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1. Uvod
Kvantitativni hmotnostni spektrometrie pracujici

v rezimu monitorovani vybranych reakeci (,,selected reacti-
on monitoring®, SRM) je jiz fadu let rutinn¢ vyuZzivana pro
stanoveni nizkomolekularnich latek v oblasti farmacie'?,
environmentalni analyzy’™ a pii stanoveni nizkomoleku-
larnich analytt v klinickych vzorcich. V posledni dobé
vSak SRM ziskdvd nové velmi vyznamné postaveni pfi
kvantitativni analyze proteint, a to na zakladé kvantifikace
peptidi,, tedy produkti enzymového S§tépeni proteint.
Vlastni méfeni probiha ve hmotnostnich spektrometrech
na bazi trojitého kvadrupolu (QqQ). Hlavni vyhodou me-
todiky je moznost cilené kvantifikace fady zvolenych pro-
teinll v jediné analyze s vysokou citlivosti a selektivitou.
Jeji nejvyznamnéjsi aplikace nyni spocivaji ve stanoveni
vybranych proteini v souborech biologickych vzorki
(tkanové lyzaty, krevni plazma, dal$i biologické tekutiny),
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kde se metodika mimo jiné vyuZziva pro kvantifikaci zvole-
nych proteini na velkych souborech pacientii. Usp&iné
validované proteiny pak mohou slouZit jako biomarkery
ruznych onemocnéni. Metodika je zakladem nového sméru
oznacované¢ho jako cilend proteomika (,.targeted proteo-
mics“). Nékdy je SRM analyza ne zcela spravné oznacova-
na také jako ,,multiple reaction monitoring* (MRM)®. Toto
oznaceni neni podporovano Mezinarodni unii pro Cistou
a uzitou chemii (IUPAC).

Cilem tohoto ¢lanku je vysvétlit principy metodiky,
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mozné sméry jejiho vyuziti.
2. Princip metody
2.1. Ptiprava vzorku

Dilezitym krokem celé analyzy je ziskat proteiny
v roztoku, ktery je vhodny pro vSechny nésledné kroky.
Pufry, které se k tomuto Gcelu pouZivaji, nesmi obsahovat
slozky interferujici v dal§ich fazich pftipravy vzorku
(inhibitory trypsinu, latky reagujici se znacicimi Cinidly)
a pii samotné analyze (napf. vysoké koncentrace dodecyl-
sulfitu sodného). V né€kterych piipadech lze koncentraci
interferujicich latek snizit precipitaci nebo jinymi postupy.
Obecné vsak plati, ze nejlepsi je se témto latkam vyvaro-
vat. Proteiny ve vzorku je vhodné zbavit S-S mustkl
avolné —SH skupiny derivatizovat (provadi se redukce
a alkylace). Proteiny jsou nasledné podrobeny enzymatic-
kému Stépeni proteasou za vzniku peptidi. K tomuto ucelu
se nejcastéji pouziva trypsin Stépici na C-strané lysinu
a argininu, pokud tyto na C-stran€ nesousedi s prolinem.

V piipadé kvantifikace proteinti ptitomnych ve velmi
nizké koncentraci ve vzorcich s velkym rozsahem koncen-
traci rdznych proteinll je mozné pouzit dalsi pfistupy
usnadiiujici jejich detekei. Prvnim pfistupem je imunoche-
micka redukce komplexity vzorku odstranénim jednoho
nebo vice vysoce koncentrovanych proteint (napt. albumi-
nu z krevniho séra). Principialné opaénym pfistupem je
tzv. imunoobohaceni (immunoenrichment) vzorku pomoci
protilatky proti proteinu resp. peptidu naseho zajmu (napf.
metoda oznadovana zkratkou SISCAPA’). Tretim piistu-
pem redukce komplexity vzorku je jeho frakcionace vhod-
nou separa¢ni metodou. Soucasti ptipravy vzorkd jsou
1 kroky vedouct k relativni nebo absolutni kvantifikaci. To
znamena znaceni peptidii nebo piidavek isotopoveé oznace-
nych peptidd.

