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1. Uvod

Proteomické analyzy zahrnuji mnoho stupiiti od izola-
ce bunécnych komponent, pies elektroforetickou ¢i chro-
matografickou separaci jednotlivych proteinti az po analy-
zu hmotnostni spektrometrii (MS). Klicovym je vzdy pfi-
prava vzorku, at’ jiz pro primarni separace nebo pro MS.
Dalsim dilezitym aspektem proteomickych experimentu je
kvantifikace analyzovanych peptidovych fragmenti meto-
dou MS. V tomto ¢lanku jsou zminény zakladni postupy
vySe uvedenych ptiprav vzorku a kvantifikace.

2. Piiprava vzorku pro 2D-gelovou
elektroforézu

Efektivni pfiprava proteomického vzorku zistava
problémem, protoZze neexistuje zadnd univerzalni metoda
extrakce pro rizné typy vychozich materialii. Tento pro-
blém je zvlasté¢ vyznamny, jedna-li se o0 membranové pro-
teiny. Ackoliv v poslednich letech doSlo k pokroku v roz-
pousténi membranovych proteind, zakladni otazkou zusta-
va vybér detergentu. Detergenty jsou klicova ¢inidla, kterd
rozpoustéji proteiny a udrzuji je rozpusténé béhem separa-
ce dvourozmeérnou gelovou elektroforézou (2D elektrofo-
réza). Problémy s rozpustnosti mohou nastat ve dvou stup-
nich : (i) kdyZ jsou membrany rozpusStény ve smési deter-
gent-chaotrop a (if) béhem elektroforézy v prvnim rozmeé-
ru, kdyZ jsou proteiny separovany podle svych izoelektric-
kych bodut (pl). Protein je ve svém pl vysoce agregovany
a je rozpustén v pufru s nizkou koncentraci soli nebo bez
soli (vzorkovy nanaseci pufr).

Z téchto duvodi byl pro testovani detergentl v riz-
nych kombinacich (pro ziskani vzorkd optimalizovanych
pro dalsi analyzy, jako je 2D elektroforéza) pouzit faktori-
alovy matricovy pfistup. Na zakladé prace Dr. Thierry
Rabillouda z CEA-Grenoble ve Francii byly pro optimali-
zovanou extrakci proteinu z riznych zdroji'™ zavedeny
nové detergenty.

2.1.C7Bz0O a dals§i detergenty kompati-
bilni s elektroforézou

Sady pro pripravu vzorku zalozené na C7BzO

Selek¢éni metoda hledani optimalniho detergentu je
zalozena na pouziti ProteoPrep kitu pro extrakci vzorku
bud’ se ¢tyfmi smésnymi solubilizacnimi pufry (katalogové
¢islo PROT-TOT) a nebo ProteoPrep sadé vzorkovych
detergentl s deseti riznymi detergenty (katalogové Cislo
PROT-DT).

Vynikajici schopnost extrakce a solubilizace proteinu
v riznych typech tkani jako bakteridlni, zivo¢isné a rost-
linné vykazuji  sulfobetainové detergenty C7BzO
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Obr. 1. Identifikace proteinii indukovanych tepelnym Sokem v
CHO buiikach

(katalogové cislo C0856) a ASB-14 (katalogové cislo
A1346). Protoze detergent ASB-14 rusi proteinovou kvan-
tifikaci, byly vyvinuty dvé sady pro snadnou piipravu
vzorku, které jsou zalozeny na C7BzO s optimalizovanymi
protokoly pro 2D elektroforézu. Jedna se o ProteoPrep
univerzalni extrakéni kit (katalogové ¢islo PROT-TWO)
a ProteoPrep membranovy extrakéni kit (katalogové cislo
PROT-MEM). ProteoPrep univerzalni extrak¢ni kit umoz-
fiuje naslednou izolaci frakci rozpustnych a membrano-
vych proteini. V oddélenych frakcich se tak ziskaji jak
cytoplasmatické, tak membranové proteiny. Kromé toho
miiZze byt tato sada pouZita pro stanoveni, zda je protein,
ktery je pfedmétem zajmu, rozpustny ve vodé nebo jedna-
li se o0 membranovy protein. ProteoPrep membranova ex-
trakéni sada extrahuje pouze membranové proteiny. Je
proto vhodné pro studium membranovych proteomt jako
jsou proteiny spojené s bunécnou signalizaci. Ptiklad je na
obr. 1, kde byl proveden experiment s tepelnym Sokem
a proteiny byly extrahovany za optimalizovanych podmi-
nek. Buiiky byly extrahovany 2% C7BzO, ktery byl pfi-
praven v roztoku 7M mocoviny, 2 M thiomocoviny
a 40 mM Tris pufru. Bunééné extrakty (250 pg) byly foku-
sovany na pH 4-7 prouzcich s imobilizovanym pH gradi-
entem (IPG prouzky). SDS-PAGE byla provedena na 4 az
20% gelech. Srovnanim obrazi gelG a pouzitim softwaru
(Nonlinear) pro 2-D elektroforetické analyzy byly identifi-
kovany dva proteiny (oznaCeny ramecky), které vykazuji
zvySenou hladinu exprese jako funkci trvani tepelného
Soku. Tyto proteinové prouzky byly, spolecné s dal§imi
proteinovymi markery (oznaCené Sipkami), vyfiznuty,
Stépeny a analyzovany MALDI-MS. Po vyhledani v data-
bazi vysledné hmotnostni peptidové mapy byly markerové
proteiny prvni sady identifikovany jako izoformy B-aktinu.
B-Aktin méa molekulovou hmotnost 40 kDa a pl piiblizné
5,4. Markerové proteiny druhé sady byly identifikovany
jako izoformy vimentinu. Vimentin md molekulovou
hmotnost ptiblizné¢ 57 kDa a pl 5,4 (obr. 1).
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2.2. Odstranéni albuminu a IgG

