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Razvoj metode spektrometrije masa temeljene na podatkovno neovisnoj akviziciji za
identifikaciju serumskih biomarkera liSmanioze u pasa

Marin Popovié¢

LiSmanioze su u mnogim krajevima svijeta postale zaboravljene tropske bolesti, no ponajvise
klimatske promjene uzrokuju Sirenje bolesti na nova podrucja gdje do sada nisu bile
zabiljezene. Uzroc¢nici ovih bolesti su razli¢ite vrste bicasa iz roda Leishmania, a prenose ih
razliCite vrste sitnih insekata, koji se u Hrvatskoj zovu papataci. Tezina bolesti varira od
subklini¢kih do vrlo teskih oblika, a vrlo rijetko invazije mogu zavrSiti i smrtno. Psi su
rezervoari uzro¢nika, a ljudi slucajne zrtve. Zbog toga je vazno je pravovremeno
dijagnosticirati bolest i lije¢iti invadirane Zivotinje.

Imaju¢i na umu navedeno, kvantitativni proteomski pristup visoke rezolucije
primijenjen je za profiliranje proteoma seruma pasa. Razvijena je metoda spektrometrije masa
temeljena na podatkovno neovisnoj akviziciji (DIA) te testirana na klinickim arhivskim
uzorcimaseruma kontrolne skupine (zdravih) i bolesnih pasa (kojima je seroloskim metodama
dijagnosticirana liSmanioza). Nova metoda DIA je brza, jednostavna i osjetljivija te
omogucuje identifikaciju potencijalnih biomarkera liSmanioze u pasa.

(72+XXIV stranica, 13 slika, 10+11 tablica, 100 literaturnih navoda, jezik izvornika: hrvatski)

Rad je pohranjen u Sredi$njoj kemijskoj knjiznici Prirodoslovno-matematickog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu, Horvatovac 102a, Zagrebi Repozitoriju Prirodoslovno-matematickog
fakulteta SveucilisSta u Zagrebu

Kljucne rijeci: biomarkeri, liSmanioza pasa, podatkovno neovisna akvizicija, proteomika,
spektrometrija masa temeljena na Orbitrap tehnologiji

Mentorica: Dr. sc. Anita Horvati¢,zn. sur.
Nastavnica (imenovana od strane Kemijskog odsjeka): Doc. dr. sc. Aleksandra MarSavelski

Ocjenitelji:
1. Doc. dr. sc. Aleksandra MarSavelski
2. lzv. prof. dr. sc. Iva Juranovi¢ Cindri¢
3. Prof. dr. sc. Davor Kovacevié
Zamjena: Doc. dr. sc. Morana Duli¢
Datum diplomskog ispita: 26. rujna 2018., u Zagrebu

Marin Popovié Diplomski rad






§ Abstract xiii

Diploma Thesis

ABSTRACT

Development of mass spectrometry method based on data independent acquisition for
identification of serum biomarkers in canine leishmaniasis

Marin Popovi¢

Leishmaniasis is one of the most dangerous neglected tropical diseases which has (re)-
emerged in many geographic regions, mostly due to climatic changes. It is caused by
protozoan parasites of the genus Leishmania, transmitted by the bite of a female phlebotomine
sandfly. The severity of disease may vary from non-symptomatic to fatal. Infected dogs are
the main reservoir for human infection. Due to its zoonotic potential, it is very important to
diagnose the disease, and treat infected animals.

Whithin this aim, the high-resolution quantitative proteomic approach has been
employed for canine serum proteome profiling. The mass spectrometry (MS) method based
on data independent acquisition (DIA) was developed and tested using clinical samples -
serum of healthy and Leishmania-infected dogs. The new DIA MS method is simple, fast and
more sensitive, and provides a detailed insight into canine serum proteome, enabling the
identification of potential biomarkers for canine leismaniasis.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Otac proteomike Marc Wilkins 1994. definirao je proteom kao proteinski komplement
genomu i time simboli¢no ozna¢io pomak s proucavanja uloge gena na proteine i njihove
modifikacije tijekom definiranja svojstava fenotipa u zdravlju i bolesti.* Proteomika se moze
podjeliti na proteomiku koriste¢i poliakrilamidni gel i proteomiku bez upotrebe gela.
Najzastupljenija metoda proteomike bez upotrebe gela temelji se na upotrebi vezanog sustava
teku¢inske kromatografije ultravisoke djelotvornosti povezane s tandemnom spektrometrijom
masa, (UHP)LC-MS/MS.2 Navedena metoda se zasniva na razdvajanju peptida na
kromatografskoj koloni, nakon ¢ega se ioniziraju elektrorasprSenjem te uvode u spektrometar
masa.>* Peptidni ioni se fragmentiraju u kolizijskoj ¢eliji, da bi se u konaénici dobio spektar
masa koji sadrzi intenzite signala te omjer mase i naboja (m/z) fragmenta peptidnih iona.
Dobiveni spektar masa se potom analizira upotrebom specijaliziranih ra¢unalnih programa.®

Postupkom podatkovno ovisne akvizicije (DDA, engl. Data Dependent Acquisition)
provodi se vecina kvalitativnih 1 kvantitativnih proteomskih analiza tehnikama spektrometrije
masa. Navedenim pristupom se iz spektra masa (MS1) odabire odredeni broj peptidnih iona
najjadeg intenziteta, nakon ¢ega samo odabrani ioni budu podvrgnuti daljnoj fragmetaciji.®
Pristupom DDA naj¢es¢e se ne mogu detektirati nisko zastupljeni peptidi i proteini bez
kompleksnih metoda pripreme uzoraka ili multidimenzionalne tehnologije za identifikaciju
proteina, Sto oteZava identifikaciju serumskih biomarkera koji su najceS¢e proteini niske
zastupljenosti.”® Za razliku od DDA, primjenom podatkovno neovisne akvizicije (DIA, engl.
Data Independent Acquisition) dolazi do fragmetnacije svih iona u spektru masa MS1
neovisno o njihovoj zastupljenosti, sto omogucava znatno brzu i efikasniju identifikaciju i
kvantifikaciju veéeg broja proteina uz jednostavniju pripremu uzorka.%

LiSmanioze su bolesti od izrazitog znacaja u humanoj i veterinarskoj medicini koje su
prosirene po cijelom svijetu. Uzroc¢nici su razlicite vrste bi¢asa iz roda Leishmania (porodica
Trypanosomatidae), a prenose ih razlidite vrste sitnih insekata, tj. papataca.!’ Autohtoni
uzro¢nik liSmanioze na podrucju Republike Hrvatske je Leishmania infantum od koje
obolijevaju ljudi i psi, pri ¢emu su psi i rezervoari uzroc¢nika. Kako bi se sprijecio pobol pasa i

ljudi, vazno je pravovremeno dijagnosticirati bolest, lijeciti sero-pozitivne i bolesne zivotinje
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§ 1. Uvod 2

te primjenjivati preventivu. Primjena kvantitativne analize proteoma seruma zdravih i
oboljelih pasa doprinijet ¢e pronalasku potencijalnih serumskih biomarkera za dijagnostiku i
kontrolu terapije te boljem razumijevanju same bolesti.'?

Cilj rada je razvoj nove metode primjenom vezanog sustava tekucinske kromatografije i
spektrometrije masa za analizu proteina seruma pasa proteomskim pristupom temeljenim na
podatkovno neovisnoj akviziciji, koja ¢e biti kori$tena za pronalazak potencijalnih biomarkera
liSmanioze u pasa, a provest ¢e se u nekoliko koraka. Prvi korak je kreiranje spektralnih
knjiznica koje ¢e sadrzavati tandemne spektre masa peptidnih iona identificiranih pristupom
DDA (podatke o ionima fragmentima, intenzitetima, relativnom retencijskom vremenu i sl.) iz
uzoraka koji ¢e se Kkoristiti u istrazivanju. Drugi korak je identifikacija i relativna
kvantifikacija proteina seruma kontrolne skupine (zdravih) i bolesnih pasa (kojima je
seroloSkim metodama dijagnosticirana liSmanioza) koriste¢i proteomski pristup DIA. Treci
korak je bioinformaticka analiza rezultata (genska ontologija) u svrhu identifikacije
potencijalnih biomarkera liSmanioze u pasa.

U svrhu kreiranja spektralnih knjiZnica, proteini seruma bez uklanjanja najzastupljenijih
proteina, kao i oni separirani afinitetnom kromatografijom te kromatografijom ionske
izmjene, bit ¢e analizirani spregnutim sustavom tekucinske kromatografije 1 tandemne
spektrometrije masa (LC-MS/MS) pristupom DDA. Optimizacijom parametara analize LC-
MS/MS bit ¢e kreirana metoda DIA koja ¢e se koristiti za identifikaciju potencijalnih
biomarkera liSmanioze usporedbom uzoraka seruma zdravih (N=5) i bolesnih pasa (N=5).
Obrada podataka obuhvacat ¢e automatiziranu dekonvoluciju, identifikaciju, relativnu
kvantifikaciju i statisticku analizu. Bioinformati¢ka analiza proteomskih rezultata, to¢nije
genska ontologija, bit ¢e provedena koriste¢i javno dostupne bioinformaticke alate (The

Database for Annotation, Visualization and Integrate Discovery, DAVID).
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§ 2. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kromatografske tehnike u proteomici
2.1.1. Osnove

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dviju
faza, od kojih je jedna nepokretna, a druga se krece u odredenom smjeru. S obzirom na
mehanizam  odvajanja, najzastupljeniji je mehanizam razdjelne  kromatografije
(kromatografija obrnutih faza) koji se primjenjuje za separaciju peptida. Za pripravu uzoraka
proteomskim  pristupom najées¢e se koriste ionsko-izmjenjivatka kromatografija,
kromatografija iskljuenjem i afinitetna kromatografija.'3

U proteomici se vec¢inom Kkoristi kolonska tekuc¢inska kromatografija {[(teku¢inska
kromatografija  visoke djelotvornosti  (HPLC, engl. High-Performance Liquid
Chromatography)] ili [tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (UHPLC, engl.
Ultra High Performance Liquid chrmoatogrphy)]}, jer je plinska kromatografija nepovoljna
za nehlapljive termicki nestabilne molekule kao Sto su peptidi i proteini. Tekuéinska
kromatografija visoke djelotvornosti se provodi pri tlakovima do 400 bara i brzini protoka od
0,1 do 10 mL/min, uporabom pumpi i specifi¢nog sustava za unoSenje uzoraka. Kolone za
ovu vrstu kromatografije izradene su od ¢eli¢nih cijevi duljine 10 do 30 cm s promjerom zrna
punila 5 do 10 pm. Upotreba mikrokolona punjenih zrncima promjera 3-5 um
omogucavabrzu analizu 1 manju potroSnju otapala. Punilo moZe biti silikagel, glinica, porozni
polimer ili ionski izmjenjiva¢.!® Kod tehnike UHPLC, koja se koristi u ,,omi¢kim” studijama,
Cestice punila su znatno manje (od 2 pm), a dozvoljeni tlakovi na koloni iznose 9000 do
15000 psi (600-1000 bara)'* (moguce do 1400 bara)**® ¢ime se dobiva veéa kromatografska
rezolucija u usporedbi s HPLC-om. UHPLC pokazuje znacajne prednosti naspram HPLC, kao
§to su brzina te veéa osjetljivost.’® Oznaku UPLC (engl. Ultra Performance Liquid
Chromatography) nose instrumenti tvrtke Waters koja je 2004. patentirala ovaj naziv. UPLC i
UHPLC su zapravo dva naziva za istu kromatografsku tehniku.’

Marin Popovié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Instrument za HPLC ili UHPLC sastoji se od spremnika mobilne faze i sustava za obradu
otapala, crpnog sustava, sustava za unosenje uzorka, pretkolone, kolone, detektora i sustava za
obradu podataka.®

Separacija se u kromatografskom sustavu odvija procesom eluacije. Eluiranje moze biti
izokratno, gradijentno ili stupnjevito. lzokratno eluiranje se u principu ne Kkoristi u
proteomskiom istrzivanjima. Rezultati kromatografske analize mogu se pokazati u obliku
kromatograma koji se moze koristiti za kvalitativnu i kvantitativnu analizu. PoloZaj pika na
vremenskoj osi moze posluziti za identifikaciju sastojaka, a iz povrSine ispod pika moze se

izaracunati koli¢ina svakog pojedinog sastojka.'>18

2.1.2. Tekucinska kromatografija obrnutih faza

Tekucinska kromatografija obrnutih faza je vrsta razdjelne kromatografije koja se odlikuje
nepolarnom stacionarnom fazom, dok je mobilna faza polarna. Najpolarnijakomponenta se
eluira prva, a poveéanjem polarnosti mobilne faze produzuje se vrijeme eluacije. Navedena
metoda je reproducibilna, dobre rezolucije, visoke separacije i efikasnosti. Eluens se moze
analizirati direktno ako je tekucinski kromatograf spojen sa spektrometrom masaupotrebom
elektrorasprsenja, ili se eluat skuplja zasebno radi kasnije analize.>*3

Stacionarna faza se obi¢no sastoji od modificranog silikagela. Silanolne skupine na
povrsini silikagela mogu reagirati s alkilklorsilanima pri ¢emu nastaju siloksani (Si-O-Si) kao
kemijski vezane faze. Najcesce alkilne skupine vezane na silikagel su C4, Cg 1 Cis. C1g Se
najcesce koristi za kromatografijuobrnutih faza peptida u proteomskoj analizi. Za razliku od
silanolnih, mogu se koristiti i fenilne grupe.>*3

Kao mobilna faza se u kromatografiji obrnutih faza koristi mjesavina dvije otopine, koje
se prema konvenciji zovu A i B. Otopina A je obi¢no voda s malom koli¢inom organske
kiseline (najcesce 0,1% mravlja kiselina ako se koristi vezani sustav LC-MS). Otopina B je
uglavnom organsko otapalo (npr. 80% acetonitril, 0,1% mravlja kiselina i voda). Peptidi se
eluiraju povec¢anjem udjela organskog otapala (pri oko 60% organskog otapala svi peptidi su

eluirani sa stacionarne faze).®
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2.1.3. Kromatografija na jakim kationskim izmjenjivacima

Kromatografija na jakim kationskim izmjenjivaéima (SCX, engl. Strong Cation Exchange
Chromatography) je vrsta kromatografije ionske izmjene i temelji se na razli¢itom afinitetu
sastojaka smjese prema ionskoj izmjeni. SCX obuhvaca anionsku stacionarnu fazu, najcesce
modificiranu skupinu sulfonske kiseline (-SOs'H*). Uzorak peptida se uvodi u kolonu pri
niskom pH otopine (pH 3-3,5). Peptidi ¢e biti pozitivno nabijeni i reagirat ¢e s negativno
nabijenom stacionarnom fazom. Nenabijeni peptidi i druge komponente uzorka nece se vezati
na stacionarnu fazu i bit ¢e isprani s kolone. Separacija peptida postize se povecanjem ionske
jakosti (dodatkom soli) uz konstantan pH. Alternativno se moZze provesti gradijentna
promjena pH mobilne faze. Time se mijenja naboj peptida i pri odredenom pH povecan broj
negativnih naboja. Smanjen broj pozitivnih naboja uzrokovat ¢e otpusStanje peptida sa
stacionarne faze.’

Za razliku od kromatografije obrnutih faza, kromatografija na jakim kationskim
izmjenjivacima ne spaja se direktno na spektrometar masa zbog toga $to mobilna faza sadrzi

soli koje ometaju ionizaciju.®

2.2. Spektrometrija masa u proteomskim istrazivanjima
2.2.1. Spektrometar masa

Spektrometar masa se smatra najmanjom vagom na svijetu, zbog toga $to mjeri masu
molekula, to¢nije iona pri ¢emu nastajespektar masa — prikaz odnosa intenziteta iona u odnosu
na omjer mase i naboja, m/z. Spektrometrijom masa moguce je odrediti to¢nu masu analita, a
time i elementarni sastav istog. Takoder je moguée generirari i detektirati fragmente
molekulskihiona koji odgovaraju odredenim grupama atoma i predstavljaju odredene
strukturne elemente. Spektrometrija masa se uspjesno primjenjuje u slucajevima kada su za
analizu dostupne male koli¢ine uzorka, kao §to je najéesée sluc¢aj u proteomici.®%
Spektrometar masa (Slika 1.) se sastoji se od izvora iona, analizatora masa i detektora. U
izvoru iona dolazi do ionizacije molekula u plinovitom stanju u molekularne ione koji se u
analizatoru masa odvajaju na temelju razlike u omjeru mase i naboja. Detektor pretvara broj
iona pri svakoj vrijednosti omjera m/z u elektri¢ni signal, koji se zatim pretvara u digitalni

signal i pohranjuje na ra¢unalo.!®?
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ionizacija razdvajanje prema m/z detekcija
—+ >
+
S — f— =
—t—
peptidi
. . detektor
izvor iona: ESI, MALDI analizator mase: TOF, Q, Orbitrap

LWJ

Slika 1. Shema spektrometra masal

Spektrometar masa ne mijeri direktno mase molekula, nego se mase molekula odreduje
mjerenjem omjera m/z. Omjer m/z je bezdimenzijska veli¢ina, ali se za istu koriste veli¢ine
kao $to su thomson (Th) ili dalton (Da).> Spektrometrom masa se mogu detektirati samo ioni
(nabijene Cestice), dok se sve ostale Cetice bez naboja uklanjaju kontinuiranim pumpanjem
koje odrzava vakuum. Niski tlak, zbog kojeg u spektrometru masa ne dolazi do sudara
molekula ili iona, je glavni preduvijet za ocuvanje rezolucije analizatora. Mehani¢ke pumpe u
spektrometru masa omogucavaju tlak do 107 torra, nakon ¢ega se ukljuéuju drugi pumpni
sustavi, kao $to su difuzijski, kriogeni i turbomolekularni, ¢ime sepostizu tlakovi do 107!
torra. lako procesom ionizacije nastaju pozitivni i negativni ioni te se oba tipa mogudetektirati
u spektrometru masa, u proteomici se najée$ce analiziraju pozitivni ioni jer peptidni ioni

pozitivnog naboja nastaju u veéem broju od negativnih iona.*®

2.2.2. Elektrorasprsenje | njegova primjena u vezanom sustavu LC-MS

U proteomskim istrazivanjima se najceSc¢e koriste ionizacijske tehnike matricom pomognuta
ionizacija uz desorpciju laserskim zraenjem (MALDI, engl. Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization) i elektrorasprSenje (ESI, engl. Electro-Spray lonization). ESI moze
generirati i pozitivne i negativne ione, a proteini se gotovo iskljucivo analiziraju kao pozitivni
ioni.® Lako se povezuje s teku¢inskom kromatografijom, pa tako peptidni ioni u kapilaru ovog

izvora dolaze u tekuc¢em stanju. Kako je prikazano na Slici 2., peptidi iz kolone za tekucinsku

Marin Popovié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 7

kromatografiju dospijevaju u grijanu kapilaru (1-5 mm) pod naponom (1500-2500 V) pri
atmosferskom tlaku, pri ¢emu se na vrhu izlaza iz kapilare tekucina formira specifi¢an oblik
nazvan Taylorov stozac. Pozitivno nabijeni ioni se nakupljaju na kraju kapilare, nakon ¢ega
dolazi do rasprSenja u fine kapljice. Svaka kapljica sastoji se od peptidnih iona i molekula
otapala. Kako se kapljice sve vise priblizavaju negativno nabijenom ulazu u spektrometar
masa, otapalo sve viSe isparava, a kapljice postaju sve manje. Time se naboji peptida
priblizavaju jedan drugome $to dovodi do njihova odbijanja. U istom trenutku sila odbijanja
prevlada silu povrsinske napetosti, pri ¢emu ioni izlaze iz kapljica i time smanjuju odbijanje

naboja. Nastali ioni nadalje nastavljaju prema regiji visokog vakuuma spektrometra masa.?

smjesa peptida podrutje spektrometar
CHPLCH rasprienja masa
kapilara I
\ @
280 0
atmosferski "=
vakuum

tlak

Visok
napon

Slika 2. Elektrorasprsenje?®!

