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Souhrn

Vyvoj diagnostickych a terapeutickych pfistupl v onkologii vyzaduje, kromé jiného, citlivé
kvantitativni pfistupy pro stanoveni protein( souvisejicich s nadorovymi procesy v klinickych
vzorcich. V tomto ¢lanku jsou predstaveny nové kvantitativni metody cilené proteomiky. Hlavni
potencidl metod monitorovani vybranych reakci (SRM) a pseudo-SRM spociva v kvantifikaci
predem vybranych protein( ve vétsich souborech vzork( s vysokou citlivosti a selektivitou, ¢imz
predstavuji alternativu ke stavajicim imunochemickym pfistuptm. Potencidl HRM a SWATH
spociva naopak v ziskavani digitalnich proteomickych fingerprint(, z nichz je nasledné mozné
extrahovat kvantitativni proteomicka data na podobném principu jako u SRM. Clanek pred-
stavuje aplikace uvedenych metod v fadé studii z oblasti onkologického vyzkumu, kde byly
pouzity ke stanoveni a validaci stavajicich i nové navrhovanych proteinovych biomarkerd a pfi
studiu jejich Ulohy v mechanizmu vzniku a vyvoje nador(.

Klicova slova
proteomika — monitorovani vybranych reakci — onkologie - SWATH - biomarkery — moleku-
larni diagnostika

Summary

Development of novel diagnostic and therapeutic approaches in cancer research requires sen-
sitive and quantitative assays for determination of cancer-associated proteins in clinical samp-
les. Novel quantitative targeted proteomic approaches are overviewed in this communication.
A major advantage of selected reaction monitoring (SRM) and pseudo-SRM lies in the selective
and sensitive quantification of selected proteins in large sample sets. As such, they represent
an alternative to immunochemical approaches. On the other hand, the potential of HRM and
SWATH lies in recording of digital fingerprints, which enable post-acquisition quantitative pro-
teomic data mining on a similar basis to SRM. This article shows applications of targeted pro-
teomics in a number of cancer research studies where they were used for quantification and
validation of current or potential protein biomarkers and to study their role in cancer develop-
ment and progression.
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Uvod
Nové poznatky z oblasti molekuldrni
biologie nadorl jdou ruku v ruce s vy-
vojem novych citlivych metod, které
umoziuji nové analyzy na urovni ge-
nomu, transkriptomu i proteomu a jako
celek podavaji komplexni obrazek o bio-
logickych procesech v bunce. Proteiny
jsou nejen stavebnimi prvky Zivych or-
ganizmd,, ale i zakladnimi biologickymi
katalyzatory, reguldtory a prostfedniky
bunécné signalizace. Hladiny proteind,
jejich modifikace a funkce se tak odrazi
v zékladnim stavu buriky, jejich fyziolo-
gickych reakcich na okolni podminky
i patologickych procesech véetné ma-
ligni transformace. Rozvoj proteomic-
kych metod a soucasné porovnavani vy-
sledného stavu proteomu se zakladni
informaci obsazenou v genomu a re-
gulaci exprese na urovni transkriptomu
umoznuji komplexné charakterizovat
biologické procesy v burice. Charakte-
rizace proteinl a jejich kvantifikace je
tedy jednim z predpoklad( rozvoje no-
vych diagnostickych a terapeutickych
pfistupt u nddorovych onemocnéni za-
lozenych na nové ziskanych systémové
biologickych poznatcich [1,2].
Proteomika je védni smér, ktery se
zabyva identifikaci a kvantifikaci pro-
teinG v rliznych biologickych systémech,
a predstavuje tak nastroj k pochopeni
slozitych bunécnych procesl. V ramci
proteomiky lze rozliSit dva zdkladni
sméry: 1. tzv. necilenou proteomiku,
ktera se zaméfuje na identifikaci novych
proteinovych cilll v souvislosti s uré¢itym
biologickym stavem, napf. onemocné-
nim (srovnani vzork( pacientd s dobre
definovanou diagnézou a zdravych je-
dinct); 2. tzv. cilenou proteomiku, ktera
se zaméruje na jeden konkrétni protein
a jeho biologickou ulohu. Pro rozvoj ci-
lené proteomiky hraje zasadni roli moz-
nost citlivé, specifické a mezilaboratorné
dobre reprodukovatelné kvantifikace
studovaného proteinu. V této oblasti
dosud dominuji pfevdzné imunoche-
mické pfistupy (western blotting spo-
jeny s imunodetekci, ELISA), které jsou
zavislé na dostupnosti kvalitnich a speci-
fickych protilatek. Principialné zcela od-
lisnd technika hmotnostni spektromet-
rie (mass spectrometry — MS) v posledni
dobé nabizi alternativni pfFistupy cilené

