UNIVERZITA KARLOVA

Pifirodovédecka fakulta

Studijni program: Klinick4 a toxikologicka analyza

Bc. Marta Kaderabkova

Optimalizace analyzy lipopeptidii pomoci kapalinové

chromatografie a hmotnostni spektrometrie

Optimization of lipopeptide analysis by LC-MS

Diplomova prace

Vedouci prace: Mgr. Martin Hubalek, Ph.D.
Konzultant: doc. RNDr. Josef Cvacka, Ph.D.

Praha 2020



Tato diplomovéa pace vznikla na Ustavu organické chemie a biochemie Akademie

v&d CR.

Prohlaseni

ProhlaSuji, Ze jsem tuto zédveérecnou praci zpracovala samostatné a ze jsem uvedla
vSechny pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla
predlozena k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si v€doma toho, Ze ptipadné vyuziti vysledkd, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 12. 8. 2020

Marta Kadetrabkova



Podékovani

Réada bych podé€kovala Mgr. Martinu Hubélkovi, Ph.D. za vstficnost, odborné
vedeni a pomoc pii vypracovani této prace.

Dale bych chtéla pod€kovat doc. RNDr. Josefu Cvackovi, Ph.D. za cenné rady a
umoznéni vypracovat svoji diplomovou praci ve skupiné Hmotnostni spektrometrie

UOCHB AV CR.



Abstrakt

Modifikace proteini lipidovou strukturou je pomérné bézna post-translacni
modifikace, kterd ovlivituje vlastnosti proteinti a ma ptimy vliv na vazbu modifikovanych
proteinli do bunéénych membran. Nékteré lipidované proteiny hraji roli v rtiznych
patologickych procesech. Pii proteomické analyze téchto proteini je zkoumany vzorek
nejprve nastépen pomoci proteazy. Vznikly hydrolyzat obsahuje jak nemodifikované
peptidy, tak 1 peptidy nesouci lipidovou modifikaci. Pfi nasledné chromatografické
separaci se lipopeptidy od téch nemodifikovanych vyrazné 1i$i svym chovanim. Z tohoto
divodu je analyza lipopeptidii, potazmo lipoproteinil, z hlediska separace a detekce

problematicka.

Predmétem této diplomové prace byla optimalizace analyzy lipoproteini pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Postupy byly testovany na
lipoproteinech Cya A (bifunk¢ni adenylat-cykldzovy toxin baterie Bordetella pertussis)
a MMTV (matrixovy protein viru mysiho tumoru prsnich zlaz).

Nejprve byly testovany riizné postupy piipravy vzorkl zahrnujici proteolytické
Stépeni. Pti enzymatickém Sté€peni trypsinem na filtru (eFASP) doslo k zachyceni lipidové
modifikace s vysokou mirou spolehlivosti. V dalsim kroku bylo testovano nastaveni
gradientové eluce pro chromatografickou metodu. Jako vhodny byl zvolen gradient
dlouhy 70 minut (0-5 min 5 % B, do 25. min 25 % B, do 50. min 100 % B, 50-55 min
100 % B, 56-70 min 5 % B), organickou slozkou mobilni faze byl 100% ACN
s ptidavkem 0,1% FA. Nasledn¢ byla optimalizovana metoda hmotnostni detekce. Pro
nalezeni optimalnich podminek MS detekce lipopeptidii byly fragmentovany standardni
roztoky syntetizovanych lipopeptidl. Pro ziskani strukturné bohatych MS/MS spekter
byla zvolena HCD fragmentace s kolizni energii 30 a 45 eV. Tato metoda poskytovala
MS/MS spektra obsahujici informace jak o struktuie peptidu, tak i indika¢ni ionty N-
terminalni myristoylace. Dale byl ve spolupréci s Ing. Kamilou Clarovou navrzen skript
pro vyhodnocovani spekter peptida s cilenim na N-termindlni myristoylace.

Cely optimalizovany postup byl aplikovan na vzorek proteinu MAPPhis (matrixovy
protein Mason-Pfizer opi¢iho viru s histidinovou znackou). Cilem tohoto experimentu

bylo ovéteni funk¢nosti systému a nalezeni N-terminalni myristoylace dané¢ho proteinu.



Vysledky ukdazaly, Ze navrzeny postup je schopny odhalit N-termindlni myristoylaci

proteint.
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Abstract

Modification of proteins by lipid structure is relatively common post-translational
modification that affects the properties of proteins directly and has a forthright effect on
the binding of modified proteins to cell membranes. Some lipoproteins play key role in
various pathological processes. Before the proteomic analysis of these proteins, the
sample of interest is digested using a protease. The resulting hydrolysate contains both
unmodified peptides and peptides bearing a lipid modification. During the subsequent
chromatographic separation, the lipopeptides differ significantly from the unmodified
peptides. For this reason, the analysis of lipopeptides, lipoproteins respectively, is

problematic in terms of separation and detection.

The subject of the study of this diploma thesis was the optimization of the method
of lipoprotein analysis using liquid chromatography and mass spectrometry. The
procedures were tested on lipoprotein Cya A (bifunctional adenylate-cyclase toxin from
Bordetella pertussis) and MMTV (matrix protein of mouse mammary tumour virus).

First, various sample preparation procedures involving proteolytic cleavage were
tested. When enzymatic digestion using trypsin on filter (eFASP) was used, the lipid
modification was detected with high degree of reliability. In the next step, the gradient
elution setting for the chromatographic method was tested. A gradient of 70 minutes was
chosen (0-5 min 5 % B, do 25. min 25 % B, do 50. min 100 % B, 50-55 min 100 % B,
56-70 min 5 % B), 100% ACN with 0,1% FA was used as an organic mobile phase.
Subsequently, the mass detection method was optimized. Standard solutions of
synthesized lipopeptides were fragmented in order to find optimal conditions for
fragmentation. HCD fragmentation with a collision energy of 30 and 45 eV was chosen
to obtain structurally rich MS/MS spectra. Using this method recorded MS/MS spectra
obtained information both on peptide structure and N-terminal myristoylation indicator
ions. Furthermore, a script for peptide spectra evaluation targeting N-terminal
myristoylation was proposed in collaboration with Kamila Clarova, M.Sc.

The complete optimized procedure was applied to sample containing protein
MAPPhis (matrix protein of Mason-Pfizer monkey virus). The aim of this experiment

was to verify the functionality of the system and to detect the N-terminal myristoylation



of this protein. The results showed that the proposed procedure is able to detect

N- terminal myristoylation of proteins.

Objective words

Lipoproteins, ligiud chromatography, mass spectrometry

Key words
Lipopeptides, Cya A, MMTV
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Seznam zkratek a symboli

ABC — hydrogenuhli¢itan amonny

AC — adenylat cyklaza

ACN — acetonitril

ATP — adenosintrifosfat

cAMP — cyklicky adenosinmonofostat

CE — kolizni energie

CID — kolizn¢ indukovana disociace

Cya A — adenylat-cyklazovy toxin bakterie Bordetella pertussis
Da — dalton

DCA — deoxycholova kyselina

DD méd — datoveé zavisly mod

DTT — dithiotreitol

eFASP — enzymatické §tépeni lipoproteinu pomoci trypsinu na filtru
ESI — ionizace elektrosprejem

ETD — disociace ptenosem elektronu

EThcD — disociace pfenosem elektronu pii vyssi energii

eV — elektronvolt

FA — kyselina mravenci

GPI — glykosilfosfatidylinositol

HCD - kolizni disociace pii vyssi energii

IAA — jodoacetamid

HPLC — vysokoucinné kapalinova chromatografie

K — korelacni koeficient

LLE — extrakce kapalina-kapalina

MAPPhis — matrixovy protein Mason-Pfizer opi¢iho viru s histidinovou kotvou
MMTYV — matrixovy protein viru mysiho tumoru prsnich Zlaz
MS — hmotnostni spektrometrie

MS? — hmotnostni spektrum 2. fadu

m/z — pomér hmotnosti ku naboji

pA — promyvaci pufr A

pB — promyvaci pufr B



RP —reverzni taze

RT —retencni Cas

SPE — extrakce na pevné fazi
TCEP — tris(2-karboxyethyl)fosfin
TFA — kyselina trifluoroctova
TFE — trifluorethanol

TIC — celkovy iontovy proud

XIC — extrahovany iontovy proud
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1 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo nalezeni optimalnich podminek pro analyzu
lipopeptidi  vzniklych enzymatickym Stépenim lipoproteint pomoci kapalinové
chromatografie a hmotnostni spektrometrie. Dal$im cilem bylo navrzeni prohledavaciho
algoritmu pro identifikaci N-terminalni myristoylace.

Pro experimenty byly pouZzivany lipoproteiny Cya A a MMTV a dale syntetické
peptidy modifikované kyselinou myristovou a palmitovou. V zavéru prace je cely postup
aplikovéan na matrixovy protein Mason-Pfizer opic¢iho viru (MAPPhis), ktery nese na N-

konci modifikaci kyselinou myristovou.
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2 Teoreticky Gvod

2.1 Lipoproteiny

Lipidace neboli kovalentni navdzani lipidové slozky na protein je velmi vyznamnou
biochemickou reakci fadici se mezi post-translacni modifikace. Mezi prvnimi ji popsali
Folch a Lees v roce 1951, ktefi studovali molekuly proteini s kovalentné navazanymi
lipidy v mozkové tkani.! Od té doby jsou lipidace a lipidované proteiny piedmétem

vvvvvv

byly popsédny u eukaryot, kde reguluji piedev§im transport vezikul a bunécnou

signalizaci.?

Jako jedina post-translaéni modifikace pfimo reguluje asociaci
modifikovaného proteinu s bunéénymi membranami. Déle ovliviiuje protein-proteinové
interakce, pfenos proteinil, zmény ve struktufe a regulaci stability proteint.>> Bylo také
objeveno, ze lipoproteiny a enzymy regulujici jejich syntézu mohou zplsobovat nebo
ovliviiovat rlizna onemocnéni.”® Nékteré bakterialni lipoproteiny jsou piimo toxiny®,
zatimco enzymy maji neurodegenerativni uc¢inky, ptsobi jako onkogeny nebo maji tumor
supresivni funkci.’

Modifikace na jednotlivych proteinech se od sebe liSi druhem navézané lipidové
slozky a také pozici na polypeptidovém fetézci, kam se lipid vaZe. Proteiny mohou byt
modifikovany na obou koncich polypeptidového fetézce nebo na n€které aminokyseliné
uvnitf fetézce. Lipidové slozky, které se bézné vazou na proteiny, jsou mastné kyseliny,
isoprenoidy, fosfolipidy, steroly a glykosilfosfatidylinositoly.'® Na N-konci se nejéastéji
vyskytuje modifikace glycinu nasycenou mastnou kyselinou se ¢trnacti nebo Sestnacti
uhliky oznacovand jako N-myristoylace, resp. N-palmitoylace. Na C-konec
polypeptidového fetézce se vaze glykosilfosfatidylinositol (GPI) kotva. Dal§i moznosti je
esterifikace C-konce cholesterolem. Lipomodifikace aminokyselin uvnitt proteinového
fetézce se lisi typem vazby podle aminokyselin, které modifikuji. Na serin nebo threonin
se acyly mastnych kyselin vazou pies atom kysliku esterovou vazbou, tyto modifikace se
nazyvaji jako o-acylace. S-acylace oznacCuje napojeni mastné kyseliny na atom siry
v cysteinu pomoci thioesterové vazby. Mastna kyselina je také ¢asto navazan amidovou
vazbou na postranni fetézec lysinu. Struktury vybranych modifikaci jsou zndzornény na

Obr. 1.
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Obr. 1: Struktury vybranych lipomodifikaci, pFevzato z % a upraveno

Vramci jednoho proteinu se muze vyskytovat kombinace az dvou riznych
lipomodifikaci (napt. N-myristoylace + palmitoylace, palmitoylace + esterifikace
cholesterolem).!”