Hlavnimi pfistupy pti hledani cirkulacnich biomarke-
ri jsou studium proteinového slozeni plasmy a séra.
S velikym zajmem se v soucasné dob¢ studuje lidsky séro-
vy proteom, zejména kviili moznosti identifikace biomar-
kerti urcitych nemoci. Naro¢nost analyzy séra spociva
v Sirokém rozmezi koncentraci proteintl. VéEtSina farma-
ceuticky zajimavych proteint se vyskytuje v nizkych kon-
centracich a nadbytek albuminu a protilatek (pfedevSim
IgG), které dohromady tvofi vice nez 70 % sérovych pro-
teind, tyto analyzy velmi komplikuji. Odstranéni albuminu
a IgG zjednoduSuje vizualizaci proteini komigrujicich
s albuminem a IgG na gelu. Déle umoziiuje pouziti vyssi
nanasky vzorku (4 az 5 krat), a tim zna¢né zlepSenou vizu-
alizaci proteint s niz§im poctem kopii.

Sigma nabizi dvé sady pro odstranéni IgG a albumi-
nu, které vyuzivaji dvé rozdilné technologie: (i) Proteo-
Prep® Blue IgG kit pro odstranéni albuminu a IgG
(katalogové cislo PROT-BA) — je zaloZena na patentované
pryskyfici spojujici vazbu pres Protein G a pfes modrou
barvu a (ii) agarosu s navazanym proteinem G — Proteo-
Prep® TA imunoafinitni IgG kit pro odstranéni albuminu
(katalogové Cislo PROT-IA) — ktera je zalozena na malych
ligandech rekombinantnich protilatek navdzanych na prys-
kyfici.

2.2.1. Technika pro odstranéni albuminu a IgG zaloZena
na barvivu

ProteoPrep™ Blue Albumin a Kit pro odstranéni IgG
specificky odstrafiuji albumin a IgG z 25 vzorkd lidského
séra (25 pl az 100 pl) pro naslednou analyzu metodou
dvojrozmérné elektroforézy. Typicky je odstranéno 95 %
albuminu a 80 % IgG ze 75 pl lidského séra. Médium se
vyznacuje nizkou nespecifickou vazbou, protoZe neobsa-
huje Cibacron® Blue (ktera je obecné¢ zndma vysokym
nespecifickym vazanim nealbuminovych proteini). Rea-
gencie této sady jsou v pufrech s mocovinou misto
v pufrech se solemi, coz znamen4, Ze vzorky séra zbavené
albuminu mohou byt aplikovany v 2D elektroforéze bez
srazeni proteinu. Fokusace proteinti na prouzcich s imobi-
lizovanymi pH gradienty (IPG) pro dvojrozmérnou elek-
troforézu proteinil a analyza MS v gelu Stépenych protei-
nd je negativné ovlivnéna (napf. Spatné rozliSeni skvrn)
pfitomnosti soli nebo pufiti o vysokych koncentracich.
Experimenty ukazuji, ze nahrazeni soli moc¢ovinou umozni
navazani albuminu za soucasné inhibice vazby nealbumi-
novych proteini.

2.2.2. Technika pro odstranéni albuminu a IgG zaloZena
na protilatkach
Pryskyftice pro odstranéni albuminu a IgG zalozené na
protilatkach vykazuji vyssi specifitu nez pryskyfice zalo-
zené na barvivu. Nicméné, pryskyftice zaloZzené na protilat-
kach maji obvykle nizs§i vazebnou kapacitu proteinu. Pro
odstranéni lidského albuminu a IgG byla vyvinuta novéa
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Obr. 2. Vyhody séra zbaveného albuminu a IgG; z 50 pl vzorku lidského séra byl pouzitim ProteoPrep™ imunoafinitniho kitu pro
odstranéni albuminu IgG (PROT-IA) odstranén albumin a IgG. Poté byla provedena 2D elektroforéza s 15 ul vzorku séra a sérem, zbave-
nym albuminu a IgG, pouzitim 11cm, pH 4-7 IPG prouzkt. Metodou ELISA bylo stanoveno, ze doslo k 99% odstranéni albuminu a IgG

imunoafinitni pryskyfice, kterd je zaloZena na protilatkach
s vysokou vazebnou kapacitou. Vazebné fragmenty pouzi-
tych rekombinantnich protilatek jsou malé (12 kDa) jedno-
fetézcové proteiny, které jsou exprimovany v kvasinkach.
Malé jednotetézcové fragmenty protilatek vykazuji vyso-
kou specifitu béznych IgG protilatek s molekulovou hmot-
nosti 150 kDa. Vyhodou jejich pouziti je zvySena stabilita,
zvySeni koncentrace vazebnych mist, a tim vazebné kapa-
city pro antigen.

Pti porovnani schopnosti odstranit lidsky albumin
aIgG s pouzitim tohoto imunoafinitniho kitu a imunoafi-
nitni pryskyfice zalozené na klasickych protilatkach byly
na nosice aplikovany rtizné objemy lidského séra a pomoci
ELISA bylo stanoveno procentualni odstranéni albuminu
aIgG. Sada PROT-IA vykazuje 2—4 krat vyssi vazebnou
kapacitu pro lidsky albumin a IgG nez b&ézna pryskyfice
s protilatkou. PROT-IA odstraniuje vice nez 98 % albumi-
nu z 50 pl séra. K tomu, aby béZna pryskyftice dosahla
stejné ucinnosti, by bylo mozné pouzit pouze 15 pl séra
nebo méné. Podobné bude PROT-IA odstraniovat vice nez
98 % IgG z50 pl séra, zatimco pro dosazeni podobné
ucinnosti odstranéni u bézné pryskyftice musi byt pouzito
20 pl séra nebo méné (data nejsou ukéazana). Optimalizo-
vany protokol umoziiuje pouzit vzorek séra ihned po izola-
ci pfimo pro 2D elektroforézu, protoze udrzuje nizké fedé-
ni vzorku v pfebytku nad nizkym obsahem soli ekvilibrac-
niho pufru. To je umoZnéno nizkou koncentraci soli
v pufru a je tim eliminovana potfeba srdZet protein pied
elektroforézou (obr. 2). Protoze po pouziti tohoto imunoa-
finitniho kitu neni nutné protein koncentrovat nebo srazet,
je cely postup rychly a mize byt proveden za méné nez
30 min.

