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Souhrn

Nédory jsou geneticky a klinicky velmi rdznoroda onemocnéni, a proto se v posledni dobé
fada proteomickych studii zabyva hledanim biomarkerd, které by usnadnily prognostiku, dia-
gnostiku ¢&i lé¢bu onkologickych onemocnéni. U¢innym nastrojem je hmotnostni spektromet-
rie umoznujici identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci biomolekul v komplexnich biologickych
vzorcich. Prvnim krokem vedoucim k selekci biomarker( je tzv. discovery proteomika, jejimz
cilem je detailni analyza vzork sméfujici ke zmapovani a porovnani pfitomnych proteinC a vy-
béru vhodnych kandidatl na potencialni biomarkery. V dal$im kroku proteomické analyzy pro-
biha verifikace vybranych biomarkerd tzv. cilenou (targeted) proteomikou, jejimz Ukolem je
ovéreni pfitomnosti a kvantity daného proteinu v analyzovanych, presné klinicky definovanych
vzorcich. Predlozeny ¢lanek je zaméren na popis riiznych typa metod vhodnych pro kvantita-
tivni analyzu proteintd vyuzivajici hmotnostni spektrometrii.
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Summary

Cancers are genetically and clinically very heterogeneous diseases; therefore, various proteo-
mic studies have been trying to find biomarkers which can facilitate prognosis, diagnosis or
treatment of these oncological diseases. The mass spectrometry is an effective tool for iden-
tification, quantitation, and characterization of biomolecules in the complex biological sam-
ples. The first step suitable for selection of biomarkers called discovery proteomics provides
a detailed analysis of the samples contributing to the identification of proteins, comparison of
their presence in the samples, and selection of the convenient candidates for the prospective
biomarkers. The next step of proteomics analysis is directed towards verification of chosen bio-
markers with the approach called targeted proteomics. This technique evaluates presence and
quantity of the proteins (biomarkers) in clinically precisely defined samples. This article focuses
on the description of various approaches suitable for the quantitative analysis of the proteins
connected with mass spectrometry.
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Uvod

Hmotnostni spektrometrie je jednim
z proteomickych nastroji umoznuji-
cich identifikovat, kvantifikovat a cha-
rakterizovat proteiny v komplexnich bio-
logickych vzorcich. Vyvoj proteomickych
pfistupl zacinal identifikaci vybranych
purifikovanych proteint a verifikaci ge-
nomickych dat a pfes komparativni pro-
teomové analyzy se rozvinul az po cha-
rakterizaci posttranslacnich modifikaci
protein(, jejich dynamickych zmén
a protein-proteinovych interakci.

V soucasné dobé jsou vysledky hmot-
nostné spektrometrickych analyz dale
rozsiteny o predikované bioinformatické
Udaje, které jsou teprve ndasledné ex-
perimentalné ovéfovany. Mezi bio-
informatické nastroje patfi programy
predpovidajici lokalizaci proteinu v eu-
karyotické nebo prokaryotické burice
(program PSORT [1]), jeho funkci (pro-
gramy COG [2], KEGG [3], DAVID [4]),
soucinnost s ostatnimi proteiny ¢i li-
gandy, zapojeni v signalnich drahéach
anebo jeho ulohu v biologickém celku
napf. v rdmci bunky (programy IPA [5],
PathVisio [6]). Je zndmo, Ze mutace pro-
teinu zplUsobena tfeba zaménou ami-
nokyseliny ¢i pfitomnosti/ztratou post-
translacnich modifikaci mize zpUsobit
chybné sbalovani proteinu a tim ovliv-
nit jeho funkci. Ta se dale mUze projevit
zménami v interakci proteinu a naruseni
bunécné signalizace vedouci k zméndm
v proliferaci bunék, apoptdze ¢i nekroze.
Vzhledem k tomu, Ze tyto faktory pfi-
spivaji ke vzniku nadorové transformo-
vanych bunék, budeme se v dalsi ¢asti
této prace detailnéji zabyvat metodami
vhodnymi ke studiu kvantitativnich
zmén proteind, detekci a charakterizaci
posttransla¢nich modifikaci proteint
a jejich interakci s ligandy. V3echny uve-
dené metody maji spole¢ny jmenovatel,
kterym je hmotnostni spektrometrie.