S-palmitoylace spolu s N-myristoylaci patii mezi nejvice zastoupené
lipomodifikace proteinti, které urcuji interakce proteinli s membranami a jejich
signalizaéni a patogenni vlastnosti.'® Proteiny podléhajici N-myristoylaci obsahuji

sekvenci Met-Gly-X-X-X-Ser/Thr na N-konci. U eukaryot se pfedpoklada, ze az 1 %
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viech proteinti ma na N-konci navazanou kyselinou myristovou.'® Existuji algoritmy,
které¢ analyzuji zda je pravdépodobné, ze konkrétni N-terminalni sekvence bude
modifikovana.!'"'* K napojeni kyseliny myristové na glycin dochazi jest¢ b&hem
translace proteinu po odstépeni pocateéniho methioninu, jedna se tedy o ko-translacni
modifikaci.!®!* N-myristoylace mé4 zasadni vyznam pro pienos signalu, apoptézu a
nékteré patologické procesy zpiisobené viry, prvoky nebo houbami.>’ Jednim takovym
proteinem je i matrixovy protein viru mysiho tumoru prsnich zlaz (MMTYV). Cileni na
tuto modifikaci je slibné pro vyvoj 1é&iv proti témto nemocem. '

S-pamitoylace, neboli reverzibilni navazani zbytku kyseliny palmitové na cystein
pomoci thioesterové vazby, je post-translacni modifikaci, ktera se objevuje u perifernich
membranovych a transmembranovych proteinti.'®'® Ulohou palmitovanych proteinti je
vazba na membrany, lokalizace lipidovych raftii nebo vyména a stabilita proteind.!'”
Kyselina palmitova se mtize také vazat amidovou vazbou ptes dusik na postrannim fetézci
lysinu. Tato modifikace se vyskytuje pfevazné u prokaryotickych bunck. Jednim
z takovych proteint je bifunkéni adenylat cyklazovy toxin bakterie Bordetelly pertussis.
Tento protein byl jednim z proteint studovanych v této diplomové praci.

Dals$im vyznamnou lipidovou modifikaci je prenylace, oznaCovana také jako
polyisoprenylace, kdy je na postranni fetézec cysteinu blizko C-konce polypeptidového
fetézce navazano nekolik jednotek isoprenu. Jednd se o €asto vyskytujici se modifikaci,
az 2 % vsech sav&ich bun&nych proteinti je prenylovanych.®!7 Existuji dva typy
prenylace. Prvnim typem je farnesylace, kdy jsou na fetézec navazany tifi jednotky
isoprenu. V druhém piipad€ se vazou Ctyfi jednotky isoprenu a modifikace se nazyva
geranylgeranylace. Tento typ prenylace proteinti prevazuje.®!* Isoprenyl se na cystein
vaze pres atom siry thioetherovou vazbou, ktera je pevnd a ptedpoklada se, Ze je
ireverzibilni. Také nebyl identifikovan Zadny enzym, ktery by Stépil vazbu na intaktnim
proteinu. 5131

Mnoho proteinil lokalizovanych na bunééném povrchu je modifikovanych GPI
kotvou. Takto modifikované proteiny mohou fungovat jako receptory, transcytotické
molekuly, adhezni molekuly nebo inhibitory protedz.?® GPI kotva sestava
z fosfatidylinositolu, glykanli a terminalniho fosfoethanolaminu, ktery je amidovou
vazbou piipojen k C-konci proteinu. Cely komplex je nejprve sloZen v endoplazmatickém

retikulu a poté je kovalentn& navazan na karboxylovy konec proteinu.'%?

14



2.1.1 Adenylat cyklazovy toxin Bordetelly pertussis

Bakterie Bordetella pertussis, puvodce cCerného kaSle, produkuje bifunkcni
hemolysin/adenylat-cyklazu (ATP pyrofosfat lyaza [E.C.4.6.1.1]), oznacovany také jako
CyaA. Tento adenylat cyklazovy (AC) toxin je zdsadnim faktorem virulence bakterie. Je
to rozpustny, tepelné stabilni a vysoce aktivni enzym, asociovany s bakterialnim obalem.
Predstavuje dllezitou strategii pro adaptaci bakterie, ¢imz umozni pteziti a replikaci jinak
zranitelného organismu.?!

Jedna se o kalmodulinem aktivovany enzym, ktery pronikd do eukaryotickych
buné&k a katalyzuje reakci pfemény endogenniho ATP na cyklicky AMP (cAMP).2!-2
Zvysené koncentrace intracelularniho cAMP inhibuji fyziologické procesy fagocytarnich
leukocyti a ptredpokladd se, ze zhorSeni funkce imunitnich efektorovych bunék je
hlavnim piispévkem AC toxinu k patogenezi Bordetelly pertussis.*'** V disledku
proniknuti toxinu do membran cilovych bunék ma také hemolytické ¢inky.?*** Adenylat-
cyklazovy toxin je ptekladan jako 177,5 kDa protein genu cyaA a jeho toxicita a
hemolyticka aktivita jsou zavislé na produktu dopliikového genu cyaC, ktery je zapojen
do post-translaéni modifikace AC toxinu.?®

Cely protein se sklada z 1706 aminokyselin a jak je vidét na Obr. 2, fetézec lze
rozdélit na 2 funkéni domény. Pfiblizn€ 400 aminokyselin od N-konce tvofi adenylat-
cyklazovou doménu, na kterou je napojena hemolysinovda doména, kterd je svou
strukturou ptibuznd velké skuping bakteridlnich toxinfi, tzv. RTX-toxind.?’ Pred
C- koncem sekvence jsou opakujici se motivy vazajici vapnik.>”?® Postranni fetézce
lysinli K860 a K983 jsou post-transla¢né modifikovany kyselinou palmitovou, ptipadné

palmitoolejovou.’>** Kovalentni navazani zbytku mastné kyseliny je katalyzovéno

proteinem CyaC.?
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Obr. 2: Struktura proteinu Cya A, prevzato z .

Ke studiu AC toxinu Bordetelly pertussis byly pouzity rizné postupy. V roce 1989
studovali Hewlett a kolektiv protein CyaA pomoci imunoprecipitacnich metod. PouZzivali
metodu enzymoveé-vazané imunosorbentové analyzy se specifickymi monoklonalnimi
protilatkami.*! Dale byl protein studovan pomoci gelové elektroforézy a Western
blottingu.*! V dnesni dobé se ke zkoumani AC toxinu i jinych proteinti nejéastéji vyuziva
spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s hmotnostni spektrometrii

(MS). V ramci této diplomové prace byl lipoprotein CyaA studovan pomoci systému

HPLC-MS.

2.1.2 Matrixovy protein viru mysiho nadoru mlééné zZlazy

Virus myS$iho nddoru mlééné zlazy byl poprvé popsan ve 30. letech minulého stoleti
jako induktor rakoviny pienaseny mlékem.’?> Jedna se o retrovirus, ktery zpiisobuje
karcinom prsu a lymfomy T-bun&k.>* Pfed pudenim v hostitelské burice vytvafi virus
strukturu nezralych Castic, kterd je tvofena nékolika tisici molekulami strukturniho
polyproteinu Gag. Tento polyprotein obsahuje N-termindlni doménu tvofenou
matrixovym proteinem (MMTYV), ktery je zodpovédny za vazbu na plazmatickou
membranu. Po puceni dochézi ke §té€peni Gag a preskupeni jednotlivych zralych proteind,
matrixové proteiny zlstavaji inkorporované v obalové membrané a vytvari vnéjsi obal
virové ¢astice.’ Asociace MMTYV s plasmatickou membranou je zptisobena N-terminélni
myristoylaci.>>*® Mastna kyselina na polypeptidovém fetézci zajistuje ukotveni mezi

lipidovymi fetézci v plasmatické membrané. MMTYV se sklad4 z 591 aminokyselin, ve
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své nativni podobné tvoii nékolik a-helixti. N-termindlni myristoylace pfispiva k tvorbé

dimerd (Obr. 3).%7

Obr. 3: Struktura dimeru MMTYV, prevzato z 37,

V publikovanych studiich byl protein MMTYV analyzovan pomoci nékolika metod,
mezi nimi napiiklad gelova elektroforéza®®, plynova chromatografie s MS detekci®*® nebo
HPLC-MS3. Analyza pomoci HPLC-MS byla pro studium MMTV pouZita i v této

diplomové praci.

2.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je analytickou metodou vyuZzivanou v chemii, biochemii,
farmacii a dalSich blizkych odvétvich. Mezi klicové aplikace MS patii elementarni a
isotopickd analyza, organicka analyza, urCovani struktury analyti, charakterizace
iontovych druhti a chemickych reakci a v neposledni fadé se MS vyuziva ve spojeni se
separa¢nimi technikami.** Cilem MS je identifikovat latky na zakladé jejich hmotnosti.
Kromé namétenych hodnot poméru hmoty ku néboji (m/z) se k ur€eni analytu vyuziva
relativni zastoupeni isotopologtli, které pomahd urcit, jaké prvky se podileji na dané
struktufe. Pfi nékterych experimentech se také vyuziva fragmentace molekul, kterd
poskytuje dalsi strukturni informace.>

Hmotnostni spektrometr se sklada z iontového zdroje, hmotnostniho analyzatoru a
detektoru. Zkoumané analyty jsou nejprve piivedeny do iontového zdroje, kde jsou

ionizovany a ziskaji kladny nebo zaporny naboj. Ionty poté putuji iontovou optikou do
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hmotnostniho analyzatoru, kde se déli podle m/z. Nasledné jsou ionty detegovany a je
zaznamenana intenzita jejich signali. Vysledkem je hmotnostni spektrum, které
zobrazuje intenzitu signalu v zavislosti na m/z.*

Experimenty v této diplomové praci byly provadény na pfistroji Orbitrap Fusion
Lumos Tribrid od spole¢nosti ThermoFischer Scientific, jako ioniza¢ni technika byla

pouzita ionizace elektrosprejem.

2.2.1 Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (ESI, Electrospray ionisation) je znama pies 50 let, poprvé
byla popsidna vroce 1968.*' Od té doby je elektrosprej predmétem fady studii a
v soucasné dob¢ je velmi vyuzivanou ioniza¢ni technikou s Sirokym spektrem aplikaci od
analyzy malych molekul az po velké proteiny a polymery. Jedna se o mékkou ionizacni
techniku vhodnou pfedev§im pro stfedné az vysoce polarni analyty. ESI vyuziva
elektrického pole kionizaci iontd v roztoku a jejich pfevedeni do plynné faze za
atmosférického tlaku, poskytuje jednou nebo vicendsobné nabité ionty, které jen velmi
malo fragmentuji pfimo ve zdroji. Velké molekuly obsahujici vice polarizovatelnych
skupin tvoii Castéji vicendsobné nabité ionty, diky ¢emuz mohu byt analyzovany i
v hmotnostnich analyzatorech s omezenym hmotnostnim rozsahem.***  Stabilita
elektrospreje zavisi na vhodné zvolené pritokové rychlosti a sprejovacim napéti.
V klasickém uspotadani operuje elektrosprej pii pritocich 1-1000 pl/min a podle analytu
se voli pozitivni nebo negativni méd.*

Jak je znazorn€no na Obr. 4, roztok se vzorkem je pfivadén sprejovaci kapilarou,
na kterou je vkladano vysoké napéti. Intenzivni elektrické pole tvoii konicky meniskus,
tzv. Tayloriv kuzel, ze kterého se uvoliiuje aerosol, proud nabitych kapicek, které maji

souhlasny naboj, a proto se vzajemn¢ odpuzuyji.
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Obr. 4: Proces tvorby iontii pii ionizaci elektrosprejem, pievzato z ** a upraveno.

Naslednym odparenim rozpoustédla vznikaji ionty, které jsou usmerinovany pomoci
iontové optiky, na kterou je také vkladano napéti, a jsou dale unaseny k hmotnostnimu
analyzatoru. Neutrdlni molekuly nebo opa¢né nabité ionty, jsou zachyceny na kovové
desticce pied vstupem do analyzatoru.

Pti vypatovani rozpoustédla dochazi ke zmenSovani nabitych kapicek, coz vede
k rostouci nabojové hustoté na povrchu kapek. Rostouci odpudivé sily mezi souhlasné
nabitymi ionty, nazyvané také coulombické sily, pfesahnou povrchové napéti, coz
zpusobi desorpci iontl do plynné faze. Tento jev je nazyvan jako model vypafovani iont
(IEM, ion evaporation model) a je pozorovan piedevsim u ionizace mensich molekul.**4
U velkych molekul se uplatiiuje model zbytkového naboje (CRM, charged residue
model), kdy dochdzi k postupnému odparovani rozpoustédla doprovazeném rozpadem
kapek (tzv. coulombicka exploze). Vysledkem procesu jsou jednotlivé vicendsobné
nabité ionty.