3. Piiprava vzorku pro hmotnostni
spektrometrii

3.1. Analyza fosfopeptidi
3.1.1. Analyza fosforylacnich mist proteinu s vyuzitim
obohaceni kitem PHOS-Select™ pred MS

Lidsky genom koduje priblizné 2000 kinas a 1000 fos-
fatas fidicich fosforylaci proteinu a tim mnoho bunéénych
aktivit a drah. Stav okamzité fosforylace proteinu a tim
1 jeho aktivity z&visi na poméru kinas a fosfatas, které na néj
pasobi. Odhaduje se, Ze piiblizné 30 % lidskych proteint je
fosforylovano a vétsina fosforylovanych proteinti obsahuje
tii a vice fosforylovanych zbytkl. Biologicka dilezitost
fosforylace je diivodem pro intenzivni studium kinas a fosfa-
tas a funkcnich aspektii fosforylaci. V soucasnosti se MS
bézné pouziva pro identifikaci fosfopeptidii z fosfoproteino-
vych tryptickych s§tépi. Problémem této analyzy je velké
mnozstvi nefosforylovanych peptidti, které maskuji fosfo-
peptidové signaly. Pro obohaceni koncentrace fosfopeptidi
je Casto pouzivan PHOS-Select™ Kkit.

100 I

%

50

i ot it s

1884,2

aerts SR

799,0 1341,6

2969,4 3512,0
m/z

24268

Obr. 3. MS analyza tryptického $tépeni GST-MELK po obo-
haceni smési za pomoci PHOS-Select™; 90 % peptidi na spek-
tru jsou fosfopeptidy
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3.1.2. Obohaceni fosfopeptidu

Komplexni piiklad pouziti PHOS-Select™ je ukazan
na obr. 3 (data laskavé poskytl Dr. Nick Morrice, MRC
Protein Phosphorylation Unit, School of Life Sciences,
University of Dundee, UK). Trypticky $tép proteinkinasy
MELK, exprimované jako GST fizni protein v E. coli, byl
analyzovan po obohaceni PHOS-Select™ pouzitim ABI
4700 proteomického analyzatoru TOF-TOF MS. 90 %
peptidi na hmotnostnim spektru 4700 TOF-TOF jsou
fosfopeptidy. V tryptickém §tépu ptred obohacenim pomoci
PHOS-Select™ nebyly detegovany zadné fosfopeptidové
ionty. Jestlize se k obohaceni fosfopeptidii pouzil PHOS-
Select™ | vice nez 95 % vsech nefosforylovanych peptido-
vych iontl bylo odstranéno (neni ukazano).

3.2. Anylyza glykopeptidu

3.2.1. Enzym PNGasa F: Ucinnd N-deglykosylace v ana-
lyze glykoproteinii

Glykosylace je jednou =z nejcastéjSich post-
translacnich modifikaci proteind v eukaryotickych bun-
kach. Glykoproteiny hraji roli v celé fadé biologickych
funkci, jako napt. vazba k receptoru, bunécna signalizace,
imunitni rozpozndvani, zanéty a patogenita. Sav¢i glyko-
proteiny obsahuji tfi hlavni typy oligosacharidt (glykand):
N-vazané, O-vazané a glykosylfosfatidylinositolové (GPI)
lipidové kotvy.

Pro studium struktury a funkce glykoproteinu je casto
zadouci odstranéni vSech nebo pouze vybrané tridy glyka-
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nu. Odstépeni N-vazanych glykand zlepSuje vysledky pfi
MALDI-TOF MS analyze, protoze glykopeptidy diky své
mikroheterogenité potlacuji pii MS analyze signal. Pep-
tid-N-glykosidasa F (PNGasa F) je jeden z nejpouzivanéj-
Sich enzym pro deglykosylaci glykoprotein.