2.2. Kapalinova chromatografie a ionizace
nanosprejem

Pted hmotnostni analyzétor, ktery pouzivé jako ioni-
zacni proces elektrosprej, se obvykle predrazuje separace
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peptidit kapalinovou chromatografii. Nejcastéji se pouZi-
vaji kolony na principu reverzné fazové chromatografie
s vnitinim pramérem 50-200 pm umoznujici u€innou se-
paraci v pritocich kolem 200 nl min~'. Pfes sprejovaci
kapilaru, ktera je umisténa v elektrickém poli (vklada se
napéti v rozsahu 2000-3000 V), je separovany vzorek
ionizovan a transportovan piimo do hmotnostniho spektro-
metru. Toto uspofadani se nazyvéa nanosprej. Ve srovnani
s ionizaci klasickym elektrosprejem je tento proces citli-
1ze ovlivnit naptiklad nastavenim délky chromatografické
separace. Existuje ovSem optimum délky separace pii za-
chovani citlivosti analyzy.

2.3. Princip kvantifikace pomoci pfechodi
v trojitém kvadrupolu

SRM analyzy se obecn¢ provadi v hmotnostnim spek-
trometru typu trojity kvadrupol. Jedna se pfitom o jednu
z nejcitlivéjSich a nejselektivnéjSich metod ke kvantitativ-
nimu stanoveni zvolenych analytd. Vysoké selektivity je
dosazeno monitorovanim jak prekurzorového iontu
(v nasem pfipad¢ peptidu), tak zaroven produktovych ion-
th (peptidovych fragmentt) (obr. 1). Kazdy kvadrupdl je
slozen ze 4 ty¢i s kruhovym nebo hyperbolickym prite-
zem, které jsou dokonale paralelni a rovné. Jejich tkolem
je predevsim separace (filtrovani) iontd dle poméru hmot-
nosti a naboje (m/z) na zaklad¢ stability jejich trajektorii
v oscilujicich elektrickych polich, ktera jsou na tyce vkla-
dana. Pfi SRM analyze slouzi kvadrupoly Q1 a Q3 jako
hmotnostni filtry, které propousti pouze ionty o vybraném
poméru m/z. Q2 predstavuje kolizni celu napusténou inert-
nim plynem (N, Ar, He), v niZ dochézi ke kolizi indukova-
né disociaci (fragmentaci) prekurzorového iontu vybrané-
ho v Q1 za vzniku produktovych ionti. Ty jsou v SRM
moédu dale filtrovany v Q3 a nasledné dopadaji na detek-
tor.

Pro SRM kvantifikaci je klicovy pojem ,,iontovy pie-
chod* (transition), ktery je definovan jako par hodnoty m/z
prekurzorového iontu vybraného v Q1 a hodnoty m/z jeho
produktového iontu vybraného v Q3. Pravé vhodnymi
kombinacemi prekurzorovych a produktovych ionti se
dosahuje vysoké selektivity metody. Pro kvantifikaci jed-
noho proteinu se vyuzivaji nejméné 2 prekurzorové pepti-
dy, kazdy v jednom ¢i vice nabojovych stavech. Pro spo-
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lehlivou SRM kvantifikaci je nasledné tieba detegovat
alesponi 2 produktové ionty kazdého peptidu. Z toho vy-
plyva, Ze kazda kvantifikace proteinu je spojena
s minimalné 4 pfechody. Obr.2 zndzoriluje modelovou
kvantifikaci kvasinkové beta-galaktosidasy v SRM na
zakladé sedmi peptidd, pficemz kazdy byl monitorovan
dvéma prechody. Pfi kvantifikaci jednotek az desitek pro-
teind ve vzorku je tedy nutné méfit desitky az stovky pie-
chodt. V soucasnosti jsou dostupné in silico algoritmy
optimalizujici proces navrhu prechodi, které jsou zalozeny
na kombinaci teoretickych pravidel a empirickych zkuse-
nosti. Pokud byl uz protein kvantifikovan v SRM a nacha-
zi se ve vefejné piistupné databazi (napt. MRMAtlas®,
Peptide Atlas’), je navrh prechodi dale usnadnén.

