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Uvod

Proteomicka identifikace nizkomolekularnich protei-
ni pomoci tradi¢niho piistupu je komplikovana nékolika
skuteCnostmi. RozliSeni téchto proteind separovanych
gelovou elektroforézou je obecné malé, coz ma za nasle-
dek spolecnou migraci vice slozek proteinové smési, které
maji podobnou molekulovou hmotnost. Tyto proteiny se
pak ve vysledném jednorozmérném (1-D) gelu vyskytuji
na stejném misté. Dal§im problémem identifikace malych
proteini kombinaci enzymového S$tépeni a hmotnostni
spektrometrie (MS) je skuteCnost, ze tyto proteiny zpravi-
dla poskytuji pouze né€kolik specifickych peptidli — ob-
zvlasté v pripadé, je-li Stépeni provedeno piimo v gelu
apfi malych mnozstvich vzorku'. Vysledné hmotnostni
spektrum smési obsahuje nejen signaly peptidi
z identifikovaného proteinu, dalSich proteinti pifitomnych
ve vzorku, ale také autolyzatl §tépiciho enzymu, peptidi
keratinti, nespecifickych peptidii a jinych pfimési (napt.
matricovych klastri pfi analyze metodou MALDI-TOF
MS, cit.%). Za této situace analyzované proteiny zpravidla
nelze identifikovat pomoci ¢asto pouzivané metody
,peptide mass fingerprinting” (PMF), kterd vyuziva méfe-
ni relativni molekulové hmotnosti peptidi a porovnani
exprimentélnich dat s Gdaji v databazich proteini™.

Vzhledem ke slozitosti peptidové smési v enzy-
movém digestu nestaci maly pocet specifickych peptida k
jednoznacéné identifikaci proteinu. Mimo tyto specifické
peptidy (odpovidajici ocekavanému §tépeni danym enzy-
mem) vSak rovnéZ i nékteré dalsi slozky smési pochazeji
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z hledaného proteinu a mohly vzniknout pfi ptipravé vzor-
ku bud’ plisobenim chemikalii nebo neobvyklou aktivitou
proteolytického enzymu.

Specitické peptidy uvolnéné ptisobenim trypsinu maji
na N-konci jakoukoli aminokyselinu s vyjimkou prolinu
(nejedné-li se o N-koncovy peptid) a na C-konci lysin nebo
arginin (s vyjimkou jakékoli aminokyseliny na C-konci
proteinu). Aminokyselinou piedchazejici N-konci jakékoli
tryptického peptidu (s vyjimkou N-konce proteinu)
v sekvenci proteinu je bud’ lysin nebo arginin. Ostatni
peptidy pochézejici ze stejného proteinu nazyvame nespe-
cifické, které se nehodi k identifikaci pomoci PMF, ale
maji uplatnéni v metodach vyuzivajicich fragmentace pep-
tidl pro stanoveni sekvence, ktera je podkladem pro data-
bazovou identifikaci. To znamend, Ze nespecifické pepti-
dy, které pti PMF predstavuji vazny problém, lze Gspésné
vyuzit pro identifikaci proteinti cestou fragmentacnich
technik. Kombinace  kapalinové  chromatografie
s tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS) na bazi
ionizace elektrosprejem’ nebo MALDI-TOF MS doplné-
na technikou ,,post-source decay (PSD)“® byly Gsp&$né
vyuzity pro identifikaci proteinii pomoci nespecifickych
peptida™®.

Podrobna analyza proteomu jeCmene je dilezitd pro
jeho efektivni vyuziti v zem&dé&lstvi, potravinaiském pri-
myslu a zejména v pivovarnictvi. Ziskané poznatky pomo-
hou pochopit jeho biologické a technologické vlastnosti
(odolnost viici suchu, schopnost enzymového odbouravani
Skrobu, kvalitu pény atd.).

