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Anotace

Tato diplomova prace se zabyva relativni kvantifikaci proteint s vyuzitim stabilnich izo-
topovych znacek ve vzorcich lidské plazmy pacientii s dilata¢ni kardiomyopatii. Experimen-
talni ¢ast prace predstavuje komparativni proteomickou analyzu zahrnujici pfipravu proteomic-
kého vzorku k analyze — deplece abundantnich proteinti, denaturace, redukce, alkylace a aceto-
nova precipitace, tryptické Stépeni a znaceni vzorkl izobarickymi TMT-sixplex znackami.
Takto ptipravené vzorky byly podrobeny frakcionaci, ktera byla provedena tiemi riznymi chro-
matografickymi technikami, a to v manualnim usporadani vyuzivajici plynotésnou mikrostii-
kacku a ptislusnou kapilarni kolonku. Kromé jiz zavedenych technik manuélni frakcionace
peptidi na reverzni fazi v bazickém prostiedi a hydrofilni interakéni chromatografie byla opti-
malizovana treti frakcionacni technika — iontoménicova chromatografie na silném katexu. Zis-
kané frakce byly prométeny nejprve pomoci LC-UV a nasledné LC-MS/MS analyzy. K bioin-
formatickému zpracovani dat byl vyuzit software Proteome Discoverer. Nékteré proteiny

s identifikovanou zménou zastoupeni mezi analyzovanymi skupinami byly popsany.

Kli¢ova slova

Manualni frakcionace, TMT-sixplex, SCX, hmotnostni spektrometrie, bioinformatika



Annotation

This diploma thesis deals with the relative quantification of proteins using stable isotope
labeling in human plasma samples in patients with dilated cardiomyopathy. The experimental
part presents a comparative proteomics analysis including preparation of a proteomic sample
for analysis (depletion of abundant proteins, denaturation, reduction, alkylation and acetone
precipitation), tryptic digestion and labeling of samples with TMT-sixplex labels. Prepared
samples were fractionated by three different chromatographic techniques, in an manual arrange-
ment using a gastight microsyringe with a suitable capillary column. In addition to the already
established techniques of manual fractionation of peptides on the reverse phase in a basic envi-
ronment and hydrophilic interaction chromatography, the third fractionation technique — strong
exchange chromatography was optimized. The obtained fractions were measured first by LC-
UV and subsequently by LC-MS/MS analysis. Proteome Discoverer software was used for bi-
oinformatics data postprocessing. Several proteins with identified abundance changes between
the analyzed groups were reported.

Keywords

Manual fractionation, TMT-sixplex, SCX, mass spectrometry, bioinformatics
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UVOD A CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Tato diplomova prace se zabyva komparativni proteomickou analyzou lidské plazmy pro
studium a diagnostiku dilatacni kardiomyopatie s vyuzitim chemického znaceni izobarickymi
zna¢kami. Experimenty zde provedené jsou soucasti grantového projektu zaméfeného na one-
mocnéni dilataéni kardiomyopatii (projekt ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky ¢. NV19-
02-00297). Prevazna ¢ast experimentalni prace byla zaméfena na izobarické znaceni, optimali-
zaci SCX frakcionace, LC-MS analyzu plazmatickych vzorkt a vyhodnoceni komparativni pro-
teomické analyzy.

Cile této diplomové prace byly stanoveny nasledovné:

o deplece abundantnich proteint z lidské plazmy

o ptiprava proteinového vzorku a jeho enzymatické stépeni

o optimalizace izobarického znac¢eni pomoci TMT znacéek

o manudlni chromatograficka frakcionace peptidi na reverzni fazi a na HILIC fazi

o vyvoj a optimalizace protokolu manuélni chromatografické frakcionace peptida
na silném katexu

o pfiprava, digesce a izobarické znaceni pacientskych vzorka depletované plazmy,
frakcionace peptidickych smési a jejich LC-MS analyza

o zpracovani experimentdlnich dat v proteomickém software a vyhodnoceni ziska-

nych vysledkt

16



1 TEORETICKA CAST

1.1 Proteomicka analyza

Proteomika je védni disciplina zabyvajici se systematickym studiem proteomu — soubo-
rem proteini, a to na urovni funkéni i strukturni, coz je klicové pii studiu biologickych procesii
V organismu.

Proteomiku lze rozdélit do nékolika hlavnich oblasti. Expresni proteomika porovnava
miru tvorby proteinil v riznych vzorcich, coz se uplatiiuje napi. pti hledani novych biomarkera
pro rtzna onemocnéni. Strukturni proteomika studuje stavbu proteint s cilem objasnit struk-
turni chovani bilkovin v pfislusném celku nebo organele. Funkcni proteomika je rozséhla ob-
last, jejimz hlavnim cilem je objasnit principy bunééné signalizace, mechanismu patogeneze
onemocnéni a interakei proteinil s 1€Civy. Diferencni proteomika vychdzi z analyzy slozitych
proteinovych smési, pfi¢emz hlavnim tikolem je sledovat a charakterizovat zmény v proteino-
vém slozeni béhem riznych stavii organismu. Typicky se porovnava fyziologicky a patologicky
stav [1].

Stézejnimi analytickymi technikami v proteomice jsou separa¢ni metody (pfedevsim
chromatografické a elektroforetické) a hmotnostni spektrometrie, diky niz je v soucasnosti
mozné analyzovat fadove¢ tisice proteinti v jednom vzorku. Dalsi nezastupitelnou tlohu pak zde
ma bioinformatickd analyza.

Neustaly védecky pokrok vede k analytickym metoddm se stale rostouci citlivosti, jejichz
cilem je identifikovat a (relativné) kvantifikovat proteiny v co nejnizsich koncentracich. Uplat-
néni tak proteomika nachdzi naptiklad v hledani diagnostickych a prognostickych markert one-
mocnéni, objasiovani mechanismu uc¢inku 1€¢iv a jejich toxicity a sledovani G¢innosti farma-

koterapie.
1.2 Proteomické pristupy
Dle zptsobu separace, identifikace a nasledné kvantifikace proteinovych vzorkli mizeme

rozliSovat nékolik proteomickych piistupti.

1.2.1 Bottom-up proteomika

Proteomicky piistup bottom-up ptedstavuje postupy identifikace a kvantifikace proteinti
v komplexnich smésich. Nejdiive musi byt proteiny izolovany ze smési, ndsledné jsou enzy-

maticky §tépeny na peptidy a v této podobé¢ identifikovany hmotnostni spektrometrii [2,3].
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Po enzymatickém Stépeni a ¢isténi jsou peptidové smési separovany vysokoucinnou ka-
palinovou chromatografii (HPLC) a pfed vstupem do hmotnostniho spektrometru jsou peptidy
ionizovany elektrosprejem (ESI).

Proteomika typu bottom-up zvysuje komplexitu vzorku a komplikuje tak analyzu dat.
Vysledkem identifikace pomoci hmotnostni spektrometrie (MS) jsou identikované peptidy, ni-
koli proteiny, a proto musi byt opét spravné pfifazeny k odpovidajicim proteintim, ze kterych

pochazeji [4].

1.2.2 Shotgun proteomika

Shotgun proteomika je specialni typ bottom-up strategie. Neseparovana smés proteinti je
nejprve nasStépena na peptidy specifickou endoproteazou. Peptidy jsou posléze separovany
vhodnou metodou. Poté jsou proteiny nepfimo identifikovany hmotnostni spektrometrii. Ke
Stépeni proteinl se nejcastéji vyuziva trypsin, ktery stépi fetézec proteinu za kazdym lysinem
a argininem. Vysledkem tryptického $§tépeni je peptidova smés s prumérnou délkou 10-20 ami-
jsou ale peptidy vhodng&jsi nez intaktni proteiny [3,5].

Tato strategie se sestava ze Ctyt zakladnich krokd. Prvni je samotna ptiprava peptidického
vzorku. Dal$im krokem je separace peptidi a nasledné jejich analyza hmotnostni spektrometrii.

Nakonec ptichazi na fadu softwarové nastroje k analyze a vyhodnoceni dat.

1.2.3 Top-down proteomika

Top-down proteomika piedstavuje postupy, kdy jsou proteiny izolovany ze smési a zkou-
many celistvé, tj. bez pfedchoziho enzymatického Stépeni. Je to technika obecné méné t¢inna
neZ analyza peptidd, je ale mozné diky kompletnimu pokryti proteinovych sekvenci studovat
post-transla¢ni modifikace a specifické mutace proteinti. Poskytuje nejvyssi molekularni ptes-
nost pro analyzu primarni struktury diky zkoumani proteint v jejich neporuseném stavu. K ana-
1yze proteint je nezbytnd vysokorozliSovaci MS detekce, jako jsou napf. line4rni iontové pasti
spolu s orbitalni pasti ¢i iontova cyklotronova rezonance s Fourierovou transformaci (FT-ICR).
Pro ionizaci je nejvhodnéjsi technika ionizace elektrosprejem.

Problémem pii analyze celych proteintl je zejména vysoka molekulova hmotnost proteinti
a trojrozmérnd struktura, ¢imz se v mnoha ptipadech vyrazné komplikuje déleni v separacnim
systému a nésledna identifikace proteinu. Obecné je to technika méné¢ citliva, pomérné€ pracna,

vyzaduje velké mnozstvi vzorku, a proto se v klinické praxi bézn€ neuplatiuje [6,7].
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Alternativnim piistupem k top-down proteomice je strategie middle-down. Jedna se o po-
mérné novy piistup vyuzivajici omezeného Sté€peni proteind, kdy vznikaji peptidy delsi nez
u pfistupu bottom-up, zhruba o délce 3-50 kDa. Tyto polypeptidové useky umoziuji ¢aste¢nou
charakterizaci velkych proteint a vétsi specifitu proteoforem [2,6]. Uplatnéni nachazi zejména
pfi zjednoduSovani experimentti, napt. k oddélovani lehkych a tézkych fetézct pred analyzou

hmotnostni spektrometrii [8].

1.3 Priprava vzorku

Pii pfipravé vzorku pro proteomickou analyzu je dulezité vzit v tivahu typ vzorku, resp.
biologického materialu, cil analyzy i1 planované proteomické techniky. V néslednych podkapi-

tolach budou predstaveny jednotlivé stézejni kroky pfti ptipraveé proteomického vzorku.

1.3.1 Dezintegrace bunék a solubilizace proteini

Proteiny Ize obecné ziskat z n¢kolika forem vstupniho materidlu. K uvolnéni proteinti
z buné&¢nych a tkanovych vzorki je potieba rozbit jejich struktury — homogenizovat vzorek.
Krom¢é mechanické homogenizace je ¢asto vyuzivano metod fyzikalnich — ultrazvuku (napf.
sonikace Vv lazni) ¢i tlaku (tzv. frenchpress) a chemickych — enzymaticky ¢i osmotickou lyzou.
Proteiny, které byly nékterou z téchto technik uvolnény, se extrahuji pomoci riznych pufri
nebo roztoku obsahujici vhodné detergenty. Pouzivanim detergentd (napi. dodecylsulfat sodny
nebo deoxycholat sodny) se vyrazné zvysuje rozpustnost proteinli a n€kdy i usnadiiuje proces
nasledného enzymatického $tépeni proteint [9]. Zaroven je tieba zabyvat se kompatibilitou né-
kterych detergentti s naslednymi kroky pfipravy a analyzy vzorku. PfedevSim je nutné odstranit
tyto nezadouci latky pfed analyzou kapalinovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii
(LC-MS).

1.3.2 Deplece

V ptipadé analyzy vzorkl krevni plazmy je situace komplikovana piredevsim velkym roz-
sahem koncentraci proteinti pfitomnych v plazmé. Nékolik nejzastoupenéjsich proteinli zde
tvoii pfevaznou ¢ast absolutniho mnozstvi proteintl, coz velmi znesnadniuje analyzu ostatnich
proteint pfitomnych v nizSich koncentracich. Potencialni biomarkery se v plazmé vyskytuji
ve velmi nizkych koncentracich, jejichZ analyzu komplikuje nadbytek albuminu a dalSich vy-
soce koncentrovanych proteini [10]. Proto se ¢asto pouziva krok odstranéni nejzastoupenéjsich

proteind (deplece), napt. pomoci afinitni chromatografie. K odstranéni téchto abundantnich
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proteinti pomoci bioafinitni chromatografie se vyuziva deplecnich kolon pro pouziti v kapali-
novém chromatografu nebo jednorazovych deplecnich kolonek. Ob¢ dveé uspotadani vyuzivaji
principu specifické interakce vybranych abundantnich proteinti S imobilizovanymi protilatkami

a umoznuji vyrazné snizit koncentraci téchto zastoupenych proteint ve vzorku [11].

1.3.3 Stanoveni koncentrace proteinii ve vzorku

Aby bylo mozné v naslednych krocich ptipravy zvolit optimalni podminky (napt. mnoz-
stvi nanaseného vzorku), je nutné stanovit koncentraci proteinu v daném analytu. Ke zjisténi
této koncentrace v pribéhu pripravy vzorku se pouzivaji zpravidla spektrofotometrické metody.
Principem spektrofotometrickych metod je méteni absorbance jednotlivych komponent pro-
teinll nebo specifického barevného produktu reakce vhodného ¢inidla s proteiny. Ptikladem je
metoda stanoveni kyselinou bicinchoninovou (BCA), jejimz principem je redukce méd’natych
kationtt peptidovymi vazbami proteini v alkalickém prostiedi. Méd'né kationty jsou dale che-
latovany BCA za vzniku komplexu cerveného zbarveni. Intenzita zabarveni je pak pifimo

umérna koncentraci proteint ve vzorku [12].

1.3.4 Redukce, alkylace

Dalsim neméné dulezitym krokem je rozruseni disulfidickych mastkd mezi cysteiny
vhodnymi redukénimi €¢inidly. Tim dojde k rozvolnéni trojrozmérné struktury proteind, coz je
dilezité pro efektivitu nasledného Sté€peni. Nejpouzivanéjsimi redukénimi €inidly jsou dithio-
treitol, 2-merkaptoetanol ¢i tris(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP). K zabranéni opétovné oxidaci
cysteinll @ moznému znovuvytvoieni ndhodnych disulfidickych vazeb je nutné zablokovat
volné reaktivni sulthydrylové skupiny, napt. vnesenim alkylového zbytku — alkylaci. Mezi za-

stupce alkylacnich ¢inidel patii jodoacetamid (IAC), kyselina jodoctova a akrylamid [13].

1.3.5 Stépeni proteini

vvvvvv

omickou analyzu strategiemi shotgun, ptip. bottom-up. Tyto pfistupy se pouzivaji mnohem cas-
t&ji nez top-down proteomika, nebot’ analyza peptidii je Casto technicky snaze proveditelna.
Nejcastéji je $tépeni proteini provadéno enzymaticky (typicky s pouzitim trypsinu), ktery spe-
cificky $tépi proteinovou strukturu za argininem a lysinem (s vyjimkou, kdy je pfedchazejici
aminokyselinou prolin). Vzniklé peptidy jsou vétSinou svou velikosti vhodné pro MS analyzu,

bazické zbytky aminokyselin na C-koncich peptidii navic usnadnuji piijeti protonu pfi ionizaci
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peptidt. Dalsimi proteolytickymi enzymy jsou naptiklad chymotrypsin, LysC a jiné endopro-
teinazy [14].

1.3.6 Purifikace peptidické smési

Purifikace peptidu je proces, béhem kterého jsou ze vzorku odstranovany nezadouci
slozky (napf. soli, zbytky alkylacnich a redukcnich reagencii atd.), diky tomu se ziska analyt
Vv Cistsi formé a Casto se v tomto krokl také provadi jeho zakoncentrovani. NejbéznéjsSim zpu-
sobem je technika extrakce na pevné fazi s vyuzitim SPE-kolonek. Principem této metody je
zachycovani molekul analytu na pevném sorbentu kolonky, ptes niz analyt protéka rozpustén
ve vhodné mobilni fazi. Po promyti zachyceného analytu se provadi jeho eluce pomoci mobilni

faze s vyssi elu¢ni silou a dochazi k uvolnéni analytu z dané chromatografické stacionarni faze

[15].

1.4 Separacni techniky v proteomice

Proteiny se v biologickych vzorcich vyskytuji ve velmi vysokém poctu a Siroké koncen-
tracni Skale. Soucasné analytické metody, zejména pro proteomiku kli¢ova hmotnostni spek-
trometrie, nejsou schopny takovy rozsah pokryt najednou, a je proto nutna piedchozi Gprava,
frakcionace a separace vzorkd. Proteinové ¢i peptidové komplexni smési se tak nejcastéji sepa-
ruji za pouziti chromatografickych a elektroforetickych metod.

Elektroforetické metody se v proteomice pouzivaji nejcastéji na separaci intaktnich pro-
teint, zatimco chromatografické metody jsou aplikovany jak na separaci proteinti, tak i na se-
paraci nastépenych peptidil. Castou aplikaci chromatografickych metod je pak separace pepti-

dickych smési na reverzni fazi ve spojeni s LC-MS.

1.4.1 FElektroforetické separace

I1zoelektricka fokusace

lzoelektricka fokusace (IEF) je separacni metoda, ktera umoziuje déleni proteini dle
svého izoelektrického bodu (pl) v gradientu pH. Separace je zavisla na migraci proteind v pro-
sttedi s proménlivym pH okoli. Proteiny, ptipadné peptidy se vlivem elektrického proudu po-
hybuji v gelu s pH gradientem dokud se nedostanou do mista o takovém pH, které je rovno jeho

hodnoté pl. V tomto misté se protein prestane pohybovat a je zde zaostien [12].
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Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti dodecylsulfatu sodném

Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-
PAGE) je technika slouZici k separaci a identifikaci proteinti. V SDS-PAGE se latky déli pie-
devsim dle své molekulové hmotnosti, a to diky dodecylsulfatu sodnému (SDS), ktery zptsobi
jejich zaporné nabiti a zaroven, spolecné se zahtatim, denaturaci proteind. Polyakrylamidovym
gelem tak putuji nejrychleji proteiny s nejmensi molekulovou hmotnosti, naopak proteiny s vel-
kou molekulovou hmotnosti se pohybuji gelem pomaleji. Orienta¢ni molekulovou hmotnost
proteinu pak lze urcit porovnanim se standardem o znamé molekulové hmotnosti.

Obé metody (IEF a SDS-PAGE) se uplatiuji ve dvourozmérné separaci proteint v poly-

akrylamidové gelové matrici.

Dvourozmérna gelova elektroforéza

Dvourozmérna gelova elektroforéza (2-DE) patii mezi prvni techniky pouZzivané v prote-
omice. Jde o separa¢ni metodu, pfi niZ jsou proteiny separovany nejprve IEF a v druhém roz-
méru 2-DE jsou proteiny déleny pomoci SDS-PAGE. 2-DE ma velmi vysokou rozliSovaci
schopnost pro proteiny (nékolik stovek az tisicti proteinovych forem na jednom gelu). Separo-
vané proteiny jsou nejcastéji detekovany pomoci viditelného barveni (Coomassie Brilliant
Blue, stfibrné barveni), fluorescen¢nim barvenim, imunodetekci ¢i ,,blottingem* [16]. Takto
rozd€lené proteiny mohou byt v gelu nastépeny na peptidy, tyto peptidy jsou pak z gelu extra-

hovany a analyzovany pomoci hmotnostni spektrometrie.

1.4.2 Chromatografické metody

Kapalinova chromatografie na reverzni fazi

Pro separaci peptidil ve smési se vV proteomice nejcastéji pouziva kapalinova chromato-
grafie na reverzni fazi (RPLC). Principem této metody je distribuce latek mezi stacionarni
a mobilni fazi na zaklad€ nepolarnich interakci. Stacionarni fazi je zpravidla povrchové modi-
fikovany silikagel, jehoZ hydroxylové skupiny jsou nej€astéji substituovany oktadecylovym fe-
tézcem (C18) [17]. Mobilni fazi protékajici kolonou je nejbéznéji smés vody a organického
rozpoustédla (napf. acetonitril, methanol). Taktéz se do mobilni faize mohou ptidat modifika-
tory pro zlepSeni separacni selektivity. NejpouzivanéjSim modifika¢nim ¢inidlem je kyselina
trifluoroctova nebo fosforecna [18], nicméné pro kombinaci s hmotnostni spektrometrii se po-
uziva napt. kyselina mravenci. Mechanismus separace je zalozen na mife nepolarnich interakci

pii gradientové eluci peptidu, ktera je v pribéhu separace ovliviiovana zvySujici se koncentraci
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organického rozpoustédla v mobilni fazi. Na zacatku separace jsou eluovany vice polarni pep-
tidy, zatimco mén¢ polarni peptidy vice interaguji s hydrofobnimi skupinami stacionarni faze,
a jsou eluovany tudiz pozdéji.

RPLC je pouzivana pro separaci peptidil pro své jednoduché pouziti s gradientovou eluci,

kompatibilitu mobilnich fazi s pozd¢&jsi MS detekci a vysokou separaéni uc¢innost [19].

Iontové vyménna chromatografie na silném katexu

lontové vymeénna chromatografie na silném katexu (SCX) byla v této praci pouzita jako
frakcionacni technika, kterou bylo nutné v ramci experimentalni prace optimalizovat. Jedna se
0 druh iontoveé vyménné chromatografie, ktera se vyuziva k déleni molekul dle jejich naboje.
Konkrétn¢ kation-ménicova chromatografie pouziva zdporné nabitou ionto-méni¢ovou prysky-
fici s afinitou k molekulam majici kladny naboj.

Néboj proteinu souvisi s pl a je tedy zavisly na hodnoté pH okolniho prostiedi. V ptipadé,
ze je pH rovno pl proteinu, protein ma celkové nulovy naboj. Pti pH < pl, protein nese kladny
naboj, naopak pokud se pH pufru zvysi nad hodnotu pl proteinu, naboj proteinu je zaporny [20].
Proteiny s riznou hodnotou pI maji pii daném pH rozdilné hodnoty naboje, tim padem maji
odlisné afinity ke kladné nabitym povrchovym skupindm na casticich aniontového vyménného
média. Mechanismus retence analytii je zalozen na principu elektrostatické pritazlivosti mezi
analytem a funk¢énimi skupinami stacionarni faze, které maji opa¢né naboje [21].

K eluci muze dojit dvéma mechanismy — gradientem soli nebo gradientem pH. Pti vyuziti
gradientu soli se postupnym zvySovanim koncentrace soli jako prvni eluuji slabé vazané pro-
teiny, az jsou nakonec eluovany proteiny vazané nejsilnéj$imi nabojovymi interakcemi. Eluce
pH gradientem probiha tak, ze se v prib&hu eluce méni hodnota pH mobilni faze. Pokud k se-
paraci dochazi na silném katexu, zvySeni pH pufru mobilni fdze znamena, Ze ma molekula
mensi kladny naboj a iontova interakce proteinu se zaporné nabitymi funkénimi skupinami sta-
cionarni faze je mensi, dojde tak k poklesu retence [22,23].

Ptestoze je SCX vhodné pro vicerozmérné proteomické separace, limitaci této techniky
je predevsim nizsi rozliSovaci schopnost [24]. Své uplatnéni nalezla ptedevsim v technologii
multidimenziondlni proteinové identifikaci (MudPIT) pro shotgun proteomickou analyzu pep-
tida [25].

Hydrofilni interak¢ni kapalinova chromatografie

Hydrofilni interakcéni chromatografie (HILIC) s normalni fazi se nejcastéji pouziva pro

oddéleni polarnich a hydrofilnich analytl. Tato separace vyuziva hydrofilni staciondrni faze

(napf. kyano-, diol-, amino-vazané skupiny) [26] a hydrofobni organické roztoky jako mobilni
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fazi. K eluci dochazi zvysenim polarity mobilni faze, a to bud’ snizenim koncentrace organic-
kého rozpoustédla, nebo zvySenim koncentrace soli (v zavislosti na staciondrni fazi). Nejprve
jsou eluovany méné polarni peptidy a nakonec nejpolarnéjsi peptidy [27,28].

Existuje n€kolik riiznych stacionarnich fazi vyuzivanych v HILIC, napft. derivatizovany
oxid kiemicity, polysulfoethyl A, PolyWAX ¢i zwitteriont (ZIC-HILIC) [26]. Tyto nosice sta-
cionarni faze se 1iSi mechanismem, jakym dochdzi k oddéleni analytu, ale vSechny nosice tvofi
hydrofilni vrstvu kolem funk¢nich skupin, ktera silné interaguje bud’ s polarnimi nebo hydro-
filnimi slou¢eninami.

