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CILE PRACE

Mezi hlavni cile této bakalarské prace patfi:
1. Literarni reSerse.
2. Laboratorni ¢ast — zaklady ptipravy proteomickych vzorkd.
3. Optimalizace protokolu pro trypsinovou digesci — porovnani G¢innosti a dalSich

parametriit méfeni jednotlivych metod Stépeni.



1 UVOD

V Zivé buiice probiha soucasné mnoho biologickych procest. Kazdy z nich zahrnuje
syntetické, katalytické a regulacni funkce, které jsou vétSinou zabezpecovany proteiny
dale organizovanymi do struktur vyssiho fadu. Proto jsou praveé proteiny predmétem
intenzivniho vyzkumu ve védé (Aebersold and Mann, 2016).

Proteomika je véda, ktera studuje proteom, tedy kompletni soubor vSech proteinii
v zivé bufice, tkani nebo organismu, jenz reprezentuje kone¢ny vysledek genové
transkripce, translace a ptipojovani post-transkripénich modifikaci (Tsiatsiani and Heck,
2015).

Definici tohoto terminu jako prvni uvedl Marc Wilkins spojenim slov ,,protein‘ a
»genomika“, ktera analogicky popisuje soubor vSech genti buniky (Liebler et al., 2002).

Jejim pfedmétem studia jsou kvantitativni zmény Grovné exprese proteint a jejich
aplikace ve vyvoji 1éCiv, diagnostice a terapii (Westermeier et al., 2008). Nabizi
doplikovou informaci ke genomice, transkriptomice, metabolomice, metagenomice a
dalsim ,,omics* védam, ktera je nezbytna pro pochopeni biologickych procest na jejich
molekularni arovni (Misra et al., 2018).

Proteom je casto mnohem komplexnéj$i nez genom diky post-transkripénim
modifikacim, jez utvafi jeho rizné proteoformy (Zhang et al., 2014). K jeho slozitosti
pfispiva i tzv. alternativni sesttih, ktery zvysuje slozitost proteomu vytvarenim rozdilnych
transkriptii, kdy jsou introny — nekodujici oblasti — vystfizeny, a exony tvofici v procesu
translace protein je mozné kombinovat riznymi zptsoby (Baralle and Giudice, 2017).

Proteomicky experiment mliZze pracovat s celymi proteiny nebo rozstépit jejich
polypeptidovy fetézec v misté urcité aminokyseliny pomoci proteolytickych enzym, a
tak analyzovat jejich jednotlivé peptidy, které nasledné podstupuji analyzu na
hmotnostnim spektrometru (mass spectrometer, MS).

Tato bakalaiska prace se zabyva optimalizaci trypsinové digesce, ktera je
nevyhnutelnou soucasti postuptl pfi tzv. bottom-up proteomické analyze. Cilem je
porovnat metody $té€peni v roztoku (in-solution digestion), Sté€peni na filtru (filter-aided
sample preparation, FASP) s pifipravou vzorkt proteinti na pfistroji Tecan a zjistit, ktera
metoda ma nejvyssi efektivitu pii zpracovani hovéziho sérového albuminu (BSA) jako

vzorku proteinu.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Strategie proteomické analyzy

V proteomice existuji dva hlavni pfistupy K analyze proteinti — bottom-up a top-down
(Obr. 1). Uvadi se i tfeti tzv. middle-down proteomicky pfistup, ktery kombinuje bottom-
up a top-down analyzu (Zhang et al., 2014). Vysledna hloubka pokryti proteomu je

zavisla na zvolené metod¢ piipravy vzorku a technice separace (Ludwig et al., 2018).

2.1.1 Top-down proteomika

Top-down proteomicka analyza nezahrnuje §tépeni proteinti proteolytickymi enzymy na
odpovidajici peptidy. Proteiny jsou nejprve extrahovany, dochazi k separaci celé smési
na polyakrylamidovém gelu nebo pomoci kapalinové chromatografie (liquid
chromatography, LC) nasledované MS analyzou intaktnich proteinii a zavéreCnym
vyhodnocenim dat (Toby et al., 2016).

Vyuziva se predevS§im ke studiu proteoforem. Tento pfistup ma tu vyhodu, ze
vSechny modifikace nachézejici se na stejné molekule, mohou byt méfeny spole¢né, coz
umoziuje jejich piesnou identifikaci (Aebersold and Mann, 2016).

Obecné je analyza intaktniho proteinu méné G¢inna nez méteni jeho peptidu.
Umoziuje vsak vyssi pokryti sekvence, a tak dava moznost zkoumat mistné specifické
post-translaéni modifikace proteint, které mohou byt dilezité pro jejich biologickou

funkci (Dvorakova et al., 2014).

2.1.2 Middle-down proteomika

Middle-down analyza je jeden z pfistupd, ktery ve svém postupu zahrnuje $tépeni
(Switzar et al., 2013). Pracuje se zde s podstatn¢ del$imi peptidy, nez je béznych 0,5-
3 kDa. Timto zptisobem se vysledné peptidové smési stavaji méné komplexni a vytvorené
peptidy maji témét vzdy jedine¢nou sekvenci nesouci soucasn€é nespocet post-
transkripénich modifikaci, které je mozné urc¢it (Tsiatsiani and Heck, 2015).

Pro takovyto pfistup neni trypsin, nejpouzivanéjsi proteolyticky enzym, ptili$
vhodny, jelikoz katalyzuje hydrolyzu vazeb za dvéma aminokyselinami — argininem a
lysinem — a tak vytvaii kratké peptidy. NejCastéji se vyuziva Asp-N (peptidyl-Asp
metalopeptidasa) , Lys-C (lysyl endopeptidasa) a Glu-C (glutamyl peptidasa I, Tsiatsiani
and Heck, 2015).
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Obrazek 1: Srovnani postupt top-down, middle-down a bottom-up proteomické analyzy
proteint. U top-down pfistupu se proteiny nestépi, ale dochazi rovnou k jejich separaci a
nasledné analyze. Middle-down a bottom-up ve svych protokolech §tépeni zahrnuji. Lisi se
pouzitim proteolytickych enzymt, a tak i délkou vyslednych peptidt. Prevzato z Switzar et
al., (2013).

Do této doby byla middle-down proteomika vyuzivana naptiklad ke studiu post-
transkripnim modifikaci histonli, polyubiquitinovych fetézcti anebo ribozomdlniho

proteomu (Tsiatsiani and Heck, 2015).

2.1.3 Bottom-up proteomika

Bottom-up je nejrozsifenéjsi pracovni postup b&éhem piipravy vzorki v proteomice
(Aebersold and Mann, 2016). Spociva ve §tépeni, tzv. digesci proteinii na peptidy. Je
mozné provést §tépeni na gelu (in-gel digestion) nebo v roztoku (in-solution digestion)
(Ludwig et al., 2018). Toto Sté€peni probiha za ucasti proteolytickych enzymu, pfi¢emz
nejpouzivanéjSim je bezesporu trypsin.

V ptipadé  gelové bottom-up analyzy se celé proteiny separuji
na polyakrylamidovém gelu pomoci elektroforézy na zakladé jejich fyzikalné-
chemickych vlastnosti, kdy dochazi k migraci v elektrickém poli (1D — jednorozmérna,
2D — dvourozmérna elektroforéza). Vzniklé skvrny s poZzadovanymi proteiny jsou z gelu
vyfiznuty a poté stépeny pomoci proteolytickych enzymil na peptidy. Proces pokracuje
MS analyzou, které jesté ptredchazi ionizace pomoci ESI (electrospray ionization;
ionizace elektrosprejem) nebo MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization;
ionizace laserem za i¢asti matrice). Gelova analyza je pouzivana Vv piipadé, Ze se vzorek
sklada ze smési vice komplexnich proteint, jelikoz se $tépeni po separaci Gcastni ve
vysledku jen jeden nebo né€kolik proteinti (Zhang et al., 2014).

Bottom-up piistup je mozné aplikovat i bez vyuziti separace proteind na gelu —
jedna se o tzv. bezgelovou analyzu. Vysledkem je opét odpovidajici smés peptidu.
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Proteiny se Stépi ptimo v roztoku nebo je mozna digesce na filtru napt. metodou FASP
(Ludwig et al., 2018).

Jednotlivé kroky Stépeni v roztoku se provadi v jedné mikrozkumavce, kdy se
k vzorku proteinu ptidavaji vSechny roztoky. Tento postup je mozné pouzit pii praci
s komplexni proteinovou smési. Je dilezité mit na paméti, ze abundantnéjsi proteiny se
snaze identifikuji, proto je Kusnadnéni identifikace minoritnich proteinti nutna
frakcionace (napi. purifikace organel aj.). Rozdily ve vytézku ze $té€peni se mohou u
jednotlivych vzorku lisit diky komplexnosti vzorku a jeho fyzikalnich a chemickych
vlastnosti (Lopez-Ferrer et al., 2006).

Tzv. shotgun proteomika ptedstavuje specificky bottom-up pfistup, jehoz cilem je
ziskat nejvétsi mozné mnozstvi peptidd, a tedy i proteinti. Proteiny jsou $té€peny v roztoku
a bez jakéhokoliv frakcionace podstupuji separovani a analyzu pomoci LC-MS/MS
(Dvotakova et al., 2014).

