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Hmotnostni detekce biologicky vyznamnych sloucenin pro biotechnologie — ¢ast 2 -
Priprava vzorkt standard( a matrice, pripraveni pristroje k méfeni a kontrola jeho stavu,

seznameni s méficim programem flexControl, provedeni kalibrace pfistroje a méreni

Anotace

Béhem této Casti kurzu bude provedena priprava vzorku standard(i a vyzkouseny techniky
nanaseni vzorku a matrice na MALDI tercik. Nasledné bude provedena pfiprava pfistroje na
méreni a nastaveni a kontrola parametri pro analyzu. Soucasné bude provedena také
kalibrace na standardni peptidy kterd je nutna k zaruéeni opakovatelnosti anayz z hlediska
presného uréeni hmoty analyzovanych molekul.
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Chemikalie
e voda, ACS
e acetonitril (ACN); 50% ACN
e koncentrovany amoniak
e koncentrovana kyselina octova
e koncentrovana kyselina trifluoroctova (TFA); 1% TFA; 0.1% TFA
e kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova (HCCA)
e kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (sinapovad; SA)
e kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova; DHB)
e standardy protein( a peptid( — viz tabulky 3a 4
e 50 mM NH4HCO; — rozpusti se 40 mg NH4HCO3 v 10 ml vody
e trypsin, 0.1 mg/ml v 50 mM NH4HCOs — 0.2 mg trypsinu se rozpusti v 2 ml 50 mM
NH4HCO;
e extrakéni roztok 5% kyselina octova v 75% ACN — k 200 pl vody se ptidd 50 ul
koncentrované kyseliny octové a 750 pl ACN
Pomucky
e pH papirky
e ZipTip™ €18 $picky
e mikrozkumavky
e mikropipety
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Pracovni postup

PRIPRAVA ROZTOKU MATRICE
Pro zrychleni rozpousténi se vyuZije ultrazvukova lazen; nasycené roztoky matrice se pak
centrifuguji a na MALDI desticku se nanasi pouze homogenni roztok.

e kyselina 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova (sinapova; SA) — rozpusti se cca 10 mg v
500 pl ACN, prida se 400 pl vody a 100 ul 1% TFA

e kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficovd (HCCA) — stejnd pfiprava jako u SA

e kyselina 2,5-dihydroxybenzoova (gentisova; DHB) — stejna pfiprava jako u SA

PRIPRAVA VZORKU

Pripravi se smés 4 peptidl smichanim stejnych objem0 (napf. 10 ul kazdého peptidu) jejich
vodnych roztok( o koncentraci 1 mg/ml, kterd poslouZi pro kalibraci pristroje pro méreni
peptid( vzniklych Stépenim proteinld. Vyberou se peptidy z ndsledujici tabulky (podle
dostupnosti):

Peptid [M+H]’, monoizotopickd  [M+H]’, primérna m/z [Da]
m/z [Da]
Bradykinin 1-7 757.3992 757.86
Angiotensin Il 1046.5418 1047.19
Angiotensin | 1296.6848 1297.49
Substance P 1347.7354 1348.64
Bombesin 1619.8223 1620.86
Renin Substrate 1758.9326 1760.03
ACTH clip 1-17 2093.0862 2094.43
ACTH clip 18-39 2465.1983 2466.68
Somatostatin 28 3147.4710 3149.57

Tab. 3: Standardy peptid( a hmotnosti jejich molekularnich iontd [5].

Dale se pripravi zasobni roztoky standard(l protein o koncentraci 1 mg/ml (pokud jiz nejsou
pripravené alikvoty v mrazaku) — proteiny se rozpusti ve vodé (pro Stépeni se rozpusti v
50 mM NH4HCO3). Pripravi se taky smés téchto standard( pro kalibraci ptistroje pro méreni
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Vyberou se 3 standardy z nasledujici tabulky (podle dostupnosti):

Protein Primérné m/z [Da]
Insulin [M+H]" 5734.51
Ubiquitin | [M+H]" 8565.76
Cytochrom C [M+H]* 12360.97
Myoglobin [M+H]" 16952.30
Trypsinogen [M+H]" 23982
Protein A [M+H]* 44613
Albumin-hovézi [M+H]* pfiblizné 66.5 kDa
(BSA)

Tab. 4: Standardy proteinG a priimérné hmotnosti jejich molekularnich iont( [6,7].

