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Seznam pouzitych zkratek

DNA - deoxyribonukleova kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

MRNA — messengerovd RNA

1D - jednodimenzionalni

2D - dvoudimenzionalni

3D - tfidimenzionalni

MS — hmotnostni spektrometrie

MS/MS - tandemova hmotnostni spektrometrie
SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptitomnosti dodecylsiranu
sodného

IEX — lonexova chromatografie

PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza
SDS — dodecylsiran sodny

HPLC - vysokou¢inna kapalinovou chromatografie
LC — kapalinova chromatografie

IEF — izoelektricka fokusace

MudPIT — technika multidimenzionalni proteinové identifikace
ESI — ionizace elektrosprejem

MALDI - matrici asistovan laserova ionizace

ClI - chemicka ionizace

APCI - chemicka ionizace za atmosférického tlaku
FAB - bombardovani rychlymi ionty

CHCA - a-kyano-4-hydroxyskoficova

Sl - 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova kyselina
DHB - 2,5-dihydroxybenzoova kyselina

HPA - 3-hydroxypikolinova kyselina

TOF — analyzator doby letu

HR-MS - analyzator s dvoji fokusaci

FT-ICR - iontova cyklotronova rezonance

QQQ - tripl-kvadrupol

Q-TOF — kvadrupdlovy analyzator doby letu



DDA - data dependentni analyza

CID — kolizi indukovana disociace

PMF - mapy molekulovych hmotnosti peptida
FASP — stépeni na centrifugacnim filtru

DOC - deoxycholat sodny

CHAPS — cholamidopropyl(dimethylamonio)-1-propansulfonat
DTT - dithiothreitol

TCEP - tris(2-karboxyethyl)fosfin

IAA - kyselina iodoctova

IAM — jodacetamid

NEM - N-ethylmaleimid

MED - multienzymové $tépeni

ACN - acetonitril

SCX - kationt-ménic¢ova chromatografie
TEAB - triethylamonny hydrogenuhlic¢itanovy pufr
FA - kyselina mravenci

MeOH - methanol

TFA - trifluoroctova kyselina

iPrOH - isopropanol

BSA — hovézi sérovy albumin

pl — izoelektricky bod

EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova

TRIS — 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol



1 Cile prace

e Vypracovat literarni reSer$i na téma metody pouZivané v proteomice se zamérenim

na pfipravu vzorku pro hmotnostni spektrometrii.
e Experimentalné ovérit vliv riznych detergentli na §tépeni proteint v roztoku.

e Zpracovat a porovnat experimentalni data a doporucit vhodny postup pro dany

biologicky vzorek a experiment.
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2 Teoreticka c¢ast

2.1 Proteomika

Proteomika je védni obor zabyvajici se identifikaci proteinti, stanovenim jejich exprese a
lokalizace v bunice, posttranslaénimi modifikacemi, vztahem mezi strukturou a funkci, ale
také studiem vzajemnych interakci mezi proteiny, coz je nezbytné pro pochopeni vitalnich
biologickych pochodl v buiice.

Proteiny jsou hlavnimi vykonnymi jednotkami bunky a jejich funkce v bufice jsou
velmi rozmanité — katalytické, tidici, regulacni, skladovaci, transportni a mnohé dalsi.
Z tohoto diivodu jsou zodpovédné za témet vsechny biochemické aktivity bunky a to diky
interakcim mezi sebou navzajem a s celym spektrem dal$ich molekul (Liebler D. C.,
2002). Kompletni sada proteinii v daném misté (v organismu, ve tkani, v burnce,..apod.) a
v konkrétnim ¢ase se nazyva proteom. Tento termin byl poprvé pouzit pomérné nedavno
Marcem R. Wilkinsem v roce 1994 pro oznaceni proteinového komplementu genomu
(Wilkins M. R., et al., 1995).

Proteiny jsou kodovany sekvencemi jednotlivych genii. Na rozdil od genomu jsou
transkriptom i proteom dynamické entity, jejichz obsah mize dramaticky kolisat v
dusledku regulace transkripce, zpracovani RNA, syntézy a modifikace proteint (obr. 1).
Diky témto procesim muze jeden gen produkovat mnoho rtiznych mRNA. Na uUrovni
translace jsou proteiny modifikovany a odhaduje se, ze diky témto posttransla¢nim
modifikacim a riznému sestfithu miize vzniknout az 200 riznych typt proteinu (Krishna,
R. G, et al., 1993). Posttransla¢ni modifikace mohou byt jak trvalé (napi. glykosylace), tak
pfechodné (naptf. fosforylace) a pfispivaji k imunitnimu rozpoznavani, stabilizuji
konformace proteind, pomahaji regulovat jejich funkci, apod (Twyman R. M., 2004).
Kromé téchto posttranslaénich modifikaci mtze byt funkce proteinti ovlivnéna napf.
lokalizaci proteinu, interakcemi s jinymi molekulami, atd. Proto, i kdyz je rozvoj
proteomiky pfimym disledkem objevil v oblasti genomické DNA, je nemoZné objasnit
vétSinu mechanismli v buiice pouze studiem genomu a pro pochopeni slozitych
biologickych systémil je tedy potieba komplexni studie (Graves P. R., et al, 2002; Twyman
R. M., 2004).
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Proteolyza
Transkripce Zpracovini Translace
Posttranslaéni
DNA ]—T_’[ RNA }——)[ mRNA ]-——{ Protein modifikace

Regulace Alternatn ni sestfih, Regulace Kompartmentace
transkripce uprava mRNA, translace
polyadenylace

Obr. 1: Mechanismy vzniku vice genovych produktii z jednoho genu (Graves P. R., et al., 2002).

Mnozstvi konkrétniho proteinu je v ¢ase regulovano mirou transkripce piislusného
genu, efektivitou translace mMRNA do proteinu a rychlosti degradace proteinu v buice
(Liebler D. C., 2002).

Proteomika prispiva v poslednich desetiletich jak k zakladnimu vyzkumu v mnoha
biologickych oborech, tak i Vv aplikovanych zeméd¢lskych, potravinaiskych a
medicinskych studiich. To je patrné na pocétu proteomickych publikaci, ktery roste
v poslednich dvou desiletich exponencialng (Berggard T., et al., 2007; Delaney B., et al,
2008; Kim B., et al., 2013). V soucasné dob¢ proteomika zahrnuje Sirokou $kalu riznych
vyzkumnych témat, od profilovani proteinové exprese pres analyzu signalnich drah az

k identifikaci proteinovych biomarkert (Mallick P., et al., 2010).

2.2 Vybrané proteomické metody

Cilem proteomiky neni pouze identifikace vSech proteint v bunice, ale také determinace
funkce proteinu a vytvoreni kompletni tfi-dimenzionalni (3D) mapy, ktera by znazoriiovala
lokalizaci proteini v bunce. Proto je pii proteomické analyze nutné pouziti také
molekularné-biologickych, biochemickych a bioinformatickych metod (Graves P. R,
2002).

V eukaryotické bufice mize byt od 50 000 do 100 000 rtznych proteint a bereme-li
v uvahu i posttranslaéni modifikace tak i vice. V jedné lidské bunice bylo pomoci MS
analyzy identifikovano vice nez 10 000 rtiznych proteint (Beck M., et al., 2011). Protoze
jsou proteiny fyzikaln¢-chemicky velmi rtiznorodé, je obtizné navrhnout zptisob extrakce,
ktery by byl vhodny pro vSechny. Tyto fyzikalni a chemické rozdilnosti jsou zpisobeny
riznym poCtem a pofadim aminokyselin Vv proteinu, odlisSnym druhem aminokyselin
(hydrofdbni, hydrofilni,..) a posttranslaénimi modifikacemi, které na proteinu probéhly
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(Twyman R. M., 2004). Z divodu komplexnosti vétSiny biologickych vzorku je pted MS

analyzou ¢asto nutné rozdéleni proteinové smési na nékolik frakei.

2.2.1 Elektroforetické metody

Elektroforetické metody slouZi k rozseparovani komplexnich smési na zakladé velikosti a
naboje proteinli pomoci elektrického proudu. Proteiny mohou byt déleny v nativnim nebo
denaturovaném stavu. Jelikoz jsou proteiny a peptidy amfoterni latky a jejich néboj zavisi
na pH prostedi, maji pufry pouzivané pro elektroforézu piesnou hodnotu pH a iontovou
silu. V proteomice jsou analyzovany hlavn¢ intaktni proteiny a peptidy, ale také
neporusené bunééné organely a nativni proteinové komplexy, které mohou byt také
rozdéleny pomoci elektroforézy (Westermeier R., et al., 2002).

V poslednich desetiletich doslo k velkému rozvoji elektroforetickych metod. Harry
Svensson piisel v roce 1961 na moznost separace amfoternich molekul v gradientu pH.
Pozdgji jeho zék, Olof Vesterberg, vypracoval syntézu nosicovych amfolyti pro gradient
pH a tim polozil zaklady izoelektrické fokusace proteinii jako standardni separa¢ni
techniku (Svensson H., et al., 1961; Vesterberg O., 1969). Rok poté, v roce 1962, byla
ptedstavena polyakrylamidové gelové elektroforéza (PAGE) (Raymond S, et al., 1962) a
pozd&ji byla tato polyakrylamidova elektroforéza zkombinovana s diskontinualnim
pufrovym systémem (Laemmli U. K., 1970). Diky tomuto spojeni a sou¢asnému ptidani
dodecylsiranu sodného (SDS) do polyakrylamidového gelu vznikla SDS-PAGE, coz je
dnes jedna z nejb&znéji pouzivanych elektroforetickych metod (Mallick P., et al., 2010).
SDS je negativné nabity detergent, ktery denaturuje a obali molekuly proteint a ty tim
ziskaji uniformni naboj. Diky tomu se poté proteiny déli pouze podle své molekulové
hmotnosti (Shapiro A. L., et al., 1967; Laemmli U. K., 1970). Jednodimenzionalni
elektroforézy (1DE) mohou byt pouzity pro rozseparovani proteintt s molekulovou
hmotmostni od 10 do 300 kDa (Graves P. R., et al., 2002).

Metoda pro separaci proteinovych smési na zakladé¢ dvourozmémé gelové
elektroforézy (2DE) byla poprvé predstavena v roce 1970 (Twyman R. M., 2004). Oproti
1DE maji obrovskou vyhodu, a to je schopnost rozdé€lit i proteiny, které podstoupily
n&jakou formu posttranslacni tpravy. 2DE jsou vhodné pro rozdéleni i komplexnégjsich
vzorkl, protoze proteiny jsou déleny na zakladé dvou vlastnosti — nejdiive podle naboje a

poté podle molekulové hmotnosti (Graves P. R., et al., 2002).
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2.2.2 Chromatografické metody

Vedle metod elektroforetickych jsou v proteomice bézné vyuzivany také metody
chromatografické, které slouzi k rozdéleni komplexnich proteinovych ¢i peptidovych smési
a to diky interakci jejich molekuly se stacionarni fazi. Molekuly svyssi afinitou ke
stacionarni fazi se v ni budou pohybovat pomaleji nez molekuly s nizsi afinitou. Vyhodou
tohoto pfistupu je moznost vyhnout se gelové separaci, coz zvysuje pocet identifikovanych
proteint/peptida diky nizsim ztrdtdm (Graves P. R., et al., 2002; Kupiec T., 2004; Veenstra
T. D., et al.,, 2006). Mezi chromatografické metody fadime napiiklad vysokoucinnou
kapalinovovou chromatografii (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC),
iontové-vyménnou chromatografii, gelovou filtraci, afinitni chromatografii a dalsi (tab. 1).

Jednim z nejpouzivanéjSich piistupi pro rozdéleni peptidovych smési je HPLC,
ktera je taktéZ pouzivana pro separaci stabilnich intaktnich proteint. Variabilita
stacionarnich fazi a separacnich modi zvysSuje vyuzitelnost této separa¢ni metody. HPLC s
reverzni fazi je velice Casto napojena pfimo na hmotnostni analyzator (LC-MS). Velmi
Casto je takeé vyuzivano kombinace riznych separa¢nich modu za sebou, oznacovana jako
tandemova HPLC, kterou mizeme dosahnout lepsiho rozdéleni peptidii ze smési. Pro tento
postup byl poprvé pouzit termin ,,MudPIT“ (Multidimensional Protein Identification
Technique) (Washburn M. P., et al, 2001), kdy je vyznamné zvySen pocet
identifikovanych peptidd pfi jedné analyze a to diky dalsi separaci peptida (Liebler D. C.,
2002).

lontové-vyménna chromatografie je metodou, kde je stacionarni fazi ionex.
Principem je navazani analytt pomoci elektrostatickych interakci mezi analytem a opaéné
nabitym sorbentem. Tato metoda je velice citlivA a umoznuje rozdéleni molekul, které se
li$i nabojem pouze minimaln¢ (napi. jednou nabitou aminokyselinou) (Mallick P., et al.,
2010; Veenstra T. D., et al., 2006).

Narozdil od iontové-vyménné chromatografic separuje metoda gelove filtrace
proteiny podle jejich velikosti. Pokud je protein pfili§ velky na to, aby vnikl do porovitého
materialu, je eluovan z kolony nejrychleji. Se zmensujici se velikosti vnikaji proteiny do
pora hloubéji a jsou vice zpozdény (Veenstra T. D., et al., 2006).

Afinitni chromatografie je zcela rozdilna separacni technika, kdy jsou proteiny
nebo skupiny proteint selektivné zachyceny na specificky interagujicim ligandu. Komplex
ligand-protein je poté destabilizovan pfidanim soli, zménou pH, pfidanim konkurenéniho
ligandu, denaturac¢niho prostiedku nebo enzymatickym stépenim (Mallick P., et al., 2010).
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Metoda byla poprvé pouzita v roce 1968 Pedrem Cuatrecasasem pro izolaci enzymu
(Cuatrecasas P., et al., 1968). Ligandem pro afinitni chromatografii mtze byt jakakoliv
dostate¢né silné a specificky reagujici molekula — naptiklad protilatka, metabolit a jiné
(Azarkan M., et al., 2007). V prubéhu let bylo popsano vyuziti mnoha rozdilnych typi
ligandti vazajicich proteiny na zakladé raznych vlastnosti - od elektrickeho néboje po
biologickou afinitu (Mallick P., et al., 2010). Mimo jiné je diky afinitni chromatografii
mozné studovat interagujici partnery. Konkrétni protein je exprimovan, purifikovan a poté
imobilizovan. Diky selektivni interakci se na néj navaze interagujici protein, ktery je poté
eluovén (Kool J., et al., 2011).

Dalsim dulezitym typem chromatografie je chromatografie s reverzni fazi, ve které
je stacionarni fazi nepolarni sorbent a mobilni fazi polarni kapalina. Dnes pouZzivané
staciondrni nepolarni faze (uhlovodikové fetézce C4 - Cig) jsou chemicky vazané na nosic
(grafitové nebo uhlikem potazené silikagely, kopolymery styrenu a divinylbenzenu atd.).
Ve vétsing€ aplikaci této metody slouzi jako mobilni faze smés vody a organického
rozpoustédla (metanolu, isopropanolu, acetonitrilu ap.). Jelikoz staciondrni fdze ma
nepolarni charakter, tak k ni maji vétsi afinitu latky s vys§im obsahem hydrofobnich oblasti
(méné polarni). Proteiny &i peptidy jsou poté z kolony postupné eluovany rostoucim
gradientem  koncentrace = organického  rozpouStédla.  Nejb&€znéji  pouzivanym
chromatografickym materidlem pro ptecisténi a odsoleni vzorkt pied MS analyzou je
reverzni faze C18 (Niessen W. M. A., 2006; Rappsilber J., et al., 2007; Mallick P., et al.,
2010).