Analyza peptidii ma n¢kolik vyhod, které ptevazuji nad analyzou celych proteind.
Jsou jimi napf. efektivngj$i separace pomoci kapalinové chromatografie a nizsi

molekulova hmotnost, jez vedou k lepsi senzitivité (Switzar et al., 2013).

2.2 Kroky pred digesci — denaturace, redukce, alkylace

Pracovni postup pii zpracovani proteomického vzorku se muze lisit v zavislosti na jeho
pivodu a na proteinu zajmu. Navzdory odli$nostem v jednotlivych krocich ptipravy je
zde spoleény krok pro v§echny bottom-up experimenty zamétené na zpracovani peptidi
a tim je digesce.

Ptiprava proteomického vzorku (Obr. 2) je ¢asto zdlouhava procedura, ktera nutné
vyZzaduje predipravu pred samotnou digesci (Switzar et al., 2013). Typicky protokol
zahrnuje denaturaci proteinil s pouzitim chaotropnich latek jako je mocovina,
dodecylsulfat sodny (SDS) nebo guanidin, ktera vede k poruseni tercialni a sekundarni
struktury proteinu pterusenim nekovalentnich interakci. Jedna se o kliovy krok v
pripravé vzorku, jenz posléze umoznuje rychlé a reprodukovatelné s§tépeni vzorku
(Dittrich et al., 2015; Switzar et al., 2013).

Redukce kovalentniho disulfidického mustku dithiotreitolem (DTT) a nasledna
alkylace cysteinovych residui kyselinou jodooctovou nebo jodacetamidem (IAA) je
potiebnd jako opatfeni k ziskani Gplné€ rozvinutého proteinu, coz je piedpokladem pro

kvantitativni enzymatické Stépeni (Dittrich et al., 2015).
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Obrazek 2: Schéma obecného bottom-up protomického protokolu: nejprve dochazi
k denaturaci proteinu chaotropnim ¢inidlem (mocovinou) nasledované redukci kovalentniho
disulfidického mistku a alkylaci cysteinovych residui. Pfed samotnou trypsinizaci je tieba
snizit koncentraci chaotropniho cinidla, jelikoz by omezilo aktivitu trypsinu. Tak jsou
nastaveny vhodné podminky pro digesci. Po digesci dochazi k purifikaci vyslednych peptid
a jejich podrobeni MS analyze, vyhodnoceni vysledkli pomoci vyhleddvani a porovnavani
Vv databazi.

2.3 Digesce
Pojmem ,,digesce” se rozumi Stépeni komplexniho proteinu na mensi peptidy nebo jen
nékolik malo aminokyselin. Tento proces je nezbytny pro analyzu na MS.

Vzorky pro rozséhlé proteomické studie obvykle podstupuji digesci za pouZiti
proteolytického enzymu (Ludwig et al., 2018). V idealnim piipadé jsou Vv proteinech
Stépeny peptidové vazby mezi specifickymi aminokyselinami a vysledkem je produkce
fragmentu, které jsou nejkompatibilnéjsi s MS analyzou. Obzvlast’ peptidy skladajici se
z 6-20 aminokyselin jsou nejvhodnéjsi pro MS analyzu a nasledné srovnavani vysledkt
s databazi. Peptidy s méné nez 6 aminokyselinami jsou pfili§ kratké na to, aby byla
nalezena unikatni shoda v sekvenci pravé pii vyhledavani v databazi. Na druhou stranu
je rovnéz obtizné ziskat informaci o sekvenci u peptidi s fetézcem delSim nez
20 aminokyselin.

Jinymi slovy, cilem digesce proteinii je produkce velkého vytézku proteinli

s optimalni délkou sekvence aminokyselin pro MS analyzu (Liebler et al., 2002).

2.3.1 Enzymaticka digesce
Digesce muze probihat diky proteasam, téz proteolytickym enzymim nebo peptidasam,
jejichz jedinym ukolem je katalyzovat specifické Stépeni, hydrolyzu peptidové vazby.

Z biochemického hlediska se fadi do skupiny hydrolas (Liebler et al., 2002). Dé¢li se na
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edopeptidasy a exopeptidasy. Endopeptidasy S$tépi substrat uvniti polypeptidového
fetézce, zatimco exopeptidasy odstépuji aminokyseliny z N nebo C konce vlakna, a tak
je mozné je dale rozdélit na aminopeptidasy nebo karboxypeptidasy (Tsiatsiani and Heck,
2015).

Rozlisuji se ¢tyfi hlavni skupiny proteas z hlediska ptitomné katalytické skupiny:
serinové proteasy obsahujici v aktivnim centru aminokyselinu serin, cysteinové
obsahujici cystein, aspartitové se zaclenénym zbytkem kyseliny asparagové a
metaloproteasy obsahujici ve svém aktivnim centru kovové ionty Zn?" Ca?* & Mn?".

Tyto enzymy maji vysoky stupen specifity, kdyz §tépi polypeptidovy fetézec vzdy
za specifickou aminokyselinou (Switzar et al., 2013).

Ackoliv bylo purifikovdno mnoZstvi proteas, pro analytickou proteomiku je tieba
stabilni, dikladné popsany enzym s definovanymi vlastnostmi. Tyto enzymy musi byt
dostupné ve vysoké Cistoté a mnozstvi a byt dostate¢né ucinné pro jejich aplikaci za
ruznych okolnosti.

Enzymy hydrolyzujici peptidové vazby v proteinech jsou napiiklad trypsin,
chymotrypsin, Glu C, Lys C a Asp N (Tab. 1).

2.3.1.1 Trypsin

Trypsin je nejpouzivanéjSi proteasa a ziskdva se prevazné z praseciho
nebo hovéziho pankreatu. Nejéastéji se ve své aktivni formé& vyskytuje jako
jednofetézcovy B-trypsin (Obr. 3) a dvoufetézcovy a-trypsin, ktery je produkovan
autolyzou B-trypsinu. DalSi Stépeni uvniti fetézce vede ke vzniku pseudotrypsinu (y-
trypsin), ktery se sklada ze tfi fetézct navzajem spojenych disulfidickymi mustky
(Perutka and Sebela, 2018). Velkou vyhodou je jeho snadna purifikace. Katalyzuje
Sté€peni proteinu v mistech karboxylové skupiny aminokyselin argininu a lysinu, pokud
po nich nenasleduje aminokyselina prolin. Rozestupy argininovych a lysinovych residui

Tabulka 1: Pfehled nejpouzivanéjsich proteolytickych enzymu. Pievzato z (Tsiatsiani and Heck,
2015).

Enzym: Specifické Stépeni: Rozsah pH optima:
Trypsin K,R,P 8,0
Chymotrypsin W,Y,F,P 7,0-9,0
GluC E 4,0-7,8
LysC K 8,5-8,8
Asp N D 7,0-8,0
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jsou v mnoha proteinech idealni pro to, aby mély nastépené peptidy vhodnou délku pro
MS analyzu (Liebler et al., 2002). U¢innost trypsinu mize byt ovlivnéna jeho
koncentraci, nevhodnym skladovanim i nevhodnymi podminkami digesce (teplota, pH,
Cas, piitomnost inhibitori proteas a detergenti). Jeho pH optimum se pohybuje kolem
hodnoty osm (Burkhart et al., 2012).

Obrovska preference k trypsinu v proteomice je jasné reflektovana Vv poctu
datovych soubord peptidi vzniklych $tépenim timto enzymem v Global Proteome
Machine Database (GPM DB) k listopadu 2014. Enzymy jiné nez trypsin pfipsaly k témto
datim pouze 4 %, coz znamena, ze 96 % ulozenych datovych soubori pochazi
z trypsinizace. Tato vyhoda vede Kk vyssi kvalit¢ MS spektra a nasledné snadnéjsimu
vyhledavani v databazi (Tsiatsiani and Heck, 2015). Ve specifickych ptipadech jako je
nedostatek nebo naopak pfemira lysinu a argininu v sekvenci proteinu nebo pH
inkompatibilita je ob¢as nezbytné pouzit jiny proteolyticky enzym (Switzar et al., 2013).

Vicenasobna digesce (multiple digestion strategy) je zpiisob, jak zvysit pokryti
identifikace proteinl skrze pouziti kombinace proteolytickych enzyml. Enzymy mohou

byt pfidany paraleln¢ nebo postupné.

Obrazek 3: Krystalova struktura hovéziho B-trypsinu. Aktivni misto s tfemi aminokyselinami
(zvyraznéno zeleng) je umisténo mezi dvéma p-barely (Sedé Sipky). Vazba, ktera je pii vzniku
y-trypsinu §tépend, je znazornéna oranzovym postrannim fetézcem (Perutka and Sebela,
2018).
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Pokud je tfeba rozlustit sekvenci proteomu, je mozné vyuzit paralelniho ptidani
nékolika enzymd, které zvysi pocet identifikovanych proteinti a peptidi. Nékolik
kombinaci enzym jiz bylo vyzkouseno a vyuzito, nicméné nejvyuzivanéj$i kombinaci
zustava predevs8im trypsin ve spolupraci s endoproteasou Lys-C, Lys-N nebo Glu-C
(Tab. 1). Obdobné¢ se vyuziva i kombinace proteolytického enzymu a chemického

roztoku (Switzar et al., 2013).

