POVODNA PRACA

Tvorba hmotnostne spektrometrickych
spektralnych kniznic nadorovych bunecnych linii

Building Mass Spectrometry Spectral Libraries of Human Cancer

Cell Lines

Faktor J., Bouchal P.

Regiondlni centrum aplikované molekuldrni onkologie, Masaryklv onkologicky Ustav, Brno

Suhrn

Vychodiskd: Kvantifikdcia proteinov v modelovych nadorovych bunecnych liniach a v nadorovych
tkanivéch je ¢asto predmetom onkologického vyskumu. Metéda SWATH (sequential windowed
acquisition of all theoretical fragment ion spectra), novinka v kvantitativnej onkoproteomike, zis-
kava ¢oraz vacsiu popularitu, pretoze umoznuje kvantifikaciu vetkych proteinov zaznamenanych
v spektralnej kniznici. Spektralna kniznica obsahuje fragmentacné informacie o kazdom detekova-
telnom proteine vo vzorke. Dokladnd priprava spektralnej kniznice vyrazne vylepsi kvantifikaciu
obzvlast nizkoabundantnych proteinov, ktoré ¢asto zohravaju vynamnu tlohu v nadorovych ocho-
reniach. Ciel*V tomto ¢lanku sa venujeme optimalizécii pripravy spektralnej kniznice s cielom maxi-
malizovat pocet kvantifikovatelnych proteinov v modelovej bunec¢nej linii MCF-7 odvodenej od kar-
cindmu prsnika. Experiment je zamerany na optimalizaciu postupu pripravy vzorky pred vstupom
do hmotnostného spektrometru, kde bol skimany vplyv zlozZenia lyza¢ného pufru, vplyv postupu
rozpustania peptidov a vplyv materidlu mikroskimaviek na pocet proteinov v spektralnej kniznici.
V neposlednom rade boli optimalizované aj parametre merania na hmotnostnom spektrometri
pre ziskavanie déat do spektralnej kniznice. Zdver: Déslednou optimalizaciou postupu sa podarilo
pripravit spektralnu kniznicu obsahujicu fragmenta¢né informacie o 1 653 proteinoch (FDR < 1%)
z 1 pg lyzétu MCF-7. Hlavnym prinosom optimalizacie postupu pripravy spektrélnej kniznice je
rozsirenie pokrytia protedmu vo SWATH digitalnych biobankach umozniujucich kvantifikaciu lu-
bovolného proteinu vo fyzicky uz nedostupnych vzorkéach. Kvalitné spektralne kniznice by mohli
v buducnosti zohravat klu¢ovu tlohu pri tvorbe digitalnych fingerprintov proteému pacientov.
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Summary

Background: Cancer research often focuses on protein quantification in model cancer cell lines and
cancer tissues. SWATH (sequential windowed acquisition of all theoretical fragment ion spectra),
the state of the art method, enables the quantification of all proteins included in spectral library.
Spectral library contains fragmentation patterns of each detectable protein in a sample. Thorough
spectral library preparation will improve quantitation of low abundant proteins which usually play
an important role in cancer. Aim: Our research is focused on the optimization of spectral library
preparation aimed at maximizing the number of identified proteins in MCF-7 breast cancer cell line.
First, we optimized the sample preparation prior entering the mass spectrometer. We examined
the effects of lysis buffer composition, peptide dissolution protocol and the material of sample vial
on the number of proteins identified in spectral library. Next, we optimized mass spectrometry
(MS) method for spectral library data acquisition. Conclusion: Our thorough optimized protocol for
spectral library building enabled the identification of 1,653 proteins (FDR < 1%) in 1 ug of MCF-7 ly-
sate. This work contributed to the enhancement of protein coverage in SWATH digital biobanks
which enable quantification of arbitrary protein from physically unavailable samples. In future, high
quality spectral libraries could play a key role in preparing of patient proteome digital fingerprints.
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Uvod