Vlastnost Technika

Naboj Iontové-vyménna chromatografie, chromatofokusace
Velikost Gelova filtrace

Hydrofobicita Chromatografie s reverzni fazi,

chromatografie s hydrofobnimi interakcemi
Ligandova Afinitni chromatografie

specifita

Tab. 1: Chromatografické metody a vlatnosti, podle kterych jsou p#i nich latky déeleny (Westermeier R., et al.,
2002).
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2.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné-chemicka metoda, kterd je klicovou analytickou
metodou V proteomice. Pomoci MS jsme schopni méfit pomér hmotnosti a naboje (m/z)
(Fenn J. B., et al., 1989) a zjistit tak pfesnou molekulovou hmotnost intaktnich proteint ¢i
proteolyticky stépenych peptidt (Liebler D. C., 2002). Hmotnostni spektrometrii fadime
diky jeji vysoké citlivosti, pfesnosti, §irokému dynamickému rozsahu, rychlosti analyzy a
moznosti stanoveni sekvence a posttranslacnich modifikaci proteinii mezi nejucinnéjsi
metody identifikace biomolekul (Boha¢ M., et al, 2005).

Fyzik J. J. Thomson je povazovan za otce hmotnostni spektrometrie a to diky jeho
pracim o vychylovani katodového zateni v elektrickém poli (Thomson J. J., 1897).
Thomson s pomoci Francise W. Astona sestrojil prvni hmotnostni spektrometr schopny
mefit hmotnost nabitych atomi. Zatizeni vyuzivalo plynové vybojky jako zdroj iontd,
které nésledné prochazely elektrickym a magnetickym polem a byly vychylovany a
detekovany na fotografické desce (Aston F. W., 1919). Oba obdrzeli za své objevy
Nobelovu cenu. Prvni hmotnostni identifikace peptidd byly provedeny v roce 1958
(Andersson C-O., 1958; K. Biemann, et al, 1959). Béhem téchto vice nez 50 let vyvoje
byla vyrazné zlepSena robustnost, citlivost a pouzitelnost MS analyzy. Ta je nyni rutinni
soucasti experimentalnich pracovnich postupi a diky MS bylo odhaleno nes¢etné mnozstvi
vyznamnych biologickych fenoméni (Mallick P., et al., 2010). V soucasné dobé mohou
byt kvantifikovany a rychle identifikovany tisice proteind, ¢ehoz muze byt vyuzito ke
katalogizovani proteinti produkovanych v daném typu bunék, charakterizovani
posttransla¢nich modifikaci a také muize byt sledovano, jak se méni exprese proteinl ve
vzorku za ruznych experimentélnich podminek (Twyman R. M., 2004).

Hmotnostni spektrometr je iontové-optické za fizeni, které rozliSuje ionty podle
poméru jejich m/z a sklada se ze tii zakladnich ¢asti — ioniza¢niho zdroje, hmotnostniho

analyzatoru a detektoru (obr. 2).

hmotnostni spektrum

vZzorek =——p ionizafni | hmotnostni | detektor —_>
zdroj analyzator ‘
Lk

Obr. 2: Obecné schéma hmotnostniho spektometru (Liebler D. C., 2002).
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2.2.3.1 loniza¢ni zdroje

Ioniza¢ni zdroj je dulezitou soucasti hmotnostniho spektrometru, ve kterém jsou
proteiny/peptidy ionizovany. Podle mnozstvi dodané energie pfi ionizaci mohou byt zdroje
rozdéleny na ,,m¢kké” a ,tvrdé“. Typickym zastupcem ,,tvrdé* ionizace je naptiklad
elektronova ionizace, ktera je zalozena na principu piedavani energie leticich elektront
molekulam analytu (Friedecky D., et al., 2012). Problémem pouziti ,,tvrdé“ ioniza¢ni
techniky miize byt uplny rozpad molekulového iontu ve zdroji, a proto byvaji Castéji
pouzivany ,,mékké“ ionizacni techniky jako je ionizace elektrosprejem (Electrospray
lonization, ESI), MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lonization), chemicka
ionizace (CI), chemicka ionizace za atmosférického tlaku (APCI), bombardovani rychlymi
ionty (FAB) a dalsi. Nejcastéji pouzivanymi ionizaénimu zdroji jsou MALDI (Tanaka K.,
etal., 1988) a ESI (Fenn J. B, et al., 1989).

Principem MALDI ionizace (obr. 3) je smichani vzorku s matrici, ktera obsahuje
malé organické molekuly s chromoforem absorbujicim svétlo typickych vinovych délek.
Jako matrice je pouzivana kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA) pro peptidy
mensi nez 10 KDa, 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoticova kyselina (sinapova kyselina, SI)
pro proteiny vétsi nez 10 KDa, 2,5-dihydroxybenzoové kyselina (DHB) pro neutralni
sacharidy a 3-hydroxypikolinova kyselina (HPA) pro oligonukleotidy (Karas M., et al,
1995). Matrice se vzorkem je poté nanesena na kovovou desticku, na které smeés
zkrystalizuje. Poté je vzorek umistén do zdroje, ktery je vybaven laserem (nejcastéji se
pouziva dusikovy laser o vinové délce 337 nm). Po dopadu laseru na krystal absorbuji
molekuly matrice svazek fotont a stanou se elektricky nabitymi. Tento nadbytek energie je
potom pienesen na peptidy nebo proteiny a ty jsou tak ionizovany. Peptidové ionty jsou
nasledné vystieleny do plynné faze a vstupuji do hmotnostniho analyzatoru. Cely proces
probiha ve vakuu (Liebler D. C., 2002).
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laser

vzorek / matrix

Obr. 3: Schéma MALDI ionizace (Liebler D. C., 2002).

Dalsim béznym ioniza¢nim zdrojem je ESI, ktera byla vyvinuta Johnem B. Fennem
a za kterou sdilel Nobelovu cenu za chemii v roce 2002 (Fenn J. B., et al., 1989). Na rozdil
od MALDI, pii niz je vzorek zkrystalizovan, je pfi ionizaci ESI vzorek rozpustén ve
vodném roztoku. Jednou z nejvétsich vyhod ESI je jeji kompatibilita s kapalinovou
chromatografii. Peptidy tak mohou vstupovat do ioniza¢niho zdroje ptimo z kapalinového
chromatografu (tzn. vSe probiha ,,online) (Liebler D. C., 2002; Veenstra T. D., et al.,
2006). Pro ionizaci téchto peptida musi vzorek projit jehlou z nerezové oceli, ktera je pod
vysokym napétim (2-5 kV) (obr. 4) (Friedecky D., et al., 2012). Podle aplikovaného napéti
ziskavaji molekuly pozitivni, ¢i negativni naboj, av§ak pro analyzu proteint a peptidi je
nejcastéji pouzivana pozitivni ionizace (Veenstra T. D., et al., 2006). Z nerezové jehly je
poté vzorek rozsiiknut v jemnych kapickach, které obsahuji jak peptidové ionty, tak slozky
mobilni faze HPLC (vody, acetonitrilu, kyseliny octové, atd.). Zahiatim kapilary a
pusobenim plynného dusiku dochazi k desolvataci nastiikovaného vzorku. Elektroneutralni
kapicky solventu jsou vypumpovany mimo zdroj, zatimco nabité molekuly analytu
vstupuji do hmotnostniho analyzatoru. To, co odlisuje ESI od ostatnich ioniza¢nich metod,
je jeji schopnost tvofit nasobné nabité ionty z Sirokého mnoZstvi biologickych molekul.
Pocet naboju, kterych mtize molekula nabyt, zavisi na mnoha faktorech zahrnujicich také
jeji bazicitu a velikost. Peptidy se nejcastéji vyskytuji jako jednou, dvakrat, nebo tiikrat
nabité ionty (Liebler D. C., 2002).
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Obr. 4: Schéma ESI ionizace (Liebler D. C., 2002).

2.2.3.2 Hmotnostni analyzatory

Po ionizaci vstupuji peptidy do hmotnostniho analyzatoru. Jednim z bézné pouzivanych
hmotnostnich analyzatort je analyzator doby letu (Time of flight, TOF) mé&fici ¢as, za ktery
ionty urazi piesné definovanou vzdalenost od zdroje k detektoru. Doba, za kterou dorazi
iont na detektor je pfimo tiména jeho m/z hodnoté, tzn. ¢im mensi je m/z, tim rychleji iont
leti. Piikladem hmotnostniho analyzatoru je kvadrupdl, iontova past, orbitalni past
(Orbitrap), analyzator s dvoji fokusaci (High Resolution, HR-MS), iontova cyklotronovéa
rezonance (Fourier Transform lon Cyclotron Resonance, FT-ICR) a dalsi.

Hmotnostni analyzatory mohou fungovat také v tandemovém uspotadani
(McLafferty F. W., 1981) - nejbéznéjsimi jsou tripl-kvadrupdl (QQQ), TOF-TOF a Q-TOF
(Quadrupole-time of flight) (Mallick P., et al., 2010).

Bézné pouzivanou strategii pro ziskani dat je DDA metoda (Data Dependent
Acquisition) (Wu C. C., et al, 2002), kdy je ze smési peptidovych ionta v dané frakci
vyselektovan tandemovym hmotnostnim analyzatorem urcity pocet m/z iontli o nejvyssi
intenzité (obr. 5). Mnozstvi vybranych iontd zavisi na vykonnosti stroje, tzn. kolik MS/MS
analyz je schopen provést za urcity ¢as. Tyto ionty jsou poté vystaveny kolizi-indukované
disociaci (Collision-Induces Dissociation, CID), pti které dochazi ke srazkam
ionizovanych peptida s molekulami inertniho plynu v kolizni cele. V disledku toho dojde
k rozruSeni nejméné stabilnich kovalentnich vazeb peptidového ftetézce a vzniku
fragmentovych iontl, které jsou detekovany v dal$im hmotnostnim analyzatoru. Vybér
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pravé analyzovanych peptidovych iontd je poté na urcitou dobu zakdzan, coz umoziuje

selekci méné zastoupenych peptidovych ionti. Ziskané iontové spektrum obsahuje

informace, které umoznuji odvozeni sekvence peptidii vcetné typu

posttransla¢nich modifikaci (Liebler D. C., 2002; Neilson K. A, et al, 2011).

1 MS spektrum
L] ]

MS-MS e
fragmentace
1 4
L i
m/z m/z
2 3
IR
m/z m/z

a

lokalizace

Obr. 5: Schematické znazornéni automatizovaného sbéru MS/MS spektra metodou DDA (Liebler D. C.,

2002).

2.2.3.3 Detektory

lonty vybrané hmotnostnim analyzatorem jsou zaznamenany detektorem, nasledné je

signal pieveden do digitdlniho formatu. Detektory mohou byt obecné rozdéleny do dvou

skupin podle zpisobu zaznamu iontd. Prvni skupina detektortt zaznamenava vsechny ionty

bez ohledu na velikost m/z a jejich principem je ptimé méfeni elektrického proudu, ktery

vznika pfi srazce iontu s dynodou. Druha skupina detektort je schopna zaznamenat ionty i

ve vztahu k velikosti m/z, které jsou detekovany jako komplexni ,,proudovy obraz* vSech

pfitomnych iontl s riznymi hodnotami m/z, a to diky indukci proudu v dasledku pohybu

iontd v hmotnostnim analyzatoru (napf. iontové cyklotronova rezonance a orbitrap)

(Friedecky D., et al., 2012).
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2.2.3.4 Interpretace ziskanych spekter po MS analyze

Identifikace proteint je dnes provadéna prohledavanim dostupnych databazi, ze kterych
jsou podle zadanych parametri vhodnym algoritmem vygenerovana teoretickd spektra,
ktera jsou poté srovnavana se spektry experimentalné ziskanymi. P¥i srovnani téchto
spekter je to mira piekryvu mezi sledovanym a predpokladanym pikem, co urcuje nejlepsi

potenciondlni shodu (Havlis J., et al., 2005).

2.3 Priprava vzorku pro hmotnostni analyzu

krokem pro dosazeni pfesnych a spravnych vysledku. Zpiisob ptipravy vzorku se lisi
hlavné podle pozadavki pro analyzu — zda je Gcelem analyzy identifikace vSech proteint
v kompletni smési, pouze uréita skupina proteint, ¢i dokonce jen jeden protein.

Podle ucelu analyzy je vybran jeden ze dvou z&kladnich proteomickych ptistupt.
Prvni z nich je top-down analyza, kterd nam poté umoznuje pracovat s intaktnimi proteiny,
jez jsou fragmentovany a analyzovany pomoci MS/MS. Druhym piistupem je bottom-up
analyza, oznaCovana jako ,,shotgun®“. Ta je zaloZena na pocateCnim Sté€peni sloZzitého
proteinového vzorku, vznikla smés peptidii je nasledné separovana a analyzovana. Obecné

schéma bottom-up experimentu je ukazano na obrazku 6 (Verberkmoes N. C., et al., 2005).

Vyhledavini v databizich
pomoci algoritmu

Peptidy ]—)[ MS analyza ]—)[ MS data H Identifikace ]

Peptidova
smés

Obr. 6: Obecny postup bottom-up analyzy (Liebler D. C., 2002).

V klasickém ,,bottom-up* experimentu zahrnuje piiprava vzorku extrakci a
rozpusténi proteint, redukci disulfidickych vazeb, alkylaci volnych cysteinovych zbytkl a

Sté€peni proteint na peptidy. Pii této piiprave je velmi dalezitym pozadavkem rozpusténi co
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nejvice proteinll s co nejmensimi kontaminacemi jinymi biologickymi materidly (napf.
lipidy, celuléza, nukleové kyseliny, atd.), ¢ehoz nejCastéji dosahujeme piidanim
detergentli, redukcnich Cinidel, denatura¢nich ¢inidel a enzymu. VétSina zminénych aditiv
musi byt pred MS analyzou odstranéna, protoZze znemoziuji piesnou a spravnou
proteomickou analyzu. Nejcastéj$imi metodami odstranéni aditiv je srazeni, odpafeni,
fazovy transfer a dalsi, avSak zplsob odstranéni musi byt vybran podle typu pouzitého
aditiva. Problémem je, Ze pfi odstranovani aditiv dochazi ke ztraté ¢asti vzorku, stejné tak
jako pfi kazdém kontaktu vzorku s povrchem Spicky pipety ¢i mikrozkumavky. Jelikoz
se v proteomice pracuje s velmi malym mnozstvim vzorku, mohou byt vysledky analyzy
signifikanté ovlivnény postupem a pouzitymi pomuckami (Brownridge P., et al., 2011;
Maurer M., et al, 2013).

2.3.1 Extrakce proteini z biologického vzorku

Rozpustnost a lokalizace proteinu v ramci bunéénych struktur zasadné ovliviiuji Gcinnost
Stépeni. Proteiny mohou byt intracelularni nebo extracelularni, jsou také soucasti riznych
organel ¢i membran. Dusledkem je, ze extrakce rozdilnych proteind Casto vyzaduje
optimalizaci slozeni extrak¢éniho pufru — iontova sila, detergenty, apod., ale i celého
experimentalniho postupu (Mallick P., et al., 2010). Byly vyvinuty metody pro extrakci
proteind z riznych typi vzorki (extrakce proteini z listu se bude li$it od extrakce proteinil
z bunécné kultury). Tyto postupy se odliSuji piedev§im pouzitim aditiv a typem
homogenizace (Liebler D. C., 2002).