Obi¢no se ESI koristi u tandemnoj spektrometriji masa, pri ¢emu pH mora biti nizak.
Tipi¢na mjesta na koja se vezu protoni su na aminokiselinama koje imaju bazi¢ne bocne
ogranke (Arg, Lys, His) i amino skupine na N-kraju. U analizi odozdol-nagore proteini su
pocijepani tripsinom Kkoji cijepaiza arginina i lizina, ¢ime se dobivaju dva mjesta za vezanje
protona i minimalni naboj +2. lonizacija elektroraspresenjem ovisi 0 omjeru iona uzorka i
molekula otapala koje dodu u ionizacijsku kapilaru, a ne o koncentraciji uzorka.?:

ElektrorasprSenje se najces¢e koristi u analizama LC-MS, a omogucava direktno spajanje

tekucinske kromatografije obrnutih faza sa spektrometrijom masa. Analiza se obavlja ,,0n
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line”, §to zna¢i da nema zastoja izmedu prijenosa uzorka iz jednog instrumenta u drugi.® U
suvremenim proteomskim istrazivanjima se koristi nanoelektrorasprSenje (nESI) koje
karakteriziraju protoci smanjeni na nanolitar po minuti, pri ¢emu se smanjuje osjetljivost
analize. Kao nanoESI emiter se u proteomici koristi kapilara obloZena silicijem, koja nije
izradena od metala, promjera oko 360 pum, na ¢ijem se kraju nalazi igla promjera 5-10 (30)
um, a nalazi se 1-5 na mm udaljenosti od ulaza u spektrometar masa.?? Velika prednost
elektrorasprsenja je stvaranje iona pri atmosferskom tlaku, nakon Cega se ioni transportiraju u

spektrometarmasa u kojem je vakuum.®

2.2.3. Fragmentacija peptida

Fragmentacija se u spektrometriji masa koristi kako bi se dobili podaci o strukturi uzorka ili
redoslijedu aminokiselina u peptidima. Peptidi najées¢e nemaju dovoljno energije za uspjesnu
fragmentaciju, pa se zbog toga fragmentiraju u zasebnom djelu spektrometra masa,
primjenom razlic¢itih tehnika fragmentacije. Kolizijom inducirana disocijacija (CID, engl.
Collision-Induced Dissociation) je najées¢e koristena fragmentacijska tehnika, primarno u
kombinaciji s elektrorasprSenjem. Podrazumijeva bimolekularni raspad i ovisi o dvije
molekule koje se sudaraju. Fragmentacija se provodi u kolizijskoj celiji koja sadrzi inertan
plin (npr. dusik ili argon), a potencijalna energija iona prekursorase povecava ponovljenim
sudarima molekula plina. Kada ion prekursor dostigne energetski prag za fragmentaciju,
fragmentirat ¢e u ion produkt i/ili neutralni gubitak. Fragmentacija ovisi i 0 broju molekula
koje se trebaju fragmentirati te 0 molekulama plina s kojima se sudaraju. U upotrebi su dvije
razine kolizijske enrgije, niska (< 100 eV) i visoka ( > 1000 eV) energija. Visokoenergetski
CID (HCD, engl. Higher-energy Collision Dissociation) moze disocirati prekursore velike
mase 1 producirati vise fragmenata ionskog tipa, ali se takvi spektri teZe interpretiraju. Za
fragmentaciju peptida obi¢no se koriste niske energije u intervalu od 25-70 eV, ovisno 0
veliini i naboju oc¢ekivanog peptida. HCD daje bolju kvalitetu podataka MS2 od CID-a, ali je
potrebno vise iona i vremena da bi se generirao spektar HCD-om u usporedbi s CID-om.®

loni peptida nastali fragmentacijom dijele se u dvije osnovne skupine; na ione nastale
cijepanjem jedne ili viSe veza okosnice peptidnog lanca i na ione nastale cijepanjem okosnice
peptidnog lanca i cijepanjem bo¢nog ogranka. Nomenklaturu nastalih fragmentnih iona (Slika
3.) predlozili au Roepstorrf i Fohlmann, a kasnije ju je modificirao Biemann.? Cijepanje

okosnice peptidnog lanca moze se dogoditi na jednoj od tri tipa veze, CH-CO, CO-NH ili
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NH-CH, pri ¢emu moze nastati Sest tipova fragmentnih iona. Fragmentni ioni koji zadrzavaju
N-kraj iona prekursora i na njemu imaju naboj oznacavaju se s an, bn, 1 Cn, dOK se ioni
fragmenti koji zadrzavaju C-kraj iona prekursora i na njemu imaju naboj oznacavaju sa Xn, Yn,
i Zn. Indeks n oznacava broj amino kiselina u fragmentiranom ionu. Aminokiselinski slijed se
moze odrediti pomocu razlike masa izmedu dva konsekutivna iona iste serije, osim kod
leucina i izoleucina koji su izomeri i kod glutamina i lizina, koji su mogu¢i izobari (ovise o

rezoluciji i to¢nosti mjerenja masa instrumenta.)?>2
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+
a, H-(HN-CH-CO),.,-NH=CH Xy CO-NH-CH-CO-(NH-CH-CO),_,-OH
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by, H-(HN-CH-CO),.,-NH-CH-C=0 Yn H;N-CH-CO-(NH-CH-CO),_,-OH
? R oK
+
o H-(HN-CH-CO),,;-NH-CH-CO-NH;, z,  CH-CO-(NH-CH-CO),-OH

Slika 3. Vrste iona?

Ioni nastali cijepanjem okosnice peptidnog lanca 1 cijepanjem bo¢nog ogranka nastaju u
visokoenergetskim tandemnim spektrima, pri fragmentiranju visestruko protoniranih peptida,
a oznacavaju se oznakama d ,v i w. Fragmentacija bocnog lanca sluzi za razlikovanje leucina

od izoleucina, jer nastali fragmenti imaju razli¢ite mase.’
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2.2.4. Analizatori masa

Analizatori masa koriste za se razdvajanje iona prema njihovom omjeru mase i naboja (m/z) u
elektricnom i/ili magnetskom polju.’® Analizator masa odvaja peptide, izabire ione
odgovarajuceg raspona m/z za daljnju fragmentaciju, fragmentira izabrane ione prekursore i
mjeri m/z nastalih iona fragmenata. Mehanizam kojim se mjere m/z vrijednosti iona ovisi 0
tipu analizatora, a moze biti baziran na vremenu leta iona, njihovim magnetskim ili
elektrostatskim svojstvima, orbitalnoj frekveciji ili stabilnosti puta.® Svojstva analizatora masa
definiraju se osobinama kao $to su tocnost, rezolucija, raspon masa, sposobnost tandemnog
udruzivanja i1 brzina snimanja. Svojstva odredenih analizatora masa nalaze su u Tablicama
D1.i D2., a njihova njadeséa primjena u Tablici D3. (u Dodatku).1%2*

Analizatori mase se mogu podjeliti u dvije kategorije; prva su skenirajuci i analizatori
masa koji koriste struju iona (tzv. spektrometri masa ,,ion-beam”), a druga su analizatori masa
koji hvataju ione. Prvoj skupini pripadaju analizator masa koji mjeri vrijeme leta (TOF, engl.
Time of Flight) i kvadrupol (Q, engl. Quadrupole), a analizatori masa koji hvataju ione su
ionske stupice (IT, engl. lon Trap), Orbitrap i Fourier-transformirana ionsko-ciklotronska
rezonancija (FT-ICR, engl. Fourier Transform lon Cyclotron Resonance). Skenirajuci
analizatori masa kao TOF, uparuju se s pulsnim izvorima iona kao §to je MALDI, dok se
analizatori koji koriste struju iona ili hvataju elektrone uparuju se kontinuiranim izvorima kao
$to je ESL.?®

Analizator masa koji je postao nezamjenjiv u proteomskim istrazivanjima je Orbitrap
(Slika 4.). Orbitrap isklju¢ivo koristi elektrostatsko polje za zarobljavanje iona (bez
radiofrekventnog ili magnetskog polja). loni u gibanju su zarobljeni oko centralne elektrode
djelovanjem elektrostatske interakcije na koju kao protusila djeluje centrifugalan sila. Vanjska
elektroda usmjeruje ione aksijalno. Kontrolna frekvencija oscilacija (aksijalnih) dobije se

kontrolom oblika/geometrije elektroda.?®
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Slika 4. Grada Orbitrapa®

loni se u elektri¢no polje izmedu specificno oblikovanih elektroda ubacuju tangencionalno
i budu zarobljeni zbog ravnoteze elektricne i centrifugalne sile. Ioni se ipak oko centralne
elektrode gibaju rotacijskim gibanjem u obliku krugova (elipti¢ne orbitale). Osim toga, gibaju
se i naprijed - nazad uzduZz osi centralne elektrode (aksijalno gibanje). Zbog toga se ioni
specifiénog omjera mase i naboj gibaju u prstenovima koji osciliraju oko centra vretenaste
elektrode. Frekvencija harmonijskih oscilacija je nezavisna o brzini iona i obrnuto
proporcionalna korijenu omjera mase i naboja. Snimanjem ionskih oscilacija (detekcija struje
iona), stupica se moze koristi kao analizator masa. Prednosti Orbitrapa naspram ostalih
analizatora su visoka rezolucija (do 200 000), povecani prostorni kapacitet za hvatanje iona
pri veéim masama, velika to¢nost izmjerene mase (2-5 ppm unutarnje i vanjske kalibracije),
velik dinamicki raspon i gornja granica mjerenja mase, velika osjetljivost i stabilnost.

Orbitrap je analizator koji ne treba znagajnije odrzavanje.?’

2.2.5. Spektrometri masa temeljeni na Orbitrap tehnologiji

Suvremena proteomska istrazivanja sve su viSe temeljena na primjeni sofisticirane Orbitrap
tehnologije koju je 2000. godine usavrSio Alexander Makarov, a komercijalizirala tvrtka
Thermo Fisher Scientific. Instrument Q Exactive Plus posebno je osmisljen za proteomiku jer

je postignuta fragmentacija neovisna o masi u cijelom rasponu m/z poznatija kao ,,All lon
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fragmetation “.2 Naveden instrument se takoder mozZe koristiti i u analizi malih molekula
(npr. u metabolomici). Konstrukcija instrumenta (Slika 5.) je zakrivljena (za 90° stupnjeva)
jer se izmedu ionskog izvora i kvadrupola nalaze savinute elektrode, tzv. "flatpole”. U
Orbitrapu se koristi jaci napon za fragmentaciju iona u kolizijskoj ¢eliji i moguca je samo

HCD.?®

segmentirani kvadrupol

RF le¢a

HCD ¢elija Orbitrap

Slika 5. Shema Q Exactive Plus instrumenta.?®

Nakon ionizacije ioni putuju kroz transfernu cijev, S-le¢u, injekcijski multipol do
savijenog flatpola. Flatpol ima dvije funkcije: separacija ispravno formiranih klastera ion i
njihovo hladenje. Nakon toga ioni kroz le¢u dolaze u hiperboli¢ni kvadrupol u kojem se
dogada daljnja izolacija, nakon Cega putuju u oktapol koji ih vodi u C-stupicu, HCD-
kolizijsku €eliju. Fragmentacija iona provodi se u kolizijskoj ¢eliji pri ¢emu Zeljena populacija
iona moze biti poslana natrag u C-stupicu ili izbacena u Oribtrap i analizirana u detektcijskom
ciklusu Orbitrapa, §to otvara put multipleksiranju. Raspon masa pokriven ovim instrumentom

je 50-4000 m/z.28

2.3. Proteomski pristupi temeljeni na spektrometriji masa

Proteomska analiza pocinje pripravom uzoraka u kKojoj su proteini, ili enzimatski razgradeni u

peptide [pristup odozdol-nagore (engl. bottom-up)], ili analizirani u cijelosti bez razgradnje
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[pristup odozgor-nadolje (engl. top-down)].® Takoder je uveden novi pristup odsredine-
nadolje (engl. middle-down).3%31:32 Prema oblicima akvizicijetehnike spektrometrije masa
mogu se podijeliti na podatkovno ovisnu akviziciju (DDA, engl. Data Dependent Acquisition)
i podatkovno neovisnu akviziciju [DIA, (engl. Data Independent Acquisition) koja je ujedno i
vrsta globalne akvizicije te metoda usmjerene ekstrakcije podataka.®**** DIA se dijeli na
ciljanu podatkovno neovisnu akviziciju,*** neciljanu podatkovno neovisnu akviziciju (uDIA,
engl. untargeted DIA)*® i multipleksiranje(MSX).” Usmjerena podatkovno neovisna akvizicija
ili akvizicija usmjerena podacima [(engl. Targeted Data Acquisition) dijeli se na metode
pracenja viSestrukih reakcija (fragmentiranja) (MRM, engl. Multiple Reaction Monitoring) ili
pracenja odabranih reakcija (fragmenitranja) (SRM, engl. Selected Reaction Monitoring) i
paralelnog praéenja reakcija (fragmetiranja) (PRM, eng. Parallel Reaction Monitoring).343°
Neusmjerena podatkovno neovisna akvizicija dijeli se na metode koje za fragmetaciju koriste
odredeni dio raspona m/z u kojem su ioni prekursori podjeljeni u manje izolacijske prozore
m/z i metode koje Kkoriste jedan prozor koji se sastoji od cijelog raspona masa, pri ¢emu u
jedan MS2 spektar ulaze svi ioni koji udu u instrument.

DDA, jo§ poznata pod imenom IDA (engl. information-dependent acquicition)®” je
klasi¢na strategija i primarni odabir u tzv.proteomici,, shotgun *“ (bez upotrebe gela), kojom se
provodi veéina analiza spektrometrijom masa.®3® U DDA izgled spektra MS2 ovisi 0 rezultatu
spektra MS1.° DDA proteomske studije pomi¢e prema visoko zastupljenim peptidima, ¢ime
se gube nisko zastupljeni peptidi, stohasti¢nost i reproducibilnost analize.®3® Podaci dobiveni
analizom DDA nisu najbolji izbor u analizi biomarkera iz krvi (to¢nije, seruma ili plazme), jer
su biomarkeri obi¢no proteini niske zastupljenosti, a serumski proteom ima veliki dinamicki
raspon koncentracija.*® DIA je alternativna metoda DDA jer omogucava fragmentaciju svih

iona snimljenih u spektru MS1, neosvisno o njihovoj zastupljenosti.?

2.4. Priprava uzorka za proteomska istaZivanja temeljena na
spektrometriji masa

Spektrometrijom masa moguce je analizirati jedan protein, kompleksne smjese proteina ili
cijeli proteom iz vrlo male koli¢ine uzorka. Prije analize, uzorke je potrebno odsoliti i prevesti
u pufer, koji je otimalan za djelovanje tripsina. Ako se u uzorku nalaze acetonitril ili

trikloroctena kiselina, potrebno ih je odstraniti koriStenjem vakuumske centrifuge. Kako bi
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pH uzorka bio optimalan za djelovanje tripsina (oko 8), uzorku se dodaje otopina amonijeva
bikarbonata (NHsHCO3), a potom ditiotreitol (DTT) ili tris(2-karboskietil)fosfin hidroklorid
(TCEP) za redukciju disulfidnih veza. DTT je redukcijsko sredstvo koje prevodi cisteinske
disulfidne veze u slobodne cisteinske sulfohidrilne grupe. DTT optimalno djeluje pri pH od 7
do 9, dok TCEP ima Siri raspon optimalnih vrijednosti pH od 2 do 11. Nakon redukcijese
uzorku dodaje alkiliraju¢e sredstvo poput jodoacetoamida (IAA) ili kloroacetoamida (CAA).
IAA reagira sa slobodnim sulfhidrilnim skupinama cisteinskog bo¢nog lanca pri ¢emu nastaje
S-karboksiamidometil-cistein koji se ne moze reoksidirati, $to je vazno jer pruza tripsinu veéu
moguénost prilaska mjestima cijepanja duz proteina. Naposlijetku slijedi razgradnja

tripsinom.*

2.4.1. Digestija proteina

Digestija je cijepanje proteina u peptide. Moze se provesti enzimatski (enzimima koji se zovu
proteaze) ili kemijski. Postoje mnoge proteaze od kojih se samo neke rutinske Kkoriste.
Najces¢i kemijski reagensi za razgradnju proteina su cijanogenbromid i hidroksilamin. U

Tablici 1. nalaze se razli¢iti reagensi injihova mjesta cijepanja.>?>38

Tablica 1. Mjesta cijepanja proteina djelovanje proteaza ili kemijskih reagensa®3®

Proteaza/ kemijski reagens Specificno mjesto cijapanja

Tripsin Iza Lys i Arg ako iza njih nema Pro
Kimotripsin Iza aromatskih aminokiselina (Phe, Tyr, Trp)
Glu-C Ispred Asp i Glu ako iza njih nema Glu ili Pro
Lys-C Iza Lys ako iza njega nema Pro

Asp-N Ispred Asp

Lys-N Ispred Lys

Cijangenbromid Iza Met

Hidroksilamin Izmedu Asn i Gly

Proteoliticki enzimi razlikuju se svojom specifi¢no$¢u za cijepanje amidne veze izmedu
odredenih aminokiselina u strukturi proteina. Cijepanje se dogada hidroliticki. Tripsin je
najuprotrebljivaniji enzim za cijepanje proteina i postao je zlatni standard proteinske digestije
primjenom pristupa odozdol nagore. On je serinska proteaza koja cijepa glavni lanca proteina
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iza arginina ili lizina,ako iza njih nema prolina.®® Tripsin je visoko specifican, daje malo
krivih rezova i rijetko cijepa na neocekivanim pozicijama. Digestija tripsinom omoguéava
nastanak peptidnih fragmenata optimalne duljine jer se izmedu arginina i lizina u prosjeku
nalazi 11 drugih aminokiselina. Tripsin se moze koristiti za cijepanje proteina U otopini, gelu
ili apsorbiranih na povrsini.®

Tripsin je posebno pogodan za spektrometriju masa u pozitivnom nacinu rada, jer cijepa
iza bazi¢nih aminokiselina, §to omoguéava ionizaciju zadrzavanjem protona.® Tripsin najbolje

djeluje pri pH 8 te se digestija provodi na 37 °C tijekom 4 do 18 sati.*

2.4.2. Upotreba (mikro)ekstrakcije na cvrstoj fazi u procis¢avanju uzoraka

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE, engl. Solid-Phase Extraction) se u proteomici koristi za
uklanjanje soli i detergenata iz bioloskih uzorka i ukoncentriravanje proteina i peptida. U
ekstrakciji na cvrstoj fazi molekule od interesa se vezu odredenim mehanizmom
(razdjeljivanje na obrutim ili normalnim fazama, ionska izmjena) na povrSinu specificnog
punila (C18, C4, jaki kationski izmjenjivac). Nezeljene kemikalije i soli ¢e se ukoniti
ispiranjem odredenim otapalom, dok ¢e se molekule od interesa obogatiti i progistiti.*>*3

U proteomici se u preparativne svrhe koriste nastavci za pipete od 10 uL, u kojima se
nalazi specificno imobilizirano kromatografsko punjenje u mikrovolumenu (0,6 pL). Zbog
volumena punjenja ekstrakcija na ¢vrstoj fazi se naziva mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi
(uSPE). Najpoznatiji ovakvi nastavci su ZipTip® tvrtke Millipore, ali postoje i drugi nastavci
ostalih tvrtki kao $to su TopTip, OMIX tips tvrtke Agilent bound, StageTips i drugi.*?°

Tri vrste punjenja su najzastupljenije: C18, C4 i SCX. Punjenja reverzne faze C18 i C4,
koja se upotrebljavaju za odsoljavanje i ukoncentriravanje peptida i proteina. Punjenje C18
preporucuje se za peptide i proteine niske molekulske mase, a punjenje C4 za proteine male ili
srednje molekulske mase jer se veliki proteini apsorbiraju za hidrofobno punjenje C4.44

Mehanizam ionske izmjene na jakom ionskom izmjenjivac¢u (SCX) se u proteomici koristi
za uklanjanje neionskih detergenata 1 soli te koncentriranje wuzorka. Ucinkovitost
kromatografije SCX ovisi o naboju peptida, a posebno dobro djeluje na tripticke peptide koji
imaju minimum od dva pozitivna naboja po molekuli (daju bo¢ni ogranci arginina, lizina i
histidina) pri kiselom pH. Pri pH 2,7-3 ukupni naboj triptickog peptida je +2 ( protonirani N-
krajevi i C-krajevi). SCX se takoder koristi za proc¢is¢avanje peptida nakon digestije u gelu ili

otopini i iz kromatografskih frakcija koje sadrze < 45 acetonitrila.*®
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2.4.3. ProteoMiner

ProteoMiner sluzi za smanjivanje koncentracije visokozastupljenih proteina, kako bi se
obogatili i detektirali srednje do manje zastupljeni proteini u kompleksnim uzorcima.
Tehnologija ProteoMinera koristi kombinatorne heksapetidne knjiznice (koja broji 64
milijuna nasumi¢no nastalih heksapeptida) vezane na kromatografske nosace (perle) (engl.
beads). Kada se kompleksni bioloski uzorak doda nosa¢ima, proteini se vezu za specifi¢ne
heksapeptidne ligande, kombinacijom razli¢itih tipova interakcija ukljucujuéi ionsku
interakaciju, hidrofobnu interakciju, vodikove veze i van der Waalsove veze, tako da proteini
visoke zastupljenosti zasite specifi¢ne ligande, pri ¢emu dolazi do ispiranja viska proteina. Za
razliku od visokozastupljenih proteina, srednje ili malo zastupljeni proteini ne zasi¢uju svoje
specificne ligande i ve¢inom ostaju vezani na svojim peptidnim ligandima. Time se relativno
obogacuju naspram proteina visoke zastupljenosti. Kao rezultat javlja se redukcija u
dinamickom rasponu koncentracija proteina koja omogucuje detekciju srednje ili nisko

zastupljenih proteina.*’
2.5. ldentifikacija proteina spektrometrijom masa
2.5.1. Strategije identifikacije proteina

Spektar masa peptida prikazan je u obliku pikova koji se protezu preko odredenog raspona
vrijednosti m/z, a sadrzi vrijednosti m/z, retencijska vremena i ionski intenzitet.>*® Spektar se
snima u programu koji prati rad spektrometra masa u obliku sirovih (,,raw*) podataka.*®

Za pocetak, u svrhu identifikacije proteina iz spektara MS/MS treba odabrati jedan od
cetiri pristupa kojim ¢e se provoditi sekvenciranje, toCnije pretraZivanje baze podataka,
usporedbu spektralnih knjiznica, sekvenciranje de novo ili hibridni pristup koriStenjem
sekvencijske oznake nakon ¢ega slijedi pretraga baze podataka.*

Ako je za identifikaciju odabrana strategija pretrage baze podataka, analiza
eksperimetalnih podatka ¢e se sastojati od nekoliko opcionalnih koraka. Prvi korak je analiza
proteoma in silico. Drugi korak je konverzija podataka iz formata ,,raw ““ u format prilagoden
odredenom specijaliziranom ra¢unalnom programu. Tre¢i korak je predobrada spektra masa,
nakon cega slijedi identifikacija peptida i proteina. Nakon toga slijedi postidentifikacijska
obrada, kvantifikacijska analiza, spremanje podatka i objava u javnim reperizorijima.