2.3.2 Neenzymaticka digesce

Neenzymatické Stépeni za pouziti chemickych roztoku je dalsi alternativou. Mize byt
dosazeno fedénym roztokem kyseliny mravenéi (HCOOH), kyseliny chlorovodikové
(HCI), kyseliny octové (CH3COOH) nebo s chemikaliemi jako jsou bromkyan (CNBr),
2-nitro-5-thiocyanobenzoat (NTCB) a hydroxylamin.

Elektrochemickd oxidace je vedle chemickych roztokti dalsi metodou
neenzymatického Stépeni. Opét se jednd o specifické sté€peni polypeptidového fetézce,
tentokrat za aminokyselinami tyrosin a tryptofan. Elektrochemicky generované peptidy
maji okolo 2,4 kDa, a tak se stavaji vhodné pro naslednou analyzu na hmotnostnim
spektrometru. Znac¢nou vyhodou této metody je také jeji rychlost v fadu minut (Switzar
etal., 2013).

2.3.3 Experimentalni provedeni digesce

Experimentalni provedeni digesce zavisi na faktorech jako vybaveni laboratote, vychozi
material, pfedchozi experimentalni kroky a jiné. RozliSuji se tfi zédkladni provedeni
digesce — v roztoku, v gelu a pomoci mikroreaktoru.

Digesce Vv roztoku je blize popsana v kapitole 2.3.1 Bottom-up digesce. Digesce
Vv gelu je pouZivana v piipadech, kdy proteiny byly pied piipravou separovany pomoci
gelové elektroforézy. V tomto usporadani se vyuziva toho, Ze proteiny jsou navazany
Vv gelu a je mozné gel pomoci vody a acetonitrilu vysousSet a znovu hydratovat, a tak jej
promyvat (Lopez-Ferrer et al., 2006).

FASP je typickym ptikladem mikroreaktoru. Redukce, alkylace, i digesce se
provadi pfimo na membrané filtru umisténé v mikrozkumavce. Az nastépené peptidy jsou
dostate¢né malé, aby mohly filtrem projit, a byt izolovany centrifugaci (Manza et al.,
2005). Typicky lze touto metodou ziskat kolem 50 % vychoziho materialu (Sielaff et al.,
2017).
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Zaklady metody FASP polozila prace od Manza a kol. publikovana v roce 2005 a
o dalsi modifikaci se postaral Wisniewski a kol. v roce 2009 (Sielaff et al., 2017). Na trhu
se dnes vyskytuje mnozstvi komer¢n¢ dostupnych mikrocentrifugac¢nich filtrGi (spin
filters) lisicich se velikosti poru v membrané filtru (Manza et al., 2005).

Metoda FASP by mé¢la snizit Casovou narocnost pifipravy, minimalizovat ztraty
vzorki a poskytovat pokryti identifikovanych proteint sekvenci MS, které je ekvivalentni
pro pokryti proteind nastépenych v roztoku (Manza et al., 2005).

Obrovskou vyhodou pouziti filtru oproti napt. klasickému Stépeni v roztoku je, ze
poskytuje vétsi flexibilitu v pfipravé vzorki jako postupné Sté€peni a frakcionace vzorki,
coz zvySuje hloubku proteomické analyzy a usnadnuje identifikaci malo abundantnich
proteind (Wisniewski, 2016). Nasledn¢ je snadné se filtraci zbavit kontaminanti jako jsou
soli, pufry a detergenty, které by mohly inhibovat §t€peni nebo interferovat s naslednou

MS analyzou (Manza et al., 2005).

2.4 Analyza vyslednych peptidi
Poté co jsou proteiny konvertovany na ptislusné peptidy, je tieba separovat vzniklou
smés, kterda by dala ndstrojim lep$i moZznost ziskat uzite¢né udaje o slozkach smési
(Liebler et al., 2002).

Jako primarni nastroj pro identifikaci proteinti, resp. peptidi se pouziva
hmotnostniho spektrometru (McHugh and Arthur, 2008). U jakéhokoli experimentu s MS

by se mél zvazit typ instrumentace, aby nejlépe vyhovoval danému vzorku (Han et al.,
2008).

2.4.1 Metody separace
Pied samotnou analyzou na MS se peptidy separuji. Uéinna separace je nutnd pro
jednoznacnou identifikaci peptidi a fragmentd proteind. Zavisi na ni ptesnost a citlivost
experimentu s hmotnostni spektrometrii. (Yates et al., 2009). Dé&je se tak pomoci metod
vysokotlaké kapalinové chromatografie (High performance liquid chromatography,
HPLC), SDS-PAGE elektroforézy, kapilarni elektroforézy (CE) nebo isoelektrické
fokusace (IEF) (Liebler et al., 2002).

Vysokotlaka kapalinova chromatografie se sklada ze dvou fazi — pevné stacionarni
a kapalné mobilni. Na rozdil od bézné kapalinové chromatografie je obohacena o vykonné

vysokotlaké Cerpadlo, které cely proces separace urychluje a dosahuje se vyssi ucinnosti
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(Polyak et al., 2017). Je schopna oddélit slozky vzorku na zakladé naboje, molekulové
velikosti, hydrofobicity a molekularnich interakci (Hachey and Chaurand, 2004).

Déle se v proteomice bézné pouzivaji rizné typy elektroforetickych separaci.
Separace muze probihat na polyakrylamidovém (PAGE) nebo agarosovém gelu (Drabik
et al., 2016). SDS-PAGE je nejpouzivanéjsi technikou elektroforézy. lontovy detergent
dodecylsulfat sodny (SDS) denaturuje a vaze se na peptidy, aby je rovnomérné negativné
nabil. VSechny peptidy vazané na SDS ve vzorku migruji gelem k pozitivné nabité
elektrodé. Peptidy s mensi hmotnosti cestuji gelem rychleji nez ty s hmotnosti vétsi, a tak
dochazi k jejich separaci (Liebler et al., 2002).

Kapilarni elektroforéza je metoda, kterd umoziiuje separace ionizovanych
molekul ve sklenéné kapilatfe na zéklad¢ jejich odlisné pohyblivosti v elektrickém poli.
Kapilara je vzdy naplnéna roztokem zakladniho elektrolytu, kterym byva vodny roztok
elektroforetickou migraci (Jorgenson and Lukacs, 1981). Soucasné aplikace CE sahaji od
stanoveni malych anorganickych ionti po charakterizaci biomolekul s vysokou
molekulovou hmotnosti. Tato metoda separace se stala cennou alternativou ke
chromatografickym metodam (Voeten et al., 2018).

Izoelektricka fokusace je elektroforetickd technika, ktera byla vyvinuta k oddéleni
proteind na zakladé rozdila v jejich isoelektrické hodnoté pH nazyvané ,,hodnoty pI*.
KdyzZ je protein umistén do média s riznym pH a vystaven elektrickému poli, zpocatku
se pohybuje smérem k elektrodé s opaénym nabojem. Zaostfeni je mechanismus
ustalen¢ho stavu s ohledem na pH. Proteiny se pfiblizuji ke svym pfislusSnym hodnotdm
pl riznou rychlosti, ale ziistdvaji relativné fixni pti téchto hodnotach pH po delsi dobu.

Kli¢em k IEF je vytvofeni stabilnich gradientt pH v elektrickych polich (Garfin, 1990).

2.4.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie se stala nejdalezitéjSim néstrojem pro identifikaci,
charakterizaci a kvantifikaci proteind a jejich post-transkripénich modifikaci s vysokou
ucinnosti a ve velkém méfitku (Zhang et al., 2014). Analyzou peptidd prostfednictvim
MS je mozné zjistit molekulovou hmotnost peptidi, a tak i celého proteinu (Gundry et
al., 2009). MS analyza dale poskytuje informaci o sekvenci nastépenych peptidu (Liebler
et al., 2002).

Hmotnostni spektrometr ma tii zakladni casti (Obr. 4) — zdroj, hmotnostni

analyzator a detektor (Liebler et al., 2002).
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Zdroj konvertuje pevny vzorek na ionty plynné faze vhodnou ioniza¢ni technikou
(Han et al., 2008). V proteomice se vyuziva tzv. mékkych ionizac¢nich technik, které
nezpusobuji fragmentaci vzorku. Bézné je tedy pouziti napi. laseru za ucasti matrice
(matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI) anebo ionizace elektrosprejem
(electrospray ionization, ESI). Pti technice MALDI je vzorek smichan s matrici (pro
peptidy se pouziva napf. a-kyano-4-hydroxyskotficova kyselina, 2,5-dihydroxybenzoova
kyselina a pro proteiny kyselina sinapova) a nasledné aplikovan na kovovou desti¢ku, na
které je ionizovan kratkymi laserovymi impulzy. Dochazi zde ptevazné ke vzniku
jednonasobné nabitych ionti (Dvotakova et al., 2014).

