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ANOTACE

Ptedlozend diplomovéa prace se zabyva technikami Upravy proteomického vzorku pro
snadn¢jsi interpretaci tandemovych hmotnostnich spekter za G¢elem de novo sekvenace
proteinti. V experimentalni ¢asti byly provedeny modifikacni reakce tryptickych peptidi
myoglobinu. Na stacionarni fazi v kolonce (s nasledujici separaci) byly provedeny reakce
s O-methylisomoCovinou a  4-sulfofenylisothiokyanatem, dale  dimethylace
formaldehydem (lehkym a deuterovanym). V roztoku byla provedena reakce
s 4-chlorosulfofenylisothiokyanatem a esterifikace peptidickych karboxylii ethanolem.
Jako efektivni metody se ukazaly byt oba typy modifikac¢nich reakci provadénych na
kolonce. Modifikace O-methylisomoc¢ovinou a 4-sulfofenylisothiokyanatem poskytovala
ptehledna fragmentacni spektra obsahujici y-ionty, coz spolu s protokolem pro aplikaci
obohaceni peptidd obsahujicich sulfonové skupiny usnadnuje hmotnostné
formaldehydu po jejich ptedchozi guadinylaci umoznila identifikovat N-terminalni ionty
pomoci dvojic pikli s konstantnim rozdilem a usnadnit tak interpretaci MS/MS spekter

peptidu.

KLICOVA SLOVA

De novo sekvenace, chemicka derivatizace, hmotnostni  spektrometrie,
MALDI-TOF/TOF MS

TITLE

Chemical derivatization of proteins and peptides to facilitate their de novo sequencing

ANOTATION

Presented diploma thesis deals with sample modification techniques for facilitated
interpretation of tandem mass spectra during de novo sequencing of proteins. In the
experimental part, the modification reactions of tryptic peptides from equine myoglobin
were carried out. Modification with O-methylisourea hemisulfate, sodium
4-sulfophenylisothiocyanate and dimethylation with light and heavy formaldehyde were
carried out on the stationary phase inside a chromatography column with the optional
following separation of modified peptides. Modifications with
4-chlorosulfophenylisocyanate and esterification of peptide carboxyl groups with ethanol
were carried out on the stationary phase dispensed in solution. Modification with



O-methylisourea hemisulfate and sodium 4-sulfophenylisothicyanate yielded with
MS/MS spectrum only with y-ions, which facilitates mass spectrometry analysis of more
complex samples especially in combination with a protocol for enrichment of peptides
containing sulfonic group. Similarly, peptide dimethylation with formaldehyde after
preceding guanidylation reaction, enabled also identification of N-terminal ions due to
the presences of peak pairs showing a constant difference and thus facilitated
interpretation of MS/MS spectrum of fragmented peptides.

KEY WORDS

De novo sequencing, chemical derivatization, mass spectrometry, MALDI-TOF/TOF MS
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ACN — acetonitril

CID — kolizn¢ indukovana disociace

Da — dalton

DOCS - deoxycholat sodny

ECD - disociace zachytem elektronu

EDC — N-(3-dimethilaminopropyl)-N*-ethylkarbodiimid hydrochlorid
ESI — ionizace elektrosprejem

ETD - disociace pfenosem elektronu

EXD — souhrnny ndzev pro ECD a ETD disociacni techniky
HPLC-MS — vysokoucinna kapalinova chromatografie spojend s hmotnostni
spektrometrii

CHCA — a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina

MALDI — ionizace laserem za i¢asti matrice

MS/MS (také MS?) — tandemova hmotnostni spektrometrie do druhé urovné
MudPIT — multidimenzionalni proteinova identifika¢ni technologie
Nic-NHS — nikotinyl-N-hydroxysikcinimid

OMIMHS — O-methylisomocovina hemisulfat

PAGE — polyakrylamidova elektroforéza

pl —izoelektricky bod

PITC - fenylisothikyanat

PSD — post-source decay

PVDF - polyvinylidendifluorid

QqQ — trojity kvadrupol

QTOF — kvadrupdl spojeny s analyzatorem doby letu

SPC — 4-chlorosulfofenylisokyanat

SDS — dodecylsulfat sodny

SPE — extrakce na pevné fazi

SPITC — 4-sulfofenylisothiokyanat

sulfo-NHS-biotin — sulfo-H-hydroxysukcinimid-biotin

TEA — triethylamin

TFA — kyselina trifluoroctova

TOF — analyzator doby letu



UV — ultrafialové zafeni

<Ru>CO - bis(terpyridin) ruthenium (I1)



UVOD

Proteomika a veskeré¢ zkoumani souvisejici s proteiny ma v dnesni dobé ¢im dal vétsi
pozornost. Je zde stale co objevovat, jelikoz proteiny jsou obecné velmi slozité a komplexni
molekuly. Ackoliv lidsky genom obsahuje néco pies 20 000 kodujicich sekvenci, odhaduje se,
ze by v lidském organismu mohly byt statisice az miliony proteinti (né¢kdy nazyvanych
proteinovych isoforem) a peptidd. Tato skutecnost je déna hlavné posttranslaénimi

modifikacemi.

Zkoumani proteintl je dulezité pro pochopeni jejich funkci a roli v organismu. Pokud
vime, jak protein spravn¢ funguje, l1ze snaze odhalit patologické pochody a tim zahajit u¢innou

1é¢bu ¢i prevenci téchto patologickych pochodd.

Proto, abychom pochopili slozitost proteind, musime jit az k zédkladnim kamentim —
aminokyselinam. Tyto stavebni kameny jsou patefi kazdého proteinu, stejné jako jednotlivé
baze pro DNA. Poradi téchto aminokyselin (tj. primarni struktura) pak urcuje néslednou

sekundarni a terciarni usporadani.

V dnesni dobé existuje jiz spousta zpusobu, jak urcit poradi aminokyselin v proteinu.
Diky rozvoji hmotnostni spektrometrie a objevu jemnych ionizacnich metod je mozné provadét
de novo sekvenovani proteinti i pomoci téchto instrumentalnich technik. A o metodach piipravy
vzorku pro usnadnéni interpretace hmotnostné-spektrometrickych dat pro de novo sekvenaci

peptidi a proteind pojednéava tato diplomova prace.
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1 CILE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této prace je podat teoretickou reSerSi o proteomické analyze, hmotnostné-
spektrometrickych technikach pro analyzu peptidd a proteinti, de novo sekvenaci peptidi

a jejich metodach pouzivanych pro usnadnéni analyzy aminokyselinové sekvence.

Experimentalni ¢ast ma za cil ovéfit vybrané metody derivatizace peptidil a pievést je
do kolonkového usporadani, kdy jsou peptidy zachyceny na stacionarni fazi v kolonce
a podrobeny derivatizacni reakci. Pouziti kolonek s reverzni stacionarni fazi ma vyhodu
v mensi spotiebé vzorku, reak¢nich cinidel a ve snadném odstranéni cCinidel pouhym
proplachnutim kolonky. Peptidy lze z kolonky s vyhodou eluovat elu¢nim ¢inidlem vhodnym
pro hmotnostné-spektrometrickou analyzu a lze je zkolonky separovat pomoci

mikrogradientového zafizeni.

Pro tyto metody byl vybran jako standardni vzorek myoglobin, ktery bude podroben
tryptickému $tépeni. Tryptické peptidy budou purifikovany a separovany na kapilarnich
kolonkach s reverzni fazi pomoci mikrogradientového zatizeni. Dale budou derivatizovany
pomoci vybranych cinidel s néslednou separaci a hmotnostné-spektrometrickou analyzou.

Jednotlivé metody budou optimalizovany a ziskana data interpretovana v diskuzi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 Proteiny

Proteiny jsou organické makromolekuly, sklddajici se z aminokyselin a majici
molekulovou hmotnost v fadech tisici Da a vice. Hlavnimi prvky jsou uhlik, vodik, dusik,
kyslik, sira, a déale pak napf. fosfor. Proteiny jsou dilezitou slozkou kazdého organismu,
organismech, jako jsou savci, véetné ¢lov€ka. V buiice zaujimaji piiblizné 50 % suSiny. Maji
Siroké spektrum funkci a délime je na strukturni, zasobni, transportni, hormonalni, receptorové,
kontraktilni, obranné a enzymatické proteiny. Jsou slozeny z jednotlivych aminokyselin
v definovaném potadi, a toto poradi je klicovym faktorem pro sekundarni, terciarni a kvartérni
strukturu proteinu. Proteiny mohou byt dale modifikovany mnoha riznymi molekulami
(sacharidy, kyselina fosfore¢na aj.) a tim se opét vyraznym zpisobem méni funkce daného

proteinu [1].

2.1.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zékladnim stavebnim kamenem kazdého proteinu. V lidském
organismu je rozliSovano 20 zakladnich L-aminokyselin (Tabulka 1), z toho 8 je pro ¢lovéka
esencialnich, které si lidské télo nedokaze samo syntetizovat, a proto musi byt pfijimany
Vv potraveé [2].

Tabulka 1. Jednotlivé aminokyseliny, jejich zkratky a monoizotopické molekulové hmotnosti
aminokyselinovych zbytku [2, 3].

Monoizotopicka Monoizotopicka
Nazev hmotnost Nazev hmotnost
aminokyseliny Zkratky aminokyselinovéh |aminokyseliny Zkratky aminokyselinovéh
0 zbytku [Da] 0 zbytku [Da]
Glycin Gly |G 57,0215 Lysin* Lys|[K 128,0950
Alanin Ala|A 71,0371 Serin Ser|S 87,0320
Valin* Val|V 99,0684 Threonin* | Thr|T 101,0477
Leucin* |Leu|L 113,0841 Methionin* | Met| M 131,0405
Isoleucin* | lle | | 113,0841 Cystein  [Cys|C 103,0092
Kyselina |\ olD| 1150269 | Fenylatanin® |Phe |F | 147,0684
asparagova
Asparagin |Asn{N 114,0426 Histidin His |H 137,0589
Kyselina | o el 1200426 Tyrosin - |Tyr|Y| 1630633
glutamova
Glutamin | GIn|Q 128,0686 Tryptofan* | Trp |W 186,0633
Arginin ~ |Arg|R 156,1011 Prolin Pro|P 97,0528

*Esencialni aminokyselina
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Kazda L-aminokyselina ma spole¢né zakladni slozeni — centralni uhlik (o uhlik), na
kterém je navazana karboxylova skupina a aminoskupina. To, co odliSuje jednotlivé
aminokyseliny je postranni fetézec navdzany na centralnim uhliku; Ctvrtd vazba pak nalezi

vodiku (Obrdzek 1). Centralni uhlik je tedy chiralni (jedinou vyjimkou je glycin) [1].

R
%
H,N~"C~COOH
H

Obrdzek 1. Obecny vzorec aminokyseliny [1].

Pfitomnost kyselych a bazickych funk¢nich skupin v aminokyselinach dava proteinim
dulezitou vlastnost nést naboj. Hodnota pH, pfi které protein ma celkové neutralni naboj, se
nazyva izoelektricky bod (pl) proteinu a je zna¢né ovliviiovan slozenim bocnich fetézcl (napf.
kyselina asparagova ¢i arginin). Pokud se protein dostane do prostiedi, kdy pH prostiedi = pl

proteinu, pfestane se v piipadé pusobeni elektrického pole pohybovat [2].

2.1.2 Jednotlivé konformace

Kazdy protein od samotné syntézy prochazi slozitou cestou, aby z n¢j nakonec byla
funkéni molekula. Nejprve v ribozomech dochéazi ke spojovani jednotlivych aminokyselin
Vv fetézec a vznika tak primarni struktura. Ke spojovani dochdzi kondenzac¢ni reakci za odstépeni
vody. Primarni struktura je hlavnim zajmem de novo sekvenace, kdy je zjistovano potadi

aminokyselin v proteinu [4].

Uspotadani jednotlivych aminokyselin neni ndhodné. Tato informace je zakdédovéana v
DNA organismu, ze které je piepsana do mRNA pfi transkripci. Nasledné se mRNA spoji
s ribozomy, kde se syntetizuje protein. To, jak aminokyseliny jdou po sob¢, je zakddovano
v poradi bazi mRNA, kdy kazdé tii baze (triplet neboli kodon) urcuji, jaka aminokyselina je
navazana. Navazani aminokyseliny se uskuteciiuje pomoci tRNA, kterd ji jednim koncem
vyhleda v cytoplasmé a na druhém konci ma antikodon komplementarni s kodonem na mRNA.
Tento proces se nazyva translace. Spousta proteint vSak potiebuje pro svou funkénost jesté
dalsi upravy. Tyto d€je jsou nazyvany posttranslacni modifikace. Modifikace muze byt
uskutecnéna odstépenim koncl peptidii (proteolyticka aktivita), modifikaci N a C konct,
hydroxylaci, pfipojenim jinych skupin jako je fosfat ¢i sacharid (fosforylace, glykosylace,
ubigitinace ¢i acetylace), nebo oxidaci thiolovych skupin. Divodem pro tyto déje mize byt
zvySeni stability vysledného proteinu, mohou sloZit pro regulaci metabolismu ¢i obranné

mechanismy apod. [4-6].
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Nésledné dochdzi k torbé 3D struktury proteinu, ktera zajisti jeho vyS$si stabilitu
a funkénost. Jako prvni se tvofi sekundarni konformace. Zde jsou rozliSovany dvé struktury a
konformace, kde hraji roli interakce aminokyselinovych zbytki pomoci disulfidickych mustkd,
elektrostatickych ¢i van der Waalsovych interakci, hydrofobicité a také pomoci vodikovych
mustcich mezi bo¢nimi fetézci aminokyselinovych zbytkt. Posledni upravou je spojovani vice
proteinil v jeden celek, zde hraji roli stejné interakce jako u terciarni struktury. Tato struktura
je nazyvana kvartérni a zajistuje, ze protein je jiz ve své funkéni podobé. Obrdzek 2 ukazuje
kvartérni strukturu lidského hemoglobinu, skladajici se ze 4 podjednotek a kazda podjednotka

obsahuje navic hemovou skupinu [4].

Obrdazek 2. Kvartérni struktura lidského hemoglobinu [7].

2.2 Proteomika

Soubor vSech proteint pfitomnych v organismu se nazyva proteom a je vysledkem
procesu genové exprese daného organismu. Proteomika je pak védni obor, ktery se zabyva
studiem proteomu. V praxi se pak jedna ptredevsim o identifikaci proteint, jejich funkci
a mnozstvi v daném misté a Case. Znat pouze gen daného proteinu totiz nestaci. Protein
prochézi mnoha tipravami a nelze urcit, kdy a jaké funk¢ni molekula proteinu bude v jaké forme
a kvantit¢ syntetizovana, kde bude lokalizovana a jaka bude jeji uloha. Spousta proteinti mize
mit stejnou sekvenci aminokyselin, ale naslednou upravou mize vzniknout vice izoforem.

Timto procesem vznikd mnohonasobné¢ veétsi mnozstvi proteint, nez je kodujicich gent [8, 9].

Vyzkum proteomiky byl odstartovan diky vyvoji novych metod, které umoznovaly

jednodussi, rychlejsi, a hlavné¢ hromadnou analyzu. Pfedevsim to bylo vyvinuti mékkych
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ioniza¢nich metod ve hmotnostni spektrometrii, které zachovavaji celistvost molekuly pfi
ionizaci. Dal$i metody, které posunuly vyzkum doptedu, jsou 2D gelova elektroforéza,
separa¢ni techniky a vzhledem kvelkému mnozstvi dat také bioinformatika. Vice

0 jednotlivych metodach bude pojednano v kapitole 2.2.1 [10].

Pristup k proteomické analyze se lisi dle toho, jakou informaci chceme ziskat.
Jednotlivé piistupy pak z celého oboru vyélenuji analytickou, strukturni, funkéni, diferenéni,
high-througput, high-coverage, bottom-up, shotgun a top-down proteomiku. Podrobnéjsi

informace 1ze nalézt napt. v ¢lanku Proteomicky priuvodce, Chmelik, 2006 [8].

Cilem proteomiky je mimo jiné zjisténi, jak jednotlivé proteiny funguji, jakou maji roli
Vv organismu a jak vzajemné interaguji, v jaké mife jsou syntetizovany a ma-li to vztah
K ur¢itému biologickému procesu. Tyto informace pomahaji nejen zjistit, jak tyto procesy
probihaji fyziologicky, ale 1ze od toho odvodit, jak bude vypadat patologicky proces, jaky

protein bude exprimovan pii chorobnych stavech nebo co znamena jeho absence [8, 10].

2.2.1 Priprava vzorki pro proteomickou analyzu

Primarni zpracovani

Ve vétsiné€ pripadu zacind analyza ziskanim urcité tkdn€ nebo jiné formy biologického
vzorku, ktery ma byt podroben proteomické analyze. Podle toho, jaké proteiny ¢i peptidy jsou
hledany, je bud’ rozruSena buné¢na sténa (u bakterii ¢i rostlin) a cytoplasmaticka membrana
(pokud je cilem zajmu proteiny v cytosolu) ¢i také bunééné organely (pokud je cilem obsah
téchto organel, ¢i celkovy proteom buiiky). Pro homogenizaci tkané je pouzivano napf. tfepani
se sklenénymi kulickami, ultrazvuk &1 tekuty dusik. Nésledné jsou buniky lyzovany pomoci
vhodného detergentu, popi. piidavkem mocoviny nebo jinych latek. Jsou pouzivany také
fyzikéalni metody lyzy — ultrazvuk, osmoticky Sok, kombinace mrazeni a rozmrazovani ¢i
rozetieni tlouckem v tieci misce. Metody jsou také vybirany dle toho, je-li zapotiebi analyzovat

protein v nativni konformaci ¢i nikoliv [11].

Odstranéni nizkomolekularnich latek

Po homogenizaci vzorku je ziskana velmi slozitd smés latek riizné povahy a rtizné
molekulové hmotnosti. Nejcastéj§im zpusobem, jak oddélit vysokomolekularni latky (proteiny)
od nizkomolekularnich (sole, oligosacharidy, lipidy aj.) je pomoci dialyzy, precipitace nebo lze
pouzit membranovy filtr, naptiklad s cutoff 10 kDa, kdy by molekuly vétsi jak 10 kDa nemély

membranou projit [12].
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Afinitni chromatografie

Po ziskani frakce s vysokomolekularnimi latkami je n¢kdy vhodné zaradit afinitni
chromatografii, abychom si obohatili slozku proteinti, na kterou je zaméfena pozornost
(fosfoproteiny, glykoproteiny aj.), nebo pro odstranéni abundantnich proteinii ze vzorku
(typicky ze séra nebo plasmy). Maze byt zatazena bud’ pred samotnou 2D elektroforézu
(kapitola Gelova elektroforéza) nebo pred multidimenzionalni kapalinovou chromatografii
(MudPIT — Multidimensional Protein Identification Technology). Princip dé€leni je zalozen na

afinité¢ pozadovaného proteinu k ligandu navazaném na stacionarni fazi [13].

Gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza patii k zakladnim metodam klasické proteomiky. Pokud neni
vzorek velice komplexni, 1ze jej s vyhodou analyzovat pomoci SDS-PAGE; komplexng&jsi

vzorky jsou pak separovany pomoci 2D gelové elektroforézy [11, 13].

SDS-PAGE, neboli polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE) s dodecylsulfatem
sodnym (SDS) je zaloZena na déleni molekul podle elektroforetické mobility komplext
proteint s SDS Vv prostiedi polyakrylamidové gelové matrice. Tato elektroforeticka mobilita
koreluje s velikosti a tim padem molekulovou hmotnosti proteind, a tak se tato technika pouziva
K pfibliznému stanoveni molekulové hmotnosti podle elektroforetické mobility standardt o
zname molekulové hmotnosti. Vzorek proteinti je pfed samotnym délenim v gelu smichan
(a nasledné zahiat na vysokou teplotu) s pufrem obsahujicim SDS, v jehoz dasledku vzniknou
komplexy s celkovym zapornym nabojem, které pak migruji gelovou matrici smérem k anode¢.
V ur¢itych ptipadech lze provadét PAGE za nativnich podminek (bez detergentu SDS a bez
ptidavku redukujicich ¢inidel) [11, 12].

2D elektroforéza zahrnuje dva kroky. Prvnim krokem je izoelektricka fokusace. Déleni
vzorku obvykle probiha v pH gradientu na komeréné dodavaném gelovém prouzku a proteiny
se déli na zdklad€¢ rozdilnych izoelektrickych bodd. V druhém kroku je tento prouzek
ekvilibrovan s pufrem obsahujicim SDS, pfiloZzen k polyakrylamidovému gelu a nasledné
probiha PAGE ve sméru kolmém na smér prvniho dé€leni. Je tak ziskana proteinova mapa na

gelu [11, 13-15].

Digesce proteinu

Primarnim divodem pro Sté€peni proteint na peptidy je jednodussi prace s peptidy jak
z hlediska separace (napi. kapalinovou chromatografii), tak z pohledu analyzy pomoci

hmotnostni spektrometrie (snaz$i ionizace, analyza v hmotnostnich analyzatorech, citlivéjsi
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detekce apod.) V ptipadé gelové elektroforézy se naopak snaze separuji intaktni proteiny, které
se vSak samotné $patn¢ eluuji z gelu a pro jejich identifikaci nestaci zjisténé parametry z 2D
gelové elektroforézy (molekulova hmotnost, pl). Proto je i zde protein v gelu nastépeny na
jednotlivé peptidové fragmenty, ze kterych lze v hmotnostnim spektrometru ziskat takzvany
proteinovy fingerprint (neboli otisk prstu), diky kterému je mozné provést jeho identifikaci
pomoci databdzového vyhledavani. Digesce proteinii spociva ve specifickém Stépeni
proteinu na jednotlivé peptidy nejcastéji za pomoci enzymu, lze ale pouzit i jiné chemické

latky [9, 14, 16].

Nejcastéji pouzivanym enzymem pro digesci je trypsin. Tato proteaza je pomérné
specificka, $tépi proteiny za lysinem ¢i argininem, které jsou v proteinu frekventované
(ptiblizné kazda 10 aminokyselina). Tim jsou ziskany peptidy o molekulové velikosti vhodné
pro analyzu na hmotnostnim spektrometru. Digesce Casto probihd za ptitomnosti vhodného
detergentu, napf. deoxycholatu sodného, ovSsem pouze do koncentrace, kdy aktivita enzymu
neni vyrazné snizena. Tyto detergenty mohou snizovat ionizaci v hmotnostnim spektrometru,
proto je obvykle nutné tyto detergenty nasledné odstranit, napiiklad vysrazenim, extrakci nebo
chromatograficky. St&peni proteinti Ize obecné provadét v roztoku, v gelu nebo na také kolonce

s imobilizovanym enzymem [17].

