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Cell Lines
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Súhrn
Východiská: Kvantifikácia proteínov v modelových nádorových bunečných líniách a v nádorových 
tkanivách je často predmetom onkologického výskumu. Metóda SWATH (sequential windowed 
acquisition of all theoretical fragment ion spectra), novinka v kvantitatívnej onkoproteomike, zís-
kava čoraz väčšiu popularitu, pretože umožňuje kvantifikáciu všetkých proteínov zaznamenaných 
v spektrálnej knižnici. Spektrálna knižnica obsahuje fragmentačné informácie o každom detekova-
teľnom proteíne vo vzorke. Dôkladná príprava spektrálnej knižnice výrazne vylepší kvantifikáciu 
obzvlášť nízkoabundantných proteínov, ktoré často zohrávajú výnamnú úlohu v nádorových ocho-
reniach. Cieľ: V tomto článku sa venujeme optimalizácii prípravy spektrálnej knižnice s cieľom maxi-
malizovať počet kvantifikovateľných proteínov v modelovej bunečnej línii MCF-7 odvodenej od kar-
cinómu prsníka. Experiment je zameraný na optimalizáciu postupu prípravy vzorky pred vstupom 
do hmotnostného spektrometru, kde bol skúmaný vplyv zloženia lyzačného pufru, vplyv postupu 
rozpúšťania peptidov a vplyv materiálu mikroskúmaviek na počet proteínov v spektrálnej knižnici. 
V neposlednom rade boli optimalizované aj parametre merania na hmotnostnom spektrometri 
pre získavanie dát do spektrálnej knižnice. Záver: Dôslednou optimalizáciou postupu sa podarilo 
pripraviť spektrálnu knižnicu obsahujúcu fragmentačné informácie o 1 653 proteínoch (FDR < 1%) 
z 1 µg lyzátu MCF-7. Hlavným prínosom optimalizácie postupu prípravy spektrálnej knižnice je 
rozšírenie pokrytia proteómu vo SWATH digitálnych biobankách umožňujúcich kvantifikáciu ľu-
bovoľného proteínu vo fyzicky už nedostupných vzorkách. Kvalitné spektrálne knižnice by mohli 
v budúcnosti zohrávať kľúčovú úlohu pri tvorbe digitálnych fingerprintov proteómu 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 µg 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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Úvod
Rakovina patrí v dnešnej dobe k veľmi 
častým ochoreniam a v roku 2012 bola  
celosvetovo príčinou 8,2 milióna úmrtí [1]. 
Rakovinové ochorenia sú spôsobované 
genómovými zmenami a  aj zmenami 
v  biochemických dráhach, ktoré vedú 
k  nekontrolovanému deleniu buniek 
a v pokročilejších štádiách onemocnenia 
k  metastázovaniu. Včasná diagnostika 
a cielená liečba zameraná na charakteris-
tické proteíny môže znížiť úmrtnosť spô-
sobenú dôsledkom rakovinových ocho-
rení  [2]. Preto sa onkologický výskum 
zameriava na hľadanie nových rakovi-
nových biomarkerov a  terapeutických 
cieľov a  onkoproteomika, zaoberajúca 
sa výskumom proteínov zmenených 
v súvislosti s rakovinovými ochoreniami, 
sa stala jeho nezastupiteľným odve-
tvím [3]. Pre onkoproteomiku sú kľúčové 
metódy využívajúce techniky hmotnost-
nej spektrometrie (mass spectrometry –  
MS), ktoré popisujú zmeny v  koncent-
račnom zastúpení proteínov v závislosti 
na vonkajších alebo vnútorných pod-
netoch. Novinkou v oblasti cielenej on-
koproteomiky je metóda SWATH (se-
quential windowed acquisition of all 
theoretical fragment ion spectra), ktorá 
bola vyvinutá za účelom spoľahlivej 
kvantifikácie všetkých detekovateľných 
proteínov v  jednej analýze  [4]. Výho-
dou pre onkologický výskum je možnosť 
tvorby digitálnych spektrálnych biobánk 
biologického materiálu, ktoré môžu ob-
sahovať súbory tkanív, ale aj bunečných 
línií. Digitálny spektrálny biobanking 
v  princípe umožňuje kvantifikáciu vy-
braného proteínu aj niekoľko rokov po 
zmeraní dát a  výmenu dát medzi la-
boratóriami, čo významne urýchľuje 
výskum [5]. Pre extrakciu SWATH kvan-
titatívnych dát je nevyhnutné použiť 
spektrálnu knižnicu obsahujúcu infor-
mácie o proteínoch/ peptidoch zastúpe-
ných vo vzorke. Podmienkou je, aby 
v  spektrálnej knižnici mal každý pro-
teín reprezentujúci peptid priradený 
retenčný čas a  fragmentačné spekt-
rum produktových iónov s  ich intenzi-
tami  [6]. Kvantifikácia proteínov, ktoré 
nie sú v spektrálnej knižnici, je nemožná 
napriek tomu, že ich spektrá môžu byť 
prítomné v SWATH dátach. Dôkladná op-
timalizácia prípravy spektrálnej knižnice 