Pt ESI se jedna o ionizaci vzorku v roztoku, a tak je obvykle spojovan s technikou
separace jako je kapalinovéa chromatografie (LC-ESI) nebo kapilarni elektroforézou (CE-
ESI). Vytvaii se nabité kapky vzorku obalené rozpoustédlem. Postupnym odpatovanim
rozpoustédla se uvoliiuji vytvorené ionty. Timto postupem se vytvari vicendsobné nabité
ionty (Dvorakova et al., 2014).

Hmotnostni analyzator rozdéluje ionty podle poméru hmotnost/naboj
(mass/charge ratio, m/z). Existuje nékolik tipt, které jsou zalozeny na rtznych
fyzikalnich principech tykajici se zminéného poméru m/z (Dvorakova et al., 2014). Pro
ucely proteomiky se bézné vyuziva pét typa analyzatort - kvadrup6l (quadrupole, Q),
iontova past (ion trap, IT), analyzator doby letu (time of flight, TOF), iontova
cyklotronova rezonance (ion cyclotron resonance, ICR) a orbitrap (Han et al., 2008).

lontova past, orbitrap a iontova cyklotronova rezonance separuji ionty na zékladé
jejich m/z resonané¢ni frekvence. Kvadrupdl vyuziva stabilitu iontd, kdy je na elektrody
aplikovano napé&ti. Analyzator doby letu mé&fi €as letu ionti, jelikoZ se lisi jejich hmotnost,
tak se bude lisit i doba jejich pohybu smérem k detektoru. Pro specifické potfeby mohou
byt sestaveny smiSené MS systémy, které kombinuji vice stejnych nebo odlisnych
analyzatoru. (Han et al., 2008).

Detektor ve formé elektronového nasobice analyzuje roztiizené ionty na zakladé
zminéného poméru hmotnost/naboj. Data jsou automaticky zaznamendvana a

zpracovavana pro dalsi interpretaci (Liebler et al., 2002).
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Obrazek 4: Tti zakladni ¢asti MS — zdroj, hmotnostni analyzator a detektor. Vzorek je v
iontovém zdroji ionizovan, poté v hmotnostnim analyzatoru dochazi k jejich separaci podle
poméru m/z. V posledni ¢asti dochazi k detekci iontii. Hmotnostni analyzator a detektor jsou
vzdy ve vakuu (Mecerodova, 2015).

MS systém je vybaven vakuovym cerpadlem, které vytvaii v hmotnostnim
analyzatoru a detektoru vakuum, jez je pro jejich funkci vyzadovano (Liebler et al., 2002).

Ptestoze je tfeba, aby se data ziskana z MS analyzy podrobila dal§imu zpracovani,
vystupem tohoto kroku je tzv. hmotnostni spektrum (Dvorakova et al., 2014). Jedna se o
graf zavislosti hodnot m/z iontd (osa x) a jejich intensit (osa y). Intenzita iontli byva
normalizovana podle iontu s nejvyssi namétfenou intenzitou, na kterou ptipadd hodnota
100 %. Vzhled hmotnostniho spektra souvisi s pouzitou ionizacni technikou a rezimem
méteni (kladny nebo zdporny mod, rozliSeni). V hmotnostnim spektru jsou znadzornény

monoisotopické hmotnosti ionti — hmotnosti izotopit prvkli méfené slouceniny

(Nicolescu, 2017).

2.4.3 Validace ziskanych dat
Po provedeni MS analyzy je dalsim krokem v proteomickém postupu konecna
identifikace proteinti nebo peptidd (Gundry et al., 2009).

Esencialnim nastrojem zde je kolekce softwarti, které dokazou pfifadit ziskana
data z MS ke specifické sekvenci proteinti v databazi (Liebler et al., 2002).

Parametry pro vyhledavani by méli brat v tvahu organismus, ze kterého vzorek
pochazi, typ $tépeni — chemické nebo enzymatické — a kroky redukce a alkylace.

Proteinova databdze je typicky soubor aminokyselinovych sekvenci napt. ve
FASTA formatu, proti které jsou postavena data z MS, a je vygenerovana sekvence
peptidu in silico. Pokud databaze nezahrnuje vyhledavany protein, nebude nalezena shoda
(Gundry et al., 2009).
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Proteinové databaze jsou dnes dostupné online na internetu, coz predstavuje
zna¢nou vyhodu — provadéné aktualizace jsou okamzité dostupné. Mnoho proteinovych
databazi také umoziiuje zadavatelim ukladat data a databazové servery mohou
kontrolovat format dat a poskytovat okamzitou zpétnou vazbu (McHugh and Arthur,
2008).

Vétsina sekvencnich databézi obsahuje nastroj pro vyhledavani sekvenci a kiizové
odkazy na polozky jinych proteinovych a genovych databazi.

SEQUEST bylo jednim z prvnich vyhledavac¢u v databazi vyvinuté k plnéni ukolu
automatizace identifikace proteint (Eng et al., 1994). Jednou z dulezitych vlastnosti
programu SEQUEST je jeho vice hodnoticich kritérii. Nejprve filtruje databazové
peptidové sekvence pro kandidatni peptidy pomoci enzymatické specificity (Sadygov,
2015).

Mnoho sekvenénich databazi, jako je UniProt, také poskytuje vyhledavani textu
pomoci napiiklad nazvi proteinti nebo kli¢ovych slov. Pro studium nového proteinu se
doporucuje nejprve provést sekvenéni vyhledavani pomoci BLAST, jestli je proteinova
sekvence dostupna.

Nejrozsitenéjsi databaze pro zpracovani a distribuci proteinovych struktur je PDB.
Struktury v PDB byly experimentalné stanoveny rentgenovou krystalografii, NMR,
elektronovou mikroskopii atd. (Xu and Xu, 2012)

Kromé toho jsou zde nastroje bioinformatiky, které umoZznuji predikci 3D
struktury, analyzu proteinovych domén a motivi, interakce protein-protein (Perez-
Riverol et al., 2015).

Tabulka 2: Piehled n&kterych databazi vyuzivanych v proteomice (Perez-Riverol et al.,
2015).

Nazev databaze: Poskytovana informace:
UniProt Sekvence
NCBI Sekvence
PDB Struktura
SCOP Klasifikace do proteinovych rodin
DIP Interakce protein-protein, metabolické drahy

21



2.5 Limitace

Prvni velkd omezeni V proteomice se objevuje jeSté pred zapocCetim jakéhokoliv
proteomického protokolu. Snahou a cilem této védy je identifikace vSech proteina
podilejicich se na procesech v buiice. To z divodu vysoké slozitosti vzorku neni mozné
(Dvotéakova et al., 2014).

Digesce proteind v bottom-up pfistupu ma za nasledek ztratu informace jako je
pritomnost nebo misto vyskytu post-translacni modifikace (PTM) anebo ztratu schopnosti
rozlisit ptibuzné proteiny diky neschopnosti detekovat urcité casti proteinové sekvence
v disledku nedostacujici velikosti nebo nevyhodnymi vlastnostmi ionizace vzniklych
peptidi. Naopak u top-down proteomiky, kdy ke Stépeni nedochazi, se proteiny musi
separovat a dalsi analyzu podstupuje pouze ,,protein zajmu* (Zhang et al., 2014).

Vétsina studii klade diraz na G¢inné odstranéni detergentd. Nejpouzivangj$im je
SDS, ktery ochotn¢ solubilizuje proteiny v biologickych matricich. Nicmén¢ je pravé
odstranéni SDS kritické pro pozdéjsi LC-MS analyzu, jelikoz mize dojit ke kontaminaci
kapalinové chromatografie, a tak ovliviiuje vysledné hmotnostni spektrum. Proto se
FASP stal nejvyuzivanéj$i metodou pro odejmuti detergentu a digesci zaroven (Ludwig
etal., 2018).

Hlavni omezujici kroky pro rychlou identifikaci proteinu jsou pocet proteinovych
zdaznamu v databdzi a zpracovani vzorku. Druhé omezeni je zplisobeno protokoly pro
manipulaci bézn€ pouZivanymi pro identifikaci proteinu. Tradi¢né jsou tyto protokoly
zdlouhavé a maji mnoho kroki. Kromé toho je pro enzymatickou digesci vyzadovan ¢as
— minimalné 4 hodiny, nicmén¢ se Casto $tépi pies noc (18 hodin; Lopez-Ferrer et al.,

2006).

2.6 Optimalizace
Cilem optimalizace procesu je urcit a zajistit stalé podminky pfipravy proteomického
vzorku, zvysit jeho reprodukovatelnost, aby se usnadnilo srovnavani udaji mezi
laboratofemi, a aby byl tento proces méné naro¢ny na zpracovani (Quadroni and James,
1999).

Pravé piiprava vzorkii a analyza dat jsou dvéma piekdazkami na cesté
k automatizované a kvantitativni analyze (Richardson et al., 2011).