Biologicky vzorek je vzdy nutné nejdiive homogenizovat, napt. pomoci tekutého
dusiku, sonikovanim ¢i jinym zplsobem podle povahy vzorku a rozpustit jej ve vhodném
pufru. Degradaci proteinti zabranime pfidanim inhibitort protedz a diislednym chlazenim
vzorku po celou dobu extrakce.

Velice dilezitym krokem pii extrakci proteint je odstranéni nukleovych kyselin,
kterého je dosaZeno pfidanim pfislusnych Stépicich enzymii, DNAsy, popt. také RNAsy
(Liebler D. C., 2002).
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2.3.2 Separace proteint pied Stépenim

Separace proteint pied jejich St€penim je provedena pokud je potieba snizit komplexitu
vzorku, nebo nas zajima pouze konkrétni skupina proteinti. Pro tuto separaci proteinu je
nejcastéji pouzita 1DE, 2DE, izoelektrickd fokusace (IEF), ptipadn¢ HLPC. Divodem je
rozdéleni proteind podle jejich vlastnosti (podle jakych zévisi na zvolené metod€) a
separace komplexni smési do nékolika frakci, se kterymi se dale pracuje. Piipadné jsou
Stépeny pouze vybrané frakce obohacené o proteiny, které nas zajimaji (Liebler D. C.,
2002).

2.3.3 Precipitace a zakoncentrovani proteint

Pro zakoncentrovani proteini jsou pouzivany metody jako je precipitace, vakuové
vymrazovani (lyofilizace), centrifugacni odparka ¢i centrifugace pies filtr. Precipitace
proteinli S sebou nese vyhodu odd¢leni ionti a latek interferujicich s proteiny, které po
precipitaci proteind zustavaji v roztoku. Precipitace muze byt jak denaturujici, tak nativni.
Prikladem denaturujici precipitace je chloroform/metanolova precipitace, kterd
muze byt pouzita pii objemu vzorku od 10 do 150 ul. Proteiny jsou rozpustény v roztoku
s methanolem a  poté  srazeny  chloroformem. Pfidani  vody  rozd¢li
voda/methanol/chloroformovy roztok na dvé faze a srazené proteiny zlstavaji v interfazi.
Je-li nutné zachovat aktivity proteint, je vhodné pouzit precipitacni techniky, které
nasledné¢ umozni vraceni proteinii do nativniho stavu. V tomto piipadé jsou proteiny
precipitovany pii nizké teploté siranem amonnym, polyethylén glykolem (PEG), nebo

s organickymi rozpoustédly (napt. aceton) (Rehm H., 2006).

2.3.4 Rozpousténi proteinu a jejich denaturace

Po extrakci proteinit ze vzorku a jejich precipitaci (pokud byla pouZita) je tfeba ziskané
proteiny dobie rozpustit. Cilem rozpousténi a denaturace ziskanych proteinid je
zpfistupnéni mist pro Sté€peni. Rozpustnost jednotlivych proteini zavisi na jejich
vlastnostech. Velice problematické je rozpousténi proteini hydrofébni a amfipatické
povahy, které jsou ve vodé nerozpustné. Proto je pro Gplné rozpusténi proteini nutné
pouziti detergentti, které tento proces usnadnuji. Tyto detergenty musi byt pied MS
analyzou odstranény (Zhou J., et al., 2006).

-23-



Detergenty jsou amfipatické molekuly, které se skladaji z hydrofébni (fenylové
derivaty, alifatické fetézce,.) a zhydrofilni ¢asti (ionizovand skupina, Sacharid,
hydroxylova skupina, nebo polyethylenglykol). Diky tomuto sloZeni jsou detergenty
schopny narusit nekovalentni interakce v molekulach proteinu (protein-proteinové
interakce, sekundarni i tercilni strukturu proteinu) a to tak, ze se svou polarni hydrofilni
Casti vazi k molekuldm polarniho rozpoustédla (molekuly vody), zatimco hydrofobni
fetézce interaguji s molekulami hydrofobnich ¢astic. Detergenty mohou byt iontové (silné
denaturaéni), neiontové (nedenaturaéni) ¢i obojetné (zwitteriontove) (Bennion B. J., 2003;
Liebler D. C., 2002; Rehm H., 2006).

Jednim z nejcastéji pouzivanych silnych detergenti s denatura¢nimi ucinky pii
rozpousténi proteinli je dodecylsiran sodny (SDS), ktery vSak nesmi byt pfitomen
V roztoku pfi $tépeni proteint (Maurer M., et al, 2013). Musi byt tedy z roztoku odstranén
a to nejéastéji precipitaci organickymi rozpoustédly (Botelho D., et al., 2010). Tento krok
ale zpasobuje relativné velké ztraty vzorku, metoda je Casové narona a neni pfili§
efektivni (Beers M. F., et al., 1992). Resenim problému s odstranénim SDS ze vzorku je
neddvno predstavena metoda piipravy vzorku na centrifuga¢nim filtru (Filter Aided
Sample Preparation, FASP). Pti této metod¢ jsou odstranény nizkomolekularni latky
(véetné SDS) diky vyméné pufri. Zminéné latky prochazi centrifugaénim filtrem, zatimco
proteiny a dal$i vysokomolekularni latky jsou na filtru zachyceny (Manza L. L., et al.,
2005; Wisniewski J. R., et al., 2009a).

Druhym casto pouzivanym detergentem je deoxycholat sodny (DOC), ktery je
v porovnani s SDS levnéjsi, pokryti sekvence po $tépeni trypsinem je vyssi, stejné jako
pocet identifikaci hydrofobnich peptida (Zhou J., et al., 2006). Odstranén mize byt
srazenim organickymi rozpoustédly nebo fazovym transferem (Masuda T., et al., 2008).

Dalsimi detergenty jsou napiiklad mocovina,
3-[(3-cholamidopropyl)dimethylamonio]-1-propansulfonat (CHAPS), Triton X-100,
Tween, Igepal CA-630, a dalsi. Denaturace proteinu miize byt provedena také zahiatim, ale
pfi tomto postupu dochazi ke ztraté Casti vzorku sraZenim, protoze mnoho proteinti

podléha po vystaveni teplu agregaci (Strader M. B., et al., 2006).
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2.3.5 Redukce

Efektivita $tépeni proteinii je vyrazn€ zvySena rozruSenim tercialni struktury proteind,
ktera je stabilizovana ptedevsim disulfidickymi vazbami (Wedemeyer W. J., et al., 2000).
Pro zvySeni efektivity Stépeni je tedy nutné redukovat disulfidické vazby v proteinech.
Drtive byl pro redukci pouzivan B-merkaptoethanol. Ten byl pozd¢€ji nahrazen
dithiothreitolem (DTT), ktery dnes patii mezi béZna redukéni ¢inidla. Obé zniméné latky
patii mezi thioly, jejichz mechanismus redukce je zalozen na vyméné thiolového aniontu
(XS) (Getz E. B., et al, 1999). DTT je diky svému nizkému redoxnimu potencialu (-0,33
V vpH 7) schopny udrzovat monothiol zcela v redukovaném stavu a redukovat tak
disulfidy proteinu (Cleland W. W., 1964). Jednou z velkych nevyhod DTT je, Ze reaguje
s alkylaénimi ¢inidly. ReSenim tohoto problému miZe byt redukce pomoci tris(2-
karboxyethyl)fosfinu (TCEP), ktery umoziuje provedeni redukce a alkylace v jednom
kroku (Andrews P. C., et al., 1987). TCEP je oproti DTT dobrym reduktantem v §ir$im
rozmezi pH (1,5 — 8,5) a je stabilngjsi i pii pH hodnotach nad 7,5 (Getz E. B., et al, 1999).

2.3.6 Alkylace

Volné sulfhydrylové skupiny (-SH) vzniklé redukci disulfidickych vazeb jsou silné
reaktivni a spontanné oxiduji s jinymi sulfhydrylovymi skupinami za vzniku novych
disulfidovych mistki (S-S). Aby tomu bylo zabranéno, tak je nutné tyto volné —SH
skupiny alkylovat (Herbert B., et al., 2011). Toho dosahujeme pouzitim alkyla¢niho ¢inidla
jako je naptiklad kyselina iodoctova (IAA) nebo iodacetamid (IAM) (Crestfield A. M., et
al, 1963). Tato ¢inidla podléhaji rozkladu na svétle, a proto musi reakce probihat ve tmé.
Nejvhodnéjsim pH pro prubéh reakce je 8-9, protoze pii vySsich hodnotich hrozi
modifikace aminoskupin, zatimco pifi pH niz§im nez 8 dochazi k oxidaci methioninu
(Plowman J. E., et al.,, 2003). Dalsimi alkyla¢nimi ¢inidly jsou napiiklad akrylamid
(Mineki R., et al., 2002) ¢i N-ethylmaleimid (NEM), které ale nejsou vyuzivany v tak
hojné mite jako IAA a IAM.
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2.3.7 Stépeni proteini

Nejbéznéjsi strategii pro identifikaci proteint je jejich Sté€peni na peptidy, které jsou poté
podrobeny analyze na hmotnostnim spektrometru. Od tohoto pozadavku se odviji vhodny
vybér typu Sté€peni (v gelu, v roztoku) (Havli$ J., et al., 2005).

Stépeni peptidic mize probéhnout chemicky & enzymaticky, avsak metody
chemické jsou pouzivany spise dopliikkové a prevazné tehdy, kdy neni mozné pouziti
enzymu (Westermeier R., et al., 2002). Naproti tomu enzymatické $t€peni proteind je jiz
rutinni zalezitosti proteomickych experimentl. Jeho velkou vyhodou je ptedev§im dobra
ucinnost Stépeni, vysoka specifita a minimalizované vedlejsi reakce. Komercné je dostupna
celad fada enzymd, které Ize volit na zaklad¢ kladenych pozadavki. Nejcastéji pouzivanou
protedzou je trypsin, ktery Stépi proteiny za lysinem a argininem, pokud nejsou
nasledovany prolinem. Délka peptida po $tépeni trypsinem je pramérné 6-11 aminokyselin,
coz je délka vhodna pro MS analyzu (tzn. mezi 6-20 aminokyselinami). Pti $té€peni v gelu i
roztoku muze byt trypsin nahrazen ¢i doplnén chymotrypsinem (Marshall J., et al., 2004;
Kinter M., et al., 2000). Dalsimi striktné specifickymi proteasami vhodnymi pro peptidové
mapovani jsou Arg-C a Lys-C. Jiné enzymy nejsou bé€Zné pouzivany pro peptidové
mapovani, ale spiSe pro analyzu specifickych vlastnosti proteini — elastdsa (napf.
lokalizace  fosforylaénich mist) Glu-C a Asp-N  (studium glykosylace),
Lys-C (analyza peptidt s disulfidovymi vazbami) a dalsi (Kinter M., et al., 2000; Havlis J.,
et al., 2005).

Pokud je tfeba pre-separovat proteiny pred jejich §tépenim pomoci jedno- nebo
dvoudimenzionalni gelové elektroforézy, jsou poté proteiny Stépeny piimo v gelu.
Vyhodou identifikace proteini z polyakrylamidovém gelu v porovnani s ptistupy Stépeni
V roztoku je ptredev§im to, Ze jsou MS analyze podrobeny proteinové pasy o konkrétni
molekulové hmotnosti oddélené, coz zvySuje hloubku analyzy (pocet identifikovanych
proteinii a detekci posttranslacnich modifikaci). Gelovou elektroforézou jsou navic
odstranény nizkomolekularni necistoty vCetné detergentti, které jsou Casto Skodlivé pro MS
analyzu (Shevchenko A., et al., 2006).

Pokud neni nutné proteiny pifed Stépenim piedseparovat, je vyhodnéjsi pouzit
metodu Stépeni proteind v roztoku, kde jsou $tépeny vSechny proteiny pfitomné ve vzorku
najednou. Vyhodou je vynechani kroku separace a extrakce peptida z gelu, ve kterém je
vysoka pravdépodobnost zadrzeni proteint v gelu a ztraty proteint zastoupenych v malém

mnozstvi (Link A. J. et al., 1999; Ru Q. C., et al, 2006). Skupina N. Nagaraje srovnala ve
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svych experimentech metodu stépeni v gelu a v roztoku, konkrétné efektivitu identifikace
membranovych proteint a pokryti sekvence identifikovanych proteint. Vysledky ukazuiji,
ze Stépeni v roztoku poskytlo asi dvakrat vice identifikaci nez $té€peni v gelu (piiblizné 700
proteinti v roztoku a 320 proteint v gelu). Pokryti sekvence pii $tépeni proteint v roztoku
bylo asi 0 5 % vyssi nez pfi Sté€peni v gelu (Nagaraj N., et al., 2008). Nevyhodou $tépeni
proteinli pfimo v roztoku je, ze pouzita aditiva ziistavaji v roztoku po celou dobu $tépeni.
Nelze proto v této metodé pouzit aditiva, ktera se $tépenim koliduji (Yu Y. Q., et al.,
2003).

Nedavno predstavena metoda $tépeni proteinti na centrifuga¢nim filtru (Filter
Aided Sample Preparation, FASP) kombinuje vyhody kompletniho rozpus§téni pomoci
SDS ¢i jinych aditiv s vyhodami $té€peni v roztoku (Wisniewski et al., 2009a; Maurer M.,
et al, 2013). Vyhodou oproti S§tépeni piimo v roztoku je moznost vymény roztokd a
odstranéni detergenti a dal$ich nizkomolekularnich latkek — tyto latky projdou pfi
centrifugaci membranou, zatimco proteiny jsou membranou zadrzeny. Proteiny jsou poté
pfimo na membrané S$t€peny a vzniklé peptidy jsou eluovany do sbérné zkumavky
(Wisniewski J. R., 2011). Diky tomu je pfi metodé¢ FASP mozné pouzit aditiva, ktera vadi
Stépeni, protoze jsou pred samotnym Stépenim vymyty a vymeénény za vhodny pufr.
Metoda FASP vsak neni vhodna pro vzorky s nizkou koncentraci proteind (< 100 ng),
protoze pii takto nizkych koncentracich jsou ztraty zpisobené navazanim proteini a
peptidli na centrifugaéni filtr vice znatelné neZ pii vyssSich koncentracich vzorku (Liebler
D. C,, et al., 2009; Wisniewski J. R., et al., 2009b). Témto ztratim je mozné se alespon
Caste¢né vyhnout pfistupem zvanym multienzymové $tépeni (Multi-Enzyme Digestion,
MED), kdy je po Sté€peni na centrifuga¢nim filtru aplikovan druhy (a poté ptipadné treti)
enzym, coz vyrazn¢ zvysi pocet identifikovanych proteinti a pokryti jejich sekvence
(Wisniewski J. R., et al., 2012).

2.3.8 Frakcionace peptidi a jejich preciSténi

Velmi komplexni peptidové smési, které vznikaji napiiklad po $tépeni proteind v roztoku,
je Casto nutné prefrakcionovat. K tomuto ucelu se nejbéznéji vyuziva reverzni faze (napf.
C18), ze které jsou peptidy eluovany podle jejich hydrofobicity zvysujici se koncentraci
nepolarniho rozpoustédla (napt. ACN). Jednim z nejjednodussich zptisobu pouziti jsou tzv.
Stage Tips — Spicky s uvnitf vloZenym chromatografickym materialem. Jinou moznosti

prefrakcionace peptidi je napiiklad kationt-ménicova chromatografie (SCX), kde jsou
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peptidy adsorbovany s afinitou, ktera je tmérna celkovému poctu kladnych naboju (napf.
ionizované atomy dusiku) na kazdy peptid a poté jsou z kolony eluovany gradientem soli
(Kupiec T., 2004; Rappsilber J., et al., 2007).