Jakeé biologické materialy Ize
analyzovat?

Proteomové analyzy Ize aplikovat na
vsechny typy biologickych materiald,
které viak musi byt pfesné klinicky vy-
mezeny a definovany. Pro srovnavaci
proteomové analyzy se pak vzdy defi-
nuji experimentélni skupiny analyzova-
nych vzork(l, mezi nimiz se hledaji rozdily

na proteinové Grovni. K nej¢astéji analy-
zovanym klinickym biologickym mate-
rialim patfi tkdné, téIni tekutiny (mog,
mozkomisni nebo ascitickd tekutina),
krev (sérum, plazma), v pfipadé labora-
tornich experimentU se pak pouzivaji bu-
nécné linie ¢i rekombinantni proteiny.
Komplexita biologického materidlu pred-
stavuje pro proteomickou analyzu vzdy
velky problém. Proto hmotnostné spekt-
rometrické analyze pfedchdzeji separacni
metody schopné materidl frakcionovat,
a snizit tak jeho komplexitu. Je tedy vy-
hodné predem urcit skupiny proteinu
napf. se stejnou lokalizaci v burice nebo
funkci ¢i strukturnimi motivy (membra-
nové, jaderné, fosforylované, glykosylo-
vané proteiny) a ucel, ktery mé analyza
splnit (identifikace, kvantifikace proteind,
urceni mista posttransla¢ni modifikace i
zmény proteinové konformace). Z téchto
pozadavkU nasledné vychazi vlastni pro-
tokol zpracovani vzork(, ktery analyzu
maximalné zjednodusi, aviak bez ztraty
pozadovanych informaci.

Kvantifikace proteinti
S technologickym pokrokem lIze jiz nyni
identifikovat a kvantifikovat tisice pro-
teind v jednom hmotnostné spektrome-
trickém méreni, a to i zvelmi omezeného
mnozstvi vychoziho materidlu (koncen-
trace proteind se pohybuje v rozmezi
10-100 mg/ml). Samotna kvantifikace
zmén na proteinové Urovni poskytuje
fadu informaci o stavu biologického sys-
tému v case nebo za definovanych bio-
logickych podminek, jez pfispivaji k ob-
jasnéni biochemickych a fyziologickych
mechanizm( na molekuldrni drovni.
V proteomickych pfistupech se v po-
sledni dobé zacaly pouzivat subproteo-
mové analyzy, které jsou schopné podat
podrobnéjsi informace o proteinovém
slozeni ve vybrané izolované frakci ana-
lyzovaného materiélu, jez se pfi globalni
proteomové analyze nerozdéleného
vzorku ztraci. Mezi subproteomové ana-
lyzy patfi napf. analyza membranovych
proteini (membranom), imunoreaktiv-
nich proteind (imunom), proteind s pro-
teolytickou aktivitou (proteazom), fosfo-
rylovanych ¢i glykosylovanych proteint
(fosfoproteom ¢i glykoproteom).
Kvantifikace proteinl muze probi-
hat ve dvou zakladnich usporadanich.