Identifikacija proteina se provodi primjenom spacijaliziranih racunalnih programa kao $to su
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Mascot, X!Tandem, Sequest, Andromeda i drugi.** Integracijom bioinformati¢kih alata u tzv.
proteomske hodograme i dobro opremeljene softverske pakete (npr. Integrated Proteomics
Pipeline, pFind Studio, ProteolQ, Proteome Discoverer, Scaffold, MaxQuant i

Transproteomics Pipline), standardizira se i pojednostavljuje proteomska analiza.*

2.5.2. Predobrada spektra masa i pretrazivanje baza podataka

Baze podataka, uz ostale podatke o proteinima, sadrze ono najvaznije za identifikaciju:
njihov aminokiselinski slijed. Dvije najpoznatije baze podataka su UniProt i NCBI.®
Navedene baze se mogu pretraZivati prema razli¢itim organizmima.>

Identifikacija proteina koriste¢i pretrazivanje baza podataka temelji se na usporedbi
teorestkih masa peptida dobivenih digestijom in silico s eksperimantalno dobivenim masama.
Digestija in silico proteinskih sekvenci se provodi skeniranjem sekvenci sa svrhom
pronalaska mjesta cijepanja proteazom, nakon ¢ega se raCuna masa nastalih peptida. Tijekom
digestije in silico, vazni parametri su enzim koriSten za digestiju, (posttranslacijske)
modifikacije, maksimalni broj mjesta krivog cijepanja te cijepanje koje se dogada na
neplaniranim mjestima.®

Prije samog pretrazivanja baza podataka potrebno je provesti predobradu spektara masa.
Predobrada spektra masa temelji se na koriStenju algoritama koji mogu povecati broj
indentificiranih peptida i popraviti pouzdanost identifikacije peptida. Cilj predobrade je
pretvorba podataka iz sirovog oblika u oblik podatka koji omogucuje lakSi pristup
karakteristikama promatranog iona (vrijednost m/z, vrijeme zadrzavanja, ionski intenzitet) i
ekstrakciju dodatnih podataka, kao Sto je izotopna raspodjela. U Sirokoj upotrebi su pet tipova
predobrade spektra masa: spektralna normalizacija, spektralno udruzivanje (engl. clustering),
odredivanje naboja prekursora, smanjenje buke u spektru i procjena kvalitete spektra.*®

Kako bi se sekvence dobivene iz tandemnih spektra masa mogle usporediti s onima u bazi
podataka, potrebno je definirati parametre pretraZzivanja. Oni su: taksonomija (odabir
odredene vrste i ili taksonomske grane),®® tipovi iona koji nastaju fragmentacijom, odabir
monoizotopne (za instrumente visoke rezolucije) ili prosjecne (za instrumente niske
rezolucije) mase, naboj peptida, tolerancija mase iona prekursora (2-3 Da za ionsku stupicu;
0,1 Da za TOF; 0,05 Da za uredaje s Fourierovom transformacijom), odabir enzima za

digestiju, postojanje kemijskih ili posttranslacijskih modifikacija.*
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Identitet proteina predstavlja racunalni rezultat kojim je odreden udio slicnosti izmedu
eksperimentalnihi teoretskih spektra peptida kandidata.>® Algoritmi za identifikaciju i
statisticko vrednovanje mogu se podijeliti na Cetiri skupine: deskriptivni (SEQUEST 1 Sonar),
interpretativni (PeptideSearch, MS-Seq), stohasti¢ki (Scope, Olav) i bazirani na vjerojatnosti
(Mascot, OMSSA).*! Od navedenih algoritama najpopularniji su SEQUEST i Mascot.*

SEQUEST je racunalni program za identifikacije tandemnih spektra masa koji se danas
rutinski koristi u proteomskim istrazivanjima. SEQUEST koristi algoritam sli¢an rucnoj
interpretaciji spektra MS/MS, tako Sto simultano usporeduje sve eksperimentom dobivene
fragmente iona s teoretski generiranim fragmentima iona na spektralnoj razini. SEQUEST
omogucuje dva klju¢na izracuna koji definiraju pouzdanost identifikacije: Xcorr (engl. cross
correlation score) i ACN. Xcorr je statisticka kalkulacija korelacije teoretskog i
eksperimetalnog spektra.® Kako bi se dobio usporediv rezultat, vrii se predobrada spektra u
vidu normalizacije intenziteta pikova eksperimentalnog spektra, uklanjanja pikova niskog
intenziteta i zaokruzivanje vrijednosti m/z na prvi cijeli broj.>® ACN je razlika izmedu najbolje
vrijednosti podudaranja peptidnih spektra (PSM, engl. Peptide Spectrum Match) i druge
najbolje vrijednosti PSM-a. ACN se koristio kao najbolja mjera to¢nosti PSM-a, ali danas se
statistickim metodama utvrduje to¢nost PSM-a. U sli¢aju tripticke digestije, u odabir PSM-
ova iz baze podatka u obzir dolaze samo fragmenti odgovaraju¢e duljine (6-50

aminokiselina).®

2.5.3. Podjela kvantifikacijskih metoda obzirom na vrstu kvantifikacije

Kvantifikacija proteina se moze podijeliti na kvantifikaciju u gelu i kvantifikaciju iz podataka
dobivenih spektrometrijom masa. Za kvantifikaciju proteina moze se koristiti izotopno
obiljezavanje kemijskom reakcijom (ICAT, engl. Isotope-coded affinity tag), obiljezavanje
izotopom 80 i metaboli¢ko obiljezavanje (SILAC engl. stable isotope labeling by amino
acids in cell culture) i obiljezavanje izotopom °N. Kvantifikacija se dijeli na apsolutnu i
relativnu. Relativna kvantifikcija proteina upotrebom spektrometrije masa dijeli se na
kvantifikaciju stabilnim izotopima baziranu na spektru MS1 (ICAT, obiljezavanje 20,
SILAC), kvantifikaciju iz spektra MS2 temeljenu na obiljezavanju izobarnim oznakama
(TMT i iTRAQ) i kvantifikaciju bez oznake.® Apsolutnom kvantifikacijom Zeli se dobiti
to¢na molarna koncenetracija odredenog peptida ili proteina u uzorku.®> U tu se svrhu koriste

standardi oznadeni izotopima koji imaju ograni¢en broj peptida i poznatu koncentraciju.*
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2.6. Podatkovno neovisna akvizicija (DIA)
2.6.1. Kratka povijest DIA-e

Iako se Cesto smatra da je DIA novi nacin analize u proteomici, to nije to¢no. Originalnu
metodu DIA (akviziciju ,koja nije ovisna o podacima’) osmislili su 2004. Venable i
suradnici, dok je tehnika poboljsana radom Berna i suradnika iz 2009., koji su pronasli nacin
za dekonvoluciju slozenih spektara masa dobivenih metodom DIA na instumentima s
linearanom ionskom supicom.®4%525354 {J odnosu na postojeée metode DDA, DIA je
omogucila peterostruko povecanje u odnosu signala naspram Suma i vremenski konstantnu
analizu iona, §to je rezultiralo poveéanjem osjetljivosti.>* Uvodenje suvremene Orbitrap
tehnologije omogucilo je razvoj novih analitickih proteomskih pristupa, kao sto je PACIFIC
(engl. Precursor acquisition indenendent from ion count),>>® te novih metoda fragmentacije,
to¢nije fragmentacije svih iona (AIF, engl. All-ion framnetation).>’

Napretkom brzo skenirajuce instumetacije visoke rezolucije, Gillet i suradnici 2012. uvode
varijantu metode DIA koja se zove SWATH (engl. Sequential Windowed Acquisition of all
Theoretical Mass Spectra) sekvencionalna (uzastopna) prozorska akvizicija cijelog teoretskog
spektra masa, a za svoj rad koriste QqTOF instrumente [Triple TOF (TOF/TOF s dva ionska
zrcala)], sire izolacijske prozore (25m/z) s preklapanjem od 1 m/z i multiplksiranje, ¢ime je
postignuta veca brzina akvizicije.>>*

U danasnje vrijeme najéeSce koriStene metode DIA su modificirana Venableova DIA
prilagodena za rad s tehnologijom Orbitrap (ukratko DIA),>* i metoda SWATH MS koja

koristi instrumenti s analizatorima vremena leta, TOF.?%:59.60

2.6.2. Osnove

Podatkovno neovisna akvizicija (DIA) se vr$i na zadanom rasponu masa od interesa koji je
podijeljen na odreden broj sekvencionalnih (dosljednih) prozora (iste ili razlicite veli¢ine),
koji se jo§ zovu DIA prozori. Dobiveni tandemni spektar sadrzi fragmente svih iona
prekursora iz pojedinog prozora. Time se vidi neovisnost DIA-e. DIA se nije mogla uspjesno
provoditi na spektrometrima masa starijih generacija s niskom brzinom snimanja i slabom
rezolucijom.®* Tek pojavom spektrometara masa visoke rezolucije, DIA dozivljava veéu

primjenu.®® Upotrebom DIA-e gubi se povezanost izmedu prekursora peptidnog iona i
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njegovog fragmenta, koje je tek omogucena upotrebom specijaliziranih racunalnih
programa.®!

Veli¢ina prozora MS1 odreduje kompleksnost spektra. Kod velikih prozora (25 m/z)
dolazi do koelucije velikog brojapeptida, ¢ime se povecava kompleksnost spektra MS/MS.
Kod malih prozora (4m/z) dobiju se spektri koji sadrze malo koeuliranih peptida, ali je
potrebno vise snimaka MS/MS unutar utvrdenog vremenskog ciklusa (izmedu dva MSI
snimka), ¢ime se smanjuje vrijeme za fragmentaciju iona unutar svakog prozora narusavajuci
kvalitetu kvantitativnih podatka MS/MS. 5

Zbog slozenosti spektra koji nastaju istovemenom fragmetacijom viSe iona, za
identifikaciju proteina je potrebno koristi spektralne knjiznice. Spektralna knjiznica se sastoji
od to¢nih MS koordinata za svaki trazeni peptid: m/z peptidnog prekurora, izbor vrijednosti
m/z za svaki fragmenti ion zajedno sa njihovim relativnim intenzitetima i normalizirana
kromatografska vremena zadrzavanja peptida.>®®? Spektralne knjiznice mogu nastati na dva
na¢ina. Iz spektara masa istog uzorka na kojem se kasnije vrSi akvizicija DIA nastalih
primjenom DDA ili koristenjem i spajanjem velikih knjiZnica za pojedine organizme koji su
javno dostupni. Na uzorcima koji se analiziraju metodom DDA, prije analize se obi¢no vrsi
frakcioniranje (HPLC obrnutih faza, SCX ili deplecija)®® kako bi se uklonili peptidi visoke
zastupljenosti. Na taj na¢in sepoveéava broj peptida u knjiznici.®* Pretraga spektralnih
knjiznica vrsi se prema retencijskom vremenu peptida ili ekstrakcijom ionskih kromatograma
koji bi mogli odgovarati uzorku. Redoslijed grupa pikova se odreduje prema nekoliko faktora
kojima se peptid razlikuje od Suma, nakon ¢ega se distribucija pogodaka peptida usporeduje s
distirbucijom mamaca kako bi se utvrdila to¢na frekvencija krivih pogodaka (FDR, engl. false
discovery rate). Nakon toga se relativna zastupljenost peptida mjeri iz povrSine ispod
odgovarajuceg pika prekursora za svaki ekstrahirani ionski kroamtogram (XIC), nakon ¢ega
se Koristi niz statistickih postupaka kojima se odreduje identitet proteina.%® Programi za
pretrazivanje spektralnih knjiznica su TPP, ProteoWizard, OpenMS, Spectronaut, Skyline i
drugi.®?

Identifikacija podataka dobivenih analizom DIA se moZe vrititi pomo¢u iRT peptida.®®
Indeksirano vrijeme zadrzavanja, iRT, oznacava normalizirana vremena zadrZavanja dobivena
empirijskim mjerenjem iz seta standardnih peptida. iRT peptidi su peptidi ¢ija se empirijski
odredena normalizirana vrijednost vremena zadrzavanja moze koristiti na bilo kojem sustavu

LC bez ponovnog empiriskog odredivanja vremena zadrzavanja. iRT spaja razinu postupka in
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silico i to¢nost empirijskih mjeranja. Vrijednost iRT peptida je specifi¢ana i stabilna za sve
takve peptide na Sirokom rasponu LC konfiguracija i kromatografskih kolona.®”® Skala iRT
je isprva bila zamiSljena za pracenje visestrukih reakcija (MRM), ali se koncept prosiro na
akvizicuju DIA. Peptidi iRT sluze kao ¢voriSine toc¢ke (tzv. ,,anchor points”) za ostale
peptide, ubrzavaju analizu i osjetljivost analize; omogucéavaju kreiranje spektralnih knjiznica
iz heterogenih spektara DDA i njihovo dijeljenje izmedu laboratorija.®® Na preciznost
odredenih vrijednosti iRT najvise utjeCu pH mobilne faze, duljina gradijenta i sastav
stacionarne faze. Utjecaj ovih faktora u primjeni je gotovo zanemariv oko 1%.%
Predvidanjima retencijskih vremena sluze se mnogi programi za analizu podataka dobivenih
metodom DIA, kao $to su: Spectronaut, OpenSWATH, Peak View i Skyline.%®

Racunalni progami klasi¢nog pristupa za obradu podataka dobivenih analizom DIA su:
OpenSWATH, Skyline, Spectronaut, SWATH 2.0, MSPLIT-DIA, mProphet, DIANA,
PeakView i drugi. Programi DIA-Umpire i Group-DIA sluze za obradu podataka DIA bez
knjiznice.®® Popis programa s kratkim opisom nalazi se u Tablicama D5. i D6. u Dodatku.*®

2.7. Analiza podataka dobivenih podatkovno neovisnom akvizcijom
2.7.1. Spectronaut

Spectronaut je program tvrtke Biognosys koji omogucava analizu podataka DIA, stvaranje
spektralnih knjiznica (koje mogu koristiti 1 drugi programi), kvantifikaciju proteina
koriStenjem iRT peptida, stvaranje dijagrama u kojem su vrijednosti podataka predstavljenje
kao boje, tzv. ,,heatmap” za provjeru reproducibilnosti analize i stvaranje Volacno grafova za
odredivanje kandidata za biomarkere u post-analizi.®®

Spectronaut koristi segmentranu regresiju za konverziju vremena zadrzavanja (RT) u iRT,
pri stvaranju spektralnih knjiznica, i iRT u vrijeme zadrzavanja (RT) pri analizi podataka
dobivenih metodom DIA. KoriStenjem segmentirane regresije dobiva se iRT visoke
preciznosti. Umjesto primjene linearne regresije tijekom cijelog gradijenta metode,
koristenjem segmentirane regresije u obzir se uzimaju lokalne fluktuacije i nelinearnosti, koje
se ne mogu primjetiti linearnom regresijom. Takoder segmentirana regresija koriti viSe
¢vornih tocaka (njih tisu¢e) nego Sto ima iRT peptida, jer se Spectronaut koristi svojom

bazom podataka ¢vornih toéaka, ¢ime nastaju iRT visoke preciznosti.®®
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Kod segmentirane regresije tocke podataka se podijele u bunkere uzduz RT (stvaranje
spektralnih knjiznica) ili iRT (analiza DIA) osi. Svaki bunker sadrzi masimalni (n/40, 20)
tocaka podataka, gdje je n ukupan broj ¢vornih to¢aka. Ukupan broj bunkera je max (n/40,
20)*2 -1 jer se bunkeri preklapaju popola. Za svaki bunker provodi se Thiel-Sen-ova
regresija. Medijanska x-vrijednost svakog bunkera je njegova referenca, a y-vrijednost
reference se izraCuna Thiel-Sen-ovom regresijom. Nakon §to se izra¢unaju tocke reference
(x,y) za sve bunkere, tocke se spajaju koriStenjem linija izmedu njih. Vrijednosti na rubovima
se linearno ekstrapoliraju.®

Uporabom iRT visoke preciznosti, Spectronaut povecava osjetljivost i brzinu usmjerene
analize podataka dobivenih DIA-om. Spektronaut omogucava veliku kvalitetu identifikacije i
kvantifikacije u usporedbi sa slicnim metodama, ¢ak i kada se promijene eksperimetalni uvjeti

izmedu stvaranja spektralnih knjiznica i akvizicije DIA.%®

2.7.1. Prikaz rezultatakvantitativne proteomske analize

Volcano graf (graficki prikaz u obliku vulkana) je najce$¢i nacdin prikaza proteomskih
podataka u kojem svaka toc¢ka predstavlja odredeni protein x koordinata je logaritam (sa
bazom 2) vrijednosti koeficijenta promjene (,,fold-change®, FC) (promjene preklapanja), a y
koordinata je (engl. t-statistic) t-statistike ili logiop vrijednosti dobivene kao rezultat
statisti¢ke obrade, t-testa.’” FC procjenjuje omjer izmedu dva stanja (ili prosjek omjera,ako su
u pitanju replike) i to tako da kao potencijalni kandidati za biomarkere dolaze u obzir proteini
koji imaju vecu vrijednost FC od dogovorene grani¢ne vrijednosti (engl.Cut-off value). FC
nije statisti¢ki test i ovisi o obradi podataka, to¢nije normalizaciji.”