Piiprava vzorku pro hmotnostni spektrometrii

Pokud je jakykoliv vzorek méfen na hmotnostnim spektrometru, je zapotiebi jiz od
samého zaCatku zvazit zplisob zpracovani vzorku. Pti zpracovani vzorku je vSe provadéno
v rukavicich, aby vzorek nebyl kontaminovan keratinem z pokozky. Veskeré reagencie musi
byt vysoké Cistoty, nejlépe HPLC-MS grade. Hmotnostni spektrometrie je klicova pro
proteomickou analyzu. Dava navic specifickou informaci o hmotnosti analytu (na rozdil od
UV detekce), v piipadé tandemové hmotnostni spektrometrie i ¢ast informace o struktufe. Tato
metoda je velmi citliva. Citlivost je vSak podminéna spravnou ptipravou vzorku, pfedevsim

s ohledem na jeho cistotu od latek rusicich separaci a ionizaci peptida.

Pted aplikaci vzorku do hmotnostniho spektrometru je vhodné zaradit purifikaci pro
zvySeni Cistoty vzorku, coz zajisti lepSi citlivost méfeni. K tomuto ucelu je vyuzivana
purifikace na pevné fazi (SPE — solid phase extraction), kdy je podstatna ¢ast nezadoucich latek
a pfimési odstranéna a vzorek je pteveden do vhodného roztoku pro analyzu v hmotnostni
spektrometru. Nejéastéji purifikace probiha na stacionarni fazi Cig, kde se uplatiiuji hydrofobni

interakce, dale je vSak vyuzivano normalnich ¢i iontové vymeénnych stacionarnich fazi.
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Stacionarni faze mulze byt zakotvena v SPE kolonkdch ¢i v pipetovacich Spickach
ptizpusobenych k této metode¢. Principem pouziti SPE kolonky je obvykle nastaveni podminek
tak, aby byl analyt zachycen na stacionarni fazi a aby se kontaminanty odplavily v co nejvétsi
mife pfi promyvani stacionarni faze. Vhodné zvolenym elu¢nim cinidlem je poté analyt

vyeluovan ze stacionarni faze a dale analyzovan na hmotnostnim spektrometru [18, 19].

2.3 Hmotnostni spektrometrie

Jednou z Siroce aplikovanych metod se stala hmotnostni spektrometrie. Diky jejimu
objevu se analytickd chemie a dals$i obory posunuly o velky krok kupfedu. Touto metodou je
uréovana hodnota poméru hmotnosti molekuly a jejiho naboje udéleného pfi ionizaci analytu
(zkracen¢ m/z hodnota). Existuje mnozstvi upofadani a typti hmotnostnich spektrometrii, ale
princip maji spoleény. Analyt je pomoci iontového zdroje pieveden na nabitou molekulu,
pricemz nékdy pfi tomto procesu dojde k ¢asteéné fragmentaci. Nabité ¢astice jsou poté
pfevedeny do analyzatoru, kde jsou rozdéleny na zakladé rozdilnych m/z hodnot a nasledné

detekovany na detektoru [20].

Klicovym prvkem pro aplikaci hmotnostni spektrometrie v proteomické analyze byl
rozvoj jemnych ioniza¢nich technik, ptedevs§im elektrosprejové ionizace (ESI — electrospray
ionisation) a ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI — matrix asisted laser desorption
ionisation). Jemné ioniza¢ni techniky maji tu vyhodu v tom, Ze nedochazi k fragmentaci
molekularniho iontu a Ize tak pomérné piesné zjistit jejich skutecnou molekulovou hmotnost.
Nevyhodou téchto jemnych ioniza¢nich metod je absence knihovny spekter, jako tomu je u

elektronové ionizace [21].

2.3.1. lonizac¢ni techniky
Prvnim krokem v hmotnostné-spektrometrické analyze je tvorba iontti. Usp&snost tvorby iontt

souvisi pak s citlivosti mé&feni a dalSimi moznostmi hmotnostné-spektrometrické analyzy.

lonizace elektrosprejem

lonizace pomoci elektrospreje (ESI — Electrospray ionisation) je Siroce pouzivana jemna
metoda pro ionizaci molekul s vysokou molekulovou hmotnosti, v fadech az n€kolika stovek
kDa. Principem je sprejovani analytu pomoci kapilary, na jejiz Spicku je vlozeno elektrické
napéti. Toto uspotradani zplisobuje tvorbu nabitych kapicek, které se po smiseni s inertnim
plynem za¢nou vypatfovat. Povrchovy ndboj kapky je tim zvySovan do té doby, nez je prekrocen

takzvany Rayleighiiv limit a dojde ke Coulombické explozi, pii které je kapka rozdélena na
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mensi kapky. Tento proces je opakovan do té doby, dokud neni z kapky uvolnéna samotna
ionizovana molekula, kterd poté putuje do analyzatoru. Molekuly jsou Casto vicekrat nabité,
kladny nebo zaporny naboj iontu je uréen napétim vlozeném na kapilaru. Tato metoda byla
poprvé publikovana roku 1984 autory M. Yamashita a J.B. Fenn. Znamenalo to revoluci

Vv online spojeni kapalinové chromatografie s hmotnostnim spektrometrem [21, 22].

lonizace laserem za i¢asti matrice

Pii ionizaci laserem za c¢asti matrice (MALDI — Matrix Assisted Laser Desorption
lonization) je analyt nanaSen na kovovou desku a smisen s matrici, nejcastéji se slabou
organickou kyselinou, ktera je v nadbytku vuci analytu. lonizace obvykle probiha ve vakuu,
kdy kratky laserovy puls udeti do smési analyt-matrice. Matrice ma zde za kol absorbovat
vétsinu energie z laseru tak, aby nebyl analyt laserem fragmentovan, a dojde k jejimu vypateni
spolu s analytem. Matrice se zaroven chova jako donor nebo akceptor protonu a zpusobuje tak
pozitivni nebo negativni ionizaci molekuly analytu, nej¢astéji jednou nabité. Tato metoda byla
poprvé piedstavena tymem M. Karas a F. Hillenkamp roku 1988. Podobn¢ jako ESI, tak i zde

Ize analyzovat molekuly v fadu az nékolika stovek kDa.

Obrdazek 3 ukazuje princip ionizace laserem za tGcasti matrice [23, 24].

......‘......a b

- matrice
® - analyt
—> - laser
- - desorpce

Obrazek 3. Princip ionizace laserem za ucasti matrice (I. Laser udefi do smési
matrice-analyt (a) na kovové desce (b); II. Analyt je desorbovan spolu s matrici pfitomnou
v nadbytku) [25].

2.3.2. Analyzatory
Ukol hmotnostnich analyzatorti je méfit nékteré fyzikalni veli¢iny za konstantnich nebo
ménicich se parametrii elektrického a/nebo magnetického pole za icelem méteni m/z hodnoty

vytvofenych iontt.
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Kvadrupélovy analyzator

Kvadrupolovy analyzator (kvadrupol) je slozen ze Ctyi paralelné uspotfadanych
kovovych ty¢i, na které je vkladano napéti slozené z konstantniho stejnosmérného
a vysokofrekvenéni stiidavého napéti. V jednom c¢asovém okamziku je na jeden par
protilehlych ty¢i vlozeno Kladné konstantni napéti a na druhy par zaporné konstantni napéti,
pfi¢emz je toto napéti Vv prubéhu casu stiidano. U stfidavého napéti je postupné ménéna
frekvence. Toto alternujici elektrické pole zpisobi, ze vstupujici ionty zacnou oscilovat mezi
tyCemi, a jen ty, které pti dané frekvenci maji stabilni oscilace, projdou kvadrupdlem az na
detektor. Stfidanim frekvence je tedy postupné skenovan zvoleny rozsah hodnot m/z. Tento
analyzator sam vykazuje nizké rozliSeni pii méteni m/z hodnot. Proto je Casto pouzivan jako
filtr nebo vodi¢ ionti, spojovan s vice kvadrupoly (trojity kvadrupél — QgQ) nebo s jinymi

analyzatory, naptiklad s analyzatorem doby letu (QTOF) ¢i iontovou pasti [26].

Analyzator doby letu

V analyzatoru doby letu (TOF — time-of-flight) jsou ionty déleny podle jejich rychlosti
ve vakuové trubici, tj. podle doby jejich letu k detektoru. lonty jsou na pocatku urychleny
pulsem elektrického pole a dostavaji tak kinetickou energii, ktera se projevi v riizné rychlosti
iontl, jez je nepiimo umérna jejich m/z hodnoté. Malé ionty (o niz§i m/z hodnot¢) maji vetsi
rychlost nez ionty o vétsi m/z hodnoté, a proto dopadnou na detektor diive. Existuji dvé
usporadani analyzatoru, a to linearni TOF a TOF s reflektronem. Linearni mod slouZzi pro
priblizné urceni molekulové hmotnosti, postrada potifebné rozliseni, Ize jimi sledovat velké
ionty, jako jsou proteiny o velikosti nékolika desitek kDa. Reflektron slouzi pro vyrovnani
vnitinich kinetickych energii molekul se stejnou m/z, diky ¢emuZz nasledn€ dopadaji na detektor
ve stejny Cas a pik je tak ostiejsi. Zaroven slouzi jako iontové zrcadlo obracejici trajektorii
leticich ¢astic, ¢imz prodlouzi délku analyzatoru. Casto je také pouzivana zpozdéna extrakce
iontl, kterd na nékolik set nanosekund pozdrzi ionty pied vstupem do analyzatoru a tim je spolu
s vhodnym uspotfadanim urychlovacich napéti v iontovém zdroji dosaZeno vys$siho rozliSeni
analyzy. Obrdzek 4 znédzornuje schéma TOF analyzatoru v linearnim moédu a

s reflektronem [27].
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Reflektron (vypnuty)
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Obrazek 4. Analyzator doby letu v linearnim modu (A) a v modu s reflektronem (B) [20].

Orbitrap

Orbitrap je slozen ze tii elektrod: vnéjsi, centralni a koncové. Na centralni a vnéjsi
elektrodu je vlozeno napéti, coz vytvori elektrické pole linedrni s osou analyzatoru udavajici
iontiim harmonické oscilace. lonty Casto nejprve projdou jinymi analyzatory pro lepsi selekci
pozadované m/z (kvadrupdl, iontova past) a aZ poté jsou vpusStény mezi vnéjsi a vnitini
elektrodu Orbitrapu pomoci tzv. C-pasti. lonty ziskaji nasledné tfi typy oscilaci. Prvni jsou
oscilace podél centralni elektrody, dale jsou zde oscilace okolo této elektrody a posledni
sledovanou veli¢inou je polomér kruhové (elipsovité) trajektorie neboli vzdalenost iontu od
centralni elektrody. Pro uréeni m/z je sledovana oscilace podél elektrody, je méfena doba, za

jakou iont urazi vzdalenost od jednoho konce elektrody k druhému [28].

2.3.3. Detektory

Detektor je poslednim oddilem kazdého hmotnostniho spektrometru. Orbitrap a iontova
cyklotronova rezonance s Furierovou transformaci nevyzaduji samostatny detektor, samotny
analyzator slouzi také k detekci ionti. Mezi nejéastéji pouzivané detektory se fadi elektronové
nasobice, fotonasobice a mnoho dalSich. Podrobnéjsi informace o detektorech v hmotnostni
spektrometrii 1ze najit v ¢lanku autort James H. Barnes IV, Gary M. Hieftje — Recent advances

in detector-array technology for mass spectrometry z roku 2004 [29].

2.3.4. Tandemova hmotnostni spektrometrie v proteomice
Tandemova hmotnostni spektrometrie, zkracené MS/MS ¢&i MS?, slouzi ziskani
informaci o struktufe dané molekuly, kterd je podrobena fragmentaci, coZ zde znamena, Ze

dochazi ke stépeni vazeb analyzovanych iontd. V proteomice se mize jednat o rozstépeni
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peptidické vazby, odstépeni neutralnich ¢asti molekuly nebo ztrata vody ¢i amoniaku. Kazdy
fragment ma pak svou hodnotu m/z, ktera nese informaci o struktufe fragmentovaného iontu
(tzv. prekurzoru). Odecitani rozdilu m/z hodnot mezi jednotlivymi fragmentovymi ionty, které
odpovidaji  molekulové hmotnosti aminokyselinovych  zbytkli, pomahd urcovat
aminokyselinovou sekvenci peptidi. Pii de novo sekvenaci jsou vyhledavany ve spektru ionty
stejného typu a odecitdny rozdily mezi témito ionty, které jsou nasledné pfifazeny

aminokyselinovym zbytkim a jejichz potadi ve spektru odpovida jejich realné sekvenci [20].

Existuje nékolik mechanismli fragmentace iontll. Kolizn€¢ indukovana fragmentace
(CID — colision induced dissociation) patii mezi jedny z nej¢astéjSich metod fragmentace
a jejim principem je kolize prekurzoru (primarni molekuly) vybraného v prvni dimenzi méteni
s molekulami reakéniho plynu (napiiklad helium, dusik, argon) v kolizni cele a vzniklé
fragmentové ionty jsou vpustény do dalSiho analyzatoru (druh4 dimenze), kde je urcena jejich
m/z. Kolizn¢ indukovana fragmentace je pouzivana u spektrometrti typu trojity kvadrupol,

QTOF, iontova past nebo TOF/TOF s kolizni celou [10].

Dalsim typem fragmentace je post-source decay (PSD), kdy vznikaji fragmentové ionty
jiz pti letu TOF analyzatorem. K rozpadu vyuzitelnému pro fragmentacni analyzu dochézi jeste
Vv prvni casti letu (pfed otockou v reflektronu), kde na ionty neptsobi zadné pole. Tyto
tzv. metastabilni ionty vznikaji jako minoritni slozka po ionizaci, které vSak ve spektru z MS
modu obvykle nejsou vidét. Nastavenim parametri tzv. iontové brany dochdzi k vybéru
prekurzoru, jehoz produkty metastabilniho rozpadu jsou v TOF analyzatoru méfeny pro
vysledné MS/MS spektrum. V nékterych piipadech je v urcité casti analyzatoru odstrafiovan

nadbytek prekurzoru tak, aby na detektor dopadly pievazné fragmentové ionty [30, 31].

Jedny z nejnovéjsich fragmentacnich metod se souhrnné nazyvaji ExD techniky,
zahrnujici disociaci zachytem elektronu (ECD — electron capture dissociation) a disociaci
prenosem elektronu (ETD — electron transfer dissociaton). Principem je pfemisténi elektronu
o nizké energii na nékolikanasobné& nabity peptid (obvykle 3 az 6 krat), ziskany predevsim ESI
ionizaci. Elektron je pfenesen pfimo (ECD) nebo z radikalového aniontu (ETD), coZ vede
k okamzitému radikalovému $tépeni aminokyselinového fetézce, majici vliv pievazné na vazbu
mezi uhlikem a dusikem aminokyselinového zbytku. Metoda je komplementarni k CID
fragmentaci, vznikaji zde ionty typu c- a z- (Viz Obrdzek 5) a je velice vhodna pro sekvenovani

posttransla¢né modifikovanych peptidi [30].
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Fragmentové ionty peptidu pifi MS/MS analyze

Pti MS/MS analyze je peptid disociovan na jednotlivé fragmenty, kdy jsou Stépeny
pirevazné peptidické vazby nebo vazby sousedici s peptidickou vazbou za vzniku raznych
fragmentu, napiiklad N- nebo C-koncovy fragment o nékolik aminokyselinovych zbytkt kratsi
apod. Vznikne tak slozitd smés riznych typti iontd a riznych poctii aminokyselinovych zbytkii.
Misto §tépeni je mimo jiné urcovano lokalizaci ndboje, ktery mize byt presmérovan do okoli
St€pného mista. Jedno z moznych vysvétleni tohoto jevu dava model mobilniho protonu, kdy je
potieba pienosu protonu (protont) v ramci molekuly pro rozstépeni vazeb. Podle toho, na
jakém konci po disociaci peptidu zlstane naboj a vznikne pak ptislusny fragmentovy iont, jsou
rozliSovany ruzné typu iontt. Nejcastéj§imi ionty jsou ionty b- a y-, kdy dochazi ke
Stépeni peptidické vazby; b-ionty pochazeji z N-konce a y-ionty z C-konce peptidu. Tyto ionty
jsou k sobé komplementarni, ale ne vzdy ve stejné intenzité z divodu rozdilné stability nebo
rozdiln€ ionizovatelnosti. Tyto ionty vznikaji pfevazné pii CID nebo PSD fragmentaci. Je-li
vSak pouzita ECD nebo ETD fragmentace, ve spektrech vidime pfevazné c-ionty nebo z-ionty,
vznikajici St€épenim vazby mezi uhlikem a dusikem aminokyselinového zbytku (netyka se to
ptimo peptidické vazby). Dal§imi moznymi ionty jsou pak a- (vznikajici nékdy z b-iontl
odstépenim karbonylové skupiny) nebo x-ionty. Souhrnem, ionty pochazejici z N-konce
peptidu se oznacuji a-, b- nebo c-ionty pochazejici z C-konce peptidu se oznacuji x-, y- a

z-ionty (Obrdzek 5) [30, 32].
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Obrazek 5. Schéma Stépeni peptidu v tandemové hmotnostni spektrometrii [30].

Pti pouziti ESI ionizace vykazuji peptidy z tryptického $tépeni s lysinem ¢i argininem
na C-konci obvykle naboj 2+, 3+ a 4+, vyjimecné pak i vyssi. Pokud napf. prekurzor s nabojem
2+ s bazickym lysinem/argininem na C-konci zvolime pro MS/MS analyzu, ve spektru se
zobrazi prevazné y-ionty, a lze tak snadno odecitat rozdily m/z hodnot mezi jednotlivymi piky
a pfifazovat je jednotlivym aminokyselinovym zbytkiim. Zde se ESI ionizace vyuziva pro
de novo sekvenaci peptidl. Pii pouziti MALDI ionizace a nasledné MS/MS analyzy, jsou ve
spektru pozorovany jak y-ionty, ale také b-ionty, coz sice poskytuje vétsi mnozstvi informaci,
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ale také zvySuje obtiznost interpretace spekter. V piipadé nékterych peptidi (obvykle
obsahujicich arginin na C-konci) jsou vsak obvykle ve spektru dominantni pouze y-ionty.
Nevyhodou pak v piipadé MALDI zustava mensi kompletnost fragmentacnich spekter ve
srovnani s ESI [33].

Pokud je analyzovan znamy vzorek, rozlisit jednotlivé typy iontl neni problém diky
mnozstvi dostupnych softwarti pro sekvenacni identifikaci iontd. Pokud je vSak vzorek
neznamy peptid, ktery jesté nebyl osekvenovan, rozlisit jednotlivé typy iontd (napi. b-ionty od
y-iontil) je obtizné, a nékdy nemozné. Pro manualni interpretaci spekter je vS§ak moznost odlisit
typy iontd velmi uzitecnd, a proto je mozné vyuzivat rizné modifikace vzorku pied vlastni
analyzou, které by tuto informaci o jednotlivych fragmentovych iontech poskytly. Pro
zjednoduseni MALDI-MS/MS spekter byly proto vyvinuty zpisoby upravy vzorku
modifikujici peptidy tak, aby bylo mozné uréit typ iontu, piipadné potlacit zobrazeni b-iontl
ve prospéch y-iontl, coz pak ve svém dusledku vyrazné zjednodusi interpretaci takovych

spekter [33].

2.4 De novo sekvenace

Zjistit aminokyselinovou sekvenci proteinu je diilezité pro jeho spravnou identifikaci,
resp. také pro lokalizaci posttranslacni modifikace. Primarni sekvence proteinti 1ze obvykle
ziskat z experimentli genomového sekvenovani, jejichz vysledky jsou ulozeny ve vetejné
dostupnych databazich. V nékterych ptipadech (protein nebyl sekvenovéan, obsahuje
posttranslacni modifikaci) vSak muze vzniknout potfeba sekvenace experimentalné
1zolovanych peptidl. Proto ur€eni primarni sekvence je také zjisStovano metodami nevyzadujici

genomov¢ informace — tzv. de novo sekvenace [34].

2.4.1 Edmanova degradace

JiZ v minulosti byla intenzivni snaha zjistit potadi aminokyselin, tehdej$i metody byly
vSak naro¢né predevSim na cas, ne pfili§ citlivé a ziskané informace obsahovaly sekvenci
pfiblizné¢ 20 aminokyselin. Nejznamé&j$i metodou byla Edmanova degradace, jez je na
nekterych mistech vyuzivana dodnes. Reakéni ¢inidlo fenylisothiokyanat (PITC) je navazano
na N-konec peptidu/proteinu uchycené¢ho kovalentné¢ na pevném nosici, kde vytvoii cyklus
s prvni aminokyselinou, pfi ¢emZ je tato aminokyselina odstépena od peptidového fetézce,
ktery je volny pro dalsi navdzani PITC. Jednotlivé aminokyseliny jsou postupné

chromatograficky detekovany. Obrdzek 6 znazornuje schéma Edmanovy degradace [35].
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2.4.2 Sekvenace pomoci MS/MS analyzy

V dne$ni dobé je moZzné diky hmotnostni spektrometrii zjistit sekvence peptidi
(resp. proteinil) rychleji a citlivéji. Diky mékké ionizaci pomoci ESI a MALDI lze snadno
identifikovat protein jiz v MS modu pomoci peptidového mapovani, bez nutnosti fragmentace
peptidd v MS/MS (za ptedpokladu existence proteinové sekvence v prohleddvané databazi).
Jedna se o jiz zminény otisk prstu, kdy jednotlivé hmoty peptidii z enzymaticky nasStépeného
proteinu jsou vyhledavacim programem porovnany s vypodétenymi teoretickymi
hmotami peptidic odvozenych z proteinii ulozenych v databazi. Pokud vzorek obsahuje
neznadmy protein, ktery nebyl jesté zanesen do elektronické databéaze, tak se timto zpisobem
neziska ani identita proteinu, ani informace o jeho primarni sekvenci. Pro ziskani informace
0 aminokyselinové sekvenci je nutné podrobit jednotlivé peptidy fragmentaci — tandemové
hmotnostni spektrometrii. Nejcastéji je pro tandemovou spektrometrii v proteomice vyzivana
ESI a MALDI ionizace spojena s trojitym kvadrupolem, Q-TOF nebo TOF/TOF analyzatorem.
Fragmentace peptidovych prekurzori je provedena pomoci kolizn¢ indukované disociace, PSD

nebo ExD techniky [33, 37].