Pocet prechodi, které mohou byt s vysokou ptesnosti
a citlivosti kvantifikovany v pribéhu jedné LC-MS analy-
zy, je omezen a je zavisly predev§im na dobé cyklu (tzv.
»duty cycle) neboli dobé, za kterou piistroj jedenkrat
kvantifikuje vS§echny pozadované piechody. Doba, po kte-
rou se méii jednotlivy ion, se nazyva Cas prodlevy (,,dwell
time*). Napftiklad analyza 10 peptidd, kazdy s 5 pfechody
a Casem prodlevy 20 ms trva piiblizné 1s (10 x 5 x 20
ms), kazdou sekundu je tedy zaznamenana intenzita kazdé-
ho z ptechodi. K dosazeni vysoké citlivosti musi byt cas
prodlevy dostatecné dlouhy, aby byl zaznamenéan dostate¢-
n¢ kvalitni signal. Se zvysujicim se poctem méfenych pie-
chodli se vSak prodluzuje doba cyklu. Ptili§ dlouha doba
cyklu pak muize vést k nedostatecnému poctu méfeni
v prib¢hu eluce daného peptidu, a tim ke zhorSeni pfes-
nosti analyzy. Je tedy tfeba nalézt kompromis mezi Casem
prodlevy a celkovym poétem piechodi méfenych
v jednom experimentu tak, aby byl kazdy ptechod méfen
alesponi osmkrat v priib¢hu jeho eluce z kolony.

Pribéh analyzy je dale mozné optimalizovat zatraze-
nim méfeni pfechodtl pouze v dobé experimentalné zjiste-
né eluce piislusnych peptidd (tzv. ,,scheduled SRM®).
Dalsi moZnosti je pouZiti tzv. inteligentniho SRM (iSRM)
(cit.'). Tento postup vyuziva sbéru dat zavislého na dete-
govaném signalu. V okamziku, kde je zachycen signal
vybraného ptechodu, je mozné identitu peptidu potvrdit
tim, Ze se v tomto okamziku spusti monitorovani dalSich
specifickych ptechodl pro tento peptid.

Kvantifikace proteinu se vypocte na zaklad¢ kvantifi-
kace dvou a vice peptidi jednoznacné prislusnych
k danému proteinu.

Q1 Q2 (CID) Q3 detektor
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Obr. 1. Schéma hmotnostniho spektrometru typu trojity kvadrupol (QqQ) pracujiciho v reZimu monitorovani vybranych reakci
(SRM). Prvni kvadrupdl (Q1) slouzi pro vybér prekurzorového peptidu, v kolizni cele (Q2) dochazi k fragmentaci pomoci kolizi induko-
vané disociace a treti kvadrupol (Q3) pracuje jako filtr umoziujici vybér peptidovych fragmenti pfed dopadem na detektor
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Obr. 2. SRM zaznam modelového proteinu (B-galaktosidasa)
monitorovaného na sedm peptidi, kaZdy peptid sledovan
dvéma prechody. Peptidy jsou separované v case na koloné
naplnéné reverzni fazi a nasledné zaznamenany na hybridnim
pristroji typu trojity kvadrupol-linearni iontova past (QqQLIT)
v usporadani SRM