má teda zásadný význam pre množstvo 
kvantifikovateľných proteínov vo SWATH 
biobanke. Cieľom nášho výskumu bolo 
nájsť vhodné podmienky pre prípravu 
spektrálnej knižnice modelovej bu-
nečnej línie MCF-7  odvodenej od kar-
cinómu prsníka. Prvotnou úlohou bolo 
nájsť vhodné podmienky bunečnej lýzy, 
kde sa prihliadalo na kompatibilitu ly-
začného pufru s MS. V ďalšom kroku boli 
optimalizované podmienky na rozpúšťa-
nie peptidov pred MS analýzou a  bola 
porovnaná adsorpcia peptidov na rôzne 
povrchy stien mikroskúmaviek. Najväčší 
vplyv na počet proteínov obsiahnutých 
v spektrálnej knižnici má správne nasta-
venie parametrov MS metódy. Preto sme 
sa zamerali na optimalizáciu minimálnej 
intenzity prekurzorového peptidu vy-
braného na fragmentáciu a doby vylúče-
nia prekurzorového peptidu. Ukázalo sa, 
že dôkladnou optimalizáciou postupu 
prípravy vzorky a MS metódy na hmot-
nostnom spektrometri TripleTOF 5600+ 
sa dá podstatne zvýšiť počet proteínov 
obsiahnutých v spektrálnej knižnici, čo 
nám rozširuje možnosti kvantifikácie 
proteínov zastúpených v  nízkych kon-
centráciách. Tieto proteíny sú obzvlášť 
zaujímavé pre onkologický výskum.

Materiál a metódy
Príprava lyzátu bunečnej línie MCF-7 
a proteolytické štiepenie proteínov
Bunky získané z MCF-7 bunečnej línie boli 
30  min lyzované v  lyzačnom pufre zlo-
ženom z  8  M močoviny, 0,1  M Tris/ HCl, 
pH 8,5  a  v  pufre zloženom z  0,05% do-
decylsulfátu sodného (SDS) a 0,5 M trie-
tylammonium bikarbonátu. Po skon-
čení lýzy bol lyzát centrifugovaný 
30  min/ 14  000 g/ 5  °C. Metódou RC-DC 
(Bio-Rad, USA) bola zmeraná koncentrácia 
proteínu v supernatante a 100 µg proteí-
nového lyzátu bolo odobraných na pro-
teolytické štiepenie. Proteolytické štie-
penie a purifikácia peptidov z MCF-7 boli 
prevedené podľa Pernikářová et al [7].

„Acetonitrilová extrakcia“ peptidov 
pred separáciou pomocou 
kvapalinovej chromatografie (LC) 
spojenej s MS detekciou (LC-MS)
K 15  µg peptidovej vzorky z  MCF-7  ly-
zátu bolo pridaných 15 µl pufru zlože-
ného z  51% acetonitrilu (AcN), 0,05% 

trifluoroctovej kyseliny (TFA) v  H2O. 
Vzorka bola dôkladne premiešaná tak, 
aby sa rozpustili všetky peptidy na ste-
nách skúmavky. Následne bola vzorka 
sonikovaná počas 5 min a opäť dôkladne 
premiešaná. Vzorka bola centrifugovaná 
10 min/ 10 000 g/ 25 °C. Po prepipetovaní 
do novej skúmavky bol odparený aceto-
nitril v Speed-Vacu tak, aby sme získali 
zmes peptidov v nanášacom pufre zlo-
ženom z 2% AcN, a 0,05% TFA v H2O.