V piipad¢€ separace s pouzitim iontové napIn¢ (napi. kolonky s Polyhydroxyethylem A),

se vyuziva se rostouci gradient soli [28].

1.5 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickda metoda, kterou lze pievést molekuly analytu
na ionty, separovat je dle poméru hmotnosti a naboje (M/z) a nasledné zaznamenat intenzitu
téchto iontl. Hlavni ¢asti hmotnostniho spektrometru je iontovy zdroj, V némz probihd ionizace
vzorku, tj. pfevedeni neutralnich molekul vzorku na nabité ¢astice — ionty.

Volba druhu ionizaéni techniky zavisi na povaze analytu a zpusobu separace. Mezi nej-
stars$i techniky patii elektronova ionizace. Pro t€kavé latky je vhodna ionizace polem a che-
micka ionizace. Mezi novéjsi ionizacni techniky patii napf. chemicka ionizace za atmosféric-
kého tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) ¢i ionizace desorpnim elek-
trosprejem (DESI) [29]. RozliSujeme tzv. tvrdé a m&kké ionizaéni techniky. Béhem tvrdé ioni-
zace analyt ziska nadbytek energie, a tak dojde krom¢ tvorby iontu i k fragmentaci molekul.
Do této kategorie spada napf. elektronova ionizace (vznikaji ionty s lichym poc¢tem elektron;
pro termostabilni a t&kavé latky). Setrn&jsim zpiisobem je ionizace m&kka, kdy dodana energie
je dostate¢na k ionizaci, ale k fragmentaci pfi ni dochazi jiz minimalné. V dusledku ion-mole-
kularnich interakci vznikaji hlavn€ ionty se sudym poctem elektront. Mékké ioniza¢ni techniky
jako jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) pfispély
k prudkému rozvoji proteomiky [29,30].

Analyzované latky jsou v iontovém zdroji pfevedeny na ionty v plynném skupenstvi
a Vv takové fazi nasledné smétuji pitimo do hmotnostniho analyzatoru. Nasledn¢ jsou ionty se-
parovany v hmotnostnim analyzatoru dle jejich poméru hmotnosti a naboje (m/z). Tento dgj
probihé za vysokého vakua, pro které jsou nutnosti vykonné vakuové pumpy. Separace kom-

plexnich smési na jednodussi frakce vyuziva riznych fyzikélnich principt. Mezi nejpouziva-
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néjsi patii odliSnd stabilita oscilaci iontl ve stejnosmérném a stiidavém napéti (kvadrupol, ion-
tova past), rizn€ dlouhy cas letu iontd (TOF — analyzator doby letu), rizna frekvence harmo-
nickych oscilaci (Orbitrap) nebo vyuziti odliSné absorpce energie pii pohybu iontt v kombino-
vaném elektrickém a magnetickém poli (iontova cyklotronova rezonance). Obecné je béhem
proteomické analyzy komplexnich smési vzorek separovan nejcastéji gelovou elektroforézou
¢i HPLC. Nasleduje vlastni analyza separovanych smési v hmotnostnim spektrometru. Pfimo
1ze analyzovat pouze jednodussi vzorky.

Po separaci v hmotnostnim analyzatoru jsou ionty detekovany a dochazi k tvorbé a zesi-
leni signdlu. Tak se ziskd vysledny zaznam — hmotnostni spektrum, coz je grafické znazornéni

zavislosti intenzity iontl na jejich poméru m/z.

1.5.1 Iontové zdroje vyuzivané v proteomické analyze

V proteomice se v soucasnosti pro analyzu biologickych makromolekularnich latek pou-

zZivaji zejména ESI, nanoESI a MALDI [31].

lonizace elektrosprejem

lonizace elektrosprejem (ESI) je v dne$ni dobé nejpouzivanéjsi technika pro spojeni
HPLC-MS. Patii mezi mékkeé ionizaéni techniky, béhem kterych maji vznikajici ionty relativné
malou vnitini energii a jejich fragmentace je omezena. Klicovou vlastnosti pro analyzu bio-
makromolekularnich latek je tvorba vicendsobné nabitych iontd. Jejich signal 1ze pozorovat pti
niz§ich hodnotach m/z, a tim je umoznéno pouzit k analyze hmotnostni analyzatory s omeze-
nym rozsahem. Nevyhodou je, Ze jedna latka poskytuje n¢kolik signalli, coZ zhorSuje piehled-
nost vysledného hmotnostniho spektra [30].

Proces ionizace probiha tak, ze analyzovany roztok vzorku je veden kapilarou, kde se
pusobenim silného elektrického pole oddéli kationty a anionty. lonty jsou vypuzeny z kapilary
Vv zavislosti na polarité pole. Kapicky vzniklé na vystupu z kapilary jsou zmlZeny plynem a ne-
sou na svém povrchu naboj. Jakmile se zane odpatovat rozpoustédlo, zvysi se hustota povr-
chového naboje, a to vede k rozpadu na jesté mensi kapicky a rozd€leni ptivodnich naboju (tzv.
Coulombicka exploze). Opakovéanim tohoto dé€je se uvolni vicendsobn¢ nabité ionty, coz je vy-
hodné pro umoznéni analyzy vétSich molekul. Ionty jsou poté transportovany do hmotnostniho
analyzatoru [32].

Miniaturizace této techniky vedla ke konstrukci nanoelektrosprejové ionizace, ktera pra-

cuje s prutoky v fadech desitek nanolitri za minutu [33].
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Laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice

Laserova desorpce a ionizace za ucasti matrice (MALDI) umoznuje odpaieni a ionizaci
netékavych biologickych latek piipravenych v pevném skupenstvi. MALDI je technikou mékké
ionizace, ktera byla poprvé pouzita koncem 80. let za ucelem analyzy biologickych vzorki ma-
lych velikosti [34].

Pfed samotnou ionizaci je vzorek aplikovan na nanaseci desticku a poté je pfes néj na-
vrstvena matrice. Tou je obvykle organicka kyselina schopna absorbovat energii laseru, jako je
napf. a-kyano-4-hydroxyskoficova kyselina. Takto pfipraveny vzorek je pulzné ozafovan lase-
rem. Energii laserového paprsku absorbuje pfevazné matrice, ¢imz je analyt chranén pted ener-
gii laseru. Odpafovanim ¢astic matrice dochdzi k strhavani molekul analytu a ptfevedeni
do plynného skupenstvi. Molekuly matrice jsou excitovany a ionizuji molekuly analytu pro-
stfednictvim ptenosu protonu, kvili ¢emuz je nutna kysela povaha matrice. Vznikaji ptevazné
jednou nabité ionty, které jsou elektrickym polem urychlovany do hmotnostniho analyzatoru
[35]. MALDI je nejcastéji vyuzivano k ionizaci molekul o vysoké molekulové hmotnosti, jako
jsou peptidy, proteiny a polysacharidy. Nakonec jsou vzniklé ionty méfeny nejcastéji pomoci
TOF [36].

1.5.2 Analyzatory vyuZzivané v proteomické analyze

V okamziku, kdy jsou neutralni molekuly jiz ptevedeny v iontovém zdroji na ionty, vstu-
puji do hmotnostniho analyzatoru. Zde dojde k rozdé€leni iontd dle jejich poméru m/z. Kvalitu
rozdéleni iontl 1ze vyjadfit rozliSovaci schopnosti, coz je pomér m/z ku $iice celého piku v po-

loving jeho vysky [37].

Analyzator doby letu

Analyzator doby letu (TOF) je zalozen na principu dé€leni iontt s riiznym m/z v Case, pii-
c¢emz ionty se pii pohybu trubici o zndmé délce pohybuji riiznou rychlosti. V ptipadé, Ze jsou
ionty se stejnym nabojem 1 pocatecni rychlosti urychleny stejnym napétim, dorazi na detektor
teoretického horniho limitu hmotnostniho spektra. Znamena to, Ze principialné je mozné pouzit
TOF k analyze jakkoli velkych m/z. Prakticky je zde ale limitace jejich detekce, nebot’ velmi
pomalé ionty dopadem na detektor zplisobi nedostate¢nou odezvu, coZ se projevi nizkou citli-
vosti. Tyto detektory je relativné snadné miniaturizovat a také vyuZit pro ziskdni tandemovych
hmotnostnich spekter [38,39]. Nejcastéji se TOF pouziva ve spojeni s MALDI iontovym zdro-
jem [40].
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Kvadrupél

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator se sklada ze ¢tyt vzdjemné rovnobéznych tyci, kde
jsou jednotlivé ionty déleny na zaklad¢ jejich poméru m/z. Principem je dé¢leni dle stability
svych drah v elektrickém poli, které je piivadéno na tyce [29]. Pii uréité velikosti a poméru
napéti prochazi pouze ionty s ur¢itym m/z, kdy pii zméné napéti projdou dané ionty a ostatni

zustavaji zachyceny na sténach.

Linearni iontova past

lonty jsou v linearni iontové pasti zadrzovany v centralni ¢asti zafizeni, na které je vlo-
zeno stiidavé napéti. Nasledné jsou vypuzeny ve sméru osy a nasméfovany k detektoru. Ana-
lyzatory jsou relativné levné, rychlé a citlivé. VétSiho rozliSeni 1ze dosdhnout zapojenim

do hybridnich analyzatort, které zastupuje napt. FT-ICR [37].

Orbitrap

Orbitrap (n€kdy téz nazyvany orbitalni past) patii mezi novejsi hmotnostni analyzatory.
Diky vyuziti Fourierovy transformace v sobé kombinuje separacni, ale i detek¢ni ¢ast [41].
Od ostatnich hmotnostnich analyzatori se odliSuje tim, Ze k zachyceni ionti nevyuZziva vyso-
kofrekvencni ani magnetické pole, ale zadrzuje je vyhradné v elektrickém poli. Konstrukéné se
jedna o dvé elektrody — vnéjsi a centralni, mezi nimiz je potencial cca 3000 V (Obrazek 1 na-
hote). Na centralni elektrod¢ dochézi k radidlnimu pohybu iontli. Sou€asné ionty osciluji kolem
své osy, pficemz frekvence je charakteristicka pro ionty s uréitym m/z. Frekvence oscilaci jsou
snimany a pomoci Fourierovy transformace pfevedeny na hmotnostni spektrum (Obrazek 1
dole) [42]. Vyhodou Orbitrapu je vysoka rozliSovaci schopnost a spravnost méteni [43], naopak

jeho limitace spocivaji v omezené senzitivité a rozsahu m/z [37].

1. Transient 2. Mass Spectrum
> Fourier
'E i Transform
T

time (ms)

Obrazek 1: Princip funkce Orbitrapu. Prevzato z [44].
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Hybridni analyzatory

Jako hybridni se oznacuji takové hmotnostni spektrometry, které jsou slozené ze dvou,
piipadné vice rtiznych analyzatort. Kombinaci rtiznych typii analyzatort jsou potlaceny nedo-
statky a umocnény vyhody, ¢imz dojde k celkovému zlepSeni vlastnosti ptistroje a vysledkl
analyz. Hybridni analyzatory nalézaji uplatnéni v tandemové hmotnostni spektrometrii, kdy na-
ptiklad mezi zastupce hybridnich analyzator patii kombinace kvadrupodlového analyzatoru
s analyzatorem doby letu (Q-TOF). Tento typ analyzatoru se pouziva v kombinaci s technikami
ultravysokoucinné kapalinové chromatografie (UHPLC), jelikoZz vynika vysokym rozli§enim
a rychlosti sbéru dat [45]. V soucasnosti je patrné nejpouzivané;si pouziti kombinace kvadrupo-

lového analyzatoru, kolizni cely a Orbitrapu (Q-Exactive) [46,47].

1.5.3 Detekce iontii v hmotnostné-spektrometrické analyze

Detektor je posledni komponenta hmotnostniho spektrometru, kde dochazi k prevedeni
proudu ionta leticich z analyzatoru na méfitelnou veliinu, ¢im je elektricky proud. Ten je
umérny poctu iontli a specifickému poméru m/z. Signal je po zesileni pieveden do digitalni
podoby, jehoz vysledkem je hmotnostni spektrum. Detektory jsou nedilnou soucasti hmotnost-
nich spektrometri, vyjma téch, kde je analyzator Orbitrap ¢i FT-ICR, v nichZ dochézi zaroven

k separaci i detekci iontt [29].

Elektronovy nasobic
Nejcastéji pouzivanym detektorem je elektronovy ndsobic tvofeny sérii dynod. Pfi narazu
iontu do prvni z nich dojde k emisi elektront a ty dopadem na druhou dynodu vyrazi dalsi elek-

trony. Takto vznika elektricky proud, ktery je sérii dynod zesilovan [48] .

Fotonasobi¢

Fotonasobi¢ je detektor elektromagnetického zafeni v UV, VIS a IR oblastech. Detekce
iontll probihd tak, ze je pfed fotondsobi¢ umisténa fosforova desticka, na niz dopadaji Castice
z konverzni dynody. Tim dojde k emisi fotont, které dale dopadaji na fotokatodu, kde jsou
vlivem fotoelektrického jevu emitovany elektrony a stejné jako v elektronovém nasobici je Sig-
nal dale zesilovan. Fotonésobic je citlivy detektor vyznacujici se dlouhou zivotnosti diky ulo-
zeni v uzavieném systému (V pfitomnosti) vakua, ¢imz se zabrani piipadné nezadouci kontami-

naci [49].

Faradayiiv detektor
Faradaytv detektor se sklada z ploché elektrody, ktera sbird ionty. Ty jsou neutralizovany

pfenosem elektrontl, které byly emitovany z povrchu dynody. Indukovany proud je zesilovan
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a zaznamenavan. Jednd se o pomérné malo citlivy, ale robustni detektor, ktery je vhodny

zejména pro analyzu poméru izotopu [50].

Detekce ionti v Orbitrapu

Orbitrap je zarovenn hmotnostnim analyzatorem i detektorem. Ionty vstupujici do Orbit-
rapu za¢nou oscilovat a tyto oscilace jsou detekovany elektrodami. Pomoci Fourierovy trans-
formace jsou jednotlivé frekvence izolovany a nasledné prevedeny na hmotnostni spektrum

[41].

1.6 Bioinformatické zpracovani dat v proteomice

Nedilnou ¢asti proteomické analyzy je zpracovani naméienych dat ziskanych hmotnostni
spektrometrii. Identifikace proteint je umoznéna diky databazovym vyhledavacim programim,
které pracuji na principu srovndvani dat ziskanych experimentdlné s informacemi ulozenymi
v databazi. Aby byl protein identifikovan, musi dojit ke shodé mezi témito informacemi, pfi-
¢emz mira shody je popsana urcitym skore ¢i pravdépodobnosti.

Klicovou roli hraji dostupné databaze sekvenci proteinti. Jednim z dulezitych zdroji
téchto sekvenci je UniProt. Sekvence proteinti odsud ziskané jsou pak dilezitym vstupnim uda-
jem do bioinformatickych programovych nastrojii. Tyto nastroje v sobé Casto zahrnuji nejen
prosté databazové vyhledavani a identifikaci proteinti, ale 1 pokrocilé metody relativni protei-

nové kvantifikace v proteomickych studiich a statistické interpretace ziskanych vysledkd.

Proteome Discoverer

Software Proteome Discoverer zahrnuje zpracovani vysledkd méfeni z mnoha moznych
proteomickych postupt — 0d identifikace proteind a peptida pfes analyzu posttransla¢nich mo-
difikaci peptidd az po label-free kvantifikaci a izobarické nebo metabolické znaceni. Podporuje

vice algoritmt pro vyhledavani v databazich (SEQUEST, Amanda, Mascot a Byonics) [51].

MaxQuant

MaxQuant je softwarovy balicek urceny k proteomické analyze velkych soubori hmot-
nostné-spektrometrickych dat. Zamétuje se predevsim na MS data s vysokym rozliSenim. Soft-
ware MaxQuant podporuje analyzu vice typt znaceni proteomickych vzorkt, jakoz i analyzu
proteomickych vzorkl bez izotopového znaceni. Software je volné dostupny ke stazeni a pou-
zivani. Zahrnuje vyhledavaci program Andromeda a aplikaci pro kontrolu nezpracovanych dat
a identifikaci a vysledky kvantifikace. Pro statistickou analyzu nabizi software Perseus, ktery
napomahd vyzkumnikim pfi interpretaci dat z kvantifikace proteinovych vzorkd, interakce pro-

teintl a postranslacnich modifikaci. Perseus obsahuje komplexni portfolio statistickych nastroji
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pro vicerozmérnou analyzu dat zahrnujici normalizaci, analyzu asovych fad, testovani hypotéz

apod. [52,53].

1.7 Kvantitativni proteomicka analyza

Identifikace jednotlivych proteind v daném vzorku je dulezitd, nicméné hlavnim princi-
pem komparativni proteomické analyzy je zjiStovani koncentrac¢nich rozdilti mezi jednotlivymi
vzorky. Tyto diference v kvantité proteint totiz mohou odrazet vyznamné biologické zmény
Vv organismu.

Zasadnim aspektem proteomického vyzkumu je soub&zné identifikace a kvantifikace
koncentraci proteinti exprimovanych buitkami nebo tkanémi béhem fyziologickych a patolo-
gickych stavl. Informaci o kvantité proteint Ize ziskat bud’ denzitometricky pti dvourozmérné
elektroforéze, nebo pomoci MS. Pro relativni i absolutni kvantifikaci proteinli se v hmotnostni
spektrometrii ¢asto vyuziva znaceni stabilnimi izotopy. Stabilni izotopové znacky detekované
v MS/MS poskytuji celou fadu vyhod, jako je analyza vice vzorkd v jedné analyze ¢i nizké
pocty nekvantifikovanych proteint napti¢ vzorky tzv. missing values. Nevyhodou je mozZnost
nechténé koizolace vice peptidi v jednom fragmentacnim okné, coz muze vést k nepfesné
kvantifikaci proteinti. Dal$i moznosti je kvantifikace bez tohoto znaceni — tzv. label-free me-
tody, kdy je informace o kvantité ziskavana piimo z hmotnostnich spekter [54].

Znaceni pii kvantitativnim proteomickém experimentu zahrnuje rtizné zpiisoby, pii nichz
jsou proteiny ¢i peptidy znaceny a nésledné analyzovany MS. Relativni kvantifikace je poté
provedena tak, Ze se porovnavaji intenzity signalii peptidovych part pozorované v odpovidaji-

cich hmotnostnich spektrech.

kvantitativni techniky proteomické analyzy

metody zalozené metody hmotnostni spektrometrie zalo-
na 2D-PAGE zené na znaceni stabilnimi izotopy
metabolické znaceni in vivo znadeni in vitro

chemické izotopové znadeni  enzymatické **0 znadeni

Obrazek 2: Klasifikace soucasnych kvantitativnich proteomickych technik.
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Kvantitativni proteomika vyuzivajici MS analyzy se déli dle toho, jakym zptisobem do-
chézi k inkorporaci stabilnich izotopovych znacek do aminokyselinové sekvence proteinu. Izo-
topicky lze znacit proteiny ptimo v buné¢nych kulturach ¢i vyssich organismech — in vivo (me-
tabolické znaceni), nebo v proteinovych ¢i peptidovych vzorcich — in vitro (enzymatické a che-
mické znaceni) [55]. Obrazek 2 uvadi piehled téchto technik.

Dutlezitym parametrem téchto technik je reprodukovatelnost, ktera miize byt snizena vne-
senim chyb (pfedevsim pfii piipravé vzorku) béhem celého procesu znaceni. Naopak moznost
paralelniho zpracovani vzorki, kdy po oznaceni vzorkl stabilnimi izotopy probiha jejich ana-
lyza soubézné, reprodukovatelnost metody zvysuje.

V idealnim ptipad¢ by izotopové znacky mély byt vysoce reaktivni, aby bylo zajisténo
kompletni a reprodukovatelné oznaceni cilové struktury. Tyto znacky by mély byt stabilni a re-
agovat s obvykle se vyskytujicimi funk¢énimi skupinami v proteinech. Aby nevznikala interfe-
rence jednotlivych pikti v hmotnostnim spektru, je dilezity dostateCny hmotnostni rozdil
»lehké“ a . tézké™“ znacky. V neposledni fadé¢ musi byt izotopové znacky financné dostupné
[56].

Vsechny tyto techniky kvantifikace pomoci stabilnich izotopovych znacek maji své silné
a slabé stranky, a proto je dulezité zvolit spravnou metodu s ohledem na typ vzorku a tcel ce-

1€¢ho experimentu. Zminénym technikdm bude vénovan prostor nize.

1.7.1 Dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza

Dvourozmérna diferen¢ni gelova elektroforéza (2D-DIGE) ptedstavuje modifikaci kla-
sické 2-DE a byla vyvinuta v 90. letech 20. stoleti. Proteinové vzorky se znac¢i pomoci flu-
orescencnich barviv CyDyes™. Na jeden gel je moZzné pied d€lenim nanést az tfi barviva, tzn.
Ize oproti klasické 2-DE separovat az tii rizné vzorky najednou [57]. Jednotlivé fluorescenéni
barvy se mezi sebou lisi vinovou délkou emitovaného a excitovaného svétla. Po oznaceni se
vzorky smichaji a nasleduje 2-DE vcetné identifikace konkrétnich proteintt hmotnostni spek-

trometrii [58].

1.7.2 Metabolické znacéeni

Metody metabolického znaceni vyuzivaji biologické inkorporace stabilnich izotopovych
znacek piimo do proteind zivych bunék, jedna se tedy o techniku in vivo. Kultiva¢ni médium
obsahuje izotopicky znacené aminokyseliny, diky ¢emuZ probih4 riist a déleni bunék jiz sou-
béZné se znacenim. Tento zplsob znaceni je omezen na pouziti u vzorkd, ve kterém jsou bunky

metabolicky aktivni. Nelze pouzit na vzorky tkani a télnich tekutin [55].
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SILAC

Technika SILAC (Stable Isotope Labelling by Amino in Cell Culture) vyuziva izotopové
znacené aminokyseliny, které se v prub¢hu kultivace bunék inkorporuji do sekvence proteinu.
Principem je tedy piimé pfidani aminokyselin znac¢enych stabilnimi izotopy do bunééného mé-
dia. Bunky jsou péstovany ve dvou odlisnych kultiva¢nich médiich. Prvni — ,,lehké” médium
obsahuje aminokyseliny s piirodnim izotopem (H, 12C, 1*N), ve druhém — ,,t&zkém* médiu jsou
aminokyseliny zna¢eny stabilnim izotopem (?H, 3C, ®N). Nejvice vyuzivanym zpisobem je
13C a ®N znaceni argininu a lysinu, protoZe rutinné pouzivany proteolyticky enzym trypsin je
schopen specificky §tépit karboxylové konce téchto aminokyselin. Oznaéeny jsou tudiz jen
konkrétni aminokyselinové zbytky. Tato kombinace umoziuje kvantifikaci tryptickych pep-
tidd, coz celkové zlepSuje miru pokryti proteomu [59].

Nasleduje dostate¢ny pocet bunéénych cyklt — déleni (minimalné 5) [55], $tépeni pro-
teinil a analyza pomoci kapalinové chromatografie s tandemovou hmotnostni spektrometrii
(LC-MS/MS). Kvantifikace je zalozena na méfeni poméru znacenych a neznacenych peptida.
Intenzity signalu z lehkych a tézkych vzorki umoziiuji kvantitativni srovnani jejich zastoupeni
ve smési [60,61].

SILAC je v soucasnosti velmi dobfe dostupna metoda kvantitativni proteomiky s dosta-
teCnou spolehlivosti a robustnosti, vhodna zejména pro rozsahlé soubory vzorkl savcich bu-
nécnych linii kviili neschopnosti syntetizovat v§echny aminokyseliny. Nevyhodou této techniky

je moznost identifikovani mensiho mnozstvi proteinti a delsi doba trvani celé analyzy [55,62].

1.7.3 Enzymatické znaceni

Enzymatické znadeni s vyuzitim 20 je jednoduché technika vhodna ke znadeni peptidi
v pfitomnosti H>'®0. Obvykle pouzivanou protedzou je trypsin katalyzujici vyménu dvou
atomi 1°0, za dva atomy 80, na C-termindlni karboxylové skupiné peptidu. Pi enzymatickém
znaceni dochazi k soucasné inkorporaci stabilnich izotopi a proteinovému $tépeni. Aby nedo-
Slo ke kontaminaci vzorkd, musi byt pied §tépenim naprosto suché [63,64].