T-test je jednostavan statisticki test. U ponovljenim eksperimentima, varijacija pogreske se
moze procijeniti za svaki podatak iz logaritamskih omjera 1 za njih se moze provesti t-test.
Koristenjem t-statistike odreduju se kandidati koji su diferencijalno eksprimirani. T-test se
provodi za svaki protein zasebno, a problem moZe predstavljati mali broj uzoraka unutar
skupine. P-vrijednost je mjera dokaza protiv nulte hipoteze u statistickom testu. U ovom
slu¢aju je to vrijednost koja se dobije rjeSavanjem statistic¢kog testa i njegovom konverzijom.
Ona predstavlja nominalnu vrijednost, ispod koje se nalaze znaajni kandidati za

biomarkere.”*
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2.1.2. Bioinformaticka analiza proteomskih rezultata primjenom genske ontolgije

Projekt genske ontolgije (engl. The Gene Ontolgy project) je najveéi servis (u tekstu resurs) za
katalogiziranje funkcije gena. Genska ontologija (GO) je kontrolirani rje¢nik pojmova (engl.
terms) s kojem je biologija predstavljena na strukturirani nacin. Pojmovi se dijele u tri
udaljene ontolgije koje predstavljaju razli¢ite bioloSke aspekte: molekularna funkcija (MF,
engl. Molecular Function), bioloski proces (BP, engl. Biological Proces) i stani¢na
komponenta (CC, engl. Cellular Component). Pojmovi su medusobno vezani tako da tvore
hijerarhiju rije¢nika.’> Genska ontolgija definira ,,svemir” moguéih funkcija gena, ali ne daje
tvrdnje o funkciji svakog zasebnog gena, nego se one zapisuju u obliku pribiljeski (engl.
annotations) i zovu se pribiljeske genske ontolgije (,,GO annotations”). GO pribiljeska je
izjava 0 funkciji odredenog gena. Budu¢i da je nase znanje biologije nepotpuno, sustav GO
pribiljeski sadrzi nepotpune izjave o funkciji gena (samo do sad poznate funkcije).”® GO
konzorcij (engl. The GO Consortium) sastoji se od odredenog broja velikih baza podataka,
koje zajedno rade na standardizaciji ontolgija i pribavljanju pribiljeske za GO. Konstituiraju¢a
grupa GO konzorcija c¢inila je baze podatka UniProt, Mouse Genome Inforormatics,
Saccharomyces Genome Database, Wormbase, Flybase, dictyBase i TAIR, ali broj baza je s
vremenom porastao.’?

U genskoj ontolgiji, molekularna funkcija je proces, koji moze biti izveden djelovanjem
jedne makromolekularne maSine preko fizicke interakcije s ostalim molekulama. Funkcija
naglaSava akciju koju provodi genski produkt. Stani¢na komponenta je lokacija, relativna
staniénim dijelovima 1 stukturi, koju zauzima makromolekularna masina kada provodi
molekularnu funkiju (ne odnosi se na proces, nego anatomiju). BioloSki procesje najveca i
genetski programiran.”

Genska ontolgija se koristi za pretrazivanje po funkcijma gena ili poloZaju u stanici,
trazenje gena s istim karakteristikama, uspostavljanje veza izmedu proteina (metabolicki
putevi, izoforme...), odredivanje funkcija proteina, zakljuc¢ivanje o funkciji gena kod drugih
oranizama, provjeru dobivenih rezultata kod visokoproto¢nih istazivanja i s.”® U tu svrhu
razvijen je niz programa, aplikacija i servisa kao Sto su DAVID, GoMiner, AmiGo, Cytoscape

i drugi 72,74,75
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2.8. Biomarkeri
2.8.1. Definicija biomarkera

Biomarker je biokemijska osobina koja se moze koristiti za dijagnozu bolesti, predvidanje
ishoda bolesti, odabir terapije te procjenu djelotvornosti ili toksi¢nosti lijeka.’® Biomarker se
takoder definira kao mjeriva molekula u tjelesnim tekuc¢inama ili tkivima koja ukazuje na
normalni ili abnormalni proces ili stanje bolesti. Izmedu mnogih potencijalnih biomarkera
(proteini, transkripti, metaboliti i dr.), proteinski markeri mogu biti informativni i vazni zbog
njihove funkcionalne relevantnosti i dostupnosti minimalnim invazivnim metodama. Primjeri
takvih proteinskih markera nalaze su u plazmi ili urinu.'® Postupak definiranja biomarkera
sastoji se od otkrica potencijalnog biomarkera, zatim njegove kvantifikacije, verifikacije i
validacije te finalno klinicke evaluacije.”” Za otkri¢e biomarkera koriste se imunoloske
metode (ELISA), metode temeljene na spektrometriji masa (analiza DDA i DIA)™ i nizovi
DNA.™

2.8.2. Plazma kao izvor biomarkera

Krv je reprezentativna tjelesna tekucina cije je koriStenje poZeljno u vecini protemskih
istrazivanja. Preporucuje se koriStenje plazme, te EDTA kao sredstvo izbora protiv
zgrudavanja krvi prilikom uzorkovanja.%® Od svih proteina sadrzanih u plazmi i serumu, njih
20-ak imaju visoku zastupljenost te ¢ine oko 99 % ukupnih proteina, dok ostalih tisu¢u ¢ini
oko 1% ukupnih proteina plazme ili seruma.*’8® Dva najzastupljenija proteina u plazmi i
serumu su albumin 1 IgG ¢ine¢i 70% ukupnih proteina, Sto predstavlja problem za dinamicki
raspon, pa se visoko zastupljeni proteini uklanjaju ciljano prije analize.®® U serumu i plazmi
postoji raspon koncentracija razli¢itih proteina od 11 redova veli¢ine, dok zasebna analiticka
metoda moze pokriti 4 do 5 redova koncentracije.®* Postoje brojne metode smanjivanja
dinamickog raspona, od kojih su neke uklanjanje albumina 1 IgG svakog zasebno afinitetnom
kromatografijom, tehnike imunodeplecije koje koriste specificna protutijela za uklanjanje
najzastupljenijin (6, 12 ili 20 visoko zastupljenih) proteina te koristenje heksapeptidnih
knjiznica (ProteoMiner). Deplecija se vrs$i na kolonama s antitijelima kao bi se povecala

osjetljivost analize proteoma.®°
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Problemi deplecije podrazumijevaju koristenje kolona s antitijelima na koje ostali proteini
uzorka mogu reagirati i tako dovesti do laznih pozitivnih rezultata. Takoder moze do¢i do ko-

imunodeplecije proteina (koji su moguéi biomarkeri) s visoko zastupljenim proteinima.®®

2.9. LiSmanioza
2.9.1. Opcenito i znacaj bolesti

LiSmanioze ¢ine skupinu bolesti nastalih invazijom parazitskih protozoa roda Leishmania
(porodica Trypanosomatidae) mononuklearog fagocitog sustava nositelja sisavca.!! Primarno
ih prenose zenke hematofagnih sitnih insekata (bioloski vektor) roda Phlebotomus na
podrucju Starog svijeta, odnosno roda Lutzomya na podruéju Novog svijeta.}!2 U Hrvatskoj
se ti sitni insekti nazivaju papataci. LiSmanioze se s obzirom na rezervoare mogu podijeliti na
antropofilne i zoofilne. U antropofilne pripadaju dvije vrste: L. donovani i L. tropica. Kod
njih je rezervoar covjek koji uzro¢nika ima u krvi i kozi, a vektor prenosi uzro¢nika s ¢ovjeka
na dovjeka. Zivotinje su ovdje sluajne Zrtve, nebitne za odrzavanje parazita. Zoofilne su sve
ostale vrste iz roda Leishmania, gdje su rezervoari zivotinje, a uzro¢nik u njima slobodno
cirkulira 1 odrzava se izmedu animalnog rezervoara i kompetentnog vektora, bez potrebe za
umnazanjem u ¢ovjeku. LiSmanije su 1 zoonotske vrste, Sto zna¢i da mogu invadirati Covjeka
pri ¢emu je Covjek slucajna zrtva nebitna za odrZavanje parazita. Rezervoari su psi, tobolcari,
mravojedi, pasanci, pojedine vrste glodavaca i drugi sitni sisavci.*?

Lismanioza pasa otkrivena je 1908 u Tunisu.}! Limanioza koju uzrokuje L. infantum je
endemska zoonoza u mediteranskim zemljama od koje obolijevaju psi (koji su rezervoar),
divlje Zivotinje-pripadnici porodice pasa, macke i ljudi. Zbog globalnog zatopljenja dolazi do
Sirenja papataca iz podrucja suptropske klime prema sjeveru sve do alpskog podrucja i
Madarske. Time dolazi do povecanja kompetentnog broja vektora koji Sire liSmaniozu medu
ljudima 1 psima. Takoder se povecava prostor na kojem psi mogu biti invadirani kada putuju s
vlasnicima. Budu¢i da je bolest kroni¢nog tijeka, tj. do pojave simptoma moze proci nekoliko
mjeseci ili ¢ak godina, psi koji se naoko ¢ine zdravi, mogu bit isto tako i invadirani, tj. mogu

duze vrijeme biti neotkriveni rezervoari.*?
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2.9.2. Razvojni ciklus uzrocnika

Procjenjuje se da postoji 800 vrsta papataca, od kojih su 98 dokazani vektori liSmanioze.
Prijenos se na vektora dogada kada zenka vektora siSe krv na invadiranom nositelju, pri ¢emu
ona unese u svoj organizam i amastigote. Oni se u njenom probavnom traktu transformiraju u
izduljene promastogotne oblike s bi¢em gdje se dalje dijele binarnom diobom. Nakon tjedan-
dva promastigoti migriraju u prednji dio probavnog trakta invadiranog vektora. Kada zenka
papataca ponovno siSe krv, u kozu novog nositelja unosi promastigote koje fagocitiraju
makrofazi. U makrofazima dolazi do transformacije iz promastigota u amastigote, koji se
nastavljaju razmnozavati diobom dok se makrofag ne rasprsne, nakon cega amastigoti
fagocitozom ulaze u nove fagocite u tkivima raznih organa kao $to su slezena, jetra, koStana

sr7 i limfni ¢vorovi. 1t

2.9.3. Simptomi lismanioze

Neki psi, na do sada nepoznat na¢in mogu kontrolirati invaziju dugi niz godina bez klini¢kih
simptoma, a ponekad moze doé¢i i do spontanog izlijeCenja. Neki pak psi pokazuju oblik
bolesti progresivnog karaktera, koji, ako se ne lijeci, zavrSava letalno. Klinicka dijagnoza
liSmanioze u pasa je zahtjevna jer 50% invadiranih pasa ne pokazuje klinicke simptome.
Bolesni psi mogu pokazivati Siroki spektar klinickih nespecifi€nih simptoma jer ova bolest
moze zahvatiti bilo koji organ. Klinic¢ki znakovi bolesti mogu se javiti od tre¢eg mjeseca do
nekoliko godina od dana invazije. Na nalazima hematolosko-biokemijskih laboratorijskih
pretraga vidljiva su sljede¢a odstupanja: hipergamaglobulinemija (poliklonalne stimulacije B
limfocita), anemija, disproteinemija (proteinska neravnoteza karakterizirana povecanjem
ukupnog broja serumskih proteina), hiperalouminemija (kod otkazivanja jetre i/ili bubrega) i
vrijednosti A-G protutijela ispod donjeg limita. Jedan od prvih i najée$¢ih znakova bolesti je
limfadenopatija (povecani potkozni limfni ¢vorovi). Nakon toga slijede promjene na koZi i
Sluznicama (ispadanje dlake, upala koze, prhutanje i rane, bez svrbeza), zatim promjene na
kozi oko ociju, oticanje zglobova, ekstremna mrsavost, otkazivanje bubrega te neuroloski
problemi.!!

Kod ljudi postoje tri tipa liSmanioze s obzirom na klinicku sliku: kozna, kozno-sluznicka 1
visceralna liSmanioza. Kod imunokompetentnih ljudi na mjestu uboda papataca javlja se

lokalizirani kozni oblik bolesti. Visceralna liSmanioza ili kala-azar je najozbiljniji progresivni
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oblik bolesti, koji je smrtonosan ako se ne lije¢i. On se javlja kod male djece i
imunokompromitiranih osoba.!2

Visceralna liSmanioza u odrasloj populaciji je nerijetko prvi pokazatelj nedostatka
imuniteta kod pacijenata za koje se nije znalo da su HIV pozitivni. Kod ljudi oboljelih od
AIDS-a i lismanioze uzrokovane L. infantum, uzro¢nik se nalazi u kozi i krvi, §to nije
uobicajeno kod imunokompetentnih osoba. Lis§manioza uzrokovana s L. infantum se zajedno s
AIDS-om javlja u narkomana, koji koriste zajedni¢ke igle i tamo gdje nema vektora.*?

Kod imunokompetentnih ljudi lijeGenje liSmanioze je uspjeSno ¢emu uvelike pridonosi
imunoloski sustav, a naj¢eS¢a komplikacija je toksi¢no djelovanje lijeka. Kod pasa i
imunokompromitiranih ljudi, unato¢ klinickom poboljSanju ne dolazi do izlje¢enja, nego se

nakon terapije simptomi bolesti nerijetko vra¢aju.*2

2.9.4. Dijagnoza, lijecenje, prevencija i kontrola bolesti

Dijagnoza se zbog mnogo asimptomatskih pasa moze postaviti temeljem rezultata
parazitoloske pretrage, te imunoloskim i molekularnim metodama. Parazitoloska pretraga je
jedinstvena konacna metoda, koja se bazira na pronalasku amastigota, prvenstveno u
limfatiénim organima kao $to su limfni ¢vorovi, koStana srz i slezena, ali i jetra i koza.
Molekularne metode temelje se na lan¢anoj reakaciji polimerazom (PCR engl. Polymerase
Chain Reaction) koja ima visoku specifi¢nost i osjetljivost. Od imunolo§kih metoda koristi se
indirektna imunofluorescija (IFAT, engl. Immunoflourescence Antibody Test), imunoenzimski
test (ELISA, engl. Enzime-Linked Immunosorbent Assay) te razli¢iti imunokromatografski
testovi.*

Svjetska zdravstvena organizacija za lijeCenje liSmanioza preporuca peterovalentni
antimon (SbY) (npr. meglumin antimonat i natrijev stiboglukonat), miltefozin, liposomsku
alopurinol. Protiv li¥manioze pasa postoje i cjepiva Canileish® i Leish-Tec® koja daju niski
zastitni ucinak, to¢nije od 68-71 %.*

Budu¢i da je gotovo nemoguce sprijeciti kontakt vektora 1 psa, potrebno je cijepiti pse ili
koristi repelente.!* Cjepivo predstavlja financijski trosak za drzavu i/ili vlasnika, a eutanazija
pasa se nije pokazala u¢inkovitom jer eutanazirane pse zamjenjuju novi invadirani psi (buduci

da je problem u vektoru).*? Koristenje repelenata, kao $to su sinteti¢ki piretroidi (zasebno ili u

Marin Popovié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 28

kombinaciji s drugim insekticidima) koji su impregnirani u pse¢e PVC ogrlice pokazalo se

djelotvornim u odbijanju papataca u razdoblju od &etiri do osam mjeseci.!!

2.9.5. Lismanioza u Republici Hrvatskoj

Od vise od deset mediteranskih vrsta paptaca koje su kompetentni vektori, u Republici
Hrvatskoj su dokazane cetiri vrste. Te vrste roda Phleobotomus, podroda Larroussius se hrane
na zivotinjama i ljudima nakon zalaska sunca, nerado ulaze u kuce, osjetljivi su na
mikroklimatske uvijete, a legla i mjesta za zaklon su im na tlu i zidovima nastamba
zivotinja.!?

U Hrvatskoj postoje podaci o pojavljivanju visceralne liSmanioze od 1911. godine. Prvi
dobro dokumentirani slu¢aj u kojem je ljudska liSmanioza mikroskopski potvrdena dogodio se
na Splitskom podrugju 1930.82 Lismanioza pasa je opisana je tridesetih godina 20. stoljeéa u
Splitu, a pedesetih godina je ponovno opisana na dubrovackom podrucju u ljudi i pasa. Tada
po preporuci Svjetske zdravstvene organizacije pocinje istrebljivanje malarije isuSivanjem
bara, lijeCenjem bolesnih jedinki i primjenom diklor-difenil-trikloretana (DDT-a). Papataci su
tada stradali kao kolateralne zrtve, pa je liSmanioza postala rijetka bolest i kod ljudi 1 kod
zivotinja. Prestankom ciljane upotreba DDT-a se do devedesetih godina na Ccitavom
Mediteranu povecava broj oboljelih pasa i ljudi. Na dubrovackom podrucju je 1997. godine
dijagnosticirana liSmanioza u veceg broja pasa, a sljedece godine je liSmaniza dijagnosticirana
u srednjoj 1 juznoj Dalmaciji. Time je postalo jasno da liSmanioza u Hrvatskoj nije rijetka
tropska bolest.*? Daljnjim istrazivanjima u juznoj i srednjoj Dalmaciji pronadeno je jos
invadiranih pasa, Prema podacima Zavoda za javno zdravstvo, 27 prijavljenih slucajeva
visceralne liSmanioze zabiljezeno je u razdoblju od 1986. do 2006. na podru¢ju juzne
Dalmacije. Navedena istrazivanja su ukazala na to da je liSmanioza endemska bolest koja je,
od svih hrvatskih regija, prisutna samo u Dalmaciji te zbog klimatskih promjena predstavlja

opasnost Sirenja na ostale regije.?
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije, setovi, instrumenti i ostala pomagala

3.1.1. Kemikalije

U eksperimentalnom radu koriStene su sljedec¢e kemikalije:

Acetonitril, CH3CN, Honeywell Internacional Inc., Morris-Plains, SAD, LC-MS
Cistoce

Amonijev hidrogen karbonat, (triv. ime amonijev bikromat), NHsHCOs,
Honeywell Internacional Inc., Morris-Plains, SAD, P.A. Cistoce

Ditiotreitol, DTT,HSCH2[CH(OH)].CH2SH, Sigma, Steinhem, Njemacka, P.A.
Cistoce

Jodoacetoamid, IAA, ICH,CONHz, Sigma, Steinhem, Njemacka, P.A. Cistoce
Metanska kiselina, HCOOH, Sigma, Steinhem, Njemacka, LC-MS ¢istoce

MilliQ voda, Honeywell, Seslze, Njemacka, LC-MS cistoce

Tripsin Gold, Promega, Madison, SAD, LC-MS ¢istoce

3.1.2. Komercionalni setovi

Komercionalni setovi (kitovi) koristeni u eksperimetalnom radu:

iRT kit (Biognosys AG, Schileren, Svicarska)

Pierce BCA Protein Assay Kit (Pierce Biotechnology, Rockford, USA)
ProteoMiner Protein Enrichment Small Capacity Kit (Bio-Rad Laboratories, INC.,
Watford, UK)

IRT kit se sastoji od pufera za stvaranje otopine (engl. Dissolution Buffer) koji se nalaze u

spremniku s plavim ¢epom 1 iRT standarda (11 sintetickih peptida u zajedenickom uzorku

koji se ne pojavljuju u prirodi) koji se nalaze u spremniku s crvenim ¢epom.
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Tablica 2. Slijed aminokiselina peptida iRT s pripadajuéom vrijednosti iRT®

Slijed aminokiselina Naziv iRT
LGGNEQVTR iRT-pep a -24,92
GAGSSEPVTGLDAK iRT-pep b 0,00
VEATFGVDESNAK iRT-pep ¢ 12,39
YILAGVENSK iRT-pep d 19,79
TPVISGGPYEYR iRT-pep e 28,71
TPVITGAPYEYR iRT-pep f 33,38
DGLDAASYYAPVR iRT-pep g 42,26
ADVTPADFSEWSK iRT-pep h 54,62
GTFIIDPGGVIR iRT-pep i 70,52
GTFIIDPAAVIR iRT-pep k 87,23
LFLQFGAQGSPFLK iRT-pep | 100,00 ¥

a) Definirane fiksne to¢ke na iRT-C18 skali

Prije analize dodano je 50 pL pufera iz spremnika sa plavim ¢epom u spremnik s crvenim
¢epom gdje se nalaze standardi. Dobivenu otopinu potrebno je vorteksirati i sonicirati tijekom
pet minuta. Na taj nac¢in jedobivena 10x koncentrirana otopina standarada iRT koja je u
pripremljeni uzorak peptida dodana u omjeru 1:10. Koncentrirana otopina standarada iRT je
cuvanau hladnjaku (2-8°C).