Spektra chemicky nemodifikovaného peptidu ziskdna tandemovou hmotnostni

spektrometrii jsou obvykle slozitd a pro jejich manualni vyhodnoceni je zapotiebi zkuSeného
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pracovnika. Tento zplisob vyhodnoceni je ¢asoveé narocny, pristupuje se k nému tehdy, pokud
je potfeba vyhodnotit mensi mnozstvi spekter. Proto je nékdy vyuZzivano chemickych
modifikaci peptidit pro usnadnéni manudlniho vyhodnoceni. Druhym pfistupem, ktery je
vhodny pro laboratofe s potfebou vyhodnotit velké mnozstvi dat, je pouziti softwaru, ktery na
zaklad¢ pravdépodobnostnich kritérii stanovi sekvenci peptidu. I tento pristup vSak vyzaduje

zkuSeného pracovnika v této oblasti [38, 39].

Vyhodnoceni MS/MS spekter

Vyhodnotit spektrum ziskané tandemovou hmotnostni spektrometrii je nejdulezitéjsi Casti
de novo sekvenace. Casto je potieba vyhodnotit pouze par MS/MS spekter, proto postaéi jejich
manudlni vyhodnoceni. Pokud je fragmentovan peptid postradajici jakoukoliv modifikaci, nebo
jeho modifikace nezplsobuje vyskyt pouze jednoho typu iontl, postup identifikace
jednotlivych iontl a nasledna sekvenace aminokyselinovych zbytku je velice pracna, pokud je
vsak spektrum citelné, je s trochou praktickych zkusenosti mozné urcit celou aminokyselinovou
sekvenci [40].

Podle molekulové hmotnosti prekurzoru lze zjistit piiblizny pocet aminokyselin prostym
vydélenim jeho hmotnosti ¢islem 110, coz je primérnd hodnota aminokyseliny. Vysledné ¢islo
by mélo odpovidat pfibliznému poc¢tu aminokyselin. V oblasti nizkych m/z hodnot 1ze najit
bo-iont (bi-iont se malokdy objevuje), jeho m/z hodnota odpovidd souctu prvnich dvou
aminokyselinovych zbytkti plus jedna (proton). Obecné lze nékdy najit b-iont podle
doprovazejiciho a-iontu, ktery je 28 hmotnostnich jednotek mensi (ztrata karbonylu). Po
nalezeni bz-iontu, je vhodné najit ya-1-iont, jeho uréeni usnadiiuje zazeny pocet moznosti diky
spravnému urceni bz-iontu. Tyto dva ionty (b2-iont a yn-1-iont) daji informaci o prvnich dvou
aminokyselinach peptidu (vzdy ¢teme od N-konce). Jako nasledujici je vyhledan yi-iont, jeho
hodnota odpovida hmotnosti posledni aminokyseliny plus ¢islo 19 (voda + proton). Pokud je
protein $tépen trypsinem, obvykle se objevuje yi-iont s hodnotou m/z = 147 (odpovidajici

lysinu) a m/z = 175 (odpovidajici argininu) [40].

Po uspésném urceni téchto iontl Ize nasledné dohledavat bud’ b-iontovou ¢i y-iontovou
sérii, kdy rozdily mezi jednotlivymi ionty zpravidla odpovidaji aminokyselinovym zbytkim.
Nejmensi rozdil odpovidajici jednomu aminokyselinovému zbytku je 57,02 hmotnostnich
jednotek (glycin) a nejvetsi rozdil je 186,08 hmotnostnich jednotek (tryptofan). VEtsi rozdily
J1Z odpovidaji kombinaci dvou a vice aminokyselin. Jejich pfesné urceni spolu s jejich pofadim

vsekvenci je obtizné, existuji vSak tabulky s pravdépodobnymi kombinacemi
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aminokyselinovych zbytkd. Dalsi piekazkou je obvykle nemozné rozliseni leucinu od
isoleucinu, protoze jejich monoizotopicka hmotnost je totozna. Obtizné je také rozlisit lysin od
glutaminu, jejich monoizotopickd hmotnost se liS§i o pouhé Ctyii setiny hmotnostni jednotky,
pfiCemz lze tento rozdil spolehlivé identifikovat s vysokorozliSovacim hmotnostnim
spektrometrem. Informace ziskané z b-iontové série jsou dopliujicim k informacim z y-série,
plati pravidlo, ze bm + Yn.m = hmotnost peptidu + 2 (dva protony). Po identifikaci veskerych
aminokyselinovych zbytki je vhodné ovéfit zjisténou teoretickou hmotnost peptidu ze spektra

s hmotnosti prekurzoru, nebot’ pfi spravném ur¢eni sekvence se hodnoty musi shodovat [40].

Vhodnou modifikaci peptidu lze usnadnit identifikaci jednotlivych typt iontd. Idedlnim
ptipadem je MS/MS spektrum obsahujici pouze jeden typ kompletni iontové série (naptiklad
pouze y-iontova série), a pak lze velmi jednoduse piecist aminokyselinovou sekvenci. Dal$im
zpusobem je odlisit jednu iontovou sérii modifikaci daného peptidového konce, kdy prislusné
fragmentové ionty modifikovaného peptidu vykazuji posun m/z hodnoty o hmotnost
modifika¢niho ¢inidla (modifikaci N-konce se posune napi. b-iontova série), dale lze ionty
ptislusné série rozlisit pouzitim smési bézného a izotopicky znaceného modifikacniho Cinidla,

kdy nastane posun obvykle o n¢kolik hmotnostnich jednotek [40].

2.5 Techniky pripravy peptidovych vzorki pro usnadnéni de novo sekvenace
peptida
Guanidylace

Sekvenovani pomoci guanidylace spociva v selektivni, a hlavné téméf kompletni
modifikaci e-amino skupiny lysinu (obvykle vyskytujiciho se na C-konci peptidu) pomoci
vysokého molarniho nadbytku O-methylisomocoviny pfi vysokém pH (pH >10). Dochazi tak
ke konverzilysinu na homoarginin, ktery je o 42 Da t&€z§i nez lysin, avSak nedochazi
k modifikaci amino skupiny na N-konci peptidu. Protein obvykle byva $tépen trypsinem,
polovina vzorku je inkubovéna s ¢inidlem a druha zistava nemodifikovana. V. MS/MS analyze
peptidi s lysinem na C-konci potom y-ionty modifikovaného peptidu vykazuji hodnotu
m/z 0 42 jednotek vétsi oproti nemodifikovanému peptidu. Porovnanim MS/MS spekter
modifikovaného a nemodifikovaného peptidu tak Ize velice snadno urcit y-ionty, jelikoz
b-ionty zUstavaji stejné v obou spektrech. Obrazek 7 ukazuje schéma prabéhu guanidylaéni
reakce a Obrazek 8 obsahuje porovnani schémata MS/MS spekter nemodifikovaného
(spektrum A) a modifikovaného peptidu (spektrum B) usnadnujici identifikaci typt
fragmentovych iontt [41].
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Obrazek 7. Schéma guanidyla¢ni reakce [41].
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Obrazek 8. Schéma MS/MS spekter nemodifikovaného (schéma A) a modifikovaného
(schéma B) peptidu pomoci Guanidylace [41].

Metoda je vhodna pro velice nizké koncentrace vzorku (az femtomoly), vzorky mohou
byt komplexni. Jeji nevyhodou je omezeni pouze pro peptidy koncici lysinovym zbytkem.
Ptekazkou pro vyhodnoceni muze také byt lysin uprostied peptidové sekvence (diivodem muize
byt vynechané §tépné misto), coz zplsobuje posun i b-iontli a nelze je tak ptimo odlisit od
y-iontd. Tohoto jevu se vSak hojné vyuziva pfi jinych modifika¢nich reakcich, které jsou cilené
na N-konce peptidu, avSak reakéni Cinidlo také reaguje s e-aminovou skupinou lysinovych

zbytkdl. Guanidylaci lze snadno zablokovat bo¢ni fetézce lysinu a nasledna modifikace poté

probiha pouze na N-konci [41].
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Reakce se sulfonovanymi ¢inidly

Modifikace sulfonovanymi ¢inidly ma za cil vneseni sulfonové skupiny na N-konec
peptidu. Typickym piikladem takového Cinidla byla kyselina sulfonova, jejiz aplikaci popsal
Keough et al. v roce 1999, a dale vylepsil v roce 2003 [42, 43]. Vysledkem bylo MS/MS
spektrum slozené vyhradné zy-iontt, coz bylo zplsobeno neutralizaci naboje b-iontd
ptitomnosti sulfonové kyseliny. Na tuto praci navazala spousta dal$ich tymu, se snahou zvolit
alternativni vhodnéj$i sulfona¢ni cinidlo. Nejcastéji pouzivanym cinidlem se tak
stal 4-sulfofenylisothiokyanat (SPITC). Obrdzek 9 zobrazuje schéma reakce peptidu
s SPITC [43-45].
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Obrazek 9. Schéma sulfonac¢ni reakce pomoci 4-sulfofenylisothiokyanatu (SPITC).

Hlavnim problémem této metody je horsi citlivost pro peptidy ziskané v nizkém
mnozstvi tryptickym  St€épenim s nizkou ionizovatelnosti. Dal§im problémem je
nckolikandsobnd modifikace trypticky Stépenych peptidii s vynechanymi $t€épnymi misty.
Resenim miize byt zafazeni guanidylace pfed samotnou sulfonaci, kdy O-methylisomo&ovina
zablokuje e-amino skupiny peptidu a pro sulfonaci tak ztistaiva pouze amino skupina N-konce.
Alternativou k SPITC by také mohl byt 4-chlorosulfofenylisokyanat (SPC). Zaménou siry
v thiokarbamoylové skupiné¢ SPITC za kyslik dochéazi k zvySeni intenzit y-iontd. Schéma

reakce je znazornuje Obrdzek 10 [46, 47].
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Obrazek 10. Schéma modifikace pomoci 4-chlorosulfofenylisokyanatu (SPC).

Izotopické znaceni pomoci 0

Modifikacnich reakci vyuZivajicich riznych izotopl je spousta, Casto jsou pouzivany
pro kvantifikaci proteint. Téchto typti znaceni je také mozné vyuzit pro usnadnéni interpretace
dat pfi de novo sekvenaci, jelikoz opét dochazi k identifikaci nékterych typi iont pfitomnych
v MS/MS spektrech. Pro znaceni atomem kysliku 0 pomoci trypsinu existuji dva postupy.
Prvni zahrnuje pouziti tézké vody H2O béhem digesce proteinu trypsinem, kdy je
180 zabudovan do C-konce vznikajicich peptidi. Druhym postupem je 80 zabudovan

pusobenim trypsinu jiz do naStépenych peptidi. Zde je vyuzito schopnosti trypsinu katalyzovat
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vyménu kyslikd v karboxylové skupiné C-konce u produktid digesce, kdy reakce probihd
v pifitomnosti H2'®0. Zabudovéni 2 atomt 20 do karboxylové skupiny C-konce zpiisobi posun
ve hmotnosti 0 4 Da (Obrazek 11 zobrazuje schéma reakce a schéma MS spektra zobrazuje
Obrdzek 12). V MSIMS spektru jsou pak y-ionty také posunuty o 4 jednotky m/z (pro
jednonasobné nabité ionty), lze je tedy odlisit od b-iontl, a snadné&ji tak interpretovat

aminokyselinovou sekvenci [48, 49].

18
o H,180 2HR wu L,
protein/peptid - » —C-N-C-C-N-C-C "™OH
Trypsin H 6 é
]

R; = boéni fetezec lysinu nebo argininu
R, = boéni fetézec libovolného aminokyselinového zbytku

Obrazek 11. Schéma modifikace proteinu ¢i peptidu pomoci tézké vody [49].
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Obrazek 12. Teoretické schéma hmotnostniho spektra smési nemodifikovaného a
modifikovaného peptidu znaceného tézkou vodou [49].

Dimethylace

Dimethylace je Casto vyuzivana k relativni kvantifikaci peptidi a proteind, kdy je
dimethylaci znac¢en jak N-konec, tak i e-aminova skupina C-koncového lysinu. Peptidy se smisi
s formaldehydem za vzniku Shiffovy baze, kterd je nasledné redukovéana kyanoborohydridem
sodnym za vzniku sekundarniho aminu. Ten pak déle reaguje s formaldehydem a vznika tak

dimethylaminova skupina [50].

Hsu et al. v roce 2003 naznacili, ze pouziti dimethylace lze vhodné vyuzit pro
sekvenovani peptidi. Qin et al. v roce 2012 podrobné vysvétluji, Zze vhodnym nastavenim
pH reakéni smési je mozné docilit specifické dimethylace pouze na N-konci (pouZitim

1% kyseliny octové); Gplného znaceni jak N-konce, tak i lysinu na C-konci je pak docileno pii
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pH 6,2. Zabranit nechténé dimethylaci lysinu na C-konci Ize také napt. guanidylaci e-aminové
skupiny lysinu. Vyfesen je tak i problém s vynechanymi $t€pnymi misty a vSechny peptidy
budou vykazovat konstantni nartist o 28 hmotnostnich jednotek, a totozné se tak posunou i
b-ionty v MS/MS spektru. Pro dal$i usnadnéni vyhodnocovani MS/MS spektra lze pouzit smés
modifikovanych peptidi lehkym a tézkym formaldehydem (znaCenym deuteriem) Vv
poméru 1:1. Peptidy budou v MS spektru zobrazeny jako dublety oddélené o 4 hmotnostni
jednotky, v MS/MS spektru jsou tak b-ionty snadno detekovany také jako dublety se stejnym
rozdilem. Dimethylaéni reakci znazoriuje Obrdzek 13 a Obrdzek 14, kde jsou rozliSeny reakce
pii rizném pH. Obrdzek 15 zobrazuje schéma jak MS spektra, tak i MS/MS spektra smési
modifikovanych peptida lehky a tézkym formaldehydem v poméru 1:1 [50, 51].

NH, NH,
GH GHz
CH, X=H,D CH,
GH; 0 CH,

R Q[y R Qy o+ Aoy XHG R Q[ R O, GH
H,N-C-C—N-C-C N—C—Q—OH —_— N-C-C-N-C-C N—C—(I.‘I,—OH
H H H o NaBH;CN x,Hc H H 5

n pH=28 n

Obrazek 13. Dimethylace cilena pouze na N-konec peptidu pii pH = 2,8 [50].

X,HC,  _CHX
\Hz L
GHz GHz
CH, X=H,D CH,
GH: j\ GH:
ol rolaot I xme Rl ROl oM
H.N-C-C4N-C-C N—C—g—OH —_— N-C-CqN-C-C N—C—%—OH
N pH=6,2 n

Obrazek 14. Cilena dimethylace na N-konec peptidu a soucasné na g-amino skupinu lysinu pfi
pH = 6,2 [50].
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Obrdazek 15. Schéma MS a MS/MS spektra smési peptidii dimethylovanych lehkym i tézkym
formaldehydem v poméru 1:1 [50, 51].

Esterifikace

Esterifikace alkoholem muze byt dopliujici metodou pro de novo sekvenaci peptida.
Peptidy jsou podrobeny esterifikaci se zvolenym alkoholem v alkoholické kyseliné
chlorovodikové, kdy cilovou skupinou je COOH skupina C-konce peptidu a bo¢niho fetézce
kyseliny asparagové a glutamové. Vhodnym alkoholem pro tuto reakci je methanol ¢i ethanol,
jelikoz ob¢ ¢inidla vykazuji vysokou schopnost kompletné esterifikovat volné COOH skupiny.
Ackoliv methanol je v esterifikaci u¢innéjsi, dochazi zde k nezddouci reakci, kdy boc¢ni fetézce
asparaginu a glutaminu méni na odpovidajici alkoholické estery. Ethanol, ackoliv jeho
reaktivita je niz$i, bocni reakci zplisobuje jen ve velmi malé mife, a proto je optimalnim
reakénim ¢inidlem. Obecné tedy plati, Ze ¢im delSi fetézec alkoholu, tim je niZ§i uc¢innost
esterifikace ale také méné nezadoucich boc¢nich reakci. Esterifikaci lze vyuzit jak k identifikaci
po¢tu COOH skupin peptidu, tak i pro ¢aste¢né usnadnéni de novo sekvenace peptidu.
¢asteCnou strukturni informaci ndm vSak daji. Idedlnim ptipadem je peptid bez kyseliny
asparagové a glutamové, kdy porovnanim MS/MS spekter identifikujeme y-ionty posunuté
modifikaci o danou hodnotu m/z (+14 Da nebo +28 Da pro methanol, resp. ethanol) zatimco
b-ionty zistavaji stejné (to je podobny zptisob porovnavani MS/MS spekter modifikovaného
a nemodifikovaného peptidu jako u guanidylace, s tim rozdilem, ze y-ionty maji odliSnou
hodnotu o 14 ¢i 28 Da; viz. Obrdzek 8). Problém nastava, kdyz peptid obsahuje vice COOH
skupin, nékteré b-ionty poté také vykazuji posun ve spektru, a pak se stava interpretace

vvvvvv
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skupiny kyseliny asparagové, princip reakce je totozny pro karboxylovou skupinu kyseliny

glutamové a C-konce [52].

R
QH 0
¢=0 ¢=0
GH: R-OH/AcCI GH2
—HN-C-C— ————> —HN-C-C—
Ho Ho

Obrazek 16. Schéma esterifikace kyseliny asparagové; princip reakce je totoZzny pro
karboxylovou skupinu kyseliny glutamové a C-konce [52].

Znaceni lysinu deuteriem

Dalsi metodou je znaceni pomoci deuterovaného lysinu. Pti kultivaci bakterii, které jsou
cilem proteomické analyzy, je do kultivacniho média ptidan lysin znaceny deuteriem. Bakterie
nasledné znaceny lysin zacleni do svého proteomu. Pro digesci proteinti se zna¢enym lysinem
je pak vhodné pouzit stépici enzym Lys-C, ktery zajisti, Ze témét vSechny peptidy budou mit
lysin na C-konci; trypsin lze pouzit, ale musi byt brano v Gvahu, Ze nékteré produkty Stépeni
majici na C-konci arginin nemusi obsahovat lysin viibec. V MS/MS spektru peptidu s lysinem
na C-konci se potom y-ionty identifikuji jako dublety oddélené 4 hmotnostnimi jednotkami

(schéma MS/MS spektra znazornuje Obrdzek 17) [53].
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Obrazek 17. Schéma MS/MS spektra smési nemodifikovaného peptidu a peptidu se znacenym
lysinem pomoci deuteria [53].

yl
” b2

Acetylace
Acetylace N-konce peptidii 1ze provadét acetanhydridem. Po enzymatickém S$tépeni

jsou peptidy vystaveny pusobeni smési lehkého a deuteriem znaceného acetanhydridu
(v. poméru 1:1). VMS/MS spektru se opét objevi dublety pikd b-iontd oddélenych
0 3 hmotnostni jednotky a lze je tak rozlisit od y-iontd (MS/MS spektrum vypada charakteroveé
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obdobn¢ jako spektrum dimethylovaného peptidu, viz Obrdzek 15). Tato metoda ma vyhodu,
ze neni nutné blokovat g-amino skupiny lysinovych zbytkl, jelikoz s ¢inidlem nereaguji.
Obrazek 18 znazornuje schéma acetylace N-konce peptidu lehkym nebo tézkym

acetanhydridem [54].

X=H,D

0]
FF I y_CXS

H,N-C-C— + O S
H »—CX; - CXsCOOH
0

2 RQ
X;c—L-N-c-c—
H
Obrazek 18. Schéma acetylace peptidu acetanhydridem [54].

Nikotinylace
Zlepseni kvality MS/MS spektra je mozné pozorovat u pouziti nikotinylace, kdy s

N-koncem reaguje nikotinyl-N-hydroxysukcinimid (Nic-NHS) nesouci pozitivni naboj.
Modifikace samotnym ¢inidlem vSak neni kvantitativni a Gplnd, proto se pted reakci vyuziva
sukcinylace lysinovych zbytkii zvysujici uspésnost kompletni nikotinylace; jedinou bo¢ni
reakci je sukcinylace a nikotinylace tyrosinovych zbytkd, coz vSak lze odstranit pouzitim
hydroxylaminu. Pokud je pro znac¢eni N-konce pouzita smés Hs a D4 Nic-NHS, v tandemovém
spektru se potom b-ionty jevi jako dublety oddélené 4 hmotnostnimi jednotkami a zasadita
povaha nikotinylové skupiny zvySuje intenzitu vznikajicich b-iontd; y-ionty se jevi jako
singletové piky a jejich intenzita je nizkd. MS/MS spektrum vypada opét obdobné jako
spektrum dimethylovanych peptida lehkym a tézkym formaldehydem (viz. Obrdzek 15).
Obrazek 19 znazornuje schéma nikotinylace lehkym, resp. t€zkym Nic-NHS [55].

X=HD
0 R

N
xq"N‘cx 0 . Xc”cX O R
xeoe Mo N v — » xee M coocH o+ N
cT e ol 2% ¢TGN T HO'

X H 0 0 X H, 5 o
Obrazek 19. Schéma nikotinylace N-konce peptidu pomoci Nic-NHS [55].