Štandardné rozpúšťanie peptidovej 
vzorky pred LC-MS analýzou
K 15  µg peptidovej vzorky z  MCF-7  ly-
zátu bolo pridaných 15 µl pufru zlože-
ného z 2% AcN, 0,05% TFA v H2O. Vzorka 
bola dôkladne premiešaná tak, aby sa 
rozpustili všetky peptidy na stenách  
skúmavky. Následne bola vzorka soniko-
vaná počas 5 min a opäť dôkladne pre-
miešaná. Vzorka bola centrifugovaná 
10 min/ 10 000 g/ 25 °C.

Mikroskúmavky použité na porovnanie 
adsorbcie peptidov na povrch
Zriedený roztok peptidovej vzorky 
MCF-7 bol napipetovaný do štyroch mi-
kroskúmaviek s  rôznym povrchom tak, 
aby bolo možné nastrieknuť 0,05  µg 
peptidov na kolonu. Použité boli poly-
propylénové mikroskúmavky so silanizo-
vaným povrchom kat. č. 910-00096 (Ek-
sigent, USA), dve mikroskúmavky s poly- 
propylénovým povrchom „Red“ kat. 
č.  548-3120  (WVR, USA), „Orange“ kat. 
č.  548-0120  (WVR, USA) a  mikroskú-
mavka so skleneným inzertom kat.  
č. 02-FIRVG (Thermo, USA). Mikroskú-
mavky so vzorkou boli umiestnené v auto-
samplere temperovanom na teplotu 8 °C.

Parametre LC-MS analýzy pre tvorbu 
spektrálnej knižnice
Vzorky boli separované na chromato-
grafe Eksigent Ekspert nanoLC 400 sys-
tem (SCIEX, USA), ktorý bol priamo spo-
jený s  hmotnostným spektrometrom 
TripleTOF 5600+ (SCIEX, Kanada).

Peptidy boli zachytené a odsolené na 
trap kolone µ-precolumn, 30  µm i.d., 
5 mm dĺžka, C18 PepMap 100, 5 µm veľ-
kosť častíc, 100 Å veľkosť pórov (Thermo 
Scientific, USA). Následne boli peptidy 
eluované na analytickú kolonu s  nápl-
ňou 3C18-CL-120, 75  µm i.d., 150 mm 
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skej referenčnej databáze (Uniprot 
2013_09)  [8]. Parametre prehľadáva-
nia boli nastavené nasledovne  –  tryp-
sín (proteolytický enzým), karbamido-
metyl (fixná modifikácia), FDR analýza 
bola prevedená proti obrátenej data-
báze (Uniprot 2013_09) [8].

Výsledky a diskusia
Optimalizáciou podmienok prípravy 
spektrálnej knižnice bunečnej línie 
MCF-7  (obr.  1) môžeme významne vy-
lepšiť pokrytie kvantifikovaného pro-
teómu a  zvýšiť tak kvalitu spektrálnej 
knižnice (tab. 1– 3) a  aj kvantitatívnych 
dát extrahovaných zo SWATH datase-
tov. Prvým krokom pri príprave spektrál-
nej knižnice je extrakcia proteínov z bu-
nečnej línie pomocou lyzačného pufru. 
Pri extrakcii proteínov je nutné použiť 
lyzačné pufry kompatibilné s  MS, prí-
padne pred MS analýzou odstrániť in-
terferujúce látky použité pri lýze  [9].  
Metóda štiepenia proteínov na filtri (filter 
aided sample preparation  –  FASP)  [10] 
umožňuje použitie detergentu SDS, prí-

móde. V  ionizačnom zdroji (nano-elek-
trospreji) bol dusík použitý ako zml-
žovací plyn a  teplota aj tok sušiaceho 
plynu boli nastavené na hodnoty 150 °C 
a  12  °C. Ionizačné napätie bolo nasta-
vené na hodnotu 2700 V. MS spektrum 
z  analyzátoru doby prieletu (TOF-MS) 
bolo zmerané v každom cykle nasledo-
vané fragmentáciou 20  najintenzívnej-
ších prekurzorových iónov a zmeraním 
spektier ich produktových iónov. Mini-
málna intenzita prekurzorového iónu 
bola optimalizovaná. Pri tejto optima-
lizácii boli použité hodnoty 50  impul-
zov za sekundu (cps), 100 cps a 250 cps. 
Predmetom optimalizácie bola aj hod-
nota času vylúčenia zmeraných prekur-
zorových iónov, použité boli hodnoty 
8 s, 12 s, 20 s, 30 s a 40 s. Akumulačný čas 
prekurzorového iónu bol 100 ms.