Utinnost pienosu iontdl mezi iontovym zdrojem a hmotnostnim analyzatorem

zdsadnim zpiisobem ovliviiuje citlivost a dynamicky rozsah spektrometru.*!#

Pro studium komplexnéjSich vzorkl se ¢asto vyuzivd spojeni HPLC-ESI-MS.

Latky separované na HPLC kolon¢ jsou pfivadény do zdroje, kde jsou ionizovéany a
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transportovany do analyzatoru. Pro sniZeni narokii na mnozstvi analytu a vyssi t¢innost
se vyuziva nanoHPLC ve spojeni s nanoESI-MS s priitoky v rozmezi 25-500 nl/min.
Diky mensim kapkam, které se tvofi na sprejovaci kapilafe, dochéazi k rychlejSimu
odparovani rozpoustédla. Sprejer je umistén blize ke vstupni ¢occe, ¢imz se minimalizuji
ztraty vzorku. Vyhodou oproti klasickému elektrospreji je tolerance k solim a mensi
potlaceni signdlu necistotami. Nevyhodou je experimentalni naro¢nost a vétsi nachylnost

k mechanickému poskozeni.

2.2.2 Orbitrap Fusion Lumos Tribrid

Orbitrap Fusion Lumos Tribrid od spole¢nosti ThermoFischer Scientific je hybridni
vysokorozliSovaci hmotnostni spektrometr vyuzivany pro celou fadu analyz, zejména pro
proteomickou analyzu. Jak je vidét na Obr. 5, kombinuje tfi analyzatory — kvadrupol,
line4rni iontovou past a Orbitrap.

Ionty ze zdroje vstupuji do analyzatoru pomoci vstupni kapilary, kterd odd€luje
oblasti s riznym tlakem. Dale jsou ionty transportovany pomoci iontové nalevky a
iontovou optikou jsou dale unaseny a usmériiovany do kvadrupolu a k analyzéatoru podle
nastaveni analyzy. Analyzatorem miiZe byt Orbitrap 1 linedrni iontova past. Zarovei lze

méfit spektra vyssich fada, kdy je vyuzivana fragmentace v koliznich celach.

Linearni
Orbitrap iontova past %‘X

— A7 Q
~ X R
y N
\¢& % Celas
g @ A nizkym
22 =
Tontova -, ¢
y E Kvadrupél = e\ Cela s
oplika " | ; vysokym
VN tlakem
\,%;'H : [-III#L
(/A f—— Y| = Multipol
A A\ sméfujici
Iontovy - C-past lonty

zdro)

=2
. lontova
_EE.* nalevka

Vstupni
kapilara

Obr. 5: Schematické znazornéni hybridniho pristroje Orbitrap Fusion Lumos Tribrid,

prevzato z ** a upraveno
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2.2.2.1 Kvadrupol

Kvadrupdl je jednoduchy skenujici hmotnostni analyzator, sklada se ze Ctyt
paralelnich ty¢i kruhového prifezu, na které je vkladano vysokofrekvencni stiidavé
napéti (V). Na dvé protilehlé tyce je vkladano kladné stejnosmérné napéti (U), na druhou
dvojici ty¢i je vkladano zaporné stejnosméerné napéti. Pii uritém pomeéru stejnosmérného
a stiidavého napéti (U/V) miize projit pouze ion o urcité m/z, ostatni ionty jsou zachyceny
na ty¢ich. Hmotnostni spektrum je poté ziskano pomoci zvySovani stejnosmérného a
stiidavého napéti (pfi konstantnim poméru U/V), kdy k detektoru postupné doputuji
vSechny ionty.** U hybridnich piistrojii jako je Lumos je kvadrupél vyuzivan k pienosu
iontll. Na tyce je vkladano pouze stiidavé napéti, tudiz dal projdou vSechny ionty, které
dal sméiuji do C-pasti a poté bud’ do Orbitrapu, nebo linearni iontové pasti.

Pfi méfeni spekter vyssich fadt (zejména MS?) slouzi kvadrupdl k vybéru
prekurzori pro fragmentaci. Prekurzorové ionty jsou transportovany do kolizni cely nebo

line4rni iontové pasti, kde jsou fragmentovany.

2.2.2.2 Linearni iontova past

Linearni iontova past je zafizeni, které vyuziva stabilitu iontovych drah pro jejich
dé€leni podle m/z. Uspotadanim je linearni iontova past velmi podobna kvadrupolu. Sklada
se ze Ctyf hyperbolickych nebo kruhovych tyci, které jsou symetricky uspofadané. lonty
jsou zachyceny pomoci dvoudimenzionalniho radiofrekven¢niho pole. Na pfedni i zadni
stran¢ jsou umistény elektrody, na které je vloZeno stejnosmérné napéti, které zadrzuje
ionty uvnitf pasti. Diky vzniklému poli uvniti multipolu Ize selektivné vypuzovat ionty.
V dneSni dobé se iontové pasti vyuzivaji jako samostatné analyzatory nebo
v tandemovém spojeni s dal$imi analyzatory.**->°

Linearni iontové pasti maji v hybridnich instrumentech né¢kolik funkcich.
V nejjednodussim uspotradanim jimi ionty prolétavaji. Dale mizZou slouzit k zachyceni a
izolaci prekurzorovych iontl, toho se vyuziva zejména pii meieni MS" spekter. Dalsi

dulezitou funkci je fragmentace pro méteni spekter vyssich fadia.
2.2.2.3 Orbitrap

Hlavni soucasti hybridniho pfistroje Orbitrap Fusion Lumos Tribrid je Orbitrap.

Prvni navrh konceptu elektrostatického zachyceni iontd publikoval jiz ve dvacatych
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letech 20. stoleti Kingdon.! V 80. letech Kingdonovu past upravil a vylepsil zachyceni

ionti Knight.”> Ani jedno uspofddani oviem nevedlo ke generovani hmotnostnich

spekter. AZ na konci 20. stoleti pfisel Makarov s funkénim analyzatorem.>® Tento objev
vedl k dalsimu technickému vyvoji a prvnim komerénim piistrojim o par let pozdgji.>*>

Orbitrap je hmotnostnim analyzitorem s vysokym rozliSenim, jednd se o
elektrostatickou iontovou past skladajici se ze soudkové vnéjsi elektrody a vietenovité
sttedové elektrody (Obr. 6). Elektrické pole mezi vnitini a vnéjsi elektrodou vytvari
kvadru-logaritmické elektrické pole. Elektrické pole pfitahuje ionty ke stfedové

elektrodé, zaroven vSak plsobi odstfediva sila. lonty v Orbitrapu tak rotuji kolem

sttedové osy a zarovei se podél ni pohybuji tam a zpét. Frekvence pohybu podél elektrody
je nepfimo Umeérna \/m_/z Pro detekci je méfen indukovany proud na vnégjSich
elektrodach v ¢ase. Nasledné jsou pomoci Fourierovy transformace z komplexniho
signalu izolovany jednotlivé frekvence, které jsou poté prevedeny na m/z. RozliSovaci
schopnost je nepifimo Umérna \/m_/z a pfimo umeérna dobé meéfeni. Orbitrap je

hmotnostnim analyzatorem a detektorem zaroven.

Obr. 6: Schématické zndzornéni Orbitrapu, pievzato z > a upraveno

Ionty v Orbitrapu osciluji kolem osy z. Uvnitt Orbitrapu neni kolizni chlazeni iontl
a je tam vysoké vakuum. Detekce probihd méfenim proudu, ktery indukuji ionty axidlnim
pohybem kolem stfedové elektrody. Orbitrap vyZaduje externi akumulaci, chlazeni a
pfipadnou fragmentaci iontii. K akumulaci a chlazeni balicku iontt slouzi C-past, ktera je
pfimo napojend na Orbitrap a ze které jsou ionty nardz vpustény do Orbitrapu se stejnou

pocatecni rychlosti.
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2.2.3 Fragmentace

v

Podrobné;jsi informace o slozeni vzorku lze ziskat tandemovou MS prekurzorového
iontu, kdy je vyvoldna fragmentace. Fragmentacni ionty peptidii zavisi na sekvenci

% V 80. letech byla navrzena nomenklatura fragmenti peptidového

aminokyselin.
fetézce.’”>® Schéma oznadovani fragmentil je znazornéno na Obr. 7. DileZit&jsi je viak
rozdil hodnot m/z pikli ve spektrech, ktery mize byt pfifazen zbytkiim konkrétnich
aminokyselin, z ¢ehoz lze odecist sekvenci peptidového fetézce.

Obecné jsou vyuzivany dva typy tandemové hmotnostni spektrometrie — tandem
v ¢ase a tandem v misté.” Pfi tandemové analyze v misté je dany prekurzor izolovan
v prvnim analyzatoru a ndsledné je pfesunut do kolizni cely, kde je fragmentovan.
Fragmenty putuji do druhého analyzétoru, kde jsou analyzovany. Tandemova analyza

v ¢ase probiha od izolace prekurzor, pres fragmentaci az po analyzu fragmentii v jednom

analyzatoru pouze v riiznych ¢asovych usecich.>

HoN

| /L NH, ) OH
T

Obr. 7: Schéma nejcastéji pouzivané nomenklatury pro peptidové fragmentace navrzené

podle "3,

Fragmenty nesouci alespoii jeden naboj jsou pii méfeni detekovany. Pokud je néboj
drzen na N-termindlnim konci fragmentu, hovotfime o a-, b- nebo c-iontech. V piipadé,
7e naboj nese C-konec fragmentu, oznacujeme fragmenty jako x, y a z.>7>%

Mezi nejcastéji pouzivané techniky pro fragmentaci peptidi patii kolizné
indukovana disociace, disociace pienosem elektronu nebo disociace pomoci

ultrafialového zafeni.
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2.2.3.1 Kolizné indukovana disociace

Kolizn¢ indukovana disociace (CID, Collision induced dissociation) je nejcastéji
vyuzivanym a univerzalnim typem fragmentace pro tandemové MS analyzy. Pii CID
fragmentaci je paprsek vybranych iontii veden pies kolizni celu, kde se nachézi kolizni
plyn (nejéastéji He, N2, Ar) pod relativné vysokym tlakem vzhledem k okolnimu vakuu.*
Béhem kolize je Cast kinetické energie pfevedena na vnitini energii, ktera zptisobuje
Stépeni vazeb a rozpad molekularnich iontd na mensi fragmenty. Tyto fragmenty jsou
nésledné analyzovéany v hmotnostnim analyzatoru.®®! CID fragmentace se hojné vyuziva
pro analyzu malych molekul. Lze ji vyuzit i pro analyzu vétSich molekul, naptiklad
kratSich, mén¢ nabitych peptida.

Pti CID fragmentaci peptidd dochazi k jedné nebo vice koliznim interakcim
molekuly s molekulami neutralniho plynu, coz zvySuje vibracni energii. Vyssi vibracni
energie muze zpusobit disociaci amidové vazby na peptidovém fetézci za vzniku b a y
fragmentacnich iontd, dale mize dojit ke ztratdm malych neutralnich molekul jako je
voda nebo amoniak. Také mohou vznikat fragmenty odvozené od postrannich fetézct
aminokyselin.%? CID nelze pro analyzu malo stabilnich post-translaénich modifikaci.

Alternativnim typem CID je kolizni disociace pti vyssi energii (HCD, higher-
energy collision dissociation). V porovnani s klasickou CID, operuje HCD za vyssi
aktivaéni energie a s krats$i aktivaéni dobou. HCD stejné jako CID vede ke vzniku

piedevsim b- a y-iontfl, nicméné diky vétsi energii mohou vznikat také a-ionty.%?

2.2.3.2 Disociace zachytem elektronu

Disociace ptenosem elektronu (ETD, electron transfer dissociation) je vyuzivana
zejména pro fragmentaci intaktnich proteinti pii top-down analyzach, nebo pro
fragmentaci peptidi obsahujici malo stabilni post-translacni modifikace. Jednondsobné
nabity pfenaseCovy anion (napf. antracen, fluoranthen) pfedava elektron vicenasobné
protonovanému peptidu. Pfeneseny elektron zptlisobi fragmentaci peptidového fetézce na
c a z-ionty s neporu$enymi modifikacemi na postrannich fetézcich.%?

