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uze byt ve vzorku
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Not a reel , it is chromatographic column ) | o
Izolace proteind

Stépeni trypsinem

& separace - RP C18 kyselé pH

MS detekce




Zubarev,2015
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Pokryti frakcionovaného proteomu : 8 000-10 000 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




Electrical Field Generator

Matricni efekt
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Matrix components compete
with analyte to gain charge

o Matrix components prevent analyte from
"g gaining access to the charge at the surface

;.

&

v A
11

compounds

Desolvation

Coulombic Explosion

CGas Phase

Matrix components interfere with analyte's
ability to remain charged at the gas phase

M ——
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Matrix wmpom:ms increase dmplﬂ s surfncc tension

Analyte precipitates with volatile and semi-volatile

MS/MS
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M ;
A Matrix component
o MY accumulation increases

electric resistance and
therefore preventing ions
from moving into MS

Mozné zeslabeni signalu

Mozné zesileni signalu

Vzorky shodného slozeni
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matricniho efektu

Provadime relativni kvantifikaci
LFQ, DIA

Zalozeno na predpokladu
Nikoliv jistoté



Relativni kvantifikace muize 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

Vzorek A
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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 ZNACENI

" SILAC - Stable Isotope Labeling with Aminoacids in Culture
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“Tezke™ aminokyseliny vyuzivane pro SILAC

 Umeéle je mozné vyrobit aminokyseliny se zvysenym vyskytem tézkych izotopU

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

HN* * *
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NH,  ® 2 HCl
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SILAC MYS
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unlabeled mouse

lysine
m e,
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13C6 lysine B e
’i labeled mouse |
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+ Lys-6
-
\
F1 93% 13C, lysine
F2 97% 13C lysine
F3-F4 téméi 100 % C 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 (dializované), 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



CHEMICKE ZNACENI

= Dimethylation isotope labeling
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Di-methylace ultivace "

lzolace proteint
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Slouceni vzorku
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CHEMICKE ZNACENI

="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




mTraq/iTraq

TMT

N-Hydroxysuccinimide (NHS) ester
Reakce s primarnimi aminy
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Separace a MS méreni

test-TMT_20231025121743 #35621 RT: 57.45 AV: 1 NL: 2.33E7
T: FTMS + p NSI Full ms [400.0000-1600.0000]

Precursor scan MS1
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13%.14 MS2 fragmentation scan
449.27
590.36
Precursor scan MS? 728.42
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Koizolace— zplostovani pomeru
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(Ting, et all 2011)



Jak by se slo tohoto pozadi zbavit?



Precursor scan MS1

Fragmentace

Synchronni izolace fragment(
Nechat anglicky
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MS?
fragmentation
SPS
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Fragmentace
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SPS — synchronous precursor selection
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Tribridni Orbitrapy
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Tribridni Orbitrapy

ee © o ® Prekurzory MS?! scan

HCD cela
Fragmentace
L[ — |
([ —— | — —
- -

Quadrupdl =

-
=
== / o\,
lontovy zdroj ‘%Lf Selekce R

Orbitalni past

Detekce

lontova past

Detekce

Selekce

Fragmentace

Vicenasobna synchronni selekce




41

Tribridni Orbitrapy

= Koizolované pozadi
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Tribridni Orbitrapy

= Koizolované pozadi

Prekurzor
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Tribridni Orbitrapy

[l Fragmenty prekurzoru
* Fragmenty pozadi

HCD cela
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Tribridni Orbitrapy

[l Fragmenty prekurzoru
* Fragmenty pozadi

HCD cela
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Tribridni Orbitrapy

[Fragmenty prekurzoru
* Fragmenty pozadi
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Tribridni Orbitrapy

[] Fragmenty prekurzoru

HCD cela
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Tribridni Orbitrapy

L[ —
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Tribridni Orbitrapy

HCD cela

Fragmentace
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Obecna struktura izobarickych znacek

Fragmentace

Reportér

Cilové skupiny —

Primarni aminy 5290
a

S-H skupina




Dostat skupinu doleva

mTraq/iTraq TMT

N-Hydroxysuccinimide (NHS) ester
Reakce s primarnimi aminy

HAN"~ R,
R2

0 > 0 0

0 R\ O R N_ R HO
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ITRAQ a TMT

a |TRAQ4p|ex‘ 7 o | 1141 H 31 H Peptide

. 1151 H 30 || Peptide |
1161 + 29 - Peptide
* iTRAQ . Q Q et
. v Reporter lon  Balancer Group Amine specific peptide Tm
* Varianta pro 4 znacky eacinggrous (W)
e Varianta pro 8 znacek
e Odstup znacek 1Da

e Kompatibilni se vSemi MS instrumenty

.« TMT N N/\)J\ ? 127¢

* Varianta pro 10 znacek (odvozeno od dimethylpiperidine)
e Varianta pPro 18 kanall (odvozeno od prolinu)

* V plném poctu znacek poZaduje vysoke rozliseni &J)k ’\)L /\)l\ }Q

* Neni kompatibilni se vSemi MS stroji TMTpro 135N

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



A Isobaric Tag B
Total mass = 145 _

A Amine specific peptide
reactive group (NHS)