Biotinylace
Dalsi metodou, jak zjednodusit interpretaci spekter je biotinylace N-konce peptidu

biotinylcysteovou kyselinou. Toto reakéni Cinidlo lze syntetizovat v laboratofi smisenim
kyseliny cysteové, sulfo-N-hydroxysukcinimido-biotinu a triethylaminu, kdy reakce probiha
pii pokojové teploté po dobu 60 minut. Metoda je byla zavedena pro identifikaci a sekvenovani
N-konce proteinu. V proteinu isolovaném na PVDF membrané byla nejprve provedena redukce

a alkylace cysteinovych zbytkli, bo¢ni fetézce lysinovych zbytkli byly guanidylovany
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a nasledné byla navazana biotinylcysteova kyselina. Protein byl nastépen trypsinem a afinitni
purifikaci byly izolovany peptidy s navazanou biotinylcysteovou kyselinou, které byly
analyzovany tandemovou hmotnostni spektrometrii. V ziskaném spektru takto modifikovanych
peptida jsou pozorovany vyhradné y-ionty (analogicky jako spektrum peptidii modifikovanych
pomoci SPITC), které usnadiuji jejich de novo sekvenaci a tim snadnou identifikaci N-konce
analyzovaného proteinu. Obrazek 20 znézoriuje schéma vyroby biotinylcysteové kyseliny

a Obrdzek 21 znazornuje schéma modifikace peptidu pomoci biotinylcysteové kyseliny [56].

o O HN\(O
NMNH
S

HO,S
HO
NaO,s O . _TEA

o HN%O
NMNH
o M s
o) o
Hoas’\)\OH &2“

NH
’ NaO,s  ©
Obrazek 20. Schéma vyroby biotinylcysteové kyseliny [56].
OYNH 0 SOsH R O sulfo-NHS-biotin OYNH o} SoleH 0
s H o s H o R
Obrazek 21. Schéma biotinylace N-konce peptidu [56].

Znaceni rutheniovym komplexem

Pii této modifikaci je vyuzivano znaceni N-konce peptidi pomoci Ccinidla
bis(terpyridin)ruthenium (1) (<Ru>-CO). Cinidlo mé charakteristickou izotopickou obalku
a tvofi vysoce intenzivni piky b-iontl v tandemovém spektru. Jak bylo jiz zmifiovano u jinych
metod, i zde je zapotiebi zablokovat reaktivni g-amino skupiny, a guanidylace je pro to velice

vhodna. Obrdzek 22 znazornuje schéma modifikace peptidu pomoci <Ru>CO [57].

R Q

|
CH
i 0
o HO

(0]
Obrazek 22. Schéma modifikace peptidu pomoci ¢inidla bis(terpyridin)ruthenium (I1) [57].
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3 Experimentalni Cast

3.1 Technické a laboratorni vybaveni, chemikalie a software

3.1.1 Technické vybaveni

Hmotnostni spektrometr 4800 MALDI-TOF/TOF Proteomics Analyzer, Applied
Biosystems, Framingham, USA; pozitivni reflektronovy méod

Analyticka vaha Excellence Plus XP, Mettler Toledo, Svycarsko

Biologicky inkubator Binder BD53, Binder GmbH, Tuttlingen, Némecko

Blokovy termostat ThermoShaker TS-100C, Biosan, Riga, LotyS$sko

Membranova vakuova pumpa/vyvéva (typ MZ 2C), Vacuumbrand GmbH + CO KG,
Wertheim, Némecko

Minicentrifuga/vortex Combi-Spin FVL-2400N, Biosan, Riga, LotySsko

ptistroj na pfipravu deionizované vody PURELAB Classic IV, Elga, Marlow, Velka

Britanie

3.1.2 Laboratorni vybaveni

Mikropipety 2,5, 10, 20, 100, 200 a 1000 ul, Reaserch plus, Eppendorf, Hamburg,
Némecko
Pipetovaci $picky, 0,1-10 ul, 0,2-20 ul, 2-200 ul, 200-1000 ul, Eppendorf, Hamburg,
Némecko
Mikrostiikacka, 25 ul objem, SGE, Australie
Zkumavky 0,5 a 1,5 ml, Eppendorf, Hamburg, Némecko
SPE-kolonka, Empore C18-SD 4 mm / 1 ml, 3M, Minnesota, USA
MALDI desti¢ka, 384 Opti-TOF 123 mm x 81 mm SS Rev E, Applied Biosystems,
Framingham, USA
Volna stacionarni faze, suspendovana v ACN
- Ascentis ES-C18, 2,7 um c¢astice (typ core-shell), Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA
- Kinetex EVO-C18, 2,6 um ¢astice (typ core-shell), Phenomenex, Torrace, USA
- Aeris Peptide XB-C18, 3,6 um castice (typ core-shell), Phenomenex, Torrance,
USA
- Porosil Gold 300 C18, Dr. Maisch, Némecko
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- Hypercarb, porézni grafiticky uhlik, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

- POROS R2 Applied Biosystems, Foster City, USA

- POROS R3 OLIGO Applied Biosystems, Foster City, USA

- PolyWAX LP, PolyLC Inc., Columbia, USA
- Titansphere TiO,, 5 um ¢astice, GL Scineces, Tokyo, Japonsko
- Mikrogradientové zafizeni

- Laboratorni stojan

- Dvojité kiizové svorky

- Plastovy pilkruhovy drzak

- Zavazi

- Korek pro upevnéni mikrostiikacky, pfilepeny do plastového stojanu
- Sada pro vyrobu kapilarni kolonky

- Polymerni kapilara pro vyrobu kolonek, Tubing FEP, 1,16“x 0,25 mm ID, 10 m,

Vici AG International, Svycarsko

- Filtr ze sklenénych vlaken, GF/C, Whatman, Velka Britanie

- Kombinované klesté

- Skalpel, Martor Solingen, Némecko

~  Spendlik

- Jehla se zabrousenym koncem

- Meédény dratek
- Univerzalni indikatorové pH papirky, 0-14, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Testovaci pH papirky, 0-6, 7-14, Macherey-Nagel, Diiren, Némecko

3.1.3 Pouzité chemikalie
- 4-chlorosulfofenylisokyanat, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Acetonitril > 99,9 %, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Acetylchlorid, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Deoxycholat sodny, sodn4 stl, Fluka, Buchs, Svycarsko
- Ethanol, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Formaldehyd — lehky a znaceny deuteriem, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Fosfore¢nan sodny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
- Hydrogenuhli¢itan amonny Fluka, Buchs, Svycarsko

- Hydrogenuhli¢itan sodny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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Hydroxid amonny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Kalibra¢ni smés 6 standardnich peptida pro MALDI-TOF MS; des-argl-bradykinin,
angiotensin I, Glul-fibrinopeptide B, ACTH (1-17), ACTH (18-39), ACTH (7-38);
Applied Biosystems, Foster City, USA

Kyanoborohydrid sodny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Kyselina mravenci, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Kyselina trifluoroctova, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Kyselina o-kyano-4-hydroxy skoticové, Fluka, Buchs, Svycarsko

Monohydrat 4-sulfofenylisothiokyanatu sodného, Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Mravencan amonny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Myoglobin z konského srdce, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Octan sodny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

O-methylisomoc¢ovina hemisulfat, Fluka, Buchs, gvycarsko

Pyridin, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Trypsin, sequencing grade, 200 ng, Promega Corporation, Wisconsin, USA

Uhli¢itan sodny, Sigma Aldrich, St. Louis, USA

3.1.4 Software

4000 Series Explorer (fidici software k pristroji MALDI-TOF/TOF MS), Applied
Biosystems
mMass, verze 5.5.0, http://mmass.org/

Data Explorer, verze 4.10, Applied Biosystems

3.2 Priprava modelového vzorku tryptickych peptidii myoglobinu

3.2.1 Tryptické Stépeni myoglobinu za pritomnosti deoxycholatu sodného

Chemikaélie a material:

Konsky myoglobin

Trypsin

2 M NH4HCOg3, rozpusténo v deionizované vodé

50 mM NH4HCOgs, rozpusténo v deionizované vodé

4% roztok deoxycholatu sodného (DOCS), rozpusténo v deionizované vode

5% a 0,5% kyselina trifluoroctova (TFA)
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Postup:

V 1,5 ml zkumavce bylo smichano 250 pl roztoku myoglobinu o koncentraci 1,6 mg/ml,
25 pl 2 M NH4HCO3 a 125 pl 4% DOCS.

Zkumavka byla inkubovana 10 minut v blokovém termostatu pfi teploté 70 °C.

Vialka s 200 ng trypsinu byla rozpusténa ve 100 ul 50 mM NH4HCO:s.

Po ochlazeni zkumavky na pokojovou teplotu bylo ke smési napipetovano 33,3 pul
roztoku trypsinu.

Zkumavka byla inkubovana 15 hodin pfi teploté 37°C.

Zkumavka byla vlozena do ledu na 10 minut.

Ke smési bylo napipetovano 100 ul vychlazené 5% TFA a zkumavka byla protfepana
na vortexu; bylo ovéfeno pH < 4.

Zkumavka byla vlozena do ledu na 5 minut.

Smés byla stocena pii 13 400 g po dobu 3 minut, pokud byla sedimentace neuplna,
srazenina byla lehce sklepnuta na dno a znovu sto¢ena pii 13 400 g po dobu 3 minut.
Supernatant byl odebran do ¢isté zkumavky.

K sedimentu bylo pfidano 400 pl vychlazené 0,5% TFA, zkumavka byla protiepana na
vortexu a vlozena do ledu na 5 minut.

Zkumavka byla stocena pii 13 400 g po dobu 3 minut a supernatant byl pfidan k jiz
odebranému supernatantu.

Odebrané supernatanty byly purifikovany na SPE kolonce.

3.2.2 Purifikace tryptickych peptidi myoglobinu pomoci extrakce na pevné fazi

Chemikaélie a material:

SPE kolona, C18-SD (standard density) 4 mm/1 ml

80% acetonitril (ACN) s 0,1% TFA

60% ACN s 0,1% TFA

0,1% TFA

Roztok tryptickych peptidit myoglobinu (z experimentu v kapitole 3.2.1)

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), 3 mg v1 ml 70% ACN
s0,1% TFA

Postup:

SPE kolonka byla smocena 150 ul 80% ACN s 0,1% TFA a nasledné 150 ul 60% ACN
s 0,1% TFA.
Kolonka byla ekvilibrovana 300 pul 0,1% TFA.
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Po ekvilibraci byl napipetovan veskery vzorek z experimentu 3.2.1 a kolonka byla poté
proplachnuta

300 pul 0,1% TFA.

Eluce byla provedena 150 ul 60% ACN s 0,1% TFA do ¢isté zkumavky.

Pro kontrolu spravnosti digesce byl odebran 1 pl eluentu a zfedén 99 ul 60% ACN
s 0,1% TFA. Z této smési byl napipetovan 1 pul na MALDI desticku a smichano s 1 pl
CHCA matrice na desti¢ce. Poté byla provedena analyza v MALDI-TOF hmotnostnim
spektrometru.

Zbytek koncentrovaného eluentu byl rozpipetovan po 15 ul (10 ug peptid) do 0,5 ml
zkumavek, které byly vlozeny do vakuového koncentratoru a vysuSeny. Takto
ptipravené alikvoty vzorku S$t€peného myoglobinu byly uchovavany v mrazaku

pifi —4 °C a pfipraveny pro nasledujici experimenty.

3.3 Purifikace a separace tryptickych peptidi myoglobinu na stacionarni fazi

3.3.1 Priprava kolonek pro purifikaci a separaci peptida

Chemikaélie a material:

Plastova kapilara o vnitinim praméru 250 pm

Kombinované klesté

Skalpel nebo bfit

Uzky a silny $pendlik

Jehla se zabrouSenym koncem nasazend na injekéni stiikacku
Sklenény filtr

M¢édény dratek o priméru <250 um

Mikrosttikacka

Stacionarni faze dle potfeby experimentu, resuspendovana v ACN

MALDI desticka

Postup:

Skalpelem bylo ufiznuto pfiblizné 5 cm plastové kapilary.

Kombinacnimi kleStémi byl vytdhnut jeden konec kapilary (aby se zuzil vnitini primér
pro zavedeni sklenéné frity) a sefiznut skalpelem, tak aby vytazeny konec byl ptiblizné
1 cm dlouhy.

Na druhém konci kapilary byl vnitini primeér rozsifen nejprve zkym, a poté Sirokym

Spendlikem pro snadné zavedeni Spicky ¢i mikrostiikacky.
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ZabrouSenou jehlou byla vykrojena sklenénd frita, a vyfouknutim vzduchu jehlou
zavedena do kapilary. Frita byla usazena médénym dratkem tak, aby zistala na
prechodu $irsiho a uzsiho vnitiniho primeéru.

Pipetou bylo nabrano potfebné mnozstvi stacionarni faze, zasazeno do rozsifené Casti
kapilary, Spicka byla odd€lena od pipety a pomoci injek¢ni stiikacky byla faze tlakem
pfevedena do kapilary. Tento krok byl opakovén, dokud nebylo potfebné mnozstvi
stacionarni faze v kapilare.

Pokud nebyla stacionarni faze v kapilafe homogenné usazena, byla kapilara vlozena do
ultrazvuku na par sekund a nésledné pomoci Spicky napojené na injekéni strikacku
(pipeta nevyvola dostatecny tlak) vtlacovan ACN pro lepsi usazeni staciondrni faze.

Hrdlo kolonky bylo vy¢isténo od staciondrni fize pomoci ultrazvuku.

3.3.2 Purifikace a separace tryptickych peptidi myoglobinu na reverzni fazi

pomoci kolonky a mikrogradientu

Chemikélie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 10 ug rozpusténo ve 200 ul 0,1% TFA
Kolonka s reverzni stacionarni fazi
- Ascentis ES-C18, 2,7 um ¢astice
- Kinetex EVO-C18, 2,6 um c¢astice
- Aeris Peptide XB-C18 3,6 pm ¢astice
ACN o koncentracich 2, 8, 16, 24, 32, 40 a 80% s 0,1% TFA
Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA
Mikrostiikacka o objemu 25 pul
Stojan, upraveny pro zavéSeni mikrostiikacky
Zavazi — dvé velikosti pro kontrolu priitoku mobilni faze

MALDI desti¢ka

Postup:

Mikrostiikacka byla trikrat proplachnuta 80% ACN s 0,1% TFA, poté bylo natdhnuto
ptiblizné¢ 20 ul 80% ACN s0,1% TFA, mikrostiikacka byla napojena na kolonku
a vloZena do stojanu. Na pist bylo vlozeno mensi zavazi (aby priitok mobilni faze byl
pfiblizn¢ 3 pl/min) a kapalina byla protlacena skrz kolonku pro smoceni stacionarni

faze.
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Mikrostiikacka byla ttikrat proplachnuta 2% ACN s 0,1% TFA, poté bylo natdhnuto
ptiblizné 20 pl 2% ACN s0,1% TFA a kapalina byla protlacena kolonkou stejnym
zpusobem jako v predchozim kroku pro ekvilibraci stacionarni faze. Bylo pouZzito vétsi
zavazi.

Do mikrostiikacky bylo postupné natdhnuto 7 pl 2% ACN s 0,1% TFA, 10 ul vzorku
a zakonceno 7 ul 2% ACN s 0,1% TFA. Obsah mikrostiikacky byl protlacen kolonkou
pro naneseni vzorku na stacionarni fazi.

Po tomto kroku lze zafadit modifika¢ni reakci s naslednym proplachem kolonky 20 pl
2% ACN s 0,1% TFA.

Mikrosttikacka byla tiikrat proplachnuta 40% ACN s 0,1% TFA. Nasledné bylo po
4 ul natdhnuto postupné 40, 32, 24, 16, 8 a 2% ACN s0,1% TFA pro vytvoreni
gradientu. Mikrostiikacka byla napojena na kolonku.

Pro pouhou purifikaci byla kapalina protlacena kolonkou a eluat byl posbiran do
zkumavky a protiepan. Z néj bylo odebrano 0,5 pl na MALDI destic¢ku a prekryto 0,8 pl
matrice.

Pro separaci bylo nejprve 6 ul protlaéeno do odpadu a nasledné byly zachytavany kapky
po 0,75 ul na MALDI desticku a piekryty 0,8 ul matrice.

Po eluci byla kolonka proplachnuta 20 ul 80% ACN s 0,1% TFA.

Byla provedena analyza na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru.

3.4 Modifikaéni reakce

3.4.1 Guanidylace tryptickych peptidi myoglobinu na stacionarni fazi v kolonce

Chemikaélie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 10 pg rozpusténo ve 200 ul 0,1% TFA

ACN o koncentracich 2, 8, 16, 24, 32,40 a 80% s 0,1 % TFA

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA

Roztok O-methylisomoc¢oviny hemisulfat (OMIMHS) — 50 mg bylo rozpusténo v 51 pl
deionizované vody (dH20)

0,72 M roztok NasPO4

Kolonka s reverzni stacionarni fazi Kinetex EVO-C18, 2,6 pm c¢astice

Mikrosttikacka o objemu 25 pl

Stojan, upraveny pro zavéSeni mikrostiikacky

Zavazi — dvé velikosti pro kontrolu pritoku mobilni faze
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MALDI desticka

Postup:

3.4.2

Na kolonku bylo naneseno 0,5 pg (10 ul) smési tryptickych peptidi myoglobinu dle
postupu v kapitole 3.3.2.

Byl vytvofena reakéni smés smisenim 88 pl zasobniho roztoku NasPOs4 a 24 pl
zasobniho roztoku OMIMHS.

Do mikrostiikacky bylo natazeno 14 pl reakéni smési a protlaceno kolonkou;
mikrostiikacka nésledné ihned proplachnuta dH20 a 2% ACN s0,1% TFA pro
odstranéni reak¢ni smési ze stiikacky.

Kolonka byla inkubovéna pii pokojové teploté po dobu 30 minut.

Po inkubaci byla kolonka proplachnuta 10 ul 0,1% TFA a nasledné¢ 20 ul 2% ACN
s 0,1% TFA.

Modifikované peptidy byly vyeluovany gradientem ACN piimo do zkumavky, smés
byla po 0,5 ul nanesena na MALDI desticku a spoty byly piekryty 0,8 pl matrice.
Alternativné byla provedena separace na MALDI desti¢ku (frakce po 0,75 ul) a spoty
taktéz prekryty 0,8 ul matrice.

Byla provedena analyza na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru.

Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu pomoci

4-sulfofenylisothiokyanatu na stacionarni fazi v kolonce

Chemikaélie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 10 ug rozpusténo ve 200 ul 0,1% TFA

ACN o koncentracich 2, 8, 16, 24, 32,40 a 80% s 0,1% TFA

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA

Roztok 4-sulfofenylisothiokyanatu (SPITC) — 1 mg rozpustén ve 100 ul 20 mM
NaHCO3 rozpusténého v dH>O

Kolonka s reverzni stacionarni fazi Kinetex EVO-C18, 2,6 um cCastice

Mikrosttikacka o objemu 25 pl

Stojan, upraveny pro zaveéSeni mikrostiikacky

Zavazi — dvé velikosti pro kontrolu pritoku mobilni faze

MALDI desti¢ka
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Postup:

Na kolonku bylo naneseno 0,5 pg (10 ul) smési tryptickych peptidi myoglobinu dle
postupu v kapitole 3.3.2.

Do mikrosttikacky bylo natazeno 15 pl roztoku SPITC a protla¢eno kolonkou.
Kolonka byla inkubovana pti 55 °C po dobu 120 minut v termostatu.

Po inkubaci byla kolonka proplachnuta 10 ul 0,1% TFA a nasledn¢ 20 pl 2% ACN
s 0,1% TFA.

Modifikované peptidy byly vyeluovany gradientem ACN piimo do zkumavky, smés
byla po 0,5 pl nanesena na MALDI desticku a spoty byly piekryty 0,8 pl matrice.
Alternativné byla provedena separace na MALDI destic¢ku (frakce po 0,75 ul) a spoty
taktéz prekryty 0,8 ul matrice.

Byla provedena analyza na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru.

3.4.3 Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu guanidylaci a nasledné pomoci

4-sulfofenylisothiokyanatu na stacionarni fazi v kolonce

Chemikélie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 10 pug rozpusténo ve 200 ul 0,1% TFA

ACN o koncentracich 2, 8, 16, 24, 32,40 a 80% s 0,1% TFA

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA

Roztok O-methylisomoc¢oviny hemisulfat (OMIMHS) — 50 mg rozpusténo v 51 ul
deionizované vody (dH20)

0,72 M roztok NasPO4

Roztok 4-sulfofenylisothiokyanatu (SPITC) — 1 mg byl rozpustén ve 100 ul 20 mM
NaHCOs rozpusténého v dH,0

Kolonka s reverzni stacionarni fazi Kinetex EVO-C18, 2,6 um ¢éstice

Mikrosttikacka o objemu 25 pl

Stojan, upraveny pro zaveéSeni mikrostiikacky

Zavazi — dvé velikosti pro kontrolu pritoku mobilni faze

MALDI desti¢ka
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Postup:

34.4

Na kolonku bylo naneseno 0,5 pg (10 ul) smési tryptickych peptidd myoglobinu dle
postupu v 3.3.2.

Byl vytvoiena reakéni smés smisenim 88 upl zasobniho roztoku NasPOs a 24 ul
zasobniho roztoku OMIMHS.

Do mikrostiikacky bylo natazeno 14 pl reakéni smési a protlaceno kolonkou;
mikrostiikacka nésledné ihned proplachnuta dH,O a 2% ACN s0,1% TFA pro
odstranéni reak¢ni smési ze stiikacky.

Kolonka byla inkubovana pii pokojové teploté¢ po dobu 30 minut. Po inkubaci byla
kolonka proplachnuta 10 pl 0,1% TFA.

Do mikrostiikacky bylo natazeno 15 pl roztoku SPITC a protlaceno kolonkou a kolonka
byla inkubovéna pii 55°C po dobu 120 minut v termostatu.

Po inkubaci byla kolonka proplachnuta 10 ul 0,1% TFA a nasledné 20 ul 2% ACN
s 0,1% TFA.

Modifikované peptidy byly vyeluovany gradientem ACN piimo do zkumavky, smés
byla po 0,5 ul nanesena na MALDI desticku a spoty byly piekryty 0,8 pl matrice.
Alternativné byla provedena separace na MALDI desticku (frakce po 0,75 ul) a spoty
taktéz prekryty 0,8 ul matrice.

Byla provedena analyza na MALDI-TOF hmotnostnim spektrometru.

Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu pomoci

4-chlorosulfofenylisokyanatu v roztoku

Chemikalie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 1 pg vysuseny v 0,5 ml zkumavce
Pyridin/dH20, 1:1 (v/v)

ACN

4-chlorosulfofenylisokyanat — 10 mg rozpusténo v 1 ml v ACN

5%, 1% a 0,1% TFA

SPE kolonka EMPORE C18

Matrice: kyselina o-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA

MALDI desticka
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Postup:

Do zkumavky s vysusenym 1 ug tryptickych peptidd myoglobinu bylo napipetovano
5 ul smési pyridin/voda v poméru 1:1.

Ke smési bylo dale pfidano 5 pl roztoku SPC.

