§itho mnozstvi vzorku vSak poskytuje robustni a spolehlivé vysledky vyssi Grovné, nez

nabizi nanopritokova LC-MS.

Po zméné pfistroje klesla hodnota intenzity peptidu ve vzorku digestu proteinu BSA 1000x.
Po optimalizaci pteciSténi, chromatografické separace a aplikovanim riiznych nastaveni
hmotnostniho spektrometru, se mi podatilo vratit na ptivodni hodnoty intenzity. Po prométeni
koncentracni fady cilenou analyzou s mnozstvim nanasené¢ho vzorku 1 pg se mi podatilo ziskat

intenzitu 3x107 v koncentraci 1 ng/pl a az necelé 3-10° v koncentraci 0,01 pug/pl.

Dalsi kroky mé prace by smétovaly k optimalizaci reten¢nich ¢asti, které se nepodafilo ustalit,
a to napriklad zménou slozeni mobilni faze. To vSak bude, z kapacitnich a ¢asovych divodi,

cilem budouciho vyzkumu.
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