Rakovina patri v dnesnej dobe k velmi
¢astym ochoreniam a v roku 2012 bola
celosvetovo pri¢inou 8,2 milidna umrti [1].
Rakovinové ochorenia su spésobované
gendmovymi zmenami a aj zmenami
v biochemickych drahach, ktoré vedu
k nekontrolovanému deleniu buniek
k metastdzovaniu. V¢asna diagnostika
acielend lie¢ba zamerana na charakteris-
tické proteiny méze znizit umrtnost spo-
sobenu dosledkom rakovinovych ocho-
reni [2]. Preto sa onkologicky vyskum
zameriava na hladanie novych rakovi-
novych biomarkerov a terapeutickych
cielov a onkoproteomika, zaoberajlca
sa vyskumom proteinov zmenenych
v suvislosti s rakovinovymi ochoreniami,
sa stala jeho nezastupitelnym odve-
tvim [3]. Pre onkoproteomiku su klucové
metddy vyuzivajuce techniky hmotnost-
nej spektrometrie (mass spectrometry —
MS), ktoré popisuju zmeny v koncent-
ra¢nom zastUpeni proteinov v zavislosti
na vonkajsich alebo vnutornych pod-
netoch. Novinkou v oblasti cielenej on-
koproteomiky je metdéda SWATH (se-
quential windowed acquisition of all
theoretical fragment ion spectra), ktora
bola vyvinutd za Ucelom spolahlivej
kvantifikdcie vietkych detekovatelnych
proteinov v jednej analyze [4]. Vyho-
dou pre onkologicky vyskum je moznost
tvorby digitalnych spektralnych biobank
biologického materialu, ktoré mo6zu ob-
sahovat subory tkaniv, ale aj bune¢nych
linii. Digitadlny spektrélny biobanking
v principe umoznuje kvantifikaciu vy-
braného proteinu aj niekolko rokov po
zmerani dat a vymenu dat medzi la-
boratériami, ¢o vyznamne urychluje
vyskum [5]. Pre extrakciu SWATH kvan-
titativnych dat je nevyhnutné pouzit
spektralnu kniznicu obsahujucu infor-
macie o proteinoch/peptidoch zastupe-
nych vo vzorke. Podmienkou je, aby
v spektrdlnej kniznici mal kazdy pro-
tein reprezentujuci peptid priradeny
retencny cas a fragmentacné spekt-
rum produktovych iénov s ich intenzi-
tami [6]. Kvantifikacia proteinov, ktoré
nie su v spektralnej kniznici, je nemozna
napriek tomu, Ze ich spektrd moézu byt
pritomné v SWATH déatach. Dékladna op-
timalizacia pripravy spektralnej kniznice

ma teda zasadny vyznam pre mnozstvo
kvantifikovatelnych proteinov vo SWATH
biobanke. Cielom nasho vyskumu bolo
najst vhodné podmienky pre pripravu
spektralnej kniznice modelovej bu-
necnej linie MCF-7 odvodenej od kar-
cindmu prsnika. Prvotnou ulohou bolo
najst vhodné podmienky bunecnej lyzy,
kde sa prihliadalo na kompatibilitu ly-
zacného pufru s MS.V dalsom kroku boli
optimalizované podmienky na rozpusta-
nie peptidov pred MS analyzou a bola
porovnana adsorpcia peptidov na rézne
povrchy stien mikroskimaviek. Najvacsi
vplyv na pocet proteinov obsiahnutych
v spektralnej kniZnici ma spravne nasta-
venie parametrov MS metédy. Preto sme
sa zamerali na optimalizaciu minimalnej
intenzity prekurzorového peptidu vy-
braného na fragmentdciu a doby vylice-
nia prekurzorového peptidu. Ukazalo sa,
ze dékladnou optimalizéciou postupu
pripravy vzorky a MS metédy na hmot-
nostnom spektrometri TripleTOF 5600+
sa da podstatne zvysit pocet proteinov
obsiahnutych v spektrdlnej kniznici, ¢o
nam rozsiruje moznosti kvantifikacie
proteinov zastupenych v nizkych kon-
centrdciach. Tieto proteiny su obzvlast
zaujimavé pre onkologicky vyskum.

Material a metody

Priprava lyzatu bunecnej linie MCF-7
a proteolytické Stiepenie proteinov
Bunky ziskané z MCF-7 bunecnej linie boli
30 min lyzované v lyzacnom pufre zlo-
Zenom z 8 M mocoviny, 0,1 M Tris/HCl,
pH 8,5 a v pufre zlozenom z 0,05% do-
decylsulfatu sodného (SDS) a 0,5 M trie-
tylammonium bikarbonatu. Po skon-
¢eni lyzy bol lyzat centrifugovany
30 min/14 000g/5 °C. Metédou RC-DC
(Bio-Rad, USA) bola zmerand koncentracia
proteinu v supernatante a 100 pg protei-
nového lyzatu bolo odobranych na pro-
teolytické Stiepenie. Proteolytické Stie-
penie a purifikacia peptidov z MCF-7 boli
prevedené podla Pernikarova et al [7].