Metoda SRM umoznuje kvantifikovat jak relativné,
tak absolutné. Pfi relativni kvantifikaci zjiStujeme relativni
pomér hladin proteinti ve dvou a vice skupinach vzorku.
Prikladem mutze byt kvantifikace proteinti ve skupinach
zdravych a nemocnych pacienti, stanoveni hladin proteind
v odpovédi na zménu vngjSich podminek, stres, aktivaci
signalni drahy apod. Pfi SRM analyze se pro tento tcel
Casto pouziva znaceni znaCkami vazicimi se na aminosku-
piny peptidl (viz pfiprava vzorku). Jedna se napf. o znac-
ky mTRAQ™, které umoziuji méfeni dvou nebo tii vzor-
ki v jedné analyze, pficemz jeden ze vzorkid je vzdy tzv.
globalni interni standard, vznikly smichanim alikvoti
vSech vzorkl v experimentu. Znacky maji stejny sumarni
vzorec, pii syntéze se vSak pouzivaji rizné stabilni izotopy
uhliku, dusiku a kysliku tak, aby rozdil molekulovych
hmotnosti znacek byl pravé 4 Da (A0, A4, A8). Diky témto
rozdiliim mohou byt pro peptidy oznacené rliznymi znac-
kami navrzeny SRM piechody sestavajici z riznych pre-
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kurzorovych, ale stejnych produktovych iontd, ¢imz je
umoznéno nezavislé, avsak plné srovnatelné méfeni rizné
oznacenych peptidl. Relativni kvantifikace je pak zaloze-
na na srovnani intenzit signali produktovych iontli vznik-
lych fragmentaci riizné€ znacenych peptida.

Absolutni kvantifikace se provadi tehdy, pokud je
tfeba stanovit koncentraci resp. latkové mnozstvi peptidu
(proteinu) ve vzorku. V tom piipad€ se pouzivaji izotopo-
v¢é znaCené syntetické analogy stanovovanych peptidl
o znamé koncentraci, které se pridavaji ke vzorkim jako
interni standard. Znacené a neznacené peptidy maji iden-
tické vlastnosti pfi LC separaci, rozdilu v hmotnostech
peptidit se podobné jako u relativni kvantifikace vyuzije
pfi vybéru riznych forem peptidi v Ql pro naslednou
fragmentaci. Porovnanim intenzit odpovidajicich produk-
tovych ionti a pfepoctem s pouzitim koncentrace interniho
standardu se ur¢i piesna koncentrace daného peptidu. Ten-
to piistup je oznatovan jako AQUA (cit.'") a kromé kvan-
tifikace absolutni umoziuje pochopitelné i kvantifikaci
relativni.

2.4. Moznosti hybridniho analyzatoru typu trojity
kvadrupdl-linearni iontova past

Zkratka QqQLIT oznacuje hybridni hmotnostni spek-
trometr na bazi trojitého kvadrupdlu, kdy treti kvadrupol je
konfigurovan tak, ze milize pracovat v reZimu line4rni ion-
tové pasti. Hlavnimi ptinosy QqQLIT pro SRM jsou oproti
trojitému kvadrupdlu tyto: (i) moznost ziskat plna frag-
mentacni (MS/MS) spektra peptidii a (i) moznost tzv.
MRM? (viz nize). V piipadé prvné jmenovaného usporada-
ni, které vede k ziskani plného MS/MS spektra, jsou
vSechny produktové ionty vybraného prekurzoru zachyta-
vany v Q3, pfiCemz je vyuzito akumulacni schopnosti
linearni iontové pasti (obr. 3). Tento proces vede ke zvyse-
ni citlivosti oproti méfeni plného MS/MS spektra
v kvadrupdlovém nastaveni, protoze na rozdil od situace,
kdy treti kvadrupol funguje jako hmotnostni filtr, nedocha-
zi k odklonu iontd. Tato moznost je vyhodna pfi névrzich
pfechodt, kdy je mozné skenovat na pfitomnost vSech
iontl vzniklych fragmentaci a nasledné vybrat nejvhodné;j-
§i kandidatni ionty pro zatazeni do pfechodt. Druhou vy-
hodou QqQLIT je moznost provadét MRM® neboli ,,MRM
cubed”. Tato technika je zaloZzena na dvou postupnych

Q3 detektor
()