ProteoMiner Protein Enrichment Small Capacity Kit se sastoji od: spremnika sa
¢epovima u kojem se nalazi 20uL smole — nosaca heksapeptida, PBS pufera za isparanje (150
mM NaCl, 10mM NaH2POs, pH 7,4) reagensa za eluiranje (8M urea, 2% CHAPS) i
rehidratacijskog eluacijskog reagensa (5% octena kiselina).

Pierce BCA Protein Assay Kit se sastoji od: 500 mL BCA reagensa A (natrijev karbonat,
natrijev bikarbonat, bicinchionska kiselinu i natrijev tartarat u 0,1 M otopini natrijeva
hidroksida), 25 mL BCA reagensa B (4% bakrov sulfat) i ampula standarda albumina, 2
mg/mL (10-1 mL ampula koje sadrze govedi serumski albumin (BSA) koncentracije 2 mg/mL

u 0,9% otopine NaCl-a i 0,05% natrijeva azida).
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3.1.3. Instrumenti

Analiza je provedena na spektrometru masa Q Exative Plus (ThermoScientific, Bremen,
Njemacka), koji je bio spregnut s tekuc¢inskim kromatografom nanoUHPLC Ulitmate 3000
RSLCnano System (ThermoScientific, Bremen, Njemacka).

Za pripravu uzoraka su koriSteni: uredaj za centrifugiranje (Universal 320, Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Njemacka), vakuum koncentrator Speedvac (DNA Speedvac System,
TermoScientific Fisher, Waltham, Massachusetts, SAD), rotator (Wisemix, Wisd Laboratory
Elements, Werdheim, Njemacka), ultrazvu¢na kupelj (Wisd, Wisd Laboratory Elements,
Werdheim, Njemacka) i analiticka vaga (WBA-220, Wisd Laboratory Elements, Werdheim,
Njemacka).

3.1.4. Racunalni programi za obradu podataka

Za obradu podataka dobivenih spektrometrijom masa, te bioinformaticku obradu podataka
koriSteni su sljede¢i specijalizirani raCunalni programi:

e Proteome Discoverer, verzija 2.0. (Thermo Fisher Scientific, Rockford, SAD)

e Spectronaut 10 (Biognosys, Zurich, Svicarska)

e DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrate Discovery,

http://david.abcc.ncifcrf.gov)

3.1.5. Ostala pomagala

Za pripravu su koristeni:
e nastavci za pipete s kromatografskim punilom SCX: OMIX Tips, SCX 10 uL,
Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornija, SAD
e nastavci za pipete s kromatografskim slojem C18: Cleanup C18 Pipette tips 10
uL, Agilent Technologies Inc., Santa Clara, Kalifornija, SAD
e Centrifugalni filter uredaj Microcon 10, Merck Millipore Ltd. Cork, Irska

3.1.6. Otopina za kalibraciju spektrometra masa

Za kalibraciju spektrometra masa koristena je otopina LTQ Velos Positive ion calibration

solution (Thermo Fisher Scientific, Rockford, SAD), ¢iji se sastav nalazi u Tablici 3.
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Tablica 3. Sastav otopine za kalibaraciju u pozitivnom nacinu rada spektrometra masa

Naziv standarda m/z
Caffeine (fragment) 138,06619
Caffeine 195,08765
MRFA (Met-Arg-Phe-Ala peptid) 524,26496
Ultramark™ 1621 1221,99064
Ultramark™ 1621 1421,97786
Ultramark™ 1621 1621,96509

3.2.  Arhivski uzorci plazme pasa

Koristeni su arhivski uzorci plazme pasa od kojih je kontrolna skupina bila seroloski
negativna trima metodama (imunoenzimskim testom, imunokromatograskim testom i
indirektnom imunofluorescencijom) i predstavljala je zdrave pse, dok je druga skupina
sadrzavala seroloski pozitivne uzorke testirane istim metodama koriStenim kao i u zdravih, t.
predstavljala je bolesne pse (Tablica 4.). SeroloSke metode su provedene na Zavodu za

parazitologiju i invazijske bolesti s klinikom Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Tablica 4. Podaci o koristenim arhivskim uzorcima

Broj uzorka Metoda dijagnostike liSmanioze/nalaz
IFAT ELISA Ostali testovi

2274 1/1280 pozitivan pozitivan rk39 (+)
2282 1/640 pozitivan

2287 1/640 pozitivan

2304 1/640 pozotivan

2315 1/ 2560 pozitivan pozitivan rk39 (+)
2298 1/40 negativan negativan

2303 1/40 negativan negativan

2311 1/40 negativan negativan rk39 ()
2317 1/40 negativan negativan rk39 ()
2318 1/40 negativan negativan rk39 (-)
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Za izradu spektralnih knjiznica DDA odabrano je pet pozitivnih (oznake uzoraka 2274,
2287, 2315, 2282, 2304) i pet negativnih (oznake uzoraka 2311, 2317, 2303, 2318, 2298)
uzoraka, kao i smjesa svih uzoraka ¢iji dio je obogac¢en ProteoMinerom, dok je ostatak
pripremljen koriste¢i postupak ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Smjesa uzoraka pripremljena je
mijeSanjem iste koli¢ine proteina svih uzoraka seruma pasa u Eppendorf epruvetu.

Za analizu pristupom DDA koriSteno je pet uzoraka kontrole i pet uzoraka seruma
bolesnih pasa te uzorci dobiveni obradom smjese svih uzoraka nakon ProteoMinera i
ekstrakcije na Cvrstoj fazi. Za analizu DIA pristupom koriSteno je istih pet uzoraka kontrole i

pet uzoraka seruma bolesnih pasa.

3.3. Priprava uzoraka za poveéanje broja proteina u spektralnim
knjiznicama

3.3.1. Plan pripreme smjese uzorka

Smjesa uzoraka pripremljena je koriste¢i set ProteoMiner prema protokolu proizvodaca,
nakon ¢ega se vrsilo odsoljavanje na koloni za filtriranje Microcon 10. Potom je odredena
koncentracija proteina u uzorku, provedena digestija tripsinom i snimljen spektar masa
pristupom DDA. Radi dobivanja veceg broja proteina u spektralnim knjiZznicama, uzorak
dobiven nakon odsoljavanjai netretirani uzorak (svaki zasebno) su razgradeni tripsinom, i
osuseni u vakuum koncentratoru. Dobiveni talog je otopljen u 0,1%-tnoj otopini metanske
(mravlje) kiseline u MilliQ vodi. Nakon toga je nad wuzorcima, u svrhu
proc¢is¢avanja/odsoljavanja provedna mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi na kromatografskom
sloju C18. Dobiveni uzorci su osuSeni u vakuum koncentratoru, a talog otopljen u 0,1%-tnoj
metanskoj kiselini. Nakon toga je slijedila mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi primjenom
kromatografskog sloja SCX. Uzorci su ponovno osuseni u vakuum koncentratoru i otopljeni
upuferu (98,9% H20, 1% ACN i 0,1% metanska kiselina), nakon ¢ega je provedena analiza

spektrometrijom masa koristec¢i pristup DDA. Cijeli plan se nalazi na Shemi 1.
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Shema 1. Prikaz strategije pripreme uzorka za kreiranje spektralnih knjiznica
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3.3.2. ProteoMiner

Za obogacivanje nisko zastupljenih proteina u serumu koristio se set malog kapaciteta
heksapeptidnih knjiznica. Za postupak je koristeno 200 puL smjese svih uzoraka (tzv. Pool).
Za ProteoMiner su koristene kolone s ¢epovima na gornjoj i donjoj strani i epruvete za
skupljanje eluata.

Najprije je ukolonjen gornji i donji €ep i kolona je centrifugirana jednu minutu pri 1000 xg
kako bi se uklonila otopina za ¢uvanje kolone. Tako dobiveni eluat je bacen. U sljede¢em
koraku je dodano 200 pL pufera za ispiranje kolone. Kolona je rotirana 5 minuta, nakon ¢ega
je centrifugirana jednu minutu pri 1000 xg. Eluat je bacen, a korak ponovljen jo$ jednom. U
idu¢em koraku dodano je 200 uL uzorka na kolonu. Kolona je rotirana dva sata pri sobnoj
temeperaturi na rotatoru nakon ¢ega je centrifugirana 1 minutu na 1000 xg. Dobiveni eluat je
bacen. U sljede¢em koraku dodano je 200 uL pufera za ispiranje kolone. Kolona je rotirana 5
minuta, a potom centrifugirana jednu minutu na 1000 xg. Eulat je bacen, a korak ponovljen
dva puta. U idu¢em koraku na kolonu je dodano 200 pL deionizirane vode. Kolona je rotirana
jednu minutu nakon ¢ega je centrifugirana 1 minutu na 1000 xg. Eulat je bacen. U zadnjem
koraku na kolonu je dodano 20 pL rehidratiranog eluacijskog reagensa te je uzorak
vorteksiran nekoliko puta tijekom 15 minuta. Eluatje skupljen u Ccistu epruvetu pri

centrifugiranju od 1 minute. Korak je ponovljen dva puta, a eluat skupljen u €istu epruvetu.

3.3.3. Microcon® 10

Dobivenih 60 uL otopine proteina nakon ProteoMiner-a bilo je potrebno odsoliti koriste¢i
centrifugalne filter uredajena Microcon® 10. Filter uredaj je postavi u Eppendorf epruvetu u
koju je dodano 200 mL MilliQ vode i 60 uL dobivenog uzorka, nakon ¢ega je smjesa
centrifugirana 45 minuta pri 8000 xg. U sljede¢em koraku koji je ponovljen dva puta dodano
je po 100 uL MilliQ vode i uzroak je centrifugiran 30 minuta pri 8000 xg. U idu¢em koraku
dodano je 100 pL 10 mM Ambic-a (amonijev hidrogenkarbonat) i uzorak je centrifugiran 30
minuta pri 8000 xg. Nakon toga je filter okrenut i eluat je skupljen u ¢istu Eppendorf epruvetu
centrifugiranjem 5 min pri 2800 rpm.

Marin Popovié Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 36

3.3.4. Digestija uzorka nakon ProteoMiner-a i analiza spektometrijom masa

Odredena je koncentracija dobivenog uzorka i ona je iznosila 0,54 mg/mL. U 50 uL uzorka
dodano je 5 uL DTT koncentracije 50 mM i uzorak jeinkubiran 30 minuta na 55 °C. Nakon
toga je dodano 5 pL TAA koncentracije 200 mM i smjesa je inkubirana 20 minuta u mraku na
sobnoj temperaturi. Na kraju je dodanluL tripsina (1 mg/mL) i te je digestija provedena na
37° C preko no¢i (16h).

Za analizu DDA je pripremljeno 20 pL smjese koja se sastojala od 10 pL uzorka
pripremljenog na gore navedeni nacin, 2 pL smjese petida iRT (10x) i 8uL pufera (98,9%
H20, 1% ACN i 0,1% metanska kiselina). Injektirano 7 uL smjese dok je metoda analize
detaljno opisana u poglavlju 3.6. DDA analiza.

3.3.5. Kromatografija obrnutih faza primjenom punila C18

Dva uzorka nakon digestije: jedan dobiveni postupkom ProteoMiner-a pro¢is¢en Microcon 10
filtaracijskim uredajem i netretirana smjesa uzoraka, svaki zasebno, su osuSeni u vakuum
koncentratoru i nastali talozi su otopljeni u 10 pL 0,1% metanske (mravlje) kiseline. Za
pripremu uzorka koriSteni su nastavci za automatske pipete skromatografskim slojem C18
(Cleanup C18 Pipette tips 10 pL).

U Eppendorf epruvetama od 1,5 mL pripremljene su tri otopine: prva se sastojala od 0,1%
metanske kiseline i 99,9% MilliQ vode; druga od 50% acetonitrila 0,1% metanske kiseline i
49,9% MilliQ vode; i treca ¢iji je sastav bio 80% acetonitril, 0,1 % metanska kiselina i 19,9%
MilliQ voda.

Postupak mikroekstrakcije se sastoji od kondicioniranja, uzimanja uzorka, ispiranja i
eluiranja. Doktraje postupak otopine se uzimaju do prvog koljena automatske pipete. Pri
zadnjem eluiranju automatska pipeta se pritis¢e do drugog koljena. Automatska pipeta je
namjeStena na 10 puL te je kondicionirana uzimanjem otopine (80% ACN). Postupak je
ponovljen tri puta. Nakon toga je slijedilo uzimanje i ispustanje uzorka 10 puta (pri ¢emu
dolazi do vezanja peptida na kromatografsko punjenje C18). Nakon toga je slijedi ispiranje 5
puta u otopini 1 (0,1% mravlja kiselina). Potom je slijedilo eluiranje 10 puta otopinom 3 (80%
ACN) pri ¢emu je skupljen eluat. Skupljeni eluat dva uzorka zasebno osusen je u vakuum
koncentratroru i talog je otopljen u 10 pL 0,1% metanske kiseline, nakon cega je slijedila

mikroekstrakcija na nastavcima za pipete s kromatografskim slojem SCX.

Marin Popovié Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 37

3.3.6. SCX

Sastav pufera za ispiranje:  25% ACN, 0,05% metanska kiselina, 74,95% MQ voda.

Sastav pufera za eluaciju: E1 (25% ACN, 0,05% metanska kiselina i 100 mM NH4HCO3)
E2 (25% ACN, 0,05% metanska kiselina i 200 mM NH4HCO3)
E3 (25% ACN, 0,05% metanska kiselina i 400 mM NH4HCO3).

Za pripremu uzorka koristeni su nastavci za automatske pipete s SCX kromatografskim
slojem SCX (OMIX Tips, SCX 10 pL).

Prije mikroekstrakcije potrebno je prirediti otopine amonijeva hidrogenkarbonata (Ambic-
a) koncentacije 400 mM, 200 mM i 100 mM, koje se koriste za pripravu hlapljivih pufera koji
su kompatibilni s analizom MS. Otopinakoncetracije 400 mM pripravljena je u odmjernoj
tikvici od 50 mL otapanjem 1,581 g NH4HCOs u MilliQ vodi nadopunjenoj do oznake. Ostale
dvije otopine dobivene su razrjedivanjem prve otopine.

Postupak SCX se sastoji od ispiranja koji seprovodi tri puta, postupka uzimanja uzorka pet
puta, postupka ispiranja koji se ponovno obavlja tri pura i postupka eluacije koji se obavlja po
dva puta iz tri otopina razli¢itog udjela NH4HCOs. Eluiranje se obavlja po dva puta iz svakog
pufera za eluaciju redoslijedom: E1, E2 1 E3. Naposlijetku slijedi susenje u vakuumskom
koncentratoru.

Osuseni uzorci su otopljeni u 19uL pufera (za nanoSenje) te im je dodan 1 pL peptida iRT
(10x). Pripremljeni uzorci suanalizirani spektrometrijom masa opisanom u poglavlju 3.6.

DDA analiza. Za analizu je injektirano 7 pL smjese.

3.4. Odredivanje koncentracije proteina analizom BCA

Test bicinhoninske kiseline (engl. BCA assay) koristi se svojstvima BCA za kolorimetrijsku
detekciju i kvantifikaciju ukupnog broja proteina. Prvi korak u testu je redukcija Cu?* u Cu'*
peptidima koji sadrze tri ili vise aminokiselinskih ostataka u alkalnom mediju (biuretova
reakcija). U drugom koraku ioni Cul’ reagiraju s koriStenjem specificnog reagensa s
bicinhoninskom kiselinom. Ljubicasto obojenje produkta reakcije nastaje keliranjem dvije
molekule BCA na jedan bakreni ion. Kompleks koji je topljiv u vodi pokazuje veliku
apsorbanciju na 562 nm, koja se linerano povecava unutar Sirokog raspona rada (20-2000

ng/mL).8
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3.4.1. Priprava razrijedenih standarda albumina iz govedeg seruma (BSA)

Za odredivanje koncentracije koristen je standard albumina iz govedeg seruma (BSA), pri
¢emu je pripremljen niz razijedenih otopina poznate koncentracije (Tablica 5.). Ishodisna

otopina je 2 mg/mL otopina BSA, a sredstvo za razrjedivanje je MilliQ voda.

Tablica 5. Priprava razrijedenih otopina BSA

Otopina Volumen vode / p. | Volumen (otopine) Konaéna masena
potreban za koncentracija BSA /
dobivanje konaé¢ne (ng/mL)
koncentracije BSA
/nL
A 0 300 (ishodisne 2000
otopine BSA)
B 125 375 (ishodisne 1500
otopine BSA)
C 325 325 (ishodisne 1000
otopine BSA)
D 175 175 (otopine B) 750
E 325 325 (otopine C) 500
F 325 325 (otopine E) 250
G 325 325 (otopine F) 125
H 400 100 (otopine G) 25
I 400 0 0 =slijepa proba

Nakon toga potrebno je izracunati volumen BCA radnog reagensa. BCA radni reagens se
dobije mijesanjem BCA reagensa A s BCA reagensom B u omjeru 50:1. Ukupni volumen
radnog reagensa dobije se prema formuli:
(broj standarda + broj uzoraka nepoznate koncentracije) - (broj replika)

- (volumen radnog reagensa potreban za jedan uzorak)

= ukupni volumen radnog reagensa

Marin Popovié Diplomski rad




§ 3. Eksperimentalni dio 39

Kada se BCA primjenjuje na mikroploce, volumen radnog reagensa potreban za jedan uzorak
je 200 pL.

3.4.2. Procedura na mikroplocama

Za analizu je potrebno 25 uL svakog standarda ili uzorka nepoznate koncentracije. Uzorcima
je dodano 200 pL radnog reagensa u svaku jazicu te je ploca kratko inkubirana na tresilici 30
sekundi. Nakon toga se plo¢a inkubira na 37 °C u trajanju od 30 minuta.

Kada se plo¢a ohladi na sobnu temperaturu, mjeri se apsorbancija na 562 nm (ili u rasponu
od 540-590 nm) na spektrofotometru. Prilikom izra¢una koncentracije od apsorbancija
uzoraka se oduzme apsorbancija slijepe probe. 1z rezultata se crta krivulja koja na x-osi sadrzi
vrijednost koncentracije proteina u (ug/mL), a na y-0si apsorbanciju. 1z jednadzbe dobivenog

pravca, preko apsorbancije moze se odrediti koncentracija proteina u nepoznatim uzorcima.

3.5. Digestija proteina

Prije digestije uzorcima je odredena koncentracija. Pripremljene su otopine: 50 mM
amonijeva hidrogenkarbonata (Ambic; otpanje 40 mg NHsHCOsu 10 mL MilliQ vode), 50
mM DTT-a (otapanje 7,8 mg DTT u 1 mL MilliQ vode) i 200 mM IAA (otapanjem 30,85 mg
IAA u 1 mL MilliQ vode). Uzorak je razrijeden MilliQ vodom u omjeru 1:50, a zatim Ambic-
om. Ukupni volumen uzorka prije digestije je 50 pL i sadrzi 50 pg proteina. Zatim je u tako
razrijedeni uzorak dodano 5 uL. DTT-a koncentracije 50 mM i uzorak je inkubiran 30 minuta
na 55 °C. Nakon toga je dodano 5 uL IAA koncentracije 200 mM 1 ostavljeno 20 minuta u
mraku. Na kraju je dodan 1pL tripsina i uzorak je inkubiran na 37°C preko no¢i (16h). Ovako
pripremljeni uzorak pohranjen se na -20°C do analize te mu je neposredno prije analize

dodana smjesa peptida iRT (10x).