»Acetonitrilova extrakcia” peptidov
pred separaciou pomocou
kvapalinovej chromatografie (LC)
spojenej s MS detekciou (LC-MS)

K 15 pg peptidovej vzorky z MCF-7 ly-
zatu bolo pridanych 15 pl pufru zloze-
ného z 51% acetonitrilu (AcN), 0,05%

trifluoroctovej kyseliny (TFA) v H.O.
Vzorka bola dokladne premiesand tak,
aby sa rozpustili vietky peptidy na ste-
nach skimavky. Nasledne bola vzorka
sonikovana pocas 5 min a opat dokladne
premiesana. Vzorka bola centrifugovana
10 min/10 000 g/25 °C. Po prepipetovani
do novej skimavky bol odpareny aceto-
nitril v Speed-Vacu tak, aby sme ziskali
zmes peptidov v nanasacom pufre zlo-
Zzenom z 2% AcN, a 0,05% TFA v H,0.

Standardné rozpustanie peptidovej
vzorky pred LC-MS analyzou

K 15 ug peptidovej vzorky z MCF-7 ly-
zatu bolo pridanych 15 pl pufru zloze-
ného z 2% AcN, 0,05% TFA v H,O. Vzorka
bola dékladne premiesand tak, aby sa
rozpustili vietky peptidy na stenach
skumavky. Nasledne bola vzorka soniko-
vana pocas 5 min a opat doékladne pre-
miesana. Vzorka bola centrifugovana
10 min/10 000g/25 °C.

Mikroskiimavky pouzité na porovnanie
adsorbcie peptidov na povrch

Zriedeny roztok peptidovej vzorky
MCF-7 bol napipetovany do Styroch mi-
kroskimaviek s réznym povrchom tak,
aby bolo mozné nastrieknut 0,05 g
peptidov na kolonu. Pouzité boli poly-
propylénové mikroskimavky so silanizo-
vanym povrchom kat. ¢. 910-00096 (Ek-
sigent, USA), dve mikroskimavky s poly-
propylénovym povrchom ,Red” kat.
¢. 548-3120 (WVR, USA), ,Orange” kat.
¢. 548-0120 (WVR, USA) a mikrosku-
mavka so sklenenym inzertom kat.
¢. 02-FIRVG (Thermo, USA). Mikrosku-
mavky so vzorkou boli umiestnené v auto-
samplere temperovanom na teplotu 8 °C.

Parametre LC-MS analyzy pre tvorbu
spektralnej kniznice
Vzorky boli separované na chromato-
grafe Eksigent Ekspert nanoLC 400 sys-
tem (SCIEX, USA), ktory bol priamo spo-
jeny s hmotnostnym spektrometrom
TripleTOF 5600+ (SCIEX, Kanada).
Peptidy boli zachytené a odsolené na
trap kolone p-precolumn, 30 um i.d.,
5mm dlzka, C18 PepMap 100, 5 um vel-
kost ¢astic, 100 A velkost porov (Thermo
Scientific, USA). Nasledne boli peptidy
eluované na analytickud kolonu s népl-
nou 3C18-CL-120, 75 pm i.d., 150mm
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Obr. 1. Princip tvorby spektralnej kniznice.
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tvorba spektralnej
kniznice

V prvom kroku extrahujeme proteiny z biologického materidlu pomocou lyza¢ného pufru. Proteinovy lyzat je proteolyticky Stiepeny na
peptidy protedzou. Po odsoleni su peptidy rozpustené v nanasacom pufre a premiestnené do mikroskimavky. Po separacii na LC sys-
téme sa peptidy ionizuju a vstupuju do hmotnostného spektrometra, kde st zmerané ich MS a MS/MS spektra. Analyza dat a tvorba spek-
trélnej kniznice prebieha v programe ProteinPilot, kde su porovnavané teoretické MS/MS spektra peptidov s nameranymi MS/MS spek-
trami. Peptid/protein je zaradeny do spektralnej kniznice pokial je najdeny prekryv medzi teoretickym a nameranym MS/MS spektrom.

MS - hmotnostna spektrometrie, LC - kvapalinova chromatografie

dizka, 5 um velkost ¢astic, 120 A vel-
kost poérov (Eksigent, USA). Mobilna
faza A bola zlozena z 0,1% (v/v) kyse-
liny mravcej (FA) v H,O a mobilna faza B
z0,1% (v/v) FAv AcN.