Pted hmotnostni analyzou je nutné peptidovou smés precistit a zakoncentrovat. K

tomu je nejcastéji vyuzivan chromatograficky material C18 (Rappsilber J., et al., 2007).
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3 Experimentalni Cast

3.1 Material a chemikalie

Hepes/NaOH (Sigma-Aldrich, Némecko), Igepal CA-630 (Sigma-Aldrich, Némecko),
sodium deoxycholat (DOC) (Fluka, Némecko) dodecylsiran sodny (SDS) (Serva,
Némecko), dithiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich, Némecko), fenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) (Sigma-Aldrich, Némecko), Roche inhibitor coctail complete, EDTA free (Roche,
Svycarsko), NagVO, (Sigma-Aldrich, Némecko), NaF (Fluka, Némecko), dvojsodna stil B-
glycerofosfatu (Sigma-Aldrich, Némecko), Na;MoO, (Sigma-Aldrich, Némecko), vinan
sodny (Fluka, Némecko), butyrat sodny (Sigma-Aldrich, Némecko), benzodza (Novagen,
USA), aceton (Sigma-Aldrich, Némecko), tekuty dusik, jodacetamid (IAM) (Sigma-
Aldrich, Némecko), mocovina (NH,CONH,;) (Sigma-Aldrich, Némecko), thiomoc¢ovina
(NH,CSNH,) (Fluka, Némecko), ProteaseMax (Promega, USA), Tris (Serva, Némecko),
HCI (Lach-ner, CR), tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP) (Sigma-Aldrich, Némecko),
trypsin (MP Biomedical, Francie), (NH4)HCO3 (Fluka, Némecko), triethylamonny
hydrogenuhli¢itanovy pufr (TEAB) (Fluka, Némecko), ethylacetat (Sigma-Aldrich,
Némecko), kyselina mravenci (FA) (Riedel-de Haén, Némecko), methanol (MeOH) (Lach-
ner, CR), trifluoroctova kyselina (TFA) (Sigma-Aldrich, Némecko), isopropanol (iPrOH)
(Merck millipore, Némecko), extrakéni disk C18 Empore (3M Center, USA), centrifugacni
filtry Amicon Ultra, 0,5 ml, membrana 30 K (Milipore, Irsko).

3.2 Pristrojové vybaveni

Analytické vahy XA 110/2X (Radwag, Polsko),

michacka Vortex mixer SA8 (Stuart, Velka Britanie),
centrifuga minispin (Eppendorf, Némecko),

pH metr MultiCal pH 526 (WTW, Némecko),

pipety (Eppendorf, Némecko),

ultrazvukova lazen Elmasonic S10 (Elma, Némecko),
spektrofotometr Synergy H4 Hybrid Reader (BioTek, USA),
ttepacka KS 130 control (IKA, Némecko),

laminarni flowbox biohazard (Ferrara, Italie),

-29-



centrifuga CL 31R Multispeed (Thermo elektron corporation, USA)

rota¢ni vakuova odparka Concentrato plus (Eppendorf, Némecko),

Systém nLC nanoEASY (Proxeon, Nizozemi, Bruker Daltonics, Némecko) s tandemovou
hmotnosti detekci Q-TOF vybavenou elektrospray ionizaci (UHR-Q-TOF maXis, Bruker

Daltonics, Némecko).

3.3 Pouzité roztoky

Exktrakce proteini:

Modifikovany RIPA pufr Hepes/NaOH (25mM), NaCl (150mM), 1% IGEPAL CA-630
(viv), 0,1% DOC (w/v), 0,1% SDS (w/v), DTT (1 mM), PMSF (1 mM), smés inhibitort
protedz cOmplete EDTA free, NazgVO,; (1 mM), NaF (10 mM), dvojsodna sal B-
glycerofosfatu (5 mM), Na,MoO, (1 mM), vinan sodny (4 mM), butyrat sodny (10 mM),
pH 7,5.

Stépeni v roztoku:

25mM triethylamonny hydrogenuhli¢itanovy pufr (TEAB pufr) s ptislusnymi aditivy
(tab. 2)

Tris/Cl pufr pH 8,5 s piislusnymi aditivy (tab. 3) - 2000mM Tris, HCI pro tpravu pH

3.4 Metody

Byly srovnany dvé metody Stépeni proteint v roztoku — v prvnim ptipadé byly proteiny
Stépeny v mikrozkumavce (Yu Y. Q., et al., 2003; Zhou J., et al., 2006; Lin Y., et al., 2008;
Nagaraj N., et al., 2008; Saveliev S., et al., 2008; Rietschel B., et al., 2009; Proc J. L., et
al., 2010), v pripadé¢ druhém na centrifugacnim filtru (FASP) (Manza L. L., et al., 2005;
Masuda T., et al., 2008; Wisniewski J.R., et al., 2009b; Bereman M. S, et al., 2011;
Maurer M., et al., 2013; Erde J, et al., 2014). Kazda z metod byla provedena ve vice
variantach, které se lisily ptidanymi aditivy a kazda z variant byla provedena v triplikatu.
Obecné schéma (obr. 7) zobrazuje postup experimentu a rozdily mezi pouZitymi

metodami. Jednotlivé kroky jsou popsany v piislusnych podkapitolach.
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Obr. 7: Obecné schéma experimentu

3.4.1 Extrakce proteini

Lyze HelLa S3 bunék probéhla v modifikovaném RIPA pufru. Peletky byly poskytnuty
zamrazené ve 3 mikrozkumavkach, bylo k nim pfidano 250-300 pl modifikovaného RIPA
pufru podle jejich velikosti a poté byly rozsuspendovany pomoci Hemiltonovy stiikacky.
Nasledné byly vzorky inkubovany 15 minut na ledu. Po téchto 15 minutach bylo piidano 8
pl benzoasy a vzorky staly na ledu dalSich 15 minut. Mikrozkumavky byly vyvazeny a
stoeny na maximum. Supernatanty byly nasledné odpipetovany a spojeny.
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3.4.2 Méieni koncentrace proteinu

Koncentrace proteinti byla méfena kitem Coomasie Plus (Bradford) Assay. Nejprve byla
piipravena koncentracni fada standardi albuminu (BSA) o vysledné koncentraci 0, 2,5, 5,
10, 15, 20 a 25 pg/ml. Coomasie Plus Reagencie byla promichana opakovanym opatrnym
pfevracenim a bylo odebrano potfebné mnozstvi, které bylo pted pouzitim ekvilibrovano
na laboratorni teplotu. Do pfislusnych jamek 93-jamkove desky byly po 10 pl
napipetovany standardy (ve tfech opakovanich) a vzorky (ve c¢tyfech opakovanich).
Koncentrace byla méfena u nefedéného, a u 2x, 4x a 8x fedéného supernatantu. Jako blank
byl vzdy pouzit ptislusné fedény modifikovany RIPA pufr také ve &tyfech opakovanich.
Do vSech jamek bylo pfidano 300 ul Coomasie Plus Reagent, obsah jamek byl promichéan
na michacce po dobu 30 sekund a poté inkubovan 10 minut pfi laboratorni teploté. Po 10
minutach byla méfena absorbance pii 595 nm. Od jednotlivych standardii a vzorkd byl
odeCten pramér absorbanci piislusnych blankd. Vyslednd koncentrace [ug/ul] byla

odectena z kiivky linearni regrese vytvoiené ze standardit BSA.

3.4.3 SraZeni proteint

Supernatant byl rozpipetovan do mikrozkumavek po 50 pg a byl knému ptidan
vychlazeny aceton o objemu 4x vé&tSim nez supernatantiv objem. Po dukladném
promichani byly alikvoty inkubovany pies noc v -20 °C. Dalsi den byly zkumavky stoceny
15 minut pfi maximalnich otackach, poté byla odpipetovana vétSina roztoku a zbytek

objemu byl opatrné odpaten tak, aby nedoslo k piesuseni peletky.

3.4.4 Stépeni proteinii v mikrozkumavce

Peletka byla rozpusténa ve 20 pl 25 mM TEAB pufru pH 8,0 s pfislusnym aditivem (tab.
2), inkubovana 15 minut na tfepacce pfi laboratorni teploté¢ za maximalniho tfepani a poté
5 minut sonikovana. Vzorky (kromé vzorkd s mocovinou) byly sto¢eny a inkubovany 5
minut pii 95°C a nasledné zchlazeny a sto¢eny. MocCovina nesmi byt vystavena teplu,
protoze by se rozlozila za vzniku isokyanatu, ktery by zpusobil karbamylaci proteind. Poté
bylo do mikrozkumavek piidano 5ul zasobniho roztoku redukéniho cinidla TCEP
(vysledna koncentrace TCEP v roztoku je 5 mM) a vzorky byly inkubovany 30 minut pfi

laboratorni teploté. Po redukci bylo ke vzorktim piidano 5 pl 330mM alkyla¢niho ¢inidla
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IAM (vysledna koncentrace IAM je 55 mM) a inkubovany 30 minut ve tmé pii laboratorni
teploté. Vzorky byly poté natedény 170 ul TEAB pufrem (25 mM) a bylo zkontrolovano
pH kapnutim 1 pl vzorku na kalibrovany pH papirek. Pokud pH nebylo mezi 7,5-8,5, bylo
upraveno piidanim 1 ul koncentrovaného (1M) TEAB pufru. Poté bylo ptidano 0,5 ul
trypsinu (2,5 ug) a vzorky byly inkubovany 16 hodin pii 37°C. Nasledné byly odebrany
40ul alikvoty, které odpovidaly 10 pg proteint, a zbytek vzork byl zamrazen. Vzorky 1,
2,3a4 (A, B, C)byly okyseleny 2 ul koncentrované FA na koneé¢nou koncentraci FA 5 %
a poté bylo mozné vzorky piimo piecistit pres C18 reverzni fazi. U vzorka 5 (A, B,C)a 6
(A, B, C) musel byt nejprve odstranen DOC.

U vzorki 5 (A, B, C) byl 0,5% DOC obsazeny ve vzorcich srazen piidavkem 0,2 ul
koncentrované TFA (konecna koncentrace TFA 0,5 %) a vzorky byly centrifugovany 15
minut pii 15700 G (Masuda T., et al., 2008). DOC zustal ve srazening, a supernatant byl
odpipetovan do nové mikrozkumavky.

0,5% DOC ve vzorcich 6 (A, B, C) byl odstranén fazovym transferem (Masuda T.,
et al., 2008). Ke kazdému vzorku byl pfidan stejny objem ethylacetatu (40 ul) jako bylo
ptitomno v mikrozkumavce (40 pl) a vzorky byly dale okyseleny 0,4 pl koncentrované
TFA na jeji kone¢nou koncentaci 0,15 %. Nasledné 1minutové vortexovani a 5minutova
centrifugace piti 14500 G méla za nasledek rozdéleni vzorku na vodnou (dolni) a
organickou fézi (horni), pficemz DOC zlstal v organické fazi, kterd byla opatrné

odpipetovana a piipadny zbytek byl (4 minuty) odpaien.

-33-



Proteiny 50 ug (Hela lyzat; 3 replikaty)

Vzorek 1(A,B,C) [2(A,B,C)|3(AB,C) 4 (A, B, C) 5(A,B,C) |6(A B,C)
Rozpousténi | 25 mM 8M 6 M 0.5% (w/v) 5% (w/v) 5% (w/v)
Teab pufr mocovina, | mocovina, ProteaseMax, | DOC, DOC,
pH 8.0 25 mM 3M 25 mM Teab | 25 mM 25 mM
Teab pufr | thiomocovina, | pufr pH 8,0 | Teab pufr | Teab pufr
pH 8.0 25 mM Teab pH 8.0 8.0
pufr pH 8.0
Denaturace | 95°C, 5 min 7////////////// ] 95°C, 5 min

Redukce 5 mM TCEP, 30 min, RT

Alkylace 55 mM iodoacetamid, 30 min, RT, tma

Naredéni 10 x (25 mM Teab pufr pH 8.0)

Stépeni 2.5 pg trypsinu (pomér 1:20)
Stépeni 25 mM 0.8M 0.6M 0.05 % (w/v) | 0.5% 0.5% (w/v)
(podminky) | Teab pufr | moc¢ovina, | mocovina, ProteaseMax, | (w/v) DOC,
pH 8.0 25 mM 02M 25 mM Teab DOC, 25 mM
Teab pufr | thiomoc¢ovina, | pufr pH 8.0 25 mM Teab pufr
pH 8.0 25 mM Teab Teab pufr | pH 8.0
pufr pH 8.0 pH 8.0

Tab. 2: Postup stépeni proteinii v mikrozkumavce

3.45 Stépeni proteinii na centrifugaénim filtru

Peletky byly rozpustény ve 30 pl Tris/Cl pufru pH 8,5 (100 mM) s pfislusSnymi aditivy
(tab. 3) a inkubovany 15 min za maximalniho tfepani s naslednou 5 minutovou sonikaci.
Vzorky byly inkubovany 5 minut pii 95°C, zchlazeny, stoCeny a piepipetovany do
centrifugacnich filtri. Nasledné bylo pifidano 200 pl Tris/Cl pufru pH 8,5 (100 mM)
s mocovinou (8 M) a pfisluSnym redukénim ¢inidlem, vSe bylo promichano pipetovanim a
inkubovano 30 min pfi laboratorni teploté (u vzorku 3 pouze inkubace). Vsechny vzorky
byly centrifugovany 15 minut pfi 14000 G a pii laboratorni teploté.

K vSem vzorkim bylo nasledné ptidano 200 ul Tris/Cl pufru pH 8,5 (100 mM)
s piislusnymi aditivy (tab. 3 - proplach 1) a obsah byl promichan pipetovanim. Vzorky
byly centrifugovany 15 minut pii 14000 G a pfi laboratorni teploté. Nasledné bylo ptfidano
100 pl Tris/Cl pufru pH 8,5 (100 mM) s IAM (50 mM) a piislusnymi aditivy a opét
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promiché&no pipetovanim. Vzorky byly poté inkubovany 20 minut ve tmé pfi laboratorni
teploté. Po téchto 20 minutach inkubace byly vzorky centrifugovany 15 minut pii 14000 G,
pii laboratorni teplot¢.

Ke vzorkim bylo pfidano 100 pl Tris/Cl pufru pH 8,5 (100 mM) s piisluSnym
aditivem (tab. 3 - proplach 2) a promichano pipetovanim. Nasledné byly vzorky
centrifugovany pii laboratorni teploté a pii 14000 G po dobu 15ti minut. Tento proplach 2
byl opakovan jeste 2x.

Po poslednim proplachu bylo ke vzorkim 1 (A, B, C) a 2 (A, B, C) pfidano 100 pl
NH4HCO; (50 mM), zatimco u vzorku 3 (A, B, C) byl krom¢ NH4HCO;3 ptidan i 0,5%
(w/v) DOC (tab. 3 — proplach 3). VSechny vzorky byly promichany pipetovanim a
nasledné centrifugovany 10 minut pfi laboratorni teploté a 14000 G. Tento proplach 3 byl
opakovan jest¢ 2x. Po celou dobu prace byl kontrolovan objem tekutiny ve sbérné
mikrozkumavce, aby se tekutina nedotkla centrifugac¢niho filtru. V piipad¢é potieby byla
tekutina vylita.