Zkumavka byla inkubovana pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

Po inkubaci bylo ptidano 190 ul 0,1% TFA, nasledné bylo pfidavano po 10 ul 5% TFA,
dokud nebylo pH < 2

Zkumavka byla vlozena do ultrazvuku, stoena na odstfedivce a supernatant byl
odebran.

Ke krystalkim ve zkumavce bylo ptidano 200 ul 1% TFA, promichano, vlozeno do
ultrazvuku, stoCeno a supernatant byl pfidan k prvnimu podilu.

Supernatanty byly odsoleny na SPE kolonce a eluat byl nakapan po 0,5 ul na MALDI
desticku, spoty byly ptevrstveny 0,8 pl matrice a analyzovany pomoci
MALDI-TOF MS.

3.4.5 Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu guanidylaci a nasledné sulfonaci

pomoci 4-sulfofenylisothiokyanatu na stacionarni fazi v roztoku

Chemikaélie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 10 pg rozpusténo v 50 ul 0,1 % TFA

ACN

80a2% ACNs0,1% TFA

5% TFA

Roztok O-methylisomoc¢oviny hemisulfat (OMIMHS) — 50 mg rozpusténo v 51 pl
deionizované vody (dH20)

0,72 M roztok NasPO4

Roztok 4-sulfofenylisothiokyanatu (SPITC) — 10 mg bylo rozpusténo v 1 ml 20 mM
NaHCOs3 rozpusténém v dH20

Suspenze stacionarni faze POROS R2 nebo POROS R3 Oligo, 100 mg Ccastic
resuspendovano v 500 pul ACN

Matrice: Kkyselina o-kyano-4-hydroxyskoficova (CHCA) 3 mg/l ml 70% ACN
s 0,1%TFA

MALDI desticka
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Postup:

Do 0,5 ml zkumavky byl napipetovan 1 pl stacionarni faze.

Ke stacionarni fazi byl napipetovano 100 ul ACN, zatiepano, odstiedéno a odsato. Dale
bylo ke stacionarni fazi napipetovano 100 pl 2% ACN s0,1% TFA, zatfepano,
odstfedéno a odsato. Tento krok byl znovu zopakovan.

K promyté staciondrni fazi bylo ptidano 50 pl vzorku, 10 minut tfepdno vodorovné na
ttepacce (faze se tak lépe promicha) pii pokojové teploté. Zkumavka byla poté
centrifugovana.

Supernatant byl odstranén a stacionarni faze byla oplachnuta 100 ul 2% ACN
s 0,1% TFA tak, ze zkumavka byla protfepana, odstiedéna a supernatant byl odsan.

V jiné zkumavce byla piipravena guanidyla¢ni reak¢éni smés, smisenim 88 ul roztoku
NasPO4 a 24 pl roztoku OMIMHS.

Do zkumavky se stacionarni fazi bylo napipetovano 30 pl guanidyla¢ni reakéni smési
a zkumavka byla za tiepani inkubovana pii pokojové teploté po dobu 30 minut.
Reakce byla zastavena pfidanim 5 pl 5 % TFA, zkumavka byla tfepana 5 minut pfi
pokojové teploté, stocena a tekutina odsata.

Stacionarni faze byla dvakrat oplachnuta 2% ACN s 0,1% TFA.

Ke stacionarni fazi bylo napipetovano 30 ul roztoku SPITC, zkumavka byla za
neustalého tfepani inkubovéna pii 55 °C po dobu 2 hodin.

Reakce byla zastavena pfidanim 5 pl 5% TFA, zkumavka byla tfepdna 5 minut pfi
pokojové teploté, stoCena a tekutina odsata.

Stacionarni faze byla dvakrat oplachnuta 2% ACN s 0,1% TFA.

Eluce byla provedena napipetovanim 20 pl 80% ACN s 0,1% TFA, zkumavka byla
ttepana 10 minut pii pokojové teploté, odstfedéna a eludt odebran do Cisté zkumavky.
Ke stacionarni fazi bylo znovu piidano 20 ul 80% ACN s 0,1% TFA zkumavka byla
ttepana 10 minut pii pokojové teploté, odstfedéna a eluat ptidan k prvnimu podilu
eluatu.

Smés eluati byla poté adekvatné zfedéna, napipetovan na MALDI desticku po 0,5 pl
a spoty byly ptevrstveny 0,8 ul matrice.

Byla provedena analyza pomoci MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie.
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3.4.6 Dimethylace tryptickych peptidi myoglobinu za pouziti lehkého a tézkého

formaldehydu znac¢eného deuteriem na stacionarni fazi v kolonce

Chemikalie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 10 pg rozpusténo ve 25 ul 0,1% TFA

2% a 80% ACN s 0,1 % TFA

Roztok O-methylisomoc¢oviny hemisulfat (OMIMHS) — 50 mg rozpusténo v 51 pl
deionizované vody (dH20)

0,72 M roztok NasPO4

0,1% TFA

260 mM NaBH3CN (16,3 mg rozpusténo v 1 ml 0,1 M octanu sodném 0 pH 5,2)

4% lehky a deuterovany formaldehyd (koncentrovany formaldehyd byl ziedén 0,1 M
octanem sodnym 0 pH 5,2)

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA

Kolonka s reverzni stacionarni fazi Kinetex EVO-C18, 2,6 um castice

Mikrosttikacka o objemu 25 pl

Stojan, upraveny pro zavéSeni mikrostiikacky

Zavazi — dvé velikosti pro kontrolu priitoku mobilni faze

Digestot

MALDI desticka

Postup:

Na kolonce byla provedena guanidylace peptidi podle navodu z 3.4.1, bez eluce,
modifikované peptidy zachycené na kolonce byly po reakénim kroku proplachnuty
10 ul 0,1 % TFA.

Nasledujici kroky (tj. prace s formaldehydem a kyanoborohydridem sodnym) byly
provadény v digestofi!

Mikrostiikacka byla proplachnuta NaBH3CN a nasledné bylo nejprve natdhnuto
5 ul NaBH3CN a hned za to 4% formaldehyd (lehky ¢i deuterovany), tudiz formaldehyd
byl jako prvni v kolonce.

Mikrostiikacka s kolonkou byla zavéSena do stojanu a byl nastaven takovy pritok, aby
reak¢ni smés protekla za 5-10 minut.

Kolonka byla proplachnuta 10 pl 0,1% TFA a nasledné 20 pl 2% ACN s 0,1% TFA.
Eluce byla provedena 10 pl 80% ACN s 0,1% TFA do 0,5 ml zkumavky.
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Eluat byl adekvatné zfedén ACN na koncentraci 0,5 ug/24 ul , nejprve byly na MALDI
desticku naneseny po 0,5 pl separatné peptidy modifikované lehkym a deuterovanym
formaldehydem. Poté byly oba eluaty smiseny v poméru 1:1 a také naneseny po 0,5 pl

na desticku. Spoty byly piekryty 0,8 upl matrice a analyzovany pomoci
MALDI-TOF MS.

3.4.7 Esterifikace tryptickych peptidi myoglobinu v roztoku

Chemikélie a material:

Vzorek: tryptické peptidy myoglobinu, 1 pg vysuseny v 0,5 ml zkumavce

Ethanol

Acetylchlorid

2% ACN s 0,1% TFA

Matrice: kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA), 3 mg/l ml 70% ACN
s0,1% TFA

MALDI desticka

Postup:

Reak¢ni smés byla vytvofena smisenim 125 ul ethanolu s 20 ul acetylchloridu. Bylo
nutné pracovat v digestofi, ethanol s acetylchloridem bouflivé reaguje.

Do zkumavky svysusenym 1pug tryptickych peptidi myoglobinu (ziskano
rozpipetovanim ptivodniho 10 pg vzorku, zkumavky byly vysuseny v koncentratoru)
bylo napipetovano 50 pl reakéni smési.

Smés byla inkubovéna pii pokojové teploté po dobu 2 hodin.

Smés byla vysuSena v koncentratoru a nasledné rozpusténa v 50 ul 2% ACN
5 0,1% TFA a nanesena na MALDI desticku po 0,5 ul. Spoty byly piekryty 0,8 pl
matrice.

Spoty byly nésledné analyzovany pomoci MALDI-TOF MS.

3.5 Obohaceni peptidit modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly

3.5.1 Obohaceni peptidi modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly na TiO; ¢asticich

ve zkumavce

Chemikaélie a material:

Vzorek: Modifikované tryptické peptidy myoglobinu dle protokolu 3.4.3

1% NH4OH
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80% ACN s 0,1% TFA

5% TFA

Titansphere TiO beads, 5 um ¢astice, 100 mg resuspendovano v 500 pul ACN
Kolonka s reverzni stacionarni fazi Kinetex EVO-C18, 2,6 um castice
Mikrosttikacka o objemu 25 pl

Stojan, upraveny pro zavéseni mikrostiikacky

Zavazi — dve velikosti pro kontrolu prutoku mobilni faze

Vakuovy koncentrator

MALDI desticka

Postup:

Do 0,5 ml zkumavky byl napipetovan 1 ul TiO> ¢astic.

Castice byly oplachnuty nejprve 100 pl 1% NH4OH (zkumavka protiepana, odstfedéna
a tekutina odsata) a poté dvakrat 80% ACN s 0,1% TFA.

K oplachnutym ¢asticim bylo ptidano 80 pl 80% ACN s 0,1% TFA.

Peptidy (10 pg) modifikované dle protokolu 3.4.3 na kolonce s reverzni fazi C18 byly
vyeluovany 20 ul 80% ACN s 0,1% TFA pfimo do zkumavky s piipravenymi TiO2
Casticemi.

Zkumavka s TiO; ¢asticemi byla inkubovana za stalého tfepani po dobu 10 minut pfi
pokojové teploté, zkumavka byla nasledné odstfedéna a tekutina odsata.

Castice byly oplachnuty dvakrat 100 ul 80% ACN s0,1% TFA, zbytek neodsaté
tekutiny byl vysuSen v koncentratoru.

K suchym ¢asticim bylo napipetovano 50 pul 1% NH4OH, protfepano, sto¢eno a eluat
byl odebran do ¢isté zkumavky.

Eluat byl okyselen piiblizn¢ 20 ul 5% TFA (aby bylo pH<5) a odsolen na kolonce
S reverzni stacionarni fazi.

Peptidy byly z kolonky vyeluovany 5 ul 80% ACN s 0,1% TFA, eluat byl adekvatné
zfedén a nanesen po 0,5 ul na MALDI desticku. Spoty byly ptevrstveny 0,8 nl matrice.
Vzorky byly analyzovany pomoci MALDI-TOF MS.

3.5.2 Obohaceni peptidi modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly na PolyWAX LP

stacionarni fazi v kolonce

Chemikalie a pomucky:

Vzorek: Modifikované tryptické peptidy myoglobinu dle protokolu 3.4.3

53



Roztok A: 20 mM mravenc¢an amonny se 80% ACN, pfipraven smisenim 280 ul dH20,
20 pul 1 M mravencanu amonného (pH 2,2) a 800 ul ACN

Roztok B: 900 mM mravencan amonny s 10 % ACN, pfipraven smisenim 900 pl
1 M mravenc¢anu amonného (pH 2,2) a 100 ul ACN

Kolonka se stacionarni fazi PolyWAX LP

Mikrosttikacka o objemu 25 pl

Stojan, upraveny pro zavéseni mikrostiikacky

Zavazi — dve velikosti pro kontrolu prutoku mobilni faze

MALDI desticka

Postup:

Peptidy modifikované na kolonce (10 ug) s reverzni fazi C18 podle protokolu 3.4.3 byly
vyeluovany 10 pl roztoku A do 0,5 ml zkumavky; pted eluci byla kolonka profouknuta
vzduchem, pro odstranéni nadbyte¢né vody.

Cely eluat byl natazen do sttikacky a protlacen kolonkou se stacionarni fazi PolyWAX
LP.

Proplach kolonky byl proveden 8 ul roztoku A.

Eluce byla provedena protlacenim 8 ul roztoku B kolonkou, eluat byl sbiran do 0,5 ml
zkumavky.

Eluat byl adekvatné ziedén a nanesen na MALDI desticku, spoty byly prekryty 0,8 pl
matrice a desticka byla analyzovana pomoci MALDI-TOF MS.
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4 Vysledky a diskuze

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo vyzkouset vybrané modifikacni metody pro
snadng&j$i de novo sekvenaci peptidi pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie a pokusit se
tyto metody dle moznosti pievést do formatu derivatizace peptidii zachycenych na stacionarni
fazi v kolonce. Tuto kolonku si Ize velice snadno pfipravit v laboratornich podminkach, jeji
naklady jsou vyrazné nizsi nez cena bézné komercné¢ dodavanych kapilarnich kolonek. Mezi
hlavni vyhody tohoto formatu provedeni modifika¢ni reakce se fadi mensi spotieba vzorku a
reagencii, snazs§i odstranéni reak¢nich c¢inidel prostym proplachnutim kolonky a moZznost
chromatografické separace modifikovanych peptidi pomoci mikrogradientu elu¢niho ¢inidla
z této kolonky rovnou na MALDI desticku. Tyto kolonky mohou obsahovat Sirokou paletu
dostupnych stacionarnich fazi, at’ uz je nasim cilem modifikace a separace peptidi na fazi C18,
nebo chceme obohatit jiz modifikované peptidy pro dosazeni lepSi odezvy v hmotnostnim
spektrometru. Posloupnost a souvislost experimenti provedenych v této praci popisuje
Obrazek 23 kde je prace rozdélena na experimenty provadéné na stacionarni fazi zakotvené
v kolonce, na experimenty provadéné na volné stacionarni fazi v roztoku a experimenty
provadéné v roztoku. Je zde také vidét, jakou maji jednotlivé experimenty mezi sebou
navaznost a jsou uvedena ¢isla kapitol protokolu a diskuse konkrétniho experimentu.

Modelové

trypticky stépené
peptidy (3.2; 4.1)

(3.4.1;43.1)

Reakce na Reakce v
stacionarni fazi roztoku
I ]
| I [ '
V kapilarni V roztoku Modlfl!(ace Esterifikace
kolonce pomoci SPC (3.4.7:4.3.7)
: (3.4.4;434) | | =TT
| . I
Guanidvl Modifikace
uanidylace pomoci SPITC Guanidylace

(3.4.2;43.2)

Modifikace Dimethylace Modifikace
pomoci SPITC (3.4.6;4.3.6) pomaci SPITC
(3.4.3;4.3.3) (3.4.5; 4.3.5)

Obohaceni na
TiO, &asticich v
roztoku
(3.5.1;4.4.1)

Obohaceni na
stacionarni fazi
PolyWAX LP
(3.5.2;4.4.2)

Obrazek 23. Posloupnost provedenych experimentt a ¢isla kapitol protokold a diskuse v této

praci
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4.1 Priprava modelového vzorku tryptickych peptidi myoglobinu

Pro piipravu modelového vzorku tryptickych peptidit myoglobinu byl pouzit
optimalizovany postup z diplomové prace Bc. Jitky Vitové, ktera vychazela z praci Lin et al.
zroku 2008 a 2010 [17, 20, 58]. V tomto protokolu byla po digesci pifidana vychlazena
5% TFA, ktera usnadnila vysrazeni a sedimentaci deoxycholatu sodného (DOCS), jez je tfeba

odstranit ze vzorku pied hmotnostné-spektrometrickou analyzou.

Dalsi necistoty (napfi. soli) byli ze smési peptidii po digesci myoglobinu odstranény
pomoci SPE purifikace na reverzni fazi. Purifikovany roztok peptidi myoglobinu byl
rozpipetovan do 0,5 ml zkumavek po 10 pg, zkumavky vysuseny ve vakuovém koncentratoru
a vzorky byly uchovavany pii —20°C. Byla provedena kontrola pribéhu digesce pomoci
analyzy na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF. Jak je patrné ze spektra (Obrazek 24),
m/z hodnoty piki odpovidali teoreticky zjiSténym hodnotdm peptidii ziskanymi pomoci
softwaru mMass ze sekvence myoglobinu (UniProtKB: P68082). Tabulka 2 obsahuje teoretické
m/z hodnoty peptidii (pro ndboj 1+) pozorovanych ve spektru smési tryptickych peptidi
myoglobinu spolu s aminokyselinovou sekvenci peptidi. Do této tabulky byly taky
zaznamenany teoretické hodnoty m/z peptidii modifikovanych ndmi zvolenymi modifika¢nimi
¢inidly. Celou tabulku se vSemi teoretickymi m/z hodnotami mozZnych tryptickych peptidi
zmyoglobinu s maximalné dvéma vynechanymi §tépnymi misty lze nalézt

v ptiloze (Priloha I).
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Tabulka 2. Piehled pozorovanych tryptickych peptidi myoglobinu. Tabulka obsahuje
aminokyselinové sekvence peptidl, pocet vynechanych §t€pnych mist a teoretické m/z hodnoty
peptidi (1+) bez modifikace i po modifikaci riznymi ¢inidly pouzitych v provadénych
experimentech.

Hodnoty m/z (1+)
Pocet " TR
Ami nov hantch Typ reakéniho Cinidla
sovoncspepi| s | B OMIMHS OMIMHS &
stepnyc .
pep PYER | modifikace [OMIMHS| SPITC SPC | CH,0+ |CH,CH,OH
mist a SPITC
NaBH,CN
ALELFR 0 748,4352 | 748,4352 | 963,4063 | 963,4063 | 9474291 | 776,4665 804,4978
YKELGFQG 1 9414727 | 983,4945 |1156,4438| 1198,4656 | 1140,4666 | 10115258 | 9975353
LFTGHPETLEK 0 1271,6630 |1313,6848(1486,6341(1528,6559 | 1470,6569 | 1341,7161 | 1355,7569
gﬁLVVLTALG 0 1378,8417 | 1420,8635(1593,8128| 1635,8346 | 1577,8356 | 1448,8948 | 1406,8730
gif/l[_)r':(GADAQ 0 1502,6693 | 1544,6911(1717,6404| 1759,6622 | 1701,6632 | 1572,7224 | 1586,7632
ggI?_LVVLTAL 1 1506,9366 |1590,9802(1721,9077(1805,9513 [ 1705,9305 | 1619,0115 | 1534,9679
\E/\Eﬁl[;IAGHGQ 0 1606,8547 | 1606,8547|1821,8258| 1821,8258 | 1805,8486 | 1634,8860 | 1718,9799
:;[F)-:—(GHPETLEK 1 1661,8533 |1745,8969(1876,8244| 1960,8680 | 1860,8472 | 17739282 | 1773,9785
GLSDGEWQQV 0 1815,9024 | 1857,9242(2030,8735( 2072,8953 | 2014,8963 | 1885,9555 | 1899,9963
LNVWGK
GHHEAELKPL
AQSHATK 0 1853,9617 | 1895,9835|2068,9328( 2110,9546 | 2052,9556 | 1924,0148 | 1938,0556
L:EESDA”HV 0 1885,0218 |1927,0436(2099,9929| 2142,0147 | 2084,0157 | 1955,0749 | 1969,1157
KGHHEAELKP
LAQSHATK 1 1982,0566 |2108,1220(2197,0277(2323,0931 | 2181,0505 | 2136,1533 | 2066,1505
KKGHHEAELK
PLAQSHATK 2 2110,1516 |2236,2170(2325,1227|2451,1881 | 2309,1455 | 2264,2483 | 2194,2455
HKIPIKYLEFIS
DAIHVLHSK 2 2601,4915 |2727,5569|2816,4626| 2942,5280 | 2800,4854 | 2755,5882 | 26855854
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Obrazek 24. Hmotnostni spektrum tryptickych peptid myoglobinu

4.2 Purifikace a separace peptidi na stacionarni fazi

Pro veskeré experimenty v této diplomové praci provadéné na stacionarni fazi v kolonce
byly pouzity v laboratofi vyrobené kolonky naplnéné zvolenou staciondrni fazi. Prvotni
investice mize byt vyssi, jelikoZ je tfeba mit vhodné upraveny stojan pro zavéSeni
mikrostiikacky, dale upravené zavazi, které lze pouzit v tomto stojanu, a potom také potieba
staciondrni faze ziskané ze zakoupené chromatografické kolony (toto je nejvétSi finanéni
investice). Ddle je nutné mit plynotésnou stfikacku s vhodnym zakoncenim jehly a teflonovou
kapilaru, ze které se kolonky vyrobi. N&které véci se bézné v biochemické laboratofi vyskytuji
(mikrostiikacka, sklenény filtr, jehla, Spendlik) a proto je tento systém relativné snadno
pienositelny a zavést jej do laboratofe neni ¢asove narocna zalezitost. Z dlouhodobého hlediska
se jedna o vyhodnou investici, jelikoz celkové naklady na vyrobu jedné kolonky jsou v ramci

nékolika malo korun.

4.2.1 Vyroba mikrokolonky

Pti samotné vyrob¢ kolonky je tfeba dbat na urcity postup. Jelikoz se na kolonku
Slo pevné mikrosttikacku spojit s kolonkou, aniz by doslo k rozpojeni v priabéhu protlacovani
reagencii. Na druhém konci kolonky je dilezité vytdhnout kapilaru kombinacnimi klestémi,
aby se koncovy vnitini pramér kolonky zazil a Sel tak snadno usadit sklenény filtr. Tento filtr
je dualezitou soucasti, nebot’ zabranuje Uniku ¢astic stacionarni faze. DalSim diilezitym krokem

je spravné zvolené mnoZstvi stacionarni faze, které je dano do ptipravené kapilary. To se odviji
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od velikosti jejich ¢astic a zamySlené délce pfipravované kolonky. Riizné velké ¢astice kladou
ruzny odpor mobilni fazi a je potfeba zajistit, aby s danym zévazim byl dosazen pfiméieny
pratok okolo 3 pl/min. Napiiklad pro dosazeni tohoto prutoku u stacionarni faze
Kinetex EVO-C18, kdy ¢astice maji prumér 2,6 um, je zapotiebi, aby faze zabirala pfiblizné
15-20 mm kapilary, naopak u faze Titansphere ¢i PolyWAX bylo zapotiebi, aby faze zabirala
alespont 40 mm kapilary. Rychlost prutoku je ovlivnitelna také velikosti pouzitého zavazi. Pii
nanaseni stacionarni faze je mj. dilezité, aby stacionarni faze byla na pocatku kapilary
zarovnana a homogenn¢ usazend, nebot nerovné usazena faze mulze vést k horsi

chromatografické separaci.

