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|zolace protein(
Stépeni trypsinem

separace - RP C18 kyselé pH

MS detekce




Pokryti proteomu : 5000 identifikaci (DDA metoda)

Dynamic range of mass spectrometers

Zubarev,2015
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Pokryti proteomu : 5000 identifikaci (DDA metoda)

Dynamic range of mass spectrometers

Zubarev,2015
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MS mereni neni kvantitativni

Stejna intenzita v ruznych vzorcich nemusi
znamenat stejnou koncentraci

Stejna koncentrace v ruznych vzorcich nemusi
dat stejnou intenzitu signalu
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Matricni efekt

Desolvation
Coulombic  Explosion

Cias Phase

Matrix components prevent amalyte from
gaiming access to the charge a1 the surface Matrix components interfere with analyie’s
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Matrix components increase droplet’s surface tension
and prevent further coulombic explosion.
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Mozné zeslabeni signalu

Mozné zesileni signalu

Vzorky shodného slozeni
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predpoklad shodného
matri¢niho efektu

Provadime relativni kvantifikaci
LFQ, DIA

Zalozeno na predpokladu
Nikoliv jistoté



Relativni kvantifikace muze byt provedena u dvou
chemicky identickych latek v jednom spektru.

Tyto latky se mohou lisit v izotopickém slozeni
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Kvantlﬂkace proteinu bez znaceni - LFQ
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Kvantifikace pomoci MS — stabilni izotopy

METABOLICKE

CHEMICKE

" SILAC - Stable Isotope Labeling with Aminoacids in Culture

= Dimethylation isotope labeling

*"iTRAQ - Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation
TMT — Tandem Mass Tags




METABOLICKE

" SILAC - Stable Isotope Labeling with Aminoacids in Culture




Vzorek 1 @

Vzorek 2

Slouéeni zorku proteind a
‘ pfiprava peptid( _
) S cponace o vis meren

Izolace

Relative Abundance

1041 017
W  ssseesssseeee 1041518
g0
70 SILAC Ratio
1038508 HiL=21
60 1038.007
G 1042020
40
1039.010
30 )
1042521 _
20 - 1039512 Lyzin +6Da @)
1u | l ﬂ ﬁ lﬂﬂam:! H2N * % +* i * i OH
0 FT_‘J_._T._LJ i - . ‘Il jl T - T 1 3 - f - T NH ® 2 HC'
1035 1037 1038 1039 1040 1041 1042 1043 1044 1045 2
Light (L) M2 Heavy (H)



“Tezke™ aminokyseliny vyuzivane pro SILAC

 Umeéle je mozné vyrobit aminokyseliny se zvysSenym vyskytem tézkych izotopu

L-LYSINE:2HCL (13C6, 99%) +6Da
O

H-N. « * *
2\/*\/%(”4

NH,  ® 2 HCl
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SILAC MYS

ressure 13C6 lysine 3 —
unlabeled mouse m Qoo“ labeled mouse A
A L A
- e
F1 93% 13C, lysine
F2 97% 13C lysine
F3-F4 téméF 100 % '3C, lysine

Kruger, Moser et al. Cell 134, 353-364, July 25, 2008



* Aminokyseliny jsou poskytnuty jako zivina
Musi se jednat o esencialni aminokyselinu

Vyuziti proteosyntetického aparatu k naznaceni proteint

e Kultivace bunék v médiu s “tézkou” aminokyselinou
* Po nékolika generacich (Sesti) je kultura kompletné proznacena
* Krmeni zvirete krmivem s “tézkou” aminokyselinou

Omezeno na bezsérové, nekomplexni médium/krmivo

Pri multiplexingu vétsim nez 2 by odstup hmot by mél byt alespon 4Da
* Velmi presny

e Z uvadénych metod nejpresné;jsi

* Artefakty potlaceny i v pribéhu lyze bunék a pripravy peptidu

* Velmi drahy



Kvantifikace pomoci MS — stabilni izotopy

CHEMICKE

= Dimethylation isotope labeling
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Slouceni vzorku
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Kvantifikace pomoci MS — stabilni izotopy

CHEMICKE

*"TMT — Tandem Mass Tags

*"iTRAQ - Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation




Obecna struktura izobarickych znacek

Fragmentace

Reportér

Cilové skupiny

Primarni aminy
229Da

S-H skupina
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Separace a MS méreni
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I 13%.14 MS2 fragmentation scan
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Koizolace— zplostovani pomeru
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Jak by se slo tohoto pozadi zbavit?