kvantifikace proteind na bazi vybranych
proteotypickych peptidd, jejichz pred-
staveni je predmétem tohoto clanku.
Vychézi pfitom ze zkusenosti s technicky
ekvivalentnim pfistupem pro MS kvan-
tifikaci nizkomolekuldrnich latek, ktery
je fadu let vyuzivan v oblasti farmaceu-
tické a forenzni analyzy [3,4]. Jelikoz
metodicky vyvoj v této oblasti dosahl
urovné potifebné k béznému uplatnéni
v biologickém vyzkumu véetné onkolo-
gického, byla cilenad proteomika vyhod-
nocena c¢asopisem Nature Methods jako
metoda roku 2012 [5].

Zakladni metodou cilené proteo-
miky je tzv. monitorovani vybranych
reakci (selected reaction monitoring -
SRM), o niz jsme podrobné referovali jiz
drive [6], dale viz [7,8]. Pomoci metody
SRM lIze kvantifikovat az desitky predem
vybranych proteind v ramci jedné ana-
lyzy a diky Sirokému linedrnimu dyna-
mickému rozsahu je tak mozno stano-
vit proteiny obsazené v mnozstvi 45 az
1,3 X 106 kopii na bunku v jedné ana-
lyze [9]. Je vSak nezbytné mit pro dané
proteiny optimalizované metody, coz
znamend predevsim vybrané kombi-
nace proteotypickych peptidd a jejich
specifickych fragment(, které posky-
tuji dobry signal. SRM se bézné provadi
na relativné jednoduchych hmotnost-
nich spektrometrech typu trojity kva-
drupdl (QQQ) nebo hybridnich systé-
mech typu trojity kvadrupoél-linedrni
iontova past (QTRAP). Se zvysuijici se cit-
livosti vysokorozliSovacich hmotnost-
nich spektrometrd (Orbitrap, QExactive,
moznosti cilené kvantifikace i na této
slozitgjsi, ale univerzalngjsi instrumen-
taci. V tomto ¢lanku se proto budeme
vénovat cilené kvantifikaci na hmot-
nostnim spektrometru TripleTOF 5600+,
ktery byl nedavno instalovan na praco-
visti RECAMO Masarykova onkologic-
kého ustavu a ktery umoznuje provadét
také sbér digitalnich fingerprintl po-
moci metody HRM (hyper reaction mo-
nitoring) neboli SWATH (sequential win-
dowed data independent acquisition of
the total high resolution mass spectra).
Z téchto fingerprintl Ize nasledné, tieba
nékolik let po provedené MS analyze,
extrahovat kvantitativni data pro poz-
déji zvolené proteiny naseho zajmu.

To stavi proteomiku do zcela nového
svétla jako nastroje pro ziskani zcela no-
vych proteomickych dat z fyzicky jiz ne-
dostupnych vzork(, coz zddnd z dosud
dostupnych metod neumoziuje. Oba
pfistupy maji velky potencial pfi verifi-
kaci a validaci potencidlnich biomarker(
nadorovych onemocnéni a pfi kvanti-
fikaci vybranych protein(i v rdmci stu-
dii zamérenych na studium biologické
Ulohy protein( in vitro a in vivo.