Protokoly v proteomice byvaji Casto pracné, jelikoz vyzaduji mnoho krokt
manipulace se vzorky. Pti zpracovani vétsiho mnozstvi vzorkt podstupujicich digesci je

dalezité¢, aby byly pro vSechny soucasné pfipravované vzorky zachovany stejné
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podminky. V piipadé robota majici pouze jednu pipetovaci jehlu — autosampler — byva
nejveétsi vyzvou znacnéa doba provedeni jednoho reakéniho kroku, takze je Cas zahdjeni
reakce velmi odlisny. Kazdy reakéni krok se sklada z vice postupd, veetné ptenosu
¢inidla, michani a myti jehel. Autosampler se ¢asto pouziva v klinickych laboratofich,
protoze umoznuje zvyseni piesnosti a produktivity ptipravy (Richardson et al., 2011).

Vyhledavany jsou i 96-jamkové formaty umoziujici piipravu jednoho typu
vzorku pomoci robota (Switzar et al., 2013). Piiprava vzork, sériova fedéni a pienosy
¢inidel jsou ptiklady pipetovacich krokii pfipravované automatickymi pipetovaci, které
opét vyzaduji piesnost. Prikladem takového pipetovace je Tecan Freedom Evo (Obr. 5;
(Gu et al., 2006).

Proces optimalizace a automatizace se nezastavi ani, jakmile se provede
vyhledavani v databazi. Vysoka propustnost proteinové analyzy vyzaduje vyvoj

softwarovych nastroji, které napomahaji interpretaci dat (Schweppe et al., 2020).

Obrazek 5: Automaticky pipetova¢ Tecan — (1) Automatické rameno (2) pipetovaci jehly
s jednorazovymi plastovymi $pickami (3) prostor s vyhrazenymi pozicemi pro umisténi 96-ti
jamkové desticky se vzorky, naddoby s reakénimi roztoky a boxy se Spickami. Pfevzato z
www.scimed.com.sg
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Deionizovana vody ur¢ena pro MS analyzu (MS H20)
dodecylsulfat sodny (SDS, NaC12H25S04)
dithiotreitol (DTT, C4H1002S2)

mocovina (CHsN20)

jodacetamid (IAA, C2H4INO)

Tris (C4H11NO3)

kyselina chlorovodikova (HCI)

methanol (CH3OH)

kyselina triflouroctova (TFA, C2HF30y)
acetonitril (ACN, C2HzN)
hydrogenuhli¢itan amonny (NH4HCO3)
hydrogenfosfore¢nan draselny (K2HPO4)

3.1.2 Roztoky

Denaturaéni pufr (8 mol.I* mocovina; 0,4 mol.I"* NH4HCOs3; 0,1% SDS v MS H20)
Dithiotreitol (0,3 mol.I'* DTT v MS H;0)

Hydrogenfosfore¢nan draselny (100 mmol.I"t KzHPO4s v MS H,0)

UA (8 mol.I"t mo&ovina v 0,1 mol.I"* Tris/HI pti pH 8,5)

Jodacetamid pro in-solution digesci (0,5 mol.I't IAA v MS H20)

Jodacetamid pro FASP (0,05 mol.I* IAA v UA)

ABC roztok (0,05 mol.I NHsHCO3 v MS H0)

ACN s TFA (80% ACN s 0,1% TFA v MS H20; 1% ACN s 0,1% TFA v MS H20)
BSA protein standardy (koncentrace 125 pg.ml™?; 250 pg.ml™; 500 pg.ml™; 750 pg.mi;
1000 pg.mlt; 1500 pg.ml? a 2000 pg.ml?.)

BCA assay kit (roztok reagencie A — uhli¢itanovy pufr a ¢inidlo BCA; reagencie B —

roztok siranu méd’natého v poméru 50:1)

24



3.1.3 Biologicky material
Jako vzorek proteint byl ve vSech piipadech pouzit hovézi sérovy albumin. V laboratofi
je dostupny o koncentraci 50 pg.ul™. Stdpeni bylo provedeno proteolytickym enzymem

trypsinem.

3.1.4 Pristroje

Centrifugaéni filtra¢ni mikrozkumavky Microcon YM-30 (Millipore, Francie)
Spektrofotometr PerkinElmer Envision (PerkinElmer, USA)

Centrifuga Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Termomixer Comfort (Eppendorf, Némecko)

Vakuova odparka Concentrator 5301 (Eppendorf, Némecko)

Kapalinovy chromatograf Thermo UltiMate 3000 spojeny S hmotnostnim spektrometrem
Thermo Orbitrap Fusion (Thermo, Némecko)

Pipetovaci robot Tecan Freedom Evo (Tecan, Svycarsko)

3.1.5 Software

Thermo Excalibur verze 4.2.47

MaxQuant verze 1.6.7.0

EnSpire Manager verze 4.10.3005.1440

Zotero verze 5.0.84

Microsoft Excel 2010

Databazi UniProt, druh Bos taurus, stazena dne 13. 10. 2017

3.2 Metodika

3.2.1 Postup stépeni v roztoku
Stépeni proteinii:
Byly pripraveny vzorky proteinu BSA — vzorky IN1, IN2, IN3. Kazdy vzorek obsahoval
200 pg BSA. Do mikrozkumavky k BSA se piidalo 100 pl denaturaéniho pufru.

Pro redukci disulfidickych mistkd se pouzilo 10 pl 0,3 mol.I"* DTT, pricemz se
vzorky ponechaly inkubovat po dobu 1 hodiny pii teploté 37°C.

Procesem alkylace pomoci 18,5 pl 0,5 mol.I* IAA se na vzniklé volné thiolové
skupiny navazaly alkyly. IAA je latka choulostiva na svétlo, proto bylo nutné inkubovat

vzorky 30 minut ve tmé pti pokojové teploté.
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Po uplynuti této doby se vzorek ziedil 1 ml hydrogenfosforecnanu draselného.
Utelem tohoto kroku bylo snizit koncentraci mocoviny pod 2 mol.I%, jelikoz vyssi
koncentrace by mohla negativné ovlivnit ¢innost trypsinu.

Poslednim krokem bylo pravé pfidani trypsinu ke vzorku. PouzZiva se 1 ug

trypsinu na 200 pg proteinu ve vzorku. Trypsinizace probihala ptes noc (18 hodin).

Purifikace:
Purifikace proteinti probihala na C18 ,,Stage tips® (Obr. 6), které bylo nejprve tieba
aktivovat. Kolony se promyvaly a aktivovaly roztoky v tomto potadi: 100 pl methanolu;
100 pul 80% ACN s0,1% TFA; 100 ul 1% ACN s 0,1% TFA. Promyvani se dvakrat
opakovalo.

Béhem toho bylo mozné upravit pH vzorku pomoci TFA na hodnotu 3 za u¢elem
lepsiho zachyceni poZzadovanych peptidii na kolong.

Po zavedeni vzorkil do kolon byly dvakrat promyty 100 ul 1% ACN s 0,1% TFA.
Peptidy zGstavaly zachyceny na membrané C18. Mikrozkumavky se ,,Stage tips* byly
centrifugovany (3000 g, 2 minuty). Nasledn¢ se jejich obsah eluoval do vyménéné
mikrozkumavky 100 ul 80% ACN s 0,1% TFA, pticemz byl tento krok opakovan dvakrat.

Mikrozkumavky se umistily do vakuové susic¢ky, dokud se tekuty obsah neodpatil
a na sténach nezustaly jen vysrazené peptidy. Vzorek se nasledné rozpustil ve 100 pl
1%ACN 0,1%TFA.

rm ——— Pipetovaci &picka

—

- j
—( }— Zkumavka
o Eppendorf

IK\:‘i Kolona C18

Obrazek 6: C18 ,,Stage tips* kolona pfipravena z mikrozkumavky a pipetovaci $pi¢ky pro ucely
purifikace peptidi. Pfevzato a upraveno z Ruprecht et al., (2017).
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Méreni obsahu proteinii BCA:

Bylo potieba zjistit koncentraci proteint, resp. peptidd v jednotlivych vzorcich. K tomu
slouzil tzv. BCA assay. Na 96-ti jamkovou desticku bylo napipetovano vzdy 25 ul BCA
standardu o piislusnych koncentracich. Jako blank byla pouzita MS H-0.

Vzdy se napipetovalo 25 ul purifikovanych vzorkt peptidii (vzorky IS1, IS2, IS3).
Jako jejich blank slouzil roztok 1% ACN 1%TFA — posledni roztok, ve kterém byly
peptidy rozpustény.

Do vsech jamek bylo nésledné napipetovano 200 pl roztoku pro BCA. Desticka
byla inkubovana 30 minut pfi 37 °C. Na spektrofotometru se nasledné zméiila absorbance
pfi vinové délce A= 562 nm.

Z naméfenych hodnot byla v programu Excel vytvoiena kalibra¢ni piimka
a z rovnice linearni regrese vypoctena koncentrace proteinti ve vzorcich a objem vzorku
dostacujici pro MS analyzu. Vzorky se nanesly do vialek a takto byly analyzovany
pomoci LC-MS.

3.2.2 Postup stépeni na filtru (FASP)

Stépeni proteini:

Byly pfipraveny vzorky proteinu BSA — vzorky F1, F2, F3. Digesce byla provedena na
filtru Microcon YM-30 ve filtraéni mikrozkumavce (Obr. 7). Na filtr mikrozkumavky
bylo napipetovano 30 ul proteint s 200 ul UA. Takto ptipravené vzorky se centrifugovaly
pti 14 000 g po dobu 15 minut. Obsah mikrozkumavky, ktery prosel pies filtr, se vylil a
bylo ptidano 100 pl 0,05 mol.I* jodacetamidu v UA.