8 MS? fragmentation scan
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy
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iTrag TMT

N-Hydroxysuccinimide (NHS) ester
Reakce s primarnimi aminy




ITRAQ a TMT

a  TRAQ 4-plex

" f’ﬂ\é‘u":fuxll -5 h
oy
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- er Grou Aminge specific peptide Total Mass: 145.10
reactive group (NHS)

* ITRAQ -
e Varianta pro 4 znacky
e Varianta pro 8 znacek
e Odstup znacek 1Da
e Kompatibilni se vSemi MS instrumenty

« TMT

* Varianta pro 10 znacek (odvozeno od dimethylpiperidine)

 Varianta pro 18 kanall (odvozeno od prolinu)

* V plném poctu znacek pozaduje vysokeé rozliseni
* Neni kompatibilni se vSemi MS stroji

L]

J

| 1141 H 31 H Pepiidge |

1151 H 30 H Peptide
1161 - 29 Peplide
1171 28 Peptide

" TMTpro-135N

https://doi.org/10.1021/acs.analchem.9b04474



A Isobaric Tag B
Total mass = 145

AL Amine specific peptide

Reporter Group mass reactive group (NHS)
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Ross et al., 2004



12¢ 13C 12N 15N
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Neni neutron jako neutron
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O O

1.003355Da 0.997035Da

| Rozdil hmot 0.00632 Da |




Izobarické znaCky TMT
(ThermoScientific)
10 plex
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Izobarické znacky TMT
(ThermoScientific)
18 plex, 2021
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Kvantifikace pomoci MS — stabilni izotopy
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I':'é imetylace znaci aminoskupiny, znaceni na urovni peptidu, kvantifikace MS,

O moznoiv DIA, maximalné 3 kanaly
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o znaci aminoskupiny, znaceni na urovni peptidi, multiplex,
kvantifikace aZ pri MS/MS, pripadné pfi MS3, nizké mnoizstvi

missing values
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Stépeni
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LC separace a MS
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shot-gun metody
(pros and cons)

az 10 000 proteinli v jednom experimentu
* Neni jistota, ze protein zajmu bude detekovan

izotopicka nebo label-free kvantifikace

narocnost na instrumentaci a (bio)informatiku

problém s inferenci proteinu (stejné peptidy v riznych proteinech)
analyza PTM je mozna

ztrata véetsiny informace o proteoformach



Cilena analyza



Vime co hledame

* Necilena proteomika — 2 podminky a hledame co se meéni

X

* Cilena proteomika — vime co hledame
* Sledujeme pfitomnost/nepritomnost konkrétniho proteinu
e Sledujeme miru zmény
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Cilena kvantifikace x necilena kvantifikace

* VysSi presnost
 Sledujete plochu po peakem, dostatecny pocet bodUl pres peak
* Vyssi reproducibilita
» Vzdy v dany Cas sledujete urceny prekurzor, metoda neni stochasticka
* Vyssi citlivost
 Sledujete omezeny pocet prekurzor( - Ize na nich stravit vice ¢asu
 Vyssi selektivita
e Ladite MS instrument na jeden konkrétni prekurzor
* Instrumentalni univerzalnost
e Lze mérit na mnoha typech MS instrumentu dle varianty metody
* Pouziti i s klasickym HPLC



Selected reaction monitoring - SRM
KdyZ to opakuji pro nékolik fragment(

Multiple reaction monitoring - MRM

Q1 Q2 Qs
r : | | Gy )
@ o° ® e _| MR™ |
@ *| @ v v | £ | Signal |
‘ " u . w d ﬂ—' () Hu l- e @ o ﬂ' E ||
) L] - =
@ @ - \“Hu . v |||
X a - il
| | | | L J Time
Peptide Fragmentation Fragment
Selection Selection

Metoda je proveditelna na trojitych quadrupdlech



SRM selected reaction monitoring

* POvodni varianta metody

e Urceno pro trojité quadrupoly
e Relativné levny instrument
 Sledujeme fragment vznikly z prekurzoru
* Dvoji filtrovani — prekurzor na Q1 a fragment na Q3
* Velmi specifickeé
* Velmi citlive



PRM

Parallel reaction monitoring (PRM)

4 Q1 CID chamber Detector )

————— R ——————— m
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PRM- paralel reaction monitoring