V prvnim pfipadé Ize porovnévat kvan-
titu protein(i dvou ¢i vice biologickych
systému (relativni kvantifikace), ve dru-
hém uspofadani je mozné pfimo urdit
koncentraci daného proteinu v analyzo-
vaném vzorku (absolutni kvantifikace).
Ptistupy pouzivané pro relativni kvan-
tifikace se daji rozdélit do dvou skupin:
1. metody z4avislé na izotopovém zna-
Ceni (label-based) a 2. nezévislé na zna-
ceni (label-free). Dulezitym pozadav-
kem u metod zavislych na znaceni je
jasné oddéleni znacenych peptid/pro-
teinG od neznacenych. Mezi ¢asto vyu-
Zivané metody zavislé na izotopovém
znaceni patfi stable isotope labeling by
amino acids in cell culture (SILAC) po-
stup [7], ktery Ize aplikovat pouze na Zivé
organizmy in vitro, in vivo nebo ex vivo.
Ke znaceni se pouzivaji stabilni izotopy
neradioaktivnich tézkych aminokyselin,
jez jsou v prabéhu metabolického pro-
cesu (napf. pfi kultivaci bunécnych kultur)
inkorporovany do nové syntetizovanych
proteinC. Ve standardnim experimental-
nim uspofadani jsou kontrolni a ovliv-
néné bunky (napf. normalni a nadorové
buriky) kultivovany v lehkém a tézkém
kultiva¢nim médiu lisici se pritomnosti
neznacenych aminokyselin, napft. argi-
nin, lysin (lehké médium), a stejnych zna-
¢enych aminokyselin (tézké médium),
které obsahuji izotopy *C a/nebo ™N.
Po kontrole inkorporace tézkych amino-
kyselin do proteint bunék kultivovanych
v téZkém médiu jsou z obou bunécénych
linii izolovany proteiny, smichany v po-
méru 1 : 1, proteolyticky $tépeny a ana-
lyzovédny na hmotnostnim spektrome-
tru tzv. shotgun postupem (obr. 1A).
Na zdkladé hmotnostnich spekter jsou
pak identifikovany piky stejnych peptidd
lisSicich se presné definovanymi hmot-
nostnimi posuny jejich efektivnich hmot
(m/2) a z pomérl ploch pod témito piky
(resp. jejich intenzit) je odecitana rela-
tivni kvantifikace (obr. 1B). Identifikace
proteinll je potom odvozena z fragmen-
tacnich spekter. Vyhody tohoto postupu
Ize shrnout do nasledujicich bod: 1. zis-
kani dostate¢ného mnozstvi zna¢eného
materidlu pro dalsi analyzy bez variaci
v uc¢innosti znaceni mezi jednotlivymi
vzorky (dochazi vzdy ke stejné inkorpo-
raci tézkych aminokyselin), 2. moznost
sledovani proteinovych zmén v case
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Obr. 1. A. Schematicky postup popisujici SILAC kvantitativni analyzu bunécnych linii. B. Struktura tézkych a lehkych aminokyselin
zastoupenych v kultiva¢nich médiich a jejich efekt (specificky hmotnostni posun) v hmotnostnim spektru, v némz osa x predstavuje
efektivni hmoty (m/z) iontl peptidll a osa y intenzitu iont(, ktera odpovida kvantitativnimu zastoupeni daného peptidu v analyzo-

vaném vzorku.

a 3. od izolace proteind, kdy jsou vzorky
smichany 1: 1, jsou viechny dalsi ukony
se znacenym a neznacenym vzorkem
provéddény stejné (nedochazi k varia-
bilitdm zpUsobenym pfipravou vzorkd
pro MS analyzu). Velkd nevyhoda po-
stupu je viak vysokd finan¢ni i ¢asova
naro¢nost, moznost porovnani nej-
vyse tfi riznych stavld a nemoznost apli-
kace na lidské vzorky tkani.V hmotnost-
nich spektrech ¢asto dochdzi k prekryvu
peptidovych pikl a vyskytu satelitnich
pikd vlivem metabolické konverze [8,9],
coz zpUsobuje problémy v interpretaci
spekter, a tim i samotnou kvantifikaci
protein(.