Obr. 3. Schéma hmotnostniho spektrometru typu trojity kvadrupél-linearni iontova past (QqQLIT) pracujiciho v rezimu plného
MS/MS skenu. Prvni kvadrupdl (Q1) slouzi pro vybér prekurzorového peptidu, v kolizni cele (Q2) dochazi k fragmentaci pomoci kolizi
indukované disociace. VSechny vzniklé fragmenty jsou zachyceny v Q3 nastaveném jako linearni iontova past, odkud jsou postupné smeé-

fovany na detektor
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Obr. 4. Schéma hmotnostniho spektrometru typu trojity kvadrupdél-linearni iontova past (QqQLIT) pracujiciho v rezimu MRM®.
Prvni kvadrupol (Q1) slouzi pro vybér prekurzorového peptidu, v kolizni cele (Q2) dochazi k fragmentaci pomoci kolizi indukované
disociace. lonty fragmentt jsou pak zachyceny v Q3 nastaveném jako linearni iontova past, kde nasleduje ionizace zvoleného iontu a jeho
aktivace za ucelem druhé fragmentace. Akumulované produktové ionty druhé generace jsou poté béhem skenu postupné propoustény na

detektor

fragmentacich, kdy po fragmentaci v Q2 dochazi k dalsi
fragmentaci v Q3 linearni iontové pasti (obr. 4). Ukazalo
se pfitom, Ze pridani tfetiho stupné MS vyznamné zvysuje
selektivitu a eliminuje vysoké pozadi. Vysledkem je nizsi
dolni limit kvantifikace. Zvysené selektivity lze vsak do-
sahnout 1 zvySenim rozliSeni prvniho kvadrupolu.
V piipadé spravného vyladéni dojde k efektivnéjsi separaci
pouze zadaného prekurzorového iontu od iontit o podob-
ném m/z bez redukce citlivosti. Této moznosti mohou vyu-
zivat pristroje, které umoziuji nastaveni zvySeného rozli-
Seni, a to nezavisle na tom, zda se jedna o pfistroje hybrid-
niho typu nebo standardni trojité kvadrupdly.

3. Vybrané aplikace pri kvantifikaci proteini

Jak uz bylo uvedeno vyse, vyhoda metody SRM spo-
¢iva ve vysoké selektivité a schopnosti detegovat proteiny
obsazené v nizkych koncentracich, které mohou slouzit
jako biomarkery rtznych biologickych stavi. Byly jiz
publikovany prace zabyvajici se kvantifikaci fady proteint
krevni plazmy'?™'®, biomarker pro artritidu'’, akutni po-
$kozeni jater'® a kardiovaskularni onemocnéni"’. Metoda
byla vyuzita i pfi kvantifikaci nadorovych biomarkeru,
jako napf. prostata-specifického antigenu (PSA)'®, napsinu-A
a proteinu AGR-2 (cit.”"). P¥i kvantifikaci PSA s pouzitim
imunodeplece albuminu a jednoduché frakcionace extrakei
pevnou fazi se podatilo za vyuziti metody MRM® kvantifi-
kovat PSA v redlnych vzorcich jak zdravych pacienttll, tak
s karcinomem prostaty. Naméteny rozsah koncentraci PSA
v klinickych vzorcich se pohyboval v rozmezi 4-30 ng ml™*
(cit.”).