Po poslednim proplachu bylo na centrifugacni filtry napipetovano 40 pl ptislusného
pufru strypsinem (2,5 pg, pomér 1:20, koncentrace 0,0625 pg/ul), promichano
pipetovanim a inkubovano 16 hodin pti 37°C.

Dalsi den byly centrifugacni filtry pfemistény do novych sbérnych mikrozkumavek
a centrifugovany 10 minut pfi 14000 G a laboratorni teploté. Poté bylo na centrifugacni
filtry vzorktu 1 (A, B, C) a 2 (A, B, C) aplikovano 40 pul NH4HCO3 (50 mM). U vzorki 3
(A, B, C) obsahovalo NH;HCO3; (50 mM) také 0,5% DOC (w/v). VSechny vzorky byly
promichany pipetovanim a centrifugovany 10 minut pti 14000 G a laboratorni teploté.
Pipetovanim byl zméfen objem filtratu u vSech vzorku, ktery by mél teoreticky byt 80 ul.
Byly odebrany alikvoty odpovidajici 10 pg proteini/peptida a zbytek vzorkli byl zamraZzen.

Vzorky 1 a 2 (A, B, C) byly okyseleny pomoci 1 pl koncentrované FA (konecna
koncentrace 5 % v/v) a k vzorkim byla ptidana FA (5 % v/v) na celkovy objem vzorku 50
ul. Takto ptipravené vzorky lze piimo piecistit pres C18 reverzni fazi.

U vzorki 3 (A, B, C) byl odstranén DOC pomoci mezifazoveho transferu (Masuda
T., etal., 2008). K vzorkim bylo pfidano 18 pl ethylacetatu (pomér vzorek:organicka faze
je 1:1) a byly okyseleny 0,16 ul koncentrované TFA (kone¢nd koncentrace TFA je 0,5 %).
Vzorky byly 1 minutu vortexovany a nasledné 5 minut centrifugovany pii 14500 G. Po

centrifugaci bylo pozorovano rozdéleni vzorku na vodnou a organickou fazi. Organicka
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faze byla odpipetovana a zbytek byl opatrné odpatren. Objem byl doplnén 5% (v/v) FA na

50 ul.
Proteiny 50 ug (Hela lyzét; 3 replikaty)
Vzorek 1(A, B, C) 2(A, B, C) 3(A, B, C)
Rozpousténi 100 mM Tris/Cl pufr | 100 mM Tris/Cl pufr | 200 mM Tris/Cl pufr
pH 8.5, 4% (w/v) pH 8.5, 4% (w/v) pH 8.5, 5% (w/v)
SDS, 100 mM DTT SDS, 5 mM TCEP DOC, 100 mM DTT
Denaturace 95°C, 5 min 95°C, 5 min 95°C, 5 min
Odstranéni 100 mM Tris/Cl pufr | 100 mM Tris/Cl pufr %
SDS/Redukce pH 8.5, pH 8.5,
8 M mocovina, 100 8 M mocovina, 5 mM //
mM DTT TCEP, 50 mM IAM* %
Proplach 1 100 mM Tris/Cl pufr | 100 mM Tris/Cl pufr | 200 mM Tris/CI pufr
pH 8.5, pH 8.5, 8 M pH 8.5,
8 M mocovina mocovina, 5 mM 5% (w/v) DOC
TCEP, 50 mM IAM*
Alkylace 100 mM Tris/Cl pufr | 100 mM Tris/Cl pufr | 100 mM Tris/CI pufr
pH 8.5, pH 8.5, pH 8.5,
8 M mocovina, 8 M mocovina, 5 mM | 5% (w/v) DOC,
50 mM IAM TCEP, 50 mM IAM* | 50 mM IAM
Proplach 2 100 mM Tris/Cl pufr | 100 mM Tris/Cl pufr | 200 mM Tris/CI pufr
pH 8.5, pH 8.5, pH 8.5, 5% (W/v)
8 M mocovina 8 M mocovina DOC
Proplach 3 50 mM NH;HCO; 50 mM NH;HCO; 50 mM NH4HCOg,
0.5% (w/v) DOC
Stépeni Trypsin o konc. Trypsin o konc. Trypsin o konc.

0.0625 pg/ul, 50 mM
NH;HCO; (pomér
1:20; 2.5 ug celkove)

0.0625 pg/ul, 50 mM
NH4HCO; (pomér
1:20; 2.5 ug celkove)

0.0625 pg/ul, 50 mM
NH;HCO;3, 0.5%
(w/v) DOC (pomér
1:20; 2.5 ug celkove)

*jedna se o odstranéni SDS, s redukci i alkylaci v jednom kroku

Tab. 3: Postup stépenti proteinii na centrifugacnim filtru
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3.4.6 Precisténi peptida pies C18 reverzni fazi

Precisténi peptidi bylo provedeno pies rucné délané Spicky (Rappsilber J., et al., 2007).
Kazda Spicka obsahovala 2 disky C18 reverzni faze a byla upevnéna do vicka sbérné
mikrozkumavky. C18 material byl aktivovan aplikovanim 50 ul isopropanolu a naslednou
centrifugaci 2,5 minuty pii 4000 G. Tento postup byl opakovan jesté¢ jednou a bylo
zkontrolovano, zda vSechny $picky spravné protékaji. Pro ekvilibraci C18 disku bylo do
$picek napipetovano 50 pl 5% FA a mikrozkumavky se $pi¢kami byly centrifugovany 2,5
minuty pii 4000 G. Poté co byly tyto Spicky piesunuty do novych popsanych
mikrozkumavek, byly do nich ptepipetovany vzorky, a byly centrifugovany 10 minut pfi
900 G (v ptipadé neproteCeni celého objemu $pi¢kou, byly tyto vzorky centrifugovany
jesté 2 minuty pii 2000 G). Poté byla C18 2x promyta 50 pl 5% FA a vzdy centrifugovana
3 minuty pfi 2000 G. Po druhém promyti byly Spi¢ky pfendany do novych popsanych
mikrozkumavek a peptidy byly eluovany pfidanim 50 pl 50% MeOH, 2,5% FA a
naslednou centrifugaci pii 900 G po dobu 10 minut (v piipadé neprote¢eni celého objemu
Spickou, byly tyto vzorky centrifugovany jesté¢ 2 minuty pii 2000 G). Eluat byl opatrné

ptepipetovan do sklenénych vialek a odpaten ve vakuové odparce.

3.4.7 Analyza vzorka na nano LS-ESI-MS a MS/MS

Vzorky byly méfeny pomoci systému nanokapilarni chromatografie (nLC) (nanoEASY,
Proxeon, Nizozemi, Bruker Daltonics, Némecko) s tandemovou hmotnostni detekci Q-
TOF vybavenou nano ESI ionizaci (UHR-Q-TOF maXis, Bruker Daltonics, Némecko).
Piipravené vzorky byly rozpustény v 60 pl 5% FA a ultrazvukovany (5 min) a vlozeny do
autosampleru. Byl proveden nastiik 7 pl vzorku (obsahujici cca 400 ng peptidtl) a obsazené
peptidy byly zachyceny na ptredkoloné (75 um x 3 cm, IntegraFrit, New Objective, CA,
USA) naplnéné reverzni fazi (Reprosil GOLD C18, Sum, Dr. Maisch GmbH, Némecko) a
izokraticky promyty pomoci 10 pl 2% FA. Uvolnéni a d€leni zachycenych peptida bylo
provedeno pomoci gradientové eluce (tab. 4) na analytické nanokapilarni koloné (50 um x
20 cm, SilicaTip, New Objective, CA, USA) naplnénou reverzni fazi (Reprosil GOLD
C18, 5 um, Dr. Maisch GmbH, Némecko) pii pritoku 120 nl-min™. SloZeni mobilnich fazi
bylo nésledujici: pufr A: 0,4% FA ve vodé¢, pufr B: 0,4% FA v 80% acetonitrilu.
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Cas (min) %A %B

0 90 10
38 85 15
58 76 24
68 72 28
74 55 45
76 5 95
81 5 95
84 95 5
97 95 5

Tab. 4: Nastaveni nLC 100 minutového gradientu pro eluci peptidii z reverzni nanokapildarni kolony. Flow

rate: 120 nL / min. Inj.: 2 pl

Rozdélené peptidy eluované z analytické kolony byly ionizovany pomoci
elektrospray ionizace a detekovany metodou tandemové hmotnostni analyzy ,data-
dependent analysis (DDA) s kolizi indukovanou fragmentaci peptidi v kolizni cele.
Nastaveni hmotnostniho analyzatoru bylo nasledujici: Zdroj (Source; capillary voltage
1700 V; Dry gas: 2,5 I'min-1; Dry temperature: 100 °C); Tune Page nastaveni (lont funnel
RF 400 Vpp; Multipole RF 400 Vpp; Quadrupole iont energy 5 eV; collision energy 8 eV,
Collision RF 1200 Vpp; lont cooler RF 350 Vpp; transfer time 85 ps; pre-puls storage 12
us); MS/MS nastaveni (Auto MSMS on; 4 precursor ions; threshold pro pfepinani z MS na
MSMS mdd 7000 cts; active exclusion po 4 spektrech po dobu nésledujicich 18 s;
excluded mass rozsah prekurzort 50-350 Da and 1500-2200 Da). MS data byla sbiréna v
hmotnostnim rozsahu 50-2200 m/z s dobou sbéru (acquisition time) 300 ms pro MS a 200-

400 ms pro MS/MS v zavislosti na intenzité prekurzoru.

3.4.8 Bioinformaticka analyza ziskanych vysledki

Naméfena surova data byla zpracovana programem DataAnalysis v. 4.2 (Bruker Daltonics,
Némecko), fragmentacni spektra a mé€rné hmotnosti prekurzori byly uloZeny ve formatu
xml a mgf. Tyto soubory byly importovany do programu ProteinScape v2.4 a vyuzity
k identifikaci peptidi a proteini pomoci databdzového prohledavani pomoci Mascot
algoritmu (in-house mascot server, Matrix Science, England, UK) proti databazi UnitProt
human ver. 20140416 (88708 sekvenci, UniProtKB; www.UniProt.org). Nasledujici
nastaveni bylo pouzito pii identifikaci: St€pici proteaza: trypsin; maximalni povoleny pocet

vynechanych Stépnych mist (missed cleavage) 2; povolené modifikace peptidi:
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karbamidomethylace cysteint jako pevna (fixed), acetylace N-koncd proteint, oxidace
methioninu deamidace glutaminu a asparaginu byly nastaveny jako variabilni; povolené
odchylky pro MS prekurzori: 100 ppm a pro MS/MS fragmentace peptidd 0,1 Da;
minimalni skére pro identifikaci peptida 10, pro identifikaci proteinu minimalni skore 1
peptidu 30; minimalni skdre pro identifikaci proteini 30. Vysledky prohledavani a
identifikace peptidi byly exportovany do formatu XLS a vyhodnoceni vysledkd bylo
provedeno v programu Microsoft Excel, Protein Cutter (http://bit.ly/1FI6v85) a Statistika
12 (StatSoft).
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4 Vysledky a diskuse

Jak jiz bylo zminéno v podkapitole 2.3.7. Stépeni proteinti, $tdpeni proteinti v roztoku
s sebou nese vyhody oproti Sté€peni v gelu, jako jsou mensi ztraty vzorku a také nizsi
pravdépodobnost kontaminace vzorku. Cilem prace proto bylo srovnat relativné ,,mladé*
metody Stépeni v roztoku, a to na centrifuga¢nim filtru a v mikrozkumavce. Pro kazdou
metodu Stépeni bylo vyzkouSeno n€kolik variant liSicich se pfidanymi aditivy ¢i metodou
jejich odstranéni. Pro srovnani byla vybrana aditiva, kterd autofi védéckych c¢lanku
povazuji za dobra — napt. DOC, jehoz vyhodou je relativné jednoduché odstranéni (Ledn I.
R., et al, 2013), SDS jako detergent schopny kompletniho rozpusténi proteint (Leon 1. R.,
et al, 2013), mocovina usnadnujici rozpousténi hydrofobnich proteini (Bennion B. J.,
2003), MS-kompatibilni detergenty (Chen E. 1., et al, 2007) a dalsi.

Prvni kroky experimentu — od extrakce az po precipitaci proteint acetonem probéhly
pro vSechny varianty S§té€peni totoZzné€ a u vSech variant se vychazelo ze stejného mnozstvi
proteinti. Vzorky byly analyzovany pomoci nano LC-ESI-MS/MS a ziskana data byla
zpracovana programem Microsoft Excel, Protein Cutter (http://bit.ly/1FI6v85) a Statistika
12 (StatSoft). Kazda varianta experimentu prob&hla v triplikatu, a proto je vétsina vysledkt
vyjadiena jako jejich prumér se smérodatnymi odchylkami. Pro ziskani informace o
celkovém poctu identifikaci proteinti/peptidt v kazdé varianté byly pocty proteind/peptida
jednotlivych triplikatd dané varianty slouc¢eny. Pro hodnoceni vlastnosti peptidi, konkrétné
délky, GRAVY (The Grand Average of Hydropathicity) hodnoty a izoelektrickych bod,
byly pouzity grafy procentualniho zastoupeni peptidd v jednotlivych intervalech hodnot.
Tyto grafy zobrazuji primérné hodnoty ze tii replikati s jejich smérodatnymi odchylkami.
Déle byly tyto vlastnosti prezentovany pomoci krabicovych grafa, které zobrazuji
sjednocené mnoziny peptidu prislusnych tfi replikati. Pro hodnoceni reprodukovatelnosti
byly v ramci kazdé varianty porovnany triplikaty mezi sebou a reprodukovatelnost variaty
byla vyjadiena jako procentualni zastoupeni spole¢nych proteini/peptidi. Hodnoceni
opakovatelnosti prob¢€hlo stejnym zptisobem, avSak porovnany byly dva nastiiky daného
triplikatu. Dilezita data, véetné grafii vlastnosti peptidit znazoriujici pocty identifikaci,

jsou uloZena na piilozeném kompaktnim disku.
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4.1 Stépeni proteinii na centrifugaénim filtru

Pro metodu FASP byly vybrany 3 varianty rozpousténi. Prvni dv¢ varianty byly zaloZeny
na pouziti SDS a liSily se pouze v pouzitém redukénim ¢inidle - rozpousténi proteinii u
prvni metody probéhlo za ptitomnosti DTT, zatimco u metody druhé bylo DTT nahrazeno
za TCEP. Vyhodou TCEP oproti DTT je, Ze je stabilni pfi vétSim rozmezi pH, efektivnéji
redukuje proteiny a nereaguje s IAM. Diky tomu mohlo v metodé s TCEP probéhnout
odstranéni SDS, redukce a alkylace v jednom kroku. SDS bylo odstranéno pomoci
mocoviny, ktera je za SDS na centrifuga¢nim filtru vyménéna. Mocovina je podle skupiny
autordt Wisniewski J. R., et al. nejlepsi latkou pro tento el a navic pomaha rozpusténi
membranovych proteint, udrzi proteiny denaturované a mtize byt ve vzorku pfitomna i pfi
Stépeni (Wisniewski J. R., et al., 2009a; Wisniewski J. R., et al., 2011; Leon I. R., et al,
2013).

Ve tieti varianté byl pouzit DOC misto SDS, protozZe v publikované literatuie bylo
prokazano zlepSeni efektivity Stépeni a pokryti sekvence uz pii koncentraci 0,1% (w/v)
DOC (Zhou J., et al., 2006). DOC je ale také nutné, stejné jako SDS, pted MS analyzou
odstranit, a to okyselenim nebo fazovym transferem, ktery byl proveden v této varianté
(Masuda T., et al., 2008; Erde J, et al., 2014).