3.2.2. Uéinna deglykosylace proteinu v gelu

Jako ptiklad byla vybrana deglykosylace glykoprotei-
nu ol-antitrypsinu provedena ve vyvojovém pracovisti
Sigma-Aldrich. Po redukci a alkylaci (pouzitim tributyl-
fosfinu a jodacetamidu obsaZenych v ProteoPrep™ re-
dukénim a alkyla¢nim kitu, katalogové ¢islo PROT-RA),
byly vzorky rozdéleny na gelu a barveny. Prouzek glyko-
proteinu byl vyfiznut. Vzorky v gelu byly odbarveny, vy-
suseny a inkubovany s PNGasou F. Vysusené kousky gelu
byly potom inkubovany s trypsinem (katalogové Ccislo
T6567) a poté byla okolni kapalina obsahujici tryptické
peptidy odstranéna a pouzita pro dal$i analyzu. Pfiprava
MS vzorku je zjednodusena diky tomu, Ze enzymovy pii-
pravek neobsahuje detergenty a stabilizatory, které by
mohly interferovat s MS analyzou. Roztok peptidi po
hydrolyze trypsinem byl pfed analyzou koncentrovan
a odsolen na C18 ZipTip®. Zde popsané vysledky byly
ziskdny MS analyzou na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF. Peptidy byly analyzovéany v reflexnim rezi-
mu pii sniméani kladnych iontl pouzitim 4-hydroxy-o-
kyanoskoficové kyseliny jako matrice. Spektra byla ziska-
na v hmotnostnim rozsahu 4000 m/z s nastavenym potlace-
nim matrice na 800 hmotnostnich jednotek. Analyza dat
byla provedena pouzitim software ProteinLynx™ (obr. 4).
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Obr. 4. MALDI-TOF MS analyza nativniho a deglykosylovaného al-antitrypsinu; hmotnostni peptidovy profil kontrolniho (AT1),
deglykosylovaného v gelu (AT2) a deglykosylovaného v roztoku (AT3) lidského o1-antitrypsinu. VSechny proteiny byly pied MS analy-
zou podrobeny Stépeni trypsinem. Ve vzorku, na ktery bylo ptisobeno PNGasou F (chybi v kontrolnim vzorku), odpovida signal m/z 1756
peptidovému fragmentu 268-283 a signal m/z 3693 peptidovému fragmentu 94-125.
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3.3. Pristupy S§tépeni proteinu

3.3.1. Trypsin proteomické cistoty

Trypsin proteomické Cistoty nabizeny firmou Sigma
vykazuje velmi dobrou proteolytickou ucinnost (vytvari
vice tryptickych peptidi). To vede k vétsimu sekvenénimu
pokryti studované¢ho proteinu. Hmotnostni spektra jsou
znaéné zjednodusena a to diky snizenému poctu interferu-
jicich autolytickych pikd a jejich neurcitych adukti.
Trypsin proteomické Cistoty izolovany z praseich pan-
kreatli umozniuje spravné a presné §tépeni na karboxylové
strané Arg a Lys zbytkll. Enzym byl diikladné zpracovan
reduk¢éni methylaci pro minimalizaci autolyzy. Chymo-
trypticka aktivita je inhibovana pusobenim TPCK (L-1-
chloro-3[4-tosylamido]-4-fenyl-2-butanon). Izolace zahr-
nuje 1 afinitni chromatografii a lyofilizaci ze zfedéné kyse-
liny. Vysledkem je vysoce Cisty trypsin s vysoce specific-
kou proteolytickou aktivitou, ktery je vhodny pro narocna
kriteria proteomického vyzkumu. Je uréen k plsobeni jak
v roztoku, tak i v gelovych Stépech. Pro zajisténi Cerstvého
enzymu pro kazdé pouziti je enzym balen v praktickych
20 pg balenich.

3.3.2. Vyber proteasy
Protease Profiler kit (katalogové cislo PP0500) po-
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skytuje kromé trypsinu proteomické Cistoty Ctyfi osvédce-
né alternativni proteasy, €inidlo pro rozpusténi enzymu
a enzymovy reakéni pufr. Kazda slozka je v Cistoté vhodné
pro MS analyzu. Protease Profiler kit umoZziiuje provadét
dopliikové experimenty jako dvoji enzymové Stépeni
a hledani alternativnich Stépenych mist. Dvoji enzymové
Stépeni je pouzivano, kdyz pocateéni Stépeni poskytuje
peptidové fragmenty vétsi nez 5000 Da, coz je Casto za
optimalni detekéni oblasti pro vétSinu MS systémi/
pfistrojii. Druhé Stépeni pouzitim proteasy s rozdilnou
specifitou vede k fragmentaci velkych peptidd za vytvore-
ni mensich peptidd vhodnych pro MS. V pripadech, kdy
by pouziti trypsinu mohlo byt nevhodné pro nékteré pro-
teinové vzorky, je tfeba identifikovat alternativni proteoly-
ticky enzym. Protease Profiler kit umoziuje Sté€peni jak
v roztoku, tak v gelu s optimalizovanymi protokoly a ¢ini-
dly pro $té€peni za obou podminek.

3.4. U¢inna mikroizolace a guanidyla-
ce peptidd pfimo z tercikd MALDI

Enzymové S§tépeni proteinll trypsinem s néslednou
analyzou ziskanych peptidi pomoci MS predstavuje za-
kladni postup pfi proteomickém vyzkumu. Trypsin vytvari
peptidy, jejichz C-koncové aminokyseliny jsou bud’ argi-
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Obr. 5. MALDI-TOF MS analyza tryptického §tépu myoglobinu; peptidy byly analyzovany bud’ (a) bez guanidylace, (c) s guanidyla-
ci, podle postupu detailné popsaného v ProteoMass guanidyla¢nim kitu a (d) s guanidylaci, po mikroizolaci vzorku z ter¢iku. V obou
guanidylovanych vzorcich bylo identifikovano vétsi mnozstvi peptidi, vedouci ke zvySeni pokryti sekvence a odpovidajici vyssi spolehli-
vosti béhem identifikace proteinu. Spektrum (b) naznacuje, Ze peptidy byly z ter¢iku zcela odstranény. Piky pozorované v tomto spektru

odpovidaji aduktim s matrici MALDI
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nin nebo lysin. Diivéjsi studie ukazaly, ze detekce peptidl
MS je ovlivnéna nékolika zékladnimi vlastnostmi, v¢etné
bazicity C-koncové aminokyseliny®®, aminokyselinového
slozeni’, hydrofobnosti a velikosti peptidu® a schopnosti
vytvoreni stabilnich sekundarnich struktur’. Kromé& toho
bylo pro peptidové smési ziskané tryptickym St€épenim
popsano potladovani signalu'®. S tim souvisi nebezpe&i
negativniho ovlivnéni pokryti sekvence a identifikace pro-
teinu. Pokud peptidy, o které mame specificky zajem (jako
peptidy s posttranslacnimi modifikacemi), maji na C-konci
lysin, mize dochazet k horsi ionizaci a mize to byt kritic-
kym faktorem pfi ziskdvani dat. Jeden ze zplisobl, jak
prekonat tento problém, je pfeména lysinového zbytku na
homoarginin, guanidylaci postranniho fetézce s g-amino-
skupinou''™°. SniZenim chyby pfi ionizaci tak miZe byt
zvyseno pokryti sekvence.