Prvotni identifikace je¢nych proteind pomoci 1-D
gelové elektroforézy a MS publikovali Chmelik a spol.”.
Pro zjednoduseni smési proteind extrahovanych z je¢nych
obilek byl vyuzit Osborniiv systém rozpoustédel®, ktery
tyto proteiny rozdéluje do Ctyt skupin: vodou extrahovatel-
né albuminy, globuliny extrahovatelné roztokem NaCl,
hordeiny rozpustné ve vodnych roztocich alkoholl a glute-
liny extrahovatelné roztokem NaOH. Tento zpiisob extrak-
ce zjednodusil smési proteintt do té miry, Ze pro jejich
dalsi separaci nebylo nutné pouzit dvourozmérnou (2-D)
gelovou elektroforézu. Vhodnou alternativou k elektro-
foréze jsou chromatografické metody, z nichz byla Gspés-
né vyuzita pro separaci proteind napf. gelova chromatogra-
fie’, ktera obdobn& jako vyse uvedené elektroforetické
metody separuje proteiny podle jejich velikosti. 2-D elek-
troforéza byla ale nezastupitelna, pokud probéhla extrakce
proteind jedingm pufrem'. V&t3i rozliseni 2-D elektrofo-
rézy umoznuje rozdélit i velmi podobné proteiny, coz
v piipadé, Ze je rozdilna migrace zptsobena posttranslac-
nimi modifikacemi, vede k tomu, Ze jeden a ten samy pro-
tein je identifikovan na riznych mistech gelu. Rozliseni
jednotlivych forem vyzaduje nalezeni a charakterizaci modi-
fikovanych peptidl, coz je mnohem obtiznéjsi nez identifi-
kace proteinu a v podstaté neproveditelné pomoci PMF
(cit.'"). V piipadé selhani PMF je nutné vyuziti fragmentace
peptidi  tandemovou hmotnostni  spektrometrii.  Je-li
k dispozici vhodné vybaveny hmotnostni spektrometr napt.
MALDI-TOF/TOF, 1ze MS/MS experiment provést se stej-
nym vzorkem, ktery byl ptivodn& pouzit pro PMF analyzu'?.
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Jednou z vhodnych technik fragmentace peptidu je
PSD. Tato technika je dostate¢né citlivd a ve spojeni
s ,,curved-field reflektronem (CFR)", ktery fokusuje sou-
Casné vSechny fragmentové ionty, i rychld. Jeji nevyhodou
je tvorba riznych internich fragmentd, coz ¢astecné kom-
plikuje interpretaci hmotnostniho spektra, ve kterém se
nejvice vyskytuji a-, b- a y-ionty, ¢imz se PSD podoba
nizkoenergetické kolizné indukované disociaci. V pfipadé
tryptickych peptidd je nevyhodou lokalizace mobilniho
protonu na bazickych aminokyselindch (Lys a Arg), coz
snizuje ucinnost fragmentace a vede k nizkému pokryti
sekvence peptidii'®. K ziskani vhodnych peptidi Ize pouzit
fady méné specifickych enzymti napf. chymotrypsinu,
jehoz vyhodou je, Ze je aktivni za stejnych podminek jako
trypsin’’.

Cilem této prace bylo identifikovat nizkomolekuldrni
proteiny extrahované z obilek je¢mene MS/MS analyzou
s vyuzitim nespecifickych peptidu.

Experimentalni ¢ast

Jako vzorek pro tuto studii byla vybrana odrida jec¢-
mene (Hordeum vulgare L.) Monaco. Rozemleta jecna
zrna (1 g) byla extrahovana 10 ml deionizované vody po
dobu 20 min za stalého tfepani. Smés byla centrifugovana
15 min pii 7000 g. Supernatant (vodny extrakt) byl smi-
chan se vzorkovym pufrem pro gelovou elektroforézu (tj.
50 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4% SDS, 12% glycerol, 2% pB-
merkaptoethanol, 0,01% bromfenolovda modf) v obje-
movém pomeéru 1:1. Tato smés byla povafena 5 min na
vodni lazni a alikvot (20 ul) byl aplikovan na diskontinual-
ni 1-D polyakrylamidovy gel (6% koncentracni gel, 20%
separacni gel, velikost 150 mm X 150 mm % 1 mm). Vizu-
alizace proteinti byla provedena pomoci Coomassie Brilli-
ant Blue R-250. Fixace probéhla ve smési 45,4% metha-
nol / 4,6% octova kyselina / 50% deionizovana voda (1 h),
barveni ve smési 45,4% methanol /4,6% octova kyseli-
na/ 49,9% deionizovana voda / 0,1% Coomassie Brilliant
Blue R-250 (1 h) a odbarveni pozadi gelu bylo dosazeno
ve smési 5% methanol /7,5% octova kyselina/ 87,5%
deionizovana voda (24 h). Po omyti gelu v deionizované
vodé (2x; 10 min) byly vyfezany obarvené prouzky gelu.
Proteiny v nich obsazené byly piimo v gelu redukovany,
alkylovany a enzymové 3t&peny pomoci trypsinu'®. Jedné
proteiny v gelu byly Stépeny se specifickym hovézim
trypsinem (Trypsin sequencing grade, Roche, Mannheim,
SRN), kdeZto v pfipadé analyzy extraktu P-amylasy
z je¢mene (Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN) byl pouzit
trypsin s vysokou nespecifickou Stépnou aktivitou
(Lachema, Brno, CR).