4.1.1 Pocty identifikaci a pokryti sekvence

Nejvétsi celkovy pocet proteinti i peptidi byl identifikovan ve varianté, ve které byl pro
rozpousténi proteinti pouzit DOC a nasledné byl odstranén fazovym transferem. U této
varianty bylo identifikovano pfiblizné o 50 proteini a 300 peptidd (celkovych i
prumérnych) vice nez v metodach, u nichz byl pouzit SDS s DTT ¢i TCEP (graf 1A). Obé
varianty obsahujici SDS pak dosahly srovnatelnych vysledki. Tyto vysledky se shoduji
s vysledky autortt Zhou J., et al., které ukazuji, ze pfi pouziti DOC misto SDS pfi piiprave
vzorku je identifikovano vyrazné vice peptidi a hydrofobnich membranovych proteint
(Zhou J., et al., 2006).

Ve variant¢ DOC/fazovy transfer bylo identifikovano praimémé 5 peptidi na
protein, zatimco varianty s SDS byly naprosto srovnatelné a na peptid zde pfipadly 4
peptidy (graf 1B). U varianty, ve které bylo identifikovano vice peptidii na protein, se da
ocekavat vyssi pokryti sekvence. Tento predpoklad byl nasimi vysledky potvrzen, jelikoz

pokryti sekvence u varianty s DOC bylo ptiblizné 0 3 % vyssi nez u variant s SDS (graf
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1B). Dalsim moznym divodem vyssiho pokryti sekvence by mohlo byt i vyssi

procentudlni zastoupeni delsich peptidi (viz. nize).
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Graf 1: Pocty identifikaci a pokryti sekvence danych variant metody FASP

A: Priumeérné a celkové pocty identifikovanych proteinii a peptidii; B: Prumérny a celkovy pocet
identifikovanych peptidii na protein a pokryti sekvence; C: Pocty proteinii v jednotlivych variantach; D:
Pocty peptidii v jednotlivych variantdch; U primérnych hodnot jsou zndzornény smérodatné odchylky

pomoci chybovych usecek.

Pocty proteinti a peptidi v jednotlivych metodach jsou znazornény ve Vénovych
diagramech (graf 1C, 1D). Z celkového poctu identifikaci proteind z variant s SDS, DTT a
SDS, TCEP bylo 63 % proteinti spolecnych pro obé metody. Na druhé strané, varianta
DOC/fazovy transfer méla s variantou SDS, DTT spoleénych pouze 41 % proteini a
s SDS, TCEP 43% proteind. Na peptidové urovni byly vysledky podobné. Z toho vyplyva,
ze varianty s SDS si byly podobné, coz je logické, protoze se liSily pouze redukénim
¢inidlem. Ve tfeti varianté bylo pouzito jiné rozpoustédlo (DOC), které pomohlo rozpustit
rozdilné proteiny, a proto jsou piekryvy s ostatnimi variantami men$i. Nejvétsi pocet

unikatnich proteinti a peptidti byl ve variant¢ DOC/fazovy transfer. V této varianté bylo
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identifikovano pfiblizné o 80 unikatnich proteini a o 670 unikatnich peptidt vice nez ve

variantach s SDS.

4.1.2 Vlastnosti peptidi

Dal8imi porovnavanymi charakteristikami ziskanych peptida byla jejich délka, GRAVY

Z grafi 2A a 2B je evidentni, Ze z hlediska délky peptidi byly ob¢ varianty s SDS
srovnatelné, protoze procentualni zastoupeni ve vSech rozmezich bylo podobné. Ve
variantdch SDS bylo mirné vyssi procentualni zastoupeni kratSich peptidi. Naproti tomu
varianta DOC/fazovy transfer produkovala vice delSich peptidi (14 a vice aminokyselin).

Hodnoty GRAVY urcuji hydrofobicitu/hydrofilitu peptidu. V piipadé, ze je
hodnota nizni nez 0, tak se jedna o hydrofilni peptid. V opacném ptipadé, pokud je hodnota
GRAVY vyssi nez 0, tak je peptid hydrofobni. Ve variantach s SDS bylo identifikovano
vys$§i procentualni zastoupeni hydrofilnich peptidl, zatimco ve varianté s DOC vice
hydrofobnich peptida (graf 2C, 2D). Hydrofobicita peptidu muze souviset s jeho délkou —
¢im je peptid delsi, tim je vétsi pravdépodobnost, Ze bude obsahovat vice hydrofobnich
aminokyselin a tim bude peptid hydrofébnéjsi. Tento trend nebyl pozorovan v naSich
vysledcich, protoze po srovnani mnozin hydrofobnich a hydrofilnich peptida varianty bylo
zjisténo, ze peptidy obou skupin jsou pfiblizné stejnych délek (graf 3A, 3B). Stejny trend
byl pozorovan také u unikatnich peptida (graf 3C, 3D).

Hodnoty izoelektrickych bodu identifikovanych peptidt ve velké mite zAvisi na
zpusobu $tépeni konkrétniho enzymu. Trend pozorovany v grafech 2E, 2F je typicky pro
Stépeni trypsinem. Nejvyssi procento identifikaci bylo v izoelektrickych bodech 3-5 a 6-7 u

vSech tii variant experimentu.
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Graf 2: Hodnoceni viastnosti peptidii danych variant metody FASP

A: RozloZeni délek vsech peptidii; B: Procentudlni zastoupeni peptidii v jednotlivych rozmezich délek peptidii
(poctii aminokyselin); C: Rozlozeni GRAVY hodnot vsech peptidii; D: Procentualni zastoupeni peptidii
v jednotlivych rozmezich hodnot GRAVY. Hydrofilni peptidy maji GRAVY hodnoty od —x do 0, hydrofobni
peptidy od 0 do +x; E: RozloZeni izoelektrickych bodii (pl) vsech peptidii; F: Procentudlni zastoupeni
peptidii v jednotlivych rozmezich pl; Smérodatné odchylky (B, D, F) jsou zndzornény chybovymi iiseckami.
Cerné krouzky u krabicovych grafii (A, C, E) znazorituji odlehlé hodnoty, cerné hvézdicky extrémné odlehlé
hodnoty, cerny bod primér, “krabicovd cast diagramu je shora ohranicena 3. kvartilem, zespodu 1.

kvartilem a mezi nimi je linie vymezujici median. Horizontalni Usecka vyjadiuje variabilitu dat.
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Graf 3: Hodnoceni GRAVY hodnot a délky hydrofilnich a hydrofobnich peptidii varianty DOC/fazovy
transfer.

A: Rozlozeni GRAVY hodnot u hyhrofilnich a hydrofobnich peptidit; B: RozlozZeni délek u hydrofilnich a
hydrofobnich peptidii; C: Rozlozeni GRAVY hodnot hydrofilnich a hydrofébnich vsech unikdtnich peptidii;
D: RozloZeni délek hydrofilnich a hydrofobnich vsech unikatnich peptidii; Cerné krouzky znazoriuji odlehlé
hodnoty, cerné hvezdicky extrémné odlehlé hodnoty, cerny bod priimer, “krabicovd“ cast diagramu je shora
ohranicena 3. kvartilem, zespodu 1. kvartilem a mezi nimi je linie vymezujici median. Horizontalni Usecka

vyjadiuje variabilitu dat.
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4.1.3 Vlastnosti unikatnich peptidia

V ptedchozi kapitole bylo na globalni arovni pozorovano, ze varianta DOC/fazovy transfer
produkovala vyssi procentualni zastoupeni dlouhych a hydrofobnich peptidd. Jelikoz jsme
chtéli zjistit, zda mély peptidy unikatni pro jednotlivé varianty stejny trend, tak byly jejich
vlastnosti také srovnany.

Trendy vlastnosti peptidi unikatnich pro jednotlivé varianty (graf 4A, 4B, 4C, 4D,
4E, 4F) kopirovaly trendy vlastnosti peptidt jednotlivych variant (graf 2A, 2B, 2C, 2D, 2E,
2F). Opét bylo vyssi procento kratSich a hydrofilngjsich peptidii pozorovano ve variantach
s SDS, zatimco vys$i procento delSich a hydrofobnéjSich peptidi produkovala varianta
DOC/fazovy transfer. Nejvyssi procentudlni zastoupeni izoelektrickych bodi unikatnich
peptidt bylo opét v rozmezich 3-5 a 6-7. Celkové se da fict, Zze trendy unikatnich peptida

vSak byly mnohem vyraznéjsi.
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Graf 4: Hodnoceni viastnosti unikdtnich peptidii danych variant metody FASP

Usecka vyjadruje variabilitu dat.

A: RozloZeni délek unik. peptidii; B: Procentualni zastoupeni unik. peptidii v jednotlivych rozmezich délek
peptidii (poctii aminokyselin); C: RozloZeni GRAVY hodnot unik. peptidii; D: Procentudlni zastoupeni unik.
peptidii v jednotlivych rozmezich hodnot GRAVY. Hydrofilni peptidy maji GRAVY hodnoty od —x do 0,
hydrofobni peptidy od 0 do +x; E: RozloZeni izoelektrickych bodii (pI) unik. peptidii; F: Procentualni
zastoupeni unik. peptidii v jednotlivych rozmezich pl; Cerné krouzky u krabicovych grafii (A, C, E)
znazornuji odlehlé hodnoty, cerné hvezdicky extrémy, cerny bod prumér, “krabicova™ cast diagramu je

shora ohranicena 3. kvartilem, zespodu 1. kvartilem a mezi nimi je linie vymezujici median. Horizontalni
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4.1.4 Karbamidomethylace cysteini

Jak jiz bylo komentovano vyse, varianty FASP za pouziti SDS byly provedeny se dvéma
riznymi redukénimi ¢inidly. Jednim z nich bylo TCEP, které nereaguje s IAM, a diky
tomu by mélo byt mozné provedeni redukce a alkylace v jednom kroku. Proto jsme chtéli
zjistit, nemé-li provedeni redukce a alkylace v jednom kroku vliv na efektivitu
karbamidomethylace cysteint. Uginnost karbamidomethylace cysteind byla srovnana
pouze u téchto dvou variant, protoze tfeti varianta obsahovala rozdilné
rozpoustédlo (DOC), coz by mohlo ovlivnit vysledky.

Jak je vidét z tabulky 5, celkové pocty karbamidomethylovanych peptida a peptida
obsahujicich cystein byly u obou variant podobné. Celkova G¢innost varianty s DTT byla
98 % a ve varianté s TCEP 97 %. Tyto vysledky dokazuji, Ze pfi pouZziti TCEP je moZzna
redukce a alkylace v jednom kroku se stejnou efektivitou jako ve variant¢ SDS, DTT

(redukce a alkylace oddéleng).

SDS,DTT SDS, TCEP

Celkovy pocet peptidi 1170 1243
Celkovy pocet

karbamidomethylovanych peptidi 122 124
Celkovy pocet peptidii obsahujicich

cystein 124 128
U¢innost karbamidomethylace [%] 98 97

Tab. 5: Porovnani uicinnosti karbamidomethylace cysteinii

4.1.5 Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Z hlediska kontroly robustnosti testovanych variant FASP byla hodnocena
reprodukovatelnost a opakovatelnost.

Reprodukovatelnost metody miize byt popsana jako rozdilnost ve vysledcich napft.
pfi analyze téhoz vzorku na jinych pfistrojich, pfi analyze téhoz vzorku jinym
pracovnikem, apod (Tabb D.L., et al., 2010). V nasem piipadé Slo o praci se tiemi
nezavislymi replikaty Stépeni pro kazdou variantu, pficemZz vSechny ostatni proménné

zustaly stejné. Pro vSechny pouzité varianty St€peni proteinti na centrifugacnim filtru byla
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hodnocena reprodukovatelnost na urovni proteint i peptidd. Tyto reprodukovatelnosti byly
srovnatelné (pfiloha tab. 1, 2, 3, 4), a proto je zde prezentovana pouze celkova
reprodukovatelnost metody, ktera byla v praiméru 59 % na arovni proteini a 64 % na
arovni peptida (graf 5).

Opakovatelnost metody piedstavuje rozdilnost ve vysledcich v opakované analyze
stejnym pracovnikem, na stejném vzorku a za pouziti stejnych ptistroja (Bland J. M., et al.,
1986). V naSem piipadé byl vzorek méfen dvakrat, tzn. dvéma nastiiky stejného vzorku do
pristroje. Opakovatelnost jednotlivych variant FASP byla na proteinové i peptidové arovni
srovnatelna. Celkova opakovatelnost metody ¢inila primérné 61 % na Grovni proteint a 67
% na arovni peptida (graf 5). Tyto vysledky jsou velice dobré, jelikoz opakovatelnost na
urovni peptidt jen ziidka dosahuje 60 % (Tabb D.L., et al., 2010). Davodem je pouZiti
DDA analyzy (Data Dependent Acquisition) (Wu C. C., et al, 2002), pii které jsou vybrany
pouze nejzastoupenéjsi peptidové ionty ze vzorku, a ty jsou poté podrobeny MS/MS. Kolik
ptesné jich je vybrano pak zalezi na vykonnosti stroje, tzn. kolik jich je schopen podrobit
MS/MS za urcity ¢as. Vybér nejintenzivnéjsi iontl silné€ zavisi na prostiedi a je to tedy do
ur¢ité miry nahodny proces (Neilson K. A., et al, 2011).

Pii srovnani opakovatelnosti a reprodukovatelnosti metody na trovni proteint i
peptidt, celkova reprodukovatelnost v obou piipadech téméf dosahovala opakovatelnosti,

coz ukazuje na praci s vysokou efektivnosti a presnosti.
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Graf 5: Reprodukovatelnost a opakovatelnost metody FASP

Krabicové grafy zndzoriuji celkovou opakovatelnost a reprodukovatelnost na urovni proteinii a peptidii —
metoda Stépeni proteinii FASP. Stredni “krabicova® cast diagramu je shora ohranicena 3. kvartilem,
zespodu 1. kvartilem a mezi nimi se nachazi linie vymezujici median. Usecka vychdzejici ze stiedni cdsti
diagramu kolmo nahoru a doli vyjadrujice variabilitu dat pod prvnim a nad tretim kvartilem (horni —

maximum, dolIni — minimum). Cerny bod zndzoriiuje priimeér.

4.2 Stépeni proteini v mikrozkumavce

Pro metodu S$tépeni proteinti v mikrozkumavce bylo vyzkouseno 6 variant lisicich se
pfidanymi aditivy ¢i metodou jejich odstranéni. V prvnim piipadé nebylo k extrakénimu
pufru (25 mM TEAB pufr, pH 8) pfidano zadné aditivum a bylo ptedpokladano, ze se bude
jednat o negativni kontrolu. Ve druhé variant€ byla k extrakénimu pufru pfidana mocovina,
coz je velice Casto pouzivané chaotropni Cinidlo (jak jiz bylo komentovano na nékolika
mistech vyse). Ve tfeti metod¢ byla k extrakénimu pufru pfiddna kromé mocoviny také
thiomocCovina, kterd usnadiiuje rozpousténi hydrofobnich proteint. Ve ¢tvrté varianté byl
pouzit komeréni detergent ProteaseMax, ktery se rozklada s teplotou a okyselenim, tudiz
nemusi byt pfed MS analyzou odstranén (Saveliev S., et al., 2008). V poslednich dvou

variantich byl pouzit DOC, coz je detergent, ktery zlepSuje rozpousSténi hydrofébnich
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proteintl. V jedné z variant byl odstranén okyselenim s nédslednou centrifugaci a ve druhé

fazovym transferem (Masuda T., et al., 2008).