Nastavenie nano-kvapalinového
chromatografu pre separaciu
peptidov spektralnej kniznice

Elucia z analytickej kolony zacinala na 2 %
mobilnej fazy B pocas 1 min. Percentudlny
podiel mobilnej fazy linearne stupal na
12 % B pocas 5 min, dalsich 114 min podiel
B linedrne vzrastol na 35 % a v nasleduju-
cich 2 min vzrastol az na 80 % B, na hodnote
80 % B zostal pocas 18 min a potom po-
diel mobilnej fazy B linedrne klesal na 2 %
pocas 2 min. Podiel mobilnej fazy B zostal
na hodnote 2 % pocas dalsich 38 min. Prie-
tok mobilnej fazy bol 300 nl/min.

Nastavenie MS metody pre
identifikaciu proteinov (MS/MS)

v spektralnej kniznici

Hmotnostny spektrometer TripleTOF
5600+ pracoval v data dependentnom

mode. V ioniza¢nom zdroji (nano-elek-
trospreji) bol dusik pouzity ako zml-
zovaci plyn a teplota aj tok susiaceho
plynu boli nastavené na hodnoty 150 °C
a 12 °C. loniza¢né napdtie bolo nasta-
vené na hodnotu 2700 V. MS spektrum
z analyzatoru doby prieletu (TOF-MS)
bolo zmerané v kazdom cykle nasledo-
vané fragmentaciou 20 najintenzivnej-
Sich prekurzorovych iénov a zmeranim
spektier ich produktovych iénov. Mini-
malna intenzita prekurzorového iénu
bola optimalizovana. Pri tejto optima-
lizacii boli pouzité hodnoty 50 impul-
zov za sekundu (cps), 100 cps a 250 cps.
Predmetom optimalizacie bola aj hod-
nota ¢asu vylucenia zmeranych prekur-
zorovych iénov, pouzité boli hodnoty
8s5,125,205s,305sa40s. Akumulacny ¢as
prekurzorového iénu bol 100 ms.

Analyza dat - tvorba spektralnej
kniznice

Data ziskané MS/MS metédou boli
prehladané pomocou programu Pro-
teinPilot 4.5 (SCIEX, Kanada) proti lud-

skej referen¢nej databaze (Uniprot
2013_09) [8]. Parametre prehladava-
nia boli nastavené nasledovne - tryp-
sin (proteolyticky enzym), karbamido-
metyl (fixnd modifikacia), FDR analyza
bola prevedend proti obratenej data-
baze (Uniprot 2013_09) [8].

Vysledky a diskusia

Optimalizdciou podmienok pripravy
spektrdlnej kniznice bunecnej linie
MCF-7 (obr. 1) m6Zzeme vyznamne vy-
lepsit pokrytie kvantifikovaného pro-
tedmu a zvysit tak kvalitu spektralnej
kniznice (tab. 1-3) a aj kvantitativnych
dat extrahovanych zo SWATH datase-
tov. Prvym krokom pri priprave spektral-
nej kniznice je extrakcia proteinov z bu-
necnej linie pomocou lyza¢ného pufru.
Pri extrakcii proteinov je nutné pouzit
lyza¢né pufry kompatibilné s MS, pri-
padne pred MS analyzou odstranit in-
terferujuce latky pouzité pri lyze [9].
Metdda stiepenia proteinov na filtri (filter
aided sample preparation — FASP) [10]
umoziuje pouzitie detergentu SDS, pri-

4556

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S54-4S58




TVORBA HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKYCH SPEKTRALNYCH KNIZNIC NADOROVYCH BUNECNYCH LINITf

Tab. 1. Pocet identifikovanych proteinov v spektralnej kniznici v zavislosti na po-
stupe rozpustania.

Pred MS analyzou bol rozpusteny 1 pug peptidovej vzorky z bunecnej linie MCF-7
v nanasacom pufre (2% AcN, 98% H,0, 0,05% TFA). Peptidové vzorky boli kazdym po-
stupom rozpustené v duplikate a meranie bolo zopakované 3-krét. Pre kazdy postup
bola urc¢enad smerodajna odchylka a priemerny pocet identifikovanych proteinov.
Vysledky dokazuju, Ze medzi porovnavanymi postupmi nie je podstatny rozdiel
v pocte identifikovanych proteinov, pocet identifikacii sa mierne zvysSuje pri pouziti
acetonitrilovej extrakcie peptidov.