Pii ETD experimentech jsou vicendsobné protonované peptidy zadrzeny v piedni
casti LIT cely, doprostfed cely jsou nésledné pfivedeny anionty reagentu. Zapnutim

sekundérniho napéti dojde k promichéni a reakcim mezi pozitivné a negativné nabitymi
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ionty. Reak¢ni doba je ukoncena axialnim vypuzenim aniontll reagentu. Nasledné je

pomoci hmotové selektivniho radidlniho vypuzeni zaznamenano MS/MS spektrum.%63
Kombinaci ETD a HCD vznikla hybridni disociaéni metoda oznacovana jako

EThcD.* Iontéim vznikajicim p#i ETD je dodavéana dodateéna energie a jsou generovana

vice obsahla spektra obsahujici b-, c-, y a z fragmenty.5>-6°

2.3  Vyhodnoceni hydrofobicity aminokyselin

Jednou z obecnych vlastnosti proteinti je jejich rozpustnost ve vodé. V zivych
organismech je tento vztah k vodé podstatny z pohledu umisténi proteint v buiice a tim i
lokalizaci proteinové funkce. O tom, zda je protein hydrofobni nebo hydrofilni rozhoduje
slozeni a pofadi aminokyselin a sekundarni, pfipadné¢ terciarni usporadani
polypeptidového fetézce. Hydrofobicitu je mozné teoreticky predpovidat. U globularnich
proteind lze vypoctem hydrofobniho indexu ze sekvence urcit, zda bude dana oblast
polypeptidového fetézce zanofena uvnitt proteinu, nebo se bude vyskytovat na povrchu.
U transmembranovych proteini slouzi vypocet hydrofobicity k uréeni oblasti, které
budou prispivat k tvorbé a-helixii prostupujici lipidovou dvojvrstvou. Dale se da podle
hydrofobnich vlastnosti aminokyselin predikovat chovani peptidi na riznych
separacnich systémech.’’

Byla navrzena fada stupnic, podle kterych lze hodnotit hydrofobni vlastnosti
aminokyselin. Jednotlivé stupnice se od sebe li§i zpiisobem vypoctu hydrofobniho indexu
pro jednotlivé aminokyseliny a tim padem i pofadim aminokyselin sefazenych podle
danych indext. Jednim z prvnich piistupt k vypoctu hydrofobniho indexu je na zaklad¢
rozd&lovaciho koeficientu mezi dvéma nemisitelnymi kapalinami.®’"% Dal§im zptisobem
vypoctu hydrofobicity aminokyselin je vyhodnoceni pfistupné plochy. Tyto metody
urcuji hydrofobni efekt na zéklad€ toho, jak je dana aminokyselina v rdmci sloZzeného
proteinu vystavena solventu.®”’%! K vypoétu hydrofobicity se téz vyuziva méfeni
ruznych fyzikalnich vlastnosti zahrnujici mimo jiné povrchové napéti, solvatacni energii
¢i molarni tepelnou kapacitu.®”-7>73

V 80. letech minulého stoleti ptisli Kyte a Doolittle se stupnici hydrofobicity, ktera
kombinuje rozdélovaci koeficient a vyhodnoceni pfistupné plochy. Tato stupnice se

oznacuje jako Gravy index. Hodnoty Gravy indexu pro jednotlivé aminokyseliny byly
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vypocitany na zdklad¢é prenosu volné energie (voda — para) a pristupnosti jednotlivych
postrannich fetézct, které v roce 1976 publikoval Chothia.”! Podle jimi navrzené stupnice
jsou nejvice hydrofobni aminokyseliny leucin a isoleucin, na opacné stran¢ skaly je

arginin Tabulka 1.7*

Tabulka 1: Hodnoty indexu hydrofobicity (Gravy index) podle Kyte a Doolittle ™

Aminokyselina Gravy index [ Aminokyselina Gravy index
Isoleucin 4,5 Serin -0,8
Valine 4,2 Tyrosin -1,3
Leucin 3.8 Prolin -1,6
Fenylalanin 2,8 Histidin -3,2
Cystein 2,5 Glutamat -3,5
Methionin 1,9 Glutamin -3,5
Alanin 1,8 Aspartat -3,5
Glycin -0,4 Asparagin -3,5
Threonin -0,7 Lysin -3,9
Tryptofan -0,9 Arginin -4,5

Vysoka hodnota Gravy indexu znaci hydrofobni aminokyselinu
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2.4 Vyhodnocovani spekter

K automatické interpretaci obsdhlych MS/MS spekter slouzi vyhodnocovaci
programy. Existuje hned nékolik takovych programi, nicméné vSechny hledaji shodu
mezi experimentalnim a teoretickym spektrem na zékladé uZzivatelem nastavenych
podminek. Do parametrti prohledavani se zaddva databaze obsahujici teoretické sekvence
o¢ekavanych proteintl, variabilni a fixni modifikace, enzym §tépeni, a dalsi. Cim se viak
programy lisi, jsou algoritmy prohledévani.

Jednim z nejvyuzivanéjSich algoritmli je SEQUEST, ktery na zdklad¢ zadané
databaze a parametrii $tépeni (enzym, maximalni pocet vynechanych st€pnych mist, délka
peptidll) vytvofi seznam vSech teoreticky pfitomnych peptidi. Nasledné provede
porovnani hodnot m/z teoretickych peptidl s m/z identifikovanymi v MS spektru. Timto
porovnanim je zuzen seznam kandidatnich peptidd. Pro tyto kandidéatni peptidy je
vygenerovano teoretické fragmentacni spektrum, které je poté srovnano s experimentalné
naméfenymi  MS/MS  spektry. Pokud je nalezena shoda mezi teoretickym a
experimentalnim spektrem, sekvence pftislusného peptidu je oznacena jako
identifikovana.” Prohleddvaci algoritmus SEQUEST podporuje napiiklad komeréné
dostupny software Proteome Discoverer™ od spole¢nosti ThermoFischer Scientific.
Tento program je urcen pro Sirokou Skalu proteomickych analyz od identifikace peptidi
a proteind, pres identifikaci posttranslacnich modifikaci, az po kvantifikace. Kromé
zminéného SEQUESTu podporuje algoritmy Amanda ¢i Mascot.”®

Odlidny piistup k prohleddvani vyuziva ParagonTM Algorithm.”” Pro dané MS/MS
spektrum je urceno nékolik sekvencnich znacek o dvou az tfech aminokyselinach. Kazda
znacka je hodnocena podle pravdépodobnosti, Ze je urena spravné. Znacky jsou nésledné
porovnany s databdzi, ¢imZ jsou nalezeny vSechny mozné pozice, kde se miZe znacka
vyskytovat. Mira, jak moc znacka zapadd do segmentu databaze, je oznaCovana jako
hodnota sekvencnich teplot (STV). Vypocet této hodnoty pro vSechny segmenty sekvence
v databazi umoznuje jejich sefazeni. Segmenty, které s vysSi pravdépodobnosti
odpovidaji skutecné sekvenci peptidu pro dané spektrum, jsou zatazeny nahote. Naopak
segmenty, u kterych je nepravdépodobné, ze koresponduji s danym peptidem, jsou
zatazeny niz. Na zéklad¢ pravdépodobnostnich vypoctl pro jednotlivé segmenty a jim

piifazené peptidy, je vyhodnoceno skore peptidu. Podle skore je nasledné urceno, zda byl
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peptid identifikovan.”” Vyhodou algoritmu je, Ze pfifazovani neni zavislé na intenzité a
je schopné prifadit i fragmenty o nizké intenzité. Paragon algoritmus je podporovan

t™ od spole¢nosti Sciex.”’

softwarem ProteinPilo

V ramci této diplomové prace byla zahajena spoluprace s Ing. Kamilou Clarovou
(Ph.D. studentka, VSCHT Praha), ktera na zakladé zadanych pozadavka vytvotila skript
v programovém jazyce Python pro hleddni indikacnich fragmenti. Algoritmus
prohledava zadany soubor fragmentacnich spekter proti zadanym hodnotdm indikac¢nich
iontl. Pokud je fragment v MS/MS spektru nalezen, je dané spektrum nésledné
vyhodnoceno a je urc¢ena sekvence peptidu. Tento algoritmus byl vytvofen za Gcelem
detekce N-termindlni modifikace, ktera kvuli nizké intenzit¢ nemusi byt detekovana

v jinych softwarech pii prohledavani.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie a vybaveni

Pro experimenty byly pouzity syntetizované peptidy modifikované mastnymi

kyselinami. Souhrn pouzitych lipopeptidi je sepsan v Tabulce 2.

Tabulka ¢. 2: Souhrn standardii lipopeptidu

Sekvence Modifikace Puvod
GVSGSK Myristoyl (N-konec) UOCHB AV CR, Ceska republika
GVSGSK Palmitoyl (N-konec) UOCHB AV CR, Ceska republika

Daéle byly pouzity proteiny obsahujici lipomodifikaci - adenylat-cyklazovy toxin
(Cya A) izolovany z Bordetelly pertussis (poskytnut Mgr. Davidem Jurne¢kou, MBU AV
CR, Ceska republika), matrixovy protein mys$iho tumoru prsni zlazy (MMTV)
modifikovany kyselinou myristovou na N-konci (poskytnut Ing. Michalem Dolezalem,
Ph.D., UOCHB AV CR, Ceska republika) a matrixovy protein Mason-Pfizer opi¢iho viru
s histidinovou kotvou (MAPPhis) modifikovany kyselinou myristovou (poskytnut Ing.
Jakubem Sysem, VSCHT Praha).

Od firmy Fisher Scientific, USA byla zakoupena voda Optima LC/MS, kyselina
mraven¢i (FA), kyselina trifluoroctovd (TFA). Methanol LiChrosolv, Ethylacetat
Chromasolv, lodoacetamid BioUltra (IAA), 2,2,2-trifluorethanol Bio Ultra (TFE) a
dithiothreitol (DTT) byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich, USA. Od spole¢nosti
VWR Chemicals, USA byl pofizen Acetonitril HiPerSolv CHROMANORM (ACN). 2-
propanol LC-MS byl zakoupen od firmy Biosolve, Francie. Proteolyticky enzym Trypsin
recombinant byl pofizen od spole¢nosti Roche CustomBiotech, Némecko. Od firmy
Penta, CR byl zakoupen chloroform stabilizovany 1 % ethanolu, predestilovany.

Od firmy Agilent Technologies, USA byly pofizeny stacionarni faze C-18, 40
microM, 10 GM. Od spolecnosti ThermoFischer Scientific, USA byly zakoupeny C-18

spin kolony.
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3.2 Instrumentace

Analyzy vzorki obsahujici $tépené proteiny byly provadény na ptistroji Orbitrap
Fusion Lumos Tribrid Mass Spectrometer s UltiMate 3000 RSLCnano systémem od
spolecnosti ThermoFisher Scientific. Byla pouzita kolona EASY-Spray PepMap RSLC
C18 (2um, 100A, 50um x 15 cm) od spoleénosti ThermoFischer Scientific.
Experimentalni podminky méfeni jsou shrnuty v Tabulce 3. Po kazdém méfeni byl

systém promyt elu¢nim gradientem s nastiikem 33% roztoku trifluorethanolu (TFE).

Tabulka 3: Experimentalni podminky méreni

Teplota kolony 35°C

Mobilni faze A 0,1% FA ve vode¢
Mobilni faze B 0,1% FA v acetonitrilu
Pratok mobilni faze 300 nl-min’!
Davkovany objem vzorku 1-6 pl

Teplota na sprejovaci kapilaie 40 °C

Napéti na sprejovaci kapilare 1600 V

Pro méfeni MS/MS spekter standardnich roztoki lipopeptidii s pfimym néstfikem

byl pouZzit TriVersa NanoMate s nanoESI od spole¢nosti Advion.

3.3 Priprava zasobnich roztoku

Zasobni roztok peptidu GVSGSK s N-terminalni myristoylaci o koncentraci
1 mg-ml! byl pfipraven rozpusténim piesné navizeného mnozstvi litky ve vodném
roztoku obsahujicim 20 % methanolu a 0,1 % kyseliny mravenc¢i. Roztoky o niz§ich
koncentracich byly pfipravovany pfesnym fedénim zasobniho roztoku vodnym roztokem
obsahujicim 20 % methanolu a 0,1 % kyseliny mravenci. VSechny roztoky byly

uchovavany ve skle pfti teploté -20 °C.