4.2.1 Pocty identifikaci a pokryti sekvence

Nejvyssi pocet identifikaci byl zjistén u varianty s mocovinou a thiomocovinou s celkovym
po¢tem 375 proteinu a 1878 peptida (graf 6A). Nejnizsi pocty identifikaci proteind i
peptid byly pozorovany ve varianté s komerénim detergentem ProteaseMaxem, ve které
bylo celkove identifikovano o 45 proteinti a 486 peptidit méné nez ve varianté s mocovinou
a thiomocovinou. Nase vysledky se v tomto ohledu neshoduji s vysledky autort Chen E. 1.,
et al., ze kterych vyplyva, ze modifikaci protokoli pfidanim detergentli kompatibilnich
s MS jsou vyrazné zvySovany pocty identifikovanych proteint a peptida (Chen E. I., et al.,
2007). Divodem by mohlo byt Spatné rozpusténi proteint, pfitomnost ProteaseMax pii
Stépeni, nebo jeho pfitomnost pfi MS analyze. JelikoZ byly proteiny patrné¢ dobie
rozpustény i ve varianté bez jakéhokoli detergentu (graf 6A), tak by méla varianta
rozpousténi s ProteaseMax rozpustit pfinejmenSim stejny pocet proteini. Pfitomnost
ProteaseMax pak nebyla na hmotnostnim spektru prokazéana. Z toho vyplyva, ze divodem
nizkych pocth identifikaci pravdépodobné tedy byla jeho ptfitomnost pii Sté€peni, jelikoz
nemusel byt v pribéhu stépeni UpIné rozlozen teplem a tim padem mohl negativné ovlivnit
aktivitu trypsinu. Piekvapivé vysledky byly pozorovany ve varianté bez jakéhokoli
pridaného aditiva, jelikoz se liSila pouze o 14 proteini a 201 peptidi od metody
s nejvysSim poctem identifikaci. Tento jev mohl byt zptisoben tim, Ze sraZeni acetonem
dostate¢né zdenaturovalo proteiny, Které zistaly zdenaturované i po rozpusténi, coz
nasledn€ umoznilo jejich dobré nastépeni.

Nejvyssi pokryti sekvence bylo pozorovano ve varianté obsahujici mocovinu a
thiomoc¢ovinu a u obou variant s DOC, které bylo okolo 19 % (graf 6B). Nejhorsi pokryti
sekvence, které Cinilo okolo 17 %, bylo zjisténo u varianty s ProteaseMax. Nizsi pokryti
sekvence mohlo byt zpusobeno niz§im pocétem peptidi na protein a také tim, ze tato
varianta produkovala spiSe kratké peptidy (viz. nize).

Déle nas zajimaly pocty proteini a peptidd unikatnich pro jednotlivé varianty a
prekryvy mezi variantami. Nejvice identifikovanych unikatnich proteinti i peptida bylo ve
variant¢ S mocovinou a thiomocovou, kde bylo ziskdno primémé o 30 proteinii a 200
peptida vice neZ u ostatnich variant (tab 6). Tento vysledek byl o¢ekavatelny, jelikoz tato

varianta produkovala celkové nejvic proteini a peptidd. Pocty proteini a peptidi
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jednotlivych variant jsou vyjadieny v tabulce (ne Vénovy diagramy jako u metody FASP)
kvuli velkému mnozstvi kombinaci. P¥i srovnani proteinovych identifikaci z obou variant
s DOC bylo celkem 62 % proteini spole¢nych pro obé varianty. Takto velky piekryv
ukazuje na podobnost variant, kterd byla dana pouzitim stejného aditiva. Na druhé strané,
mnohem mensi piekryv byl pozorovan u variant s ProteaseMax a mocovinou a
thiomocovinou. Tyto varianty mély spolecnych pouze 50 % proteinii. Na peptidové tirovni

byly vysledky podobne.
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Graf 6. Pocty identifikaci a pokryti sekvence danych variant metody $tépeni v mikrozkumavce.
A: Priumérné a celkové pocty identifikovanych proteinii a peptidii; B: Prumérny a celkovy pocet
identifikovanych peptidii na protein a pokryti sekvence; U primérnych hodnot jsou zndzornény smérodatné

odchylky pomoci chybovych Usecek.
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Metoda Polet Pocet Metoda Polet Podet Metoda Podet Pocet
proteint peptida proteint | peptidi proteini | peptidi
1 32 282 2+3+5 2 7 1+2+4+6 4 3
2 34 240 1+2+3+5 2 5 3+4+6 1 11
1+2 20 171 4+5 3 9 1+3+4+6 2 11
3 72 481 1+4+5 2 8 2+3+4+6 3 4
3+1 3 44 2+4+5 0 3 1+2+3+4+6 14 28
3+2 9 85 1+2+4+5 2 9 5+6 21 137
1+2+3 8 132 3+4+5 3 10 1+5+6 2 10
4 24 107 1+3+4+45 3 9 2+5+6 8 14
1+4 12 38 2+3+4+5 0 3 1+2+5+6 2 9
2+4 2 4 1+2+3+4+ 8 27 3+5+6 9 56
1+2+4 5 12 2 31 99 1+3+5+6 1 8
3+4 6 28 1+6 3 6 2+3+5+6 2 55
1+3+4 8 20 2+6 1 7 1+2+3+5+6 16 45
2+3+4 1 3 1+2+6 6 6 4+5+6 4 16
1+2+3+4 12 25 3+6 5 14 1+4+5+6 3 26
5 38 182 1+3+6 1 5 2+4+5+6 4 5
145 6 19 2+3+6 1 9 1+2+4+5+6 21 40
2+5 4 2 1+2+3+6 1 5 3+4+5+6 12 39
1+2+5 3 1 4+6 4 8 1+3+4+5+6 11 26
3+5 6 24 1+4+6 3 9 2+3+4+5+6 8 31
1+3+5 1 4 2+4+6 1 4 142+3+4+5+6 144 937

Tab. 6: Tabulka zndzoriujici pocty unikdtnich proteinii a peptidii v jednotlivych variantdch a spolecné
proteiny a peptidy v riznych kombinacich. 1 — cisty TEAB pufr, 2 — mocovina, 3 — mocovina a thiomocovina,
4 — ProteaseMax, 5 — DOC/srazeni, 6 — DOC/fazovy transfer.

4.2.2 Vlastnosti peptidi

Stejné jako u FASP byla porovnavana délka, GRAVY hodnota a izoelektrické body
ziskanych peptidi.

Ve varianté s mocovinou a thiomocovinou, ve které bylo identifikovano nejvétsi
mnozstvi proteind i peptidd, bylo zjisténo nejvyssi procento peptidu v délkach 8-14
aminokyselin (graf 7A, 7B). Stejn¢ tomu bylo i u vSech ostatnich variant. Divodem je, Ze
trypsin pouzity pro Stépeni proteini produkuje peptidy dlouhé primémée 9-11
aminokyselin. Varianta s mocovinou a thiomoc¢ovinou, spolu s variantami obsahujici DOC,
produkovaly vyssi procento peptidi dlouhych 22 a vice aminokyselin nez ostatni varianty
(graf 7A. 7B). Ke stejnym vysledkim dospéli autofi Leon I. R., et al., podle jejichz studie

produkovala varianta s mocovinou a s DOC spise dlouhé peptidy (Ledn I. R., et al, 2013).
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Nejvyssi  procento hydrofobnich peptida bylo identifikovano u varianty
s mocovinou a thiomoc¢ovinou a u obou variant S DOC (graf 7C, 7D), coz je podobnym
vysledkem jako v metodé FASP, ve které méla varianta s DOC také nejvyssi procento
hydrofobnih peptidi. Varianta s komerénim rozpoustédlem ProteaseMax, ktera dopadla
V hodnoceni pocti nejhtife, produkovala spise kratsi peptidy. Dal§im pozorovanym jevem
bylo, ze ve variant¢ s TEAB pufrem bylo také vyssi procento kratkych (graf 7A, 7B) a
hydrofilnich peptida (graf 7C, 7D). Divodem mohlo byt, Ze nebylo pouzito zadné
aditivum, které by pomohlo udrzet hydrofobni peptidy v roztoku.

Rozmezi izoelektrickych bodid, ve kterych byla pozorovana nejvyssi procenta
identifikaci, byly stejné (3-5 a 6-7) jako pii $tépeni na centrifugacnim filtru (FASP),
protoze byl pro $tépeni pouzit také trypsin (graf 7E, 7F).
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Graf 7: Hodnoceni vlastnosti peptidii danych variant metody Stépeni v mikrozkumavce.

A: RozloZeni délek vsech peptidii; B: Procentudlni zastoupeni peptidii v jednotlivych rozmezich délek peptidii
(poctii aminokyselin); C: Rozlozeni GRAVY hodnot vsech peptidii; D: Procentualni zastoupeni peptidii
v jednotlivych rozmezich hodnot GRAVY. Hydrofilni peptidy maji GRAVY hodnoty od —x do 0, hydrofobni
peptidy od 0 do +x; E: RozloZeni izoelektrickych bodii (pl) vsech peptidii; F: Procentudlni zastoupeni
peptidii v jednotlivych rozmezich pl; Smérodatné odchylky (B, D, F) jsou zndzornény chybovymi iiseckami.
Cerné krouzky u krabicovych grafii (A, C, E) znazoriuji odlehlé hodnoty, cerné hvézdicky extrémné odlehlé
hodnoty, cerny bod primér, “krabicovd“ cast diagramu je shora ohranicena 3. kvartilem, zespodu 1.

kvartilem a mezi nimi je linie vymezujici median. Horizontalni Usecka vyjadiuje variabilitu dat.
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4.2.3 Vlastnosti unikatnich peptida

Trendy vlastnosti unikatnich peptidd, az na hodnoty izoelektrickych boda (graf 8A, 8B,
8C, 8D, 8E, 8F), byly velice podobné trendim vSech peptidi jednotlivych variant (graf
7A, 7B, 7C, 7D, TE, 7F). Pies 70 % unikatnich peptidi produkovanych variantou s
ProteaseMax bylo kratsich délek (do 18 aminokyselin) a identifikované peptidy byly spiSe
hydrofilni. Naproti tomu ve variantaich s DOC a s mocovinou a thiomocovinou bylo
identifikovano vyssi procentualni zastoupeni dlouhych a hydrofobnich peptidi. Nejvyssi
procento unikatnich peptidi bylo opét v rozmezi izoelektrickych boda 3-5 a 6-7, avsak
varianta s ProteaseMax a ob¢ varianty s DOC produkovaly vys§i procento bazickych

unikatnich peptidii nez ostatni varianty.
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Graf 8: Hodnoceni viastnosti unikatnich peptidit danych variant metody $tépeni v mikrozkumavce.

A: RozlozZeni délek vsech unik. peptidii; B: Procentudlni zastoupeni unik. peptidii v jednotlivych rozmezich
délek peptidii (poctii aminokyselin); C: RozloZeni GRAVY hodnot vSech unik. peptidii; D: Procentudlni
zastoupeni unik. peptidii v jednotlivych rozmezich hodnot GRAVY. Hydrofilni peptidy maji GRAVY hodnoty
od —x do 0, hydrofobni peptidy od 0 do +x; E: RozloZeni izoelektrickych bodii (pl) vSech unik. peptidii; F:
Procentualni zastoupeni unik. peptidii v jednotlivych rozmezich pl; Cerné krouzky u krabicovych grafii (4, C,
E) znazorsiuji odlehlé hodnoty, cerné hvézdicky extrémy, cerny bod primér, “krabicovd “ cast diagramu je
shora ohranicena 3. kvartilem, zespodu 1. kvartilem a mezi nimi je linie vymezujici median. Horizontalni
Usecka vyjadruje variabilitu dat.
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4.2.4 Opakovatelnost a reprodukovatelnost

Pro jednotlivé varianty Stépeni v mikrozkumavce byla hodnocena jejich opakovatelnost a
reprodukovatelnost. Zjisténé hodnoty byly srovnatelné (piiloha tab. 5, 6, 7, 8), coz ukazuje
na robustnost vsech variant, a dale byla prezentovana pouze celkova opakovatelnost a
reprodukovatelnost. Jak jiz bylo zminéno u metody FASP, reprodukovatelnost by se méla
co nejvice blizit opakovatelnosti. Celkova opakovatelnost proteini pifi metodé $tépeni v
mikrozkumavce byla pramémé 60 % a u peptidi 67 % (graf 9). Vedle toho celkova
reprodukovatelnost na urovni proteinti ¢inila 57 %, zatimco u peptidi to bylo 66 %.
Z vysledktt mizeme vyvodit, Ze i pii $tépeni proteint v mikrozkumavce jsme pracovali

s vysokou efektivnosti a pfesnosti.
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Graf 9: Reprdukovatelnost a opakovatelnost metody stépeni v mikrozkumavce.

Krabicové grafy zndzoriuji celkovou opakovatelnost a reprodukovatelnost na urovni proteinii a peptidii —
metoda Stépeni v mikrozkumavce. Stiedni “krabicova‘ cast diagramu je shora ohranicena 3. kvartilem,
zespodu 1. kvartilem a mezi nimi se nachadzi linie vymezujici median. Linie vychdzejici ze stredni casti
diagramu kolmo nahoru a dolii vyjadiujici variabilitu dat pod prvnim a nad tetim kvartilem (horni —

maximum, dolni — minimum). Cernd tecka znazoriuje primér. Cerny krouzek zobrazuje odlehlou hodnotu.
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4.3 Porovnani nejlepsich variant ze $tépeni proteini v mikrozkumavce a
FASP

Pro porovnani byly vybrany varianty s nejvétsim poctem identifikaci z obou metod. Pro
metodu FASP to byla varianta s DOC, ktery byl nasledné odstranén fazovym transferem,
jehoz poéty identifikaci byly vyrazné vyssi nez u srovnavanych variant s SDS. Z metody
St€peni proteind vV mikrozkumavce byla vybrana varianta s moc¢ovinou a thiomoc¢ovinou,

ktera méla taktéz signifikantné nejvice identifikovanych proteini i peptidu.

4.3.1 Pocty identifikaci a pokryti sekvence

Metoda FASP sDOC/fazovy transfer méla o 45 proteinovych a 166 peptidovych

identifikaci mén¢ nez u §té€peni v roztoku s mocovinou a thiomocovinou (graf 10A).
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Graf 10: Porovnani metod FASP (DOC/fazovy transfer) a Stépeni v mikrovkumavce (moc., thiomoc.).
A: Prumerné a celkové pocty identifikovanych proteini a peptidiu, B: Prumérny a celkovy pocet
identifikovanych peptidii na protein a pokryti sekvence; U priimérnych hodnot jsou zndzornény smérodatné

odchylky pomoci chybovych usecek.

Pokryti sekvence bylo téméf srovnatelné, kdy varianta Stépeni v mikrozkumavce
méla o 1 % lepsi pokryti sekvence (graf 10B). Nase vysledky se tedy neshoduji s vysledky

studie autort Leon I. R., et al., podle které je varianta DOC/fazovy transfer celkové
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nejlepsi (Ledn 1. R., et al., 2013). Z nasich vysledkt je patrné, ze FASP byl celkové
Vv priméru horsi v poctu identifikaci. To mohlo byt zplisobeno tim, ze byl pouzit jiny typ

filtru, nez je doporuc¢ovano autory této metody.