V soucasné dobé se guanidylace lysinovych peptidi
stala jednim z postupll pro zlepSeni hmotnostné spektro-
metrickych analyz v proteomickych laboratofich. Guani-
dylované lysinové peptidy vykazuji zvySenou ionizaci
u obou typlt MS ionizace at’ desorpci z matrice laserem
(MALDI) nebo ionizace elektrosprejem (ESI)'' ™7

3.4.1. U¢innost guanidylace

Guanidylace muze byt provedena na jiz dfive analy-
zovanych tryptickych peptidech a to néaslednou mikroizo-
laci z MALDI ter¢iku. Jako ptiklad byl metodou MALDI-
TOF MS analyzovan trypticky §tép myoglobinu (obr. 5).
Nejprve byly naneseny a analyzovany neguanidylované
peptidy (obr. 5a). Vzorek byl poté extrahovan z gelu rozto-
kem 70% acetonitrilu, guanidylovan a znovu nanesen na
MALDI teré¢ik. Vzorek byl derivatizovan bez nutnosti
izola€niho mezistupné€ vzorku nebo oddéleni MALDI mat-
rice od ziskanych peptidi. Analyza ,,zbytkového” vzorku
(obr. 5b) po opétovné aplikaci matrice ukazuje absenci
peptidovych pikd. To jasné ukazuje, Ze byl ziskan celkovy
obsah vzorku z plivodni skvrny. Jediné pozorované piky
odpovidaly matrici MALDI. Pro srovnani byly myoglobi-
nové peptidy pfed nanesenim a analyzou guanidylovany
také v roztoku (obr.5c). Spektrum mikroizolovaného
a guanidylovaného vzorku (obr. 5d) je srovnatelné s guani-
dylaci v roztoku.

Guanidylace je uzitecna zejména v ptipadech, kdy je
mnozstvi vzorku omezené nebo pro vzorky, u kterych jsou
pro identifikaci nebo dalsi charakterizaci nutné vicenasob-
né analyzy. Ziskané vzorky je skute¢né mozné derivatizo-
vat jakymkoliv z celé fady prostfedkd'®, zejména, je-li
puvodni analyza provedena ,,shotgun® pfistupem — nazev
pro techniku, kdy po $tépeni trypsinem je pouzito LC-
MALDI-MS analyzy za pomoci iontové pasti'®?. Zavé-
rem lze fici, Ze G¢inna mikroizolace vzorki z MALDI
ter¢iku a jejich nasledna guanidylace je rychlou a vyhod-
nou metodou pro ziskani doplikovych informaci z tryptic-
kych stépi. To je dulezité zejména pro analyzy, které ne-
poskytly vhodné informace po pocate¢nim zkoumani ane-
bo pro cenné vzorky. Vyuziti tohoto postupu vede k vyso-
ce kvalitnim spektrim MALDI a tim k zlepSeni pokryti
sekvence a spolehlivosti pfi identifikaci a charakterizaci
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proteinu. Ackoliv tandemové hmotnostné spektrometrické
(MS/MS) analyzy nejsou soucasti této studie, ma se za to,
ze sekvencni informace mohou byt ziskdny z peptidi
s koncovym lysinem, které pred guanidylaci vykazovaly
nedostate¢nou intenzitu.

4. Kvantitativni proteomika

4.1. Zavedeni stabilnich izotopt
pro MS

Kvantifikace metodou MS muze byt dosazeno dife-
ren¢nim nebo srovnavacim zptsobem pfi analyze vzorku,
znacenych stabilnim izotopem, ve srovnani se vzorky pro-
teini a peptidd, které obsahuji pfirozeny izotop. Peptidy
obsahujici izotopicky znacené aminokyseliny a pfirodni
peptidy vykazuji pii HPLC déleni identické elucni profily,
ale poskytuji odlisSna MS spektra.

Znaceni proteinii mize byt provedeno nékolika zpu-
soby. Jedna z moZnosti je pouZitelnd pro proteiny izolova-
né z bunék péstovanych v mediich, které postradaji pfiro-
zenou aminokyselinu a misto ni je v mediu aminokyselina
znacend stabilnim izotopem. Dalsi postup je pouziti mini-
malniho média doplnéného odpovidajicimi izotopové zna-
¢enymi zdroji uhliku a dusiku nebo bunky mohou riist na
komplexnim médiu ISOGRO™. Jinou moZnosti oznaceni
specifickych proteind je enzymatické vneseni '*0 na C-ko-
nec peptidi. To je mozné v pripadé, kdy jsou proteiny
St€épeny  serinovymi  proteasami (napf. trypsinem)
v prostiedi vody s '*0. Elegantni zptisob ziskani izotopic-
ky znacenych peptidu je jejich syntéza. Pokud totiz zname
priméarni strukturu peptidli, které chceme kvantifikovat
srovnanim s izotopicky zna¢enymi peptidy, mtize byt pou-
zita syntéza na pevné fazi napf. vyuzitim syntézy znace-
nych peptidd na zakazku, kterou nabizi systém Sigma
AQUA peptidii. Znaeni miize byt dosazeno také chemic-
ky, kdyz napf. jodacetamid znafeny stabilnim izotopem
reaguje s cysteinovymi zbytky. Sigma-Aldrich vyrabi
a nabizi aminokyseliny znatené “C a N a vodu s '*O
v ruznych specifikacich.