Mezi nevyhody této techniky patii horsi zaclenovani izotopt, delsi doba inkubace po pro-
teolytickém Sté€peni pro dosazeni vySsiho stupné inkorporace, nedostate¢ny hmotnostni posuv
izotopovych obélek a omezené moznosti srovnavani vzorki, jelikoZ enzymatické znaceni je

duplexova technika [65].
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1.7.4 Chemické znadeni

Na rozdil od metabolického znaceni, techniky chemického znaceni nezavadi izotopickou
znacku piimo do biologického metabolismu, ale vyuziva se riznych chemickych reakci. Vyho-
dou chemického znaceni je fakt, ze 1ze tyto metody pouzit pro analyzu Siroké skaly vzorka

veetn€ bunek, tkani a télnich tekutin.

Izotopové kodované afinitni znacky

Nejstarsi metodou chemického znaceni je vyuZiti izotopové kédovanych afinitnich znacek
(ICAT). Principem je znaceni proteini ¢inidlem specifickym pro volné thiolové skupiny
cysteinu. Nasledné je protein proteolyticky Stépen a vzniklé peptidy jsou afinitné precistény.
Takto pfipravena smés k analyze MS obsahuje pouze peptidy obsahujici ICAT znacku. Vyho-
dou této metody je redukce komplexnosti vzorku diky pouziti specifického znaceni cysteinu.
Zaroven je vSak snizena spolehlivost méteni, jelikoz cystein neni hojné zastoupena aminoky-

selina a 1ze pouzit pouze tehdy, pokud sledovany protein obsahuje cystein [66].

Izotopové znaceni proteint

Jelikoz ICAT metoda modifikuje pouze proteiny, které obsahuji cysteinové zbytky, byla
navrzena alternativni technika chemického znaceni — ICPL (Isotope Coded Protein Label). Je-
jim principem je pouziti takovych ¢inidel, které ozna¢i N-konce peptidi a aminoskupinu lysi-
novych zbytkl. Diky vysokému obsahu lyzinovych zbytkt v proteinech je k dispozici vice
,»mist* pro znaceni, coz je vyhodné z divodu zvySeni citlivosti analyzy a lepSiho sekven¢niho
pokryti. Prvnim krokem je tedy reakce ICPL cinidla s N-konci proteinu a aminoskupinou ly-

sinu, az poté je protein proteolyticky St€pen a piipraven k analyze hmotnostni spektrometrii.

Stabilni znaceni peptidi dimethylaci

Principem dimethylace (reduktivni alkylace) je reakce formaldehydu s primarnimi aminy
a kyanoborohydridem sodnym, pfi niZ jsou aminy na N-Konci a e-postrannim fetézci lysinu
pievedeny na dimethyl. Prvni krok dimethylace je tedy vytvofeni tzv. Schiffovy baze (reakci
aminu s formaldehydem), ktera je nasledné ve druhém kroku redukovana kyanoborohydrinem

sodnym [67].

Izotopové znaceni peptidi iTRAQ

Kvantifika¢ni metoda iTRAQ (isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification)
vyuziva stabilni izotopy a je zaloZena na znaCeni peptidii pomoci syntetickych izobarickych
znacek. Tyto znacky jsou sloZeny ze ti ¢asti. Prvni sloZkou je reaktivni skupina, kterd se vaze

na aminy peptidd vzniklych pfi trypsinovém stépeni proteint, konkrétné na N-konec pfipadné
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na e-aminoskupinu lyzinu. Druhou ¢asti je reportérova skupina, kterd je béhem fragmentace
peptidu odstépena a objevi se v spektru z tandemové hmotnostni spektrometre (MS/MS). Re-
portéroveé skupiny maji v kazdé iTRAQ znacce jinou hmotnost. Posledni ¢ast predstavuje neut-
ralni balan¢ni skupina majici taktéz v kazdé z iTRAQ znacek jinou hmotnost, ¢imz je zajisténo,
ze jsou vSechny znacky izobarické, tj. maji shodnou vyslednou hmotnost. Jednotlivé iTRAQ
znacky se lisi pouze izotopovym slozenim [68].

Tento zpusob znaceni je vhodny zejména pro kvantifikaci proteinti z odebranych tkani,
télnich tekutin. Vyhodou je schopnost soucasné identifikace az osmi vzorkti béhem jednoho

experimentu [69,70].

Tandemové hmotnostni znacky pro znaceni peptidii

Chemické znaceni tandemovymi hmotnostnimi znackami (TMT) patii do skupiny izoba-
rickych hmotnostnich znacek, jedna se o obdobu iTRAQ znacek. V téchto metodach znaceni je
bézny prekurzorovy ion m/z, ale produktovy ion je mezi porovnavanymi vzorky odlisny a rela-
tivni kvantifikace se tedy provadi pomoci MS/MS. Vyhodou této techniky je multiplexovani
vzorki, coz snizuje pocet metfeni (a dobu analyzy) jelikoz se n¢kolik porovnavanych vzorki
pred samotnym méfenim smicha (méteni napt. v duplexu, 6-plexu, 10-plexu) [71].

Cinidla napt. TMT 6-plex produkuji fadu rtiznych reportérovych iontdi s hmotnosti
0d 126 do 131 Da v intervalech 1 Da. Komeréné je dostupnych nékolik TMT ¢inidel (TMT
zero, TMT duplex, TMT 6-plex, TMT 10-plex) majici stejnou chemickou strukturu, lisi se v ob-
sahu a kombinaci izotopt 3C a ®N v reportérové skupiné [72].

Pro TMT znaceni je nutné zohlednit korekéni faktory. Reportérové iontové signdly TMT
je tteba upravit tak, aby zohlednovaly izotopové necistoty v kazdé varianté TMT. Znaceni v 10-
plexu se 1i§i Sarzemi reagencii (mirné odlisnosti v izotopovych necistotach), které je tieba za-
hrnout do vyhledavani v databazi, aby se upravil pomér reportérovych iontll. Veskeré infor-
mace o necistotach izotopt jsou uvedeny v soupravach reagencii [73].

Obrazek 3 znazoriiuje strukturu znacky TMTC. Obrazek 40brazek 6 ilustruje princip zna-

¢eni vzorki izobarickymi TMT 6-plex znackami.
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Mass Mass  NH; Reactive
Reporter Normalizer Group

Obrazek 3: Struktura znacky TMTC. Mass Reporter — hmotnostni reportérovd skupina, Mass Normalizer — balancni
skupina, Reactive Group — reaktivni skupina. HCD — vysokoenergetickd kolizni disociace, ETD — elektronovd
disociace. Prevzato z [73].
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Obrazek 4: Princip znaceni pomoci TMT 6-plex znacek. Cervenymi hvézdickami jsou vyznacené pozice tézkych
izotopii 3C a °C. Prevzato z [73].

1.7.5 Label-free techniky kvantifikace

Ackoli jsou techniky zalozené na izotopové znacenych slouceninach velice piesné a cit-
livé, z divodu nezbytnosti nakladnych znacek a chemikalii, specifickych softwari pro vyhod-
noceni dat i odbornych znalosti personalu, pfedstavuji alternativu metody, u kterych neni zapo-
tiebi vySe popsané izotopové znacky pouZivat.

Tzv. label-free proteomika vyuziva dva zpusoby kvantifikace. Prvnim z nich je metoda
zaloZend na principu méfeni plochy pod kiivkou, kdy koncentrace konkrétniho proteinu kore-
luje s plochou peptidovych piki ziskanych LC-MS analyzou. Druhym zptisobem je spektralni
pocitani (spectral counting) zalozené na principu zjistovani poctu peptida pfifazenych k pro-
teinu v MS experimentu. Cim vys§i je obsah daného proteinu ve vzorku, tim je z tohoto proteinu

ziskan veEtsi pocet peptidovych spekter [74].
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Pocet vzorki pro kvantifikaci neni v piipad¢ této techniky omezen a v zdsad¢ je pouzi-
telny pro jakykoli druh vzorku. Label-free techniky jsou v klinické praxi vhodné zejména pro
screeningové analyzy velkého mnozstvi vzorka [75].

Nevyhodou label-free technik je nizsi pfesnost kvantifikace a pomérné vysoka naro¢nost
na zpracovani ziskanych dat [76]. Rovnéz jsou tyto metody nachylngjsi k chybam zptisobenym
liSicimi se podminkami méfeni u jednotlivych vzorki. V piipadé¢ metod se znackami k témto
rozdilim nedochazi, nebot’ vzorky, které jsou mezi sebou srovnavany, jsou méfeny ve stejném

MS béhu, ¢imz dochazi k vyznamnému zkraceni doby analyzy [77].

1.8 Proteomicka analyza klinicky vyznamnych srde¢nich chorob

Srde¢ni onemocnéni patii celosvétov€ mezi nejcastési ptiCiny umrti. Tato onemocnéni
se mohou objevit nahle — jako napf. akutni infarkt myokardu nebo se postupné vyvijet nékolik
mesict az let (napt. chronické srde¢ni selhani). V dnesni dobé existuje celé fada diagnostickych
nastroju, jak tato onemocnéni odhalit ¢i pochopit mechanismus jejich vzniku. Jednim z nich je
I hmotnostni spektrometriie, kde jeji rozvoj v poslednich letech spole¢né s rozvojem bioinfor-
matiky umoznily rozsiteni proteomickych vyzkumd i do oblasti kardiovaskularni mediciny. To
umoznuje podrobnou analyzu srde¢niho proteomu, coz je dulezité pro detailnéj$i porozuméni
mechanismu vzniku srde¢nich chorob, objeveni diagnostickych markera a s tim spojenou pre-

dikci rozvoje urcitého onemocnéni.

Tabulka 1: Priklady studii v oblasti srdecni proteomiky. (AIM — akutni infarkt myokardu, PDA — patent ductus
arteriosus)

Model — druh | Typ Zpracovani Vyhodnocovaci
Onemocnéni ) Ref.
organismu vzorku vzorku software
_ _ tkan
kardiomyopatie = mys MudPIT SEQUEST [78]
(myokard)
AIM clovek plazma 2D-DIGE Melanie [79]
PDA Clovek plazma iTRAQ ProteinPilot [80]
tkan 2-DE elektro-
Srde¢ni selhani | ¢lovek Mascot [81]

(myokard) | foréza
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Pouzivanymi druhy biologického materialu pro srde¢ni proteomickou analyzu jsou nej-
Castéji krevni vzorky, pfipadné tkan myokardu odebirana pti chirurgickém vykonu. Vyuziti
vzorku krve je vyhodné z hlediska toho, Ze odbér pro pacienta nepfedstavuje narocny invazivni

Jednotlivé kroky proteomického experimentu zahrnuji stézejni ptipravu vzorku, solubili-
zaci, zvyseni proteinového pokryti dvourozmérnou elektroforézou ¢i nékterou frakcionaéni
technikou a naslednou detekci a identifikaci proteinti. Nedilnou soucasti je zpracovani dat po-
moci bioinformatickych nastroju, zpravidla databazovych vyhledavacich softwart [82-84].

Tabulka 1 uvadi ptiklady studii zabyvajici se srde¢ni proteomikou. Hlavni rozdily spoci-
vaji zpravidla ve zplisobu zpracovani a vyhodnoceni vzorku, coz je ¢asteéné zavislé na typu

vzorku.

1.8.1 Proteiny asociované se srde¢nimi chorobami

Proteomickd analyza je vhodnym nastrojem pro hledani novych biomarkerti souvisejici
se srde¢nimi chorobami. Nalezeni biomarkeru a jeho zavedeni do klinické praxe je vSak velmi
sloZity proces. Idedlni biomarker by mél diagnostikovat onemocnéni v raném stadiu a pochazet
Z biologického materidlu jako je napf. moc¢, plazma nebo sérum, tak aby pro jeho stanoveni
nebyl potiebny invazivni zakrok u pacienta. Rovnéz by biomarker mél byt specificky pro dany
patologicky stav s dobrou odezvu na lécbu ¢i progresi onemocnéni [85].

Proteiny souvisejici s kardiovaskuldrnimi onemocnénimi mizeme rozdélit do nékolika
skupin. Pfikladem jsou markery zanétu a/nebo kardiovaskularniho onemocnéni, cév a koagu-
lace, signalni proteiny, rastové a diferenciacni proteiny, cytoskeletalni proteiny, transkripcni
faktory, kanaly a receptory a proteiny srde¢niho selhani a remodelace.

V klinické praxi se z hlediska srde¢nich onemocnéni rutinné€ pouziva jen nékolik biomar-
kerti. Jedna se predev§im o indikéatory zakladniho metabolického onemocnéni, jako jsou
glukoza v krvi, koncentrace hemoglobinu a LDL cholesterolu. Dale vyuZzivanymi prognostic-
kymi biomarkery indikujicimi dysfunkci myokardu jsou N-terminalni prohormon mozkového
natriuretického peptidu, U srdecni nekrozy je to kardiospecificky troponin T, ¢i pro urceni za-

nétlivé aktivity C-reaktivni protein [86].
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1.8.2 Kardiomyopatie

V experimentalni ¢asti této diplomové prace jsou analyzovany vzorky plazmy pacient
s dilata¢ni kardiomyopatii. Nékteii pacienti vSak trpi n¢kolika typy (nejen) srdecnich onemoc-
néni soucasng, a proto je obtizné urcit, zda ptipadnou zménu v proteinovém profilu lze pfipiso-
vat pouze jednomu onemocnéni, ¢i kombinaci vice faktord.

Kardiomyopatie je skupina onemocnéni, jejichz hlavnim znakem je postizeni srdecniho
svalu. Patogenezi srdecnich kardiomyopatii mize byt geneticky podklad, avSak setkavame se
I s idiopatickymi pfic¢inami. Zakladni neinvazivni metody v diagnostice kardiomyopatii jsou
EKG, magneticka rezonance a echokardiografie. Z invazivnich vySetfeni je to napf. endomyo-
kardialni biopsie. Rovnéz se provadi vySetfeni rodinné anamnézy a genetické testovani. Terapie
kardiomyopatii spociva v 1¢cbé arytmii a srde¢niho selhdvani. Kromé medikace mize byt pa-

cientovi implantovan kardioverter-defibrilator pfipadné transplantovano srdce [87].

Dilata¢ni kardiomyopatie

Nejcastéjsim typem kardiomyopatie je dilatacni kardiomyopatie (DCM), pfi niz dochazi
k dilataci (roztaZeni) nejéastéji levé komory (piipadné obou) a dochazi tak k poruse piecerpa-
vani krve. DCM se manifestuje levostrannym srde¢nim selhanim, tromboembolickymi piiho-
dami a arytmiemi. Toto onemocnéni mize mit nékolik riznych pivodci, jako napt. nasledek
myokarditidy, dédi¢né vlivy, zvySeny piijem alkoholu, pfipadné autoimunitni onemocnéni [88].
Proto by bylo vhodné 1épe porozumét mechanismu vzniku tohoto onemocnéni, k cemuz lze

pouzit nastroje moderni proteomické analyzy.

Hypertroficka kardiomyopatie

Hypertroficka kardiomyopatie (HCM) je méné Casty typ kardiomyopatie, jejiz hlavnim
projevem je zbytnéni (hypertrofie) levé komory, piipadné dalSich srde¢nich oddili. Oproti
DCM neni poruSeno vypuzovani krve z komor, ale dochazi k pomalejSimu plnéni srdce krvi,
kdy tlak uvniti komory je zvySen, coz vyvolava obtize. Onemocnéni je obvykle dédi¢né, zpi-
sobené poruchou v genech zodpovédnych za tvorbu bilkovin zajiStujici kontrakci myokardu.
HCM miiZe mit mnoho odlisnych piiznak, ¢i probihat naprosto bezptiznakovée. Mezi klinické
potiZe patii dusnost, bolest na hrudniku, poruchy a ztraty védomi zejména pii fyzické zatézi
(synkopy) [89].
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Restriktivni kardiomyopatie

Restriktivni kardiomyopatie (RCM) je pomérné vzacné onemocnéni, které se zpravidla
rozvine bez znamé priciny. Stény srdecnich komor jsou pii RCM tlust$i a méné pruzné, pii pro-
gresi onemocnéni mohou byt komory blokovany krevnimi srazeninami, které zde vznikaji v di-
sledku stagnace krve. Prvotnimi pfiznaky jsou Casto az embolické piihody ¢i nespecifické pfi-

znaky srde¢niho selhavani (inava, dusnost, snizena fyzicka kondice) [90].

Arytmogenni kardiomyopatie

Arytmogenni kardiomyopatie (ACM) je geneticky podminény druh kardiomyopatie,
pti kterém dochazi k ukladani tuku a vaziva v srde¢nich komorach. Tim je omezeno stahovani
myokardu a do obéhu se tak dostava mén¢ krve. Dominantnim klinickym obrazem ACM je
vyskyt arytmii, pfi¢emz toto onemocnéni je nejcastéjsi piicinou nahlé smrti zejména u mladych

sportovca [91].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Technické a laboratorni vybaveni, pouzité chemikalie a software

2.11

O

Technické vybaveni

Analytické vahy Excellence Plus XP, Mettler Toledo
Cela pro elektroforézu Mini-PROTEAN®3, BIO-RAD
Centrifuga s vortexem Combi-Spin FVL-2400, Biosan
Inkubator BD53, Binder

Jednotka pro piipravu ultradisté vody PureLab Classic UV, ELGA
Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000, Dionex
Odstiedivka MiniSpin Plus, Eppendorf AG

Termomixér Thermomixer C 5355, Eppendorf
Ttepacka Vortex V-1, Biosan Ltd.

Ultrazvukova Cisticka ECOSON U-5STH

Vakuova odstiedivka Eppendorf

Vakuovy manifold Vac Elut™ 20, Agilent Technologies
Vodni obéhovy termostat Assistent 3180, Unimed
Kompresor KNF LAB N86KT.18

Zdroj pro elektroforézu PowerPac 300, BIO-RAD

Laboratorni vybaveni

Mikropipety 2,5; 10; 20; 100; 200 a 1000 pl, Reaserch plus, Eppendorf

Pipetovaci $picky, 0,1-10 pl, 0,2-20 ul, 2-200 pl, 200-1000 pl, Eppendorf
Mikrostiikacka — 100 pl, 005862, SGE Analytical Science

Zkumavky 0,5; 1,5 a 5 ml, Eppendorf

Laboratorni stojan

Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci s drzéky piipevnény na laboratorni stojan
(pro frakcionaci na reverzni fazi)

Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci v obraceném uspotadani (pro HILIC
a SCX frakcionaci)
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2.1.3

Pouzité chemikalie

Aceton — 650501, Sigma-Aldrich, LOT: MKBG1044V

Acetonitril — 1.00030.2500, Merck, LOT: 10956630820

Akrylamid — A7802-100ML, Sigma-Aldrich, LOT: 119K6013

Amoniumacetat — 73594, Fluka, LOT: 441948/1

2-butanol — B85919-1L, Sigma-Aldrich, LOT: STBF3890V

Deoxycholat sodny — D5670-5G, Sigma-Aldrich, LOT: MKBR7284V

Ethylacetat — 34858-2.5L, Honeywell Specialty Chemicals, LOT: STBG1458V
Fosfatovy pufr (PBS) — P4417-100TAB, Sigma-Aldrich, LOT: SLBS4223

Hydroxid amonny — 22, 122-8, Sigma-Aldrich, LOT: S83182-179

Kyselina mravenc¢i — 56302-50ML, Fluka analytical (Honeywell), LOT: BCBK8480V
Kyselina trifluoroctova (TFA) — 14264-50ML, Honeywell Specialty Chemicals,
LOT: BCBR8906V

Kyselina octova — 33209-2.5L-M, Merck, LOT: STBH5677

Methanol — 1.06018.2500, SUPELCO®, LOT: 1785118527

Methanol pro LC-MS — 1.06007.2500, SUPELCO®, LOT: 10958307821

Mravencan amonny — 09735-50g, Sigma-Aldrich, LOT: 0001430136

Trizma base — T6066-1KG, Sigma-Aldrich, LOT: SLBB6886V

Ultracista voda (aparatura PureLab)

Software

Chromeleon v.6.80

Xcalibur v.3.0

Proteome Discoverer v.2.4
PMi Preview v.6.1
Microsoft Excel (Office 365)

2.2 Modelovy vzorek komplexni peptidické smési

Pro optimalizaci SCX frakcionace byly pouzity jiz pfipravené zmrazené alikvoty mode-

vvvvvv

publikaci [92]. Zkracen€, Jurkat bunky byly inkubovany v RPMI médiu s 10% fetalnim bovin-

nim sérem pfi 37 °C/5% CO2 a pasazovany kazdé dva nebo tfi dny. Koncentrace proteint v bu-

nécném lyzatu byla stanovena metodou BCA.

41



Nasledné byly proteiny resuspendovany v 50 mM NH4HCOs a bylo ptidano mnozstvi
dithiotreitolu potfebné k dosazeni koncentrace 20 mM. Roztok byl inkubovan 30 min pii 56 °C.
Poté byl pridan IAC a inkubovano 30 min pfi laboratorni teploté v temnu. Nasledovalo §tépeni
trypsinem pii 37 °C pies noc [92]. Peptidy byly odsoleny na C18-SPE kolonce a vysuSeny

vakuolvou odparkou.

2.3 Odbér a zpracovani vzorkii lidské plazmy

Experimentalni Cast této prace vyuziva k analyze lidskou plazmu, kdy se zaméfujeme
na proteiny s potencialnim vyuziti pro prognostické a diagnostické ucely v medicinské praxi.
Tyto proteiny mohou podléhat proteolytické degradaci a modifikaci jiz béhem samotného od-

béru krve a je proto nezbytné dodrzovat definované postupy i v této pocatecni fazi.

Chemikalie a material:

o Odbérové zkumavky BD™ P100 — 8013142, BD Biosciences, LOT: 6353150

Postup:

Odbér vzorki plazmy probiha tak, Ze pokud lékat dle klinickych pfiznakl a anamnézy
zjisti, Ze se jednd o pacienta S dilatani kardiomyopatii splitujici pozadovana kritéria pro mozné
zahrnuti do studie, kontaktuje 1ékai pracovisté katedry molekularni patologie a biologie FVZ
UO a po nésledné dohodé (a pisemné potvrzeném souhlasu pacienta) je proveden odbér na pra-
covisti ve fakultni nemocnici v Hradci Kralové. Odbér je proveden do specialni odbérové zku-
mavky BD™ P100 minimalizujici preanalytickou variabilitu v analyze plazmatickych proteind.
Tyto 8,5 ml zkumavky jsou naplnény antikoagulantem KoEDTA a smési inhibitord proteaz
[93]. Poodbéru je zkumavka zpracovana a ziskana plazma je nasledné rozalikvotovana
po vhodnych objemech a uchovéavana pii -80 °C.

Vzorky plazmy byly odebrany pacientim, kteti stvrdili svou ucast ve studii provadéné
v ramci grantového projektu ministerstva zdravotnictvi ¢. NV19-02-00297 podpisem informo-

vaného souhlasu.

2.4 Deplece plazmy

Vzorek pro analyzu:

o Lidska plazma, 100 pl alikvot

Chemikalie a material:
o Jednorazova deple¢ni kolonka — A36370, Thermo Fisher, LOT: VH308970
o Zkumavky 2 ml
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Postup:

Deple¢ni minikolonka byla vytemperovana na laboratorni teplotu. Byl odstranén uzaveér
minikolonky a pfidano 10 pl plazmy. Poté byla minikolonka uzaviena a promichana tak, aby
doslo k homogenizaci. Smés byla inkubovana za mirného michani pfi laboratorni teploté
po dobu 10 min. Po inkubaci bylo sejmuto vicko a byl odstranén spodni uzavér. Minikolonka
byla umisténa do 2 ml zkumavky a centrifugovana pti 3000 rpm. Minikolonka byla odstranéna
a dale byl zpracovavan filtrat, ktery obsahuje depletovanou plazmu zbavenou albuminu, 1gG

a dalsich (celkem 14) abundantnich proteind.

