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Uvod

Hmotnostni  spektrometrie MALDI-TOF (Matrix-
Asisted Laser Desorption Ionization Time of Flight) je ru-
tinné pouzivana technika pro identifikaci proteint. Spolu
s vysokorozliSovaci dvojrozmérnou polyakrylamidovou
gelovou elektroforézou (2D-PAGE) patii ke klasickym me-
toddm proteomiky.

Na pfistrojich MALDI-TOF se identifikace proteini
provadi pfedev§im metodou peptidového mapovani (PMF —
peptide mass fingerprinting, cit.'). Metoda PMF je zalozena
na enzymovém $tépeni proteinu sekvencné specifickou pro-
teasou. Pfi enzymatickém Stépeni trypsinem vznikaji pepti-
dy s argininem nebo lysinem na C-konci. Hmotnostni spekt-
rum ziskané ze smési proteolytickych §tépu piedstavuje
specifickou charakteristiku proteinu. Métfenou veli¢inou je
pomér hmotnost/naboj (m/z). Hodnoty m/z odectené ze
spektra lze v databazovych programech porovnat s teore-
ticky vypocétenymi hodnotami m/z proteolytickych §tépt. Na
zakladé shody experimentalnich a teoretickych hodnot lze
ke spektru s uritou jistotou pfifadit protein.

Jednoduchost a rychlost pfipravy vzorkl pro analyzu
MALDI-TOF, rychlost samotné analyzy a snadné vyhodno-
ceni spekter ¢ini tuto metodu idealni pro rutinni identifikaci
proteintt separovanych pomoci 2D-PAGE. V nékterych
situacich vSak neni mozné protein jednoznacéné identifikovat
pouze ze spektra proteolytickych $tépt. V téchto ptipadech
je potiebné urcit sekvenci aminokyselin v proteinu. Moderni
hmotnostni spektrometry MALDI-TOF jsou schopny po-
skytnout informace o sekvenci aminokyselin v analyze PSD
(post-source decay — rozpad za iontovym zdrojem)**. Ana-
lyzou PSD lze lokalizovat i n€které posttranslaéni modifika-
ce*. Pro usnadnéni analyzy PSD jsou hmotnostni spektrome-
try nékterych vyrobcl vybaveny specialnimi typy reflektro-
nu, napt. reflektronem se zakiivenym polem (curved-field
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reflectron, cit.”).

Fragmentace peptidu na aminokyseliny nebyvéa Uplna
a vysledna spektra PSD jsou casto velmi komplikovana.
V poslednich letech byly vypracovany techniky, které pro-
blémy spojené s analyzou PSD piekonavaji. Keough zave-
denim siln€ kyselé sulfoskupiny na N-koncovou aminosku-
pinu peptidu dosahl dramatického zvyseni fragmentace. Pii
analyze PSD derivatizovanych peptidd byly generovany
predevdim y- a b-ionty®, tedy ionty vznikajici fragmentaci
peptidu v misté peptidové vazby. Vyrazny pokrok pfineslo
zavedeni ve vodé stabilniho sukcinimidylesteru 3-sulfo-
propanové kyseliny, ktery je schopen pfipojit sulfoskupinu
k N-koncové aminoskupiné peptidu i ve vodném prostiedi
(obr. 1, cit.”). Aby u peptidii zakonéenych lysinem ziistala
nederivatizovana g-aminoskupina lysinu, je nutné ji bloko-
vat. Reakce s hydrogensulfatem O-methylisomocoviny je
pii zasaditém pH velmi selektivni (obr. 2, cit.®). Negativné
nabitd sulfoskupina na N-konci dodadvé b-iontu celkovy
neutralni naboj (obr. 3), coz znemoznuje jeho detekci. Vy-
sledné spektrum PSD s chemicky asistovanou fragmentaci
(CAF) je tedy slozeno vyhradné z y-iontl, coZ usnadiuje
interpretaci spektra. Velmi vyhodné je proteolytické Stepy
adsorbovat na reverzni fazi Cg napt. v ZipTip Spickach. Pfi
reakcich s takto imobilizovanymi peptidy se lze vyhnout
komplikacim s CiSténim a izolaci a cely postup je vyrazné
urychlen’.
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Obr. 1. Priklad reakce N-koncové aminoskupiny tetrapeptidu se
sukcinimidylesterem 3-sulfopropanové Kyseliny; pii reakci se
molekulova hmotnost peptidu zvysuje o 136,0 Da
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Obr. 2. Schéma blokovani e-aminoskupiny lysinu pfeménou na
homoarginin; pfi reakci se molekulova hmotnost peptidu zvysuje
042,0 Da
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Obr. 3. Priklad fragmentace derivatizovaného tetrapeptidu; pii
fragmentaci vznikaji vyhradné b- a y-ionty; diky celkovému neut-
ralnimu naboji neni b-ion detegovatelny

Pro analyzu proteinového profilu bakterie Francisella
tularensis byl zvolen piistup vyuzivajici separacni techniku
2D-PAGE a identifikaci MALDI-TOF hmotnostni spektro-
metrii. Pro identifikaci byl pouzit program ProteinProspec-
tor verze 3.4.1 (University of California, San Francisco
Mass Spectrometry Facility, USA) a voln¢ dostupna databa-
ze NCBI Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY/).