Priprava vzorki pro cilenou
proteomiku a chromatograficka
separace

Analyza vzorkd pomoci cilené proteo-
miky probihd podobné jako bézna pro-
teomickd LC-MS analyza s tim, ze pfi
pfipravé vzorku je tfeba zohlednit jeho
charakter a typ pouzité kvantifikace.
Proteiny se extrahuji ze zmrazenych ¢i
archivovanych tkani, pfipadné z bio-
logickych tekutin. Vzorky analyzované
v rdmci onkologického vyzkumu jsou
obecné velmi komplexni. U vzorkd typu
sérum nebo plazma se proto nékdy pro-
vadi imunochemické odstranéni pro-
teinl o velmi vysoké koncentraci. Pro
proteiny o nizké koncentraci Ize pro-
vést naopak obohaceni pomoci proti-
latky vuci cilovému proteinu [8], ktera
zvysuje citlivost pfistupu, pficemz spe-
cifita zGstava zajisténa MS identifikaci;
tento pfistup se pak oznacuje jako ,im-
muno-SRM” [10]. DullezZitou otazkou je
pridavek izotopové znacenych peptidl
zajistujicich presnou kvantifikaci. Pro
SRM se pfidavaji izotopové znacené pro-
teotypické peptidy o zndmé koncen-
traci, které sekvenci odpovidaji pepti-
ddm z kvantifikovanych proteind [11].
Pro HRM a SWATH jsou naopak obvykle
pfidavany smési ovérenych peptidd, jez
slouzi ke kalibraci reten¢nich ¢asl u na-
sledné chromatografické separace a zvy-
Suji tim spolehlivost celého pfistupu.
Ziskany proteinovy extrakt je reduko-
van, alkylovan a $tépen trypsinem, ktery
specificky stépi proteiny na C-strané ly-
sinu a argininu, pokud nendsleduje pro-
lin. Peptidové smési jsou separovany na
principu reverzné fazové chromatogra-
fie on-line propojené do hmotnostniho
spektrometru. Lze vsak pouzit i dvoj-
rozmérnou (2D) chromatografickou se-
paraci [12], kterd snizuje komplexitu
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vzorku, interference a limity detekce,
prodluZuje ale dobu experimentu. Chro-
matografii separované peptidy vstupuji
do (nano)elektrospreje, kde vlivem vy-
sokého napéti dochazi k jejich ionizaci,
nabité ionty poté vstupuji do hmotnost-
niho spektrometru.

Princip SRM a p-SRM

Zakladni princip SRM méfeného v hmot-
nostnim spektrometru typu trojity kvadru-
pdl spociva ve vybéru peptidového iontu
(prekurzorového iontu) v prvnim hmot-
nostnim analyzatoru (kvadrupol QT).
Peptid je nasledné fragmentovan v kva-
drupdlu Q2, specifické peptidové frag-
menty (produktové ionty) jsou pak vy-
filtrovany diky nastaveni kvadrupélu Q3
(obr. 1A, B), kterym tyto prochdzi na de-
tektor [13]. Pfi SRM se tedy kvantifikuji ur-
¢ité vybrané peptidy, typické pro dany
protein. Z kvantitativnich dat téchto pep-
tidd se poté vypocitd kvantifikace ce-
I[ého proteinu. Modifikovany pfistup ci-
lené kvantifikace u vysokorozlisovaciho
hmotnostniho spektrometru typu Tri-
pleTOF se oznacuje jako pseudo-SRM
(p-SRM). Modifikace spociva v tom, Ze na-
misto méreni jednotlivych pfedem vybra-
nych fragmentl peptidl je méreno celé
peptidové spektrum pomoci analyzatoru
Jtime-of-flight” (TOF). Vyhodou tohoto
pfistupu je jednodussi vyvoj metod pro
kvantifikaci konkrétnich peptidd a lepsi
kontrola selektivity, nevyhodou je horsi
citlivost ve srovnani s pfistroji typu QQQ
nebo QTRAP obdobné generace.

Princip HRM/SWATH

Metoda HRM neboli SWATH je modi-
fikaci metody p-SRM. Zatimco pfi mé-
feni metodou p-SRM jsou pro ziskdvani
spekter vybirdny pouze urcité peptidy
typické pro proteiny naseho zajmu, me-
toda SWATH je navrzena k ziskani digi-
talniho fingerprintu, z néhoz Ize pozdéji
vycist kvantitativni data az pro néko-
lik tisic peptidG. Pro sbér SWATH digi-

talnich fingerprintl se skalam/z rozdéli

na okna o $ifce typicky 25 Da. Kvadru-
pol Q1 funguje jako hmotnostni filtr,
ktery postupné propousti ionty o urci-
tém rozsahu m/z do kolizni cely (obr. 1C).
Nejedna se zde o jednotlivé ionty, jak je
tomu v piipadé SRM a p-SRM (Sitka okna
0,7 Da, obr. 1A, B), ale oblasti m/z o Sitce

e N
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peptidy po 25 Da oknech peptidd ve 25 Da okné

\_
Obr. 1. Schéma hmotnostnich spektrometrl pracujicich v rezimech SRM, p-SRM
a SWATH/HRM.