Mikrozkumavky se nasledné nechaly protiepat pii 600 rpm v termomixeru po
dobu 1 minuty a inkubovat ve tmé€ 20 minut. Po inkubaci byly mikrozkumavky stoceny
pti 14 000 g 10 minut. Na filtr bylo napipetovano 100 pl UA a mikrozkumavky byly
centrifugovany pii 14 000 g 15 minut. Tento krok byl zopakovan dvakrat. Ptidalo se
100 pl 0,05M ABC a mikrozkumavky byly opét centrifugovany pii 14 000 g po dobu
10 minut. Tento krok byl opét zopakovan dvakrat.

Filtry byly pfeneseny do novych mikrozkumavek a néasledné mohl byt pfidan
1 pg trypsinu. Mikrozkumavky se nechaly tfepat pti 600 rpm v termomixeru po dobu
1 minuty. Vzorky byly rovnéz inkubovany pti 37 °C ptes noc (18 hodin).
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Obrazek 7: Mikrozkumavka s filtrem pro in-solution $tépeni metodou FASP. Pievzato
Z www.sartorius.com

Purifikace:

Vzorky proteini nastépené na filtru se nejprve centrifugovaly pii 14000 g po dobu 10
minut. Poté se pfidalo 100 pl ABC a opét se centrifugovalo pii 14 000 g 10 minut.
Supernatant se premistil do C18 ,,Stage tips“ (Obr. 6). Postup purifikace je totozny s

kapitolou 3.2.1 Postup Stépeni v roztoku, purifikace.

Méreni obsahu proteinu pomoci BCA:

Identicky jako v pfedchozim piipadé (kapitola 3.2.1 Postup Sté€peni v roztoku, méteni
obsahu proteinu pomoci BCA) byly nejprve napipetovany BSA standardy o pfislusnych
koncentracich a jejich blank, dale vzorky zpracované metodou FASP (vzorky F1, F2, F3)
a blank roztoku 1% ACN s 0,1% TFA.

3.2.3 Pracovni postup zpracovani vzorkia pomoci robota

Stépeni proteinii:

Byly ptipraveny vzorky proteinu BSA — vzorky D1, D2, D3, D4, D5, D6 — pomoci
automatického pipetovace Tecan (Obr. 5). Do 96-ti jamkové plastové desticky (Obr. 8),
ktera je hlub$i nez ta b&zn€ pouzivana napi. pro BCA assay, musely byt rucné

napipetovany 4 ul BSA.
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V pocitaéi, jez slouzi k obsluze Tecana, byly naprogramované protokoly se
stanovenymi objemy, které piistroj pipetuje, a rovnéz se zadanymi pozicemi, na kterych
se roztoky nachazi.

| v piipadé pfipravy vzorki Tecanem se za¢inalo denaturaci proteint. Tecan ptidal
100 pl denatura¢niho pufru ke kazdému vzorku BSA. Pufr robot pipetoval z plastové
misticky, ktera byla velikosti a tvarem vhodna pro umistény na jednu z pozic.

Nasledné piepipetoval 5 ul DTT. DTT se piidalo z prvni pozice 96-ti jamkové
desti¢ky. Vzorky se inkubovaly po dobu 1 hodiny pii 37 °C. Pak opét Tecan ptipipetoval
18,5 ul IAA z tieti jamky desticky. Nasledovala inkubace pii pokojové teploté po dobu
30 minut. Cela desticka se piekryla napt. alobalem, aby inkubace probihala ve tmé¢.

Z misti¢ky se do kazdého vzorku piidal 1 ml hydrogenfosfore¢nanu draselného —
robot ho pfidaval po objemech 400 pl, 400 pl a 200 pl.

Trypsin byl umistén v paté jamce desticky a Tecan piidal 5 pl do kazdého vzorku
proteinu. Trypsinizace probihala ptes noc (18 hodin).

Paralelné s ptipravou vzorki Tecanem (vzorky D1 — 6) byly do jamek stejné
plastové desti¢ky pripravovany vzorky BSA manualné (vzorky E1, E2, E3, E4, E5, E6)
—1tj. stejné objemy (4 ul BSA, 100 pl denatura¢niho pufru, 5 ul DTT, 18,5 ul IAA a 1 ml
hydrogenfosfore¢nanu draselného) byly pipetovany automatickou pipetou. Inkubace

vSech vzorki probihaly soucasné.

PR
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NN
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Obrazek 8: 96-ti jamkova pipetovaci desti¢ka urCena pro pfipravu vzorkl pomoci
antomatického pipetovaée Tecan. Prevzato z www.diagnostics.tecan.com
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Méreni obsahu proteinu pomoci BCA:
Byla zméiena absorbance (kapitola 3.2.1 Postup S$tépeni v roztoku, méfeni obsahu
proteinu pomoci BCA) vSech vzorku (D1-6, E1-6) véetné BSA standardu a obou blankt

ve tfech opakovanich, aby bylo mozné stanovit smérodatnou odchylku.

Purifikace:
Purifikace vsech ptipravenych vzorkd probihala na C18 ,,Stage tips“ (Obr. 6). Postup
purifikace je totozny s kapitolou 3.2.1 Postup $tépeni v roztoku, purifikace. VVzorky se

naplnily do inzertu vialek, které se umisti do MS pro naslednou analyzu.

3.2.4 Hmotnostni analyza

Hmotnostni analyza byla provedena na pfistroji Orbitrap Fusion (Thermo) spojeném s
iontovym zdrojem Proxeon Easy-Spray a chromatogramem Ultimate 3000 RSLC nano.
Na odsolovaci kolonu PepMap 100 (75 pm x 2 cm, 3 pm, velikost pért 100 A; Thermo)
zapojenou ,,in-line”” s analytickou kolonou PepMap RSLC (75 um x 15 cm, 3 um, velikost
port 100 A; Thermo) vyhfivanou na 35 °C se nanasel 1 pl vzorku. Separace peptidi
prob&hla na analytické koloné s linearné€ rostoucim gradientem organické faze z 5 % na
35 % s celkovou délkou béhu 150 minut. Vodna faze byla voda s 0,1% kyselinou
mravenci a organicka faze acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci. RozliSeni orbitalni pasti
bylo nastaveno na 120000 a prekurzorové ionty byly skenovany v hmotnostnim rozsahu
300-1950 m/z. V kazdém cyklu bylo vybrano dvacet nejintenzivnéjSich iontd pro
fragmentaci kolizi indukovanou disociaci a analyzovano v linedrni pasti s kolizni energii

35 eV (Ozdian et al., 2016).

3.2.5 Zpracovani vysledki z MS analyzy
Data byla zpracovana a vyhledana pomoci programu MaxQuant (verze 1.6.7.0)
pouzivajici databazi UniProt (druh Bos taurus, stazena dne 13. 10. 2017).

3.2.6 Zpusob vyhodnoceni jednotlivych méreni
Po provedeni LC-MS analyzy bylo z vysledkii mozné urcit pocet nastépenych peptida
BSA asekvenc¢ni pokryti sérového albuminu, a tak zjistit, ktery postup zpracovani vzorku
a §tépeni trypsinem je nejucinng;jsi.

Pro vzdjemné srovnani a urceni nejefektivnéj$i metody St€peni proteinu musela
byt spocitana u¢innost u kazdého vzorku — vypocitala se jako podil koncentrace peptid

po digesci proteinu BSA a jeho pocatecni mnozstvi a vyjadrovala se v procentech.
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Koncentrace proteinu po provedeni digesce byla stanovena metodou BCA,
nasledné vypoctena pomoci namétenych hodnot absorbance a smérnice kalibracni kiivky

grafu.

31



4  VYSLEDKY

4.1  In-solution digesce
Vzorek BSA byl podroben digesci v roztoku a piipraven ve tiech opakovanich (IN1, IN2,
IN3). Tabulka ¢. 3 shrnuje hodnoty absorbance, které slouzily pro vypocet koncentrace
proteinu po provedeni digesce (téz uvedené v Tab. 3), pocet peptidii a sekvencni pokryti
vychézejici z MS analyzy a u¢innost kazdé¢ho vzorku.

Porovnanim LC-MS spekter — chromatogramui (Obr. 10) — Ize odhadnout kvalitu

trypsinizace BSA proteinu na pfislusné peptidy.
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Obrazek 9: Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu ziskané zméfenim standardnich
roztoki BSA o znamych koncentracich. Ptedpis pfimky: y= 0,001x+0,0987; korelacni
koeficient R?= 0,9961.

Tabulka 3: Tabulka zobrazuje absorbanci a koncentraci uré¢ené métenim BCA. Déle pocet
peptidt, sekvencni pokryti a ucinnost jednotlivych vzorkl pfipravené $tépenim proteinu
V roztoku.