Zasobni roztok peptidu GVSGSK s N-termindlni palmitoylaci o koncentraci

1 mg-ml™! byl pfipraven rozpusténim piesné navazeného mnozstvi latky ve vodném
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roztoku obsahujicim 20 % methanolu a 0,1 % kyseliny mravenc¢i. Roztoky o niz$ich
koncentracich byly pfipravovany pfesnym fedénim zasobniho roztoku vodnym roztokem
obsahujicim 20 % methanolu a 0,1 % kyseliny mravenc¢i. VSechny roztoky byly

uchovavany ve skle pii teploté -20 °C.

3.4 Enzymatické Stépeni lipoproteinu v roztoku pomoci trypsinu

Bylo odebrano 20 pg proteinu a nafedéno do 100 pl 5S0mM ABC pufru. K roztoku
bylo pfidéno 5 pl 100mM roztoku redukéniho ¢inidla dithiotreitol (DTT). Smés byla
30°min inkubovéna pii 65 °C v tiepacce. Nasledn¢ byl vzorek alkylovan ptidanim 15 pl
100mM roztoku iodoacetamidu (IAA) a inkubovanim ve tmé za laboratorni teploty po
dobu 30 min. Po inkubaci byla alkylace zastavena pfiddnim 10 pl DTT. Poté byl do
roztoku pfidan trypsin v takovém mnozstvi, aby vysledny pomér trypsin:protein byl
1:100. Vzorek byl stépen po dobu 16 hod pfi teplot¢ 37 °C v tifepacce. Nasledn¢ byla
reakce zastavena pridanim 2 pl 5% kyseliny octové. Vzorek byl poté odpaien do sucha a

rozpustén ve 20 ul 20% MeOH s 0,1% TFA pro analyzu.

3.5 Enzymatické Stépeni lipoproteinu pomoci trypsinu na filtru

(eFASP)

Ke 40 pg proteinu bylo pfidano 5 pul 100mM DTT. Vzorek byl inkubovan 30 min
pti 37 °C v tfepacce. Po redukci byl vzorek pfenesen na filtr Microcon 10 (Merck KGaA,
Némecko) a nésledné centrifugovan na 14000 g po dobu 30 min pii 18 °C. Poté bylo
pfidano 200 pl promyvaciho pufru A (pA: 8M urea, SmM DCA, 100mM ABC, H;0),
vzorek byl centrifugovan na 14000 g po dobu 15 min pii 18°C. Pro alkylaci bylo do
vzorku pfidano 15 pl 100mM IAA a vzorek byl inkubovan ve tmé za laboratorni teploty
po dobu 30 min. Nésledné€ byl vzorek centrifugovan na 14000 g pfti teploté 18 °C po dobu
15 min. Poté byl vzorek promyt 100 ul pA a centrifugovan na 14000 g pfi teploté 18 °C
po dobu 20 minut. Tento krok byl opakovan tfikrat. Nasledovalo promyti 100 pl
promyvaciho pufru B (pB; 5SmM DCA, 100 mM ABC, H20) a centrifugovani na 14000
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g pii teploté 18 °C po dobu 20 minut. Tento krok byl taktéz tiikrat opakovan. Po promyti
byl filtr se vzorkem pfenesen do ¢isté mikrozkumavky. Ke vzorku byl ptidan trypsin v
takovém mnozstvi, aby pom¢ér trypsin:protein byl 1:100. Smés byla inkubovana pti 37 °C
po dobu 16 hodin v tfepacce. Po §té€peni byl vzorek centrifugovan 15 min na 14000 g pii
18 °C.

Poté byly naStépené proteiny eluovany z filtru pfidanim 50 pul 50mM pufru ABC a
centrifugovan na 14000 g po dobu 15 min pfi 18 °C. Promyti bylo dvakrat opakovano.
K eluatu bylo pridano 200 pl ethylacetatu a 2,5 ul TFA. Vzorek byl dikladné promichan,
doplnén ethylacetitem na objem 1 ml a sonikovan 2 minuty ve vodni 1azni. Nasledn¢ byl
vzorek 15 minut centrifugovan na 14000 g pti 18°C. Po centrifugaci byla pomoci injekéni
stiikacky odebrana horni organickd vrstva. Ke zbylému vzorku byl pfidan 1 ml
ethylacetatu, vzorek byl promichan a 15 min centrifugovén na 14000 g pii 18 °C. Poté
byla opét odebrana horni organicka vrstva. Cela extrakce byla opakovana celkem tiikrat.
Vzorek byl po extrakci odpaien do sucha a rozpustén ve 20% MeOH s 0,1% TFA pro

analyzu na Lumosu.

3.6 Extrakce kapalina — kapalina

Do sklenéné vialky bylo napipetovano 500 pl vody a 500 pl chloroformu. Nasledné
byl do smé&si pipetovan nasStépeny lipoprotein nebo lipopeptidy ze zasobnich roztok.
Vialka se smési byla 2 minuty promichdvéna a nasledné sto¢ena na centrifuze pro
oddéleni fazi. Nejprve byla pomoci injekéni stiikacky odebrana do €isté mikrozkumavky
vodna faze, poté do druhé Cist¢ mikrozkumavky byla odebrana organicka faze. Po
odebrani obou fazi zbyla ve sklenéné vialce kapalina oznac¢ena jako mezifaze. VSechny
ti1 frakce byly odpafeny a poté rozpustény ve 20% MeOH s 0,1% TFA pro analyzu na

Lumosu.
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3.7 Extrakce na pevné fazi

Nejprve byla SPE kolona navlhé¢ena 200 pul ACN, poté byla ekvilibrovana dvojim
promytim 200 pl 5% ACN s 0,1% TFA. Mezi kazdym ptidavkem roztoku byla kolona
stoCena na centrifuze a eluat byl odstranén. Po ekvilibraci byl na kolonu napipetovan
roztok Stépeného lipopeptidu nebo lipoproteinu. Kolona byla stoCena a eluat byl znovu
nanesen na kolonu. Tento krok byl opakovan dvakrat pro efektivnéjsi zachyceni analytu
na sorbentu. Nasledné byla kolona dvakrat promyta 100 ul 5%ACN s 0,1% TFA. Poté
byl analyt eluovan dvéma proplachy 25% ACN s 0,1% TFA a dvéma proplachy 100%
ACN s 0,1% TFA. Po kazdém promyti byla kolona centrifugovédna a jednotlivé elu¢ni
frakce byly odebirany do ¢istych mikrozkumavek. Nésledn¢ byly frakce odpateny do
sucha a rozpustény ve 20% MeOH s 0,1% TFA pro analyzu na Lumosu.

3.8 Odsoleni na PepClean kolonkach

PepClean kolona byla navlhéena 200 pl 100% ACN a sto¢ena na centrifuze, eluat
byl vylit. Nasledné byla kolonka ekvilibrovana dvojim promytim 200 pl 5% ACN s 0,1%
TFA a stoCena na centrifuze, eluat byl odstranén. Po ekvilibraci byl na kolonu
napipetovan roztok St€peného proteinu. Kolona byla sto¢ena a eludt byl znovu nanesen
na kolonu. Po zachyceni vzorku na pevné fazi byla kolona promyta 100 pl 5% ACN s
0,1% TFA a stofena na centrifuze. Tento krok byl opakovan a eluat byl odstranén.
Nésledné byla kolona umisténa do ¢isté mikrozkumavky a vzorek byl eluovdn promytim
20 pl 100% ACN s 0,1% TFA. Tento krok byl opakovan. Eluat byl odpafen do sucha a
rozpustén ve 20% MeOH s 0,1% TFA pro analyzu na Lumosu.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Priprava vzorku

V roce 2019 optimalizovala Mgr. Adéla Pravdova ve své diplomové praci postup
pro piipravu vzorkt lipopeptidt. Navrhla postup, kdy po enzymatickém Stépeni v roztoku
nasledovala extrakce kapalina-kapalina (LLE) nebo extrakce na pevné fazi (SPE).”8
V ramci zminéné diplomové prace byl postup aplikovan na protein MMTYV modifikovany
kyselinou myristovou na N-konci.”®

Béhem prvnich experimenti v predkladané diplomové praci byl tento postup
testovan na proteinu CyaA, ktery je modifikovan kyselinou palmitovou na dvou lysinech
uvniti fetézce — K860 a K983. Po enzymatickém Stépeni trypsinem v roztoku byla
polovina vzorku odsolena, druhé polovina byla pouzita pro LLE a SPE. VSechny vzorky
byly méfeny na Lumosu, byla pouzita gradientova eluce (Obr. 8). Spektra byla
vyhodnocovédna pomoci softwaru Proteome Discoverer od spole¢nosti ThermoFisher

Scientific.
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Obr. 8: Gradient mobilni faze (80% acetonitril s 0,1% FA)

U 25 % vzorka (5 z20) méfenych po odsoleni byla detekovana modifikace
kyselinou palmitoolejovou na K983. U extrakei nebyla modifikace zachycena ani
v jednom piipade. Modifikace na pozici K860 nebyla detekovana v z&dném méfeni.

Za Ucelem zachyceni signélu lipopeptidii byly jednotlivé kroky modifikovany.
Nejprve byl testovan postup, kdy v redukénim kroku byl misto DTT piidan tris(2-
karboxyethyl)fosfin (TCEP) a smés byla 30 min inkubovéna pii 35 °C. Po S§tépeni byla
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¢ast vzorku odsolena a ¢ast extrahovana pomoci LLE. Pouziti jiného redukéniho ¢inidla
nemélo na vysledek zadny vliv, lipopeptidy nebyly detekovany. Pro dalsi testovani byl
pouzivan DTT jako redukéni Cinidlo.

Dale bylo testovano S§tépeni pomoci jiné protedzy. Bézné pouzivany trypsin $tépi
za lysinem a argininem a vzhledem k pozici lipidace na proteinu CyaA bylo uvazovano,
ze muze dochazet k odstépeni modifikace trypsinem. Proto byly paralelné testovany dva
enzymy — chymotrypsin a GluC. Po $tépéni byly vzorky odsoleny a bez dalsi upravy
méfeny. Pfi St€peni chymotrypsinem byla modifikace kyselinou palmitoolejovou na
K983 detekovana ve 30 % ptipadi (3 z9). Nicméné se zhorSilo pokryti sekvence
proteinu. V piipadé St€peni pomoci GluC nebyl detekovan Zadny lipopeptid a navic doslo
ke snizeni pokryti sekvence. I pfes mirné zvySeni tispésSnosti zachyceni lipopeptidu pfi
Stépeni chymotrypsinem byl pro dalsi experimenty pouzit trypsin.

V dalsim kroku bylo testovdno enzymatické Stépeni proteinu na filtru (eFASP).
Tento postup ma vyhodu v tom, Ze dochézi k odstranéni soli, detergentti, nukleovych
kyselin a lipidii ze vzorku.” Piitomnost deoxycholové kyseliny v alkylaénim a §tépicim
pufru zvy$uje u¢innost denaturace, rozpusténi a nasledné i tryptického §t&peni.®® Vzorek
je poté bez dalsi upravy ptipraveny k LC-MS/MS analyze.

Po eFASP se zvysila GispéSnost detekce kyseliny palmitoolejové na K983 na 70 %
(7 z 10), pokryti sekvence bylo srovnatelné se St€penim v roztoku pomoci trypsinu. Také
byla detekovana palmitoylace na K860. Tento postup se jevil jako nejspolehlivé;si, a

proto byl zvolen pro dal$i experimenty.
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4.2 Optimalizace gradientu

Pti méteni hydrolyzétu proteinu Cya A na LC-MS/MS systému bylo pozorovéno,
ze lipopeptidy jsou na kolon¢ siln€ zadrzovany a jsou vyplavovany na konci analyzy.
Z toho divodu byly navrzeny experimenty s pouzitim riznych gradienti. Cilem bylo
zajistit separaci a diivéjsi eluci lipopeptidii. Gradienty byly testovany na vzorcich
obsahujici trypsinem nasStépené proteiny CyaA a MMTV. V Tabulce 4 je piehled

lipopeptidti pfitomnych ve vzorcich, které byly sledovany pfi analyzéch.