2.5 Stanoveni koncentrace proteinii metodou BCA

Vzorky pro analyzu:
o Lidska plazma (100x fedéna)
o Depletovana lidska plazma

Chemikalie a material:

o BCA kit — BCA1-1KT, Sigma-Aldrich, LOT: SLBQ4635V
o Proteinové standardy — 23208, Thermo Scientific, LOT: SJ257607
o 10 mM PBS

o Ultracista voda

Postup:

Do 96 jamkové desticky bylo ptidano 10 pl standardu ¢i vzorku do kazdé jamky v tripli-
katu. Bylo pfidano 10 pl slepého vzorku, deionizované vody a 10 mM PBS, do jamek v tripli-
katu. Dale byl ptipraven pracovni BCA roztok smichanim slozek A (roztok bicinchoninové
kyseliny) a B (roztok siranu médnatého) v poméru 50:1 a objemu potiebném pro vSechny
vzorky. Do kazdé jamky bylo pipetovano 190 ul pracovniho BCA roztoku. Desticka byla za-
kryta vickem a inkubovéna 30 min pii 37 °C. Po inkubaci bylo odstranéno vicko a desticka byla
vlozena do spektrofotometru. Byl vybran pfednastaveny program pro méfeni absorbance pii vl-
noveé délce 562 nm. Ziskana data byla zpracovana v programu Microsoft Excel a byla spocitana

koncentrace proteinil pro jednotlivé vzorky.

43



2.6 Priprava gelu pro SDS-PAGE elektroforézu

Pufry a roztoky:
o NUPAGE LDS vzorkovy pufr (4X) — NP0O007, Invitrogen, LOT: S1887691

o 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu -  A7802-100ML, Sigma-Aldrich,
LOT: 119K6013
o TEMED (N,N,N,N-tetramethylendiamin) —  T9281-50ML, Sigma-Aldrich,

LOT: BCBR4495V
o 10% persiran amonny (APS) — A44418-1KG, Sigma-Aldrich, LOT: SLBC1210V
o Prevrstvovaci roztok — voda saturovana 2-butanolem
o 1,5M Tris-HCI pH 8,8
o 0,5M Tris-HCI pH 6,8
o Destilovana voda

Tabulka 2: Objemy jednotlivych roztokii pro naliti 2 gelit.

Separaéni gel (15 %) Zaostiovaci gel

40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu 8,75 ml 1,3 ml
1,5 M Tris (pH 8,8) 4,35 ml —

0,5 M Tris (pH 6,8) - 2,5 ml
H20 4,15 ml 6,1 ml
10% SDS 175 ul 100 pl
10% APS 44 pl 50 pl
TEMED 4,4 ul 10 pl

Postup:

Byla ptipravena aparatura pro naliti gell. Nalévaci sklicka a hieben byly oplachnuty etha-
nolem a skli¢ka byla vloZena do stojanku. Sklicka byla zajiSténa ve spravné poloze a fadné
upevnéna do aparatury. Byl pfipraven roztok separa¢niho gelu (Tabulka 2), nasledné byl nalit
mezi sklicka tak, aby zlstal prostor pro zaostfovaci gel. Pfevrstvovaci roztok byl napipetovan
nad roztok separacniho gelu az po povrch. Separacni gel se nechal 1 hod polymerizovat.
Po zpolymerizovani separa¢niho gelu byl pfipraven roztok pro piipravu zaostfovaciho gelu.
Nasledné byl né€kolikrat vyplachnut zaostfovaci roztok ¢istou vodou a prostor nad gelem byl

vysuSen pomoci filtracniho papiru. Poté byl zaostfovaci roztok napipetovan mezi sklicka az
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po povrch. Do zaostiovaciho roztoku byl zasunut dany hiebinek pro vytvoireni jamek. Zaostfo-
vaci gel se nechal tuhnout 45 min. Po zatuhnuti je mozné gel hned pouzit, nebo maximalné

tyden uchovavat pii 4 °C v zaviracim sacku s trochou vody.

2.7 SDS-PAGE elektroforéza

Vzorky pro elektroforézu:
o Proteinovy standard Kaleidoskop — 161-0375, BIO-RAD, LOT: LOO1649A
o Lidska plazma (100x fedéna)
o Depletovana lidska plazma

Chemikalie a materidl:
o Elektrodovy pufr — slozeni 250 mM Tris; 1,92 M glycin; 1% SDS
o Destilovana voda
o Barvici roztok: Coomassie Brilliant Blue R-250
o 7% kyselina octova
Pristroje:
o Zdroj pro elektroforézu

o Elektroforeticka cela

Postup:

Pro elektroforetickou separaci bylo odebrano 25 pg proteinové smési jednotlivych
vzorkid. Vzorky byly doplnény do objemu 20 pl a smichany se vzorkovym pufrem v poméru
1:3. Vzorky byly povaieny 3 min a poté byly nadavkovany na gel. Marker byl nadavkovan
na gel v objemu 9 ul. Pro zataZeni vzorkt do zaostfovaciho gelu byl gel vystaven na 10 min
napéti 100 V. Samotna separace probihala 45 min pfi napéti 200 V. Po ukonceni elektroforézy
byl gel oplachnut ve vodé a obarven.

Gel byl ponofen do barviciho roztoku v misce s vickem a pies noc byl nechan na tfepacce.
Druhy den byl gel 5krat po 10 min odbarvovan v 7% kyseliné octové. Gel je mozno uchovavat

po delsi dobu ve vakuované folii v 7% kyselin€ octové pti 4 °C.
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2.8 Stépeni a piiprava vzorku

Vzorky:
o Depletovana lidska plazma

Chemikalie a material:
o TMTsixplex™ [sobaric Mass Tagging Kit —#90064, Thermo Scientific,
LOT: UD281550
- 05MTCEP
- 9 mg lodoacetamid
- 1 M Triethylamonium bicarbonat (TEAB)
- 10% SDS
o SOLu-Trypsin dimethylovany — EMS0005-100UG, Sigma-Aldrich, LOT: SLBV2042
o 10%al% TFA
o Ethylacetat saturovany vodou

o 10 mM PBS

2.8.1 Denaturace, redukce, alkylace a acetonova precipitace

Mnozstvi 50 pg bunééného lyzatu (vzorek dle stanovené koncentrace) bylo pieneseno
do 5 ml zkumavky a doplnéno na objem 250 ul 10 mM PBS. Bylo ptidano 30 pl 10% SDS.
Takto ptipraveny vzorek se nechal 3 min ve vrouci vodni 1azni. Zkumavky byly stoceny. Poté
bylo ptidano 30 ul 1 M TEAB a 15 ul 200 mM TCEP. Mikrozkumavky byly stoc¢eny a inku-
bovany 60 min pti 60 °C. Po zchladnuti na laboratorni teplotu bylo ptidano 15 ul 375 mM IAC
a inkubovano 30 min pti 25 °C v temnu. Mikrozkumavky byly opét stoceny. Nasledné bylo
ptidano 6 objemt vymrazeného acetonu (6 x 340 ul) na -20 °C a inkubovano 4 hod v mraznicce
pii -20 °C. Po inkubaci v mrazni¢ce nasledovala centrifugace vzorku pii 4 °C na 8000 rpm

po dobu 10 min. Spi¢kou byl opatrné odstranén supernatant. Peleta se nechala vyschnout.

2.8.2 Stépeni trypsinem

Peleta byla rozpusténa v 10 ul 10% DOC, bylo ptidano 10 ul 1 M TEAB a 70 ul vody.
Bylo zkontrolovano, zda se peleta zcela rozpustila a nezistala prilepena na sténé. Bylo piidano
10 pl roztoku trypsinu (1 pg). Mikrozkumavky byly sto¢eny na minicentrifuze. Bylo zkontro-
lovano pH (pokud je pH <7, pfidat malé mnozstvi 1 M TEAB). Nasledovala inkubace pii 37 °C

pfes noc, poté byly zkumavky stoceny.
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2.8.3 Extrakce deoxycholatu sodného

Vzorek byl zchlazen na ledu. Bylo ptidano 50 ul studené 10% TFA, coz zpusobilo preci-
pitaci DOC. Nasledovala kontrola pH (pH < 3) a fadné zvortexovani. Precipitovany DOC byl
sto¢en na dno zkumavky 10 min pti 4000 rpm. Supernatant byl odebran do nové 1,5 ml zku-
mavky. Srazeny DOC byl oplachnut 100 pl 1% TFA. Obsah zkumavky byl znovu stoc¢en a zis-
kany supernatant byl odebran K ptivodnimu supernatantu. K posbiranému supernatantu bylo
ptidano 750-1000 pl ethylacetatu saturovaného vodou, intenzivné vortexovano minimaln¢ 30 s.
Nasledovala centrifugace 1 min pfi 10000 rpm a odstranéni horni vrstvy kapaliny (ethylacetat)
tak, aby nedoslo k nasati vzorku ze spodni vrstvy. Extrakce ethylacetatem byla opakovana jesté

ctytikrat. Ziskany vzorek byl odpatfen pomoci vakuové odparky.

2.9 TMT znaceni

Chemikalie a materidl:
o TMTsixplex™ Isobaric Mass Tagging Kit —#90064, Thermo Scientific,
LOT: UD281550
- TMT®-126 znacka
- TMT®-127 znacka
- TMT®-128 znac¢ka
- TMT®-129 znacka
- TMT®-130 znacka
- TMT®-131 znacka
- 1MTEAB
- 50% hydroxylamin
o Acetonitril (ACN)
Postup:

Vzorek byl rozpustén v 71 pl 100 mM TEAB a fadné zvortexovan. Byl pouzit TMTSix-
plex label kit s 0,8 mg znaciciho ¢inidla. Tésn¢ pred pouzitim byly TMT znacky ekvilibrovany
na laboratorni teplotu, aby nedoslo ke kondenzaci vody. Obsah kazdé 0,8 mg vialky byl roz-
pustén v 29 ul acetonitrilu a rozpoustén 5 min za obCasného vortexovani. Nasledovalo kratké
stoCeni na centrifuze, aby byla veskera kapalina na dn¢ vialky. Bylo opatrné pfidano 29 ul TMT
znacky k piislusnému vzorku (100 pl vzorku — 50 pg proteinu). Hmotnostni pomér znacky
ku vzorku byl 8:1. Vysledny objem byl 100 pl. Néasledovala inkubace 1 hodinu v termomixéru

pti 25 °C a kontinualnim tfepani (500 rpm). K zastaveni reakce bylo ke vzorku pfidano 8 ul 5%
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hydroxylaminu (10x nafedény 50% hydroxylamin poskytnuty v TMT Kitu, tzv. quenching rea-
gent). Vzorky se nechaly inkubovat 15 min pfi 25 °C a 500 rpm. Vsechny znacené vzorky byly
spojeny do 2 ml zkumavky. Celkovy objem byl 600 ul a takto ziskany vzorek byl odpaien

pomoci vakuové odstiedivky.

2.10 Odsoleni vzorku

Chemikalie a material:
o Methanol
o ACN
o Ultracista voda
o 10% TFA
o 50% ACN/0.1% TFA
o 2% ACN/0,1%
o Empore® C18-SD SPE kolonka, objem 1 ml — 66871-U, SUPELCO®, LOT: 90341
o Vakuovy manifold

o Plastova stiikacka 2,5 ml (Combitip)

Postup:

Vysuseny vzorek byl rozpustén v 500 ul 2% ACN/0,1% TFA. Kolonka byla promyta
pomoci 300 ul ACN na vakuovém manifoldu (rychlost piiblizné 1 kapka/s), vzdy bylo pone-
chano malé mnozstvi kapaliny nad fazi. Kolonka byla ekvilibrovana 300 pl
2% ACN/0,1% TFA. Poté bylo naneseno 500 pul vzorku dvakrat po sobé. Kolonka byla promyta
2x 1 ml 2% ACN/0,1% TFA. Zbyla kapalina byla odstranéna poklepanim na papirovy ubrou-
sek, aby se zajistil dany elu¢ni objem. Zachycené peptidy byly eluovany S vyuzitim plastové
sttikackou do ¢isté 0,5 ml zkumavky pomoci 2x 150 pl 50% ACN/0,1% TFA. Vzorek byl ro-
zalikvotovan dle potteby a vysuSen vakuovou odstiedivkou. Takto pfipraveny vzorek se ucho-

vaval pfi -20 °C.

2.11 Priprava mikrokolonek

Material:
o FEP (fluorovany ethylenpropylen) kapilara — FEP (1/16" x 0.25 mm ID, Valco In-
struments Co. Inc. A VICI AG+, kat.¢. JR-T-6812-M10)
o Skalpel

o Kleste
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o Spendliky o priméru 0,5 mm a 1,2 mm
o Filtr ze sklenénych vlaken (napt. Grade GF/A: 1,6 pum, Whatman)
o Injeké¢ni jehla se zbrousenym hrotem (vnitini prumér 0,26 mm)
o Ocelovy dratek o praméru 0,24 mm (napf. kytarova struna E ptislu$né tloustky)
o Castice stacionarni faze ziskané z LC kolony
- Kinetex 2,6 um EVO C18 100 A, Phenomenex, kat.&. 00G-4725-EQ, resu-
spendované v acetonitrilu
- Kinetex 2,6 um HILIC 100 A, Phenomenex, kat.¢.00G-4725-00F-4461-EQ,
resuspendované v acetonitrilu
- Polysulfoethyl A 5 um, PolyLC inc., kat.c. BMSEO05-10, resuspendované
v methanolu
o Pipetovaci $picka (0,1 — 10 ul)
o Plastova stiikacka 2,5 ml (Combitip)

Postup:

Skalpelem byl odtiznut ptiblizn¢ 50 mm dlouhy kus FEP trubicky (pro vyslednou vysku
sloupce 20-30 mm stacionarni faze). Jeden konec trubic¢ky byl upraven prudkym pohybem kles-
témi tak, aby vznikla 15-20 mm dlouha zzZena kapilarni ¢ast. Ta poté byla zkracena na délku
5-10 mm. Druhy konec trubicky byl nejprve rozsifen do hloubky cca 8-10 mm $pendlikem
0 pruméru 0,5 mm, nasledné o dalSich 4-5 mm $pendlikem o priméru 1,2 mm. Pomoci uprave-
ného hrotu jehly byl vykrojen kotoucek z filtru. Jehla s filtranim kotouckem byla vloZzena
do rozsitené¢ho konce trubicky a kovovym dratkem byl vykrojeny filtr posunut tak, aby se dostal
k zuzené Casti kapilary. Do rozsifeného konce FEP trubicky byla zasunuta $picka pipety
0,1-10 pl. Poté bylo pipetovano 2-3 pl stacionarni faze (resuspendované v acetonitrilu nebo
methanolu) zatlateno pomoci plastové stiikacky — Combitipu. Dle potieby je mozné ptidat sta-

cionarni fazi, aby byla ziskana pozadovana délka kolony (obvykle 25 mm).
2.12 Frakcionace peptidickych vzorki

2.12.1 Manualni frakcionace peptidi na reverzni fazi v bazickém prostredi

Vzorek:
o Depletovana, nastépend a TMT znacena lidska plazma

- 50 pg vzorku rozpusténo ve 20 pl 2% ACN/0,1% TFA
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Chemikalie a pouzity material:

o ACN

o 200 mM mravenc¢an amonny (pH 10,0)

o 1% TFA
o Deionizovana voda

o Laboratorni stojan

o Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci s drzéky piipevnény na laboratorni stojan

o Kovové zavazi 75 g, 150 g
o Plynotésna mikrostiikacka 100 pl
o 500 pl vialky pro sbirani frakci

o Mikrokolonka v FEP kapilafe (vnitini praimér 250 pm), 50 mm stacionarni faze — Ki-

netex EVO C18 2,6 um ¢astice

Postup:

A) Priprava roztoki MF

Byly piipraveny mobilni faze (Tabulka 3). Objem roztoku byl vzdy 1 ml.

Tabulka 3: Schéma pro pfipravu mobilnich fizi pro manudlini frakcionaci peptidii na reverzni fazi v bazickém

prostreds.
sloZeni
mobilni faze deionizovana voda 1% TFA ACN
[ud] [d] [d]
2% ACN/0,1% TFA 880 100 20
80% ACN/0,1% TFA 100 100 800
mobilni faze deionizovana voda A 200 mM HCOONH34 ACN
[i] [d] [d]
2% ACN/20 mM HCOONH34 880 100 20
8% ACN/20 mM HCOONHg4 820 100 80
16% ACN/20 mM HCOONHg4 740 100 160
24% ACN/20 mM HCOONHg4 660 100 240
32% ACN/20 mM HCOONH;4 580 100 320
40% ACN/20 mM HCOONHj4 500 100 400
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B) Cisténi a promyvani

K promyti stiikacky bylo nasato 25 pl methanolu. Jehla stiikacky byla nasazena do Sir-
Siho konce mikrokolonky (5-10 mm hluboko). Takto byla stiikacka umisténa do drzaku, poté
bylo nasazeno zavazi. PO promyti mikrokolonky bylo do mikrostiika¢ky nasato 25 pl 80%
ACN/0,1% TFA. Aparatura byla pfipojena ke kolonce, nasledovalo nasazeni zavazi.

C) Aplikace vzorku

Pro aplikaci vzorku na kolonku bylo do stfikacky nasato 20 pl 2% ACN/0,1% TFA, poté
20 ul vzorku a nakonec 20 pul 2% ACN/0,1% TFA. Stikacka byla pfipojena k mikrokolonce.
Obsah stiikacky protlaceny skrz mikrokolonku se stacionarni fazi byl sbiran jako prvni (va-

zebna) frakce, tzv. flow-through (FT).

D) Ekvilibrace kolonky a eluce kyselych peptidi
Ekvilibrace kolonky byla provedena promytim 25 ul 2% ACN/20 mM HCOONHjs. Tento
roztok byl z mikrostiikacky protlacen ptfes mikrokolonku a eluent obsahujici peptidy nezadrzu-

jici se za bazickych podminek na dané stacionarni fazi byl sbiran jako prvni frakce.

E) Tvorba mikrogradientu
Pro vytvofeni mikrogradientu byly do stfika¢ky nasaty roztoky piislusnych mobilnich
fazi o definovanych objemech (Tabulka 4).

Tabulka 4: Tvorba mikrogradientu ve stiikacce pro manudlini frakcionaci peptidii na reverzni fazi v bazickém
prostiedi.

poradi mobilni faze nasaty objem
nasavani [ud]
1 40% ACN/200 mM HCOONH;4 16
2 32% ACN/200 mM HCOONH;4 16
3 24% ACN/200 mM HCOONHg4 16
4 16% ACN/200 mM HCOONH;4 16
5 8% ACN/200 mM HCOONHg4 16
6 2% ACN/200 mM HCOONHg4 16

Aby nedoslo ke vzniku bublinek, je dulezité stiikackou neobracet, netfepat a zamezit po-
hybu pistu. Ke stiikacce byla pfipojena kolonka a byla zahajena separace peptidii véetné sbirani
frakci. Flow-through bylo sbirano v celkovém objemu 60 pl, prvni frakce z ekvilibrace kolonky
pro bazické podminky méla objem 25 pul, frakce 2-17 po 6 ul a posledni sbirané frakce (z re-
kondicionace kolonky) FW byla o objemu 15 pl.
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F) Rekondicionace kapilarni kolony, uchovavani vzorki

K rekondicionaci kapilarni kolony bylo do stfikacky nasato 15 ul 80% ACN/0,1% TFA.
Protla¢enim ptes kolonku byla ziskana posledni frakce tzv. final wash (FW). VSechny frakce
byly vysuSeny na vakuové odparce. Takto mohly byt vzorky dlouhodobé uchovavany
pti -20°C, pro naslednou analyzu LC-UV (¢i LC-MS) byly nasledné rozpustény
ve 20 pl 2% ACN/0,1% TFA a nastfikovany objem se pohyboval v rozmezi 1-8 pl.

2.12.2 Manualni frakcionace peptidi pomoci hydrofilni interakéni chromatografie

Vzorek:
o Depletovana, nastépena a TMT znacena lidska plazma

- 50 pg vzorku rozpusténo ve 20 ul 90% ACN/0,1% TFA

Chemikalie a pouzity material:
o ACN
o 1 M amoniumacetat (NH4AC)
o Deionizovana voda
o Methanol
o Laboratorni stojan
o Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci s drzaky pfipevnény na laboratorni stojan
o Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci se stfikackou jehlou vzhiru
o Kovové zadvazi 75 g, 150 g
o Plynotésna mikrostiikacka 100 pl
o 500 pl vialky pro sbirdni frakci
o Mikrokolonka v FEP trubic¢ce (vnitini praimér 250 pm), 50 mm stacionarni faze — Ki-

netex HILIC 2,6 pm c¢éstice
Postup:
A) Cisténi a promyvani
Byly pfipraveny mobilni faze (Tabulka 5). Objem roztokt byl vzdy 1 ml.
B) Cisténi
K procisténi stiikacky bylo natdhnuto 25 pl methanolu, jehla stiikacky byla nasazena do

Sir§iho konce mikrokolonky (5-10 mm hluboko) a umisténa do drzaku se zavazim.
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C) Aplikace vzorku

Pro aplikaci vzorku na kolonku bylo do stiikacky nasato 20 ul 90% ACN/20mM NH4AC,
poté 20 ul vzorku a nakonec 20 pl 90% ACN/20 mM NH4Ac. Stiikacka byla nasazena do mi-
krokolonky a jeji obsah protlaceny mikrokolonkou se stacionarni fazi byl sbiran jako prvni

frakce, tzv. flow-through (FT).

Tabulka 5: Schéma pro pFipravu mobilnich fazi pro manudlni frakcionaci peptidii pomoci hydrofilni interakcni
chromatografie.

sloZeni

mobilni faze deionizovana voda | 1 M NHsAc ACN

[ul] [ul] (]
20% ACN/20mM NHsAc 780 20 200
70% ACN/20mM NHsAc 280 20 700
73% ACN/20mM NHsAc 250 20 730
76% ACN/20mM NHsAc 220 20 760
79% ACN/20mM NHsAc 190 20 790
82% ACN/20mM NHsAc 160 20 820
85% ACN/20mM NHsAc 130 20 850
90% ACN/20mM NHsAc 80 20 900

D) Tvorba mikrogradientu
Pro vytvofeni mikrogradientu byly do stiikacky jehlou vzhiiru nasany elu¢ni roztoky z na-

stiikovych vialek se septem (Tabulka 6).

Tabulka 6: Tvorba mikrogradientu ve strikacce pro manualni frakcionaci peptidii pomoci hydrofilni interakcni
chromatografie.

poradi mobilni faze nasaty objem
nasavani [ud]
1 70% ACN/20mM NHsAc 16
2 73% ACN/20mM NHsAc 16
3 76% ACN/20mM NHsAc 16
4 79% ACN/20mM NHsAc 16
5 82% ACN/20mM NHsAc 16
6 85% ACN/20mM NHsAc 16
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Aby nedoslo ke vzniku bublinek je diilezité stfikackou neobracet, netfepat a zamezit po-
hybu pistu. Dale byla pfipojena kolonka a zahajena separace vcetné sbirani frakci. FT frakce
byla sbirana v celkovém objemu 60 pl, frakce 1-16 po 6 ul a posledni sbirana frakce (z rekon-

dicionace kolonky) FW méla objem 30 pl.

E) Rekondicionace kapilarni kolony, uchovavani

K rekondicionaci kapilarni kolony bylo do stfikacky nasato 15 pl 20% ACN/20mM
NHsAC a 15 pl 70% ACN/20 mM NHsAc. Protlacenim pies kolonku byla ziskédna posledni
frakce tzv. final wash (FW). Vsechny frakce byly vysuseny na vakuové odparce. Takto mohly
byt vzorky dlouhodob¢ uchovavany pii-20 °C, pro naslednou analyzu LC-UV (¢i LC-MS) byly
nasledné rozpustény ve 20 pl 2% ACN/0,1% TFA. Po ukonceni frakcionace byla kolonka pro-
myta methanolem (60 ul).

2.12.3 Manualni frakcionace peptidi pomoci iontové vyménné chromatografie na

silném katexu

Tento postup byl vytvofen a optimalizovén v ramci této diplomové prace. Zde je uveden
vysledny protokol, ktery byl pak aplikovéan na frakcionaci redlnych vzorkid v komparativni pro-

teomické analyze (viz kapitola 3.5.4).

Vzorek:
o Depletovand, naStépend a TMT znacena lidské plazma

- 50 pg vzorku rozpusténo ve 20 pl 50% ACN/0,1% TFA

Chemikalie a pouZity material:
o Acetonitril (ACN)
o 1M mravencan amonny
o 10% TFA
o Deionizovana voda
o Laboratorni stojan
o Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci s drzéky piipevnény na laboratorni stojan
o Plastovy stojan pro mikrogradientovou eluci se sttikackou jehlou vzhiiru
o Kovové zavazi 75 g, 150 g
o Plynotésnad mikrostiikacka 100 pl (pro 16 frakci)
o 500 pl mikrozkumavky pro sbirani frakci
o Mikrokolonka ptipravena v FEP kapilafe (vnitini primér 500 pm), délka kolony 50
mm, stacionarni faze — Polysulfoethyl A, 5 pm ¢astice (POLY LC inc)
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Postup:

A) Priprava roztoki MF

Byl pfipraven promyvaci roztok 500 mM HCOONH4/30% ACN (200 pul deionizované
vody, 300 ul ACN, 500 ul IM HCOONHya) a ekvilibraéni roztok 0,1% TFA/50% ACN (490 ul
deionizované vody, 500 ul ACN, 10 ul 10% TFA). Déle byly pfipraveny mobilni faze pro SCX
frakcionaci (Tabulka 7). Objem roztokt byl vzdy 1 ml.