3.6. Analiza DDA

Deset uzorka seruma pasa (Tablica 4.), tj. pet pozitivnih i pet negativnih analizirano je
tehnikom podatkovno ovisne akvizicije kako bi se dobili potrebni podaci za kreiranje

spektralnih knjiznica. Od svakog uzorka pripremljeno je 10 pL uzorka za injektiranje koji se
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sastojao od 2 uL uzorka, 1 uL iRT peptida i 7 uL pufera za nanoSenje uzorka. Za analizu je
injektirano 5 pL uzorka iz autosamplera termostatiranog na 5°C. Analiza visoke rezolucije
LC-MS/MS povedena je koriStenjem Ultimate 3000 RSLCnano sustava (Dionex) vezanog sa
spektrometrom masa Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific). Peptidi su naneseni na
pretkolonu (C18 PepMap100, Sum, 100 A, 300um-5mm, Rockoford, SAD) ispirani 12
minuta uz protok od 15 pL/min i odvojeni na analitickoj koloni (PepMap™ RSLC C18, 50
cm-75 pum, Thermo Fisher Scinetific, Rockford, SAD) pri temperaturi 35 °C koriStenjem
linearnog gradijenta prikazanog u Tablici 6. Mobilna faza A se sastojala od 0,1% metanske
kiseline u vodi, a mobilna faza B od 0,1 % metanske kiseline, 80 % ACN i ostalo MilliQ

voda.

Tablica 6. Shema gradijenta koriStenog za DDA

Vrijeme zadrZzavanja/ min Protok / (uL/min) % mobilne faze B

0 0,3 50

12 03 50
132 0,3 55
133 0,3 95
135 0,3 95
136 0,3 50
155 0,3 50

Ionizacija je postignuta koriStenjem nanorasprSenja Felix ion source (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, SAD), koji sadrzi emiter SilicaTip (New Objective) unutarnjeg promjera
10 um. Spektrometrija masa je provedena u pozitvnom nacinu rada spektrometra masa
koriste¢i metodu podatkovno ovisne akvizicije DDA Topl0. Spektar masa snimljen je u
rasponu od 350,0 m/z do 1800,0 m/z pri rezoluciji od 70000, injekcijskom vremenu od 120
ms, AGC vrijednoséu 1-108, izolacijskom prozoru od 2 Da i dinamic¢kom isklju¢enju od 30 s.
Fragmentacija HCD provedena je pri normaliziranoj energiji sudara (NCE) 29% srezolucijom
17500 i AGC vrijednos¢u 2-10°. loni prekursori neodredenog naboja, kao i oni s nabojem +1 i
vise od +7 iskljuceni su iz daljnjeg odabira fragmentacije.

Za identifikaciju peptida koristenje algoritam SEQUEST integriran u program Proteome
Discover. Provedena je pretraga baze podataka Canis lupus familiaris preuzete s UniprotkKB,
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30.11.2017, koja je sadrzavala 29403 unosa, prema sljede¢im parametrima: dva mjesta
tripsinskog preskocenog cijepanja, tolerancija pogreske izmjerene mase prekursora i
fragmenata od 10 ppm i 0,05 Da, zasebno; karbamidometilranje C-kraja peptida kao trajna
modifikacija; deaminacija (N/Q), i oksidacija (M) kao dinamic¢ke modifikacije. Udio krivih
pogodaka (FDR, engl. false discovery rate) za identifikaciju peptida je automatski izracunat
koristenjem algoritma Percolator u Proteom Discover-u, te je maksimalna vrijednost iznosila
1%. Samo proteini s barem dva jedinstvena pepetida i 5% FDR su prikazani kao valjani za

identifikaciju.

3.7. Analiza DIA

Deset uzorka seruma pasa (Tablica 4.), tj.pet pozitivnih i pet negativnih uzoraka analizirano je
tehnikom podatkovno ovisne akvizicije kako bi se dobili potrebni podaci za kreiranje
spektralnih knjiznica. Od svakog uzorak pripremljeno je 10 uL uzorka za injektiranje koji se
sastojao od 2 uL uzorka, 1 uL iRT peptida i 7 uL pufera za nanoSenje uzorka. Za analizu je
injektirano 5 pL uzorak iz autosamplera termostatiranog na 5°C. Analiza visoke rezolucije
LC-MS/MS povedena je koriStenjem Ultimate 3000 RSLCnano sustava (Dionex) vezanog sa
spektrometrom masa Q Exactive Plus (Thermo Fisher Scientific). Peptidi su naneseni na
pretkolonu (C18 PepMap100, Sum, 100 A, 300um-5mm, Rockofor, SAD) ispirani 12 minuta
uz protok od 15 pL/min i odvojeni na analiti¢koj koloni (PepMap™ RSLC C18, 50 cm-75
um, Thermo Fisher Scinetific, Rockford, SAD) pri temperaturi 35 °C koriStenjem linearnog
gradijenta prikazanog u Tablici 6. Mobilna faza A se sastojala od 0,1% metanske kiseline u
vodi, a mobilna faza B od 0,1% metanske kiseline, 80 % ACN i ostalo MilliQ voda.
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Tablica 7. Shema gradijenta koristenog za DIA

Vrijeme / min Protok / (uL/min) % mobilne faze B
0 0,3 5
8 0,3 5
68 0,3 40
69 0,3 95
74 0,3 95
75 0,3 )
95 0,3 5

Ionizacija je postignuta koriStenjem nanorasprSenja Felix ion source (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, SAD), koji sadrzi emiter SilicaTip (New Objective) unutarnjeg
promjera 10 pm. Spektrometrija masa je provedena na pozitvnom nacinu rada spektrometra
masa koriste¢i podatkovno neovisnu akviziciju i podatkovno ovisnu akviziciju ,,Full MS”.
»Full MS* metoda provedena je tijekom cijelog vremena rada (od 0-95 minute) u rasponu
masa od 450 m/z do 1100 m/z pri rezoluciji od 35,000 uz AGC vrijednost 1-10°.

Metoda DIA se provodila od osme do 95 minute vremena rada u rasponu masa od 450 m/z
do 1100 m/z (podijeljenom na 26 prozora duljine 25 Da za prvo injektiranje tj. 44 prozora od
15 Da za drugo injektiranje) pri rezoluciji od 17,500 uz AGC vrijednost 1-10%i MSX broj 1 te
zadani naboj +2. Fragmentacija HCD provedena je pri normaliziranoj energiji sudara (NCE)
29% s rezolucijom 17500 i AGC vrijednos¢u 2-10°. loni prekursori neodredenog naboja, kao i
oni sa nabojem +1 1 viSe od +7 iskljuceni su iz daljnjeg odabira fragmentacije.

Za razvoj metode na jednom uzorku mijenjane su postavke tzv. ,,Loop Count* i AGC
vrijednost. U svrhu odabira optimalnih vrijednosti metode DIA, provedena je analiza
varirajuéi sljede¢e parametre (prozor, AGC traget, Loop count): 1.(15 Da, 8, 1-:10°), 2.(15 Da,
15,2 -10%), 3.(25 Da, 15, 1-10°), 4.(25 Da, 8, 1-:10°), 5.(25 Da, 15, 2 -10).

Podaci su obradeni u programu Spectronaut 10. Za identifikaciju proteina koriStene su
spektralne knjiznice dobivene analizom DDA navedenih deset uzoraka (Tablica 4.) 1 uzoraka
dobivenog mijesanjem svih uzoraka obogacenih ProteoMiner-om i/ili pro¢is¢enih upotrebom
mikroekstrakcije na c¢vrstoj fazi. Uz to je koriStena baza podataka Canis lupus familiaris
preuzeta s UniprotKB, 30.11.2017, koja je sadrzavala 29403 unosa i sekvence iRT peptida

inkorporirane u spektralnu knjiznicu.
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Nakon statisticke obrade podaci su prikazani u obliku Voclano grafa (grafickog prikaza u
obliku vulkana) i kojega su izdvojeni potencijalni kandidati za biomarkere. Nadalje, dobiveni
kandidati su analizirani koriStenjem baze podataka DAVID u svrhu odredivanja genske

ontologije (molekularne funkcije i subcelularne lokalizacije).

3.8. Kreiranje spektralnih knjiZnica

Izgradnja nove spektralne knjiznice sastoji se od odabira reprezentativnih uzoraka za stvaranje
spektralne knjiznice, koriStenja referentih peptida za odredivanje retencijskog vremena (iRT
pepidi), akvizicije spektra fragmentnih iona, konverzije spektra iona fragmenata, pretrage
baze podataka i statistickog odredivanja PSM-a, stvaranja spektralne knjiznice s poravnanim
retencijskim vremenima (uspostavljanje veze izmedu retencijskih vremena i iRT vrijednosti)
te uredivanje knjiznice.%

Za izradu knjiZnica koriSteni su racunalni programi Proteome Discoverer 1 Spectronaut te
rezultati analize DDA svih deset uzoraka (Tablica 4.) pojedina¢no kao i uzoraka dobivenog

mijesanjem svih uzoraka obogacenih ProteoMiner-om i/ili proc¢iséenih upotrebom

mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Glavni rezultati

Razvijena je metoda spektrometrije masa temeljena na podatkovno neovisnoj akviziciji za
identifikaciju potenicjalnih sekumskih biomarkera liSmanioze u pasa. Kvantifikacija bez
oznake dobivenih podataka provedena je u programu Spectronaut pomocéu iRT peptida, dok je
odabir potencijalnih biomarkera vizualiziran pomoc¢u Volcano grafa sa g vrijednosti 0,05.
Dobiveno je 16 kandidata od kojih je jedan nekarakterizirani protein. Ostalih 15 proteina su:
serumski amiloid A protein, pentaksin, leucinom bogati alfa-2-glikoprotein 1, apolipoprotein
A-1V, glikozilfosfatidilinozitol specifi¢na fosfolipaza D1, maltaza-glukoamilaza, fibronektin,
apolipoprotein B, apolipoprotein E, sulfohidril oksidaza, histidinom bogati glikoprotein, alfa-
2-makroglobulin, heptoglobulin, teski lanac 3 inter-alfa-tripsinskog inhibitora te ¢lan obitelji

teSkog lanca 4 inter-alfa-tripsinskog inhibitora.

4.2. Kreiranje spektralnih knjiZnica

Spektralne knjiznice su nuzne za provodenje analize podataka dobivenih podatkovno
neovisnom akvizicijom u programu Spectronaut. One sekreiraju iz podataka dobivenih
podatkovno ovisnom akvizijom, a sastoje se od vrijednosti m/z peptidnog prekursora,
vrijednosti m/z za svaki fragmetnt peptida prekursora zajedno sa njihovim intenzitetima i
normaliziranim vremenom zadrzavanja peptida. Za normaliziranje vremena zadrzavanja
peptida Kkoristili su se iRT peptidi.??%° Spektri masa dobiveni DDA, ¢iji je reprezentativan
kromatogram prikazan na Slici 6., obradeni su primjenom programa Proteome Discoverer koji

je omogucio pouzdanu identifikaciju peptida i proteina. Dobiveni podaci bili su temelj za

kreiranje spektralnih knjiZnica pomocu Spectronauta.
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Slika 6. Tipi¢n kromatogram ukupne ionske struje dobiven podatkovno neovisnom analizom

prema opisanoj metodi

U Tablici 8. nalazi se opis tri dobivene knjiznice s brojem peptida odnosno proteina.

Tablica 8. Karakteristike kreiranih spektralnih knjiznica

KnjiZnica Broj Broj peptida Broj proteina | Broj

prekursora proteinskih
grupa

Pool DDA uzorak | 1363 1045 197 150

DDA pool + 3445 2439 518 340

DDA pool

ProteMiner/uSPE

uzorak

10 DDA uzorci + | 4479 3223 994 969

DDA pool +

DDA pool

ProteMiner/uSPE

uzorak

Tijekom rada stvorene su tri knjiznice. Prva je kreirana od rezultata analize od DDA ,,Pool”
(smjesa svih uzoraka plazme pasa koriStenih u radu) i sadrzavala je 1045 petida 1 197
proteina. Kako bi se povecao broj identificiranih peptida/proteina, provedeno je uklanjanje
visoko zastupljenih proteina, koriStenjem seta ProteoMiner i naknadnom mikroekstrakcijom
na C¢vrstoj fazi ,Pool” uzorka. Analizom DDA navedenog uzorka (DDA pool
Proteominer/uSPE uzorak) i stvanjem nove knjiznice zajedno s uzorkom ,,Pool” dobivena je
nova knjiZznica koja je sadrzavala 518 proteina i 2439 peptida. Treca knjiznica dobivana je
spajanjem druge knjiznice sa spektrima DDA dobivenih iz pet uzoraka seruma na liSmaniozu

pozitnih i pet na liSmaniozu nagativnih uzorka plazme pasa. Ta knjiznica sadrzi 994 proteina i
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3223 peptida. U daljnoj analizi podataka dobivenih podatkovno neovisnom akviziciojm
koriStena je knjiznica s najveéim brojem peptida/proteina, jer se detektirati mogu samo oni

peptidi koji se nalaze u spektralnoj knjiznici.

4.3. Razvoj DIA metode

Najvazniji kriterij za $to bolju DIA analizu je odabir instrumenta i metode DIA koja ¢e se
Koristiti.>® Uspjesnost analize DIA moZe se pobolj$ati mijenjanjem akvizicijsih parametara
kao $to su: raspon masa prekursora, duzina izolacijskog prozora prekursora, akumulacijsko
vrijeme snimanja iona produkta, ukupan ciklus snimanja spektra (engl. duty cycle).
Akvizicijski parametri utjeu na intenzitete i specificnost fragmentiranih iona, propusnost,
to¢nost i konzistentnost kvantifikacije. Uz navedeno, mogu se mijenjati varijable obrade
podataka, kao $to su kriteriji za ekstrakciju odredenih eluacijskh pikova i veli¢ina spektralne
knjiznice.®* Op¢enito vrijedi da se odabirom uzeg izolacijskog prozora dobije jednostavniji
spektar za identifikaciju, iz kojeg se dobije viSe peptida, ali je potrebno napraviti vise
akumulacija. Uporabom duzih prozora dobivaju se spektri kompliciraniji za analizu jer sadrze

vise iona prekursora.®

Kombinacijom namjeStanja duZine prozora 1 zadavanja
akumulacijskog vremena takoder se mogu dobiti podaci s razli¢itm brojem pepida.3
Brudereer i suradnici su primjenom DIA tehnike na kojoj su optimizirali ciklicko vrijeme
metode (engl. method cycle time) (broj tocaka po piku, rezolucija MS1, rezolucija MS2 i broj
odabira prekursora za spektar MS2) $to je rezultiralo identifikacijom dvostruko veceg broja

peptida nego primjenom moderne DDA metode na instrumentu Q Exactive.®

4.3.1. Odabir raspona masa

Budu¢i da metode DIA (osobito one koje raspon masa spektra MS1 dijele na uzastopne
prozore jednake duljine) nemaju zadani broj iona najveéeg intenziteta u spektru MS1 koji se
fragmetiraju, potrebno je odrediti raspon masa spektra MS1 na kojem ¢e se provoditi DIA ne
bi li se fragmentirao ¢im veci broj peptidnih iona. Odabrani raspon masa ovisi ponajprije o
uzorku (to¢nije masama peptida u uzorku), a zatim o parametrima metode LC-MS (gradijentu,

broj iona, vremenu analize jednog ciklusa MS). Za neciljane metode DIA najces¢i raspon

Marin Popovié Diplomski rad



4. Rezultati i rasprava 47
§ p

masa je od 300 m/z (najvise 400 m/z) za pocetak akvizicije do 1200 m/z za kraj akvizicije,
pri¢emu se raspon masa podjeli na prozore.®

Kako bi se odredio raspon masa optimalan za analizu DIA proveden je detaljan uvid u
raspodjelu omjera m/z identificiranih peptidnih iona (PSM) duz cijelog raspona masa

primjenjenog u analizi DDA te je reprezentativna raspodjela prikazana na Slici 7.
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Slika 7. Raspodjela omjera m/z identificiranih peptidnih iona

Temeljem uvida u prethodno opisanu raspodjelu, odreden je optimalan raspon masa koji

obuhvaca najveci broj (oko 80%) peptidnih iona te iznosi 450m/z-1100 m/z.
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4.3.2. Optimizacija ostalih parametara analize MS

Nakon odabira raspona masa, potrebno je odabrati Sirinu prozora DIA. Dijeljenjem raspona
masa na vise prozora manje Sirine dobivaju se manje slozeni spektri svakog prozora, jer se na
taj naCin fragmentira manji broj peptidnih iona razliCitog raspona masa, Sto omogucuje
identifikaciju veceg broja peptida/proteina iz viSe nastalih spektara masa. Dijeljenjem raspona
masa na manji broj prozora veée Sirine dobiju se slozeniji spektri u svakom prozoru, $to
smanjuje mogucnost identificiranja peptida/proteina zbog slozenosti spektra, jer je ukupan
broj spektara manji.?® Uz Sirinu prozora varirane su vrijednosti AGC (automatskog
preuzimanja kontrole, tj. broja iona koji ¢e se analizirati/fragmentirati) i broj petlji (tzv. ,,Loop
Count”). Budu¢i da se radi o kvantitativnoj metodi, takoder je bilo vazno utvrditi broj tocaka
kroz pik radi pouzdane, tocne i reproducibilne kvantifikacije. Rezultati optimizacije metode

MS nalaze se u Tablici 9.

Tablica 9. Razvoj metode DIA

Metoda / AGC Loop count | Broj peptida Broj Broj to¢aka
Sirina vrijednost proteina kroz pik

prozora

1./15 Da 1-10° 8 1660 394 4
2./15 Da 2-10° 15 1591 396 5
3./25 Da 1-10° 15 1516 389 8
4./125 Da 1-10° 8 1548 377 8
5./25 Da 2-10° 15 1392 343 8

Temeljem dobivenih podataka, utvrdeno je da metodekoje sadrZeSirinu prozora 15 Da daju
veci broj identificranih peptida i1 proteina od metoda koje koriste prozore Sirine 25 Da.
Navedene rezultate je moguce objasniti manje kompleksnim spektrima masa pri ¢emu je
omogucena fragmentacija veéeg broja razli¢itih peptidnih iona.®

Vezano za broj tocaka kroz pik, primjenom (netandemne analize) LC-MS, broj to¢aka
koje definiraju pik treba biti ve¢i od 15 kako bi se omoguéila pouzadana kvantifikacija.®’ Za
kvantifikaciju temeljenu na podacima iz spektra MS/MS, prihvatljiva vrijednost tocaka kroz
pik je 7 do 8.28 Sto se ti¢e kvantifkacije, pouzdanije vrijednosti kvantitativne analize postizu
se vecim brojem tocaka kroz pik, jer se onda povrSina pika moZe bolje aproksimirati. Veci

broj prozora DIA takoder daje puzdanije i to¢nije rezultate radi smanjenja kompleksnosti

spektra,®® $to dovodi do potrebe za balansiranjem izmedu navedenih parametara jer se broj
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tocaka kroz pik smanjuje povecanjem broja prozora. Broj to¢aka kroz pik se moze povecati i
povecanjem vremena trajanja ciklusa snimanje i/ili smanjenjem vremena zadrzavanja za svaki
prozor. Smanjenje vremena zadrzavanja utjeCe na kvalitetu podataka, jer je moguca
nedovoljna akumulacijaiona niskozastupljenih peptida za postizanje statisticki znacajnih
podataka. Kod razvoja metode u obzir se mora uzeti dinamicki raspon i gustoca peptida kako
bi se dobili zadovljavajué¢i podaci,® sto je vidljivo u Tablici 9. Metode 1 i 2 imaju raspon
masa podjeljen na 44 prozora Sirine 15 Da 1 broj tocaka po piku 4 1 5. Nadalje metode 3,415
u istom rasponu masa imaju 26 prozora Sirine 25 Da i 8 toCaka po piku, Sto dovodi do
zakljucka da su spektri od 25 Da pogodniji za kvantifikaciju od onih dobivenih iz prozora od
15 Da.

Vrijednost AGC ili usmjerenje automatskog preuzimanja kontrole je vrijednost koja
kontrolira broj iona koje se injektiraju u Orbitrap, kako bi se odrzavala optimalna koli¢ina
iona za svaki snimljeni spektar masa. Dozvoljene vrijednosti za instrument Q Exactive Plus su
2-10% 5-10% 1-10°, 2-10° 5-10° 1-10° 3-10° 5-108. ,Loop count” ili broj petlji je broj
ponavljanja odredenog snimka, prije nego se prebaci na drugi snimak u radnom ciklusu.
Dozvoljene vrijednosti ovog parametra su od 1 do 100.% Iz dobivenih rezulatata vidi se da
veca vrijednost AGC daje ve¢i broj indentificiranih peptida, Sto je moguce objasniti
kvalitetnijim spektrima, buduci da se fragmentira veéi broj peptidnih iona.