Vzorek: IN1 IN2 IN3
Absorbance: 0,24 0,24 0,25
Koncentrace proteinu po

141,3 1419 235,7
digesci [pg.ml™]:
Pocet peptidt: 35 38 37
Sekvenéni pokryti: 85,8 81,4 82,9
Uginnost [%]: 70,65 70,95 117,85
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Obrazek 10: Chromatogram digesce proteinu BSA v roztoku. Kazdy pik piedstavuje
separovanou slozku (peptid), ktera je urcena pii prichodu detektorem.

4.2 FASP

Vzorek BSA byl podroben digesci na filtru metodou FASP a pfipraven ve tiech

opakovanich (F1, F2, F3).

stanovena metodou BCA

Koncentrace proteinu po provedeni digesce (Tab. 4) byla

a vypoctena pomoci stejné smérnice kalibracni kiivky y=

0,001x+0,0987 (Obr. 9) jako vzorky in-solution.

Tabulka 4 zobrazuje absorbanci a koncentraci proteinu po digesci, pocet peptidu,

sekvenéni pokryti, a pfedevsim ucinnost digesce na filtru.

Chromatogram digesce proteinu BSA metodou FASP (Obr. 11) zachycuje

eluované peptidy.

Tabulka 4: Hodnoty absorbance, koncentrace proteinu, pocet peptidii, sekvenéni pokryti a
ucinnost po digesci metodou FASP.

Vzorek: F1 F2 F3
Absorbance: 0,31 0,30 0,23
Koncentrace proteinu po

218 201,6 128,3
digesci [ug.ml™]:
Pocet peptidi: 36 15 7
Sekvencni pokryti: 82,2 71,8 63,4
Ucinnost [%]: 14,5 13,4 8,5
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Obrazek 11: Chromatogram Stépeni proteinu na filtru metodou FASP.

4.3 In-solution vzorky pripravené robotem
Vzorek BSA byl podroben digesci vroztoku. Jeho piiprava byla provedena

automatickym pipetova¢em Tecan opét ve tfech opakovanich (D1, D2, D3).

Byla stanovena koncentrace proteinu po digesci pomoci smérnice kalibra¢ni
ktivky y= 0,0007x+0,0895 (Obr. 12), pocet peptidt, sekvenéni pokryti kazdého vzorku a
vypocitana Gc¢innost (Tab. 5).

Obrazek 15 zobrazuje chromatogram vzorku piipraveného robotem.
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Obrazek 12: Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu ziskana zméfenim
standardnich roztokti BSA o znamych koncentracich. Ptedpis ptimky: y= 0,0007x+0,0895;
korelaéni koeficient R?= 0,9882.

Byl proveden dalsi experiment, pti kterém se opakovala pfiprava vzorki Tecanem
(vzorky D4, D5, D6), nicméné byl upraven objem piiddvaného trypsinu naredénim
hydrogenfosforecnanovym pufrem. Obdobnym zpisobem byla stanovena koncentrace
proteinu po digesci (Tab. 5) podle smémice kalibra¢ni kiivky y=0,0008x+0,0632
(Obr. 13). Rovnéz byly stanoveny pocty nastépenych peptidl a uc¢innost kazdého vzorku
(Tab. 5).

Chromatogram (Obr. 15) poukazuje na uspéSnost trypsinizace.
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Obrazek 13: Graf zavislosti absorbance na koncentraci proteinu ziskané zméfenim
standardnich roztokti BSA o znamych koncentracich. Predpis ptimky: y=0,0008x+0,0632;

korelaéni koeficient R?= 0,9987.

Tabulka 5: Hodnoty absorbance, koncentrace proteinu, pocet peptidt a i¢innost vzorkt po
in-solution digesci proteinu BSA. Sekven¢ni pokryti nebylo v tomto piipadé soucasti
vysledkti z MS analyzy. VSechny vzorky byly zpracovavany robotem Tecan —u vzorka D4,
D5, D6 doslo k fedéni trypsinu hydrogenfosfore¢nanovym pufrem v poméru 1:2.

Vzorek: D1 D2 D3 D4 D5 D6
Absorbance: 0,15 0,16 0,18 0,17 0,16 0,17
Koncentrace

peptidii po digesci 87,86 91,67 122,62 130,17 116 135,17
[ng.ml]:

Podet peptidi 20 34 5 36 33 38
Sekvenéni pokryti: 2 11,9 10,9 231 15,3 25,4
Ucinnost [%]: 43,93 45,83 61,31 38,41 43,1 36,99
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Obrazek 14: Chromatogram S$tépeni proteinu V roztoku. Vzorek byl pfipraven pomoci
pipetovace Tecan.
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Obrazek 15: Chromatogram vzorku, ktery byl opét zpracovan Tecanem. Trypsin byl v tomto
ptipad¢ ziedén hydrogenfosforecnym pufrem v poméru 1:2.

4.4  Manualni kontrola in-solution vzorku pripraveného robotem
Vzorek BSA byl $tépen v roztoku a piipraven ve tiech opakovanich. Vzorky E1, E2, E3
byly pfipraveny manualné soubézné se vzorky D1, D2, D3 ptipravované Tecanem. Tedy
koncentrace proteinu po digesci byla stanovena pomoci stejné smérnice kalibra¢ni kiivky
y=0,0007x+0,0895 (Obr. 12). Byl urcen pocet peptidi kazdého vzorku, sekvenéni
pokryti a vypocitana ucinnost (Tab. 6).

Ve vysledcich je opét uveden i chromatogram (Obr. 16) pro porovnani digesce
S ptipravou vzorku pomoci robota (Obr. 14).

Vzorky digesce v roztoku E4, E5, E6 byly pfipraveny manualné a soub&zné se
vzorky D4, D5, D6 ptipravované robotem. Maji proto stejnou smérnici kalibracni kiivky
(Obr. 13). Rovnéz byly stanoveny poCty naStépenych peptidi, sekvencni pokryti a
ucinnost (Tab. 6), aby mohly byt v zavéru metody navzéjem porovnany, a také sledovan

progres ptipravy vzorkli pomoci robota.
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Tabulka 6: Hodnoty koncentrace proteinu, pocet peptidi a ucinnost digesce v roztoku
pripravované manualné do mikrodesticky uréené pro praci s Tecanem. Sekvenéni pokryti
nebylo soucasti vysledkti z MS analyzy. Vzorky E4, ES a E6 byly Stépeny trypsinem, ktery byl
natfedén hydrogenfosfore¢nanovym pufrem v poméru 1:2.

Vzorek: El E2 E3 E4 E5 E6
Absorbance: 0,17 0,16 0,19 0,14 0,15 0,31
Koncentrace
peptidd po 112,14 108,81 147,86 94,41 120,58 315,17
digesci [ug.ml™]:
Pocet peptidi: 35 32 35 36 38 37
Sekvencni 89,5 89,8 88,8 76,1 85 73,3
pokryti:
Ucinnost [%]: 56,07 54,41 73,93 51,86 41,47 15,86

-0: 1|05| ; r‘| 1E‘ml r‘:}s:a IQ YE‘ ‘u I? - .W‘D?‘ ‘22‘[2? , ’If T‘n‘”‘j‘ E‘“_‘i a.5 39‘ r:.‘s Izo‘g.x?a
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Obrazek 16: Chromatogram digesce v roztoku piipraven do 96-ti jamkové mikrodesti¢ky — do
stejné desticky, do které se piipravovaly vzorky Tecanem.
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Obrazek 17: Chromatogram digesce V roztoku piipraven do 96-ti jamkové mikrodesticky
paralelné s pripravou vzorkli Tecanem.
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5 DISKUZE

Bottom-up pfistup zahrnujici St€peni proteinu na ptislusné peptidy byva v proteomickych
laboratofich preferovanéjsi pied zpracovavanim celych proteini. Proto je také dualezité
zvolit efektivni postup pti digesci (Aslam et al., 2017).

V této bakalarské praci jsou srovnavany tii metody digesce BSA za ucasti trypsinu
—$tépeni v roztoku, $tépeni na filtru metodou FASP a vzorky pfipravované automatickym
pipetovacem Tecan.

Dutivodem pro zapojeni robota do ptipravy proteomickych vzorkt je automatizace
celého procesu — pipetovani velkého mnozstvi vzorkli vyzaduje méné €asu v porovnani
S manudlni pfipravou, snizovani variability mezi vzorky a udrzovani stalych podminek
pfi jejich pfiprave. Prestoze v ptipadé zpracovani vétSiho poctu vzorki se Cas piipravy
vyznamng zKracuje, je stale tfeba brat v avahu dobu inkubace, a pfedevsim jeji podminky
— napt. vzorky se musi umistit do tmy v pfipad¢ ptidani IAA anebo inkubace pii 37 °C
po pridani DTT, kdy je tfeba mikrodesticku se vzorky pfemistit z Tecana do inkubatoru,
coz je vyrazna limitace celého procesu, ktera by musela byt odstranéna. Pravé diky
specifickym podminkdm prace s danym vzorkem by na jedné desti¢ce nemély byt
zpracovavany rozdilné druhy vzorkda.