Tabulka 7: Schéma pro pripravu mobilnich fazi pro manudlni frakcionaci peptidii pomoci iontoménicové chroma-
tografie na silném katexu.

mobilni faze 0,1% TFA/50% ACN 500mM HCOONH4/30% ACN
1 1000 0
2 934 66
3 914 86
4 894 106
5 834 166
6 774 226

B) Ciiténi a promyvani

K promyti stfikacky bylo nasato 50 pul metanolu, jehla stiikacky byla nasazena do SirSiho
konce mikrokolonky (5-10 mm hluboko). Takto byla stiikacka umisténa do drzaku, poté bylo
nasazeno zavazi. Po protlaceni obsahu stiikacky mikrokolonkou bylo do stfikacky nasato 50 pl
500 MM HCOONH4/30% ACN a opét piipojeno ke kolonce, nasazeno zavazi. Aby se kolonka
spravné ekvilibrovala, byla kolonka nésledné proplachnuta 100 ul 0,1% TFA/50%ACN.

C) Aplikace vzorku

Pro aplikaci vzorku na kolonku bylo do stiikacky nasato 20 pl 0,1% TFA/50% ACN, poté
20 pl vzorku a nakonec 20 pl 0,1% TFA/50% ACN a ptipojena k mikrokolonce. Obsah stii-
kacky protlaceny skrz mikrokolonku se stacionarni fazi byl sbiran jako FT. Tato frakce obsa-

huje pfevazné polarni kyselé peptidy, které se nezachytily na stacionarni fazi.

D) Tvorba mikrogradientu a sbirani frakci
Pro vytvofeni mikrogradientu byly do stiikacky pomalu a jehlou vzhiiru nasaty roztoky
v poradi a objemech definovanych pro SCX frakcionaci (Tabulka 8). Proces eluce peptidi
z SCX stacionarni faze byla rozdé€len do tii eluénich krokd. V kazdém elu¢nim kroku byla pfi-
pojena kolonka, nasazena do stojanu pro HILIC separaci (po celou dobu byla mikrostiikacka
v pozici jehlou nahoru) a sbirany frakce (Tabulka 8). K zamezeni vzniku nezadoucich bublinek
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je tieba se stiikaCkou manipulovat opatrné, neotacet, netfepat a davat pozor, aby nedoslo k po-
hybu pistu.

Tabulka 8: Trifdazovd tvorba gradientu ve stiikacce, sbirani jednotlivych frakci. (prikiad zapisu ,, 1 fr./ 10 ul*
znamend ,, 1 frakce po 10 ul*)

poradi mobilni | nasaty pocet
elu¢ni nasavani faze objem sbiranych
krok mobilnich = eluéniho | mobilni | frakei a jejich
fazi kroku | faze [ul] objem
| 1 2 10 1 fr./ 10 pl,
' 2 1 10 2 fr./ 5 ul
1 4 16
1. 2 3 16 8 fr./ 6 ul
3 2 16
1 6 16
1. 4 fr./ 12 pl
2 5 16

Frakce ptipravené v SCX frakcionaci (Tabulka 8) byly vysuseny na vakuové odparce.

V ptipad¢€ pozdéjsi analyzy na LC-UV (¢i LC-MS) je mozné vzorky uchovavat pii -20 °C.

E) Vyplach a rekondicionace kapilarni kolony

Posledni frakce k nasledné LC-MS analyze byla ziskdna proplachnutim kolonky 20 pl
500 mM HCOONHa4/30% ACN a sbirana jako FW. Po ukonceni frakcionace byla kolonka pro-
myta od soli proplachnutim 60 ul 0,1% TFA/50% ACN a smési voda-methanol (z mikrostii-
kacky, nasato 70 pl methanolu a 30 ul vody).

2.13 Kapalinova chromatografie peptidi na reverzni fazi s UV detekci

Chemikalie:
o ACN
o Deionizovana voda
o Methanol
o TFA

Pristroje, software:
o HPLC systém UltiMate 3000 (Dionex, USA)
o Software Chromeleon (v. 6.80, Dionex, USA)

56



Postup:

Ptipravend smés peptidii byla rozpusténa ve 20 pl 2% ACN/0,1% TFA a 1 pl byl analy-
zovan systémem HPLC UlitMate 3000. Tento systém s UV detekci zahrnoval p-Precolumn
(300 pm x 5 mm, C18PepMap 5 pm 100 A &astice; Dionex, USA) piipojenou k analytické
NanoEase koloné (100 pm x 150 mm, Atlantis C18 3 um 100 A ¢astice; Waters, USA). Sepa-
race peptidd byla provadéna s bilinearnim gradientem 3—-44% ACN/0,1% TFA bé&hem 49 min
pro frakcionované vzorky a 65 min pro nefrakcionované vzorky pfi pritoku 360 nL minta UV
detekci nastavenou na 215 nm. Sbér dat a vizualizace chromatogramu byly provadény v pro-

gramu Chromeleon.

2.14 Kapalinova chromatografie s hmotnostné-spektrometrickou detekci

Chemikalie:
o ACN
o Deionizovna voda
o Methanol
o TFA

Pristroje, software:

o UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC (Dionex, USA)
o Q Exactive (Thermo Fisher Scientific, USA)

o Software Xcalibur v. 3.0.

Postup:

Separace peptidi pro analyzu nanoLC-MS / MS byla provedena za pouziti systému Ulti-
Mate 3000 RSLC-nano HPLC se zachycovaci kolonou (75 pm % 20 mm) naplnénou 3 pm
¢astice Acclaim PepMap100 C18 a separa¢ni kolonou (75 pm x 150 mm) naplnéné 2 um ¢as-
ticemi Acclaim PepMap RSLC C18. Vzorky byly naneseny na zachycovaci kolonu
s 2% ACN/0,05% TFA a peptidova separace byla provedena s dvojitym linedrnim gradientem
s pouzitim 3-44% ACN v 0,1% kyseliné mraven¢i béhem 90 min pro frakcionované vzorky
a 116 min pro nefrakcionované vzorky pod priitokem 300 nL min~*. Teplota kolony byla nasta-
venana 40 °C. Separace byla monitorovana UV detekci pfi 214 nm a piimo spojend s analyzou
hmotnostni spektrometrie se systémem Q Exactive v pozitivnim reZimu s MS skenovanim
v rozsahu 350-1650 m/z pii 70000 FWHM, maximalni doba plnéni byla 100 ms a AGC limit

byl 1e°. Vybér prekurzorti pro MS/MS byl nastaven s minimalni prahovou intenzitou 5e*, ma-
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ximalni dobou pInéni 100 ms a AGC limitem plnéni 1€°. Bylo vybrano 10 az 12 nejintenziv-
n&jsich prekurzord pro MS/MS analyzu s nabojem prekurzoru 2% nebo vy$$im pfi rozliseni
MS/MS spekter 17500 FWHM. Instrumentalni sbér dat byl proveden pomoci softwaru Xcalibur
v. 3.0.

2.15 Bioinformatické zpracovani dat

LC-MS/MS data z piipravenych vzorku (nefrakcionovanych i frakcionovanych) byla vy-
hodnocena v programu Proteome Discoverer v.2.4. V tomto programu byla definovana studie
s ptislusnymi faktory analyzy a celé vyhodnoceni zde probihd ve dvou krocich — prvni krok
zpracovani (,,Processing Step*) a druhy krok vyhodnoceni identifika¢nich dat (,,Consensus
Step®). Jako proteinova databaze byla pouzita sada referenénich proteinovych sekvenci z ¢lo-
véka (reference proteome — Homo sapiens (Human)) [94] spolu s databazi depletovanych pro-
teintl a databazi béznych kontaminant CRAP [95].

Prvni krok (Obrazek 5) zpracovani LC-MS/MS dat v programu Proteome Discoverer za-
hrnuje nacteni dat a vybér MS/MS spekter podle zadanych parametr(, ktera jsou dale ocisténa
od nezadoucich signall a po identifikaci moznych prekurzorti pro dané MS/MS spektrum jsou
zpracovana programem SequestHT, ktery je prohledava proti zadané proteinové databazi. Vy-
sledky tohoto porovnani jsou pak vyhodnoceny z hlediska tirovné spolehlivosti identifikace.
Paralelné s timto procesem dochazi v datech TMT znacenych peptidt také k identifikaci a vy-
hodnoceni intenzit jednotlivych reporterovych iontl nesoucich kvantitativni informaci o analy-
zovanych vzorcich. Vysledkem tohoto kroku je datovy soubor s ptiponou ,,msf*, ktery obsahuje
vysledky tohoto kroku zpracovani LC-MS/MS dat.

Druhy krok (Obrazek 6) vyhodnoceni identifika¢nich dat pak pokracuje nactenim sou-
boru typu ,,msf*, kde jsou zidentifikovana MS/MS spektra (PSMs — Peptide Scoring Matches)
seskupena k peptidovym sekvencim a identifikované peptidové sekvence jsou validovany. Na-
sleduje filtrovani spolehlivé zidentifikovanych peptidi pro identifikaci proteint, které jsou sko-
rovany, validovany, seskupeny do proteinovych skupin a pfipadné dale anotovany. Paralelné
Kk tomuto procesu pak bézi kvantitativni analyza ziskanych kvantitativnich udaju spolu se sta-

tistickym vyhodnocenim.
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Obrazek 5: Prvni krok zpracovani LC-MSIMS dat v programu Proteome Discoverer (,, Processing Step ‘). Data
Jjsou zpracovana jednotlivymi uzly ve vyhodnoceni pro identifikaci peptidii (vpravo) a soucasné jsou téz extraho-
vany jednotlivé kvantitativni informace pro relativni porovnani jednotlivych analyzovanych vzorkii (uzel ,, Repor-
ter lons Quantifier “ vievo).
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Obrdazek 6: Druhy krok vyhodnoceni identifikac¢nich dat v programu Proteome Discoverer (,, Consensus Step “).
Data z identifikace peptidii spolu s kvantitativnimi udaji jsou vyhodnocena a setrizena na urovni peptidii a pro-
teinut. Probiha zde taky kvantitativni vvhodnoceni dat a statisticka analyza (uzel ,, Reporter lons Quantifier ).
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Parametry databazového vyhledavani byly nasledujici:
o Proteinova databaze: UP000005640, UniProt, datum stazeni 27.1.2021
o Enzym: trypsin
o Max. pocet vynechanych Stépnych mist: 2
o Min. délka peptidu: 6 aminokyselin
o Tolerance prekurzoru: 20 ppm
o Tolerance pro fragmentové ionty: 0,02 Da
o Statické modifikace:
- TMT6plex / +229.163 Da (Any N-Terminus)
- Carbamidomethyl / +57.021 Da (C)
- TMTé6plex / +229.163 Da (K)
o Dynamické modifikace
- Oxidation / +15.995 Da (M)
o Dynamické modifikace na N-konci proteinu
- Acetyl / +42.011 Da (N-Terminus)
- Met-loss / -131.040 Da (M)
- Met-loss+Acetyl / -89.030 Da (M)

Pro identifikaci proteinti byly pouzity pouze peptidy identifikované na hladiné spolehli-
vosti s hodnotou False Discovery Rate (FDR) mensi nez 1 %. Za validni byly povazovany
pouze proteiny, které byly identifikovany minimalné na zaklade¢ 2 téchto peptidl. Vypocet po-
meéru proteinového zastoupeni v jednotlivych vzorcich byl zaloZzen na abundance proteint

(,,Protein Abundance Based*) a statistické¢ vyhodnoceni bylo provedeno testem ANOVA.
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3 VYSLEDKY A DISKUSE

Experimentalni ¢ast této prace se vénuje predevSim optimalizaci frakcionacni techniky
SCX za vyuziti Jurkat bun€k a diferen¢ni proteomické analyze plazmatickych vzorka. Byly
porovnavany dvé skupiny vzorkd, z nichz polovinu ptedstavovala kontrolni skupina a druha
polovina vzorku byla ziskdna od pacientt s dilata¢ni kardiomyopatii. Stézejnim krokem expe-
rimentu bylo pouziti stabilnich izotopovych znacek (TMT 6-plex) k pozd¢jsimu srovnavani
téchto vzorku z hlediska jejich proteinového profilu.

Byly pfedstaveny tii metody manualni frakcionace peptidickych vzorkl vetné optimali-
zace jedné z nich (SCX). Identifikace proteint byla umoznéna diky nasledné nanoLC-MS/MS

analyze a bioinformatickém zpracovani ziskanych dat. Obrazek 7 zobrazuje prib¢éh laboratorni

prace.
fiprava
vzorek deplece Prip
vzorku
» standardizovany odbér » deplec¢ni minikolonky * denaturace — SDS
lidské plazmy » stanoveni koncentrace * redukce — TCEP
proteint metodou BCA » alkylace — IAC
* acetonova precipitace
. L enzymaticke
frakcionace TMT znaceni -yv . e
stépeni
* manualni » chemické znaceni na + trypsin v deoxycholatu
* mikrogradientova eluce primarnich aminech sodném
— SCX — optimalizace (TMT 6-plex)
— HILIC
— RPLC v bazickém prostredi
P RRRREEEEEEEEESEEE
: LC-UV LC-MS -
— . . zpracovani dat
: analyza analyza
« proméreni jednotlivych  + proméreni jednotlivych  * bioinformatické
frakci frakci databazové softwary
» HPLC s UV detekci - Q Exactive * SW Proteome Discoverer

+  SW Chromeleon v.6.80 «  SW Chromeleon v.6.80 v.2.4
»+ SW XCalibur v.3.0

Obrazek 1: Schématické znazornéni experimentalni prace.
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3.1 Deplece abundantnich proteini plazmy a stanoveni koncentrace pro-
teini

Efektivni a pfesna analyza klinickych vzorkii proteomickymi technikami s sebou nese
fadu komplikaci. V této praci se zabyvame analyzou vzorkl plazmy, proto je tfeba si uvédomit,
ze slozeni plazmy je velice komplexni. Lidska plazma obsahuje celou fadu slozek (voda, lipidy,
hormony, anorganické soli apod.). Taktéz je v ni obsazeno velké mnozstvi proteinti, z nichz
nejvyssi koncentrace dosahuje albumin a imunoglobuliny, které mohou ptedstavovat az 70 %
celkovych proteinti plazmy. Tyto vysoce abundantni proteiny je nutné ze vzorku odstranit, aby
pii analyze nedochazelo Kk maskovani proteinti obsazenych pouze v nizkych koncentracich,
které ale mohou byt velmi vyznamné pii hledani markert onemocnéni nebo srovnavani patolo-
gickych a fyziologickych stavi [96]. Za timto G¢elem byla nejprve provedena deplece plazmy
pomoci jednorazovych deplec¢nich kolonek z komeréné dodavané soupravy High Select™
Topl4 Abundant Protein Depletion Mini Spin Columns, Thermo Scientific. PouZzitim vysoce
specifickych imobilizovanych protilatek je mozné snadno odstranit az 95 % ze 14 nejzastoupe-
néjsich plazmatickych proteini [11], a diky tomu umoznit detekci a identifikaci nizce abun-
dantnich proteinii hmotnostni spektrometrii ¢i 2D gelovou elektroforézou.

Utinnost depleéni metody byla ovéfena separaci plazmatickych vzorki 1D gelovou elek-
troforézou. Obrazek 8 zobrazuje depleci plazmy, kdy dochazi k ¢aste¢né redukei hojné zastou-
peného albuminu a také protilatek, které jsou vidét hlavné v oblasti s MW 300 kDa, kde se
obvykle vyskytuje dimer IgG. Deplece jako takova byla provedena uspé$né, nicméné jsme oce-

kavali vyssi t€innost hlavné v pfipadé albuminu.
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Obrazek 8: Ukdzka gelu z SDS-PAGE elektroforézy vzorkii lidské plazmy pred a po jeji depleci. Pri depleci byly
ze vzorkil odstranény nejvice zastoupené plazmatické proteiny, jako je albumin (A) a dimer 19G (B). 1- proteinovy
standard, 2- plazma zdravého pacienta, 3- depletovand plazma zdravého pacienta, 4- plazma pacienta s DCM, 5-
depletovand plazma pacienta s DCM.

3.2 Priprava peptidické smési a jeji znaceni izobarickymi znackami

Ptiprava vzorkl pro proteomickou analyzu musi zahrnovat takové postupy, které¢ budou
kompatibilni se v§emi kroky celého procesu analyzy. Proteiny izolované z plazmy byly dena-
turovany SDS za vysoké teploty. SDS napomaha proteinu k ziskani zdporného naboje. Pro efek-
tivnéjsi St€peni proteind, pii kterém dochazi k naruseni 3D struktury, je nutné narusit disulfi-
dické mustky zajist'ujici stabilitu molekuly. K redukci téchto vazeb byl pouzit TCEP. Aby se
zamezilo opétovné tvorbé disulfidickych mustkd, je nutné blokovat volné -SH skupiny, za timto
ucelem byl pouzit IAC jako alkyla¢ni ¢inidlo [97]. Poslednim krokem pfed samotnym $§tépenim
byla precipitace acetonem, kterou lze sniZit koncentraci interferujicich latek. Takto pfipraveny
vzorek byl jiz vhodny pro Stépeni protedzou trypsinem. Trypsin je sekvencné specificka prote-
aza $tépici proteiny za bazickymi aminokyselinami lysinem a argininem. Vyhodou pouZiti try-
psinu je vysoké specifita, nebot’ ke Stépeni za témito aminokyselinami dochazi vzdy, kromé
situace, kdy lysin nebo arginin ptimo sousedi s prolinem. Arginin a lysin jsou aminokyseliny

frekventované v proteinech vétSiny organismu v takové mife, Ze se po Stépeni trypsinem ziskaji
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peptidy o prumérné délce 9 aminokyselin, coz je velikost vhodna pro analyzu hmotnostni spek-
trometrii. Peptidy nesouci na C-konci bazicky arginin nebo lysin velmi dobie pfijimaji v ESI
minimalné dva kladné naboje, kdy jeden se nachazi na bazickém zbytku C-koncové aminoky-
seliny, a druhy pochazi z N-koncové aminoskupiny peptidu, ¢imz je usnadnéna nasledna frag-
mentace i interpretace spekter [98,99].

Ke znaceni peptidovych vzorkt byly vyuzity TMT. Molekula této znacky je slozena
Z aminoreaktivni skupiny, reportérové skupiny, spaceru a specifické skupiny linkeru zajistujici
odstépeni reportérové skupiny béhem fragmentace [100]. Reagencie v sad¢ TMT 6-plex pou-
zité v této experimentalni praci obsahuji Sest izobarickych (maji stejnou strukturu i hmotnost)
¢inidel. Tyto ¢inidla se 1i8i poctem tézkych izotopt v reportérové oblasti, coz je déla jedinecné
Z hlediska identifikace pomoci MS. Pomoci téchto reagencii je mozné oznacit peptidy v pfipra-
veném vzorku, a to az Sesti riznych vzorkt v jedné MS analyze [101].

Ptiprava vzorku a znaceni izobarickymi TMT znackami byla testovana dvéma rozdilnymi
postupy (viz Obrazek 9). Postup A spociva v ptipravé vzorku pfed TMT znacenim a az po
spojeni vSech Sesti analytd do jednoho vzorku je odstranén deoxycholat sodny (DOC). To je
hlavni odli$nost od postupu B, kdy je DOC odstranovan jesté ptred samotnym znacenim a spo-
jenim vzorkii dohromady. Zkouska téchto dvou typt protokolii byla provadéna jako pilotni ex-
periment se znackou TMT?. Modifikace peptidtt TM T znackou byla ovéfena v programu PMi
Preview v.6.1. Cilem tedy bylo zjistit, ktery z protokoli je vyhodnéjsi pro proteomickou ana-
lyzu danych vzorki plazmy. Bylo zjiStovano, zda by nebylo moZzné pouzit protokol A, jelikoz
by se uSetfil jeden krok, ktery by mohl byt potencidlnim zdrojem variability vzorku (odstranéni
DOC a vysuseni kazdého vzorku zvlast’). Tento postup se vSak neosvédcil a dle tspésnosti
znaceni lysinti a N-Konct peptida (viz Tabulka 9) byl jako vhodné&jsi zptisob zvolen postup dle

protokolu B, ktery byl nasledn¢ aplikovan pti dalich analyzach plazmatickych vzorkda.

Tabulka 9: Porovndni dvou typii protokolii z hlediska vispésnosti modifikace peptidit TMT? znackou.

protokol znaceni lysini znaceni N-konci
A 99,9 % 82,7 %
B 100,0 % 99,6 %
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Obrézek 9: Zndzornéni 2 typii protokolii k TMT® znaceni.

3.3 Frakcionace vzorku
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Frakcionace vzorki byla provedena za ticelem zlepSeni detekce 1 malo koncentrovanych

proteind, diky tomu je mozno pokryt v&tsi Gast proteomu analyzovaného vzorku. Cim je frak-

cionace provedena kvalitngji, tim vice proteintl nasledné dokazeme identifikovat. Pro tyto ucely

jsme vybrali tii rizné chromatografické pfistupy separace peptidu pro jejich frakcionaci. Kazda

z téchto frakciona¢nich metod navysi pocet identifikaci proteini naslednou nanoLC-MS/MS

analyzou V porovnani s nefrakcionovanym vzorkem. Bézn¢ se separace provadi na kapalino-

vém chromatografu, nicméné z diivodu zjednoduSeni experimentu je postacujici manualni sys-

tém. Neni tfeba pofizovat ndkladné instrumentédlni zafizeni, analyzy jsou pomérné rychlé

a ucinné. Taktéz postaCuje malé mnozstvi vzorku, fadovée desitky mikrogramil.
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3.3.1 Mikrogradientova eluce

Eluce ptfi chromatografické separaci mtize probihat dvéma zpisoby. Prvni metodou je
izokraticka eluce, kdy chromatografickym systémem protéka mobilni faze (MF) o neménném
slozeni. Izokraticka eluce je technicky méné naro¢na a pouziva se hlavné pro analyzu latek
S podobnymi fyzikélnimi a chemickymi vlastnostmi. Pti analyze slozitych biologickych vzorka
jsou soucasti analytu i latky zna¢né se liSici v retenci. Separace by tak byla ¢asové velmi na-
rocna, proto se v téchto ptipadech vyuziva gradientové eluce, béhem niz se slozeni mobilni faze
v ¢ase meéni [102]. Napt. u RPLC koncentrace organické slozky v mobilni fazi stoupa s ¢asem,
polarita mobilni faze tedy naopak klesd. Tim se zvysuje elucni sila a zadrzované latky jsou
rychleji eluovany z kolony. Latky silné zadrZzované s tendenci eluovat az béhem pozdé&jsich
analyz jsou pfi pouziti gradientové eluce vymyty vysokym podilem organické slozky na zavéru
eluce. Tim se pfedejde piipadnému zaneseni chromatografické kolony a problémtim s opako-
vatelnosti metody [103].

Tato préce se vénuje mikrogradientové eluci, kterd piendsi separaci z kapalinového chro-
matografu do jednoduchého manualniho zafizeni. To V praxi znamena, ze k frakcionaci byla
pouzita jednoducha, ale specificka aparatura (viz Obrazek 10). Soustava pro mikrogradientovou
eluci se sklada z mikrokolonky (pfiprava viz. protokol 2.11) a K ni ptipojené plynotésné stii-
kacky o objemu 100 pl, ktera umoznuje aplikaci gradientu mobilni faze. Tato soustava je po
ruénim propojeni umisténa ve speciadlnim stojanu se zdvazimi, které zabezpecuji stabilni pritok
mobilni faze kolonkou a po jejichZ nasazeni do stojanu zacina eluce [104]. Tento systém je
V naSem piipadé vyuzivan v prvni rozméru dvourozmérné LC-MS/MS analyzy. Nejdiive jsou
vzorky frakcionovany pomoci tohoto jednoduchého systému a v druhém rozméru je jiz prove-

dena standardni nanoLC-MS/MS analyza.
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Obrdazek 10: Aparatury pro mikrogradientovou eluci. Vievo pro uspordddni se stitkackou s jehlou doli, vpravo
pro usporddani se stiitkackou s jehlou nahoru.