4.2.2 Vybér stacionarni faze

Jako dalsi krok bylo zapotfebi vybrat vhodnou staciondrni fazi. V ptedchozi praci
Bc. Jitky Vitové byla pouzivana faze Ascentis ES-C18 s velikosti ¢astic 2,7 um. Nasim cilem
bylo se pokusit tuto fazi nahradit fazi Kinetex EVO-C18 s velikosti ¢astic 2,6 pm. Divodem
pro zménu stacionarni faze byla vyssi odolnost faze Kinetex EVO-C18 vici bazickému
prosttedi, kterému bude v nésledujicich experimentech ¢asto vystavovana. Pro porovnani byla
jesté k testovani ptidana faze Aeris Peptide XB-C18 s velikosti ¢astic 3,6 pm. Pro samotny
experiment byly pouzity tfi kolonky, kazd4 s jinou testovanou fazi, a byla provedena separace

na MALDI desticku podle protokolu 3.3.2.

Nové kolonky s v§emi 3 stacionarnimi fazemi byly pfed pouzitim proplachnuty 20 pl
methanolu. Nasledna separace peptidi ukazala, ze faze Ascentis ES-C18 a Kinetex EVO-C18
vykazuji velice podobnou Uc¢innost. Spektra ziskand separaci na fazi Aeris XB-C18 vSak
postradala nékteré piky. Z tohoto divodu byl pro nasledujici experimenty provadéné na
stacionarni fazi C18 v kolonce zvolen typ faze Kinetex EVO-CI8, jez by také mél byt

nejodolngjsi viici pisobeni roztoki s vyssim pH.

4.3 Modifikac¢ni reakce

Modifikace peptidi za uCelem dosazeni snadnéjSi interpretace tandemovych
hmotnostnich spekter pro de novo sekvenaci proteind je jednim z G¢innych zpusobu, jak
stanovit pofadi aminokyselin proteinu. V této diplomové praci byla zaméfena pozornost
pfedevSim na guanidylaci, modifikaci sulfonovanymi ¢inidly a dimethylaci. Cilem bylo
zopakovat jiz optimalizované postupy, a vyzkouset nové alternativy, jak peptidy modifikovat.

Dale bylo také vyzkouSeno obohaceni peptidit modifikovanych sulfonovanymi Cinidly dvéma
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riznymi metodami a modifikaci ethylesterifikaci. Obecnou snahou bylo ptevést veskeré reakéni

kroky z mikrozkumavky na stacionarni fazi se zachycenymi peptidy.

4.3.1 Guanidylace tryptickych peptidi myoglobinu na kolonce

Prvotni pokusy byly provedeny dle postupu v diplomové praci Be. Jitky Vitové [58],
ktera vychazela z publikace autord Beardsley a Reilly z roku 2002 [59]. V tomto postupu byl
pouzit jako pufr pro guanidylacni smés 14 % NH4OH. Nejprve byla pomoci tohoto experimentu
ovéfena funkcnost nové stacionarni faze Kinetex EVO-C18. Naslednou analyzou
v hmotnostnim spektrometru bylo zjisténo, Ze se peptidy t€inné€ zachytavaji na stacionarni fazi,
pritok reakéni smési je neuvoliuje ze stacionarni faze a po eluci nedochazi k zanaseni kolony

vzorkem z piedchozi reakce.

Dale byla provedena série experimentl pro optimalizaci reak¢éni doby, kdy byly pouzity
reak¢ni doby 10, 30 a 60 minut. Spektra takto modifikovanych peptidii napovidala, ze reakéni
¢inidlo, které bylo pouzito pro vSechny tfi reakce, podléha rychlé degradaci jiz po par desitkach
minut a jeho UCinnost se tim snizuje. Proto vznikla potieba najit vhodnégjsi pufr, ktery by
dostate¢né zajistil zasadité prostiedi o pH>10 a neobsahoval primarni aminovou skupinu (ve
srovnani s doporu¢enymi hydroxidem amonnym v publikaci [59]), ktera by reagovala
s OMIMHS. Témto podminkam vyhovoval 0,5 M roztok Na,COs (pouzity téz v [59]) a 0,72 M
roztok NasPOs. Ve spektrech peptidii modifikovanych reakéni smési s pufrem Na,COs se ve
zvySené mife objevovali nezadouci piky +15 m/z jednotek oproti piivodni m/z hodnoté
modifikovaného peptidu, proto byl tento pufr z nasledujicich experimentii vylouc¢en. Pufry
NH4OH a NasPOs byly dale porovnany s ohledem na jejich stabilitu v ¢ase. Oba roztoky byly
pfipraveny Cerstvé tésné pred zacatkem reakéniho kroku prvni modifikace a byla provedena
modifikace peptidll na stacionarni fazi v kolonce, ktera trvala 15 minut. Nasledné byly obé
reak¢éni smési ponechany stat 1,5 hodiny pii pokojové teploté na laboratornim stole a znovu
s nimi byla provedena modifikace peptidi. Modifika¢ni reakce byla dale provedena 3,5 ha23 h
po ptipravé reakéni smési. Porovnanim spekter (Obrazek 25. ) 1ze sledovat u€innosti reakce za
pouziti jednotlivych pufrl v zavislosti na staii pripravené reakéni smési. Pro ukazku byl vybran
peptid KGHHEAELKPLAQSHATK s m/z = 1982,0566, ktery ma 2 vynechana $t€pna mista
a pro uplnou modifikaci potiebuje pieménu vSech 3 lysinovych zbytkil (oekavand m/z po
modifikaci vSech lysinovych zbytki je 2108,1220); peptidy s teoretickymi m/z = 2024,0784
asm/z = 2066,1002 jsou pouze produkty ¢aste¢né modifikace. Na spektrech 1A az 1D je
porovnana degradace reak¢ni smési s pufrem NHsOH (1A — Cerstva reakéni smés; 1B — 1,5 h

stara smes; 1C — 3,5 stara smes; 1D — 23 h stara smés), kde bylo potvrzeno, ze tato reakéni smés
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podléhala velmi rychlé degradaci jiz v prvni hodin€¢ a po 23 hodinach nevykazovala témét
zadnou reaktivitu, protoze sledovany peptid nebyl viibec modifikovany. Na spektrech 2A az
2D je analogicky porovnana reaktivita reakéni smési obsahujici pufr NasPOs (2A — Cerstva
reakcni smés; 2B — 1,5 h stard smés; 2C — 3,5 h stard smés; 2D — 23 h stard sm¢s). Zde je patrné,
ze reakéni smés vykazovala mnohem vyssi stabilitu v ¢ase, byt reakce s Cerstvé pfipravenou
smési v NH4OH probihd o néco rychleji nez v NasPOs pufru (Obrdzek 25, Cast 1A a 2A).
Nicméné v porovnani s amonnym pufrem je stabilita této reakéni smési stale lepsi a i po
23 hodinach ma reak¢ni smés stale schopnost alespon ¢aste¢né modifikovat peptid, coz je
vyhodné obzvlasté pro reakce probihajici delsi dobu nez nékolik minut. Proto byl roztok

0,72 M NasPOs zvolen jako vhodny pufr pro guanidyla¢ni smes.
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Obrazek 25. Porovnani pufrii pro guadinylaci v kolonce. Spektra 1A — 1D jsou pro reakéni smés
s pufrem NH4OH; spektra 2A — 2D jsou pro reakéni smés s pufrem NazPOa. Stafi reakénich
smési: spektra 1A a 2A jsou Cerstvé reakéni smési, 1B a 2B jsou 1,5 h staré reakéni smési,
1C a 2C jsou 3,5 h staré reakcéni smési a 1D a 2D jsou 23 hodin staré reakéni smési.

Pro pufr NasPO4 byla nasledné provedena optimalizace reakéni doby, kdy byly zvoleny
doby inkubace 10, 15 a 30 minut. Porovnani spekter stejného vzorového piku (viz Obrdzek 25)
ukazalo prib¢h reakce v ¢ase (Obrazek 26; spektrum A — 10 minut; spektrum B — 15 minut;
spektrum C — 30 minut). Z porovnani spekter je patrné, Ze reakéni doba 30 minut je optimalni
a dostacujici pro vétsinu peptidi — viz spektrum peptidi po reakci trvajici 30 minut
(Obrazek 27); piky ve spektrech s m/z = 1980 pochazi z jiného peptidu. Proto byla tato reakéni
doba zvolena pro vSechny nésledujici experimenty, kde bylo tfeba guanidylace postrannich

lysinovych fetézct. Delsi plisobeni reakéni smési na peptidy neni vhodné, nebot’ by dochéazelo
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k nezddouci modifikaci N-konct peptidd. Ve srovnani s pivodnim spektrem
nemodifikovanych tryptickych peptidit myoglobinu (Obrdzek 24), doslo u peptidii obsahujicich
lysin (viz Tabulka 2) ke zvySeni hmotnosti peptidu o 42,022 Da za kazdy obsazeny

aminokyselinovy zbytek lysinu.
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Obrdazek 26. Porovnani G¢innosti guanidylacni smési pfi reakci na stacionarni fazi v kolonce.
Spektra ukazuji  zavislost reakce v Case s pufrem NasPOs na peptidu
GHHEAELKPLAQSHATK. Spektrum A — inkubace 10 minut, spektrum B — inkubace
15 minut, spektrum C — inkubace 30 minut.
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Obrazek 27. Spektrum tryptickych peptidi myoglobinu guadinidylovanych 30 minut na
stacionarni fazi v kolonce.
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4.3.2 Modifikace tryptickych peptida myoglobinu pomoci
4-sulfofenylisothiokyanatu na stacionarni fazi v kolonce

V tomto kroku bylo cilem ovéfit, ze derivatizace peptidi  pomoci
4-sulfofenylisothiokyandtu bude probihat i na nové zvolené stacionarni fazi. Byl proto
aplikovan optimalizovany postup z diplomové prace Be. Jitky Vitové [58], ktera dale vychazela
z prace Wang et al. zroku 2004 [45]. Pouzita reakéni doba pro reakci na kolonce byla
120 minut pii teploté 55 °C. Podle posunu m/z hodnot pikli ve spektru peptidit modifikovanych
pomoci SPITC o hodnotu 214,9711 Da oproti piivodni m/z hodnoté je patrné, ze reakce
probéhla uspésné. Nicméné nékteré peptidy (napt. s m/z 1271 a 1606) nebyly kompletné
modifikované a n¢které nemodifikované peptidy byly ve spektru stale pfitomny (Obrazek 28).
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Obrazek 28. Spektrum peptidii trypticky Stépeného myoglobinu modifikovanych pomoci
SPITC po dobu 120 minut pii 55 °C na stacionarni fazi v kolonce.

Drobnou modifikaci pivodniho protokolu byla vyména 5% TFA za 0,1% TFA,
pouzivané pro proplach po reakénim kroku. Duvod je podrobnéji rozebran v kapitole 4.4.1, kdy
bylo pozorovano, ze 5% TFA nam po urcité dob¢ zplisobuje c¢astecnou Edmanovu degradaci

peptidi modifikovanych SPITC.

4.3.3 Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu guanidylaci a nasledné pomoci
4-sulfofenylisothiokyanatu na stacionarni fazi v kolonce
Dalsi ¢asti experimentl bylo spojit za sebou guanidylacni reakci s modifikaci pomoci

SPITC na peptidech zachycenych na stacionarni fazi v kolonce tak, aby nejprve doslo
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k zablokovani e-aminovych skupin lysini pomoci guanidylace a nasledné k modifikaci
N-konct peptidi pomoci SPITC. Spojeni guanidylace a modifikace pomoci SPITC je popsano
mj. v ¢lanku Chen et al. z roku 2004 [46]. V této diplomové praci byly tyto modifikace
provedeny v kapilarni kolonce naplnéné stacionarni fazi Kinetex EVO-C18 (2,6 pum, typ
core-shell). Po modifika¢nich reakcich by mély téméf vSechny peptidy vykazovat m/z hodnotu
vyssi o |L| - 42,0218 + 214,9711, kdy |L| je pocet lysind v peptidu. Tabulka 2 obsahuje tyto

teoretické hodnoty.

Nejprve byla provedena optimalizace reakéni doby pro modifikacni krok s SPITC pro
ovéieni skuteCnosti, ze 120 minut pii 55 °C je dostacujicich. Byly vybrany casy 30, 60
a 120 minut pfi teploté 55°C a pro SPITC derivatizaci byly pouzity peptidy guanidylované na
stacionarni fazi v kolonce po dobu 30 minut v NasPOs pufru. Obrdzek 29 zobrazuje spektra
modifikovanych peptidii po rizné¢ dlouhou reakéni dobu. Spektrum A ukazuje modifikaci
peptidi pomoci SPITC po dobu 30 minut, spektrum B po dobu 60 minut a spektrum C po dobu
120 minut. Lze pozorovat, Ze v ptipadé¢ reakéni doby SPITC 30 a 60 minut jsou guanidylované
peptidy derivatizovany podstatné méné nez po 120 minutach, kdy ve spektru prevladaji peptidy
modifikované pomoci SPITC. Tato skute¢nost je napt. vidét na guanidylovanych peptidech
s teoretickou m/z hodnotou 1313,6848 a 1606,8547, které se po modifikaci s SPITC méni na
piky s teoretickou m/z hodnotou 1528,6559 a 1821,8258.

To, ze se ve spektru stale vyskytuji nékteré piky odpovidajici nederivatizovanym
peptidim pomoci SPITC, nemusi nutné znamenat malo ti¢innou modifikaci s SPITC, ale muze
to téz byt zplisobeno horsi ionizovatelnosti peptidit majicich sulfoskupinu (v pozitivnim modu)
ve srovnani s ionizovatelnosti peptidii postradajicich navazanou sulfoskupinu. Snizeni
ionizovatelnosti peptidii modifikovanych pomoci SPITC bylo vyhodnoceno pro peptidy
modifikované pomoci SPITC, které nepodlé¢haly guanidylaci, nebot” pro peptidy majici
lysinovy zbytek podléhajici guanidylaci nebyl k dispozici definovany ptidavek standardnich
guanidylovanych tryptickych peptidi myoglobinu. V provedeném porovnani byly zméfeny
plochy piku ptivodniho nemodifikovaného a komplementarniho modifikovaného peptidu ze
vzorku po provedené guadinylacni reakci a modifikaci pomoci SPITC. Dale byl zméten stejny
vzorek s piidavkem stejného molarniho mnozstvi nemodifikovanych peptidi jako bylo peptidi
vstupujicich do derivatiza¢nich reakci, a byly spocteny poméry ploch nemodifikovanych a
modifikovanych pikl. Ukdazalo se, Ze modifikace peptidi pomoci SPITC probiha témér
kvantitativné (99,0 % pro peptid ALELFR a 99,8 % pro peptid VEADIAGHGQEVLIR),

ackoliv to tak pfi prvnim pohledu na spektrum (Obrdzek 29, ¢ast C) nevypada. MlzZe za to praveé
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snizena ionziovatelnost modifikovanych peptidii, které maji slabsi intenzitu piki nez ptivodni
peptidy, a proto se nemodifikované peptidy jevi stile relativné intenzivni. Pomér
ionizovatelnosti modifikovaného peptidu ALELFR vi¢i nemodifikovanému peptidu vysla
19.1 %, a v ptipad€ peptidu VEADIAGHGQEVLIR vyslo 3,9 %. Vysledné hodnoty t¢innosti
modifikace a ionziovatelnosti shrnuje Tabulka 3 a jsou primérem 6 hodnot vyhodnocenych
ze 12 spekter, kdy 6 spekter bylo méteno pro vzorek modifikovanych peptidl a 6 spekter pro

vzorek modifikovanych peptidi s definovanym ptidavkem nemodifikovanych peptidu.
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Obrazek 29. Porovnani spekter modifikovanych peptidi guanidylaci a nasledné pomoci SPITC
s riznou dobou reakce s SPITC (spektrum A — reakce s SPITC 30 minut, spektrum B — reakce
s SPITC 60 minut, spektrum C — reakce s SPITC 120 minut; vSe pii 55 °C)

Tabulka 3. Vyhodnoceni uc¢innosti modifikace pomoci SPITC pro peptidy nepodléhajici
guanidylaci, a jejich ionizovatelnosti.

Monoizotopicka
molekulovd hmotnost
peptidu po modifikaci

Primérna ionizovatelost
modifikovaného peptidu oproti

Primérna
ucinnost

Monoizotopicka

Aminokyselinova
ky: molekulovd hmotnost

sekvence peptidu

peptidu bez modifikace pomoci SPITC reakce peptidu bez modifikace
ALELFR 7484352 963,4063 90,0 % 191 %
VEADIAGHGQEVLIR 1606,8547 1821,8258 99,8 % 39 %
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Moditikace pomoci SPITC peptidi je provadéna pro zjednoduSeni nasledného MS/MS
spektra derivatizovaného prekurzoru. Proto bylo pro ukazku de novo sekvenace vybrano
MS/MS  spektrum  peptidu sm/z=1821.8 (Obrdazek 30) odpovidajici peptidu
VEADIAGHGQEVLIR. Spektrum je snadno interpretovatelné a jak bylo ptredpokladano,
objevuji se zde pouze y-ionty. Typickym jevem pro MS/MS spektrum peptidu modifikovaného
pomoci SPITC je intenzivni pik se ztrdtou 215 Da vuci prekurzoru, ktery odpovida ztraté
modifika¢niho ¢inidla (zde pik s m/z = 1606,82). To ma za disledek snizeni intenzity ionti
pochézejicich z fragmentace peptidického fetézce a spektrum se stdva obtiznéji
vyhodnotitelnym, protoze nékteré fragmentové ionty pak mohou zcela chybét. DalSim
intenzivnim fragmentem v téchto spektrech byva se ztratou 173 Da (zde s m/z 1648,79), ktery
odpovida ztrate¢ ¢asti modifikacniho ¢inidla. Obrdzek 31 znazornuje schéma Stépeni vazeb
Vv misté navazani SPITC cinidla na peptid a vysvétluje vznik fragmentovych iontl s vysSe

uvedenymi ztratami (ionty s m/z = 1606,82 a s m/z = 1648,79).
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Obrazek 30. MS/IMS spektrum tryptického peptidu myoglobinu (VEADIAGHGQEVLIR)
modifikovaného pomoci SPITC (m/z prekurzoru 1821,8).
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Obradzek 31. Schéma zndzornujici mista Stépeni vazeb mezi peptidem a navazanym
modifika¢nim ¢inidlem SPITC.
4.3.4 Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu pomoci
4-chlorosulfofenylisokyanatu v roztoku

V ptedchozi kapitole bylo uvedeno, ze SPITC derivatizované peptidy se nejsnaze
fragmentuji odstépenim SPITC ¢inidla (Obrazek 30). To v disledku zptsobuje mensi intenzitu
informativnich fragmentovych iontll vznikajicich $t€épenim peptidickych vazeb v molekule
peptidu a tim snizeni kvality MS/MS spektra. V publikaci Shin et al. z roku 2007 bylo pro
modifikaci peptidl pouzito ¢inidlo SPC, které modifikuje peptidy analogickym zplsobem jako
¢inidlo SPITC (viz Obrazek 10) [47]. MS/MS spektra takto modifikovanych peptida
neobsahovala tolik intenzivni fragmentovy pik odpovidajici ztrat¢ modifikacni skupiny
(4-sulfofenylisokyanat), coz vedlo k domnénce, ze by pouziti tohoto ¢inidla pro zavedeni
modifikace na N-konec peptidu zvysilo intenzitu fragmentovych iontl relevantnich pro de novo
sekvenaci. Cilem tedy bylo tuto skutecnost ovéfit a pfevést danou reakci do formatu modifikace

peptidl na stacionarni fazi.

Podle protokolu v publikaci [47] bylo SPC rozpusténo v ACN a piidano k vodnému
roztoku peptidi s pyridinem. ACN (podobné jako jina organické rozpoustédla) vSak zplisobuji
eluci peptidi z kolonky (obsahujici reverzni stacionarni fazi) spolu s proteklym ¢inidlem,
a proto je tato varianta nevhodna pro format reakce na stacionarni fazi. Prvotni pokusy rozpustit
SPC ve vodeé byly neuspésné, latka je siln¢ hydrofobni a ani zvySeny podil ACN, ktery by jeste
neeluoval peptidy (pfiblizn€ do 10 %), nestacil k rozpusteéni tohoto ¢inidla. To je vyrazny rozdil
ve srovnani s SPITC, které je ve vode rozpustné, v Cistém ACN nikoliv, ale v ACN s mensim
podilem vody (napt. 15%) se stale rozpousti. Proto dal§im postupem bylo vyzkouSeni
puvodniho protokolu reakce podle publikace alesponi pro pfipadnou modifikaci peptidi
v roztoku. Spektrum (Obrazek 32) ziskané touto modifikaci peptidit v roztoku vsak nebylo
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uspokojivé. Nekteré peptidy byly sice spravné modifikované, ale zaroven se ve spektru objevily
signaly peptidl vykazujicich naptiklad ztratu 18 Da (teoreticky pfipada v uvahu ztrata vody),
dale pak ztratu 38 a 44 Da. Tyto vedlejsi produkty se nepodatilo spolehlivé identifikovat.
Nespecifické reakce SPC cinidla vyrazné snizuji signal modifikovanych peptidii a vyrazné
komplikuji interpretaci. Obzvlast v ptipad€ komplexnéjSich vzorkt je tento zpiisob modifikace

peptidi nepouzitelny.
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Obradzek 32. Spektrum tryptickych peptidi myoglobinu modifikovanych pomoci SPC
v roztoku, spravné modifikované peptidy jsou zakrouzkované.