Tabulka 4: Prehled sledovanych lipopeptidii

Protein Sekvence Modifikace Po.zwe m/z z
modifikace
GVSGSK Cl4 N-term 744,487 1
MMTV
GVSGSKQK Cl14 N-term 529,334 2
Cva A EGVATQTTAYGKR Cl16:1 K983 809,465 2
a
Y TGKSEFTTFVEIVGK Cl6:1 K860 940,046 2

Cl14 — kyselina myristova, C16:1 — kyselina palmitoolejova; tucné pismeno v sekvenci

oznacuje modifikovanou aminokyselinu.

Na Obr. 9 je zaznamenan prub¢h analyzy vzorku obsahujiciho peptidy z proteind
Cya A a MMTV po eFASP s plivodnim gradientem na 120 minut. Ve spodni ¢asti je
zaznamenan TIC a kiivka gradientu, kterou Ize rozdélit na dvé ¢asti. V prvni ¢asti (0-100
min) se pozvoln¢ zvysuje obsah organické slozky na 30 % mobilni faze B (80% ACN +
0,1% FA) a eluuji zejména polarni latky. Nasledn€ je béhem 4 minut zvySen obsah
organické slozky v mobilni fazi B na 90 %. Vysoké procento organické slozky zpiisobi
eluci 1 velmi nepolarnich analyti. Poté je podil ACN snizen na 5 % a kolona je
ekvilibrovana. Jak je vidét na TIC zdznamu analyzy, peptidy eluuji v pribéhu celého
gradientu. Siln¢ hydrofobni lipopeptidy jsou eluovany na konci gradientu pii 90 %
mobilni faze B. VSechny ¢tyti sledované lipopeptidy eluuji z kolony béhem jedné minuty,

lipopeptidy o m/z 529 a 809 eluuji soucasné.
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Obr. 9: Zaznam LC-MS/MS analyzy hydrolyzatu Cya A a MMTV. A — XIC vybranych
lipopeptidii, cervenou krivkou je zndzornén peptid Myr-GVSGSK, zelenou krivkou je
znazornén lipopeptid Myr-GVSGSKQK, modrou kiivkou je zndzornén peptid
EGVATQTTAYGK(Pal)R, fialovou krivkou Jje znazornén lipopeptid
TGK(Pal)SEFTTFVEIVGK.B — TIC vzorku (cerna kfivka), cernou prerusovanou kiivkou
je znazornén gradient mobilni faze B (80% ACN + 0,1% FA).

Pro lepsi separaci lipopeptidu a jejich diivejsi eluci byl gradient upraven. Zaznam
analyzy s pouzitim upraveného gradientu je znazornén na Obr. 10. NarGst podilu
organické slozky je strméjsi, béhem prvnich 5 minut roste na 10 % a déle do 60. minuty
na 35 %. Do 104. minuty stoupa podil mobilni faze B na 90 %. Ve 109. minut¢ je podil
organické slozky opét snizen na 5 % pro ekvilibraci. Jak je patrné z TIC zdznamu na
Obr. 10, doslo k vyraznému posunu retenc¢nich ¢ast peptidi. Vétsina peptida eluovala do

70. minuty, eluce lipopeptidi se rovnéz posunula, navic jsou vzajemné dobie separované.
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Obr. 10: Zaznam LC-MS/MS analyzy hydrolyzdatu Cya A a MMTV. A — XIC vybranych
lipopeptidii, cervenou krivkou je zndzornén peptid Myr-GVSGSK, zelenou krivkou je
znazornén lipopeptid Myr-GVSGSKQK, modrou kiivkou je zndzornén peptid
EGVATQTTAYGK (Pal)R, fialovou krivkou Jje znazornén lipopeptid
TGK(Pal)SEFTTFVEIVGK. B — TIC vzorku (cerna krivka), cernou prerusovanou kiivkou
je znazornén gradient mobilni faze B (80% ACN + 0,1% FA).

Nasledné¢ byl gradient jesté upraven a zkracen na 70 minut (Obr. 11). Aby
nedochazelo k rychlé eluci polarnich peptidl na zacatku analyzy, byl na zacatek analyzy
pfidan isokraticky krok, kdy do 5. minuty zlstava obsah pufru B na 5 %. Do 25. minuty
roste podil organické slozky na 25 %. Mezi 25. a 50. minutou roste obsah pufru B na
100 %. Vysoké hladina ACN je udrzovana 5 minut, poté je snizena na 5 %. Vysledek
analyzy je zaznamenan na Obr. 11. VétSina peptidi eluuje mezi 12. a 45. minutou.
Lipopeptidy eluuji pfiblizn€ v rozmezi 5 minut, v porovnani s pfedchozim gradientem

doslo ke zhorSeni separace lipopeptidu.
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Obr. 11: Zaznam LC-MS/MS analyzy hydrolyzatu Cya A a MMTV. A — XIC vybranych
lipopeptidui, cervenou krivkou je zndzornén peptid Myr-GVSGSK, zelenou krivkou je
znazornen lipopeptid Myr-GVSGSKQK, modrou kifivkou je zndzornén peptid
EGVATQTTAYGK(Pal)R, fialovou krivkou Jje znazornén lipopeptid
TGK(Pal)SEFTTFVEIVGK. B—TIC vzorku (cerna kiivka), cernou prerusovanou krivkou
je znazornén gradient mobilni faze B (80% ACN + 0,1% FA).

Pro rychlejsi eluci lipopeptidu a jejich separaci bylo upraveno slozeni mobilni faze.

Elucni sila slozky B byla zvySena tim, Ze se koncentrace acetonitrilu zvySila z 80 na

100 %. Priibéh analyzy je znazornén na Obr. 12.
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Obr. 12: Zaznam LC-MS/MS analyzy hydrolyzdatu Cya A a MMTV. A — XIC vybranych
lipopeptidii, cervenou krivkou je zndzornen peptid Myr-GVSGSK,
znazorneén lipopeptid Myr-GVSGSKQK, modrou krivkou je
EGVATQTTAYGK(Pal)R, fialovou krivkou

zelenou krivkou je
znazornén peptid

je zndazornén lipopeptid
TGK(Pal)SEFTTFVEIVGK. B —TIC vzorku (cerna krivka), cernou prerusovanou kiivkou

je zndzornén gradient mobilni faze B (100% ACN + 0,1% FA).

Zmeéna sloZeni mobilni faze méla za nasledek sniZeni retencniho casu vSech
pfitomnych peptidi do prvni poloviny analyzy. Lipopeptidy eluovaly v poloviné
gradientu a v porovnani s pfedchozim métenim doslo ke zlepSeni separace lipidovanych

peptidi. Tento gradient byl vybran jako nejvhodnéjsi pro dalsi experimenty.
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4.3 Chovani peptidii na chromatografii a vztah ke Gravy indexu

Je obecné platné, ze hydrofilni peptidy jsou pii chromatografii na reverznich fazich
vyplavovany dfive, zatimco vice zadrzované hydrofobni peptidy jsou vyplavovany
pozdé&ji v pribéhu analyzy. Lipopeptidy jsou v porovnani s nemodifikovanymi peptidy
hydrofobnéjsi a retencni c¢as (RT) maji srovnatelny se siln€é hydrofobnimi
nemodifikovanymi peptidy. Je pro n¢ obtizné predikovat jejich RT. Pokud by existoval
spolehlivy postup k predikci hydrofobicity peptidi korespondujici s retenénim Casem
(RT) peptidi, dal by se experimentdlné¢ urcit RT lipidovaného peptidu. V dosud
publikované literatute je uvedeno nékolik zplisobt, jak Ize urcit hydrofobicitu peptidil a

proteindi. Jednim z nich je vypocet Gravy indexu.”

V ramci této diplomové prace bylo zkoumano, zda vypocitand hodnota Gravy
indexu koresponduje s RT peptidii, a zda je mozné urcit na zdkladé¢ RT hodnotu
hydrofobniho indexu pro modifikované peptidy. Zavislost RT na Gravy indexu byla
testovana na lipoproteinu Cya A.

Bylo provedeno 6 méfeni tryptického hydrolyzatu proteinu Cya A s pouZitim
optimalizovaného gradientu (Obr. 12). Béhem analyzy bylo identifikovano v priméru
109 peptidi. Pro vSechny identifikované peptidy byl ur¢en RT a byla vypocitana hodnota
Gravy indexu (gravy-calculator.de, Stephan Fuchs, Némecko). Nasledné byla vynesena
zavislost Gravy indexu peptidu na primérném RT peptidu (Obr. 13).

Na Obr. 13 1ze pozorovat, Ze n€které peptidy majici velmi podobnou hodnotu Gravy
indexu eluuji ve zna¢né€ odlisnych RT. Na druhé stran€ 1ze pozorovat peptidy s rozdilnou
hodnotou Gravy indexu, které téméf koeluuji. Je tedy patrné, ze vypocet Gravy indexu

neni pro predikci eluce peptidl, potazmo lipopeptidl, vhodny.
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K=0,432
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Obr. 13: Zavislost Gravy indexu peptidu tryptického hydrolyzatu Cya A na retencnim
case (RT). Cervenou kiivkou je vykreslena linedrni regrese. Modrou svislici je zndzornén

RT lipopeptidu EGVATQTTAYGK (Pal)R. K — korelacni koeficient.

Modrou svislici je na Obr. 13 znazornén RT palmitovaného peptidu proteinu
Cya A. Samotny peptid bez mastné kyseliny méa hodnotu Gravy indexu rovnu -1,45; coz
znadi, Ze se jedna o hydrofilni peptid. Tento nemodifikovany peptid nebyl pii analyze
zachycen, neni tedy znama hodnota jeho RT. Z hodnot RT peptidi s podobnou hodnotou
Gravy indexu lze pfedpokladat, Ze by dany peptid mohl eluovat pfiblizn€ kolem
20. minuty. Pozorovany modifikovany peptid eluuje ve 36. minuté¢ mezi hydrofobnimi
peptidy. Je tedy patrné, ze navazani mastné kyseliny znacn€ zvySuje hydrofobicitu

peptidu a zpusobuje pozd¢jsi eluci peptidu pti RP-HPLC analyze.

Pro statistické zhodnoceni zavislosti byla data proloZena linearni regresi a byl
vypocitan korelaéni koeficient®!. Hodnota korela¢niho koeficientu (K = 0,432) znadi
slabou pozitivni korelaci mezi veli¢inami. I ze statistického vyhodnoceni vztahu lze

vyvodit, ze na zaklad¢ hodnoty Gravy indexu nelze jednozna¢né predikovat RT peptidu.
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Z vysledkt analyzy je patrné, ze pro nase ucely je predikce RT na zéklad¢ hodnoty
Gravy indexu obtizné pouzitelna. Mezi hodnotou Gravy indexu a RT peptidu neplati jasna
zavislost. Také nelze zjistit prispévek mastné kyseliny k celkové hydrofobicité
modifikovanych peptidl, tim padem neni mozné predikovat, v kterém ¢asovém rozmezi
analyzy budou lipopeptidy eluovat.

Vhodnéjsi ptistup pro hodnoceni hydrofobicity a predikci RT modifikovanych i
nemodifikovanych peptidi je na zaklad¢ experimentdlné ziskanych dat z RP-HPLC
analyz. Pro dalsi studovani této problematiky by bylo zapotifebi provést RP-HPLC
analyzy vzorkill obsahujici nemodifikované peptidy a peptidy se stejnou sekvenci nesouci

ruzné lipomodifikace.
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4.4 Optimalizace MS detekce

Pti optimalizaci gradientu byl pro MS detekci pouzit datoveé zavisly mod (DD).
V Orbitrapu byla zaznamenana MS spektra pro vSechny ionty v rozsahu m/z 350-2000.
Vybrané ionty (s minimalni intenzitou 10° a nabojovym stavem 2-6) byly vybrany
v kvadrupo6lu a nésledné fragmentovany v kolizni cele pomoci HCD pii kolizni energii
(CE) 30 eV. V Orbitrapu byla zaznamenana MS/MS spektra. Cely cyklus trval 2 s.