Analýza dát –  tvorba spektrálnej 
knižnice
Dáta získané MS/ MS metódou boli 
prehľadané pomocou programu Pro-
teinPilot 4.5  (SCIEX, Kanada) proti ľud-

dĺžka, 5  µm veľkosť častíc, 120  Å veľ-
kosť pórov (Eksigent, USA). Mobilná 
fáza A  bola zložená z  0,1%  (v/ v) kyse-
liny mravčej (FA) v H2O a mobilná fáza B 
z 0,1% (v/ v) FA v AcN.

Nastavenie nano-kvapalinového 
chromatografu pre separáciu 
peptidov spektrálnej knižnice
Elúcia z analytickej kolony začínala na 2 % 
mobilnej fázy B počas 1 min. Percentuálny 
podiel mobilnej fázy lineárne stúpal na 
12 % B počas 5 min, ďalších 114 min podiel 
B lineárne vzrástol na 35 % a v nasledujú-
cich 2 min vzrástol až na 80 % B, na hodnote 
80 % B zostal počas 18 min a potom po-
diel mobilnej fázy B lineárne klesal na 2 % 
počas 2 min. Podiel mobilnej fázy B zostal 
na hodnote 2 % počas ďalších 38 min. Prie-
tok mobilnej fázy bol 300 nl/ min.

Nastavenie MS metódy pre 
identifikáciu proteínov (MS/ MS) 
v spektrálnej knižnici
Hmotnostný spektrometer TripleTOF 
5600+ pracoval v dáta dependentnom 

Obr. 1. Princíp tvorby spektrálnej knižnice. 
V prvom kroku extrahujeme proteíny z biologického materiálu pomocou lyzačného pufru. Proteínový lyzát je proteolyticky štiepený na 
peptidy proteázou. Po odsolení sú peptidy rozpustené v nanášacom pufre a premiestnené do mikroskúmavky. Po separácii na LC sys-
téme sa peptidy ionizujú a vstupujú do hmotnostného spektrometra, kde sú zmerané ich MS a MS/MS spektrá. Analýza dát a tvorba spek-
trálnej knižnice prebieha v programe ProteinPilot, kde sú porovnávané teoretické MS/MS spektrá peptidov s nameranými MS/MS spek-
trami. Peptid/proteín je zaradený do spektrálnej knižnice pokiaľ je nájdený prekryv medzi teoretickým a nameraným MS/MS spektrom.