4.3.5 Modifikace tryptickych peptidi myoglobinu guanidylaci a nasledné sulfonaci
pomoci 4-sulfofenylisothiokyanatu na stacionarni fazi v roztoku

Ptes vysoky podil modifikovanych peptidl ve vzorku po derivatizaci na staciondrni fazi
v kolonce, zustaval v eluatu stale maly podil nemodifikovanych peptidi. Proto byl hledan
zpusob, jak docilit jeSté¢ kompletnéjsi konverze. Prvni domnénkou, pro¢ nedochazi k Gplné
modifikaci, bylo to, Ze je vV kolonce omezena vymeéna reakéniho roztoku na povrchu stacionarni
faze, kde jsou zachycené peptidy. Dal§im divodem byla snaha zavést protokol pro zpracovani
vétsiho mnozstvi smési peptidu (fadoveé stovky pg). Proto cilem dalsiho experimentu bylo
provést reakci s peptidy na stacionarni fazi volné suspendované v roztoku ve zkumavce.
Pievedenim stacionarni faze pouzité v kolonce (Kinetex EVO-C18) do roztoku vsak bylo
zjisténo, Ze tato stacionarni faze v prostiedi 2 % ACN s 0,1 % TFA nezlstava ve vznosu, ale
lepi se na stény zkumavky, tvofi shluky a tento stav nebylo mozné zmeénit ani tfepanim ¢i

ultrazvukem. To, aby faze byla neustidle ve vznosu, bylo dilezité praktické kritérium pro
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spravné navazani peptidd, pro dobrou pfistupnost pro reak¢ni ¢inidla a pro snadny oplach. Proto
bylo otestovano nékolik dalSich typl stacionarni faze pro jejich mozné pouziti derivatizace na

stacionarni fazi v roztoku.

Testovani stacionarni faze Hypercarb

Prvnim kandidatem na vhodnou staciondrni fazi se stala stacionarni faze porézniho
grafitického uhliku s ndzvem Hypercarb s velikosti ¢astic 5 um. Tato faze zistavala ve vznosu
i ve 2% ACN s0,1% TFA a manipulace s ni byla snadna, proto byla tato faze podrobena
dalsimu testovani. Jelikoz byla ocekavana univerzalnost pouziti stacionarni faze jak v roztoku,
tak 1 v kolonce, byla nejprve vyzkousena separace nemodifikovanych peptidd na kolonce.
Separace probihala dobfe, jen ve srovnani s fazi Kinetex EVO-CI18 byla separa¢ni Gi¢innost
niz$i a eluce peptidt probihala az s vy$sim podilem ACN (vhodny gradient byl sloZen z frakci
12, 20, 28, 36, 44 a 52% ACN s 0,1% TFA). Dale byl ovéien prubéh guanidylacni reakce na
peptidech zachycenych na stacionarni fazi Hypercarb. Modifikace peptidi byla uspésna, ale
peptidy bylo mozné vyeluovat az s pouzitim vy$siho podilu ACN, coZ posouvalo gradient nutny
pro eluci az k 85% ACN s0,1% TFA. Poté byla provedena guanidylace peptidi na této
stacionarni fazi v kolonce i s naslednou modifikaci pomoci SPITC. Pfi eluci gradientem ACN
se ale ve spektru derivatizovaného vzorku neobjevili zadné piky. Pii aplikaci separace se sice
objevili signaly peptidl, ale také se ve spektrech objevovaly piky, které neodpovidaly ani
ptvodnim ani modifikovanym peptidim. Piky byly navic vidét i v elu¢ni frakci 95% ACN
s 0,1% TFA. Pro ovéfeni, Ze zadné peptidy nejsou odplaveny béhem nanaSeni sulfonac¢niho
¢inidla, byla zachycena a na reverzni fazi C18 purifikovana pouzita reak¢éni smés, ktera po
naneseni protekla kolonkou, spolu s proplachy po reakéni fazi. Spektra v§ak neprokézala Zadné

ztraty peptida.

Vse tak naznacovalo, Ze peptidy po modifikaci vykazuji vyssi afinitu ke stacionarni fazi
Hypercarb a je obtizné je pak eluovat. Ukazalo se, Ze peptidy tak zlstavaji stale zachyceny na
stacionarni fazi v kolonce a v ¢ase degraduji, coz vysvétluje piky s jinymi naméfenymi m/z
hodnotami, nez byly ocekavany. Skutenost, ze je kolonka zanasena peptidy, potvrdil
experiment, kdy byla diive pouzita kolonka proplachnuta gradientem ACN s 0,1% TFA bez
pfedchoziho naneseni vzorku a byla provedena ,,separace na €isto* pfimo na MALDI desticku.
Bez proplachu po predchozim gradientu ACN byl na stejnou kolonu pouzit gradient ACN
s 1% TFA, popft. eluéni roztok 80% ACN s 1% NH4OH. Nutno podotknout, Ze kolonka byla
pred témito proplachy pouzita pouze jednou pro guanidylaci peptida s ndslednou modifikaci

pomoci SPITC a po ukonceni tohoto experimentu byla fadné¢ proplachnuta 80% ACN
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s 0,1% TFA, teoreticky by proto pii spravné eluci nemély byt pfitomny zadné peptidy.
Vysledky této eluce (proplachu) kolonky ovSem ukézala, Ze kolonka je silné¢ zanesena, ve
spektrech byly pfitomny piky o vysoké intenzité, a ackoliv vysledky ukazovaly, Ze po prvni
gradientové eluci s ACN s 0,1% TFA je kolonka jiz proplachnuta, zménou elu¢niho ¢inidla
bylo presto vyeluovano velké mnozstvi peptidi. Jelikoz nebyl nalezen vhodny
elu¢ni/promyvaci roztok, ktery by zajistil uplnou eluci modifikovanych peptidi z kolonky

obsahujici stacionarni fazi Hypercarb, nebyla proto tato stacionarni faze dale pouzivana.

Testovani jinych staciondrnich fazi o ruznvch velikostech ¢astic

Po neuspésné aplikaci stacionarni faze Hypercarb bylo vybrano pét dalSich
staciondrnich fazi dostupnych v laboratofi, které by mohly byt pouzity pro modifikaci peptidi

na volné stacionarni fazi v roztoku.

Ascentis ES-C18 a Porosil Gold 300 C18 vykazovaly stejné vlastnosti jako ptivodni faze
Kinetex EVO-C18, ve 2% ACN s 0,1% TFA se shlukovaly a lepily na sténu, a proto nebyly
tyto faze vhodné pro uspotadani reakce na stacionarni fazi ve zkumavce. Stacionarni faze
POROS R2 a POROS R3 OLIGO se ukazaly jako vhodné alternativy, jejich Castice jsou
V porovnani s ostatnimi testovanymi fazemi pomérné velké (20 a 30 um) a i ve 2% ACN
5 0,1% TFA zustavaly stale ve vznosu. Proto bylo ptistoupeno K testovani u¢innosti modifikace

peptidl zachycenych na volnych €asticich téchto stacionarnich fazi suspendovanych v roztoku.

Modifikace peptidi byla provedena podle protokolu 3.4.5. Porovnanim spekter
modifikovanych peptidi na jednotlivych fazich (Obrdzek 33) bylo zjiSténo, ze modifikace
guanidylaci a nasledn¢ pomoci SPITC probiha 1épe na stacionarni fazi POROS R2, nicméné
ani na jedné z téchto stacionarnich fazi neprob&hla modifikace pomoci SPITC kvantitativné.
Na spektru peptidit modifikovanych na fazi POROS R2 je patrné, Ze guanidylované peptidy
jsou pfeménény vice neZ peptidy modifikované na fazi POROS R3 OLIGO. Ptikladem muize
byt guanidylovany peptid s teoretickou m/z 1313,6848, ktery ma po modifikaci s SPITC
teoretickou m/z 1528,6559 a guanidylovany peptid s teoretickou a s m/z1420,8635, ktery ma
po modifikaci s SPITC teoretickou m/z 1635,8346.
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Obrazek 33. Porovnani modifikace tryptickych peptidi myoglobinu na ruznych volnych
stacionarnich fazi v roztoku guanidylaci s naslednou modifikaci pomoci SPITC.

Tabulka 4 porovnava vlastnosti vSech testovanych stacionarnich fazi a jejich
pouzitelnost pro modifikaci peptidii na volné stacionarni fazi v roztoku. Z vysledkti uvedenych
vySe, se jako nejlepsi jevi stacionarni faze POROS R2. Alternativou vSak miiZe byt staciondrni
faze POROS R3 OLIGO, ktera vykazuje podobné vlastnosti jako POROS R2.

Tabulka 4. Porovnani jednotlivych stacionarnich fazi testovanych pro modifikaci peptidi
pomoci SPITC na voln¢ suspendované stacionarni fazi v roztoku.

Velikost Pouzitelnost
Stacionarni faze castic Typ Castic Stav ve 2% ACN _p_r ©
(um) $s0,1% TFA modifikace v
roztoku
Kinetex EVO-C18 2,6 Speviym | i se na stény NE
jadrem
Ascentis ES-C18 2,7 Speviym | i se na stény NE
jadrem
Porosil Gold 300 C18 5 PIné€ porézni | Lepi se na stény NE
Hypercarb 5 PIné€ porézni | Zustava ve vznosu | NE, zandsi se
POROS R2 20 PIn¢€ porézni | Zistava ve vznosu ANO
POROS R3 Oligo 30 Neporézni | Zustava ve vznosu ANO
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4.3.6 Dimethylace tryptickych peptidi myoglobinu za pouziti lehkého a tézkého
formaldehydu znac¢eného deuteriem na stacionarni fazi v kolonce

Jako dal$i metodu pro usnadnéni interpretace MS/MS spekter pro de novo sekvenaci
tryptickych peptidi  myoglobinu byla zvolena dimethylace. Piedlohou pro protokol
modifikovany pro uspofadani reakce na stacionarni fazi v kolonce byla publikace Hsu et al.
z roku 2003 [50]. Metoda je rychla a jednoducha, obvykle je pouzivana pro kvantitativni
analyzu, ale protokol uvedeny v publikaci Boersema et al. z roku 2009 [61] nékdy vyusti
v nekompletni reakci, proto byl pouzit starsi protokol, ktery se nam osvédcil. Dobfie je také
popsana reaktivita formaldehydu v riznych hodnotach pH v publikaci Qin et al. z roku 2012,
kdy se da upravou pH cilit pouze na modifikaci N-konce peptidu [51]. Nejprve byla provedena
dimethylace lehkym formaldehydem na kapilarni kolonce se stacionarni fazi Kinetex EVO-C18
a nasledn¢ i s tézkym formaldehydem znadenym pomoci deuteria. Obrazek 34 porovnava
spektra peptidi dimethylovanych lehkym (spektrum A) a tézkym (spektrum B)
formaldehydem. Uspé&snost reakce byla zjiiténa nariistem hmoty peptidt o 28 Da, respektive o
32 Da (pro deuterovany formaldehyd) v porovnani s hmotami guanidylovanych peptidu;
Tabulka 2 obsahuje teoretické m/z hodnoty dimethylovanych peptidi pomoci lehkého
formaldehydu. Jelikoz reakce neprobéhla v plném rozsahu a malé mnozstvi peptidt zistalo
nemodifikovanych, byla vyzkouSeno i opakované provedeni reakce, kdy po provedeni prvni
reakce byla znovu natazena reakéni smés do mikrostiikacky a protlacena kolonkou. Zlepseni
vytéznosti reakce nebylo bohuZel natolik vyznamné, aby tento krok byl zatazen do protokolu

pro dal$i experimenty.
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Obrazek 34. Spektra tryptickych peptidi myoglobinu dimethylovanych na kolonce.
Spektrum A jsou peptidy dimethylované lehkym formaldehydem a spektrum B jsou peptidy
dimethylované t¢Zkym (deuterovanym) formaldehydem.

Pro vytvoteni spektra smési peptidii dimethylovanych lehkym a t€Zkym formaldehydem
smisenych v poméru 1:1 bylo nutné zajistit stejné experimentalni podminky. Modifikace byly
provedeny ihned po sobé s pouzitim stejné kolonky, Cerstvych roztokd peptidd i ostatnich
¢inidel. Obrazek 35 ukazuje spektrum této smési. Piky by ve spektru mély byt stejné intenzity
oddélené od sebe 4 jednotkami m/z. Uplné stejné intenzity pikii nebylo dosazeno. Nebyl také
rozdilh

zaznamenan jednotny trend intenzit pikG (dimethylované peptidy lehkym

formaldehydem nebyly vzdy niz$i intenzity, nez peptidy dimethylované tézkym
formaldehydem). Tomuto problému zde nebyla vénovana dal$i pozornost, nebot’ tato spektra
pro kvalitativni vyhodnoceni plné postacuji, nicméné v ptipad¢ kvantitativni analyzy by tato

chyba zbyte¢né snizovala ptesnost analyzy.
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Obrdzek 35. Spektrum smési tryptickych peptidd myoglobinu dimethylovanych lehkym
a tézkym formaldehyden, smisenych v poméru 1:1.

Pro porovnani G¢innosti reakce byla dimethylace také provedena ve zkumavce, kdy
Z kolonky byly nejprve vyeluovany guanidylované peptidy a naslednd dimethylace byla
provedena ve zkumavce. Porovnanim spekter dimethylovanych peptidi na stacionarni
fazi  kolonce a vroztoku bylo zjisténo, Ze dimethylace je stale vyhodné&jsi provadét
V kolonkovém formatu, jelikoz Gc¢innost reakce v roztoku neni vyrazné lepsi nez na kolonce.
Peptidy dimethylované v roztoku je totiz nutné navic purifikovat na staciondrni fazi, coz
prodluzuje dobu analyzy a komplikuje protokol. Peptidy dimethylované na kolonce 1ze snadno
oplachnout od reagenci, 1ze je z kolonky rovnou eluovat, poptipad¢ separovat a vzorek mulize

byt podroben analyze na hmotnostnim spektrometru.

Pro ukazku usnadnéni zplsobu intepretace spekter dimethylovanych peptidi jsou
porovnana MS/MS spektra prekurzora s m/z 776,39 a sm/z 780,40 (Obrazek 36), které
pochézeji ze stejného puvodniho peptidu, ale 1i§i se zpusob jejich dimethylace: u prvniho
peptidu byl pouzit lehky formaldehyd CH20, u druhého peptidu tézky formaldehyd znaceny
deuteriem (CD20). Tuén¢é jsou zvyraznény ionty odvozené od N-konce peptidu, coz jsou
b-ionty, prislusné ztraty od b-ionti, nebo a-ionty a jejich pfislusné ztraty. V porovnanych
spektrech jsou patrné posuny m/z hodnot o 4 jednotky ktery zplsobil deuteriem znaceny
formaldehyd. Ionty odvozené od C-konce (y-ionty) zustavaji v obou spektrech nezménéné.
Alternativou porovnani dvou spekter je zvoleni prekurzoru ze spektra smési peptida

modifikovanych lehkym a tézkym formaldehydem v poméru 1:1 (Obrazek 35) tak, aby
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procesem vybéru fragmentovanych iontl prosli oba prekurzory modifikované jak lehkym, tak
1 tézkym formaldehydem. Ve vysledném MS/MS spektru se potom N terminalni ionty zobrazi
jako dublety. Vyhodou tohoto pfistupu je menSi pocCet méfeni a dat, snaz$i zpracovani
komplexnéjsich peptidovych smési; nevyhodou je vSak zvysena sloZitost spektra a nékteré ionty

se mohou piekryvat.
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Obrazek 36. Porovnani MS/MS spekter dimethylovanych peptidi s m/z 776,39 as m/z 780,41.
Tuéné jsou zvyraznény ionty odvozené od N-konce peptidu.
4.3.7 Esterifikace tryptickych peptidi myoglobinu v roztoku

Pro doplnéni vyctu metod byla vybrana esterifikace, presnéji ethylesterifikace. Ackoliv
pro esterifikaci je u€innéj$i methanol, vykazuje spoustu nezadoucich vedlejsich reakci. Proto
byl vybran ethanol jako optimalni reakcni Cinidlo. Reakce probéhla ve zkumavce a naméfena
spektra obsahovala ocekavané hodnoty (viz Obrdzek 37). Posun esterifikovanych peptida zavisi
na poc¢tu COOH skupin peptidu, Tabulka 2 obsahuje teoretické m/z hodnoty
ethylesterifikovanych peptidi, kdy byl vypocitan posun jako m/z = |C| - 28,0313, kde C je
pocet COOH skupin peptidu.
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Obrazek 37. Spektrum ethylesterifikovanych tryptickych peptidi myoglobinu v roztoku.

Pro ukazku usnadnéni intepretace MS/MS spekter ethylesterifikovanych peptida byly
porovnany spektra peptidu s m/z 748,42 (nemodifikovany peptid) a jeho modifikované verze
0 m/z 804,45 (Obrazek 38). Z rozdilu hmotnosti peptidu je jiz zjisténo, ze peptid obsahuje dveé
karboxylové skupiny (posun o 56 hmotnostnich jednotek). Nejprve byla ve spektrech zjisténa
b-iontova série (tuéné zvyraznénd): bi-ionty nebyly nalezeny, nasledujici bz-ionty mély
shodnou m/z hodnotu, coz vypovida, Ze prvni dvé aminokyseliny neobsahuji COOH skupinu
(¢teme od N-konce). Nasledujici bz-iont pochazejici z modifikovaného peptidu jiz vykazuje
posun o 28 hmotnostnich, znamena to, ze tfeti aminokyselina je bud’ kyselina glutamova ¢i
asparagova. Zbytek b-ionti jiz dal$i vys$i posun nevykazuje, coz souhlasi se skute¢nosti
oobsahu dvou karboxylovych skupiny (karboxylova skupina na bo¢nim fetézci
aminokyselinového zbytku a karboxylova skupina na C-konci peptidu). Doplnénim y-iontové
série (zvyraznéna podtrzenim) zjistujeme, ze peptid ma na C-konci arginin, yi-ys-ionty
pochézejici z modifikovaného peptidu vykazuji posun o 28 hmotnostnich jednotek, ys-iont jiz
0 56 hmotnostnich jednotek. To podava informaci. Ze aminokyselinovy zbytek s karboxylovou
skupinou v bo¢nim fetézci je jako ¢tvrty od C-konce, z ¢ehoz vypliva, ze peptid obsahuje
6 aminokyselin. Dopocitanim rozdilu mezi jednotlivymi typy fragmentovych iontd byla
stanovena sekvence A(I/L)E(I/L)FR, ktera souhlasi s teoretickou sekvenci peptidu ALELFR
s vypoctenou hmotnosti 748,4352 Da (Tabulka 2). U takto kratkého peptidu s nizkym poctem

karboxylovych skupin neni problém zjistit jeho sekvenci, problém ve vyhodnoceni spektra by
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nastal u peptidu s dlouhou aminokyselinovou sekvenci a vysokym vyskytem karboxylovych

skupin; takové spektrum by pravdépodobné bylo obtiznéji interpretovatelné.
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Obrazek 38. Porovnani MS/MS spekter peptidu s m/z 748,42 a jeho ethylesterifikované formy
s m/z 804,45. Tuéné je zvyraznéna b-iontova série, podtrzenim je zvyraznéna y-iontova série.
4.4 Obohaceni peptidi modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly

Jelikoz nebylo dosazeno kompletni derivatizace SPITC peptidd jak v kolonce, tak ani
v roztoku, bylo rozhodnuto vyuzit obohacovacich technik pro zakoncentrovani
modifikovanych peptidli obsahujicich sulfonovou skupinu. Pro experimentalni ¢ast této prace
byly vybrany dvé metody: obohaceni na TiO: Casticich a obohaceni na stacionarni fazi

PolyWAX LP na bazi slabého iontoménice.

4.4.1 Obohaceni peptidit modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly na TiO: éasticich
ve zkumavce

Dtivodem pro zvoleni tohoto materidlu byla schopnost TiO2 ¢astic efektivné obohatit
fosfopeptidy. Jelikoz sulfopeptidy vykazuji podobné vlastnosti, byl divod domnivat se, Ze by
obohaceni mohlo probihat stejn€é. Volba provést obohaceni ve zkumavce byla odiivodnéna
obtiZnosti sestrojeni kolonky, kdy ¢astice maji tendenci protékat i ptes teflonovy filtr a sklenény
filtr by mohl sorbovat nemodifikované peptidy, které by se nasledné eluovaly spolu
s obohacenou slozkou. Pfi praci s volnymi Casticemi je tfeba dbat na zvySenou opatrnost,

Castice se snadno dostavaji do vznosu a hrozi nezddouci nasati ¢astic Spickou.
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Nejprve byl zvolen protokol, kde pufr, ve kterém se nanasely peptidy modifikované
guanidylaci a SPITC ¢inidlem, obsahoval kyselinu mlé¢nou a 5% TFA. Reakce byla provedena
na kolonce, kde se pravé zjistilo, ze Castice unikaly z kolonky, a proto pro nasledujici
experimenty byl format kolonkového uspofddani nahrazen formatem volnych ¢astic ve
zkumavce. Vysledné spektrum prvniho experimentu neobsahovalo ocekavané piky, m/z
hodnoty totiz neodpovidaly hodnotam sulfonovanych peptidi ani nemodifikovanych peptidi.
Po fragmentaci nekterych peptidii ziskanych ze stejného derivatizovaného vzorku, ktery byl
vystaven pusobeni 5% TFA, bylo zjiSténo, Ze v priibéhu obohaceni doslo k ¢astecné Edmanové
degradaci. Diivodem této reakce byla ziejmé pravé 5% TFA, ktera zajistila dostateéné kyselé
prostiedi odstépeni N-koncové aminokyseliny spolu s timto SPITC c¢inidlem. Tato zjisténi
vedlo k nahrazeni 5% TFA za 0,1% TFA v postupu modifikace pomoci OMIMHS a SPITC,
jako preventivni zabranéni degradace peptidi, a také byla nahrazena v protokolu pro obohaceni
sulfonovanych peptidii na TiO2 casticich. Obrdzek 39 zobrazuje spektrum neobohaceného
eluatu derivatizovanych peptidd, ktery byl ziskan eluci z faze Kinetex EVO-CI18 elu¢nim
¢inidlem s obsahem kyseliny mlécné a 5% TFA (spektrum A) a spektrum nezachycené frakce
proteklé kolonkou s TiO2, ktera byla taktéz vystavena pisobeni kyseliny mlécéné a 5% TFA
(spektrum B). V obou piipadech je vidét castecna Edmanova degradace, obzvlast na prikladu
peptidu modifikovaného SPITC s teoretickou m/z 1821,8258 (VEADIAGHGQEVLIR),
u kterého je téZ pozorovan pik bez modifikacni skupiny (m/z 1606,981) a také pik té¢hoZ peptidu
s odstépenym valinovym zbytkem (peptid sm/z 1507,9). Totéz se délo u peptidu
modifikovaného SPITC s teoretickou m/z 1528,6559 (LFTGHPETLEK), kde byl pozorovan
peptid bez SPITC ¢inidla (m/z 1313,77) a pak pik odpovidajici ztraté leucinu z N-konce tohoto
peptidu (m/z 1200,69).
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Obrazek 39. Spektra tryptickych peptidd myoglobinu modifikovanych pomoci OMIMHS a
SPITC z experimentu pro jejich obohaceni na TiO2, kde byl zpozorovan jev caste¢né
Edmanovy degradace; Spektrum A neobohaceny eluat vystaveny ptisobeni kyseliny mlécné a
5% TFA, spektrum B frakce vzorku, ktera protekla kolonkou s TiO», a ktera také byla vystavena
pusobeni kyseliny mlééné a 5% TFA.