Selekce biomarker( analyzou sér ¢i
tkani pacientll vyse popisovanym po-
stupem je naroc¢né z hlediska dostup-
nosti a variability vzork(. Proto analyzy
nadorovych bunécénych linii byly vyuzi-
vany jako vyhodna alternativa pro zjis-
téni biologicky zajimavych molekul,
které jsou pak verifikovany na vzorcich
pacient(. Jednim z ptikladl je prace Gei-
gera et al [10], v niz byly pouzity defino-
vané bunécné linie odvozené z rlznych
stadii karcinomu mlécné Zlazy. Metodou
SILAC byly identifikovany biomarkery
mitochondrial matrix protein isocitrate
dehydrogenase 2 (IDH2), cellular reti-
noic acid binding protein 2 (CRABP2)

a alpha-tocopherol-associated protein
(SEC14L2), jez byly validovany cilenou
hmotnostné spektrometrickou analyzou
a imunohistochemicky na vzorcich tkani
pacientek. Tyto proteiny se ukazaly byt
vhodnymi biomarkery pro monitorovani
progrese a prognoézy karcinomu mlécné
7I4azy. SILAC technika byla také pouzitain
vivo — experimentélni mysi byly krmeny
granulemi obsahujicimi lysin se stabil-
nim izotopem "*C nebo fasu spirulinu
se stabilnim izotopem N [11]. Vdechny
nové syntetizované proteiny byly ozna-
¢eny a mohly byt na proteomové Urovni
porovnavany s kontrolnimi neznaenymi
vzorky. Tohoto modelu Ize vyuzivat pro
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Obr. 2. Postup znaceni a kvantitativni analyzy proteint ze ¢tyi vzorkd pfipravenych
z rtiznych biologickych stavli bunécné linie.

Peptidy jsou znaceny iTRAQ znackami, jejichz reportérova ¢ast vykazuje hmoty m/z
114-117, které se objevi ve fragmentacnim spektru daného peptidu. Intenzita jejich pikd
pak bude odpovidat kvantitativnimu zastoupeni peptid{i v riznych vzorcich.

e N

buriky, tkdné proteiny peptidy

méreni v MS
a MS/MS

0O & %
(- 1~
\_ %
Obr. 3. Postup kvantifikace proteind proteomickymi metodami bez pouziti znaceni.

Z biologického materialu jsou izolovany proteiny, které jsou proteolyticky Stépeny enzy-
mem a méfeny hmotnostnim spektrometrem. Z intenzit peptidovych pika v MS spektrech
jsou odecitany kvantitativni poméry peptidd, ndsledné z fragmentacnich MS/MS spekter

jsou ur¢eny aminokyselinové sekvence téchto peptidd.

monitorovani funkci genli u knockout
mysi. VylepSenou verzi SILAC metody je
super-SILAC postup [12], ktery se snazi
fesit problém heterogenity naddorovych
tkani a znaceni proteintd (nelze kultivo-
vat v tézkém médiu). Z tohoto divodu
byl problém elegantné vyresen pfida-
nim SILAC znacenych proteinG ziska-
nych bunécnych linii do lyzatu analyzo-
vané tkané. Boersema et al [13] pouzili
tuto metodu pro identifikaci N-glykosy-
lovanych proteinl pfitomnych v sekre-
tomu buné¢nych nddorovych liniia vzor-
cich krve pacientd. Do 11 buné¢nych
linii odvozenych z karcinomu mlécné
Zlazy pridali interni standard pfedsta-
vujici znacené proteiny reprezentujici

tzv. super-SILAC mix, ktery umoznil kvan-
tifikaci protein(i v analyzované tkani. Pro-
teom obohaceny o N-glykoproteiny byl
analyzovédn hmotnostné spektrometric-
kymi metodami. Nasledné byla pfitom-
nost proteind identifikovanych v tkani
validovana ve vzorcich lidské krve. Dalsi
populdrni postupy pouzivané v relativni
kvantifikaci jsou zalozeny na znaceni
peptidd proteolyticky stépenych pro-
tein(. Jako pfiklad Ize uvést isobaric tags
for relative and absolute quantitation
(iTRAQ, obr. 2 [14]) nebo tandem mass
tag (TMT [15]). Jedna se o chemické zna-
¢eni primarnich amina peptidd, k nimz
je pfipojena molekula reagentu slo-
zend ze tfi skupin (reportérova, vyrovna-