MALDI-TOF hmotnostni spektra byla méfena po-
moci Kompact MALDI SEQ a AXIMA CFR piistroju
(Shimadzu Biotech Kratos Analytical, Manchester,
UK). Oba pristroje jsou vybaveny dusikovym laserem
(A=337 nm, 3 ns délka pulsu). Urychlovaci napéti bylo
20kV a data byla naméfena za pouziti ,.time-delayed™
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extrakce v reflektronovém moédu. Oba pfistroje jsou vyba-
veny reflektronem CFR umoZiujicim soucasnou fokusaci
viech fragmentdl v PSD analyze. Sitka iontové brany (pii
analyze s AXIMA CFR piistrojem) byla nastavena na
+10 Th pro vybér prekurzorového iontu. Pro ziskani celko-
vého spektra bylo v MS médu akumulovano 100 spekter
avPSD modu 1000 spekter. VSechna MALDI spektra
byla vyhlazena pomoci algoritmu Savitzky-Golay dodané-
ho vyrobcem a kalibrovana interné (PMF experimenty)
nebo extern¢ (PSD méteni). MALDI-TOF/TOF MS meéie-
ni byla provedena na pfistroji 4700 Proteomics Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) vybaveném
Nd:YAG laserem (A=355 nm, 500 ps Sitka pulsu). Pti MS/
MS analyze byl jako kolizni plyn pouzit vzduch.

Vzorek byl nanaSen na matrici technikou thin-layer.
Nasyceny roztok kyseliny 4-hydroxy-o-kyanoskoticové
(Sigma-Aldrich) v acetonu byl smichan s roztokem nitro-
celulosy (10 mgml™', aceton:isopropanol 1:1, v/v)
v objemovém poméru 4:1 a 0,5 pl této smési bylo nanese-
no na MALDI tercik. Lyofilizované extrakty byly rozpus-
tény v 20 pul 1% kyseliny trifluorooctové, ptecistény po-
moci ZipTip Cis Spicek (Millipore, Framingham, MA,
USA) a eluovany piimo (asi 1 pl eluentu) na suchou vrstvu
matrice.

Naméfena data byla interpretovana programy
v internetovém  souboru Protein  Prospector (http://
prospector.ucsf.edu/). Program MS-Fit byl pouzit pro vy-
hodnoceni PMF experimentd, programy MS-Tag a MS-
Pattern byly pouzity pro vyhodnocovani PSD experiment.
K vyhledavani poslouzily databaze SwissProt a NCBI
GenBank.
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Obr. 1. 1-D SDS-PAGE elektroferogram smési proteini jec-
mene rozpustnych ve vodé; oznacené prouzky obsahuji nasledu-
jici identifikované proteiny: A — subtilisin-chymotrypsin inhibitor
CI-1A, subtilisin-chymotrypsin inhibitor CI-1B, prekurzor nespe-
cifického lipid-transfer proteinu 1; B — trypsin/amylasa inhibitor
pUP13; C —alfa-amylasa/trypsin inhibitor CMd prekurzor, alfa-
amylasa inhibitor BMAI-1 prekurzor; D — cytosolova triosofosfat
isomerasa (TIM); E — glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenasa,
cytosolovy protein Z (Z4) (hlavni endospermovy albumin); F —
beta-glukosidasa BGQ60 prekurzor; G — beta-amylasa
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Vysledky a diskuse