Temeljem dobivenih rezultata, odabrani su optimalni parametri metoda 3) koji ¢e se
koristiti u analizi DIA. Navedena metoda obuhvaca prozore od 25 Da, broj to¢aka kroz pik
koji daje zadovoljavaju¢u kvantifikaciju u smislu to¢nosti i najveci broj identificiranih

proteina. Pripadaju¢i kromatogram ukupne ionske struje prikazan je na Slici 8.
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Slika 8. Tipi¢an kromatogram ukupne ionske struje dobiven analizom uzoraka seruma

prisupom DIA prema opisanoj metodi

4.4. Primjena metode DIA na klini¢kim arhivskim uzorcima
4.4.1. Analiza podataka primjenom programa Spectronaut

Deset uzoraka plazme pasa analizirano je DIA metodom 3 kao $to je opisano u poglavlju 3.7.
AnalizaDIA koristeci prozore od 25 Da. Za analizu podataka koriStena je knjiznica koja ima
najvedi broj unosa (3223 peptida 1 994 proteina) dobivena analizom DDA smjese svih uzoraka
(,,pool”), DDA pool Proteominer/uSPE uzorka i svih pojedina¢nih uzoraka seruma pasa.
Tijekom obrade podataka u Spectronautu uzorci su grupirani u skupine; seroloski pozitivni
(pet uzoraka) ili seroloski negativni (pet uzorka) serumi pasa. Zajednickom analizom
identificirano je 2327 peptida i 634 proteina (s nepotpunim profilom), odnosno 671 peptid i
204 proteina (s cjelokupnim profilom). Na temelju statisticke analize kreiran je Volcano graf
(rezultat q vrijednosti 0,05; FDR 5%; logaritam s bazom dva koeficijenta preklapanja mora
biti veci od £0,58, grani¢ni FC 1,5) prikazan na Slici 9.
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Slika 9.Volcano graf s potencijalnim biomarkerima (oznaceni crvenim tockama)

Iz prikazanog Volcano grafa vidljivo je da koncentracija 16 proteina znacajno promijenjena
kod bolesnih u odnosu na zdrave pse te navedeni proteini predstavljaju potencijalne serumske
biomarkere liSmanioze. Spomenuti proteini, navedeni u Tablici 10., su redom: serumski
amiloid A protein, pentaksin, leucinom bogati alfa-2-glikoprotein 1, apolipoprotein A-1V,
glikozilfosfatidilinozitol specifiéna fosfolipaza D1, maltaza-glukoamilaza, fibronektin,
apolipoprotein B, apolipoprotein E, sulfohidril oksidaza, histidinom bogati glikoprotein, alfa-
2-makroglobulin, haptoglobin, teski lanac 3 inter-alfa-tripsinskog inhibitora i ¢lan obitelji
teSkog lanca 4 inter-alfa-tripsinskog inhibitora, dok je jedan nekarakteriziran. Od navedenih
proteina, sedam je viskozastupljeno (serumski amiloid A protein, pentaksin, apolipoprotein

A-1V, fibronektin, apolipoprotein B, alfa-2-makroglobulin i haptoglobin).®

Marin Popovié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

52

Tablica 10. Potencijalni serumski biomarkeriliSmanioze dobiveni primjenom programa

Spectronaut
Opis proteina g vrijednost FC Logz(FC) Broj Geni Imena proteina
jedinstv
enih
peptida
serumski amiloid A 8,05-102 0,165 -2,60 5 LOC476879; | AO0AQ096PEK5_C
rotein SAAL ANLF;
P SAA CANLF

pentaksin 1,07-10* 0,131 -2,93 6 CRP E2R5J0_CANLF;
T2KEN6_CANL

F
leucinom bogati alfa-2- 4,06-10 0,535 -0,901 8 LRG1 E2R833_CANLF
glikoprotein 1 JONSS7 CANLF
apolipoprotein A-IV 1,05-10°° 0,652 -0,618 23 APOA4 APOA4_CANLF
glikozilfosfatidilinozitol 3,52:10* 1,61 0,684 27 GPLD1 E2RK02_CANL

specifi¢na fosfolipaza D1 F
maltaza-glukoamilaza 2,05-10° 2,34 1,23 13 MGAM E2RT38_CANLF
FIPAQ3_CANL

F
fibronektin 3,73-102 0,341 -1,55 11 FN1 F1P6H7_CANLF
apolipoprotein B 1,19-10 11 0,640 -0,644 147 APOB F1P8Z5_CANLF
apolipoprotein E 2,05-10° 0,396 -1,34 14 APOE F1PJ74_CANLF
sulfohidril oksidaza 4,41-10* 0,617 -0,696 13 QSOX1 F1IPLT8_CANLF
histidinom bogati 4,06-10° 1,93 0,945 8 HRG F1PZC6_CANLF

glikoprotein

alfa-2-makroglobulin 3,80-10° 0,598 -0,742 51 A2M F6UMEQ_CANL

F
heptoglobulin 2,65-10° 0,559 -0,840 23 LOC479668; | G1K2D9_CANL

HP F;

HPT_CANLF

teski lanac 3 inter-alfa- 3,80-1072 0,595 -0,750 12 ITIH3 HIGWG4_CAN

tripsinskog inhibitora LF
¢lan obitelji teSkog lanca 2,80-10712 0,443 -1,17 29 ITIH4 HI9GWY3_CAN

4 inter-alfa-tripsinskog LF

inhibitora

Nekarakterizirani protein 5,76-1073 0,429 -1,22 10 - JO9P9J6_CANLF

4.4.2. Bioinformaticka analiza podataka

Nad dobivenim potencijalnim biomarkerima izvrSena je bioinformaticka analiza alatom

DAVID.*% Pretraga je vrsena prema identifikacijskim brojevima iz baze podataka UniProt

(UniProtID), pri ¢emu je zasvaki protein pronaden pripadajuci gen. Haptoglobin (P19006),

teski lanac 3 inter-alfa-tripsinskog inhibitora (HOGWG4) i nekarakterizirani protein (J9P9J6)

pronadeni su upotrebom alata AmiGO.%? Koriste¢i alate za funkcionalnu anotaciju proteina
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odredenaje genska ontologija (bioloski proces, molekularna funkcija, stani¢na komponenta)
za pojednini protein, a rezultati su prikazani na Slikama10. i 11.%

Kao $to je vidljivo na Slici 10., potencijalni biomarkeri imaju razne funkcije: vezanje
heparina, vezanje glikozaminoglikana i regulacija aktivnosti peptidaza. Vazno je spomenuti i
transport lipida, aktivaciju enzima i inhibiciju enzima. Tocan broj proteina U pojedinoj

funkciji prikazan je u Tablici D10. u Dodatku.

MOLEKULSKA FUNKCIJA POTENCIJALNINIH

BIOMARKERA
vezanje vezanje
vezanje steroida heparina
alkohola
aktivacija vezanje
enzima glikozaminoglik
ana
inhibicija
enzima B
regulacija
vezanje aktiv’nosti
proteinskih peptidaza

kompleksa

Slika 10. Molekularna funkcija potencijalnih serumskih biomarkera liSmanioze dobivena

bioinformatickom analizom primjenom DAVID-a

Celularna lokalizacija potencijalnih biomarkera (Slika 11., Tablica D11. iz Dodatka)
ukazuje da je najviSe potencijalnih biomarkera lokalizirano u ekstracelularnim vezikulama
(12), a zatim u krvnim mikrocesticama (6), $to je ocekivano jer su navedeni proteini ukljuceni
u obrambene procese, apoptozu, autofagiju i fagocitozu. Ti se proteini nalaze u krvi i u njoj

imaju jo$ neke funkcije.
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CELULARNA LOKALIZACIJA POTENCUALNIH
BIOMARKERA

LDL

ekstracelularna
vezikula

lipoproteinska
Cestica plazme

krvna
mikrocestica

Slika 11. Celularna lokalizacija potencijalnih serumskih biomarkera lismanioze dobivena

bioinformatickom analizom primjenom DAVID-a

Ostatak proteina vezan je u lipoproteinske Cestice i prijenos kolesterola (HDL i LDL), §to

odgovara funkeciji odredenih potencijalnih biomarkera.

4.5. Uloga potencijalnih biomarkera liSmanioze u pasa

Uloge proteina koje se smatraju znac¢ajnima za biomarkere liSmanioze preuzete su iz baza
podataka sadrzanih u DAVID-u.%!

Leucinom bogati alfa-2-glikoprotein 1 (LRG1) ima ulogu u diferencijaciji smedih masnih
stanica, pozitivnoj regulaciji angiogeneze (stvaranja krvnih Zila) i pozitivnoj regulaciji
transforamcije beta receptora faktora rasta u signalnim putevima. Takoder je prisutan kod
odgovora na bakterijsku infekciju.’* Moze posluziti kao biomarker sekundarne infekcije, u
kombinaciji s biomarkerom liSmanioze.

Pentaksin ili C-reaktivni protein (CRP) ima ulogu ko-faktora, koji veze dva kalcijeva iona
po podjedinici. Kod bioloskih procesa, izmedu ostalog, negativni je regulator diferencijacije
pjenastih stanica dobivenih iz makrofaga, pozitivni regulator nastajanja superoksidnog aniona
te regulira izlu¢ivanje interleukina-8.%

Serumski amiloid A protein (SAA1) je protein akutne faze i apolipoprotein HDL

kompleksa te ima kemoatraktivnu aktivnost.%
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Sulfohidril oksidaza (QSOX1) ima flavinom usmjerenu oksidativnu aktivnost i negativno
regulira makroautofagiju.®

Fibronektin 1 (FN1) je dio grupe fibronektina, proteina koje se vezu na povrSinu stanice i
druge spojeve kao Sto su kolagen, fibrin, heparin, DNA te aktin. Ukljuen je u adheziju
stanice, mobilnost stanice, zacjeljivanje rana i odrzavanje oblika stanice. Uz mnoge funkcije,
fibronektin je uklju¢en u odgovor akutne faze i interakciju sa simbiontima.%!

Maltaza-glukoamilaza (MGAM) je membranski protein uklju¢en u metaboli¢ke procese
ugljikohidrata. Ima hidrolaznu aktivnost koja se sastoji u hidrolizi O-gliko spojeva.®*

Apolipoprotein E (APOE) ima mnoge funkcije, od kojih pojedine ukljuc¢uju vezanje beta-
amiloida, antioksidativnu aktivnost i prijenos kolesterola. Takoder negativno regulira odgovor
na upalu, prenosi signal preko duSikova oksida, pozitivho regulira endocitozu i sintezu
dusi¢nog (IT) oksida te je uklju¢en u odgovor na oksidativni stres.%

Glikozilfosfatidilinozitol specificna fosfolipaza D1 (GPLDI1) je, uz svoju enzimsku
aktivnost, pozitivni regulator apoptoze i citolize.%

Clan obitelji teskog lanca 4 inter-alfa-tripsinskog inhibitora (ITIH4) je endopeptidazni
inhibtor serinskog tipa. Ukljucen je u odgovor akutne faze, hijaluronski metaboli¢ni proces
(tzv. ,,heat shock” proteini) i odgovor na citokine.®

Apolipoprotein A4 (APOA4) je vazan sastojak HDL-a. Uz ostale ukljuen je u ove
procese: neposredan imunoloski odgovor u sluzi, leukocitna stanica-stanica adhezija,
uklanjanje superoksidnih radikala i metabolizam i transport retinoida.®

Alfa-2-makroglobulin (LOC47699) veze interleukin-1 i interleukin-8 proteaznim
vezanjem ovisnim o kalciju.™

Haptoglobulin (LOC479668) u plazmi veze 1 kombinira slobodni hemoglobin, Sto
omogucuje ,recikliranje” Zeljeza 1 sprjeCava oSteCenje bubrega. On je antioksdans, ima
antibakterijsku aktivnost te vaznu ulogu u uskladivanju odgovora akutne faze.%

Histidinom bogati glikoprotein (HRG) je inhibitor aktivnosti endopeptidaze cisteinskog
tipa. Sudjeluje u vezanju hema, cinka 1 imunoglobulina. Ukljucen je u antimikrobni imunosni
odgovor posredovan antimikrobnim peptidima. Takoder sudjeluje u citolizi u drugim
organizmima. Negativan je aktivator fibrinolize i skupljanja lamelipodija (stanice na barijeri
Krvi-limfa), a pozitivan procesa programirane stani¢ne smrti.%

Apolipoprotein B-100 (APOB) je protein ukljucen u prijenos kolesterola. Izmedu ostalog

ukljucen je u spermatogenezu, razvoj embrija, oplodnju, mobilnost repa spermija, prijenose,
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biosintezu i katabolicke procese lipoproteina, kao i odgovor na viruse i pozitivnu regulaciju
diferencijacije pjenastih stanica dobivenih od makrofaga.®*

Teski lanac 3 inter-alfa-tripsinskog inhibitora (ITIH3) je serinska endopeptidaza koja
inhibira hijaluronski metabolicki proces.*

Nekarakterizirani protein (JOP9J6) je dio IgA C regije IgA teSkog lanca. Radi se ili o
proteinu IGHAL ili IGHA2 koji zajedno grade IgA C regiju. Radi se o vrsti imunoglobulina

¢ija je funkcija vezanje antigena. On takoder sudjeluje u signalnim putevima receptora B

stanica, obrani od bakterija, imunoloSkom odgovoru i fagocitozi.

4.6. Rasprava o potencijalnim biomarkerima liSmanioze

Biomarkere opc¢enito, kao i biomarkere liSmanioze mozemo podjeliti na direktne i indirektne
markere.®* Kod direktnih markera, detekcija parazita provodi se identifikacijom odredenih
dijelova DNA i RNA parazita ili detekcijom antigena.®*% Indirektni biomarkeri dijele se na
markere povezane sa makrofagima, citokine, molekule na povrSini stanice i receptore koji
cirkuliraju, zatim proteine akutne faze, protutijela i ostale biomakere.%

Kada uzro¢nik liSmanioze dospije u organizam, na mjesto invazije masovno dolaze
fagociti. Fagociti imaju dva nacina djelovanja. Jedan je fagocitoza, a drugi je formiranje
neutrofilnih ekstracelularnih zamki (NET) 1 ispuStanje razlic¢itih mikrobioloSkih agensa kojim
hvataju 1 zaustavljaju Sirenje parazita. NET-ovi djeluju samo na pojedine uzrocnike
lismanioze.% Kako bi se uzro¢nici lismanioze razmnozavali trebaju prvo uéi u makrofag gdje
moraju biti stvoreni odredeni uvjeti, kao Sto su: smanjenje pH u fagolizosomima, povecana
izlozenost kisiku i reaktivnim molekulama dusika, intenzivna proteolitiCka ekstracelularna
aktivnost i gladovanje.®’

Kada promastigoti udu u makrofag, najprije se diferenciraju u amastigote, jer taj oblik
inhibira vezanje fagosoma s lizosomima makrofaga ¢ime nastaju fagolizosomi. Na taj nacin
paraziti izbjegavaju prvi imunoloski odgovor. Do pucanja makrofaga dolazi zbog fagocitoze.
NADPH oksidaza prenosi proton na molekulu kisika ¢ime nastaje nakoliko visoko reaktivnih
molekula kao §to su superoksidi, vodikovi peroksidi i hidroksil radikali.®’

No makrofag ima jo$ jedan obrambeni mehanizam koji se naziva vezikularno
zakiseljavanje zbog djelovanja protonske ATP-aze. Zakiseljavanje uzrokuje denaturaciju

proteina, $to €ini parazite podloznima kiseloj hidrolizi. Jo§ jedan obrambeni mehanizam je
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koristenje inducibilne sintaze duSikova oksida (iNOS). Ova vrsta duSikove sintaze je
zastupljena u makrofazima i uzrokuje oksidaciju L-arginina u citrulin i NO. NO je visoko
reaktivna mikrobicidna molekula.®

No paraziti su i1 za to pronasli rjeSenje. Kako bi se zastitili od lize stanice oni na povrSini
promastigota posjeduju lipofosfoglikane, a jo§ su i naucili kontrolirati proizvodnju NO tako
Sto kontroliraju omjer Thl i Th2 citokina imunosnog odgovara, eksprimiraju arginozu (koja
se natje¢e sa argininom) i nalaze se u stanju gladovanja.*®

Gore opisani mehanizmi olakSavaju grupiranje i objaSnjavaju funkciju potencijalnih
biomarkera za liSmaniozu, kao S§to povezuju ulogu NO i apolipoprotein E. Nadalje u
hijaluronskom metabolickom procesu sudjeluju ¢lan obitelji teSkog lanca 4 inter-alfa-
tripsinskog inhibitora (ITIH4) i teski lanac 3 inter-alfa-tripsinskog inhibitora (ITIH3).
Nastajanje iona superoksida reguliraju pentoksin i apolipoprotein A4. U citokinezi sudjeluju
pentoksin, ¢lan obitelji teskog lanca 4 inter-alfa-tripsinskog inhibitora (ITIH4) i alfa-2-
makroglobulin. U odgovoru akutne faze i odgovoru na infekciju sudjeluju: leucinom bogati
alfa-2-glikoprotein 1, ¢lan obitelji teSkog lanca 4 inter-alfa-tripsinskog inhibitora, fibronektin,
serumski amiloid A protein, apolipoprotein A4, haptoglobin, histidinom bogati glikoprotein,
apolipoprotein  B-100 i IGHA1 ili IGHA2 nekarakterizrani protein. Interakciju s
hemom/hemoglobiom imaju histidinom bogati glikoprotein i heptoglobin (anemija je
simptom liSmanioze). U procese fagociteze, endocitoze, apoptoze 1 slicne procese ukljuceni
su: fibronektin, pentaksin, sulfohidril oksidaza, apolipoprotein E, glikozilfosfatidilinozitol
specificna fosfolipaza D1, histidinom bogati glikoprotein, apolipoprotein B100 1 IGHAT ili
IGHAZ2 nekarakterizrani protein. U metabolizam kolesterola su ukljuéeni: serumski amiloid A
protein i apolipoproteini (E, A4 i B-100). Od svih navedenih potencijalnih biomarkera se
isti¢e maltoza-glukoamilaza koja je metabolicki membranski protein i na prvi pogled nema
veze s liSmaniozom.

U proteomskim istrazivanjima kao potenicijalni biomarkeri liSmanioze istrazivani su:
apolipoproteini (APO E, APO A-4, APO C-1 i APO C-2), a pri ¢emu je najznacajniji APO
A1,% proteini imunosnog odgovora i regulatori inducibilne sintaze dusikova oksida (Thl i
Th2), aktivnost araginoze, sintaze dusSikova oksida, proteina akutne faze izmedu ostaloga
pentaksina 1 fibronektina, razne molekule na stani¢noj povrSini 1 receptori, makrofagni

markeri i citokini.?*
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U studiji, djelomi¢no provedenoj u istom laboratoriju kao i ovaj rad, u Kojoj se pratio
proteom seruma pasa oboljelih od liSmanioze, prije i mjesec dana nakon tretiranja meglumin
antimonatom i alopurinolom, TMT-om obiljeZeni proteini kvantificirani su koriStenjem
podatkovno ovisne akvizicije. Kvantificirano je ukupno 90 proteina od kojih je 23 bilo
statisticki znacajno deregulirani i razmotrenikao potencijalni biomarkeri pracenja uspjesnosti
terapije. Od spomenutih 23 proteina, s rezultatima u ovom radu poklapaju se Cetiri
potencijalna biomakera: IgA C regije IgA teSkog lanca, alfa-2-makroglobulin, ¢lan obitelji
teskog lanca 4 inter-alfa-tripsinskog inhibitora i fibronektin,'® $to je vrlo zanimljivo jer se
koncentracije navedenih proteina mijenjaju tijekom invazije parazitom i progresije bolesti, ali
i kasnije u procesu lije¢enja same bolesti.