vaci a reagujici s peptidem). Hmotnostni
rozdily molekuly reagentu jsou ovliv-
nény zaclenénim izotopl atomu *C, °N
a '®0 a tim umoznuji hmotnostni po-
suny pikd znacenych peptidl ve spekt-
rech. Vyhoda pfistupu je, Ze Ize znadit
az osm rGznych biologickych stav( a je-
jich kvantifikaci odecitat najednou z jed-
noho spektra a identifikovat proteiny pfi-
tomné ve vzorku v rozdilné koncentraci
(Siroky dynamicky rozsah). Dalsi vyhoda
je soucasnd identifikace a kvantifikace
proteind v jednom méreni ve fragmen-
tacnich spektrech. Nevyhoda metody je
mozné zkresleni informace o kvantité
proteinG ve vzorcich z divodu znaceni
peptidl az po proteolytickém stépeni
proteinl, nebot pfed timto krokem se
manipulovalo se vzorky oddélené. Tuto
metodu pouzili Rehman et al [16] pro
identifikaci potencialnich prognostic-
kych biomarkert nadoru prostaty spoje-
nych s progresi onemocnéni a metasta-
zovanim. K analyze pouzili bunéc¢né linie
odvozené od nddoru prostaty a smésné
vzorky sér pacientl. Protein eukaryotic
translation elongation factor 1 alpha 1
(eEF1AT) byl identifikovan jako novy
kandidatni biomarker se signifikantné
zvysenou expresi u pacientl zafazenych
do studie.V jiné studii zaméfené na ana-
lyzu fosforylace na tyrozinu v imortalizo-
vané bunéc¢né linii odvozené z epitelial-
nich bunék mlé¢né zlazy MCF-10A bylo
identifikovano 57 unikatnich proteint
zahrnujicich tyrozinové kinazy, fosfatazy
a proteiny ucastnici se bunécné signa-
lizace. Poprvé byly identifikovény pro-
teiny SLC4A7 (sodium bicarbonate co-
transporter) a TOLLIP (toll interacting
protein) jako nové tyrozin kindzové sub-
straty spojené s vyvojem karcinomu
mlécné zlazy [17].

U label-free postupu nejsou vzorky
znaceny zadnymi znackami [18]. Metoda
je rychld, cenové dostupnd, avsak méné
pfesnd a nevhodnd pro proteiny pfi-
tomné ve vzorcich v nizkych koncent-
racich. Dalsi problém je naro¢né hod-
noceni hmotnostné spektrometrickych
dat, pro néz musi byt pouzity vysoce
sofistikované programy. V prabéhu pfi-
pravy i méfeni se pracuje se vzorky od-
délené, ale za stejnych experimentélnich
podminek (obr. 3). Pfednosti je ana-
lyza neomezeného poctu vzork(, které
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mohou byt mezi sebou porovnavény.
Informace o kvantité jsou ziskavany:
1. z intenzit pik( peptidovych iontl i
ploch pod piky v hmotnostnich spek-
trech nebo v chromatogramech nebo
2. z po¢tu MS/MS spekter ptifazenych
danému peptidu/proteinu nazyvané
spectral counting. Empiricky bylo zjis-
téno, Ze peptidy pfitomné ve vzorcich ve
vyssich koncentracich vykazuji ¢astéjsi
vyskyt iontl v hmotnostnich spektrech.
V pfipadé absolutni kvantifikace musi
byt jiz zndmy proteiny/peptidy, které ve
vzorcich chceme cilené kvantifikovat.
Absolutni kvantifikaci tedy musi pred-
chdzet tzv. discovery analyza vzorku.
Aminokyselinovd sekvence proteinu di
jeho casti je pak syntetizovana a je obo-
hacena o znacku, kterd umozni jeho od-
liseni v hmotnostnich spektrech od na-
tivniho proteinu. Synteticky konstrukt je
pfidavan do vzorku v nékolika znamych
koncentracich pokryvajicich predpokla-
danou koncentraci nativniho proteinu.
Koncentrace nativniho proteinu je pak
odvozena porovnanim intenzit pikd syn-
tetického konstruktu a nativniho pep-
tidu v hmotnostnich spektrech (obr. 4).