Pro potvrzeni hypotézy ¢astecné Edmanovy degradace byly porovnany dvé MS/MS
spektra peptidl, o kterych se ptedpokladalo, Ze jsou pivodem ze stejného peptidu. Byl
fragmentovan peptid sm/z 1606,83, ktery odpovida nemodifikované formé peptidu
VEADIAGHGQEVLIR, a peptid sm/z 1507,77 o kterém se uvazovalo jako o peptidu
s m/z 1606,8547, ale se ztratou N-koncové aminokyseliny valinu. Pokud by se jednalo o stejné
peptidy, nékteré piky by mély mit stejnou hodnotu m/z (napf. y-ionty) a jiné by se mély lisit
pravé o hodnotu (99.07 Da) aminokyselinového zbytku valinu (napf. b-ionty). Tento jev byl
zaznamenan pii porovnani vySe zminénych peptidl, coZz potvrdilo, Ze se jedna o peptidy
stejného puvodu. Obrdzek 40 porovnava MS/MS spektrum peptidu s m/z 1606,83 a peptidu
s m/z 1507,77, kde y-ionty jsou tu¢n¢ zvyraznény. Tohoto jevu lze s vyhodou vyuzit také pro

usnadnéni intepretace pro de novo sekvenaci peptidl, kdy analogickym porovnanim dvou

MS/MS spekter ziskdme informaci pro odliseni b-iontl od y-iontu.
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Obrazek 40. Porovnani dvou MS/MS spekter peptidu s m/z 1606,83 a peptidu s m/z 1507,77,
tuéné jsou zvyraznény piky y-iontl. Jednd se o peptidy stejného pivodu (ze sekvence
VEADIAGHGQEVLIR), peptid s m/z 1507,77 je produkt ¢astecné Edmanovy degradace.
Dalsi experimenty byly jiz provadény pouze na volnych TiO; ¢asticich ve zkumavce.
Nésledovala série netspéSnych experimentd, kdy ve spektrech z eluatu nebyly zaddné piky,
ackoliv byly upravovany podminky zvySovanim ¢i snizovanim procent TFA ve smési vzorku.
Bylo usouzeno, Ze jednou moznou pfi¢inou miize byt pritomnost kyseliny mlé¢né, kterd brani
navazani peptidii obsahujicich sulfoskupinu na TiO ¢astice. V dizerta¢ni praci Katherine
E. Hersberger z roku 2012 [62] byl nalezen protokol pro obohaceni sulfopeptidi na TiO:
¢asticich, bez pouziti kyseliny mlé¢né. Tento protokol se ukazal jako Gsp&Sny a podatilo se, byt’
ne s uplnou specifitou, odstranit vétSinu guanidylovanych peptidi. Bohuzel, touto metodou se
nepodafilo zachytit vSechny peptidy obsahujici sulfonovou skupinu. Obrazek 41 zobrazuje
spektra peptidl modifikovanych pomoci guanidylace a SPITC v rtizné fazi obohaceni, kde
spektrum A je ptivodni vzorek, spektrum B je frakce vzorku, kterd se na Casticich nezachytila
a spektrum C je obohacena frakce eluovand z Castic. Je patrné, ze naptiklad peptidy
s teoretickou m/z 1420,8635, a s m/z 1857,9242 byl ucinn¢ odstranény béhem nanaseni vzorku
spolu dal§imi minoritnimi peptidy. BohuZel peptidy, které byli modifikované SPITC a mély se
na casticich zachytit (peptidy s teoretickymi m/z hodnotami 963,4063, 983,3862 a 1635,8346)
nebyly viibec zachyceny béhem nandsSeni vzorku. Peptidy modifikované pomoci SPITC
s teoretickymi m/z hodnotami 1198,4656, 1528,6559 a s 1821,8258 byly tspésné zachyceny na

¢asticich.

80



>

10 1528.739 1821.924

G P63.460 1198.534

s 983.444

2 50 1420.95 1635.918 1858.031

< 0| [48472 L 1544,745 J759[752 | 1927.150

700 1000 1300 1600 1900 2200
Mass (m/z)

B
983.445

210 1420 954

[ 1528.746

& 50 1198.540 1635.926 1821.932

—f o 148479 L L 1606.963 1858.042 )

= 700 1000 1300 1600 1900 2200
Mass (m/z)

C

=10 1528.703 1821.880

= 1198.506

3 50

= 0 963.437 ) 1313720 | 1606903 1759716 1960.931

S 700 1000 1300 1600 1900 2200
Mass (m/z)

Obrdzek 41. Spektra tryptickych peptidi myoglobinu modifikovanych pomoci OMIMHS
a SPITC z experimentu obohaceni na ¢asticich TiO2. Spektrum A je ptivodni neobohaceny
vzorek, spektrum B je frakce vzorku, ktera nebyla zachycena na ¢asticich TiO2 a spektrum C je
eluat obohacené frakce na TiOx.

4.4.2 Obohaceni peptidi modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly na PolyWAX LP
stacionarni fazi v kolonce

Obohaceni na casticich PolyWAX LP bylo provedeno dle protokolu v praci Y. Jiang
z roku 2013 [63], ktery byl upraven pro kolonkové uspofadani a modifikovany protokol je
popsan v kapitole 3.5.2. Zde nebyly zjistény zadné problémy s provedenim experimentu, vse
prob&hlo dle oc¢ekavani a spektra vzorku po obohaceni vypadala podobné jako pii obohaceni
na TiO- ¢asticich. VétSina nezadoucich piki byla odstranéna, ale nékteré peptidy se sulfonovou
skupinou se na stacionarni fazi béhem vazebného kroku nezachytily. Obrdzek 42 zobrazuje
spektra peptidit modifikovanych pomoci guanidylace a SPITC v riizné fazi obohacovaciho
protokolu na stacionarni fazi PolyWAX LP, kde spektrum A je ptivodni neobohaceny vzorek,
spektrum B je frakce, ktera se nezachytila na stacionarni fazi a spektrum C je obohacena frakce

vyeluovana ze staciondrni faze.
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Obrazek 42. Spektra peptidi trypticky St€épeného myoglobinu modifikovana pomoci OMIMHS
a SPITC z experimentu obohaceni téchto peptidi na stacionarni fazi PolyWAX LP; Spektrum
A je plvodni neobohaceny vzorek, spektrum B je frakce, kterd se nezachytila na stacionarni
fazi a spektrum C je obohacena frakce vyeluovana ze stacionarni faze.
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ZAVER

Tato diplomova prace méla za cile podat prehled nékterych metod pouzivanych pro
usnadnéni de novo sekvenace peptidit pomoci tandemové hmotnostni spektrometrie (zkracené
MS/MS). Metody usnadnujici intepretaci MS/MS spekter snaze umozhuji identifikovat
neznamé nebo dosud nesekvenované proteiny, jejichz sekvence nejsou zaneseny do
proteinovych databazi a jejich ,,peptidovy otisk® ndm proto k identifikaci nestaci. Cilem bylo
provést vybrané metody chemické derivatizace peptidii a pokusit se upravit zndmé protokoly
do funk¢nich protokolt provadénych s peptidy zachycenymi na reverzni staciondrni fazi
(jak zakotvené v kolonce, tak resuspendované v mikrozkumavce). Vyhodou derivatizace
peptidit v kolonkovém usporadani je mensi spotifeba vzorku, reagencii, snazsi odstranéni
reakénich ¢inidel a pufit a eluce 1ze provadét vhodnym elu¢nim ¢inidlem piimo z kolonky na
MALDI desticku bez potieby dal§i purifikace s pfipadnou moznou piimou separaci

modifikovanych peptid.

Jako standardni vzorek pro provadéné experimenty byl vybran myoglobin z kofiského
srdce, ktery byl naStépen pomoci protedzy trypsinu Stépicim za lysinem nebo argininem.
Purifikované peptidy byly nasledné podrobeny sledu experimentil. Jako stacionarni faze pro
vyrobu kolonek byla vybrana faze Kinetex EVO-CI18, ktera je 1épe uzpisobena reakénim

podminkam (vysoké pH) a uc¢inné separovala zachycené peptidy.

Prvni z modifika¢nich reakci byla guanidylace pomoci O-methylisomoc¢iny hemisulfatu
slouzici pro zablokovani g-amino skupin lysinti. Guanidylace v kolonkovém uspotradani podle
puvodniho protokolu s amonnym pufrem nedosahovala kompletni reakce, a proto byl hledan
novy pufr, ve kterém by reakce probéhla s vyssi G€innosti. Fosfore¢nan trisodny se nasledné
ukazal vhodnym pro provadéni guadinylace, nebot’ zvysil G€innost reakce ve stejném casovém
useku a jeho dalsi prednosti je lepsi stalost reakéni smési s timto pufrem ve srovnani s pouzitim

amonné¢ho pufru.

Nasledovaly experimenty se sulfonovanymi ¢inidly, které cili na N-konec peptidu a
peptidy modifikované témito ¢inidly vykazuji velice snadno interpretovatelnd MS/MS spektra,
ktera €asto obsahuji pouze y-ionty. Prvnim ¢inidlem tohoto typu byl 4-sulfofenylisothiokyanat
sodny, ktery je pro tento ucel Siroce pouzivany. Pivodni protokol byl bez obtizi zopakovan
Vv kolonkovém uspotfaddani na reverzni staciondrni fazi Kinetex EVO-CI18, pficemz pred
samotnou modifikaci byla provedena guanidylace ve fosforecnanu trisodném. Alternativnim

zpusobem se jevila aplikace ¢inidla 4-chlorosulfofenylisokyanatu sodného, protoze MS/MS
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spektra neékterych peptidil v literatuie ukazovala lepsi rozlozeni intenzit fragmentovych iontl
ve srovnani se spektry peptidi modifikovanych 4-sulfofenylisothiokyanatem sodnym. Pivodni
protokol se sice podafilo zopakovat v reakci ve zkumavce, ale MS spektra byla slozita,
obsahovala spoustu nezadoucich vedlejsich produktii a pro komplexnéjsi peptidové smeési se
tim stala nepouzitelna. Cinidlo navic nebylo za danych reakénich podminek vhodné pro aplikaci
na reverzni staciondrni fazi. Déle byla snaha aplikovat alternativni postup aplikovatelny i na
komplexnéjsi peptidové smesi, kdy byla reverzni faze prevedena do roztoku, ve kterém
probihala modifikace. Byly vybrany faze POROS R2 a POROS R3 OLIGO. Reakce zde
neprobihaji idedln¢, a proto pro mensi mnozstvi peptidt (do 10 pg) je stale vhodnéjsi kolonkové

usporadani s fazi Kinetex EVO-C18.

Dalsi testovanou modifikaci peptidi byla dimethylace formaldehydem s naslednou
redukci kyanoborohydridem sodnym, ktera po piedchozi guanidylaci peptidi reaguje na
N-konci peptidu. Pivodni protokol pro reakci v roztoku byl vyvinut a uspésné aplikovan
v kolonkovém uspotfadani na reverzni staciondrni fazi Kinetex EVO-C18. Pro usnadnéni
identifikaci typt iontd a tudiz lepsi interpretaci MS/MS spekter byla provedena dimethylace

lehkym i tézkym formaldehydem (zna¢enym deuteriem).

Poslednim typem modifikace peptidii byla esterifikace karboxylovych skupin peptidii
ethanolem. Metoda slouzi jako dopliujici k ostatnim modifika¢nim reakcim, lze diky ni
jednoduse stanovit pocet karboxylovych skupin peptidu a MS/MS spektra kratSich peptidii nam
daji 1 urc¢itou informaci o struktute peptidu. I zde se podatilo zopakovat ptivodni protokol,

modifikace byla v8ak provedena pouze v roztoku a s naslednou purifikaci peptidu.

Dopliyjicim experimentem bylo obohaceni peptidii modifikovanych sulfonovanymi
¢inidly. Obohaceni bylo provedeno dvéma zplsoby: na casticich TiO2 a stacionarni fazi
PolyWAX. Castice TiO2 jsou pouzivany pro obohaceni fosfopeptidii, byl proto ditvod domnivat
se, ze metoda bude analogicky fungovat i pro peptidy obsahujici sulfonovou skupinu. Bylo
zjisténo, ze kyselina mlé¢na brani navazani na ¢astice TiOz2, a proto byla z ptivodniho protokolu
vyfazena. Césteéné obohaceni bylo Usp&iné provedeno na &asticich volné v roztoku (TiO2
c¢astice se nepodafilo technicky ptevést do kolonkového uspotadani), ovSem ne vSechny peptidy
obsahujici sulfonovou skupinu byly zachyceny. Metoda také pracovala s 5% Kkyselinou
trifluoroctovou (TFA), kdy bylo zjisténo, Ze peptidy modifikované pomoci SPITC vystavené
delSimu ptsobeni 5% TFA podléhaji ¢astecné Edmanové degradaci. Tuto pivodné nechténou

skuteCnost 1ze ovSem také s vyhodou pouzit i pro snadngjsi de novo sekvenaci peptidd.
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Porovnanim MS/MS spekter pivodniho a degradovaného peptidu lze totiz snadno rozlisit
jednotlivé typy fragmentovych iontli, nebot’ napft. y-ionty ziistavaji na stejnych hodnotach m/z.
Obohaceni peptidii modifikovanych sulfonovanymi ¢inidly na stacionarni fazi PolyWAX bylo
provedeno bez problému v kolonkovém uspoifadani a vysledky tohoto obohaceni byly podobné

jako pfi obohaceni na TiO» ¢asticich.

Tato prace splnila ptivodné stanovené cile, uspésné se povedlo aplikovat vétSinu metod
na kolonkové uspotradani s mikrogradientovym zatizenim a MS/MS spektra peptida tak byla

zjednodus$ena pro jejich interpretaci pii de novo sekvenaci.
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PRILOHY
Priloha 1. Piehled teoretickych peptida trypticky nastépeného myoglobinu.

Tabulka obsahuje aminokyselinové sekvence peptidii, pocet vynechanych Stépnych mist a
teoretické m/z hodnoty peptidi bez modifikace i po modifikaci riznymi €inidly pouzitych
V provadénych experimentech.

Hodnoty m/z (1+)
. L, Pocet Typ reakéniho ¢inidla

S’:r;\/“e"r’]z Seim;’lsz vynechanych|  Bez OMIMHS OMIMHS a

PEPHAU | <& pnych mist | modifikace | OMIMHS| SPITC epire| SPC | CHO+ |CH;CH,OH

NaBH.CN

NDIAAK 0 631,3410 | 6733628 | 8463121 | 888,3330 | 830,3349 | 7013941 | 687,4036
ELGFQG 0 650,3144 | 650,314 | 8652855 | 8652855 | 849,3083 | 6783457 | 706,370
ASEDLK 0 662,3355 | 704,3573 | 877,3066 | 9193284 | 861,3204 | 732,3886 | 7464294
FKHLK 1 672,4192 | 756,4628 | 887,3903 | 9714330 | 8714131 | 7844941 | 700,4505
FDKFK 1 684,3715 | 7684151 | 8993426 | 9833862 | 8333654 | 7964464 | 7404341
TEAEMK 0 7083233 | 750,3451 | 9232944 | 9653162 | 907,3172 | 7783764 | 7924172
HKIPIK 1 7354876 | 8195312 | 9504587 | 1034,5023 | 9344815 | 8475625 | 7635189
ALELFR 0 7484352 | 7484352 | 9634063 | 9634063 | 947,4201 | 7764665 | 804,4978
ASEDLKK 1 790,4305 | 8744741 |1005,4016| 1089,4452 | 989,4244 | 9025054 | 8745244
NDIAAKYK 1 922,4993 | 10065429|1137,4704| 12215140 | 11214932 | 10345742 | 9785619
YKELGFQG 1 0414727 | 9834945 |1156,4438| 11984656 | 11404666 | 10115258 | 9975353
FDKFKHLK 2 1062,6095 | 1188,6749|1277,5806] 1403,6460 | 1261,6034 | 1216,7062 | 11186721
HLKTEAEMK 1 1086,5612 | 1170,6048|1301,5323| 1385,5759 | 12855551 | 1198,6361 | 1170,6551
LFTGHPETLEK 0 12716630 | 1313,6848]1486,6341| 15286559 | 1470,6569 | 1341,7161 | 1355,7569
TEAEMKASEDLK 1 1351,6410 | 1435,6846]1566,6121| 1650,6557 | 1550,6349 | 14637150 | 1491,7975
ALELFRNDIAAK 1 1360,7583 | 1444,8019|1575,7294] 1650,7730 | 1559,7522 | 1472,8332 | 1444,8522
FKHLKTEAEMK 2 1361,7246 | 1487,7900|1576,6957| 1702,7611 | 1560,7185 | 15158213 | 14458185
EETVVLTALGG' 0 1378,8417 | 1420,8635|1503,8128| 1635,8346 | 1577,8356 | 1448,8048 | 1406,8730
LEAEMKASEDLK 2 1479,7359 | 1605,8013|1694,7070| 1820,7724 | 1678,7298 | 1633,8326 | 1619,8924
::AGT?(FGADAQG 0 1502,6693 | 1544,6911|1717,6404| 17506622 | 17016632 | 1572,7224 | 1586,7632
ﬁ_':'(GTVVLTALGG 1 1506,9366 | 1590,9802|1721,9077| 18059513 | 1705,9305 | 1619,0115 | 1534,9679
EE;VVLTALGG' 1 1506,9366 | 1590,9802|1721,9077| 18059513 | 1705,9305 | 1619,0115 | 1534,9679
SZ'AAKYKELGF 2 1553,7958 | 1637,8304|1768,7669| 1852,8105 | 1752,7897 | 1665,8707 | 1637,8897
I\_/IERAD'AGHGQEV 0 1606,8547 | 1606,8547|1821,8258| 1821,8258 | 1805,8486 | 1634,8860 | 1718,9799
:T_T((f(TVVLTALGG 2 16350316 | 1761,0970|1850,0027| 1976,0681 | 1834,0255 | 1789,1283 | 16630629
EEKVLTALGG' 2 16350316 | 1761,0970|1850,0027| 1976,0681 | 1834,0255 | 1789,1283 | 16630629
ﬁ:;ELFRND'AAK 2 1651,9166 | 1777,9820|1866,8877| 1992,9531 | 1850,9105 | 1806,0133 | 17360105
:;FTGHPETLEKFD 1 1661,8533 | 1745.8969|1876,8244| 1960,8680 | 1860,8472 | 17739282 | 17739785
gtiTEAEMKASE 2 1729,8789 | 18559443|1944,8500| 2070,9154 | 1928,8728 | 18839756 | 1870,0354
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Hodnoty m/z (1+)

. ' Pocet Typ reak¢niho Cinidla

izrlfvn:r)mlc(:yesegn Gy | ynechanyeh | Bez OMIMHS OMIMHS a

PEPICU | <& pych mist | modifikace [OMIMHS| SPITC spre| SPC | CHO* |CH;CHOH

NaBH.CN

GLSDGEWQQVL 0 18159024 | 1857,9242|2030,8735] 2072,8953 | 2014,8963 | 18859555 | 1899,9963
SE:TEQELKPLAQ 0 18539617 | 1895,9835(2068,9328| 21109546 | 2052,9556 | 19240148 | 1938,0556
:;EF'SDA"HVL 0 18850218 | 1927,0436(2009,9929| 2142,0147 | 2084,0157 | 19550749 | 1969,1157
tFFTKGHPETLEKFD 2 1937,0167 | 2063,0821|2151,9878| 2278,0532 | 2136,0106 | 2001,1134 | 2049,1419
SSHH:TE?ELKPLA 1 1982,0566 | 2108,1220(2197,0277| 2323,0931 | 2181,0505 | 2136,1533 | 2066,1505
KKGHHEAELKPL
AQSHATK 2 21101516 | 2236,2170|2325,1227| 2451,1881 | 2300,1455 | 2264,2483 | 2194,2455
CHHEAELKPLAQ 1 21101155 | 2203,1591 |2334,0866| 2418,1302| 2318,1004 | 2231,1904 | 22032004
SHATKHK
ASEDLKKHGTVV
S ALaGILK 2 21502543 | 2276,3197|2365,2254| 2491,2008| 2349,2482 | 2304,3510 | 2234,3482
HPGDFGADAQG
AMTRALELER 1 2232,0866 | 2274,1084|2447,0577) 2480,0795 | 2431,0805 | 2302,1307 | 23442118
KGHHEAELKPLA
OSHATKHK 2 22472105 | 2373,2750|2462,1816| 2588,2470 | 2446,2044 | 2401,3072 | 2331,3044
l;i':';';EF'SDA”H 1 2336,3377 | 2420,38132551,3088| 2635,3524 | 2535,3316 | 24484126 | 24204316
GHHEAELKPLAQ
SATKHKIPIK 2 25704314 | 2696,4968|2785,4025| 2011,4679 | 27604253 | 27245281 | 26545253
HKIPIKYLEFISD
AHVLHSK 2 2601,4915 | 2727,5569|2816,4626| 2942,5280 | 28004854 | 27555882 | 26855854
HPGDFGADAQG
AMTKALELFRND 2 2844,4007 | 2070,4751|3050,3808| 31854462 | 30434036 | 29985064 | 2984,5662
IAAK
VEADIAGHGQEV
LIRLFTGHPETLE 1 28504999 | 2043,5435|3074,4710| 3158,5146 | 30584933 | 20715748 | 3027,6877
K
VEADIAGHGQEV
LIRLFTGHPETLE 2 3249,6003 | 3375,7557 |3464,6614| 3590,7268 | 3448,6842 | 34037870 | 3417,8781
KFDK
YLEFISDAIIHVL
HSKHPGDFGADA 1 3368,6732 | 3452,7168|3583,6443| 3667,6879 | 3567,6671 | 3480,7481 | 3508,8297
QGAMTK
GLSDGEWQQVL
NVWGKVEADIA 1 3403,7393 | 3445,7611|3618,7104| 3660,7322 | 3602,7332 | 34737924 | 35719271
GHGQEVLIR

93