Pocet proteinov v spektralnej kniznici v zavislosti na postupe rozpustania
1 ug peptidovej vzorky MCF-7

Replikat Pocet identifikovanych proteinov (FDR < 1%)
acetonitrilova extrakcia Standardny postup
peptidov rozpustania peptidov

1 681 686

705 672

724 700
2 722 712

693 713

723 695
priemer 708 696
smerodajnd odchylka 18,1 15,7

MS — hmotnostna spektrometrie

Tab. 2. Pocet identifikovanych proteinov v spektralnej kniznici v zavislosti na povr-
chu mikroskiumavky v autosampleri.

Napipetovanych bolo 0,05 ug peptidovej vzorky z MCF-7 do mikroskimaviek v dupli-
kate a meranie bolo zopakované 2-krat. Pre kazdy typ mikroskimavky bola ur¢ena sme-
rodajnd odchylka a priemerny pocet identifikovanych proteinov. Vysledky dokazuju, ze
pocet identifikacii medzi porovnavanymi mikroskiimavkami nie je podstatny. Mikro-
skiimavka so sklenenym inzertom ma vyssiu smerodajnu odchylku a pocet identifiko-
vanych proteinov je nizsi v porovnani s ostatnymi mikroskimavkami.

Typ Pocet identifikovanych proteinov (FDR < 1%)
mikroskimavky replikat 1 replikat 2 priemer smerodajna
odchylka

thermo " 181 128 42,2
(skleneny inzert) 79 133 '
eksigent (silanizo- 200 108 153 411
vany povrch) 173 132 '
VWR,orange” 172 153 154 23,6
(polypropylén) 120 168 '

u 105 155
VWR,red ] 144 27,3
(polypropylén) 148 168

padne mocoviny v lyzacnom pufre. Po
pridani lyzatu filter zabezpeci vymenu
do MS kompatibilného pufru. Ukazalo

sa, ze lyzat pripraveny v lyza¢nom pufre
zlozenom z 8 M mocoviny 0,5 M Tris/HCI,
pH 8,5 poskytuje vyssi signal celkového

ibnového prudu a aj viac identifikova-
nych proteinov v porovnani s lyzatom
pripravenym v 0,05% SDS. Vyssi pocet
identifikacii a celkovy MS signdl z lyzatu
pripraveného v mocovinovom lyzac-
nom pufre moze byt vysledkom vyssej
lyza¢nej a solubiliza¢nej efektivity. Nizsi
signal u MCF-7 v SDS lyza¢nom pufre
zrejme spdsobuje SDS zachytené na ste-
nach filtra, ktoré po vymyti do vzorky
moze negativne interferovat pocas
LC-MS analyzy [11]. Po lyze, FASP proteo-
lytickom Stiepeni, odsoleni a zakoncent-
rovani biologickej vzorky sa ziskava kon-
centrat obsahujuci zmes peptidov, ktory
sa pred analyzou rozpusta v nanasacom
pufre (2% AcN + 0,05% TFA v H,0). Nana-
Saci pufer musi rozpustat celé spektrum
peptidov, efektivita zavisi od postupu
rozpustania peptidov a od zloZenia na-
nasacieho pufru [12]. Porovnany bol kla-
sicky postup rozpustania peptidovej
vzorky z MCF-7, kde sa k lyzatu pridava
nanasaci pufer s naslednym miesanim
a postup acetonitrilovej extrakcie pep-
tidov. Acetonitrilova extrakcia peptidov
mierne zvysila pocet identifikacii v spek-
tralnej kniznici na 716 (FDR < 1%) oproti
klasickému postupu (tab. 1). Postup ace-
tonitrilovej extrakcie peptidov umoznuje
efektivnejsie uvolnenie hydrofébnych
peptidov zo stien skimavky doésledkom
pouzitia vyssieho podielu organickej
fazy (50% AcN) v porovnani s klasickou
metddou rozpustania v 2% AcN. Roztok
peptidov v nanasacom pufre je nasledne
premiestneny do LC-MS systému v mik-
roskimavkach. Neziaducim efektom je
adsorbcia peptidov na steny mikrosku-
mavky, kde sa na nepoldrne plastické
povrchy pocas stétia v autosampleri ad-
sorbuju najma hydrofébne peptidy [13].
Na trhu su k dispozicii mikroskimavky
vyrobené z réznych materidlov, ktoré by
mali minimalizovat adsorbciu peptidov.
V sucasnosti sa ¢asto pouzivaju skle-
nené mikroskimavky, mikroskimavky
so silanizovanym povrchom, pripadne
s povrchom potiahnutym polypropylé-
nom alebo polyetylénom [14]. Porovna-
nim mikroskimaviek sme dospeli k za-
veru, Ze pouzity materidl nema zdsadny
vplyv na signal a pocet identifikovanych
proteinov v spektralnej kniznici (tab. 2).
Ukazalo sa, Ze optimalizacia parametrov
metddy na ovlddanie LC-MS pristroja ma