NANESEN{ VZORKU NA MALDI DESTICKU
Pfred nanesenim vzork(l je nutné se presvédcit, Ze je desticka Cista. NandaSet se bude
metodou quick and dirty. Vidy se nanese 1 ul roztoku matrice a 1 pl roztoku vzorku a
opatrné se roztoky smichdji $pickou mikropipety. Je vhodné nanést vzorky blizko sebe; VZDY
JE POTREBA SI POZNACIT POZICI NA DESTICCE. Po naneseni viech vzorkl se skvrny nechaji
vyschnout pfi laboratorni teploté (pfipadné v digestofi za snizeného tlaku).
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Obr. 3: Fotka MALDI desticky “MTP 384 massive” od Bruker Daltonik
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e samotny roztok matrice SA, HCCA a DHB (pro pfipadné
zméreni pikd samotné matrice),
e roztok kalibra¢ni smési peptidli + matrice HCCA (nanesou se 3 skvrny),
e roztok kalibrac¢ni smési proteinli + matrice SA (nanesou se 3 skvrny),
e roztok kalibra¢ni smési protein(i + matrice DHB (nanesou se 3 skvrny),
e vodné roztoky protein(i + matrice SA,
e vodné roztoky protein(i + matrice DHB,
e digest proteinu pred purifikaci + matrice HCCA,
e digest proteinu po purifikaci + matrice HCCA,
e supernatant digestu proteinu (z gelu) pred purifikaci + matrice HCCA,
e supernatant digestu proteinu (z gelu) po purifikaci + matrice HCCA,
e extrakt supernatantu digestu proteinu (z gelu) pred purifikaci + matrice HCCA,
e extrakt supernatantu digestu proteinu (z gelu) po purifikaci + matrice HCCA.

MERENI NA BRUKER ULTRAFLEXTREME

1. MALDI destic¢ka s nanesenymi a vyschlymi skvrnami se nasadi na adaptér a stiskne se
tlacitko PUSH (obrdzek 4A). Pocka se aZ se kryt dostane doll (obrazek 4B) a pak se
pomoci palce oddéla krytka (obrazek 4C-E). Vlozi se MALDI desticka s adaptérem a
krytka se opét zavre.
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2. Po zavieni krytky se zmackne zelené tlacitko LOAD/EJECT (obrazek 5). Pocka se, aZ se
MALDI desti¢ka “usadi” v iontovém zdroji a az se rozsviti kontrolka READY. Ta znaci,
Ze pristroj je pfipraven k méreni.

Obr. 5: Kontrolky na prfednim panelu Bruker ultrafleXtreme [ndvod k pfistroji]

3. V hlavnim panelu programu flexControl (obrazek 7) se klikne na File->Select method a
vybere se vhodnd metoda. Pro méreni peptidi se pouZije pfipravenda metoda pro
peptidy s RP (reflector positive) a pro méreni proteini metoda s LP (linear positive).

4. V poloice Sample Carrier se vybere vhodnd desticka a nahraje se (pokud jiz neni
nahrana).

5. V poloZce Detection (obrazek 6) se zkontroluje rozsah % , ve kterém se bude méfit, a

pfipadné se upravi.
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Obr. 6: Polozka Detection programu flexControl
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Obr. 7: Hlavni okno programu flexControl

6. Pred zacatkem kalibrace se otevie polozka Calibration (obrazek 8) a nacte se vhodny
seznam peptid(/protein( na kterych se pfistroj zkalibruje. Pokud neni seznam aplny,
doplni se nazev proteinu/peptidu a jeho hmotnost. Je taky potfeba zkontolovat stav
pfistroje — musi svitit zelend kontrolka READY a ACCES na pfistroji. V programu
flexControl Ize vidét v pravém dolnim rohu napis READY a IN na zeleném podkladu
(IN znadi, Ze je desticka vloZena a pfipravena k méreni).
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Obr. 8: Polozka Calibration programu flexControl

Na schématu MALDI desti¢ky v levé dolni ¢asti hlavniho okna programu flexControl
(obrazek 7) se klikne na pozici, na které by méla byt nanesena kalibracni
smés/standard. Na kamere lze sledovat, jak se desticka posouva na pozadovanou
pozici.

V kolonce Shots pod kamerou se nastavi pocet, kolikrat bude laser ,palit“ kratkymi
pulsy — tim se taky urci pocet spekter, které se z dané skvrny naméfi a zpraméruji —
hodnotu nastavit na 500. Vhodnd energie laseru se nastavi na posuvniku napravo od
kamery — za¢ind se méfit s malou energii laseru a pomalu se posouva posuvnikem
nahoru, dokud dochdazi ke zlepSovani kvality spekter. Jakmile se zacne zvedat
,baseline” spektra, prestane se se zvySovanim energie laseru a nastavi se posuvnik o
zhruba 5% nize.

Klikne se na tlacitko Start pod kamerou a zacne se méfit. Pfi ,stfileni” laserem se
ruéné posouva destickou tak, Ze se mysi klikd na rGzné body na kamere. Po
,hastfileni“ celého predem nadefinovaného poctu spekter se zprlmérované
spektrum uloZi kliknutim na Save As (kliknutim na Save se prepiSe soubor se stejnym
nazvem) a popiSe se soubor.

V poloice Calibration se klikne na Automatic Assign. Tim se pfifadi hmotnosti
namérenych pikQ standard( peptidl k jejich referen¢nim hmotnostem z nacteného
seznamu. Zkontroluje se spektrum, zda piky odpovidaji referenénim hmotnostem (v
co nejmensim rozsahu %) a klikne se na Apply. Tim se pfistroj nakalibruje. V tabulce je

vidét jak moc se lisi namérena hodnota od hodnoty referencni a vypoctend chyba.
Klikne se na Save a spektrum se znovu ulozi.

Zméri se spektra digestl proteinu a uloZi se.

Pro méreni proteinl se vybere metoda v rezimu Linear Positive (LP) a provede se
kalibrace pomoci nanesené smési standardli protein(.

Zméfi se spektra jednotlivych proteint a uloZi se.
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