Peptidy jsou separovany kapalinovou chromatografii, odkud vstupuji do iontového zdroje,
kde jsou Gc¢inkem vysokého napéti ionizovany. Nabité peptidy pokracuji do hmotnostniho
spektrometru. A.V SRM metodé filtruje kvadrupél Q1 pouze vybrané prekurzorové ionty (pep-
tidy) o zvoleném poméru hmotnost/ndboj (m/z), které pak pokracuji do kolizni cely (Q2), kde
jsou fragmentovany za vzniku produktovych iontl (specifickych peptidovych fragmentt).
Kvadrupol Q3, podobné jako Q1, zde funguje na principu hmotnostniho filtru a propousti na
detektor jen vybrané produktové ionty. B. Metoda p-SRM se od SRM v principu lisi v posled-
nim hmotnostnim analyzatoru, kterym je analyzator doby letu (time-of-flight —- TOF). Zde do-
chazi k analyze viech vzniklych produktovych iontl na zékladé doby priletu k detektoru, ni-
koli jen vybranych. C. V pfipadé metody SWATH/HRM kvadrupél Q1 postupné propousti do
kolizni cely nikoliv jednotlivé prekurzorové ionty (peptidy), ale soubory peptidd spadajicich
do oblasti m/z (SWATH okna) o sitce typicky 25 Da. Vsechny propusténé ionty jsou pak frag-
mentovany v kolizni cele (Q2) a analyzovany pomoci analyzatoru doby letu (TOF).

25 Da. Takto je v pribéhu LC-MS ana-
lyzy v kratkych cca 3 s trvajicich cyklech
opakované analyzovéna vzdy celd ob-

last m/z spektra, coZz umoznuje ziskavat
kvantitativni data pro viechny deteko-
vatelné peptidy ve vzorku.
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Obr. 2. Princip metody SWATH/HRM.

Metoda je zalozena na kvantifikaci produktovych iontl vzniklych fragmentaci vSech prekurzorovych ionttd (peptid(l) v tzv. SWATH ok-
nech. SWATH okna jsou Useky Skaly m/z nej¢astéji o Sifce 25 Da (napf. pfi zvoleném hmotnostnim rozsahu m/z = 400-1 100 Da se po-
stupné méfi 28 SWATH oken v rdmci jednoho cca 3 s trvajiciho cyklu). Vysledkem méreni kazdého SWATH okna je MS/MS spektrum na
pravé strané obrazku. Chromatogram dole znazornuje koeluci produktovych iontl rliznych peptid zndzornénych rdznymi barvami.
Data z chromatogramu se poté vyuziji ke kvantifikaci peptidG a proteint ve vzorku. Zdroj: ABSCIEX, se svolenim, upraveno dle [27].

Aplikace cilené proteomiky

v onkologickém vyzkumu

SRM je jednou z nejcitlivéjsich kvantita-
tivnich metod hmotnostni spektromet-
rie.V soucasnosti ziskava nenahraditelné
postaveni v oblasti validace protein(,
které by mohly hrat dlohu biomarkert
biologickych stav(. Naptiklad Fortin et
al [14] pouzili SRM v kombinaci s imuno-
depleci vzorku pro stanoveni klinicky ru-
tinné uzivaného markeru, prostatového
specifického antigenu (PSA), v sérech
pacientl s benigni hyperplazii prostaty
a pacientd s nadory prostaty. Vysledky
ukazaly dobrou korelaci vysledkl uve-
deného pfistupu cilené proteomiky
a bézné uzivaného ELISA testu [14].
Hembrough et al [15] s pomoci SRM pfi-
stupu kvantifikovali epidermal growth
factor receptor (EGFR) v bunkach linie
odvozené z naddoru plic fixované v para-
finu a ukazali dobrou shodu mezi daty
ziskanymi EGFR-SRM a ELISA daty ze
vzork( nefixované kultury. Déle demon-
strovali moznost SRM stanoveni EGFR ve