Pii pfipravé vzorktu robotem vsak ptedstavovala nejvétsi problém trypsinizace,
jelikoz k tomuto kroku viibec nedochazelo. V této souvislosti se vyslovily dvé hypotézy
— prvni byla, ze 96-ti jamkova desticka (Obr. 8) mize byt zhotovena z nevhodného plastu
pro piipravu proteinu, a tak dochazi k jejich adsorpci na stény jamky. Druhou hypotézou
bylo, ze Tecan trypsin ke vzorkim vibec neptidaval. Pro kontrolu byly paralelné
s pfipravou vzorkd robotem pfipravovany vzorky i manualné do stejné plastové 96-ti
jamkové desticky. A tak se podatilo druhou hypotézu ovéfit jako pravdivou.

Chromatogram je jednim z prvnich vysledka analyzy, kterd poukazuje na kvalitu
provedeni trypsinizace. Mezi 30 az 70 minutou by mélo dochéazet k eluci spravné
separovanych peptidil (napt. Obr. 11) Velmi Siroky pik (kolem 80 minuty) ukazuje na
Spatné provedeni nastépeni proteinu (Obr. 10). Pfi pohledu na chromatogram na obrazku
14 je jasné, Ze digesce vlubec neprobéhla — piky reprezentuji pouze par naStépenych
segmentd, které nemusely byt nutné¢ vysledkem trypsinizace, ale autolyzy proteinu.
Nicméné chromatogram manualni kontroly Tecana (Obr. 16) ukazuje, ze se Stépeni ve
stejné plastové desticce zdatilo. Tento vysledek vypovida o tom, Ze material desticky,
V niz se vzorky pfipravuji, nepfedstavuje problém. Chyba tedy musela nastat v pipetovani

trypsinu robotem.
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Uvazovalo se, jestli je objem trypsinu v jamce desti¢ky dostate¢ny pro to, aby ho
robot zvladnul piepipetovat. Trypsin byl proto zfedén hydrogenfosfore¢nanovym pufrem
v poméru 1:2. Tato aprava (Obr. 15) byla postacujici k tomu, aby byl Tecan schopen
proteolyticky enzym k vzorku pfidat, a probé¢hlo nastépeni BSA. Nicmén¢ dalsi
optimalizace nebyla mozna z diivodu plného zaméstnani Tecana testovanim vzorka
COVID-19.

Ukazalo se, ze in-solution digesce ma nejvyssi Géinnost (Tab. 7) v porovnani
S ostatnimi postupy zpracovani vzorku. Tento vysledek muze byt zplsoben tim, ze
Vv ptipadé digesce za pouziti filtru nemuseji nenastépené proteiny prochézet pres filtr,
ktery je schopen propoustét jen proteiny, resp. peptidy s urcitou molekulovou hmotnosti
(pt. 30 kDa a mensi). Kromé toho se pfes membranu nedostane trypsin, ktery je pfi in-
solution digesci piitomny piimo v roztoku, a tak je zachyceny i pii analyze obsahu
proteint.

Pti ptipravé vzorkl robotem musel byt v konecné fazi experimentu pouzity
trypsin zfedén hydrogenfosfore¢nanovym pufrem, aby doslo k nastépeni BSA na peptidy
(srovnani Obr. 14 a 15). U¢innost v tomto piipadé vychazi ve prospéch pfipravovaného
vzorku robotem s nenafedénym trypsinem — tento vysledek mutze byt zptisoben vy$§im
objemem natedéného vzorku.

Rovnéz vysla niz8i t€innost pii manualnim zpracovavani vzork pfipravovanych
paralelné s robotem Tecan, kdy byl trypsin fedén (Tab. 7).

Pfi srovnani poctu vzniklych peptidt vSech tii provedenych postupti se ukazalo,
ze trypsin nejefektivnéji $tépil proteiny pii priprave in-solution — tento postup odpovida i
manualni pfipravé vzorkd (Tab. 7).

Pocet nastépenych peptidil se zvysil pii ziedéni trypsinu u vzorkl pipetovanych

Tecanem.
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Tabulka 7: Srovnani primérnych hodnot poc¢tu peptidi a Gc¢innosti u jednotlivych metod.

Metoda: In-solution FASP Piprava Piiprava Manualni ~ Manualni
robotem robotem ptiprava: ptiprava
(ztedéni (ztedéni
trypsinu) trypsninu):
Primérny
pocet 37 20 19 35 34 37
peptidi:
Pramérna
hodnota 86,49 12,13 50 39,5 61,47 36,40
ucinnosti
metody [%]:

Automatické pipetovace Tecan nabizeji moznost integrace inkubatoru — a dalsiho
ptisluSenstvi jako napt. shakeru — a tak by byl odstranén diive zminény problém
s manipulaci vzorki za ucelem jejich pfemisténi do inkubatoru.

Kromé automatického pipetovate Tecan se nabizi dalsi riznorodé metody
umoznujici automatizaci bottom-up proteomického protokolu.

Alternativou mtize byt trypsin imobilizovany na pevny nosic, pii¢emz se dosahuje
Stépeni proteinu v fddu minut diky mnohem vétsi pfitomné koncentraci enzymu ve
srovnani s volnym trypsinem. Jako nosi¢ muze slouzit sklo, membrana, polymer, gelové
kulicky nebo porézni monolitické materialy (Lin et al., 2008). Imobilizace trypsinu navic
vyrazné snizuje jeho autodigesci (Shen and Sun, 2018).

Imobilizaci proteolytického enzymu Ize kombinovat s dal§imi zpiisoby urychleni
digesce — napi. digesce pomoci mikrovinného zafeni. Trypsin je vtomto pfipadé
adsorbovan na magnetické nanocastice, které funguji nejen jako substrat pro imobilizaci
enzymt, ale také jako vynikajici absorbér mikrovlnného zateni, a tak vyrazné zlepsily
ucinnost Stépeni. Trypsin Ize kromé toho diky unikdtni magnetické citlivosti snadno
izolovat pomoci externiho magnetu a opakované pouzit (Lin et al., 2008).

Enzym lIze imobilizovat i v mikrofluidnich reaktorech — kapilarni kolony,
mikrofluidni ¢ipy, miniaturizované enzymové reaktory. Tyto miniaturizované systémy
poskytuji rychlejsi analyzu a vyrazn€ sniZzenou spotiebu vzorku. Imobilizace vyzaduje
stacionarni fazi, na kterou se proteolyticky enzym ptipojuje kovalentni vazbou, adsorpci
nebo afinitné. Vétsina takovychto mikroreaktori muze fungovat zptisobem pritoku —
mohou byt proto pifipojeny online k nanoLL.C — MS pro ,,high-throughput* analyzu (Safdar
etal., 2014).
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6 ZAVER

Tato bakalaiska prace je zaméfena na digesci vzorku BSA. Srovnavala se digesce
v roztoku, na filtru s ptipravou vzorkli pomoci pipetovaciho robota, aby se zjistilo, ktery
postup Stépeni dosahuje nejvyssi ucinnosti.

Jejim cilem je rovnéz optimalizovat pfipravu proteomického vzorku pomoci
robota Tecan, ktery umoziuje zpracovavat velké mnozstvi vzorkli paralelné, a tak
vyrazné zkracuje dobu ptipravy.

V kone¢né fazi byly vyhodnocovany koncentrace proteinu po digesci, pocet

peptidi BSA, sekvenéni pokryti a spocitand vyse zminovana G¢innost.
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8 SEZNAM ZKRATEK

ACN
Asp-N
BCA

BLAST

BSA

CE
CE-ESI
DTT

ESI
FASP
Glu-C
GPM DB
HPLC

IAA

ICR

IEF

IT

LC

LC-ESI
LC-MS/MS

Lys-C
MALDI

MS
NMR
PAGE
PDB

pl

Acetonitril

Peptidyl-Asp metalopeptidasa

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

Basic Local Alignment Search Tool; nastroj pro vyhledavani a
porovnavani primarni sekvence

Bovine serin albumin; hovézi sérovy albumin

Capilary electroforesis; kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza ve spojeni s ionizaci elektrosprejem
Dithiotreitol

Electrospray ionization; ionizace elektrosprejem

Filter-Aided Sample Preparation; pfiprava vzorku za pomoci filtru
Glutamy! peptidasa |

Global Proteome Machine Database; celosvétova databaze proteint
High-performance liquid chromatography; vysokoucinna
kapalinova chromatografie

Jodacetamid

lon cyclotron resonance; iontova cyklotronova rezonance
Isoelectric focusing; Isoelektricka fokusace

Ion trap; iontova past

Liquid chromatography; kapalinova chromatografie

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

Lysyl endopeptidasa

Matrix-assisted laser desorption ionization; ionizace laserem za
ucasti matrice

Mass spectrometry; hmotnostni spektrometr

Nuclear magnetic resonance; nuklearni magneticka resonance
Polyakrylamidova gelova elektroforéza

Protein Data Bank; proteinova databanka

Isoelektricky bod

46



PTM Post-transkripéni modifikace

Q Quadrupole; kvadrupol

SDS Dodecylsulfat sodny

SDS-PAGE Polyakrylamidova gelova elektroforéza v prostfedi dodecylsulfatu
sodného

TFA Kyselina trifluoroctova

TOF Time of flight; analyzator doby letu
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