MS – hmotnostná spektrometrie, LC – kvapalinová chromatografie
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iónového prúdu a  aj viac identifikova-
ných proteínov v  porovnaní s  lyzátom 
pripraveným v  0,05% SDS. Vyšší počet 
identifikácií a celkový MS signál z lyzátu 
pripraveného v  močovinovom lyzač-
nom pufre môže byť výsledkom vyššej 
lyzačnej a solubilizačnej efektivity. Nižší 
signál u  MCF-7  v  SDS lyzačnom pufre 
zrejme spôsobuje SDS zachytené na ste-
nách filtra, ktoré po vymytí do vzorky 
môže negatívne interferovať počas 
LC-MS analýzy [11]. Po lýze, FASP proteo-
lytickom štiepení, odsolení a zakoncent-
rovaní biologickej vzorky sa získava kon-
centrát obsahujúci zmes peptidov, ktorý 
sa pred analýzou rozpúšťa v nanášacom 
pufre (2% AcN + 0,05% TFA v H2O). Naná-
šací pufer musí rozpúšťať celé spektrum 
peptidov, efektivita závisí od postupu 
rozpúšťania peptidov a od zloženia na-
nášacieho pufru [12]. Porovnaný bol kla-
sický postup rozpúšťania peptidovej 
vzorky z MCF-7, kde sa k lyzátu pridáva 
nanášací pufer s  následným miešaním 
a postup acetonitrilovej extrakcie pep-
tidov. Acetonitrilová extrakcia peptidov 
mierne zvýšila počet identifikácií v spek-
trálnej knižnici na 716 (FDR < 1%) oproti 
klasickému postupu (tab. 1). Postup ace-
tonitrilovej extrakcie peptidov umožňuje 
efektívnejšie uvoľnenie hydrofóbnych 
peptidov zo stien skúmavky dôsledkom 
použitia vyššieho podielu organickej 
fázy (50% AcN) v porovnaní s klasickou 
metódou rozpúšťania v 2% AcN. Roztok 
peptidov v nanášacom pufre je následne 
premiestnený do LC-MS systému v mik-
roskúmavkách. Nežiaducim efektom je 
adsorbcia peptidov na steny mikroskú
mavky, kde sa na nepolárne plastické 
povrchy počas státia v autosampleri ad-
sorbujú najmä hydrofóbne peptidy [13]. 
Na trhu sú k dispozícii mikroskúmavky 
vyrobené z rôznych materiálov, ktoré by 
mali minimalizovať adsorbciu peptidov. 
V  súčasnosti sa často používajú skle-
nené mikroskúmavky, mikroskúmavky 
so silanizovaným povrchom, prípadne 
s povrchom potiahnutým polypropylé-
nom alebo polyetylénom [14]. Porovna-
ním mikroskúmaviek sme dospeli k zá-
veru, že použitý materiál nemá zásadný 
vplyv na signál a počet identifikovaných 
proteínov v spektrálnej knižnici (tab. 2). 
Ukázalo sa, že optimalizácia parametrov 
metódy na ovládanie LC-MS prístroja má 

sa, že lyzát pripravený v lyzačnom pufre 
zloženom z 8 M močoviny 0,5 M Tris/ HCl, 
pH 8,5 poskytuje vyšší signál celkového 

padne močoviny v  lyzačnom pufre. Po 
pridaní lyzátu filter zabezpečí výmenu 
do MS kompatibilného pufru. Ukázalo 

Tab. 1. Počet identifikovaných proteínov v spektrálnej knižnici v závislosti na po-
stupe rozpúšťania.
Pred MS analýzou bol rozpustený 1 μg peptidovej vzorky z bunečnej línie MCF-7 
v nanášacom pufre (2% AcN, 98% H2O, 0,05% TFA). Peptidové vzorky boli každým po-
stupom rozpustené v duplikáte a meranie bolo zopakované 3-krát. Pre každý postup 
bola určená smerodajná odchýlka a priemerný počet identifikovaných proteínov.  
Výsledky dokazujú, že medzi porovnávanými postupmi nie je podstatný rozdiel 
v počte identifikovaných proteínov, počet identifikácií sa mierne zvyšuje pri použití  
acetonitrilovej extrakcie peptidov.

Počet proteínov v spektrálnej knižnici v závislosti na postupe rozpúšťania 
1 µg peptidovej vzorky MCF-7

Replikát Počet identifikovaných proteínov (FDR < 1%)

acetonitrilová extrakcia 
peptidov

štandardný postup  
rozpúšťania peptidov

1 681 686

705 672

724 700

2 722 712

693 713

723 695

priemer 708 696

smerodajná odchýlka 18,1 15,7

MS – hmotnostná spektrometrie

Tab. 2. Počet identifikovaných proteínov v spektrálnej knižnici v závislosti na povr-
chu mikroskúmavky v autosampleri.
Napipetovaných bolo 0,05 μg peptidovej vzorky z MCF-7 do mikroskúmaviek v dupli-
káte a meranie bolo zopakované 2-krát. Pre každý typ mikroskúmavky bola určená sme-
rodajná odchýlka a priemerný počet identifikovaných proteínov. Výsledky dokazujú, že 
počet identifikácií medzi porovnávanými mikroskúmavkami nie je podstatný. Mikro
skúmavka so skleneným inzertom má vyššiu smerodajnú odchýlku a počet identifiko-
vaných proteínov je nižší v porovnaní s ostatnými mikroskúmavkami.