vzorcich mikrodisekovanych z formali-
nem fixované tkané xenograftd a tkani
nemalobunééného karcinomu plic. Bylo
prokézano, ze ziskana data jsou velmi
specifickd pro EGFR a jednoznacné odli-
Suji kvantifikaci EGFR od kvantifikace dal-
Sich pfibuznych proteint (napt. IGF-1R,
cMet, Her2, Her3 a Her4) [15]. Metoda
SRM ma dale potencidl ve validaci no-
vych potenciélnich biomarkerd. Hladiny
tii z péti SRM validovanych proteinl
(14-3-30, gelsolin, lumican, transgluta-
minasa 2 a tissue inhibitor of metallopro-
teinase 1) vykazaly schopnost odliseni
nadorl pankreatu od kontrol v daném
souboru pacientl, pticemz nejlep-
Sich vysledk( bylo dosazeno pro gelso-
lin [16]. Podobné byla testovéna véasna
detekce hepatocelularniho karcinomu
u pacientd po infekci hepatitidou C.
V souboru 50 pacientd byly skupiny pa-
cientl s nadorem a bez nadoru jedno-
znacné rozliseny pomoci hladin apolipo-
proteinu A1 stanovenych pomoci SRM,
pficemz data byla potvrzena dalsimi ne-

zavislymi metodami [17]. Pro vyvoj sta-
noveni novych proteind pomoci SRM
jsou dale vyvijeny nové rychlejsi a efek-
tivnéjsi pfistupy. Jeden z nich [18] umoz-
nil vyvoj metod pro kvantifikaci jak kli-
nicky rutinné uzivaného markeru nadort
vaje¢niku, CA125, tak i dalSich zvazova-
nych biomarkerd (beta-2-mikroglubulin,
apolipoprotein A1, transthyretin a trans-
ferrin). Vyvinuté metody jsou k dispo-
zici ve formé verejné pristupné SRM
knihovny [18].

V signalizaci u nddorovych procest
maji velky vyznam posttransla¢ni mo-
difikace proteind, jako je fosforylace, ale
také acetylace ¢i glykosylace. Wolf-Yadlin
et al [19] demonstrovali velmi efektivni
SRM pfistup pro analyzu fosforylaci na
222 fosforyla¢nich mistech proteinli po
stimulaci bunék EGF. Bylo pfitom iden-
tifikovdno a sledovano 31 fosforyla¢-
nich mist, kterd dosud s EGF stimulaci
nebyla spojovana. Publikovany pfistup
umoznuje rutinni analyzu stovek fos-
foryla¢nich mist za rdznych volitelnych
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biologickych podminek [19]. Griffiths
et al [20] dale zjistili, Ze metoda SRM je
10nasobné citlivéjsi v porovnani s ostat-
nimi metodami pro sledovani acetylace,
a timto zpUlsobem byli schopni identifi-
kovat pét novych acetyla¢nich mist u cy-
tokeratinu 8 [20]. Hilsmeier et al [21]
studovali pomoci SRM vrozenou poru-
chu glykosylace. Cilené se zaméfili na
glykosylace u a-T-antitrypsinu a trans-
ferrinu a pomoci SRM zjistili vztah mezi
snizenou glykosylaci a zadvaznosti CDG
syndromu [21]. Glykosylace maji rovnéz
vyznam z toho ddvodu, Ze fada sekreto-
vanych proteind pouzitelnych jako nein-
vazivni biomarkery je glykosylovanych.