4.2. Sigma zakazkovy servis
peptidovad syntéza

AQUA

Proteomickda MS je dosud z podstaty nekvantitativni,
ackoliv potieba piimé proteinové kvantitativni techniky
v bunéénych nebo tkanovych lyzatech je velkd. Steve Gygi
ajeho tym ukézal novou strategii pro Uplnou kvantifikaci
proteinu pouzitim peptidli znacenych stabilnim izotopem
aHPLC-MS (cit"™®). Tato technika, nazvana Protein-
AQUA™, je zaloZena na b&Zném principu: pouZiti molekuly
znacené stabilnim izotopem jako vnitiniho standardu. Vnitini
standardizace pouzitim sloufenin znacenych stabilnim izoto-
pem je Casto pouzivana v MS analyzach malych molekul, ale
aplikovanim této metody na analyzy proteini a peptidii umoz-
nil Gygiho tym studium slozitych biologickych vzorkt kvan-
titativn€ a poskytl novy cenny nastroj pro proteomiku.



Chem. Listy 99, 906 — 914 (2005)

RT: 20,37 12016

a 100 1208,6
Ticms 12000
RT: 17,01 RT: 33,20
0 RT: 30,63
relative
abundance RT: 14,41
AA: 406743843 1202,6
C 100
é‘ 1209,6
mlz=1201,0-1202,0 E
2
E
0 ra—
RT: 14,44 12036
AA: 413238188 v
100 m/z =1208,0- 1210,6
RT: 21,45
AA: 4400102 o |
0 - WL IL TAT R TTPOOO L
d 0 10 20 30 b 1195 1220

t, min miz

Obr. 6. Smés péti proteinii (obsahujici stejna mnozstvi aldolasy,
myoglobinu, lysozymu, peroxidasy a karboylanhydrasy) byla
piipravena o finalni koncentraci 1 mgml' a $tdpena pres noc
trypsinem proteomické Cistoty (T 6567). Stejna mnozstvi peptidu
cisténého HPLC (GSITEQLLNAR) a jeho izotopové znaceného
analogu (GSITEQLL*NAR) bylo rozdéleno do péti proteinovych
tryptickych §tépeni (a). Vzorek byl analyzovan reverzni fazi
LCMS pouzitim Agilent 1100 Capillary LC, néasledované Finni-
gan LCQ Classic iontovou pasti (b). Byla ziskana data omezené-
ho toku iontt prokazujici ko-eluci nativnich (c) a izotopové zna-
cenych (d) peptidd v poméru jedna ku jedné. Teoreticky pomér
1:1 se piesné¢ shodoval s experimentalnim pomérem 1:1,02.
(*Ozzrllaéuje ptitomnost png znagené (°C, "N) aminokyseliny)
(cit.”)

4.2.1. Princip Protein-AQUA

V stupni 1 je z proteinu®', o ktery se zajimame, vy-
bran optimalni trypticky peptid. Ten je in vitro syntetizo-
van s tim, ze obsahuje jednu aminokyselinu znacenou sta-
bilnim izotopem (AQUA Peptid). Nativni peptid a synte-
ticky AQUA Peptid maji stejné fyzikalni vlastnosti, véetné
velikosti, naboje, hydrofobnosti, iontového charakteru
a schopnosti byt ionizovan. Ve smési se nativni i syntetic-
ké peptidy pfi kapalinové chromatografii eluuji spole¢né,
béhem elektroforézy putuji také spolecné a ionizuji se
stejné. AvSak jejich relativni molekulovd hmotnost je od-
lisna (o 6 az 10 jednotek, podle toho, ktery stabilni amino-
kyselinovy izotop byl vybran pro vneseni). Nativni peptid
a synteticky AQUA Peptid jsou jednoduse rozliSitelné
hmotnostni spektrometrii.

Ve druhém stupni je biologicky vzorek se studova-
nym proteinem extrahovén a je pfidano zndmé mnozstvi
syntetického AQUA Peptidu, napt. 500 fmol. Vzorek je
poté podroben Stépeni a analyzovan HPLC-MS. V experi-
mentu popsaném Gerberem a Gygim byla vytvorena ionto-
va spektra pro nativni peptid a pro synteticky AQUA Pep-
tidovy vnitini standard. Vyuzitim poméra pikt bylo potom
vypocitano mnozstvi nativniho peptidu.

Na obr. 6 je ukazana presnost a specifita Protein-
AQUA. Oba peptidy, jak ptirozeny, tak synteticky AQUA
Peptid, byly pfesné stanoveny a kvantifikovany ve smési
tryptického Stépeni péti proteind: teoreticky pomér 1:1 se
presné shodoval s experimentalnim pomérem 1:1,02.

4.2.2. Vyber optimalniho AQUA-peptidu
Ktery peptid ze studovaného proteinu by mél byt pou-
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zit pro syntézu znacené¢ho peptidu? Tento AQUA peptid
by mél byt pfedevsim snadno detegovatelny MS, tj. mél by
se dobfe ionizovat; vybér pouze na zakladé dat poskytnu-
tych bioinformatikou nemusi byt dostatecny. Vynikajicim
zdrojem pro AQUA Peptidy, které jiz byly validovany, je
PeptideAtlas (www.peptideatlas.org), publikovany Ruedi
Aebersoldem a spolupracovniky®*. Tento postup ma mno-
ho aplikaci, napt. Gerber a Gygi popsali metody pro (7)
kvantifikaci malého mnozstvi kvasni¢nych proteini, ucast-
nicich se pfi umlceni genu, (ii) kvantitativni stanoveni
stupné fosforylace Ser1126 lidského separasového protei-
nu, zavislé na bunééném cyklu a (i) identifikace kinas
schopnych fosforylovat Ser1501 separasy pii stanoveni
kinasy in vitro®'. O’Conner a spol. zjistili mnoZstvi BipA
globalniho regulac¢niho proteinu v E. coli a predpoveédéli

model jeho regulaéniho mechanismu®.