Typ  
mikroskúmavky

Počet identifikovaných proteínov (FDR < 1%)

replikát 1 replikát 2 priemer smerodajná 
odchýlka

thermo 
(sklenený inzert)

117 181
128 42,2

79 133

eksigent (silanizo-
vaný povrch)

200 108
153 41,1

173 132

VWR „orange“ 
(polypropylén)

172 155
154 23,6

120 168

VWR „red“ 
(polypropylén)

105 155
144 27,3

148 168
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nie nových biomarkerov a  terapeutic-
kých cieľov. Kompletnejšie spektrálne 
knižnice prispejú k rozšíreniu a prehĺbe-
niu poznatkov v onkologickom výskume.
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naopak podstatný vplyv na rozsah a kva-
litu spektrálnej knižnice. V  rámci opti-
malizácie MS/ MS metódy sme hľadali 
najlepšie nastavenie minimálnej inten-
zity peptidového (prekurzorového) iónu 
použitého na fragmentáciu a dobu jeho 
vylúčenia (tab. 3). Optimalizáciou mini-
málnej intenzity prekurzorového píku 
sme zamedzili fragmentáciu prekurzo-
rov na úrovni šumu a zároveň sme zame-
dzili vylúčenie prekurzorov pochádzajú-
cich z proteínov zastúpených v nízkych 
koncentráciách, ktoré sú často pred-
metom onkologického výskumu. Opti-
málna doba vylúčenia prekurzorového 
iónu ďalej rozšírila počet identifikova-
ných proteínov. Vylúčenie fragmento-
vaných prekurzorových iónov zabraňuje 
opakovanej fragmentácii prekurzoro-
vého iónu s rovnakým m/ z, a umožňuje 
tak fragmentáciu menej zastúpených 
prekurzorov. Po optimalizácii prípravy 
peptidovej vzorky z  bunečnej línie 
MCF-7  a  parametrov MS metódy bola 
vytvorená spektrálna knižnica obsahu
júca 1 653 (FDR < 1%) proteínov z 1 µg 
lyzátu MCF-7 bunečnej línie, čo predsta-
vuje 8,1 % zo všetkých 20 197 recenzo-
vaných proteínov obsiahnutých v  ľud-
skej databáze proteínov Swiss-Prot [15].

Záver
S využitím rôznych lyzačných podmie-
nok, výberom vhodných mikroskúma-
viek ako aj optimalizáciou MS metódy 
sme dosiahli vyšší počet identifikova-
ných proteínov a vytvorili sme komplet-
nejšiu spektrálnu knižnicu pre nádo-
rovú bunečnú líniu MCF-7. Nový postup 
tvorby spektrálnej knižnice bude ďalej 
aplikovaný pri SWATH kvantifikácii pro-
teínov v biologických vzorkách, kde vý-
znamne ovplyvní kvalitu vyextraho-
vaných kvantitatívnych dát a  pokrytie 
celkového proteómu. Rozšírenie spek-
trálnej knižnice umožní kompletnejší 
náhľad na reguláciu proteínov zastúpe-
ných v nízkych koncentráciách, ktoré sú 
obyčajne najzaujímavejšie pre onkolo-
gický výskum, a tým zjednoduší hľada-

Tab. 3. Počet identifikovaných proteínov v závislosti na parametroch MS/MS me-
tódy pre tvorbu spektrálnej knižnice.
V tabuľke sú zhrnuté výsledky z optimalizácie času vylúčenia prekurzorového pep-
tidu a optimalizácie minimálnej prekurzorovej intenzity. Najvyšší počet identifiká-
cií získame nastavením 12 s doby vylúčenia zmeraných prekurzorových peptidov, 
nastavením minimálnej intenzity prekurzorového peptidu na hodnotu 50 impulzov 
za sekundu (cps) a využitím 120 min nelineárneho LC gradientu.

Vylúčenie prekurzorového peptidu Minimálna intenzita  
prekurzorového peptidu

čas (s) počet identifikovaných  
proteínov (FDR < 1%)

intenzita 
(CPS)

počet identifikovaných 
proteínov (FDR < 1%)

8 1 653 50 1 302

12 1 684 100 1 197

20 1 642 250 932

30 1 528

40 1 399

MS – hmotnostná spektrometrie, LC – kvapalinová chromatografie