Experimentalni ¢ast
Chemikalie a pfistroje

Pro pfipravu roztokd byla pouzita deionizovana voda
pripravena na aparatufe Milli-Q PF plus od firmy Millipore
(Bedford, USA) a acetonitril (AcN) stupné cistoty LiChro-
solv® od firmy Merck (Darmstadt, Némecko). Kyselina
trifluoroctova (TFA) spektrofotometrické Cistoty byla vyro-
bena firmou Aldrich (Milwaukee, USA). Chemikalie a puf-
ry potfebné pro derivatizaci (modifikator lysinu, ¢inidlo pro
CAF, ukoncovaci ¢inidlo, pufr pro modifikator lysinu, pufr
pro CAF ¢inidlo) byly soucasti soupravy pro CAF-MALDI
sekvenovani Ettan™ (CAF-MALDI sequencing kit firmy
Amersham Bioscience, Uppsala, Svédsko).

Jako matrice byly pouzity 4-hydroxy-o-kyan-skoticova
kyselina (CHCA) a 2,5-dihydroxybenzoova kyselina
(DHB). Ob¢ matrice byly dodany v rekrystalizované formeé
firmou LaserBio Labs (Sophia-Antipolis Cedex, Francie).
Analyza byla provadéna na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF Voyager-DE™ STR firmy Applied Biosys-
tems (Framingham, USA).

!
100 1050.52
relativni

intenzita,
% 80

60

40 84247

764138

L

20
35.70

| BE}
j1072.50 1|313.;5
N

861.02

1669.77
N L

Laboratorni pfistroje a postupy

Ptiprava vzorkl pro analyzu

Proteiny urcené pro identifikaci byly vyfiznuty z gelu
2D-PAGE obarveném Coomassie modii G250. Po trypsino-
vém Stépeni byly vzniklé peptidy z gelu extrahovany rozto-
kem 50% AcN / 0,5% TFA. Extrakty byly ve vakuové cent-
rifuze koncentrovdny na pfiblizny objem 10 pl. Méfeni
PMF bylo provadéno s obéma matricemi. Pouziti DHB mat-
rice obvykle vedlo k vy$simu poctu pikl ve spektru. Jestlize
byla identifikace nejednoznacna, vzorek byl derivatizovan
a podroben analyze PSD.

Derivatizace byla provadéna dle instrukci vyrobce
s n¢kterymi vyjimkami. Pfiddnim 10% roztoku NaHCO;
bylo pH extraktu posunuto na alkalickou stranu.
K extrahovanym peptidim byl pfidan pufr s modifikatorem
lysinu. Reakce probihala dvé hodiny pifi 37 °C. Poté byl
pridan roztok 5% TFA, aby pH roztoku bylo kyselé. Peptidy
s modifikovanymi lysinovymi zbytky byly navazany na
reverzni fazi Cigv ZipTip Spickach (Millipore Corp. Bed-
ford, USA) a promyty roztokem 0,1% TFA. K imobili-
zovanym peptidim byl pfidan roztok Ccinidla pro CAF
v pufru. Reakce byla zastavena pipetovanim ukoncovaciho
roztoku. Peptidy byly promyty roztokem 0,1% TFA a eluo-
vany roztokem 50% AcN / 0,1% TFA. Pro analyzu PSD
byla pouzita smés derivatizovanych peptidi s CHCA nebo
DHB matrici. Protoze derivatizace ménila molekulové
hmotnosti peptidli, bylo nejdiive zméfeno spektrum
v pozitivnim reflektronovém modu a z néj byl vybran ma-
teCny ion urceny k analyze PSD. Jestlize experimentalné
zjisténa sekvence souhlasila s teoretickou sekvenci predbéz-
n¢ urCenou pii PMF, program Data Explorer verze 4.0
(PerSeptive Biosystems, Framingham, USA) piky fragmen-
ta s toleranci £ 0,5 Da oznacil pfislusSnymi y-ionty s in-
dexem, ktery udaval pocet aminokyselin v daném fragmen-
tu. Vyhodou je, ze pii fragmentaci se odstépuje i 3-
sulfopropanova kyselina. Tim se neméni molekulové hmot-
nosti fragmentl, nema-li vSak peptid na C-konci lysin.
V tom pfipad¢ nariistaji molekulové hmotnosti vSech frag-
mentl o0 42,0 Da a v predbézné sekvenci je nutno nahradit
lysin homoargininem.

l2690.21

900

1260 1820

2380 2940 3500

m/z

Obr. 4. Spektrum PMF nezniamého proteinu po trypsinovém $tépeni; spektrum bylo zméfeno v pozitivnim reflektronovém
modu s matrici CHCA; Sipky oznacuji peptidy, kterymi byl protein ptedbézné identifikovan
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Vysledky a diskuse