Prvnim pfistupem pro mikrogradientovou eluci peptidické smési, ktery jiz byl v labora-
tofi zaveden je frakcionace na reverzni fazi v bazickém prostiedi. Postup pro bazickou mikro-
gradientovou eluci byl jiz optimalizovan (Rehulka, Rehulkova) a na pracovisti katedry mole-
kularni patologie a biologie (KMPB) FVZ UO vyuzivan. Druhou pouZitou metodou pro frak-
cionaci peptidi byla HILIC opét v mikrogradientovém uspofadani. Na pracovisti KMPB byla
tato HILIC frakcionace jiz taktéz optimalizovana a ovéfena jeji funkénost (Rehulka, Vozandy-
chovd). Vyhoda obou téchto frakciona¢nich piistupl pro identifikaci peptidi analyzou LC-MS
byla ovétena (nepublikovana data).

Za Gcelem vétsiho pokryti proteomu byla do naseho experimentu zatazena i tieti frakci-
onac¢ni techniku — SCX. Tato technika vyZadovala pomérné rozsahlou optimalizaci, nez bylo
mozné pouzit vysledny protokol. Prvotni schéma a protokol SCX frakcionace pomoci mikro-
gradientové eluce byla jiz diive tispé$né testovana na pracovisti KMPB. V tomto postupu byla
pouzita stacionarni faze Polysulfoethyl A a gradient mobilni faze obsahoval KH2POj, acetoni-
tril a zvysujici se koncentraci KCI. Toto schéma bylo se souhlasem pracovnikt katedry ptevzato

a dale upravovano a optimalizovano, jak je uvedeno v této praci.
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Obrazek 11: Schéma frakcionace. ™ Ize piimo aplikovat bez vysuseni
3.4 Optimalizace SCX mikrogradientové eluce

Schéma SCX frakcionace bylo jiz v minulosti na pracovisti KMPB tspé$né otestovano,
avSak metoda vyZadovala zna¢nou optimalizaci pracovnich podminek. Za timto uc¢elem bylo
provedeno nékolik uprav jak ve sloZzeni mobilnich fazi a gradientt tak 1 v jejich elu¢nich obje-
mech. Dulezity aspekt potieby optimalizace SCX mikrogradientové eluce byl ve vybéru tako-
vych mobilnich fazi, které by byly 1épe kompatibilni s ndslednou nanoLC-ESI-MS/MS analy-
zou, napt. v tom, Ze by nebylo nutné jednotlivé frakce jesté odsolovat pred vlastnim néstiikem
do LC-MS systému. Tato alternativa SCX chromatografie byla ptevzata z protokolu piecisto-
vani vzorkd po TMT znaceni, kde byla navrZena jako postup pro purifikaci peptidickych
vzorkid. V nasi préci byl tento zpiisob nasledné modifikovan pro pouziti mikrogradientovém
usporadani. V tomto postupu byly mobilnimi faizemi pro SCX 30% ACN/0,1% TFA a 500mM
HCOONH4/30% ACN [105]. Tyto upravy byly provadény dle pribéznych vysledki z LC-UV

(viz obrazky kapitola 3.4.2). Pro sérii téchto optimaliza¢nich experimentl byly pouZity vzorky
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lyzath Jurkat bunék a konecna verze gradientu na SCX byla nasledné pouzita k frakcionaci
vzorki lidské plazmy znacené TMT znaCkami. Béhem celého optimaliza¢niho procesu bylo
tteba vzit v potaz nékolik parametrti, které jsou popsany nize. Celkem bylo provedeno pies dvé
desitky rizné modifikovanych protokold, u nékterych z nich se zjistilo, Ze jsou pro tuto analyzu
nevhodné, proto jim déle nebyla vénovana pozornost. V této praci jsou uvedeny pouze varianty
protokolt, jejichz vysledky poskytly zajimavé poznatky. Volba vhodného gradientu pro danou

analyzu je pomérné naro¢na a optimalizuje se nejlépe empiricky.

3.4.1 Optimalizace podminek nanaseni vzorku

Nejprve byl fesen vybér vhodného slozeni mobilnich fazi. Mobilni faze s mensi elucni
silou slouzi k rozpousténi vzorku, ekvilibraci kolonky 1 k nandSeni vzorku na kolonku. Pro tuto
MF byly testovany rozdilné koncentrace ACN a TFA (Obrazek 12:).

o 50% ACN/0,5% TFA
o 30% ACN/0,1% TFA
o 50% ACN/0,1% TFA

Pro eluci vzorku se pouziva mobilni faze o vétsi elucni sile (v ptipad¢€ tohoto experimentu
30% ACN/500 mM HCOONHj4). Obrazek 12 znazoriuje, ze pii stejné koncentraci TFA a roz-
dilné koncentraci ACN je ucinnost zachytu peptidické smési na stacionarni fazi podobna. Pii
vys$i koncentraci TFA v MF je zachyt peptidi vyrazn€ snizen, coz se projevilo intenzivnim

signalem peptid v LC-UV analyze vazebné frakce testovaného vzorku.
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Obrazek 12: Volba vhodné mobilni faze pro zdachyt peptidit na staciondrni fazi.
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3.4.2 Optimalizace mikrogradientu pro SCX

Dalsi dtlezitou proménnou v celém procesu optimalizace metody piedstavuje zpusob
tvorby mikrogradientu. Do mikrostiikacky bylo tfeba nasavat roztoky MF pomalu a konstantni
rychlosti tak, aby nedoslo ke smiseni MF ve stiikac¢ce. Nabirani do stiikacky probihalo v uspo-
fadani s jehlou nahoru a takto byla mikrogradientova soustava ponechana po celou dobu frak-
cionace (Obrazek 10 vpravo). Dalsim parametrem pro optimalizaci jsou koncentrace a objemy
jednotlivych elu¢nich mobilnich fazi natahovanych do stiikacky a objemy sbiranych frakci.
Nejprve byla gradientova eluce peptidii provadéna najednou ptes cely koncentracni rozsah eluc-
nich fazi (jednoduché gradientova eluce) a po dalsich uvahach bylo toto modifikovéano na eluéni
schéma rozdélené do tfi samostatnych eluci pokryvajicich celkové rozsah koncentraci elu¢nich

mobilnich fazi (trojita gradientova eluce).

Jednoducha gradientova eluce

Optimalizaéni proces SCX mikrogradientové eluce byl nejprve provadén jednoduchou
mikrogradientovou eluci. Do stfikacky s jehlou smétfujici vzhiru byly postupné natahovany
elu¢ni mobilni faze s klesajici koncentraci soli. V tomto uspofadani dochazelo i k eluci jednot-
livych frakei. Eluce pak v tomto manuélnim systému probiha tak, ze jako prvni vytéka ze stfi-
kacky MF s nejnizsi eluéni silou (nejnizsi koncentrace soli) a jako posledni naopak MF s nej-
vyssi elucni silou (nejvyssi koncentraci soli).

Tabulka 10: Prehled variant pro jednoduchou gradientovou eluci (i je ¢islo protokolu, Ac je koncentracni rozsah
mobilni faze, Cacn je koncentrace acetonitrilu v mobilni fizi, Cur je koncentrace mobilni faze v dané frakci, Vn je
objem nasavany do strikacky a Vs je objem sbiranych frakci, priklad zapisu ,, 15 fr./ 6 ul* znamena ,, 15 frakci po
6 #l (()

i Ac CACN CMF VN Vs
[mM] [%] | [mM] | [ul] [p1]
120 36

90 | 28 | 15fr/6pl,
60 | 22 | 1fr/10pl

30 14
110 32

70 26 15 fr./ 6 pl,
50 24 1fr./ 10 ul

30 18
110 16

70 22 | 15fr/6pl,
50 26 1fr./ 10 pl

30 36

1 30-120 30

2 30-110 30

3 30-110 50
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Tabulka 10 zobrazuje pouzité protokoly jednoduché mikrogradientové eluce. Zptsob in-
terpretace udaju z tabulky je mozné ukazat na protokolu €. 1 (u ostatnich protokoll 1ze udaje
interpretovat analogicky). Nejprve bylo nasato 36 ul 120 mM HCOONHa4 Vv 30% ACN, dale
bylo postupné nasavano 28 ul 90 mM, 22 ul 60 mM a 36 pl 30 mM HCOONH4 v 30% ACN.
Bylo sbirano celkem 16 frakci, z ¢ehoz prvnich 15 frakei bylo o objemu 6 pul a posledni frakce
byla o objemu 10 pl.

V protokolu ¢islo 1 byl zvolen koncentra¢ni gradient mobilni faze s obsahem 30-120 mM
HCOONHs a 30% ACN. Bylo sbirano celkem 16 frakci. Ve stiedni ¢asti gradientu byla pozo-
rovana skokova eluce vétsiho mnozstvi peptidl, naopak posledni tfi sbirané frakce (fr. 14-16)
jiz neobsahovaly peptidy témét zadné (Obrazek 13). Aby bylo dosaZzeno rovnomérnéjsi distri-
buce, byl v protokolu ¢islo 2 snizen koncentra¢ni gradient HCOONH4 na 30-110 mM a doslo
k mirné modifikaci natahovani jednotlivych roztokit MF do mikrostiikac¢ky (Obrazek 14). Pies-
toze toto schéma poskytovalo jiz pomérné dobré vysledky, byla snaha rozprostfit eluci pepti-

dovych frakci ze stfedni ¢asti smérem k vy$sim frakcim.
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Obrazek 13: SCX jednoduchd mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 30-120 mM HCOONHs,. V Tabulka
10 odpovida oznaceni ¢. 1. Mobilni faze A — 0,1% TFA/30% ACN mobilni fize B —500 mM HCOONH4/30% ACN.
FT — prvni frakce analyzovana na obsah kyselych peptidii nezadrzujicich se na stacionarni fazi. Frakce 1 az 16 -
gradient (30-120 mM HCOONHL.)). FW —promyti mobilni fizi B. Pro piehlednost byly zavislosti posunuty na svislé
ose o kladnou diferenci.
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Obrdazek 14: SCX jednoducha mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 30-110 mM HCOONHL,. V Tabulka
10 odpovida oznaceni ¢. 2. Mobilni fize A — 0,1% TFA/30% ACN, mobilni faze B — 500 mM HCOONH./30%
ACN. FT — prvni frakce analyzovana na obsah kyselych peptidii nezadrzujicich se na stacionarni fazi. Frakce 1 az
16 - gradient (30-110 mM HCOONH,). FW —promyti mobilini fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na
svislé ose o kladnou diferenci.

V protokolu ¢islo 3 byl obracen trend nasdvani MF do stiikacky tim zpisobem, Ze nej-
veétsi natazené mnozstvi do stiikacky piedstavoval roztok s nejnizsi koncentraci mravencanu
amonného. Zasadni zménou bylo zvyseni koncentrace ACN v MF (o piivodnim slozeni 0,1%
TFA/30% ACN). Za ucelem zvyseni stability gradientu bylo pfistoupeno ke zméné slozeni mo-
bilni faze A na 50% ACN/0,1% TFA (Piiloha A). Toto zvySeni koncentrace ACN v MF (0 pt-
vodnim slozeni 0,1% TFA/30% ACN) pouzivané pro nanaseni vzorku na kolonku umoznuje
téz piimé pouziti elu¢niho roztoku z SPE C18 purifikace nastépenych peptidl bez nutnosti apli-
kace vysouseciho kroku pfed nanesenim vzorku na SCX kolonku (Obrazek 11). Po proméfeni
ziskanych frakei na LC-UV bylo pozorovano relativné vétsi mnozstvi nezachycenych peptidi
ve FT, nicméné¢ jako frakce pro LC-MS analyzu Ize FT takto uspésSné pouzit. Ve treti elucni
frakci pak navic doslo k eluci nepfiméfené velkého mnozstvi peptidi. Toto schéma lze tedy
pouzit a nanaSeni vzorku v 50% ACN je mozné a prakticky vyhodné, ale vzhledem k chovani
elu¢nich frakci pti dalSich experimentech se do budoucna (po piislusSném experimentalnim oveé-
feni) jevi jako moZnost nanaseni vzorku v niZz§im mnozZstvi ACN a také s niz§i koncentraci

TFA.
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Jednoduch4 mikrogradientova eluce se ukazala jako funkéni frakcionacni technika, pfi
niz Ize dosédhnout relativné rovnomérného rozlozeni peptidii eluovanych v jednotlivych frak-
dientové eluce byl v dal§im optimaliza¢nim kroku zvolen experiment trojité mikrogradientové

eluce, ktery umoznuje jemnéjsi definici pribéhu gradientového elu¢niho profilu.

Trojita gradientova eluce

Eluce trojitym gradientem je zaloZena na stejném principu jako jednoducha mikrogradi-
entova eluce. Lisi se pouze tim, ze je provadéna ve tiech po sob¢ jdoucich eluc¢nich krocich.
Z hlediska provedeni ptfedstavuje kazdy elucni krok jednoduchou mikrogradientovou eluci.
Ovsem pro vytvofeni koncentracniho gradientu jsou do mikrostiikacky nasdvany jen vybrané
MF a pocet sbiranych frakci je mensi. Cilem pouziti trojité eluce bylo dosazeni rovnomé&rné;si

distribuce peptida v jednotlivych frakcich celkové eluce peptida.

Tabulka 11: Pirehled variant pro trojitou gradientovou eluci (i je cislo protokolu, Ac je koncentracni rozsah mo-
bilni faze, cue je koncentrace mobilni faze v dané frakci, Cacn je koncentrace acetonitrilu v mobilni fazi, Vn je
objem nasavany do stiitkacky a Vs je objem sbiranych frakci, priklad zapisu ,,2 fr. 10 ul“ znamend ,,2 frakce po
10 ul*)

1. gradient 2. gradient 3. gradient
i Ac CACN CMF VN Vs CMF VN Vs CMF VN Vs
[mM] | [%0] | [mMM] | [ud] [ud] [mMM] | [u] (] [mM] | ] (]
1 1 1 1
30 0 2 /10 pl 90 6 50 0
1 0-150 30 0 10 60 16 8 fr./ 6 ul 120 10 3fr./ 10w
30 16 90 10
25 10 75 16 125 16
1 fr./20 ul
2 | 0-125 30 0 10 50 16 8 fr./ 6 ul 100 16 4 fr./ 12 ul
25 16 75 16
30 10 60 16 120 16
1 fr./20 ul
3 | 0-120 30 0 10 45 16 8 fr./ 6 ul 90 16 6 fr./ 8 pl
30 16 60 16
1 1 11 1
33 0 1 fr./20 ul 53 6 3 6
4| 0-113 | 30 0 10 43 16 | 8fr/6pl 83 16 | 6fr/8pul
33 16 53 16
33 10 53 8 113 16
1 fr./20 pl
5 0-113 30 0 10 43 12 8 fr./ 6 ul 83 16 6 fr./ 8 ul
33 28 53 16
30 20 50 24 113 24
2 fr./ 20 ul
6  0-110 | 50 0 20 MW 0 24 61 ‘:fr// ]]g i‘l‘l’ 83 | 24 | 6fr/12pl
30 24 ' 53 24
10 10 2 £/ 10 ul 40 20 100 30 30/ 20 ul
7 | 0-100 50 0 10 - " 30 20 10 fr./ 8 ul 40 30 - "
) 20 | 20 Lo
10 20
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Natahovani MF do stiikacky probihalo stejné jako u jednoduché eluce v uspotadani s je-

hlou sméfujici nahoru. Roztoky MF byly do mikrostiikacky natahovany od nejvyssi koncen-

cvwr

cvwr

soli) a jako posledni naopak MF s nejvyssi elucni silou (nejvyssi koncentraci soli).

Tabulka 11 zobrazuje pouzité protokoly trojité mikrogradientové eluce. Zptsob interpre-
tace udajt z tabulky je mozné ukazat na protokolu €. 1 (u ostatnich protokolt lze udaje inter-
pretovat analogicky). V prvnim elu¢nim kroku (1. gradient) bylo nejprve nasato 10 ul 30 mM
HCOONH3 a nasledné bylo 10 pul MF bez HCOONHg. Byly sbirany 2 frakce o objemu 10 pl.
V druhém elu¢nim kroku (2. gradient) bylo nejdiive nasato 16 pl 90 mM HCOONHj4, nésledo-
valo nasati 16 ul 60 mM a 16 pl 30 mM. Bylo sbirano 8 frakci o objemu 6 pl. V tretim elu¢nim
kroku (3. gradient) bylo prvné nasato 10 pul 150 mM HCOONHj4, nasledovalo nasati 10 pl 120
mM a 10 pl 90 mM. Byly sbirany 3 frakce o objemu 10 pl.

Protokol ¢islo 1 v ramci trojité mikrogradientové eluce byl pfipraven rozdélenim do 13
frakci za pouziti koncentra¢niho gradientu MF HCOONH4 0-150 mM (Tabulka 11, Obrazek
15). Po tomto prvnim experimentu nebylo rozloZeni peptidl ve frakcich optimalni, proto bylo
ptistoupeno k dalsim modifikacim.

V protokolu ¢islo 2 byl snizen koncentrac¢ni gradient HCOONH4 na 0-125 mM. Prvni
eluéni krok byl spojen do jedné frakce, protoZe v pfedchozim experimentu byly prvni dvé va-
zebné frakce téméf bez peptidi. V druhém eluénim kroku byl sniZzen koncentracni gradient
s piedpokladem rovnomérnéjsiho rozprostieni frakci (Ptiloha B).

V protokolu ¢islo 3 byl podruhé sniZzen koncentracni gradient druhého elu¢niho kroku
a zvysil se celkovy pocet frakci z 13 na 15 s cilem lepsi distribuce eluovanych peptidii ve va-
zebnych frakcich (Ptiloha C). Témito zménami nebylo dosazeno pozadovaného vylepSeni.

Ve ¢tvrtém experimentu (Obrazek 16) byl znovu sniZen koncentra¢ni gradient v druhém
elu¢nim kroku (z piivodniho rozsahu 30-90 mM na novy rozsah 33-53 mM) se snahou umistit
tento prostiedni elu¢ni krok praveé do oblasti, kde se eluuje nejveétsi mnozstvi peptidii ze vzorku.
Toto schéma jiZ poskytovalo pomérné vyhovujici distribuci peptidii ve frakcich. Po upravé po-
¢tu frakei v jednotlivych eluénich krocich a zméné v koncentraci ACN bylo pouzito na plazma-
tické vzorky znacené TMT 6-plex.

Stale vSak byla snaha eluci vice rozvolnit. Proto byly provedeny dalsi postupy spo€ivajici
pfedevsim v modifikaci natahovanych objemt jednotlivych roztokd MF do stiikacky. Provede-
nymi zménami nebylo bohuzel dosazeno lepSich vysledkd, coz je nyni ve svétle pozdéjSich

experimentl pfipisovano jak velkému objemu mobilni faze obsahujici 33 mM HCOONH4

74



V druhém elu¢nim gradientu, tak také nejspiSe zvySenému obsahu ACN v mobilni fazi A. (Pii-
loha D, Ptiloha E, Pfiloha F).

Dale byla testovana obecna reprodukovatelnost frakciona¢ni metody na piikladu dvojna-
sobného provedeni protokolu ¢. 7, které bylo navic provedeno dvéma osobami nezavisle
na sob¢ (Ptiloha F, Ptiloha G). Dle frakcionaénich spekter z LC-UV byla reprodukovatelnost
povazovana za dostate¢n¢ vyhovujici a tim 1 pouzitelnost v laboratornich postupech.

Z hlediska trojité mikrogradientové eluce byl jako nejvhodnéjsi zvolen protokol Cislo 4,
ktery byl s Gpravou poctu frakci v prvnim a tfetim elu¢nim kroku aplikovén na frakcionaci
plazmatickych vzorkd. Vzhledem ke snaze o zvyseni stability elu¢niho gradientu a zjednodu-
Seni zpracovani vzorku peptidi zde byl zménén obsah ACN v mobilni fazi A z ptivodnich 30%
na 50%, kdy bylo pfi nanaseni vzorku (Obrazek 12) ovéteno, ze by se mél vzorek vazat na SCX

kolonku dostatecnym zplsobem.
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Obrazek 15: SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-150 mM HCOONH.. Mobilni fize A —
0,1% TFA/30% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH./30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidit nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce 1,2 - 1. gradient (0-30 mM HCOONHy, ).Frakce 3
az 10 - 2. gradient (30-90 mM HCOONHy). Frakce 11 az 13 - 3. gradient (90-150 mM HCOONHL.). FW —promyti

mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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Obrazek 16: SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-113 mM HCOONH.. Mobilni fize A —
0,1% TFA/30% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH./30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidii nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce I - 1. gradient (0-33 mM HCOONH.)). Frakce 2 az
9 - 2. gradient (33-53 mM HCOONHL.). Frakce 10 az 15 - 3. gradient (53-113 mM HCOONH.). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.

3.4.3 Shrnuti vysledki a mozZnost dalsi optimalizace

Po sérii provedenych experimentt Ize konstatovat, ze se podatilo vytvofit funkéni frakei-
onacni protokol peptidi pomoci SCX chromatografie, a Ize tak techniku manudalni frakcionace
peptidit pomoci iontoménic¢ové chromatografie na silném katexu povazovat za adekvatni zpi-
sob frakcionace proteomickych vzorkt tohoto typu. Primarnim cilem bylo zlep$eni nasledné
identifikace proteint, coz bylo pozdé€jsi MS/MS analyzou potvrzeno (Tabulka 12, Kapitola 3.6).

Po souhrnném zhodnoceni ziskanych dat 1ze uvést nékolik zmén, diky kterym by pfi-
padna pokracujici optimalizace mohla poskytnout jesté lepsi vysledky z hlediska distribuce
peptidi ve frakcich. Koncentrace ACN v mobilni fazi se jevi jako zcela klicova — s rostouci
koncentraci ACN roste jistym zptsobem i elu¢ni sila mobilni faze, a proto se v ptipadé pouziti
koncentrovanéjSsiho ACN mohly né&které peptidy eluovat pfili§ brzy. Dalsi optimalizaéni krok
by mohl spocivat ve zlepSeni protokolu pro jednoduchy gradient a to tak, ze by se upravily
objemy mobilnich fazi pro eluci.

Samostatnym namétem pro dalsi optimalizaci pak je moznost eluce zvysujici se koncen-

traci TFA, kdy napt. Obrazek 12 ukazuje, ze zvyseny obsah TFA zvySuje elu¢ni silu mobilni
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faze. To pak vhodné nakombinovano s koncentraci ACN muze vést napt. k tomu, Ze by se cela

eluce mohla provadét i se stiikackou v pozici jehlou dola.

3.5 Aplikace frakciona¢nich metod na vzorky lidské plazmy

Pro proteomickou analyzu vzorki plazmy byly v této praci zvoleny tfi frakcionacni me-
tody z dtivodu identifikace co mozna nejvétsiho poctu proteini v danych vzorcich. To je kli-
¢ové pro moznost analyzy i méné zastoupenych proteint, které vsak mohou mit v organismu
vyznamné funkce. Prvni metodou byla frakcionace peptidu na reverzni fazi v bazickém pro-
stiedi, druhou frakcionace pomoci HILIC. Posledni zptisob provadéné frakcionace ptredstavo-
vala SCX, které byla vénovana nejvétsi pozornost z diivodu jeji nezbytné optimalizace. Tyto tii

frakcionac¢ni metody byly provadény netradi¢né, a to pomoci manualniho systému.

3.5.1 Analyza nefrakcionovaného vzorku

Obrazek 17 znazoriiuje bohatou proteinovou smés nefrakcionovaného vzorku. U nefrak-
cionovaného vzorku je pocet kvantifikovanych proteinit mensi nez u vzorkd, které byly podro-

beny frakcionaci (Tabulka 12).
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Obrazek 17: Nefrakcionovany vzorek.
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3.5.2 Bazicka mikrogradientova eluce

Frakcionace vzorku plazmy na reverzni fazi v zasaditych mobilnich fazich probihala
na stacionarni fazi Kinetex C18 EVO. Vzorek byl na stacionarni fazi aplikovan v kyselém pro-
stiedi, jelikoZ za téchto podminek dochézi k efektivnéj$imu zachytu peptidii (ovéieno Rehulka,
Vozandychova). Po ekvilibraci mikrokolonky na bazické prostiedi (frakce ¢.1) byla provadéna
samotna frakcionace do 16 frakci (viz. protokol 2.12.1). Spolu s frakcemi byl proméien i vzorek
po jeho aplikaci na mikrokolonku (FT) a kone¢ny proplach po frakcionaci zasaditou mobilni
fazi s nejvyssi elucni silou (FW).