Zaveér

Vsechny popisované metody vsak maji
stale svd omezeni vedouci ke kvanti-
fikaci jen urcité casti protein( pfitom-
nych ve vzorku (obr. 5). Limitujicimi
jsou metodické i technologické faktory.
Z hlediska metodiky ¢asto dochdazi pfi
pfipravé vzorkl ke ztratam casti analy-
zovaného materidlu a v pfipadé tech-
nologie (napt. hmotnostni spektrometr)
stale neni dostacujici pristrojové vyba-
veni pro zachyceni iontl vSech protei-
novych komponent pfitomnych v analy-
zovaném vzorku. V ndvaznosti na tento
proces je nutny i vyvoj zpracovani a vy-
hodnoceni obsahlych dat ziskanych
z hmotnostnich spektrometrd. Firmy
i akademicka pracovisté investuji ne-
malé usili do vyvoje dokonalejsich al-
goritmd schopnych zpracovat obrovské
mnozstvi informaci tak, aby se k uziva-
teli dostaly ve formé snadno interpreto-
vatelnych vysledkd. Cilem proteomiky
je systematickd kvantifikace protein(
v bunikdch nebo tkanich, a tim sledovani
zmén mezi rdznymi biologickymi stavy,
napf. zdravy vs nemocny. Detekce téchto

4 A
buriky, tkdné proteiny peptidy
proteolytické ‘9 N
O — Stépeni .“E
“ T méeni
znacené syntetické SO 7 vMs
peptidy vybraného OQA
proteinu/G
- /

Obr. 4. Schematické znazornéni absolutni kvantifikace proteinti v komplexnim biolo-

gickém vzorku.

Proteiny izolované ze vzorku jsou proteolyticky stépeny enzymem na peptidy. Do pep-
tidové smési jsou ve zndmych koncentracich pridény syntetické znacené peptidy a celad
smés je pak analyzovana hmotnostnim spektrometrem. Porovnanim intenzit pikd synte-
tického a nativniho peptidu je pak vypocitdna koncentrace nativniho peptidu.

-

celkové mnozstvi proteiny

proteint ve vzorku

N

identifikované MS

~

proteiny
kvantifikované MS

Obr. 5. Znazornéni poctu kvantifikovanych proteind ve vzorcich analyzovanych

proteomickymi pfistupy.

zmén prispiva ke stanoveni specifickych
proteinovych biomarkerd, které je pak
mozné vyuzit k diagnostice nebo pro-
gnostice rGznych typd nddorovych one-
mocnéni. V poslednich letech se stale
vice diskutuje o personalizované 1é¢bé,
kdy by kazdému pacientovi mohla byt
ordinovana ucinna lécba pravé na za-
kladé detekovanych biomarker( pfitom-
nych v krvi ¢i tkani pacienta. Kvantifi-
kace proteinti hmotnostni spektrometrii
je metoda néroc¢nd na pfipravu a zpraco-
véanivzork( a zavisla na finan¢né naklad-
ném pfistrojovém vybaveni. Neni tedy
vhodnd pro rutinni testovani vzorki
odebranych pacientdm v ramci jejich
vysetfeni. Dava viak moznost primarné
odhalit nové biomarkery nadorovych

onemocnéni a detekovat zmény v bio-
logickych systémech, které jsou zéakla-
dem pro vyvoj jednodussich a levnéjsich
pristupl a jejich aplikaci v bézné klinické
praxi.
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