Aplikace metody HRM/SWATH

v onkologickém vyzkumu

Metoda SWATH umoznuje i zpétnou
kvantifikaci véech detekovatelnych pro-
teinl ve vzorku [22] z namérenych di-
gitalnich fingerprintd. Jelikoz se jedna
o metodu velmi novou, pocet publikova-
nych praci je zatim omezeny a ty se za-
méfuji pfevazné na strukturni a funkéni
studie protein na molekuldrni Grovni.
Doposud byla metoda SWATH Uspésné
vyuzita ke studiu Her-2/neu receptoru
(ErbB2) a jeho fosforylované a acetylo-
vané formy [23]. Potencial metody SWATH
byl téZ demonstrovan na vzorcich lidské
plazmy ziskanych od zdravych jedincg,
v nichz bylo cilené sledovano 41 N-gly-
kopeptidi pomoci metod SWATH a SRM.
V obou posledné jmenovanych studiich
bylo zjisténo, ze SWATH ma sice nizsi cit-
livost v porovnéni se SRM, vyvoj kvan-
tifikacnich metod vsak trva krat$i dobu
a metoda umoznuje kvantifikovat pod-
statné vice proteinli v jednom béhu.
Reprodukovatelnost SRM a SWATH byla
podobna [24]. SWATH m(ze najit uplat-
néni také ve funkénim studiu pronado-
rovych procesu, konkrétné pfi charak-
terizaci protein-proteinovych interakci.
V této oblasti byl studovén vliv stimu-
lace PI-3K/AKT signalni drahy na inter-
aktom proteinu 14-3-3(. Vzorky byly
ptipraveny pomoci ,pull-down” afinitni
purifikace, kterd byla provadéna v rlz-
nych ¢asech po pfidani IGF1 (insulin-like
growth factor 1 - stimulator PI-3K/AKT
drahy). Vysledky dynamicky popisuji in-
teraktom proteinu 14-3-3(3 pfi aktivaci
zminéné drahy, pricemz bylo identifiko-

vano nékolik skupin interagujicich pro-
teind, jez vykazovaly zcela odlisné cho-
vani v odpovédi na stimulaci [25]. V jiné
studii se autofi zaméfili na charakte-
rizaci zmén protein-proteinovych in-
terakci souvisejicich s mutacemi cyk-
lin dependentni kindzy 4 (CDK4), které
se vyskytuji u melanomG. Metoda
AP-SWATH odhalila 17 proteind, jez ve
zvysené mife interagovaly s mutant-
nimi formami CDK4 v porovnani s wild
type formou proteinu. Interakce mu-
tantnich forem CDK4 s Hsp90 proteiny
(Hsp90a, Hsp90p) byly zvyseny trojna-
sobné v porovnani s wild type. Mutantni
formy CDK4 naopak téméf neinterago-
valy s INK proteiny (p15INK, p16INK,
p18INKa p19INK - polypeptidové inhibi-
tory CDK4) v porovnani s wild type [26].
Z uvedenych vysledku Ize fici, ze metoda
SWATH je robustnim pfistupem pro cha-
rakterizaci zmén v posttranslacnich mo-
difikacich proteinl a jejich protein-pro-
teinovych interakcich, ktery nevyzaduje
pouziti znaceni. V soucasné dobé prova-
déné studie se rovnéz zaméruji na kon-
cept digitalizovanych biobank, ktery by
z jedenkrat namérenych dat metodou
SWATH umoznil v budoucnu kdykoliv
extrahovat jakékoliv dostupné kvantita-
tivni proteinové informace.

Zaveér

Experimentadlné ndrolné proteomické
techniky vykazuji v poslednich le-
tech metodicky rozvoj, ktery stéle vice
umoziuje splnit predstavy Iékaf(, bio-
logl a daldich vyzkumnych pracovnikd.
To odrdzi zejména stéle se zvysujici podil
proteomu, jenz muze byt rutinné sledo-
van. Nové metody cilené kvantifikace
pfispivaji vyraznym zlepsenim k repro-
dukovatelnosti, kvantifikovatelnosti a ke
zvyseni poctu vzork(, které mohou byt
zafazeny do proteomickych studii. Zde
prezentované prace ilustruji Uspésné ap-
likace cilené proteomiky v oblasti on-
kologického vyzkumu, jez v mnoha pfi-
padech sméfuji k redlnému uplatnéni
v klinické praxi. Laboratof hmotnostni
spektrometrie Masarykova onkologic-
kého tstavu s hmotnostnimi spektrome-
try TripleTOF 5600+ a Orbitrap ELITE je
pfipravena, ve spolupraci se specialisty
napfi¢ obory, k tomuto Usili vyznamné
prispét.
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