Extrahované proteiny z obilky je¢mene byly separo-
vany 1-D gelovou elektroforézou (obr. 1). Zatimco vybra-
né proteiny o vys$§i molekulové hmotnosti byly identifiko-
vany metodou PMF, v piipadé nizkomolekularnich protei-
nd z prouzku A tato metoda nebyla Gspésna. Hmotnostni
spektrum peptida ziskanych trypsinovym Stépenim protei-
nd obsazenych v prouzku A je znazornéno na obr. 2. N¢-
kolik peptidl z této smési bylo fragmentovano tandemo-
vou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Interpretace PSD
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Obr. 2. MALDI-TOF hmotnostni spektrum in-gel digestu
z prouzku A v pozitivnim reflektronovém médu; + oznacuje
peptidy ze subtilisin-chymotrypsin inhibitoru CI-1A, * oznacuje
peptidy ze subtilisin-chymotrypsin inhibitoru CI-1B a V¥ —
oznaCuje obecné peptidy z prekurzoru nespecifického lipid-
transfer proteinu 1. Z nich peptidy oznacené Sipkou jsou nespeci-
fické peptidy z prekurzoru nespecifického lipid-transfer proteinu 1
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Obr. 3. PSD spektrum nespecifického peptidu (rodicovsky iont
[M+H]" o m/z=1163,54) z prekurzoru nespecifického lipid-
transfer proteinu 1; primarni struktura identifikovaného peptidu
je zobrazena v horni ¢asti obrazku od C-konce smérem k N-konci
(koresponduje s y-ionty pfitomnymi ve spektru)

1113

Laboratorni pfistroje a postupy

spekter iontd s m/z 973,59 a 1001,66 Th poskytla kratké
useky peptidovych sekvenci, které byly identifikovany
pomoci MS-Pattern jako soucasti dvou proteint: subtilisin-
chymotrypsin inhibitoru CI-1A (8882 Da, teoreticky pl
5,24) a subtilisin-chymotrypsin inhibitoru CI-1B (8963
Da, teoreticky pl 5,33). Z molekulovych hmotnosti a isoe-
lektrickych bodu je ziejmé, Ze tyto dva proteiny by nebylo
mozné efektivné separovat ani pfi pouziti konvencnich
geli pro 2-D gelovou elektroforézu.

PSD analyza peptidu o m/z 1163,54 Th ukézala dosta-
teCnou fragmentaci s kompletni sérii y-iontd, doplnénou
neékterymi b-ionty a mnozstvim internich peptidovych
fragmentt (obr. 3). To umoznilo jednozna¢né urceni sek-
vence tohoto peptidu (s vyjimkou rozliSeni leucinu a isole-
ucinu). Program MS-Pattern ale nenalezl zadny protein,
v némz by se vyskytoval trypticky peptid této sekvence.
ProtoZe pii analyze trypsinového digestu jiného extraktu
z jeCmene se nam podafilo identifikovat B-amylasu na
zakladé fragmentace jejiho nespecifického peptidu pomoci
MALDI-TOF/TOF (viz obr. 4), byla specificita enzymu
v programu MS-Pattern zménéna z nastaveni ,, Trypsin“ na
,»No enzyme“. Vysledkem byla jednoznacna identifikace
prekurzoru nespecifického lipid-transfer proteinu 1 (12,3
kDa). Stejny protein byl identifikovan i pfi nastaveni spe-
cifity enzymu na ,,Slymotrypsin FYWKR®, coZ odpovida
pomysinému spojeni enzymovych aktivit trypsinu a chy-
motrypsinu. Pomoci teoretického (in silico) $tépeni identi-
fikovaného proteinu smési obou enzymi bylo zjisténo, ze
hmotnostni spektrum experimentalniho digestu obsahuje
jeste tii dalsi peptidy, jejichz molekulové hmotnosti odpo-
vidaji peptidim identifikovaného proteinu (na obr. 2 jsou
oznaceny V). Dva z nich odpovidaji teoretickym produk-
tim trypsinového Stépeni, tfeti odpovidda molekulové
hmotnosti  fragmentovaného nespecifického peptidu
s cysteinem modifikovanym nezreagovanym akrylamidem
z pouzitého gelu.
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Obr. 4. MALDI-TOF/TOF fragmentac¢ni spektrum nespeci-
fického peptidu (rodi¢ovsky iont [M+H]" o m/z =918,388)
z B-amylasy; primarni struktura identifikovaného peptidu je
zobrazena v horni ¢asti obrazku od N-konce smérem k C-konci
(koresponduje s b-ionty pfitomnymi ve spektru); P a W oznacuji
imoniové ionty prolinu a tryptofanu
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Obr. 5. Primarni struktura prekurzoru nespecifického lipid-
transfer proteinu 1 svyznatenym signalnim peptidem
(pferusované podtrzeny), identifikovanymi tryptickymi peptidy
(podtrzenymi jednoduchou ¢arou) a identifikovanym nespecific-
kym peptidem (dvojité podtrzeny)