4.2.3. AQUA-Peptidy

Firma Sigma-Aldrich vyvinula zakazkovy systém
syntézy peptidu, kterd vyhovuje specifickym pozadavkim
AQUA experimentii. AQUA peptidy na zakazku jsou syn-
tetizovany s pouzitim Gplné znagenych *C a °N (vice nez
98 %) aminokyselin (jedna znafend aminokyselina na
peptid) a jsou piisné testovany pro zajisténi 95% Cistoty
peptidu (HPLC na reverzni fazi), maji potvrzenou relativni
molekulovou hmotnost (MALDI-TOF MS) a specificky
obsah peptidu. AQUA peptidy na zakdzku jsou dostupné v
malych balenich (5 x 1 nmol), které zajistuji vhodnou
pfipravu vzorku a poskytuji pfiméfené mnozstvi peptidu.
Pro kvantifikaci jsou dostupné dvé metody: (i) aminokyse-
linovou analyzou (AAA) a (if) spektrometricky vyuzitim
fluoreskaminu. Fosforylované aminokyseliny mohou byt
také syntetizovany pro analyzy posttranslaénich modifika-
ci. Peptidy jsou dodavany jako soli kyseliny trifluoroctové;
jsou vsak také dostupné v roztoku s octanem amonnym.
4.3. Inkorporace 'O trypsinem pro
analyzu diferen¢ni exprese pro-
teinu

Diferenc¢ni proteinova exprese predstavuje v proteo-
mice diilezitou oblast. Izotopové znaceni je bézné pouziva-
nd metoda pro relativni kvantifikaci proteinu, avsak je
bohuzel ¢asto velmi finanéné nékladna a pracovné naroc-
na. '*O Proteom Profiler kit (katalogové &islo P3623) eli-
minuje tyto problémy a poskytuje cenové vyhodnou a jed-
noduchou metodu pro provadéni relativni proteinové kvan-
tifikace. Zakladem této sady je enzymatické vneseni stabil-
ni izotopové znacky ('*0) do téméF viech peptidil v tryp-
tickém Sté€pu. Zakladnim piedpokladem pro tspésnost této
metody je fakt, ze kyslikové atomy se v nepfitomnosti
proteasy vymeénuji pomalu. Tato metoda je povaZzovana za
komplexni znacici proces, kdy jsou znaceny vsechny pep-
tidy (krom€ C-koncového peptidu plvodni proteinové
molekuly, kdy nedojde k inkorporaci stabilniho izotopu
pokud C-koncova aminokyselina neni arginin nebo lysin).
Vneseni dvou atomi '*O do kazdého peptidu vede k posu-
nu hmotnosti o 4 jednotky, ktery 1ze snadno pozorovat pfi
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hmotnostné spektrometrické analyze vzorku. Analyza po-
sunu hmotnosti umoziuje odliSit znacené a neznacené
vzorky a kvantifikovat jejich relativni mnozstvi.

4.3.1. Metody znacent

80 Proteom Profiler kit je sada navrzena pro porov-
nani dvou proteinovych populaci. Pfed pouzitim tohoto
kitu by vzorky mély byt denaturovany, redukovany a alky-
lovany (jak je popsano v ptibalovém letaku). Poté, pouzi-
tim centrifugacnich kolon, které jsou soucasti tohoto kitu,
jsou odstranény detergenty, chaotropni ¢inidla a redukéni a
alkylacni ¢inidla. Proteiny jsou nasledn¢ podrobeny $tépe-
ni a pro vneseni *O zna&ky do tryptickych peptidi je vyu-
zita enzymova aktivita trypsinu. Trypsin umoziuje vneseni
dvou atomd 'O na peptid (obr. 7). To je zptisobeno cha-
rakterem dlouhodobé interakce mezi peptidem a proteasou,
umoziujici dosazeni rovnovahy obou kyslikovych atomi
karboxylu na C-konci. Diky vneseni dvou atomii '*O bude
znaceny peptid na hmotnostnim spektru vykazovat posun o
+ 4 Da. Vzorky jsou poté analyzovany vhodnou metodou,
jako je MALDI-TOF MS nebo LC-MS.