Uspésnost identifikace proteinti separovanych pomoci
2D-PAGE na hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF je
zavisla na mnoha faktorech, mezi které patii napt. mnozstvi
a vlastnosti proteinu, typ barveni gelu 2D-PAGE, protokol
pro enzymatické §tépeni proteinu, piiprava matrice a vzorku
pro analyzu, kontaminace vzorku a jeho purifikace. Az na
vyjimky byly proteiny identifikovany metodou PMF. Jestli-
ze byl protein identifikovan menSim pocétem peptidii nez
pét, nebo aminokyseliny peptidii pokryly méné nez 20%
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aminokyselinové sekvence proteinu a nebo hodnota isoelek-
trického bodu a molekulova hmotnost proteinu vykazovaly
vyrazné rozdily proti hodnotdm zjiSténym z 2D-PAGE, byla
identifikace potvrzena analyzou PSD s CAF, jak je ukazano
na ptikladu. Spektrum PMF (obr. 4) bylo porovnano se
spektrem derivatizovanych peptidi (obr. 5). Rozdily od
pavodnich hodnot byly 136 Da u piku 1186,18 a 2826,30
a 178 Da u piku 942,12. Rozdil 178 Da svéd¢i o modifikaci
ptvodniho lysinu na C-konci na homoarginin. Kompletni
série y-iontt potvrdila pfedpokladanou sekvenci aminokyse-
lin Phe-Tyr-Ala-Val-His-Lys v peptidu o puvodni hodnoté
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Obr. 5. Spektrum méiené po derivatizaci peptidi v pozitivnim reflektronovém modu s matrici DHB; Sipky znaci peptidy,

u kterych byla provedena analyza PSD
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Obr. 6. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 942,1, matrice CHCA
Arg Ser Tyr Ile Glu Gly Ile Val Asn CAF
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Obr. 7. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 1186,2, matrice CHCA
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Obr. 8. Spektrum PSD derivatizovaného peptidu o m/z 2826,3, matrice CHCA

m/z 764,38 (obr. 6) a Asn-Val-Ile-Gly-Glu-Ile-Tyr-Ser-Arg
v peptidu o pivodni hodnoté m/z 1050,52 (obr. 7). Téméer
kompletni série iontll y26-y5 potvrdila ¢ast predpokladané
sekvence Ala-Asp-Phe-Ala-Asp-Ser-Ile-Asp-Ala-Asn-Ala-
-Val-His-Gly-Ser-Asp-Ala-Glu-Asp-Thr-Ala-Ala-Gln-Glu-
-lle-Arg v peptidu o piivodni hodnoté m/z 2690,21 (obr. 8).
Pfi bézném potvrzeni identifikace je postacujici urCit ¢ast
sekvence u jednoho peptidu a porovnat ji se sekvenci pred-
bézné urcenou pii PMF. Zobrazeny ptiklad tyto pozadavky
tedy vyrazné¢ presahuje.

Slabé misto protokolu pro derivatizaci peptidd je mani-
pulace se ZipTip Spi¢kami. Zvladnuti této techniky vede
k uspésné derivatizaci vzorki. Derivatizované peptidy jsou
velmi snadno fragmentovany, a proto pro vybér mate¢nych
iontl je nekdy nutné pouzit tzv. ,,chladnou* matrici DHB.
Matrice DHB se v nékterych piipadech osvéd¢ila i pro
vlastni analyzu PSD.

Zaveér

PSD s CAF je technika uréena pro sekvenovani peptida
0 neznamé primarni struktufe (tzv. de-novo sekvenovani) na
hmotnostnim spektrometru MALDI-TOF. V nasi laboratofi
nasla uplatnéni jako prvek, ktery vyrazné€ zjednodusuje
a ulehcuje ziskani a vyhodnoceni spekter PSD pro potvrzeni
identifikace proteint.

Ettan™ souprava pro CAF-MALDI sekvenovani byla
laskavym darem od prof. C. R. Noe z Ustavu farmaceutické
chemie Univerzity Viden. Tato prdce je soucasti projektu
Ministerstva Skolstvi, mladeze a télovychovy CR (projekt ¢.
LN00A033).
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Study of Intracellular Parasitism of Bacteria, Purkyné Mili-
tary Medical Academy, Hradec Krdlové, "Department of
Medical Biology and Genetics, Faculty of Medicine,
Charles University, Hradec Kralové): Identification of
Proteins by Combination of MALDI-TOF Peptide Mass
Fingerprinting and Fragmentation of Sulfonated Pep-
tides

The MALDI-TOF MS is an ideal method for routine
identification of proteins separated by two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE). However,
in some cases the outputs from peptide mass fingerprinting
(PMF) do not enable unambiguous identification of pro-
teins. In such situation, determination of a partial amino
acid sequence of the target protein would be extremely help-
ful in the PMF identification. Sequencing using MALDI-
TOF post-source decay (PSD) usually generates complex
spectra and the fragmentation is not complete. PSD se-
quencing with chemically assisted fragmentation allows to
avoid these problems. Application of both methods in iden-
tification of proteins of Francisella tularensis is presented.