4.3.2 Vlastnosti peptidi

Byly srovnany vlastnosti peptida (délka, hydrofobicita, pI) obou variant. Ve vzajemném
srovnani produkovala metoda FASP vys$i procento kratkych peptidd (do 12
aminokyselin), zatimco u metody $§tépeni v mikrozkumavce s mocovinou a thiomocovinou
bylo identifikovano vyssi procento dlouhych peptidia (nad 12 aminokyselin) (11A, 11B).
Procentuélni zastoupeni v rozmezich GRAVY hodnot bylo v obou variantach srovnatelné
(11C, 1D). Nejvyssi procentualni zastoupeni peptidd bylo opét Vv rozmezich
izoelektrickych bodu 3-5 a 6-7 (11E, 11F).
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4.4  Aplikace nejefektivnéjSich metod p¥i analyze vzorku mikrosomalni frakce

Arabidopsis thaliana

Pro ovéfeni nami ziskanych vysledku byl experiment zopakovan na mikrozomalni frakci
ziskané ze suspenzni kultury Arabidopsis thaliana (Landsberg Erecta). Pro zopakovani
byly vybrany obé nejlepsi testované varianty. Vysledky tohoto experimentu se shodovaly s
daty ziskanymi $tépenim proteini bunék HeLa S3 (viz. 4.3 Porovnani nejlepSich variant ze
Stépeni proteinl v mikrozkumavce a FASP).

Vyssi primérny a celkovy pocet peptidu (priblizné o 160 vice) 1 proteinil (pfiblizné
0 55 vice) byl zjistén v metodé $té€peni v mikrozkumavce s moc¢ovinou a thiomocovinou
(graf 12A). Pokryti sekvence bylo v obou metodach absolutné srovnatelné, kdy metoda
FASP (DOC/fazovy transfer) méla o 0,5 % vyssi pokryti sekvence nez metoda Stépeni
piimo v roztoku (mo¢., thiomoc.) (graf 12B).

Procentualni zastoupeni peptidi bylo v rozmezich délek, GRAVY hodnot a

izoelektrickych hodnot peptidu srovnatelné (ptiloha graf 1, 2, 3).
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Graf 12: Porovnani Ucinnosti metod FASP (DOC/fazovy transfer) a Stépeni v mikrovkumavce (mod.,
thiomoc.) na vzorku mikrosomalni frakce Arabidopsis thaliana.

A: Pruameérné a celkové pocty identifikovanych proteinit a peptidii; B: Prumérny a celkovy pocet
identifikovanych peptidii na protein a pokryti sekvence; U priimérnych hodnot jsou zndzornény smérodatné

odchylky pomoci chybovych usecek.
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5> Zavér

Proteomika je védni disciplina studujici proteiny, coz jsou hlavni efektory bunécnych
funkci. Jejich studium je tedy nezbytné pro pochopeni vitélnich biologickych pochoda v
bunice. Poznatky proteomiky jsou zdsadni v mnoha oblastech vyzkumu, od zkoumani
pfiéin nemoci v¢etné navrhnuti jejich terapie az po objasnéni regula¢nich drah napf.
v rostlinach. Pro ziskani komplexniho pohledu na dany biologicky jev z hlediska
proteomiky je kladen diraz na ziskani co nejvyssiho poctu proteinovych a peptidovych
identifikaci. Z tohoto divodi jsou vyzkumnymi skupinami stile publikovany c¢lanky,
tykajici se ptipravy vzorku pted MS, optimalizaci protokolt a vlivu riznych aditiv na MS
analyzu.

Tato bakalarska prace se zabyvala pfipravou vzorku pro MS analyzu, konkrétné
srovnanim metod S$tépeni proteini v roztoku sriznymi aditivy. Na zakladé nedavno
publikované literatury byla vybrana 2 riizna usporadani $té€peni proteind v roztoku, a to na
centrifugaénim filtru (FASP) a v mikrozkumavce. Pro kazdou metodu $tépeni bylo
vyzkouSeno nékolik variant liSicich se pfidanymi aditivy ¢i metodou jejich odstranéni.
Dohromady bylo testovano 9 rznych variant — z toho 3 pro FASP a 6 pro Stépeni
v mikrozkumavce. Vechny varianty byly provedeny v triplikatu, coz dohromady ¢inilo 27
laboratornich experimentd a kazdy triplikat byl dvakrat nezavisle zméten. Celkem tedy
bylo provedeno 54 MS analyz. Ze zpracovanych experimentélnich dat je patrné, Ze pfi
Stépeni proteinti na centrifuga¢nim filtru bylo nejvice proteint i peptidt identifikovanych
ve varianté s deoxycholatem sodnym (DOC) nasledné odstranénym fazovym transferem.
Navic bylo pfi pouziti DOC idenfikovano vyssi procento hydrofobnich peptidii nez ve
variantach s dodecylsiranem sodnym (SDS). V metodé¢ $tépeni proteini v mikrozkumavce
bylo dosazeno nejlepSich vysledkii ve variant¢ s moc€ovinou a thiomocovinou, taktéz
s nejvice identifikacemi a nejvyS$§im procentualnim zastoupeni hydrofobnich peptidu.
Experiment byl zopakovan s nejlepsimi variantami obou uspofadani na mikrozomalni
frakci Arabidopsis thaliana (suspenzni kultura Landsberg Erecta). Nejlepsich vysledkt
bylo dosazeno metodou $tépeni v mikrozkumavce s mocovinou a thiomocovinou, kde bylo
identifikovano vice proteind i peptidi. Ze ziskanych vysledku vyplyva, ze tato varianta je
celkové nejvhodnéjsim postupem piipravy vzorku pired MS. Metoda FASP doséahla
celkové v priméru nizSiho poctu identifikaci, coz mohlo byt zptisobeno pouzitim jiného

typu filtru, nez byl doporucen v literature.
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Na oddéleni biochemie proteinti a proteomiky Centra regionu Hana v souc¢asné dobé
probiha nékolik screeningovych projektl, jejichz hlavnim cilem je zmapovat co nejvétsi
mnozstvi proteinil v daném vzorku a ptfipadné zmény v jejich hladinach. Prikladem mutize
byt mapovani jaderného proteomu jeCmene, ¢i studium zmén proteinového slozeni
leukocytll po ptsobeni riznych miRNA. Poznatky této bakalaiské prace tak mnohou byt
s vyhodou uplatnény V téchto screeningovych projektech, ale také v mnohych dalSich

proteomickych studiich.
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Graf 1: Procentudlni zastoupeni peptidii v jednotlivych rozmezich délek peptidii (poctii aminokyselin) —
mikrozomalni frakce ziskana ze suspenzni kultury Arabidopsis thaliana (Landsberg Erecta) byla pouzita pro
zopakovani experimentu nejlepsimi variantami (FASP — DOC/fazovy transfer, v mikrozkumavce — mocd.,

thiomoc.). Smérodatné odchylky jsou znazornény chybovymi tiseckami.
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Graf 2: Procentudlni zastoupeni peptidii v jednotlivych rozmezich hodnot GRAVY z mikrozomalni frakce
ziskané ze suspenzni kultury Arabidopsis thaliana (Landsberg Erecta). Hydrofilni peptidy maji GRAVY od —x
do 0, zatimco peptidy hydrofobnich vykazuji GRAVY od 0 do +x. Smérodatné odchylky jsou zndzornény

chybovymi useckami.
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Graf 3: Procentudlni zastoupeni peptidii v jednotlivych rozmezich izoelektrickych bodii (pl) mikrozomdlni
frakce ziskané ze suspenzni kultury Arabidopsis thaliana (Landsberg Erecta) Smérodatné odchylky jsou

znazornény chybovymi useckami.

Opakovatelnost na urovni proteint - FASP

Pocet v8ech Pocet spole¢nych Pocet spole¢nych Unikatni

proteint proteinti proteint [%] proteiny
SDS,DTT A/A 227 129 56.83 98
B/B 248 154 62.10 94
CIC 238 145 60.92 93
SDS, TCEP | A/A 227 151 66.52 76
B/B 274 166 60.58 108
CIC 225 141 62.67 84
DOC/fazovy | A/A 296 173 58.45 123
transfer /g 307 202 65.80 105
CIC 295 167 56.61 128

Tab. 1: Porovndni dvou ndstiikii daného triplikdatu v ramci jednotlivych variant FASP. Pocty spolecnych

proteinii [%] ukazuji danou opakovatelnost mezi nastriky.




Reprodukovatelnost na urovni proteint - FASP

Podet v8ech Pocet spole¢nych Pocet spole¢nych Unikéatni

proteinti proteinti proteint [%] proteiny
SDS, DTT A/B 276 156 56.52 120
AIC 273 155 56.78 118
B/C 270 178 65.93 92
SDS, TCEP A/B 294 168 57.14 126
AIC 262 165 62.98 97
B/C 287 176 61.32 111
DOC/fazovy A/B 351 203 57.83 148
transfer AIC 335 191 57.01 144
B/C 345 199 57.68 146

Tab. 2: Porovndni triplikitii mezi sebou v rdmci jednotlivych variant FASP. Pocty spolecnych proteinii [%]

ukazuji danou reprodukovatelnost mezi triplikaty.

Opakovatelnost na Grovni peptidi - FASP

Pocet vSech Pocet spolecnych Pocet spolecnych Unikatni

peptidi peptida peptidt [%] peptidy
SDS, DTT A/A 876 593 67.69 283
B/B 1034 695 67.21 339
CiC 970 651 67.11 319
SDS, TCEP | AJA 933 615 65.92 318
B/B 1109 757 68.26 352
CIC 919 633 68.88 286
DOC/fazovy | AIA 1397 940 67.29 457
transfer /g 1477 1020 69.06 457
CIC 1415 963 68.06 452

Tab. 3: Porovndni dvou ndstiikii daného triplikatu v ramci jednotlivych variant FASP. Pocty spolecnych

peptidit [%] ukazuji danou opakovatelnost mezi nastriky.

Reprodukovatelnost na drovni peptida - FASP

Pocet vSech Pocet spole¢nych Pocet spole¢nych Unikatni

peptidl peptidi peptidt [%] peptidy
SDS, DTT A/B 1179 739 62.68 440
A/C 1132 737 65.11 395
B/C 1198 813 67.86 385
SDS, TCEP A/B 1266 790 62.40 476
A/C 1129 749 66.34 380
B/C 1238 816 65.91 422
DOC/fazovy A/B 1792 1112 62.05 680
transfer AIC 1750 1083 61.89 667
B/C 1774 1139 64.21 635

Tab. 4: Porovnani triplikatii mezi sebou v rdmci jednotlivych variant FASP. Pocty spolecnych proteinii [%]

ukazuji danou reprodukovatelnost mezi triplikaty.




Opakovatelnost na urovni proteint - v mikrozkumavce

Pocet viech Pocet spole¢nych Podet spole¢nych Unikatni

proteinti proteinti proteinti [%] proteiny
Teab pufr A/A 370 220 59.46 150
B/B 379 228 60.16 151
CIC 380 219 57.63 161
Mocovina AJIA 345 232 67.25 113
B/B 366 214 58.47 152
CIC 361 226 62.60 135
Mog., thiomoé. | AJA 398 242 60.80 156
B/B 400 235 58.75 165
C/C 401 224 55.86 177
ProteaseMax | A/A 341 202 59.24 139
B/B 341 211 61.88 130
c/C 344 211 61.34 133
DOC/srazeni | AJA 358 228 63.69 130
B/B 374 223 59.63 151
CIC 368 231 62.77 137
DOC/fazovy | AIA 367 214 58.31 153
transfer B/B 358 209 58.38 149
CIC 368 210 57.07 158

Tab. 5: Porovnani dvou ndastiikii daného triplikdtu v ramci jednotlivych variant §tépeni v mikrozkumavce.

Pocty spolecnych peptidii [%] ukazuji danou opakovatelnost mezi nastriky.




Reprodukovatelnost na Girovni proteinti — v mikrozkumavce

Podet v8ech Podet spole¢nych Podet spole¢nych Unikatni
proteinti proteinli proteinti [%] proteiny

Teab pufr A/B 337 178 52.82 159
A/C 315 172 54.60 143

B/C 340 186 54.71 154

Mocovina A/B 316 181 57.28 135
A/C 320 172 53.75 148

B/C 318 193 60.69 125

Mog., thiomo¢. | A/B 363 209 57.58 154
A/C 358 194 54.19 164

B/C 345 201 58.26 144

ProteaseMax | A/B 297 177 59.60 120
AIC 303 182 60.07 121

B/C 310 192 61.94 118

DOC/srazeni | A/B 322 191 59.32 131
A/IC 319 210 65.83 109

B/C 333 196 58.86 137

DOC/fazovy | A/B 316 183 57.91 133
transfer  a/C 328 176 53.66 152
B/C 316 170 53.80 146

Tab. 6: Porovnani triplikatii mezi sebou v ramci jednotlivych variant Stépeni v mikrozkumavce. Pocty

spolecnych proteinil [%] ukazuji danou reprodukovatelnost mezi triplikaty.




Opakovatelnost na urovni peptidl — v mikrozkumavce

Pocet viech Podet spole¢nych Pocet spole¢nych Unikatni

peptidi peptidi peptidii [%] peptidy
Teab pufr A/A 1725 1061 61.51 664
B/B 1775 1156 65.13 619
Cc/C 1742 1073 61.60 669
Mocovina AJA 1643 1117 67.99 526
B/B 1728 1093 63.25 635
C/C 1707 1094 64.09 613
Mog., thiomo¢. | AJA 1947 1299 66.72 648
B/B 1944 1223 62.91 721
C/C 1869 1206 64.53 663
ProteaseMax | A/A 1357 932 68.68 425
B/B 1362 957 70.26 405
c/C 1355 943 69.59 412
DOC/srazeni | AIA 1568 1151 73.41 417
B/B 1646 1122 68.17 524
c/C 1621 1136 70.08 485
DOC/fazovy A/A 1543 1100 71.29 443
transfer B/B 1542 1082 70.17 460
C/C 1545 1120 72.49 425

Tab. 7: Porovndni dvou ndstrikit daného triplikatu v ramci jednotlivych variant Stépeni v mikrozkumavce.

Pocty spolecnych peptidii [%] ukazuji danou opakovatelnost mezi nastriky.




Reprodukovatelnost na tirovni peptidi — v mikrozkumavce

Podet v8ech Pocet spole¢nych Podet spole¢nych Unikatni

peptidi peptidi peptidi [%] peptidy
Teab pufr A/B 1449 852 58.80 597
AIC 1309 804 61.42 505
B/C 1468 871 59.33 597
Mocovina A/B 1385 871 62.89 514
AIC 1364 873 64.00 491
B/C 1423 894 62.83 529
Mog., thiomo¢. | A/B 1654 1036 62.64 618
A/C 1572 978 62.21 594
B/C 1468 979 66.69 489
ProteaseMax A/B 1152 763 66.23 389
AIC 1133 813 71.76 320
B/C 1165 850 72.96 315
DOC/srazeni A/B 1350 969 71.78 381
A/C 1343 1000 74.46 343
B/C 1392 953 68.46 439
DOC/fazovy | A/B 1294 934 72.18 360
transfer AIC 1332 946 71.02 386
B/C 1315 809 61.52 506

Tab. 8: Porovndni triplikatii mezi sebou v rédmci jednotlivych variant $tépeni v mikrozkumavce. Pocty

spolecnych proteinii [%] ukazuji danou reprodukovatelnost mezi triplikaty.