Obrazek 18 znazoriuje rozlozeni frakci proméfenim na LC-UV. Pfi manualni bazické
mikrogradientové eluci je peptidickda smés vzorku pomémé rovnomérné rozfrakcionovéana
do 17 frakei. V prvnich frakcich neni téméf zadny signal, frakcionace probéhla dle ocekavani
a predchozich zkusenosti na pracovisti KMPB FVZ UO. Nasledovalo proméfeni frakci

na hmotnostnim spektrometru.
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Obrazek 18: Bazicka mikrogradientova eluce na vzorcich TMT znacené plazmy. Pro prehlednost byly zavislosti
posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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3.5.3 HILIC

Frakcionace vzorku plazmy pomoci hydrofilni chromatografie. Jako stacionarni faze byla
pouzita Kinetex HILIC a pfi frakcionaci bylo sbirano 16 frakci (viz. protokol 2.12.2). Spolu
s frakcemi byl proméfen i vzorek po jeho aplikaci na mikrokolonku (FT) a kone¢ny proplach
po frakcionaci fazi s nejvyssi eluéni silou (FW).

Obrazek 19 zobrazuje vysledky z LC-UV frakcionaci ziskanych pomoci HILIC. Mizeme
pozorovat, ze jisty signal vzorku byl jiz v prvnich dvou frakcich a podobné¢ i ve frakci posledni
— ve vyplachu. Nicméné dominantni signal je pozorovan ve frakci ¢islo 2. V ostatnich frakcich

je signal vcelku rovnomérny. Nasledovalo proméieni frakci na hmotnostnim spektrometru.
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Obrazek 19: HILIC mikrogradientovad eluce na vzorcich TMT znacené plazmy. Pro prehlednost byly zavislosti
posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.

3.5.4 SCX mikrogradientova eluce

Pro SCX frakcionaci na vzorcich plazmy byl pouzit optimalizovany protokol (2.12.3).
Pro frakcionaci vzorku plazmy iontové vyménnou chromatografii byla pouzita stacionarni faze
Polysulfoethyl A. Eluce vytvofenym gradientem byla sbirana do 15 frakci. Vzorek zde byl na
SCX kolonku nandsen v 50% ACN/0,1% TFA a podobné& byla u mobilni faze A zvySena kon-
centrace ACN na 50%. Spolu s frakcemi byly opét proméieny vzorky FT a FW.
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Obrazek 20 zobrazuje rozlozZeni frakci pfi manuéalni SCX frakcionaci. Peptidicka smés je
rozdélena do 15 frakei, pficemz lze pozorovat intenzivni signal jiz ve FT. Nésledujici tfi frakce
jsou téméf bez signalu, frakce Cislo 4 pak zase poskytuje intenzivni signal. Odezva dalSich

frakci je uz mensi a rozprostfena veelku rovnomérné.
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Obrazek 20: SCX trojita mikrogradientova eluce na vzorkach TMT znacené plazmy. Koncentracni gradient 0-113
mM HCOONH,. Mobilni faze A — 0,1% TFA/50% ACN, mobilni faze B — 500 mM HCOONH./30% ACN. FT —
prvni frakce analyzovand na obsah kyselych peptidii nezadrzujicich se na stacionarni fazi. Frakce 1 az 3 - 1.
gradient (0-33 mM HCOONHa,). Frakce 4 az 11 - 2. gradient (33-53 mM HCOONH,). Frakce 12 az 15 - 3. gra-
dient (53-113 mM HCOONH,). FW —promyti mobilni fizi B. Pro piehlednost byly zdvislosti posunuty na svislé
ose o kladnou diferenci.

Podatilo se Uspé$né vyuzit optimalizovany protokol (2.12.3) k frakcionaci realného
vzorku (technikou SCX), kterym je lidskéd plazma. Zaroven na tyto vzorky byly aplikovany
techniky manuélni frakcionace na reverzni fazi v bazickém pH a HILIC. Konkrétni vysledky
shrnujici Gispésnost frakcionace v kombinaci s nanoLC-MS/MS jsou uvedeny v nasledujici ka-

pitole.

3.6 Vyhodnoceni MS

Poslednim krokem této experimentalni prace byla hmotnostné-spektrometricka analyza
ptipravenych frakci peptidickych vzorkt. Logickym ptredpokladem bylo, ze diky pouziti frak-
cionacnich technik bude nasledn¢ identifikovano veétsi mnozstvi proteint ve vzorcich v porov-

nani se vzorkem, ktery frakcionaci nebyl podroben. Byla zjistovana ucinnost frakcionacnich
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technik, zejména SCX frakcionace, ktera byla v této praci zavedena a optimalizovana. Dale
byly porovnavany vzorky zdravych jedinct se vzorky pacientii s DCM z hlediska plazmatic-

kého proteinového profilu. K tomu byly vyuzity databazové softwary Proteome Discoverer.

3.6.1 Ovéreni uéinnosti

Obrazek 21 zobrazuje distribuci intenzity izobarickych znacek v MS/MS nezavisle
na frakcionaci. Je patrné, ze hodnoty log10 medianu intenzit se po normalizaci dat mezi sebou
prili$ nelisi, pfestoze drobné odchylky mezi znaGkami patrné jsou. Nicméné je mozné tato data
pouzit k dal§imu zpracovani, cemuz nahrava i fakt, ze se jedna o modelovy systém, ktery slouzil
piedevsim k ovéteni metodiky a zavedeni separa¢nich technik. Bylo by vhodné pro hodnoceni
biologické relevance a zmén v koncentraci klinicky vyznamnych proteini zopakovat analyzu

S vétsim poctem pacientll tak, aby byl vice eliminovan vliv biologické variability jedinc.
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Obrazek 21: Intenzita TMT reportérovych znacek
3.6.2 Identifikace proteinu

Hmotnostné-spektrometrickou analyzou byly proméfeny vSechny pfipravené vzorky
které slouzily jako modelova smés pro zavedeni metod pro pfipadnou dalsi analyzu specific-
kych biomarkert pro dilatacni kardiomyopatii. Na zaklad¢ predeslych analyz popsanych a op-

timalizovanych v predeslych kapitolach (2.12) byly do analyzy zahrnuty tyto metody manualni
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frakcionace vzorku plazmy. Jednalo se o frakce pfipravené manualni frakcionaci peptidi na
reverzni fazi v bazickém prostiedi (Basic_RP), manualni frakcionaci peptidii pomoci HILIC
a manualni frakcionaci peptidi pomoci SCX. Takto ptipravené frakce byly nasledné podrobeny
nanoLC-MS/MS analyze pomoci UltiMate 3000 RSLC-nano HPLC. Vyhodnocenim naméte-
nych dat promoci Proteome Discoverer (v.2.4) bylo identifikovano 310 proteinti a 3587 pepti-
dovych skupin. Zaméiili jsme se na porovnani jednotlivych pfistupt frakcionace a porovnali je
mezi sebou.

Tabulka 12 a Obrazek 22 uvadi mnozstvi identifikovanych proteini jednotlivymi zpisoby
frakcionace vcetné téchto udaji u vzorku nefrakcionovaného. Je ziejmé, Ze pii analyze vzorka
za pouziti technik frakcionace bylo identifikovano vyrazné vice proteinti nezli v ptipadé ana-
lyzy bez pouziti frakcionace. Zavedenou technikou SCX frakcionace bylo identifikovano cel-
kem 293 proteint, coZ je o 155 % vice v porovnani s poétem identifikovanych proteinti bez
pouziti frakcionace. Technikou Basic RP, resp. HILIC bylo identifikovano 272, resp. 207 pro-
teind, coz je o 137 %, resp. 0 80 % vice proteinli V porovnani s analyzou vzorku nefrakciono-
vaného.

Tabulka 12: Pocet zidentifikovanych proteinovych a peptidovych skupin. (Suma neobsahuje nefrakcionovany vzo-
rek!)

Proteinové Navic Kk nefr. Peptidové Navic k nefr.
skupiny vzorkim [%0] skupiny vzorkim [%0]
Nefrakcionovany
115 - 1124 -
vzorek
Basic_RP 272 137 2410 114
SCX 293 155 2707 141
HILIC 207 80 1164 4

Tabulka 12 dale ukazuje, ze pfi analyze vzorkl za pouziti technik frakcionace SCX a Ba-
sic_RP bylo identifikovano vyznamné vice peptidovych skupin nezli v ptipad¢ analyzy bez po-
uziti frakcionace. Technikou HILIC bylo identifikovano témét shodné mnozstvi peptidovych
skupin jako u vzorku bez frakcionace. Optimalizovanou technikou SCX frakcionace, resp. Ba-
sic_RP bylo identifikovano celkem 2707, resp. 2410 peptidovych skupin, coz je o 141 %, resp.
o 114 % vice v porovnani s poctem identifikovanych peptidovych skupin bez pouziti frakcio-
nace. Technikou HILIC bylo identifikovdno 1164 peptidovych skupin, coz je jen o 4 % vice

V porovnani s analyzou vzorku nefrakcionovaného.
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Lze konstatovat, ze pouziti uvedenych technik frakcionace ma vyznamny vliv na celkovy
pocet identifikovanych proteind, resp. peptidovych skupin, z ¢ehoz nejvétsi ucinnost identifi-
kace vykazuje technika SCX frakcionace. Tento fakt navic potvrzuji (Obrazek 23 a Obrazek
24).
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Obrazek 22: Pocet zidentifikovanych proteinii u nefrakcionovaného vzorku a vzorkii frakcionovanych.

Pro snadnou orientaci v ziskanych datech byly v softwaru Proteome Discoverer vytvo-
feny Vennovy diagramy, jak pro identifikované proteiny (Obrazek 23), tak i pro peptidové sku-
piny (Obrazek 24).

Celkové bylo pro vsechny techniky analyzy nalezeno 313 proteini (Obrazek 23). Je
zfejmé, Ze viemi tfemi technikami frakcionace bylo soucasné identifikovano 184 proteinti (Seda
oblast). Dale je patrné, Ze zavedenou technikou SCX frakcionace bylo identifikovano 293 pro-
teind, tj. 94 % z celkového poctu nalezenych proteinti. Je evidentni, ze S pouzitim techniky SCX
frakcionace je dosazeno velmi vysoké ti¢innosti identifikace proteint.

Optimalizovanou technikou SCX bylo identifikovano 27 unikatnich proteint. V porov-
nani s technikou Basic RP jde o nalezeni trojnasobného mnozstvi jedineénych proteind.
Ve srovnani s technikou HILIC se jedna o nalezeni témét ¢trnactinasobku poctu identifikova-
nych unikétnich proteinti. Lze konstatovat, Ze zavedend technika SCX frakcionace dosahuje
nejvyssi ucinnosti z hlediska poctu celkové identifikovanych unikatnich proteint.

Celkove bylo nalezeno 3587 peptidovych skupin (Tabulka 12, Obrazek 24). Je ziejmé, Ze
technikou SCX frakcionace bylo identifikovano 2707 peptidovych skupin, tj. 75 % z celkového
poctu nalezenych peptidovych skupin. Zaroven stejnou technikou bylo identifikovano 904 uni-
katnich peptidovych skupin, tj. 25 % z celkového poctu identifikovanych peptidovych skupin.
Je patrné, Ze obdobné jako u proteint pouziti techniky SCX frakcionace vede k identifikaci
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nejvyssiho poctu peptidovych skupin a dosahuje nejvyssi ucinnosti z hlediska poctu celkové
identifikovanych unikatnich peptidovych skupin.
nych frakcionacnich technik v této préci, jeji nepochybnou vyhodou je ziskani nejvétsiho mnoz-

stvi unikatnich proteinti a peptidovych skupin.

Basic_RP SCX

HILIC

Obrazek 23: Venniiv diagram nalezenych proteinii jednotlivymi technikami frakcionace.

Basic RP

HILIC

Obrazek 24: Venmiv diagram nalezenych peptidovych skupin jednotlivymi technikami frakcionace.
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3.6.3 Komparativni proteomicka analyza

Dale byly sledovany rozdily v proteinovém sloZeni plazmy mezi kontrolnimi vzorky
zdravych darcti a pacienty s dilata¢ni kardiomyopatii. Tabulka 13 obsahuje vycet proteint,
které vykazuji signifikantni zménu v plazmé nemocnych pacienti s DCM V porovnani se zdra-
vymi jedinci. Jelikoz testovanych subjektti bylo pouze 6 (3 nemocni pacienti a 3 zdravi jedinci),
je na vysledky nahlizeno tak, ze by se mohlo jednat o potencialni markery dilata¢ni kardiomy-
opatie, které by mohly byt podkladem pro dalsi studie. U vSech signifikantné zménénych pro-
teinl byla v plazmé pacientti s DCM zjisténa jejich snizena koncentrace.

Aby mohl byt protein povazovan za signifikantni, hodnoti se vysledky LC-MS analyzy
v databazovych vyhledavacich programech se zadanim urcitych kritérii. V nasem experimentu
byla kritéria zvolena v programu Proteome Discoverer nasledujici:

o Protein musi byt identifikovan minimalné dvéma unikatnimi peptidy

o Nesmi se jednat o depletovany protein

o Abundance ratio (udavajici miru zmény pii porovnani vzorku pacienta ku zdravému
jedinci); pokud je < 1 — jedna se o snizeni koncentrace proteinu u vzorku nemocného
a naopak

o P-hodnota (aroven spolehlivosti identifikace proteinu) < 0,01

Tabulka 13: Signifikantné zménéné proteiny zjisténé v softwaru Proteome Discoverer.

Protein Kod proteinu | Pocet unikat- = Pomér zastoupeni =~ P-hodnota
nich peptida DCM/zdravy

Fibronektin P02751-1 68 0,513 6,3¢”
Inter-a-trypsin

o P19823 31 0,619 7,6e
inhibitor

Plasminogen P00747 43 0,694 1,2¢3
Gelsolin P06396 36 0,565 2,6e®
B-2-glykoprotein P02749 13 0,345 5,1e*

V nésledujici ¢asti bude nastinéna mozna dilleZitost zjisténych signifikantn€ zménénych
proteint (viz Tabulka 13) v ramci proteomické analyzy srde¢nich chorob. Mezi nejzajimavéjsi
nalezy tohoto experimentu patii fibronektin a gelsolin.

Fibronektin je jiz nékolika studii potvrzenym potenciondlnim indikatorem remodelace

tkan¢ myokardu souvisejici s hypertrofickou kardiomyopatii. V ptedchozi studii [106] byla
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plazmaticka hladina tohoto proteinu u pacientl se srde¢ni nemoci sniZend ve srovnani se zdra-
vymi subjekty. Studie [107] byla vénovana vlivu inhibice polymerace fibronektinu na remo-
delaci myokardu, kdy byl zjistén jeho potencial pro terapeutickou strategii 1é¢by srde¢ni fibrozy
a srde¢niho selhani.

Gelsolin je také studovan ve spojitosti s remodelaci srde¢ni tkané. V pracich [108,109]
byla zminéna funkce gelsolinu pii cytoskeletalni remodelaci pfi srde¢nim selhani u mysi a jeho
moznou funkci v terapii srde¢niho selhani. Ve studii [110] byla nalezena snizena hladina gelso-
linu v séru zen s onemocnénim srdce.

Dalsi zjisténé proteiny s vyznamnou zménou pii porovnani plazmatickych vzorkl paci-
entli s DCM a zdravych jedinct jsou plasminogen, B-2-glykoprotein a inter-a-trypsin inhibitor.
U téchto proteinil vSak nebyla v literatufe nalezena Zadna vyznamna korelace se srde¢nimi cho-
robami. Pro potvrzeni nebo vyvraceni marker, které nejsou bézné asociovany se srde¢nimi
chorobami bude nutné provést dalsi komparativni analyzu s vice subjekty.

Zajimavym zjisténim byl také fakt, ze vSechny zminéné signifikantné zménéné proteiny
byly pomoci STRING databaze (v.11.0) vyhodnoceny v jednom shluku (Obrazek 25), to zna-
mena, ze spolu vzajemné mohou interagovat, ¢i se jinak ovliviiovat. Pficemz fibronektin

a gelsolin jsou dokonce soucasti jednoho komplexu.

Obrazek 25: Zjisténd souvislost mezi signifikantné zménénymi proteiny. APOH — p-2-glykoprotein, PLG — plasmi-
nogen, ITIH2 - inter-a-trypsin inhibitor, FN1 — fibronektin, GSN — gelsolin. Vytvoreno na www.string-db.org.

Vsechny jiz dosazené vysledky v této praci naznacuji, ze zvoleny pfistup k analyze,
vcetné nekolika dil¢ich optimalizaci byl uspé€$ny a ze jej bude mozné vyuzit v nasledné kom-
parativni analyze pro identifikaci proteind, které jsou ve vztahu ke studovanému onemocnéni

pacientd.
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zavést do pfipravy plazmatickych vzorkl pro proteo-
mickou analyzu takové techniky, které by umoznily vyssi zachyt a identifikaci peptidii metodou
LC-MS. K tomu byly zvoleny tfi typy frakciona¢nich technik provadéné v manualnim uspota-
dani a nasledné byly takto ziskané frakce analyzovany pomoci nanoLC-MS/MS. Frakcionace
peptidi byla nejdiive provedena na reverzni fazi v bazickém prostiedi a technikou HILIC, je-
jichz funkénost byla jiz v minulosti na pracovisti KMPB FVZ UO ovéfena. Tteti frakcionacni
technikou byla SCX, ktera pied aplikaci na plazmatické vzorky vyzadovala zna¢nou optimali-
zaci.

Optimalizace byla provadéna sérii experimentd, které probihaly s pomoci specifické apa-
ratury pro tvorbu koncentra¢niho gradientu. Bylo tieba zvolit vhodné podminky pro nanaseni
vzorku a tvorbu mikrogradientu ve specialni aparatuie s vyuzitim mikrostiikacky. Gradient byl
tvofen dvéma zpisoby — jednoduchou a trojitou mikrogradientovou eluci. Po nékolika modifi-
kacich byl zvolen vhodny protokol, ktery byl poté pouzit na praci s plazmatickymi vzorky. Pro
experimenty optimalizace SCX techniky byly pouzity jiz pfipravené vzorky Jurkat bunck.

Soucasti prace byla také komparativni proteomickd analyza vzorki lidské plazmy pro
studium a diagnostiku dilata¢ni kardiomyopatie s vyuzitim chemického znaceni izobarickymi
znaCkami. Tato prace byla souc¢asti grantového projektu ¢. NV19-02-00297. K tomuto ucelu
bylo pouzito celkem Sest vzorkid plazmy (tfi vzorky od pacientt s dilata¢ni kardiomyopatii a tfi
vzorky od zdravych jedincti). Pfiprava téchto vzorkl pro samotnou analyzu zahrnovala depleci
abundantnich proteinii, pfipravu proteinovych vzorki pied St€penim a samotné enzymatické
Stépeni trypsinem. NaStépené vzorky byly posléze naznaceny izobarickymi TMT znackami.

Takto ptipravené vzorky byly podrobeny frakcionaci tfemi vySe zminénymi technikami.
Ziskané frakce spolu se vzorkem nefrakcionovanym byly proméfeny na LC-UV, nasledn¢ ana-
lyzovany pomoci nanoLC-MS/MS. Ziskana data byla hodnocena v databazovém softwaru Pro-
teome Discoverer.

Jak bylo predpokladdano, frakciona¢ni techniky umoznily identifikaci vyrazné vétSiho
mnozstvi proteind pfi porovnani s nefrakcionovanym vzorkem. Byla porovnéana ti¢innost téchto
frakcionacnich technik, z nichz nejvyssi GspéSnosti frakcionace dosahuje zavedena technika
SCX. Tento typ frakcionace poskytuje v kombinaci s naslednou nanoLC-MS/MS analyzou nej-

vetsi mnozstvi identifikovanych unikétnich proteinti.
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Na zavér byly porovnavany vzorky pacienti s DCM a vzorky zdravych jedinci. Bylo
nalezeno pét signifikantné zménénych proteinti, které zaroven vykazuji jistou miru vzajemné
interakce. V tomto experimentu bylo pouze Sest testovanych subjekti, a proto je tieba tyto vy-
sledky dale potvrdit v dalSich navaznych studiich.

Touto praci byly splnény vSechny zadané cile, podatilo se zavést a pouzit ucinné frakci-
onacni techniky a aplikovat je na redlné vzorky plazmy. Vysledky experimentalni prace rovnéz
poskytly zajimavé podnéty pro budouci studie v oblasti hledani novych biomarkerii srde¢ni

kardiomyopatie.

88



5 LITERATURA

[1] Graves, P. R., Haystead, T. A. J., Molecular Biologist’s Guide to Proteomics. MMBR 2002,
66, 39-63.

[2] Moradian, A., Kalli, A., Sweredoski, M. J., Hess, S., The top-down, middle-down, and bot-
tom-up mass spectrometry approaches for characterization of histone variants and their
post-translational modifications. Proteomics 2014, 14, 489-497.

[3] zZhang, Y., Fonslow, B. R., Shan, B., Baek, M.-C., Yates, J. R., Protein Analysis by Shot-
gun/Bottom-up Proteomics. Chemical Reviews 2013, 113, 2343-2394.

[4] Gillet, L. C., Leitner, A., Aebersold, R., Mass Spectrometry Applied to Bottom-Up Prote-
omics: Entering the High-Throughput Era for Hypothesis Testing. Annual Rev. Anal.
Chem. 2016, 9, 449-472.

[5] McDonald, W. H., Yates, J. R., Shotgun Proteomics and Biomarker Discovery. Disease
Markers 2002, 18, 99-105.

[6] Savaryn, J. P., Catherman, A. D., Thomas, P. M., Abecassis, M. M., Kelleher, N. L., The
emergence of top-down proteomics in clinical research. Genome Med 2013, 5, 53.

[7] Armirotti, A., Damonte, G., Achievements and perspectives of top-down proteomics. Pro-
teomics 2010, 10, 3566-3576.

[8] Lermyte, F., Tsybin, Y. O., O’Connor, P. B., Loo, J. A., Top or Middle? Up or Down?
Toward a Standard Lexicon for Protein Top-Down and Allied Mass Spectrometry Appro-
aches. J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2019, 30, 1149-1157.

[9] Wisniewski, J. R., Methods in Enzymology. Elsevier 2017, pp. 15-27.

[10] Geyer, P. E., Kulak, N. A., Pichler, G., Holdt, L. M., Teupser, D., Mann, M., Plasma
Proteome Profiling to Assess Human Health and Disease. Cell Systems 2016, 2, 185-195.

[11] Abundant Protein Depletion for Mass Spectrometry - CZ, //www.thermo-
fisher.com/uk/en/home/life-science/protein-biology/protein-mass-spectrometry-analy-
sis/sample-prep-mass-spectrometry/abundant-protein-depletion-mass-spectrometry.html
(last time accessed: March 2, 2021).

[12] Kas, J., Kodi¢ek, M., Valentova, O., Laboratorni techniky biochemie. Vysoka $kola che-
micko-technologicka, Praha 2005.

[13] Hale, J. E., Butler, J. P., Gelfanova, V., You, J.-S., Knierman, M. D., A simplified proce-
dure for the reduction and alkylation of cysteine residues in proteins prior to proteolytic
digestion and mass spectral analysis. Analytical Biochemistry 2004, 333, 174-181.

[14] Havlis, J., Stosova, T., Sebela, M., Lenobl, R., Proteolytické enzymy: vyznam pro prote-
omiku. Chemické listy n.d., 2005, 896-905.

[15] Klouda, P., Moderni analytické metody. Pavel Klouda, Ostrava 2003.

[16] Neverova, I., Van Eyk, J. E., Role of chromatographic techniques in proteomic analysis.
Journal of Chromatography B 2005, 815, 51-63.

[17] Aguilar, M.-l. (Ed.), HPLC of Peptides and Proteins: Methods and Protocols. Humana
Press, Totowa, NJ 2004.

[18] Rapley, R., Walker, J. M. (Eds.), Molecular Biomethods Handbook. Humana Press, To-
towa, NJ 2008.

[19] McCalley, D. V., The challenges of the analysis of basic compounds by high performance
liquid chromatography: Some possible approaches for improved separations. Journal of
Chromatography A 2010, 1217, 858-880.