Uzite¢nost 'O Proteom Profiler kitu byla prokazana

OH .
Hy O

PRt

Obr. 7. Vneseni 'O do obou kyslikovych atomii karboxylu
C-koncové aminokyseliny katalyzované trypsinem
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Obr. 8. MALDI-TOF hmotnostni spektrum peptidu YSHEEI-
AMATVTALR, odvozeného z aldolasy; spektrum piedstavuje
ocekavané vysledky, ziskané pro dva proteinové roztoky o stejné
koncentraci analyzované pouzitim této sady. Zaklad piku m/z
1692,08 (m/z + 0 Da) ma ptiblizné stejnou intenzitu (I0) nebo
integrovanou plochu piku jako pik m/z 1696,08 (hmotnost + 4 Da,
14). Piky 1693,07, 1694,06 a 1695,09, (spolu s piky 1697,11
a 1698,06) predstavuji normalni izotopovou distribuci, ziskanou
zMS analyzy peptidu
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vyhodnocenim dvou rGznych proteinovych vzorkd. Pro
tento experiment byly pouZity proteinové vzorky sloZené
ze smeési karbonylanhydrasy (katalogové cislo C4396)
a aldolasy (katalogové ¢islo A2714) o zndmych koncentra-
cich. Vzorky byly denaturovany v 8 M guanidin hyd-
rochloridu, pufrovany na pH 8,5 (katalogové ¢islo G7294)
a poté redukovany a alkylovany pouzitim ProteoPrep re-
dukénim a alkylacnim kitem (PROT-RA). Poté byly vzor-
ky odsoleny a trypticky Sté€peny pouzitim ¢inidel poskyt-
nutych v "0 Proteom Profiler kitu. Po §t&peni byly oba
vzorky suSeny za vakua. Pouzitim Trypsin Singles
(katalogové cislo T7575) byla do testovacich a kontrolnich
vzorkil vnesena znacka (bud '°0 nebo '*0). Vzorky byly
inkubovéany pfes noc pii 37 °C, druhy den byly vakuove
vysuseny, rekonstituovany v 0,1% trifluoroctvé kyseling,
smichany a analyzovany MALDI-TOF MS. Analyza dat
ukazala, ze pozorované poméry pikll pro oba proteiny jsou
presné v sirokém koncentra¢nim rozmezi (obr. 8).

LITERATURA
1. Rabilloud T., Blisnick T., Heller M., Luche S., Aeber-

sold R., Lunardi J., Braun-Breton C.: Electrophoresis
20, 3603 (1999).

2. Tastet C., Charmont S., Chevallet M., Luche S., Ra-
billoud T.: Proteomics 3, 111 (2003).

3. Luche S., Santoni V., Rabilloud T.: Proteomics 3, 249
(2003).

4. Rabilloud T.: Electrophoresis /7, 813 (1996).

5. Santoni V., Molloy M., Rabilloud T.: Electrophoresis
21, 1054 (2000).

6. Krause E., Wenschuh H., Jungblut P. R.: Anal. Chem.
71,4160 (1999).

7. Baumgart S., Lindner Y., Kuhne R., Oberemm A.,
Wenschuh H., Krause E.: Rapid Commun. Mass
Spectrom. 18, 863 (2004).

8. Zhu Y. F., Lee K. L., Tang K., Allman S. L., Taranen-
ko N. L., Chen C. H.: Rapid Commun. Mass Spectrom.
9, 1315 (1995).

9. Wenschuh H., Halada P., Lamer S., Jungblut P., Krau-
se E.: Rapid Commun. Mass Spectrom. 72, 115
(1998).

10. Kratzer R., Eckerskorn C., Karas M., Lottspeich F.:
Electrophoresis 79, 1910 (1998).

11. Beardsley R. L., Karty J. A., Reilly J. P.: Rapid Com-
mun. Mass Spectrom. 74, 2147 (2000).

12. Hale J. E., Butler J. P., Knierman M. D., Becker G.
W.: Anal. Biochem. 287, 110 (2000).

13. Brancia F. L.: Rapid Commun. Mass Spectrom. /4,
2070 (2000).

14. Beardsley R. L., Reilly J. P.: Anal. Chem. 74, 1884
(2002).

15. Thevis M., Ogorzalek Loo R. R., Loo J. A.: J. Proteo-
me Res. 2, 163 (2003).

16. Fenaille F., Morgan F., Parisod V., Tabet J. C., Guy P.
A.:J. Mass. Spectrom. 39, 16 (2004).

17. Brancia F. L., Openshaw M. E., Kumashiro S.: Rapid



Chem. Listy 99, 906 — 914 (2005)

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Commun. Mass Spectrom. /6, 2255 (2002).
Rosenfeld J. M.: Trends Anal. Chem. 22, 785 (2003).
Zhen Y., Xu N., Richardson B., Becklin R., Savage J.
R., Blake K., Peltier J. M.: J. Am. Soc. Mass
Spectrom. 15, 803 (2004).

Bodnar W. M., Blackburn R. K., Krise J. M., Moseley
M. A.: J. Am. Soc. Mass Spectrom. 74, 971 (2003).
Stemmann O., Zou H., Gerber S. A., Gygi S. P., Kir-
schner M. W.: Cell 107, 715 (2001).

Gerber S. A., Rush J., Stemman O., Kirschner M. W.,
Gygi S. P.: Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. A. 100, 6940
(2003).

Kirkpatrick D. S., Gerber S. A., Gygi S. P.: Methods
35,265 (2005).

Desiere F., Deutsch E. W., Nesvizhskii A. I., Mallick
P., King N. L., Eng J. K., Aderem A., Boyle R., Brun-
ner E., Donohoe S., Fausto N., Hafen E., Hood L.,
Katze M. G., Kennedy K. A., Kregenow F., Lee H.,
Lin B., Martin D., Ranish J. A., Rawlings D. J., Sa-
melson L. E., Shiio Y., Watts J. D., Wollscheid B.,
Wright M. E., Yan W., Yang L., Yi E. C., Zhang H.,

914

Referaty

Aebersold R.:  Genome Biol. 6:R9 (2005). http://
genomebiology.com/2004/6/1/R9

. Owens R. M., Pritchard G., Skipp P., Hodey M., Con-
nell S. R., Nierhaus K. H., O'Connor C. D.: EMBO J.
23,3375 (2004).

K. Herick (Sigma-Aldrich, GmbH, Taufkirchen, Ger-
many): Integrated Solutions for Proteomics in Sigma-
Aldrich

The article describes the latest advances in the devel-
opment of techniques and approaches in the field of pro-
teomics in the Sigma-Aldrich company. It focuses on three
major areas — on sample preparation for two-dimensional
electrophoresis, on sample preparation for MS and on
quantitative determinations in proteomic studies. A part of
the article is devoted to new custom synthesis of labeled
peptides for the determination of peptides using MS tech-
nique.