Kli¢ovéa prace Picotti a spol.?' provedena na bund-
nych lyzatech kvasinek (Sacharomyces cerevisiae) popisu-
je kvantifikaci proteint pfitomnych v Sirokém koncentrac-
nim rozsahu pomoci SRM. Bylo vybrano 100 proteint
a pro kazdy protein bylo zvoleno 5 proteotypickych pepti-
da. Vysledky ukazaly, ze v jediném SRM experimentu je
mozno detegovat proteiny v Sirokém koncentracnim rozsa-
hu od 45 az po miliény kopii na buniku. Experiment doka-
zal, ze metoda SRM umoziiuje zaznamenat i takové protei-
ny, které jsou pod limitem detekce imunochemickych me-
tod (,western blot“, ,enzyme linked immunosorbent
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assay“ — ELISA). Podatilo se nalézt i diive nedetegované
proteiny®'. Soucasti prace je i kvantitativni analyza protei-
ni vybranych biochemickych cest v prub¢hu hladovéni,
diky niz lze sledovat koncentracni zmény jednotlivych
sledovanych proteinti v reakci na zmény koncentrace zi-
vin. Vyhodou je moZnost sledovat zmény koncentrace
vSech vybranych proteind najednou a to velmi piesné.
Metodu SRM lze také vyuzit ke sledovani post-
translacnich modifikaci, coz poskytuje dalsi thel pohledu
na biochemické déje v komplexnich biologickych systé-
mech. Za vyuziti SRM byla monitorovana fosforylace
transkripéniho faktoru MEF2A, ktery je zodpovédny za
vyvoj bun&k kosternich svalii a srde¢niho svalu®>?. Dale
byla studovéna fosforylace dvou mist ERK1 (cit.>*) protei-
nu a fosforylace proteinu FAK (cit.’). Zatimco signlni
draha proteinu ERK reguluje bunéény cyklus, proliferaci
a diferenciaci, fosforylace proteinu FAK ovliviiuje adhezi
bun¢k a vyvoj cévniho epitelu. Metody SRM bylo vyuzito
i ke studiu dalSich forem posttranslatnich modifikaci —

acetylace° i glykosylace®’.

4. Zavér

Priklady uvedené v tomto ¢lanku poukazuji na citli-
vost a selektivitu metody SRM, kterd umoziuje kvantifi-
kaci diagnosticky vyznamnych proteinli z biologickych
vzorkli na peptidové urovni. Vyvinout SRM experiment
pro kvantifikaci né€kolika proteind je v porovnani
s metodami zalozenymi na pouziti protilatek (ELISA,
,western blot) méné financné i asové narocné, ptricemz
kvantifikace metodou SRM je presnéjsi a selektivnéjsi.
Toto jsou padné argumenty pro dal$i rozvoj a rozsifeni
metody. Mezi jeji nejvetsi limitace pak patii rozliSeni
arozsah nyni pouzivanych hmotnostnich spektrometrt,
ktery se bézné pohybuje vrozsahu 1000-3000 m/z.
Z hlediska citlivosti je dosahovano vybornych vysledka
(jednotky amol'**®) u purifikovanych proteint, u komplex-
nich smési se vsak citlivost snizuje. Pomoci mohou zmito-
vané kroky pfipravy vzorku jako imunodeplece, imunoafi-
nitni obohaceni a frakcionace. Zlepseni rozliSeni a citlivos-
ti jsou tak nyni hlavnimi tkoly pro konstruktéry hmotnost-
nich spektrometrd pro SRM.
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V souCasnosti ma SRM  vyznam  zejména
v biomedicinském vyzkumu, kde umoziluje piesnou kvan-
tifikaci zvolenych proteinti ve velkych souborech vzorki.
Ve stfednédobém casovém horizontu ma pak proteinové
SRM potencial proniknout na pole klinické diagnostiky
v oblasti rutinni kvantifikace biomarkert.
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1.05/2.1.00/03.0101).
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Mass-Spectrometry Quantification of Protein Bio-
markers by Selected Reaction Monitoring

Selected reaction monitoring (SRM) is a quantitative

MS-based method which recently expanded to analysis of
proteins by determination of peptides. The instrumentation
consists of a nanoflow liquid chromatograph coupled with
nanoelectrospray ionization and a triple-quadrupole mass
spectrometer. In principle, the first quadrupole works as
a mass filter, transmitting only a selected peptide, which is
fragmented in a second quadupole via collision-induced
dissociation. The third quadrupole transmits the selected
peptide fragments, which are then directed to the detector.
This approach enables targeted quantification of tens of
proteins in a single analysis with very good sensitivity and
selectivity. The SRM becomes a key method in a new
targeted-proteomics toolbox. The most important field of
its applications lies in the life sciences research where
SRM enables fast, accurate and cost-effective determina-
tion of proteins in large sets of samples.

850