[20] Cation Exchange Chromatography | LSR | Bio-Rad, https://www.bio-rad.com/en-cz/ap-
plications-technologies/cation-exchange-chromatography?ID=MWHB018UU (last time
accessed: March 12, 2021).

89



[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]
[28]
[29]
[30]
[31]
[32]
[33]
[34]
[35]
[36]
[37]
[38]

[39]

[40]

[41]

McMaster, M. C., HPLC, a Practical User’s Guide. Wiley-Interscience, Hoboken, N.J.
2007.

Ahamed, T., Nfor, B. K., Verhaert, P. D. E. M., van Dedem, G. W. K., van der Wielen,
L. A. M., Eppink, M. H. M., van de Sandt, E. J. A. X., Ottens, M., pH-gradient ion-ex-
change chromatography: An analytical tool for design and optimization of protein sepa-
rations. Journal of Chromatography A 2007, 1164, 181-188.

Manadas, B., English, J. A., Wynne, K. J., Cotter, D. R., Dunn, M. J., Comparative ana-
lysis of OFFGel, strong cation exchange with pH gradient, and RP at high pH for first-
dimensional separation of peptides from a membrane-enriched protein fraction. Proteo-
mics 2009, 9, 5194-5198.

Essader, A. S., Cargile, B. J., Bundy, J. L., Stephenson, J. L., A comparison of immobili-
zed pH gradient isoelectric focusing and strong-cation-exchange chromatography as a
first dimension in shotgun proteomics. Proteomics 2005, 5, 24-34.

Delahunty, C. M., Yates, J. R., MudPIT: multidimensional protein identification techno-
logy. Biotechniques 2007, 43, 563, 565, 567 passim.

Jandera, P., Stationary phases for hydrophilic interaction chromatography, their characte-
rization and implementation into multidimensional chromatography concepts. J. Sep. Sci.
2008, 31, 1421-1437.

Boersema, P. J., Mohammed, S., Heck, A. J. R., Hydrophilic interaction liquid chromato-
graphy (HILIC) in proteomics. Anal Bioanal Chem 2008, 391, 151-159.

Yoshida, T., Peptide separation by Hydrophilic-Interaction Chromatography: a review.
Journal of Biochemical and Biophysical Methods 2004, 60, 265-280.

Hoffmann, E. de, Stroobant, V., Mass Spectrometry: Principles and Applications. J.
Wiley, Chichester, West Sussex, England ; Hoboken, NJ 2007.

Cole, R. B. (Ed.), Electrospray and MALDI Mass Spectrometry: Fundamentals, Instru-
mentation, Practicalities, and Biological Applications. Wiley, Hoboken, N.J 2010.
Aebersold, R., Mann, M., Mass spectrometry-based proteomics. Nature 2003, 422, 198—
207.

Kebarle, P., Tang, L., From ions in solution to ions in the gas phase - the mechanism of
electrospray mass spectrometry. Anal. Chem. 1993, 65, 972A-986A.

Wilm, M., Mann, M., Analytical Properties of the Nanoelectrospray lon Source. Anal.
Chem. 1996, 68, 1-8.

Hillenkamp, F., Karas, M., Beavis, R. C., Chait, B. T., Matrix-Assisted Laser Desorp-
tion/lonization Mass Spectrometry of Biopolymers. Anal. Chem. 1991, 63, 1193A-
1203A.

Knochenmuss, R., lon formation mechanisms in UV-MALDI. Analyst 2006, 131, 966.
Dass, C., Fundamentals of Contemporary Mass Spectrometry. Wiley-Interscience, Hobo-
ken, N.J 2007.

Barner-Kowollik, C. (Ed.), Mass Spectrometry in Polymer Chemistry. Wiley-VCH, Wei-
nheim 2012.

Chernushevich, I. V., Loboda, A. V., Thomson, B. A., An introduction to quadrupole-
time-of-flight mass spectrometry. J. Mass Spectrom. 2001, 36, 849-865.

Radionova, A., Filippov, 1., Derrick, P. J., In pursuit of resolution in time-of-flight mass
spectrometry: A historical perspective: IN PURSUIT OF RESOLUTION IN TOF MASS
SPECTROMETRY. Mass Spec Rev 2016, 35, 738-757.

Cotter, R. J., lltchenko, S., Wang, D., Gundry, R., Tandem Time-of-Flight (TOF/TOF)
Mass Spectrometry and Proteomics. J. Mass Spectrom. Soc. Jpn. 2005, 53, 7-17.
Makarov, A., Electrostatic Axially Harmonic Orbital Trapping: A High-Performance
Technique of Mass Analysis. Anal. Chem. 2000, 72, 1156-1162.

90



[42]
[43]
[44]
[45]
[46]
[47]
[48]
[49]
[50]

[51]

[52]
[53]

[54]

[55]

[56]
[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

Yates, J. R., Cociorva, D., Liao, L., Zabrouskov, V., Performance of a Linear lon Trap-
Orbitrap Hybrid for Peptide Analysis. Anal. Chem. 2006, 78, 493-500.

Makarov, A., Denisov, E., Lange, O., Performance evaluation of a high-field orbitrap
mass analyzer. J Am Soc Mass Spectrom 2009, 20, 1391-1396.

Savaryn, J. P., Toby, T. K., Kelleher, N. L., A researcher’s guide to mass spectrometry-
based proteomics. Proteomics 2016, 16, 2435-2443.

Glish, G. L., Burinsky, D. J., Hybrid mass spectrometers for tandem mass spectrometry.
J Am Soc Mass Spectrom 2008, 19, 161-172.

Q Exactive™ BioPharma Platform, https://www.thermofisher.com/order/catalog/pro-
duct/0726055 (last time accessed: April 14, 2021).

Q Exactive fada Orbitrap | Pragolab, https://www.pragolab.cz/chromatografie-a-ms/hplc-
ms/orbitrapy/g-exactive-rada-orbitrap (last time accessed: April 14, 2021).

Koppenaal, D. W., Barinaga, C. J., Denton, M. B., Sperline, R. P., Hieftje, G. M,
Schilling, G. D., Andrade, F. J., Barnes, J. H., lv, I., MS Detectors. Anal. Chem. 2005, 77,
418 A-427 A.

Gross, J. H., Mass Spectrometry: A Textbook. 2004.

Batey, J. H., The physics and technology of quadrupole mass spectrometers. Vacuum
2014, 101, 410-415.

Proteome Discoverer Software - CZ, //www.thermofisher.com/uk/en/home/in-
dustrial/mass-spectrometry/liquid-chromatography-mass-spectrometry-lc-ms/lc-ms-soft-
ware/multi-omics-data-analysis/proteome-discoverer-software.html (last time accessed:
March 2, 2021).

MaxQuant, https://www.maxquant.org/ (last time accessed: April 16, 2021).

Tyanova, S., Temu, T., Cox, J., The MaxQuant computational platform for mass spectro-
metry-based shotgun proteomics. Nat Protoc 2016, 11, 2301-23109.

Wiese, S., Reidegeld, K. A., Meyer, H. E., Warscheid, B., Protein labeling by iTRAQ: A
new tool for quantitative mass spectrometry in proteome research. Proteomics 2007, 7,
340-350.

Chen, X., Wei, S., Ji, Y., Guo, X., Yang, F., Quantitative proteomics using SILAC: Prin-
ciples, applications, and developments. Proteomics 2015, 15, 3175-3192.

Sheldrick, W. S. (Ed.), Organic Chemistry. Springer, Berlin 1978.

Unlii, M., Morgan, M. E., Minden, J. S., Difference gel electrophoresis. A single gel me-
thod for detecting changes in protein extracts. Electrophoresis 1997, 18, 2071-2077.
Rehulka, P., Rehulkova, H., Chmelik, J., Acquisition of proteomic data using mass
spectrometry and their bioinformatics interpretation. Chemicke Listy 2007, 101, 279-286.
Ong, S.-E., Blagoev, B., Kratchmarova, I., Kristensen, D. B., Steen, H., Pandey, A.,
Mann, M., Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture, SILAC, as a Simple
and Accurate Approach to Expression Proteomics. Mol Cell Proteomics 2002, 1, 376—
386.

Elliott, M. H., Smith, D. S., Parker, C. E., Borchers, C., Current trends in quantitative
proteomics. J. Mass Spectrom. 2009, n/a-n/a.

Schmidt, C., Gronborg, M., Deckert, J., Bessonov, S., Conrad, T., Luhrmann, R., Urlaub,
H., Mass spectrometry-based relative quantification of proteins in precatalytic and cata-
Iytically active spliceosomes by metabolic labeling (SILAC), chemical labeling (iTRAQ),
and label-free spectral count. RNA 2014, 20, 406-420.

Lindemann, C., Thomanek, N., Hundt, F., Lerari, T., Meyer, H. E., Wolters, D., Marcus,
K., Strategies in relative and absolute quantitative mass spectrometry based proteomics.
Biological Chemistry 2017, 398, DOI: 10.1515/hsz-2017-0104.

Miyagi, M., Rao, K. C. S., Proteolytic180-labeling strategies for quantitative proteomics.
Mass Spectrom. Rev. 2007, 26, 121-136.

91



[64]

[65]

[66]
[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

Ye, X., Luke, B., Andresson, T., Blonder, J., 180 Stable Isotope Labeling in MS-based
Proteomics. Briefings in Functional Genomics and Proteomics 2009, 8, 136-144.
Wright, P. C., Noirel, J., Ow, S.-Y., Fazeli, A., A review of current proteomics technolo-
gies with a survey on their widespread use in reproductive biology investigations. Theri-
ogenology 2012, 77, 738-765.e52.

Ramus, C., de Peredo, A. G., Dahout, C., Gallagher, M., Garin, J., An Optimized Strategy
for ICAT Quantification of Membrane Proteins. Mol Cell Proteomics 2006, 5, 68—78.
Larda, S. T., Bokoch, M. P., Evanics, F., Prosser, R. S., Lysine methylation strategies for
characterizing protein conformations by NMR. J Biomol NMR 2012, 54, 199-209.
Koehler, C. J., Strozynski, M., Kozielski, F., Treumann, A., Thiede, B., Isobaric Peptide
Termini Labeling for MS/MS-Based Quantitative Proteomics. J. Proteome Res. 2009, 8,
4333-4341.

Ferret-Bernard, S., Castro-Borges, W., Dowle, A. A., Sanin, D. E., Cook, P. C., Turner,
J. D., MacDonald, A. S., Thomas, J. R., Mountford, A. P., Plasma membrane proteomes
of differentially matured dendritic cells identified by LC—MS/MS combined with iTRAQ
labelling. Journal of Proteomics 2012, 75, 938-948.

Moulder, R., Bhosale, S. D., Goodlett, D. R., Lahesmaa, R., Analysis of the plasma pro-
teome using iTRAQ and TMT-based Isobaric labeling. Mass Spec Rev 2018, 37, 583—
606.

Murphy, J. P., Everley, R. A., Coloff, J. L., Gygi, S. P., Combining Amine Metabolomics
and Quantitative Proteomics of Cancer Cells Using Derivatization with Isobaric Tags.
Anal. Chem. 2014, 86, 3585-3593.

Thompson, A., Schifer, J., Kuhn, K., Kienle, S., Schwarz, J., Schmidt, G., Neumann, T.,
Hamon, C., Tandem Mass Tags: A Novel Quantification Strategy for Comparative Ana-
lysis of Complex Protein Mixtures by MS/MS. Anal. Chem. 2003, 75, 1895-1904.
TMTsixplex™ Isobaric Mass Tagging Kit, https://www.thermofisher.com/order/cata-
log/product/90064 (last time accessed: April 14, 2021).

Neilson, K. A, Ali, N. A., Muralidharan, S., Mirzaei, M., Mariani, M., Assadourian, G.,
Lee, A., van Sluyter, S. C., Haynes, P. A., Less label, more free: Approaches in label-free
quantitative mass spectrometry. Proteomics 2011, 11, 535-553.

Hubbard, S. J., Jones, A. R. (Eds.), Proteome Bioinformatics. Humana, New York, NY
2010.

Megger, D. A., Pott, L. L., Ahrens, M., Padden, J., Bracht, T., Kuhlmann, K., Eisenacher,
M., Meyer, H. E., Sitek, B., Comparison of label-free and label-based strategies for pro-
teome analysis of hepatoma cell lines. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Proteins
and Proteomics 2014, 1844, 967-976.

Galaxy Training: Label-free versus Labelled - How to Choose Your Quantitat...,
https://shiltemann.github.io/training-material/topics/proteomics/tutorials/labelfree-vs-la-
belled/tutorial.html (last time accessed: March 2, 2021).

Cosme, J., Emili, A., Gramolini, A. O., in: Vivanco, F. (Ed.), Heart Proteomics. Humana
Press, Totowa, NJ 2013, pp. 1-10.

Haas, B., Serchi, T., Wagner, D. R., Gilson, G., Planchon, S., Renaut, J., Hoffmann, L.,
Bohn, T., Devaux, Y., Proteomic analysis of plasma samples from patients with acute
myocardial infarction identifies haptoglobin as a potential prognostic biomarker. Journal
of Proteomics 2011, 75, 229-236.

Xu, C., Su, X., Chen, Y., Xu, Y., Wang, Z., Mo, X., Proteomics analysis of plasma protein
changes in patent ductus arteriosus patients. Ital J Pediatr 2020, 46, 64.

92



[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]
[89]

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

Li, W., Rong, R., Zhao, S., Zhu, X., Zhang, K., Xiong, X., Yu, X., Cui, Q., Li, S., Chen,
L., Cai, J., Du, J., Proteomic analysis of metabolic, cytoskeletal and stress response pro-
teins in human heart failure. Journal of Cellular and Molecular Medicine 2012, 16, 59—
71.

Sharma, P., Cosme, J., Gramolini, A. O., Recent advances in cardiovascular proteomics.
Journal of Proteomics 2013, 81, 3-14.

Beck, H. C., Overgaard, M., Melholt Rasmussen, L., Plasma proteomics to identify bio-
markers — application to cardiovascular diseases. Translational Proteomics 2015, 7, 40—
48.

Mayr, M., Madhu, B., Xu, Q., Proteomics and Metabolomics Combined in Cardiovascular
Research. Trends in Cardiovascular Medicine 2007, 17, 43-48.

Dolci, A., Panteghini, M., The exciting story of cardiac biomarkers: From retrospective
detection to gold diagnostic standard for acute myocardial infarction and more. Clinica
Chimica Acta 2006, 369, 179-187.

Chow, S. L., Maisel, A.S., Anand, I., Bozkurt, B., de Boer, R. A., Felker, G. M., Fonarow,
G. C., Greenberg, B., Januzzi, J. L., Kiernan, M. S., Liu, P. P., Wang, T. J., Yancy, C. W.,
Zile, M. R., Role of Biomarkers for the Prevention, Assessment, and Management of
Heart Failure: A Scientific Statement From the American Heart Association. Circulation
2017, 135, DOI: 10.1161/CIR.0000000000000490.

Mann, D. L., Zipes, D. P., Libby, P., Bonow, R. O., Braunwald, E. (Eds.), Braunwald’s
Heart Disease: A Textbook of Cardiovascular Medicine. Elsevier/Saunders, Philadelphia,
PA 2015.

Jefferies, J. L., Towbin, J. A., Dilated cardiomyopathy. The Lancet 2010, 375, 752—762.

Maron, B. J., Maron, M. S., Hypertrophic cardiomyopathy. The Lancet 2013, 381, 242—
255.

Muchtar, E., Blauwet, L. A., Gertz, M. A., Restrictive Cardiomyopathy: Genetics, Patho-
genesis, Clinical Manifestations, Diagnosis, and Therapy. Circ Res 2017, 121, 819-837.

Towbin, J. A., McKenna, W. J., Abrams, D. J., Ackerman, M. J., Calkins, H., Darrieux,
F. C. C., Daubert, J. P., de Chillou, C., DePasquale, E. C., Desai, M. Y., Estes, N. A. M.,
Hua, W., Indik, J. H., Ingles, J., James, C. A., John, R. M., Judge, D. P., Keegan, R.,
Krahn, A. D., Link, M. S., Marcus, F. ., McLeod, C. J., Mestroni, L., Priori, S. G., Saffitz,
J. E., Sanatani, S., Shimizu, W., van Tintelen, J. P., Wilde, A. A. M., Zareba, W., 2019
HRS expert consensus statement on evaluation, risk stratification, and management of
arrhythmogenic cardiomyopathy. Heart Rhythm 2019, 16, e301-e372.

Kupcik, R., Macak, J. M., Rehulkova, H., Sopha, H., Fabrik, I., Anitha, V. C., Klimen-
tova, J., Murasova, P., Bilkova, Z., Rehulka, P., Amorphous TiO » Nanotubes as a Plat-
form for Highly Selective Phosphopeptide Enrichment. ACS Omega 2019, 4, 12156-
12166.

BD™ P100,Blood,Collection,System,RUO - BD&trade; P100 Blood Collection System |
Cell & Biomarker Preservation | Blood Collection | Applications | BD Biosciences-US,
https://www.bdbiosciences.com/us/applications/blood-collection/cell-biomarker-preser-

vation/bdtrade-p100-blood-collection-system/p/366422 (last time accessed: March 2,
2021).

Anderson, S., Bankier, A. T., Barrell, B. G., de Bruijn, M. H. L., Coulson, A. R., Drouin,
J., Eperon, I. C., Nierlich, D. P., Roe, B. A., Sanger, F., Schreier, P. H., Smith, A. J. H,,
Staden, R., Young, I. G., Sequence and organization of the human mitochondrial genome.
Nature 1981, 290, 457-465.

CRAP protein sequences, https://www.thegpm.org/crap/ (last time accessed: May 6,
2021).

93



[96] Anderson, N. L., Anderson, N. G., The Human Plasma Proteome. Molecular & Cellular
Proteomics 2002, 1, 845-867.

[97] Dvotakova, P., Hernychova, L., Vojtések, B., Analysis of Protein Using Mass Spectro-
metry. Klin Onkol 2014, 27, S104-S109.

[98] Burkhart, J. M., Schumbrutzki, C., Wortelkamp, S., Sickmann, A., Zahedi, R. P., Syste-
matic and quantitative comparison of digest efficiency and specificity reveals the impact
of trypsin quality on MS-based proteomics. Journal of Proteomics 2012, 75, 1454-1462.

[99] Swaney, D. L., Wenger, C. D., Coon, J. J., Value of Using Multiple Proteases for Large-
Scale Mass Spectrometry-Based Proteomics. J. Proteome Res. 2010, 9, 1323-1329.

[100]Vaudel, M., Sickmann, A., Martens, L., Peptide and protein quantification: A map of the
minefield. Proteomics 2010, 10, 650-670.

[101] TMTsixplex™ Isobaric Label Reagent Set, 1 x 0.8 mg, https://www.thermofisher.com/or-
der/catalog/product/90061 (last time accessed: April 25, 2021).

[102] Dolan, J. W., Snyder, L. R., in: Meyers, R. A. (Ed.), Encyclopedia of Analytical Chemis-
try. John Wiley & Sons, Ltd, Chichester, UK 2018, pp. 1-19.

[103]Novakova, L., Dousa, M., Moderni HPLC separace v teorii a praxi. Lucie Novakova ;
Michal Dousa, Praha [i.e. Hradec Kralové]; [Klatovy 2013.

[104]Rehulka, P., Zahradnikova, M., Rehulkova, H., Dvorakova, P., Nenutil, R., Valik, D.,
Vojtesek, B., Hernychova, L., Novotny, M. V., Microgradient separation technique for
purification and fractionation of permethylated N-glycans before mass spectrometric ana-
lyses. J. Sep. Sci. 2018, 41, 1973-1982.

[105] Strategies for removal of non-reacted TMT tag, Strategies for removal of non-reacted
TMT tag (last time accessed: March 2, 2021).

[106] Fucikova, A., Lenco, J., Tambor, V., Rehulkova, H., Pudil, R., Stulik, J., Plasma concen-
tration of fibronectin is decreased in patients with hypertrophic cardiomyopathy. Clinica
Chimica Acta 2016, 463, 62—66.

[107] Valiente-Alandi, 1., Potter, S. J., Salvador, A. M., Schafer, A. E., Schips, T., Carrillo-
Salinas, F., Gibson, A. M., Nieman, M. L., Perkins, C., Sargent, M. A., Huo, J., Lorenz,
J. N., DeFalco, T., Molkentin, J. D., Alcaide, P., Blaxall, B. C., Inhibiting Fibronectin
Attenuates Fibrosis and Improves Cardiac Function in a Model of Heart Failure. Circula-
tion 2018, 138, 1236-1252.

[108]Patel, V. B., Zhabyeyev, P., Chen, X., Wang, F., Paul, M., Fan, D., McLean, B. A., Basu,
R., Zhang, P., Shah, S., Dawson, J. F., Pyle, W. G., Hazra, M., Kassiri, Z., Hazra, S.,
Vanhaesebroeck, B., McCulloch, C. A., Oudit, G. Y., PI3Ka-regulated gelsolin activity
is a critical determinant of cardiac cytoskeletal remodeling and heart disease. Nat
Commun 2018, 9, 5390.

[109]Li, G. H., Shi, Y., Chen, Y., Sun, M., Sader, S., Maekawa, Y., Arab, S., Dawood, F.,
Chen, M., De Couto, G., Liu, Y., Fukuoka, M., Yang, S., Da Shi, M., Kirshenbaum, L.
A., McCulloch, C. A,, Liu, P., Gelsolin Regulates Cardiac Remodeling After Myocardial
Infarction Through DNase I-Mediated Apoptosis. Circulation Research 2009, 104, 896—
904.

[110] Al-Kraity, W. R. H., Al-Dujaili, A. N. G., Assessment of gelsolin level in women with
heart disease after menopause. Rese. Jour. of Pharm. and Technol. 2017, 10, 1657.

94



6 PRILOHY

Ptiloha A SCX jednoduché mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 30-110 mM
HCOONHA. ot 96
Ptiloha B SCX trojitd mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-125 mM HCOONHa.
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Priloha A. SCX jednoduchd mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 30-110 mM HCOONHa4.
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Priloha B. SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-125 mM HCOONH4. Mobilni fize A —
0,1%TFA/30% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH4/30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidii nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce I - 1. gradient (0-25 mM HCOONH.)). Frakce 2 az
9 - 2. gradient (25-75 mM HCOONHL.). Frakce 10 az 13 - 3. gradient (75-125 mM HCOONH.). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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Priloha C. SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-120 mM HCOONH4. Mobilni faze A —
0,1%TFA/30% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH4/30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidii nezadrZujicich se na staciondarni fazi. Frakce 1 - 1. gradient (0-30 mM HCOONH,). Frakce 2 az
9 - 2. gradient (30-60 MM HCOONH.).Frakce 10 az 15 - 3. gradient (60-120 mM HCOONH,). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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Priloha D. SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-113 mM HCOONH4. Mobilni faze A —
0,1%TFA/30% ACN, mobilni faze B — 500 mM HCOONH4/30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidii nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce 1 - 1. gradient (0-33 mM HCOONH.,). Frakce 2 az
9 - 2. gradient (33-53 mM HCOONHs.). Frakce 10 az 15 - 3. gradient (53-113 mM HCOONH.). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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Priloha E. SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-110 mM HCOONH,. Mobilni faze A —
0,1%TFA/50% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH4/30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidit nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce 1,2 - 1. gradient (0-30 mM HCOONH,). Frakce 3
az 9 - 2. gradient (30-50 mM HCOONHS.). Frakce 10 az 15 - 3. gradient (50-110 mM HCOONH4). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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Priloha F. SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-100 mM HCOONH4. Mobilni fize A —
0,1%TFA/50% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH4/30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidit nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce 1,2 - 1. gradient (0-10 mM HCOONH,). Frakce 3
az 12 - 2. gradient (10-30 mM HCOONHa). Frakce 13 az 15 - 3. gradient (30-100 mM HCOONHS.). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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Priloha G. SCX trojita mikrogradientova eluce. Koncentracni gradient 0-100 mM HCOONHa4. Mobilni faze A —
0,1% TFA/50% ACN, mobilni fize B — 500 mM HCOONH4/30% ACN. FT — prvni frakce analyzovand na obsah
kyselych peptidit nezadrzujicich se na staciondrni fazi. Frakce 1,2 - 1. gradient (0-10 mM HCOONH,). Frakce 3
az 12 - 2. gradient (10-30 mM HCOONH,). Frakce 13 az 15 - 3. gradient (30-100 mM HCOONHo.). FW —promyti
mobilni fazi B. Pro prehlednost byly zavislosti posunuty na svislé ose o kladnou diferenci.
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