Reporter Group mass 1
114 —117 (Retains Charge) ! o ’/\N o e S
A I
r aY I [ l .
B Wi ITRAQ 4plex
(\N/\‘l\ﬂ/( I 7~ : :
\ J
| B e =
N ke ! miz 114 (+1) *°C BCBO  (+3)
l—'—J 0
miz 115 (+2) C, 180 (+2)
Balance Group
Mass 31-28 (Neutral loss) miz 116 (+3) 13C, SN  13C (+1)
m/z 117 (+4) 13C, "N (+0)
| |
L PN
I 'H
< NN *,/\N/j\!‘/-( "\ PEPTIDE
N | I
1 I /N Oy
/N : o* : " . :
L " L
% ! ' v . :H\\\
*
* NT " "\ PEPTIDE r//~\\N//AT\"/T G
/N v 9, 115 P - :

Ross et al., 2004



12¢ 13C 12N 15N

100 -

13
o] oxtsc XC
80 -
12€-98.9% 13C- 1.06% g 13 14N -99.6% 1°N-0,4%
870 4 2x+>C
£ 1038508
= 80 1 1038.007 /
@
2 50 r
[
S 40 -
1039.010
30 )
20 4 1039512
10 A
0 A j T a b & N e L
103 1037 1038 1033 1040
m/z

Neni neutron jako neutron

Vv Vvv7/

neutron v 3H je tézsi nez ten v 13C

O ‘ Vodik O

, Uhlik
Dusik  0.997035Da 1.003355Da

1.00626 Da

I Rozdil hmot 0.00632 Da I I Rozdil hmot 0.002905 Da I




Izobarické znaCky TMT

(ThermoScientific)

10 plex
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Izobarické znacky TMT
(ThermoScientific)
18 plex, 2021

TMTpro-1 26
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TMTpro-135N



Izobarické znacky TMT
(ThermoScientific)
36 plex, 2023

. 18 plex
3 N °
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* N .4 JLN/\)LN/\)'LO,N
| b
. 36 plex
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Potrebné rozliseni 90K na hmoté 200Da
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Kvantifikace pomoci MS — stabilni izotopy
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C_JI jen zivé bunky, metabolické znaceni, kvantifikace MS,
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":'é imetylace znaci aminoskupiny, znaceni na urovni peptidu, kvantifikace MS,
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o znaci aminoskupiny, znaceni na urovni peptidu, multiplex,
kvantifikace aZ pfi MS/MS, pripadné pfi MS3, nizké mnoizstvi
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LC separace a MS

Kvantifikace v proteomice
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Cilena analyza



Vime co hledame

* Necilena proteomika — 2 nebo vice podminek a hledame co se méni

X

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

Odhali pouze malou cast celkového obrazu, musime dopredu vedéet kam se koukat
e (Casta posloupnost experiment necilena analyza ‘ cilena analyza

Vyssi presnost
» Sledujete plochu po peakem, dostatecny pocet bodU pres peak

VysSi reproducibilita
e 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
* Lze méfit na mnoha typech MS instrumentt dle varianty metody
* Pouzitiis klasickym HPLC



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

Multiple reaction monitoring - MRM

Q1 Q2 Q3
r " ] )

o ¢ v 'y }

'. [ W v ¥

v
¢ @ @@= 0 ¢ ¢ oo o
v

| ) | ]

Peptide Fragmentation Fragment
Selection Selection

Metoda je proveditelna na trojitych quadrupdlech

Intensity




SRM selected reaction monitoring

* POvodni varianta metody

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



PRM

Parallel reaction monitoring (PRM)

4 Q1 CID chamber Detector

) — i'::k*it h*t*t
—

N I J




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

* \\vhoda vysokého rozliseni

* Nevyhodou je ztrata citlivosti
e Dano principem detekce iontu



Vyuziti tezkych peptide

* Podobné jako SILAC

* Nevyuziva se prirozené syntézy ale umélé vyroby
* Cena kolem do 1000kc¢ za peptid

* Hruby necistény vysledek syntézy

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

Izolace
protein( a
pfiprava peptidu

Vysledek opakovatelny v Case
Prenositelnost mezi instrumenty

Prenositelnost mezi laboratoremi
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Izolace
protein( a
ptiprava peptidQ
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*

Absolutni kvantifikace

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

Relative Abundance
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* Pridavek znamé koncentrace tézkého peptidu

e Koncentrace maximalné 10x odlisna od koncentrace sledovaného
peptidu

* Kvalitativné hodnotnéjsi informace nez relativni porovnani



Mnozstvi proteinu se lisi 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

eVvVvV/

* Pracujeme s chromatografickym peakem
* Nejedna se o identifikaci spektra

* LOQ - limit of quantification LOL
* NejnizSi mnozstvi latky
poskytujici odstup signalu
od Sumu 10:1 .
LOL- Limit of li it ElgﬂEﬂ
- Limit of linearity LOG |
LOD a—
Dyvnamic Range
—p
noise

Concentration



Kombinace vnitrniho standardu a externi
<alibrace

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

* Pouzijeme externi kalibraéni kfivku Calibration Curve
45
* Na ni jsou vyneseny pomery pro - y = 1.8477x+0.5537
jednotliva porovnani . T

e Z realnych vzorkl pak odecitame
pomeér light/heavy

Concentration (fmol/ul)

5fmol/tézkého peptidu

0 5 10 15 20
Light-to-Heavy Ratio

25



MacCoss Lab Software

TR

* 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
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 stategie 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 Dostatec¢na 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 ndstfiku
e Desitky az stovky

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

e Zjistime retencni ¢as peptidu a detekujeme je jen v Uzkém okné
* Uspora ¢asu
* VVlysoké 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
* Online knihovny
* On line nastroj — ESP predictor
https://www.genepattern.org/esppredictor#tgsc.tab=0

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

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

Fragment
* hojny, dobre ionizovatelny, pozrovateny MS
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