* Varianta SRM pro instrumenty zaznamenavajici celé spektrum
* TOF
* Orbitrap

* Ty zaroven nemaji treti quadrupol

* Misto izolace fragmentu tedy zaznamename vsechny vzniklé
fragmenty

* \yvhoda vysokého rozliseni

* Nevyhodou je ztrata citlivosti
e Dano principem detekce iontu



Vyuziti tezkych peptidu
* Podobné jako SILAC
* Nevyuziva se prirozené syntézy ale umélé vyroby

* Cena kolem do 1000kc¢ za peptid

Vysledek opakovatelny v Case
Prenositelnost mezi instrumenty

Prenositelnost mezi laboratoremi

* Hruby necistény vysledek syntézy

* Vnitrni standard
e Potvrzeni identifikace
e Potvrzeni reten¢niho ¢asu
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Absolutni kvantifikace

* Pouziti peptidu o znamé koncentraci
* Vyrazné nakladnéjsi — 10 000,- K¢ za kus

* Mozné pridat i mista pro tryptické stépeni

* Peptid pridava pred stépenim - pokryti artefaktd vzniklych pfi stépeni
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* Pridavek znamé koncentrace tézkého peptidu

 Koncentrace maximalné 10x odlisna od koncentrace sledovaného
peptidu

 Kvalitativné hodnotnéjsi informace nez relativni porovnani



Mnozstvi proteinu se meni vice nez 10x

Costim?



Externi kalibrace — kalibracni krivka

* Metoda jak urcit absolutni mnozstvi latky ve vzorku

e Univerzalni, neni omezena na konkrétni metodu ziskavani dat

* UV/VIS detekce
* Fluorescence
* MS signal

Absorbance
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Linearita méereni, LOD, LOQ

e LOD - limit of detection
* Pracujeme s chromatografickym peakem
* Nejedna se o identifikaci spektra

* LOQ - limit of quantification LOL

poskytujici odstup signalu
od sumu 10:1

Signal

e LOL- Limit of linearity

L
LOD g
Cyvnamic Range
- =
NOESE

Concentration



Kombinace vnitrniho standardu a externi
<alibrace

e Kalibracni krivka mérena takto:
e Konstantni mnozstvi tézkého peptidu
* Stoupajici mnozstvi lehkého

* Pouzijeme externi kalibraéni krivku Calibration Curve
* Na ni jsou vyneseny pomery pro
jednotliva porovnani
e Z realnych vzorkl pak odecitame
pomeér light/heavy
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MacCoss Lab Software

lide.

* https://skyline.ms/project/home/software/Skyline/begin.view

Software Skyline

e Zdarma
e Aktivné vyvijeny od roku 2009
* Pokryva vse co se tyce cilené proteomiky

e Kvalitni soubor tutorialt


https://skyline.ms/project/home/software/Skyline/begin.view

‘ Peptid n-l‘ Cycle 1

Cycle 2
Peptid n-1 ‘

Cycle 3
Peptid n-1 ‘



Peptid 1
Nesledujeme peptid celou analyzu

Detekce pouze v Case kdy se eluuje

Peptid 2 Tato strategie umozni sledovat desitky
az stovky peptidl v jedné analyze

Peptid 3



Strategie tvorby metody - okna

* Dobra kvantifikace vyzaduje

* Dobry odstup signalu od Sumu, viz LOQ
e Dostatecna doba na akumulaci prekurzoru

* Dobre prokresleny peak — dostatek bod(
* Vhodny cycle time

* Tyto dva pozadavky jdou proti sobé

» Casto je potfeba kvantifikovat vice peptid{ v jenom nast¥iku
e Desitky az stovky

 Pokud budeme vsechna detekovat celou metodu
 Budeme mit velmi dlouhy cycle time
* Nebo velmi kratkou akumulaci/sumaci

e Zjistime retencni Cas peptidu a detekujeme je jen v uzkém okné
» Uspora &asu
* VVysoké naroky na reproducibilitu chromatografie



Jak vybrat vhodny peptid do analyzy?
Proteotypicky peptid — peptid unikatni pro dany protein

* dobre ionizovatelny, pozrovateny MS
e Lze vybrat z predchoziho shotgun méreni
* On line knihovny
* On line nastroj — ESP predictor
https://www.genepattern.org/esppredictorttgsc.tab=0

* nesmi byt nachylny k PTM
* Aminokyseliny nachylné k tvorbé artefakt

* Methionin, tryptofan - Oxidace
* Glutamin, asparagin — konverze na Kys Glutamovou a Kys Asparagovou

Fragment
* hojny, dobre ionizovatelny, pozorovateny MS