Zbytek mastné kyseliny je na peptid vazan kovalentni vazbou, kterd je pomérné
stabilni a tim padem hiie Stépitelnd pii fragmentaci. Pii vyhodnocovani fragmentacnich
spekter nebylo na prvni pohled ziejmé, ze spektrum odpovida modifikovanému peptidu.
Ionty indikujici pfitomnost modifikace maji pfili§ nizkou intenzitu na to, aby byly

identifikovany vyhodnocovacim softwarem.

4.4.1 Fragmentace standardnich lipopeptidi

Pro nalezeni optimalnich podminek fragmentace lipidovanych peptidd, byl navrzen
experiment, pii kterém byly fragmentovany syntetické lipopeptidy. Bylo cileno na
N- terminalni modifikace, zejména myristoylace. Byl pouzit roztok obsahujici peptid o
sekvenci GVSGSK modifikovany kyselinou myristovou na N-konci a roztok té¢hoz
peptidu s N- termindlni kyselinou palmitovou. Vzorky byly meéfeny na Lumosu
s nanoESI zdrojem TriVersa NanoMate od spolenosti Advion. Byly pouZity
fragmentace pomoci CID, HCD, ETD a EThcD pfi rliznych koliznich energiich. Cilem
bylo najit optimalni fragmentac¢ni podminky pro identifikaci N-terminalni myristoylace.
Byly sledovany indikac¢ni fragmentacni ionty, které poukazuji na pfitomnost mastné
kyseliny, tedy fragment samotné mastné kyseliny a nasledn¢ fragment aminokyselin
s mastnou kyselinou. V Tabulce 5 je ptrehled vsSech teoretickych fragmentt lipopeptidu
Myr- GVSGSK. Nejvice bylo cileno na acyliovy ion kyseliny myristové o m/z 211,205,
ktery vznikd Stépenim amidové vazby mezi kyselinou myristovou a glycinem, pro
prehlednost byl tento ion oznacen jako bo. Dale byl hledan fragment bi (m/z 268,227),
ktery vznika §tépenim peptidové vazby mezi myristovanym glycinem a valinem. Prahova

hodnota relativni intenzity signalu iontu pro detekci byla nastavena na 1 %.
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Tabulka 5: Teoretické fragmenty lipopeptidu Myr-GVSGSK

A B C # Sekvence # X Y Z
183,210 211,205 228,232 | 0 Myr 743,479 726,453
240,232 268,227 285,253 | 1 G 6 | 559,260 533,280 516,255
339,300 367,295 384,322 | 2 \Y% 51 502,238 476,259 459,234
426,332 454,327 471,354 | 3 S 41 403,170 377,191 360,165
483,354 511,349 528,375 | 4 G 31 316,138 290,159 273,133
570,386 598,381 615,407 | 5 S 2| 259,116 233,137 216,112
697,473 725,468 - 6 K 1] 172,084 146,105 129,080

Na Obr. 14-17 jsou zndzornéna fragmentacni spektra pro jednotlivé fragmentacni

techniky. Pro CID a HCD fragmentaci byl vybran jednonasobné nabity peptid o

m/z 743,50; pti ETD a EThcD byl fragmentovan dvojndsobné nabity peptid o m/z 372,25.

800

Fragmentacni spektra jsou doplnéna schématickym znazornénim detekovanych
fragment.
Yo Y5 Y4 Y2 Y2
goe7{ MyrGV.S G S K
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Obr. 14: Zaznam MS’ spektra pro peptid Myr-GVSGSK (m/z 743,50) ziskaného CID

fragmentaci pri CE 30 eV. V levém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.
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Obr. 15: Zdaznam MS’ spektra pro peptid Myr-GVSGSK (m/z 743,50) ziskaného HCD

fragmentaci pri CE 30 eV. V levém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.
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Obr. 16: Zaznam MS® spektra pro peptid Myr-GVSGSK (m/z 372,25) ziskaného ETD

fragmentaci. V pravém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.
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Obr. 17: Zaznam MS? spektra pro peptid Myr-GVSGSK (m/z 372,25) ziskaného EThcD

fragmentaci. V levéem hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.

Vsechny fragmentacni techniky poskytovaly informaéné bohata spektra. Ve vSech

spektrech, kromé ETD, byl zachycen ion o m/z 268,23 (b1). Se zvysujici se CE se

zvySovala 1 intenzita signdlu fragmentu. U ETD nebyly detekovan ani ocekavany

analogicky ion c; (m/z 285,25). Ion o m/z 211,21 s relativni intenzitou vyssi nez 5 % byl

pozorovan pouze u HCD fragmentace pii vyssi kolizni energii (CE 45 eV). Pii takto

vysoké energii vSak dochazelo ke znacnému rozbiti peptidu a ztraté celkové strukturni

informace (Obr. 18).
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Obr. 18: Zdznam MS’ spektra pro peptid Myr-GVSGSK (m/z 743,50) ziskaného HCD

fragmentaci pri CE 45 eV. V pravém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.

U vzorkll obsahujicich palmitovany peptid GVSGSK byl sledovan fragment
kyseliny palmitové bo (m/z 239,237) a fragment palmitovaného glycinu b (m/z 296,258).

Pti fragmentacich byly pozorovany analogické vysledky k myristovanému peptidu (Obr.
19-23).
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Obr. 19: Zdaznam MS? spektra pro peptid Pal-GVSGSK (m/z 771,53) ziskaného CID

fragmentaci pri CE 30 eV. V levém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.
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Obr. 20: Zaznam MS’ spektra pro peptid Pal-GVSGSK (m/z 771,53) ziskaného HCD

fragmentaci pri CE 30 eV. V levéem hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.
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Obr. 21: Zaznam MS? spektra pro peptid Pal-GVSGSK (m/z 771,53) ziskaného HCD

fragmentaci pri CE 45 eV. V pravém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentu.
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Obr. 22: Zaznam MS’ spektra pro peptid Pal-GVSGSK (m/z 386,27) ziskaného ETD

fragmentaci. V pravém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.
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Obr. 23: Zdaznam MS’ spektra pro peptid Pal-GVSGSK (m/z 386,27) ziskaného EThcD

fragmentaci. V pravém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.

Na zakladé¢ ziskanych poznatkl o fragmentaci lipopeptidd, byla vytvoiena MS/MS
metoda pro detekcei lipidovanych peptidt s pouzitim HCD fragmentace pii CE 30 a 45 eV.
Zamérné byly zvoleny dvé kolizni energie, jelikoZ pfi vyssi energii dochazi k detekcei
identifika¢nich iont o m/z 211,21 a 268,23 (respektive m/z 239,24 a 296,26) s relativné
vysokou intenzitou (> 5 %), avSak ztraci se ¢ast informace o celkové struktute peptidu.
Proto byla jako druha kolizni energie zvolena CE 30 eV, kterd poskytuje fragmenty, ze

kterych Ize odecist celou sekvenci peptidu.

4.4.2 Aplikace na LC-MS/MS metody

Na zakladé vysledkli ziskanych pfi studovani fragmentace lipopeptidii byla
navrzena LC-MS/MS metoda pro analyzu tryptickych hydrolyzati proteind s cilenim na
N- terminalni myristoylaci. Byla pouzita gradientova eluce optimalizovana
v predchozich experimentech (Obr. 12). Pro MS detekci byl pouzit DD mdd podle
nasledujiciho nastaveni. V Orbitrapu byla zaznamenana MS spektra pro vSechny ionty

v rozsahu m/z 350-2000. Vybrané ionty (s minimalni intenzitou 1e* a ndbojovym stavem
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1 a 2-6) byly izolovany v kvadrupdlu a nésledné fragmentovany v kolizni cele pomoci
HCD pfti CE 30 eV. V Orbitrapu byla zaznamenana MS/MS spektra. Cely cyklus trval 2

s. Schéma nastaveni MS detekce je zndzornéno na Obr. 24.

MS OT
Rozsah m/z 350-2000 Da
Urceni monoisotopického piku
Peptid
Prah intensity
5e3
25 ] |
Dynamicka exkluze
10s
I
Nabojovy stav Nabojovy stav Nabojovy stav Nabojovy stav
2-6 1 2-6 1
ddMS2 OT HCD ddMS2 OT HCD
CE 30 % CE 45 %

Obr 24: Schéma nastaveni DD modu pro MS detekci s cilenim na N-termindlni

myristoylaci

Metoda byla aplikovana na vzorky obsahujici hydrolyzat proteinu MMTV a
standardni roztoky myristovaného a palmitovaného peptidu GVSGSK. Vysledky méteni
byly vyhodnoceny pomoci softwaru ProteomeDiscoverer s prohleddvacim algoritmem
SEQUEST do spole¢nosti ThermoFisher Scientific.

Meéfeni ovétilo, ze navrzena metoda pro analyzu lipopeptidii funguje. Ve vSech
meéfenich byla zachycena modifikace na N-konci kyselinou myristovou, respektive

palmitovou.
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4.5 Vyhodnocovani spekter

K automatické interpretaci soubori, které obsahuji mnoho MS/MS spekter slouzi
vyhodnocovaci programy. Tyto programy identifikuji peptidy a proteiny na zakladé¢
shody mezi experimentalnimi a teoretickymi spektry. Rtizné programy se lisi algoritmem
vyhodnocovéani. Problematické =z hlediska identifikace mohou byt post-translacni
modifikace. Pokud je intenzita signdlu modifikace pfili§ nizk4, nemusi byt algoritmem
spolehlivé vyhodnocena a lokalizovéna na spravné misto v sekvenci peptidu.

Za ucelem co nejspolehlivéjsi detekce lipidace (zejména N-myristoylace) byla
v ramci této diplomové prace zahajena spoluprace s Ing. Kamilou Clarovou, kterd na
zakladé zadanych pozadavkd vytvofila skript v programovacim jazyce Python pro
prohleddvani fragmentacnich spekter (ve formatu ,,mgf*). Algoritmus prohledava zadany
soubor fragmentacnich spekter proti pozadovanym hodnotdm indikacénich iontt. Pokud
je fragment v MS/MS spektru nalezen, je dané spektrum nasledné vyhodnoceno a je

uréena sekvence peptidu.

Pro uZivatelsky piijemné&jsi ovladani byla pro skript vytvofena webova aplikace.

Schéma uzivatelského rozhrani je znazornéno na Obr. 25.

search in the file

b fragments mass:|211.2053, 268.2268
search for all given b fragments:

tolerance:|0.0010

Obr. 25: Uzivatelské rozhrani webové aplikace pro prohleddvani fragmentacnich spekter

(autor: Ing. Kamila Clarova)
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Nameéfena data ve formatu .raw byla pomoci programu msConvert
(ProteoWizard)®? konvertovana na soubor .mgf, ktery je nasledné nahran do aplikace. Po
nahrani souboru s fragmenta¢nimi spektry miize uzivatel zvolit, proti jakym hodnotdm
fragmentl ma byt soubor prohledan. Pii zadani vice fragmentl Ize zvolit, zda maji byt
hledana spektra obsahujici vSechny zadané fragmenty, nebo spektra obsahujici alespon
jeden z fragmentti. Dale je mozné zvolit, s jakou odchylkou maji byt fragmenty hledany.
Vysledkem prohledavéani je soubor obsahujici fragmentacni spektra splitujici zadané
podminky. Bylo pfedpokladano, Ze fragmenty budou nalezeny v MS/MS spektrech
ziskanych fragmentaci pti vyssi kolizni energii (45 eV). Pro ziskani informace o struktuie
peptidu je nasledné vyhodnoceno odpovidajici MS/MS spektrum (m/z peptidu, RT)
zaznamenané pro HCD pii CE 30 eV.

Skript byl testovan na 4 vzorcich tryptického hydrolyzatu proteinu MMTV, do
kter¢ho byly pfidavany standardni roztoky syntetickych lipopeptidl v riznych
absolutnich mnozstvich v nasttiku (100, 200, 1000 a 2000 fmol). Vzorky byly méteny
pomoci vyse zminéné LC-MS/MS metody. Kazdé méfeni bylo opakovano ttikrat.