Klin Onkol 2016; 29 (Suppl 4): 4S54-4S58

4557




TVORBA HMOTNOSTNE SPEKTROMETRICKYCH SPEKTRALNYCH KNIZNIC NADOROVYCH BUNECNYCH LINIf

naopak podstatny vplyv na rozsah a kva-
litu spektralnej kniznice. V ramci opti-
malizacie MS/MS metédy sme hladali
najlepsie nastavenie minimélnej inten-
zity peptidového (prekurzorového) iénu
pouzitého na fragmentaciu a dobu jeho
vylucenia (tab. 3). Optimalizaciou mini-
malnej intenzity prekurzorového piku
sme zamedzili fragmentaciu prekurzo-
rov na urovni Sumu a zarover sme zame-
dzili vylucenie prekurzorov pochadzaju-
cich z proteinov zastupenych v nizkych
koncentracidch, ktoré su casto pred-
metom onkologického vyskumu. Opti-
malna doba vylucenia prekurzorového
ionu dalej rozsirila pocet identifikova-
nych proteinov. Vylicenie fragmento-
vanych prekurzorovych iénov zabranuje
opakovanej fragmentacii prekurzoro-
vého iénu s rovnakym m/z, a umoznuje
tak fragmentaciu menej zastipenych
prekurzorov. Po optimalizacii pripravy
peptidovej vzorky z bunecnej linie
MCF-7 a parametrov MS metédy bola
vytvorend spektralna kniZznica obsahu-
juca 1 653 (FDR < 19%) proteinov z 1 pg
lyzatu MCF-7 bunecnej linie, ¢o predsta-
vuje 8,1 % zo vietkych 20 197 recenzo-
vanych proteinov obsiahnutych v [ud-
skej databaze proteinov Swiss-Prot [15].

Zaver

S vyuzitim réznych lyza¢nych podmie-
nok, vyberom vhodnych mikroskima-
viek ako aj optimalizaciou MS metédy
sme dosiahli vyssi pocet identifikova-
nych proteinov a vytvorili sme komplet-
nejsiu spektralnu kniznicu pre nado-
rovd bunec¢nu liniu MCF-7. Novy postup
tvorby spektralnej kniznice bude dalej
aplikovany pri SWATH kvantifikacii pro-
teinov v biologickych vzorkach, kde vy-
znamne ovplyvni kvalitu vyextraho-
vanych kvantitativnych dat a pokrytie
celkového protedmu. Rozsirenie spek-
trdlnej kniznice umozni kompletnejsi
nahlad na regulaciu proteinov zastupe-
nych v nizkych koncentraciach, ktoré su
obycajne najzaujimavejsie pre onkolo-
gicky vyskum, a tym zjednodusi hlada-

Tab. 3. Pocet identifikovanych proteinov v zavislosti na parametroch MS/MS me-
t6dy pre tvorbu spektralnej kniznice.

V tabulke su zhrnuté vysledky z optimalizacie ¢asu vylicenia prekurzorového pep-
tidu a optimalizacie minimalnej prekurzorovej intenzity. Najvyssi pocet identifika-
cii ziskame nastavenim 12 s doby vylucenia zmeranych prekurzorovych peptidov,
nastavenim minimalnej intenzity prekurzorového peptidu na hodnotu 50 impulzov

za sekundu (cps) a vyuzitim 120 min nelinedrneho LC gradientu.

Vylucenie prekurzorového peptidu

cas (s) pocet identifikovanych
proteinov (FDR < 1%)

8 1653

12 1684

20 1642

30 1528

40 1399

Minimalna intenzita
prekurzorového peptidu

intenzita  pocetidentifikovanych
(CPS) proteinov (FDR < 1%)
50 1302
100 1197
250 932

MS — hmotnostna spektrometrie, LC — kvapalinova chromatografie

nie novych biomarkerov a terapeutic-
kych cielov. Kompletnejsie spektralne
kniznice prispeju k rozsireniu a prehibe-
niu poznatkov v onkologickom vyskume.
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