Molekulovd hmotnost identifikovaného prekurzoru
nespecifického lipid-transfer proteinu 1 (12,3 kDa), ktera
byla ziskdna z databidze SwissProt, neodpovidd nalezené
poloze na gelu (ptiblizn€ 9 kDa). Z databaze vyplyva, ze
prislusna aminokyselinova sekvence obsahuje signalni
peptid v pozicich 1-26 (cela primarni struktura tohoto
proteinu je uvedena na obr. 5). Hmotnostni spektrum na
obr. 2 neobsahuje zadné hodnoty m/z, které by odpovidaly
signalnimu peptidu, coz potvrzuje predpoklad, ze nativni
protein postrddad signalni peptid. Molekulovd hmotnost
proteinu bez signalniho peptidu (9,7 kDa) odpovida pozo-
rované poloze na gelu. Na obr. 4 jsou rovnéz oznafeny
identifikované peptidy. Pokryti primarni struktury (bez
signalniho peptidu) dvéma tryptickymi peptidy je 31 %,
zahrnutim nespecifického peptidu se pokryti zvysi na
42 %.

Ziskané vysledky jasn¢ ukazuji vyznam MS/MS ex-
perimentl pro identifikaci proteini a to zejména pokud
jsou v nich zahrnuty nespecifické peptidy, které nelze vyu-
7it u metody PMF'. Od roku 2006 se nejvyznamngjsi
proteomické Casopisy rozhodly nepublikovat az na vyjim-
ky identifikace proteindi zaloZené pouze na PMF. Analyza
nespecifickych peptidi je velmi vyznamna zejména
v pfipadé¢ nizkomolekularnich proteind, jejichz enzymo-
vym $té€penim vznika relativné malo specifickych peptidu,
coz vyrazné€ snizuje UspéSnost PMF. Efektivni fragmentace
nespecifickych peptidd rovnéz zvysuje pokryti analyzova-
né primarni struktury, coz je velmi dilezité v piipad¢ stu-
dia biologickych vlastnosti proteinti. Zatimco pouziti spe-
cificky $tépicich enzymi'® je esencialnim piedpokladem
pro identifikaci proteind pomoci PMF metody, v ptipadé
vyuziti tandemové hmotnostni spektrometrie (napft. techni-
ky MALDI-TOF/TOF) ptinasi pouziti mén¢ specifickych
enzymu dal§i vyhody pfi identifikaci a strukturni analyze

proteind'®.

Tato prace byla podporena prostredky Centra pro
studium  obsahovych latek  jecmene a  chmele,
1M6215648902 (MSMT).
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Centre for Study of Extractives from Barley and Hop, In-
stitute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Brno, Czech Republic): The Use of Non-
specific Peptides for Proteomic Identification of Low-
Molecular-Weight Proteins from Barley by MALDI-
TOF Mass Spectrometry

Laboratorni pfistroje a postupy

Nonspecific peptides were analyzed for proteomic
identification of low-molecular-weight barley proteins
either by MALDI-TOF mass spectrometry involving post-
source decay analysis or using a MALDI-TOF/TOF instru-
ment. Identification of low-molecular-weight barley pro-
teins was successfully accomplished by MS/MS analysis
of both tryptic and nonspecific peptides in the cases where
peptide mass fingerprinting failed. Utilization of nonspe-
cific peptides also increased protein sequence coverage in
database searching.
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