V Tabulce 6 je souhrn vysledki po méteni a prohledani pomoci navrZzeného skriptu.
Byly sledovany ionty jednondsobné (m/z 743,50) a dvojnasobné (m/z 372,25) nabitého
myristovaného peptidu GVSGSK. V tabulce je zaznamenan celkovy pocet
fragmentacnich spekter jednotlivych prekurzorovych ionti. Ve vedlej$im sloupci je
zapsan pocet fragmentacnich spekter prekurzord, ve kterych byl detekovén alespon jeden
hledany indikacni fragment (m/z 211,21 nebo m/z 268,23). Déle je uveden pocet
fragmentacnich spekter prekurzori, ve kterych byly nalezeny oba sledované fragmenty
zaroven. V poslednim sloupci je pocet fragmentacnich spekter, ve kterych nebyl
identifikovan ani jeden hledany fragment. Tolerance vyhledavani byla nastavena na

m/z=0,001.
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Tabulka ¢. 6: Pocet identifikovanych spekter prekurzorovych iontu lipopeptidu a pocet
spekter prekurzorovych iontu obsahujici hledané fragmenty v triplikatech po

vyhodnoceni skriptem

Cislo Celkem Alespon
n méFeni MS/MS jeden Oba Zadny
fmol m/z Z spekter  fragment fragmenty fragment

I 1 0
743,503 1+ II
111

100 I

372,255 2+ II
111

I
743,503 1+ II

200 111

I
372,255 2+ )|
11

I
743,503 1+ )|
11

O O DN NN DN NN N NN NN

p—
=

1000

I
372,255 2+ II
111

I
743,503 1+ II

2000 I

I
372,255 2+ II
111

AR O R BRIW W RI= =D NN~ =N

N N[0 9 O] O D

— —_ = =
O\\]\IG\OOO\O\ONOO,_NNNNNNNNNNNN
SN == N =[O O OO — DN O oo oo o|o ©

(@)
\S]

n — absolutni mnozstvi lipopeptidu Myr-GVSGSK v ndstriku, z — nabojovy stav

Zleva: prvni sloupec — koncentrace lipopeptidu Myr-GVSGSK; druhy a treti sloupec —
hodnota m/z a nabojovy stav peptidu (prekurzorovy ion); ctvrty sloupec — cislo méreni
vzorku, paty sloupec — celkovy pocet fragmentacnich spekter prekurzorového iontu m/z
753,50 (respektive m/z 372,25), Sesty sloupec — pocet MS/MS spekter pro dany prekurzor
obsahujici alespon jeden z hledanych fragmentu (m/z 211,21 nebo 268,23); sedmy
sloupec — pocet MS/MS spekter pro dany prekurzor obsahujici oba hledané fragmenty
zaroven, osmy sloupec — MS/MS spektra daného prekurzoru neobsahujici ani jeden

z hledanych fragmentui.
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mnozstvi se nelisi celkovy pocet MS/MS spekter, 1isi se vSak pocet spekter, ve kterych
byly zachyceny oba fragmenty. Pti absolutnim mnozstvi 200 fmol byly hledané
fragmenty nalezeny ve vétSim poc¢tu MS/MS spekter nez v ptipadé 100 fmol. Pro nejvyssi
nanesen¢ mnozstvi (1000 a 2000 fmol) jsou celkové pocty spekter a detekovanych
fragmentl srovnatelné. Pozitivni je 1 relativné nizky pocet spekter ktera neobsahuji ani
jeden z hledanych fragmentt.

Z tabulky lze vyvodit, ze nanesené mnozstvi peptidu hraje roli v poctu

identifikovanych spekter a detekovanych fragmentii. Pro mnozstvi lipopeptidu v néstiiku

vvvvvv

Vysledky prohledavani MS/MS spekter navrzenym skriptem ukézaly, ze
algoritmus je schopny detekovat N-termindlni myristoylaci, ptfipadné palmitoylaci,
v souboru fragmentac¢nich spekter.

Skript bude 1 nadéale vyvijen ve spolupréci s Ing. Kamilou Clarovou. V dalSich
krocich bude automatizovan pro identifikaci sekvenci ve spektrech obsahujicich hledané
fragmenty a také bude rozsifen o vyhleddvani dalSich lipomodifikaci. Cilem bude vytvofit

samostatné fungujici prohledavaci algoritmus cileny na lipomodifikace proteind.
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4.6 Aplikace metody na vzorek proteinu MAPPhis

Cely proces optimalizovany v ramci ptedkladané diplomové prace byl testovan na
vzorku matrixového proteinu Mason-Pfizer opic¢iho viru s histidinovou kotvou
(MAPPhis) modifikovany kyselinou myristovou na N-konci. Cilem experimentu bylo
detekovat lipidovou modifikaci tohoto proteinu.

Protein byl nejprve nastépen trypsinem pomoci eFASP. Do vzorku byly pro
kontrolu pfidany standardni roztoky lipopeptidii (myristovany a palmitovany GVSGSK)
o koncentraci 100 fimol-ul!. Nasledn& byl hydrolyzat analyzovan pomoci LC-MS/MS.
Pro HPLC analyzu byl pouzit 70minutovy gradient zobrazeny na Obr. 12. Pro MS detekci
byla zvolena metoda s HCD fragmentaci pti CE 30 a 45 eV (Obr. 24). Vysledky méteni
byly prohleddny ve vySe zminéném skriptu, zaroven byly vysledky vyhodnoceny

v programu Proteome Discoverer. Vysledek LC-MS/MS analyzy je vidét na Obr. 26.
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Obr. 26: Zdznam LC-MS/MS analyzy hydrolyzdtu proteinu MAPPhis. Cernou kiivkou je
znazornén TIC vzorku, cervena znacka oznacuje RT lipopeptidu Myr-GVSGSK.

Po prohledani ve skriptu byla identifikovana myristoyalace na syntetizovaném
peptidu GVSGSK. Déle bylo identifikovano 10 kandidatnich peptidi, jejichz MS/MS
spektra obsahovala oba hledané fragmenty a poukazovala na pfitomnost N-terminalni

myristoylace. Peptidy odpovidaly lipidové modifikaci i hodnotou RT, eluovaly mezi 31.
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a 33. min Pro srovnani Myr- GVSGSK m¢l RT 32,5 min. Z fragmentacnich spekter iontu
o m/z 647,36 (Obr. 27 a 28) byl identifikovan N-terminalni peptid proteinu MAPPhis o
sekvenci GQELSQHER nesouci myristoylaci na N-terminalnim glycinu. Zbylych 9
kandidatnich peptidl nalezenych pfi prohledavani ve skriptu nebylo identifikovano. Pro
jejich identifikaci by bylo zapotiebi provést ru¢ni de novo sekvenovani.

Pti prohledani dat v Proteome Discovereru bylo identifikovano 13 peptida

z proteinu MAPPhis. Mezi identifikovanymi peptidy byl i N-termindlni peptid nesouci

myristoylaci.
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Obr. 27: Zaznam MS’ spektra pro peptid Myr-GQELSQHER (m/z 647,36, 2+) ziskaného
pri LC-MS/MS analyze hydrolyzatu proteinu MAPPhis HCD fragmentaci pii CE 30 eV.

V pravém hornim rohu je schéma zachycenych fragmentu.

Fragmentacni spektrum zaznamenané pii CE 30 eV (Obr. 27) bylo velmi bohaté,
obsahovalo témét vSechny fragmentacni ionty peptidu. Dokonce byl pozorovan ion bg o
m/z 211, ktery pii ptedchozich métfenich lipopeptidl nebyl pii této CE detekovan.

V MS/MS spektru ziskaném HCD fragmentaci pii CE 45 eV (Obr. 28) byly
detekovany oba indikacni ionty (m/z 211 a 268), dale bylo zachyceno zna¢né mnozstvi
dalsich fragmentac¢nich iontl peptidu. Nicméné informace o struktute nebyla tak obsahla

jako u spektra pii 30 eV.

58



Vi Yo ¥s Vi Vs Yo ¥
1,4E4 - LGRS

268,23

Intenzita
cU'
o
'\_C'
LO'

17512 656,31

7,0E3

441,22
769,39

898,43
482,20 569,28

94643 100947 118216 .00

l 639:29

lllll | l 706;.31 L3S 0 |1 i i . \[Tl [
300 600 900 1200
m/z, Da

0,0-

Obr. 28: Zaznam MS’ spektra pro peptid Myr-GOELSQHER (m/z 647,36, 2+) ziskaného
pri LC-MS/MS analyze hydrolyzatu proteinu MAPPhis HCD fragmentaci pii CE 45 eV.

V pravéem hornim rohu je schéma zachycenych fragmentii.

Timto experimentem bylo ovétfeno, Ze metoda navrzena v predkladané diplomové
préci je schopna odhalit N-terminalni myristoylaci ve vzorku tryptického hydrolyzatu

proteinu MAPPhis.

vvvvvv

komplexnéjsi vzorky obsahujici vedle lipoproteinii i nemodifikované proteiny. Pro tyto
ucely by bylo vhodné vyzkousSet naptiklad zakoncentrovani pomoci extrak¢nich technik
(SPE, LLE). Déle 1ze také pracovat na vylepSeni této metody. Kromé dalsiho vyvoje vyse
zminéného skriptu, 1ze do vétsi hloubky prozkoumat fragmentace lipomodifikaci, a to

nejen N-termindlni myristoylace a palmitoylace.
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5 Zavér

V ramci této diplomové prace byla optimalizovana HPLC-MS/MS metoda pro
analyzu proteinti nesouci modifikaci mastnou kyselinou.

Vprvni casti byla optimalizovana piiprava vzorku lipoproteind zahrnujici
proteolytické S$tépeni proteinu. Nejprve byla testovana dvé redukéni Cinidla — DTT a
TCEP. Ob¢ c¢inidla poskytovala obdobné vysledky a pro dals$i experimenty byl zvolen
DTT jako redukéni Cinidlo. Nasledné byly testovany tii protedzy — trypsin, chymotrypsin
a GluC. Pro srovnani téchto enzymi bylo sledovano pokryti sekvence proteinli a
uspésnost identifikace lipidové modifikace. Nejspolehlivejsi vysledky vykazoval trypsin,
proto byl vybran pro dalsi experimenty. Poté byl testovan postup enzymatického Stépeni
na filtru (eFASP). Tento postup vykazoval srovnatelné pokryti sekvence jako
enzymatické Sté€peni v roztoku, nicméné uspésnost identifikace se oproti predeslym
postuptim vyrazné zvysila. Z tohoto diivodu byl pro dalsi experimenty pouzit praveé tento
postup.

V dalsi ¢asti prace byla optimalizovana gradientova eluce pro LC-MS/MS analyzu.
Cilem bylo zlepsit separaci lipopeptidi na chromatografické kolon¢ a zaroven posunout
eluci téchto peptidi. Jako nejvhodnéjsi byl zvolen gradient dlouhy 70 minut (0-5 min
5 % B, do 25. min 25 % B, do 50. min 100 % B, 50-55 min 100 % B, 56-70 min 5 % B).
Pro zvySeni Gc¢innosti vymyti lipopeptidll ze systému byla zvySena elucni sila mobilni
faze B. Misto plivodné pouzivaného 80% ACN s 0,1% FA byl pouzit 100% ACN s 0,1%
FA.

Nésledné byla optimalizovana metoda MS detekce. Na syntetickych lipopeptidech
byly testovany rtzné fragmentacni techniky (CID, HCD, ETD a EThcD) s riznym
nastavenim kolizni energie. Béhem téchto experimenti bylo cileno na fragmenty
indikujici pfitomnost N-terminalni myristoylace ¢i palmitolyace. Nejlepsi vysledky
poskytovala HCD fragmentace. Pii vyssi CE (45 eV) byly identifikovany indikacni ionty,
nevyhodou vsak byla ztrata ¢asti informace o celkové struktute peptidu. Proto byla pro
MS detekci pouzita HCD fragmentace pii dvou rtiznych CE (30 a 45 eV).

Déle byl ve spolupraci s Ing. Kamilou Clarovou navrzen skript v Pythonu pro
vyhodnocovéani spekter peptidi s cilenim na N-terminalni myristoylace. Program

prohledaval fragmentacni spektra, ve kterych hledal indikacni spektra.
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V posledni ¢asti prace byla ovéfena funkcnost celého navrzeného postupu analyzy
lipoproteinti. Postup byl aplikovan na vzorek proteinu MAPPhis s cilem detekovat N-
terminalni myristoylaci proteinu. Vysledky ukazaly, Ze navrzeny postup je schopny

detekovat N-terminalni myristoylaci ve vzorku proteolyticky rozstépeného proteinu.
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