Od svih potencijalnih biomakera izdvajaju se dva potencijalna biomarkera: fibronektin i
histidnom bogati glikoprotein. Fibronektin je veliki protein izvanstani¢ne matrice. Ukljucen je
u proces endocitoze kod razliCitih fagocita. Smatra se da je ljustenje fibronektina dio
fizioloskog mehanizma kojim paraziti uzrokuju unutarstani¢énu destrukciju stanica nositelja.
Kod ljudi s visceralnom liSmaniozom zabiljeZeno je smanjenje koncentracije fibronektina,
koja se poveéa nakon lije¢enja u trajanju od 14 dana.’®® Nasi podaci dobiveni relativnom
kvantifikacijom spektromerijom masa bez prethodnog kemijskog obiljezavanja peptida
ukazuju da koncentracija fibronektina u serumima pasa s liSmaniozom raste tijekom bolesti u

odnosu na zdrave pse (Slika 12).
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Slika 12. Prikaz relativne koncetracije fibronektina kroz 10 analiziranih uzoraka dobiven

koriste¢i Spectronaut

Histidinom bogati glikoprotein je visoko zastupljen i dobro karakteriziran protein. Sadrzi
vise domena, §to mu omogucuje dobru interakciju s razli¢itim spojevima i molekulama. On je
negativan protein akutne faze, a cirkulirajuce razine su mu znacajno smanjene tijekom akutne
upale, dok mu se koncentracija zna¢ajno poveéa nakon uspjesnog tretmana. Ovo odgovara

prikazu na Slici 13.
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Slika 13. Prikaz relativne koncetracije histidinom bogata glikoproteina kroz 10

analiziranih uzorakadobiven koriste¢i Spectronaut
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§ 5. ZAKLJUCAK

Razvijena je metoda spektrometrije masa temeljena na podatkovno neovisnoj akviziciji za
identifikaciju potencijalnih serumskih biomarkera liSmanioze u pasa. Tom metodom je
analizirano deset uzoraka seruma pasa (od toga pet seroloski pozitivih, tj. bolesnih pasa i pet
seroloski negativnih, tj. zdravih pasa), pri ¢emu je koriStena spektralna knjiznica, koja je
sadrzavala 3223 peptida i 994 proteina, stvorena isklju¢ivo za ovu metodu. Nakon relativne
kvantifikacije, uz pomo¢ iRT peptida i analizom uz pomo¢ programa Spectronaut dobiveno je
16 potencijalnih biomarkera. Podatkovno neovisnha akvizicija pokazuje bolja svojstva za
otkrivanje biomarkera, posebno onih ¢ija se bioloska djelatnost ogleda u smanjenju
koncentracije, jer se pri ovoj vrsti akvizicije analiziraju svi peptidi koji se nadu u zadanom
rasponu masa. Prednost podatkovno neovisne akvizicije je identifikacija i kvantifikacija nisko
zastupljenih proteina bez prethodnog uklanjanja visoko zastupljenih proteina, odnosno
kompleksne pripreme uzorka.

Kod podatkovno ovisne akvizicije analiziraju se samo oni peptidi koji u spektru MS1
imaju najjaci intenzitet. Podatkovno neovisna akvizicija je reproducibilnija od podatkovno
ovisne akvizicije, a njezina najslabija tocka su spektralne knjiZnice koje se kreiraju od
podataka dobivenih podatkovno ovisnom analizom. Takoder valja napomenuti da postoje 1
metode podatkovno neovisne akvizicije koje ne koriste spektralne knjiznice, ve¢ ukljucuju
primjenu specijaliziranih racunalnih programa, ¢iji je glavni nedostatak relativno visoka
cijena.

Nadalje ako se peptid/protein ne nalazi u spektralnoj knjiZnici, taj peptid nece biti
detektiran. Kako se spektralne knjiZnice stvaraju iz podataka prikupljenih podatkovno
ovisnom akvizicijom, iz bioloskih uzoraka kao $to je plazma, potrebno je ukloniti visoko
zastupljene proteine, jer ¢e spektri podatkovno ovisne akvizicije sadrzavati samo informacije
o njima. Kako bi se izbjeglo navedeno i dobilo viSe spektara nisko zastupljenih proteina,
uzorak dobiven mijeSanjem svih seruma pasa obraden je setom ProteoMiner, nakon ¢ega su
provedene uzastopne mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi (C18 1 SCX), ¢ime se broj peptida i
proteina u spektralnoj knjiznici znacajno povecao. Slijedom toga, broj proteina u spektralnoj

knjiznici omogucava identifikaciju veceg broja proteina podatkovno neovisnom akvizicijom.
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Optimalan raspon masa (od 450 m/z-1100 m/z) za razvijenu metodu utvrden je na temelju
broja podudaranja peptidnih spektara (PSM) iz podatkvno ovisne analize. Odredena je Sirina
prozora od 25 Da kako bi se sacuvao dovoljan broj toCaka koje odreduju pik (osam) za
uspjesnu kvantifikaciju.

Nakon razvoja metode podatkovno neovisne akvizicije, provedena je relativna
kvantifikacija proteoma seruma deset pasa koriste¢i program Spectronaut. Statistickom
analizom utvrdeno je 16 proteinskih kandidata biomarkera liSmanioze u pasa s q vrijednosti
manjom od 0,05, pri ¢emu je, izmedu ostalih, tijekom bolesti povecana koncentacija
fibronektina, a smanjena koncentracija histidinom bogatog glikoproteina.

Genska ontologija znacajno dereguliranih proteina je pokazala da obzirom na njihove
funkcije gotovo svi (njih 15) dolaze u obzir kao potencijalni biomarkeri liSmanioze u pasa.
Neki od potencijalnih biomarkera sudjeluju u citokinezi, odgovoru akutne faze i odgovoru na
infekcije, zatim endocitozi, fagocitozi i apoptozi. Apolipoproteini i proteini akutne faze (od
kojih su neki utvrdeni u ovom istrazivanju) su u ranijim istrazivanjima proucavani kao
kandidati za biomarkere liSmanioze.

Od 16 potencijalnih biomarkera, prema literaturnim podacima te u ovom radu utvrdenoj
razlici u ekspresiji proteina u serumima seroloski pozitivnih i negativnih pasa, najizgledniji
kandidati za biomarkere su fibronektin i histidinom bogati glikoprotein. Dobiveni podaci
zahtijevaju daljnja istraZivanja 1 validaciju na ve¢em broju uzoraka.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da je podatkovno neovisna akvizicija pogodna

metoda za identifikaciju potencijalnih biomarkera iz seruma pasa.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

AGC - automatsko preuzimanje kontrole (engl. automatic gain control)

AIF - fragmentacija svih iona (engl. all-ion fragmetation)

Ambic - amonijev hidrogen-karbonat

AUC - podrucje ispod krivulje (engl. area under the curve)

BCA - bicinchoninska kiselina

BSA — albumin iz govedeg seruma

CAD, CID - kolizijom aktivirana disocijacija (engl. Collision Activated Dissociation)
CL — pseca lismanioza (engl. Canine leishmaniosi)

DC — istosmjerna struja

DDA - podatkovno ovisna akvizicija (engl. Data Dependent Acquisition)

DDT - 1,1,1-trikloro-2,2-di-(4klorofenil)etan

DIA - podatkovno neovisna akvizicija (engl. Data Independent Acquisition)

DTT - ditiotreitol

ECD - disocijacija hvatanjem elektrona(engl. Electron Capture Dissociation) i
ELISA - enzimska imunoanaliza (engl. Enzime-linked immunosorbent assey)

ESI — ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray lonization)

ETD - disocijacija prijenosom elektrona ( engl. Electron Transfer Dissociantion)

FC — promjena preklapanja (engl. Fold change)

FDR - frekvencija krivih pogodaka (engl. false discovery rate,)

FT—Fourierova transformacija (engl. Fourier transform)

GO — genska ontolgija (engl. Gene Ontology)

HCD - visokoenergetski CID (engl. Higher-energy Collision Dissociation)

HPLC — tekuc¢inska kromatogrfija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography)

HR/AM — uredaji koji mogu snimati na visokoj rezoluciji to¢ne masa (engl. High-resolution
accurate-mass)

HRM — hiper pracenje reakcija (fragmentiranja) (engl. hyper reaction monitoring)
IAA - jodoacetoamid

ICR —ionsko ciklotronska rezonancija (engl. lon Cyclotron Resonance)
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ICAT - izotopom kodirani afinitetni privjesak (engl. isotope-coded affinity tag)

IFAT — imunoflourescentni test protutijelima (engl. Immunoflourescence antibody test)

IRT — indeksirano vrijeme zadrZavanja

ISD - fragmentacija u izvoru (engl. In-source decay)

IT —ionska stupica

ITRAQ - izobarni privjesci za apsolutnu i relativnu kvantifikaciju (engl. Isobaric tags for
relative and absolute quantification)

LC — tekuc¢inska kromatorgrafija

LID - Laserski inducirana disocijacija, (engl. Laser-induced dissociation)

LIT — linearna ionska stupica

m/z — omjer mase i naboja

MALDI - matricom pomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem (engl. Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization)

MRM - pracenje visestrukih reakcija (fragmentiranja) (engl. Multiple reaction monitoring)
MS — spektrometrija masa

MS/MS — tandemna spektrometrija masa

MSX — multipleksiranje (DIA)

MudPit - multidimenzijsku tehnologiju identifikacije proteina (engl. Multidimensional protein
identification technology).

PAI - Indeks zastupljenosti proteina (engl. protein abundance index)

PAcIFC - akvizicija prekursora neovisna o broju iona (engl. Precursor acquisition
indenendent from ion count)

PCR — lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase chain reaction)

PMF - metoda otiska prsta (engl. peptide mass fingerprinting).

PRM - paralelno pracenje reakcija (fragmetiranja) (engl. Parallel reaction monitoring)

PSD - fragmentacija nakon izlaska iz izvora (engl. Post-source decay)

PSM - podudaranje peptidnih spektra (engl. peptide spectrum match )

Q - kvadrupol

QQQ - trostruki kvadrupol

RIA- radioimunoanaliza (engl. Radio immunolgical assey)

RT — vrijeme zadrZavanja

SCX —izmjena na jakim kationima
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SDS — natrijev dodicilsulfat

SILAC - izotopno obiljezavanje amino kiselinama u kulturi stanica (engl. stable isotope
labeling by amino acids in cell culture)

SILAM - izotopno obiljezavanje aminokiselinama kod sisavaca (engl. stabile isotope labeling
of animo acids in mammals)

SPE — Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid phase extraction)

SRM - Pradenje odabranih reakcija (fragmentiranja) (engl. Selected reaction monitoring).
SWATH-MS- sekvencionalna prozorska akvizicija cijelog teoretskog masenog spektra),
(engl. Sequential Windowed Acquisition of all Theoretical Mass Spectra)

TMT - tandemni maseni privjesak (engl. Tandem mass tag)

TOF — analizator vremena leta

uDIA — neusmjerena podatkovno neovisna akvizicija (engl. untargeted DIA)

UPLC - tekué¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti

UHPLC - tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti

VL — visceralna liSmanioza

XCorr — korelacijski rezultat krizanja (engl.cross correlation score)

XDIA — prosirena DIA (engl. extended DIA)

XIC - ekstrahirani ionski kromatogram (engl. extracted ion chromatogram)
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§8. DODATAK

Tablica D1. Odredena svojstva analizatora masa koji se mogu koristiti u proteomici- prvi

i 24
o Analizator Rezolucija Toc¢nost mase Osjetljivost
QIT 1000 100-1000 ppm pikomol
LTQ 2000 100-500 ppm femtomol
Q-9-Q 1,000 100- 1000 ppm atomol do femtomol
Q-g-LIT 2000 100- 500 ppm femtomol
TOF 10,000- 20,000 10-20 ppm? <5 ppmP femtomol
TOF-TOF 10,000- 20,000 10- 20 ppm?<5 ppm® femtomol
Q-g-TOF 10,000- 20,000 10-20 ppm? <5 ppmP femtomol
FT-ICR 50,000- 750,000 <2ppm femtomol
LTQ-Orbitrap 30,000- 100,000 < 5ppm femtomol

2 5 vanjskom kalibracijom, ® s unutarnjom kalibracijom

Tablica D2. Odredena svojstva analizatora masa koji se mogu koristiti u proteomici- drugi

i 224
ilr?alizator m/z raspon brzina snimanja MS/MS sposobnost | Najées¢i  upareni
ionksi izvor
QIT 50- 2000 ; umjerena Mmsna ESI
200- 4000
LTQ 50- 2000 ; brza Mmsna ESI
200- 4000
Q-0-Q 10 -4000 umjerena MS/MS ESI
Q-g-LIT 5-2800 brza msna ESI
TOF neograniten brza -[+P MALDI
TOF-TOF neogranic¢en brza MS/MS MALDI
Q-g-TOF neogranicen umjerena do brza MS/MS MALDI; ESI
FT-ICR 50- 2000 ; spora msna ESI; MALDI
200- 4000
LTQ-Orbitrap 50- 2000 ; umjerena do brza msna ESI; MALDI
200- 4000
an>2 do 13, b moguce ako dode do fragmetacije nakon izlaska iz izvora (PSD)
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XVi

Tablica D3. Najéescéa primjena analizatora u proteomici®*

Analizator Najc¢e§¢a primjena

QIT identifikacija proteina iz manje kompleksnih
uzoraka; identifikacija PTM

LTQ identifikacija kompleksnih peptidnih smjesa
upotrebom LC-MS", identifkacija PTM

Q-9-Q kvantifikcija primjenom SRM; detekcija
PTM u ionu prekursoru

Q-g-LIT kvantifikcija primjenom SRM; detekcija
PTM u ionu prekursoru

TOF identifikacija proteina dobivenih digestijom u
gelu

TOF-TOF identifikacija proteina dobivenih digestijom u
gelu

Q-g-TOF Identifikacija  proteina iz  kompleksnih
peptidnih matrica; analiza intaktnih proteina;
identifikacija PTM

FT-ICR proteomika odozgor nadolje; karakterizacija

PTM sa velikom to¢nosti izmjerene mase

LTQ-Orbitrap

proteomika odozgor nadolje; karakterizacija
PTM sa velikom to¢nosti izmjerene mase;
identifikacija 1 kvantifikacija petida iz

kompleksnih smjesa

Marin Popovié
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Tablica D4. Karakteristike akvizicijskih tehnika SRM, PRM i

sprektrometrije masa3

DIA kod tandemne

Karkteristike SRM PRM DIA
Akvizicijski mod usmjerena usmjerena globalna
Primarni intrument QqQ Q-Orbitrap Q-TOF/Q-Orbitrap
lonska transmisija Tip zrake Akumulacijski tip zraka/akumulacija
MS1 filter 0,7-1,2 m/z 1,4-2,0 m/z 2- cijeli m/z raspon
MS2 filter 0,7 m/z cijeli m/z raspon cijeli m/z raspon
Osijetljivost (LOD) Vrlo visoka Srednja Srednja- visoka

(= 10 amol) (= 1 fmol) (= 0,1 fmol)
To¢nost mase Umjerena Vrlo visoka Visoka

(50-300 ppm) (1-5 ppm) (5-10 ppm)
Rezolucijska mo¢ Niska Srednja-visoka Srednja

(3-5000) (17,5-140,000) (15-50,000)
Dinamicki raspon 4-5 log 3-4 log 4 log
Tip ionskog | Elektronski Mijerenje jakosti | Multikanalna ploc¢a/
detektroa multiplikator struje mjerenje jakosti

struje

Brzina (engl. rate) | >75 Hz 0,35-18 Hz 0,25-0,31 Hz
akvizicije podataka
Marin Popovié Diplomski rad
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Tablica D5. Programi i tipovi akvizicije®®

Ime programa Tip akvizicije Ekstrakcija
Skyline SRM, PRM, uDIA Usmjerena
OpenSWATH, Spectronaut, | uDIA Usmjerena
SWATH 2.0

DIA-Umpire ubDIA Neusmjerena
Group-DIA ubDIA Neusmjerena
MSPLIT—DIA ubDIA Neusmjerena
PECAN ubDIA Usmjerena
XDIA ubDIA -

PACIFIC ubDIA -

mapDIA SRM, PRM, uDIA -

TRIC ubDIA -

Msstats SRM, PRM, uDIA -

NOFI ranking SRM, PRM, uDIA -

Marin Popovié
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Tablica D6. Opis programa koristenih za analizu podataka dobivenih DIA-om3®

Ime programa

Opis

Skyline

Naknadna obrada, razvoj testova (assay), statisticki
testovi, kvantifikacija proteina iz preddefinranih

spektralnih knjiznica

OpenSWATH, Spectronaut, SWATH 2.0

Kvantifikacija proteina koriStenjem preddefiniranih

spektralnih knjiznica

DIA-Umpire Stvaranje pesudo-MS/MS spektara za identifikaciju
pretrazivanjem baza podataka, kvantifikcaija proteina
pomocu identifikacijskih brojeva (ID-s) iz pseudo-
MS/MS i postojecih knjiznica

Group-DIA Stvaranje pesudo-MS/MS spektara za identifikaciju
pretrazivanjem baza podataka, blagodati vise
akvizicija

MSPLIT-DIA Identifikacija  proteina  koriStenjem  postojecih
spektralnih knjiznica, spektralno spajanje

PECAN Peptidno-centriéni program koji procenjuje znacaj
prisutnosti odredenog peptida

XDIA Strategija skupljanja podataka i stvaranja pseudo
MS/MS spektra za identifikaciju pretragom baza
podataka koriste¢i podatke iz od-sredine-nadolje ETD-
a

PACIFIC Usmjerena fragmentacija 10 malih m/z prekursoskih
raspona koji prekrivanju 15 m/z ponovljena puno puta
da se prekrije cijeli maseni raspon prekursora

mapDIA Post-kvantifikacijsko filtriranje na razini fragmenta,
statistiCki testovi znacaja

TRIC Strategija automatiziranog poravnanja za
reproducibilnu kvantifikciju proteina

MSstats Post-kvantifikcijsi testovi znadaja

NoFI ranking Post-kvantifikacijsko ~ multivarijabilno filtriranje

fragmenata  bazirano na  ionskoj razini i

kromatografskim svojstvima

Marin Popovié
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Tablica D7. Koristeni instumenti i vrsta fragmetacije u razli¢itim pristupima DIA-e

10,37,54

Metoda Instrument Vrsta fragmentacije | Radni ciklus na
cijelom m/z
Originalna DIA lonska stupica CID ~35s
MSE QqTOF CID (i HCD) ~2s
PACIFIC lonska stupica CID ~3s-67
AlF Orbitrap CID (i HCD) ~25
XDIA ionska stupica-ETD- | ETD i CID neusporedivo
CAD
FT-ARM LTQ-FT CID ~5,45s -2
SWATH QqTOF CID ~3,2S
MSX Q-Orbitrap CID ~3,55s
pSMART Q-Orbitrap HCD ~20's
wiSIM DIA Q-Orbitrap-ionska HCD ~3,65s
stupica
Marin Popovié Diplomski rad
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Tablica D8. DIA metode- §irine prozora i raspon masa 10-37:86

Metoda Cikli¢ki mod MS1 izolacijska | Maseni raspon (m/z)
strategija
Originalna DIA Postepen; prozori Prozori od 10 m/z 400- 1400
MSE Izmjena LCD (MS1) i | Cijeli raspon masa 300- 2000
HCD (MS2)
PACIFIC Postepen; prozori Prozori od 2,5 m/z 400-1400
AlF Izmjena LCD (MS1) i | Cijeli raspon masa 200- 1600
HCD (MS2)
XDIA Postepen; prozori Prozori 20 m/z 400-1000
FT-ARM Postepen; prozori Prozori od 100 m/z ili | 500-1500
12 m/z
SWATH Postepen; prozori Prozori duljine 25 m/z | 400-1200
ili varijabilnog m/z
MSX Nasumican; prozori 5-prozora duljine 4 | 500-900
m/z po injektiranju
pSMART Postepen; prozori Prozori duljine 5m/z | za 400-800
Prozori duljine 10m/z | za 800-1000
Prozori duljine 20m/z | za 1000-1200
wiSIM DIA Postepen; prozori Prozori duljine 200Da | za 400-1000

Prozori duljine 12 Da
na prozore od 200 Da

Marin Popovié
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Tablica D9. Prednosti i nedostaci odabranih DIA metoda °*

Metoda Prednosti Nedostaci
MSE Jednostavna metoda Metoda ograni¢ena
Nije potrebno predznanje o | povezivanjem iona
uzorku prekursora S ionom
Zahtjeva minimalni razvoj | fragmentom.
metode Potrebna validacija peptida
Velik broj signala moguc¢ih | DDA metodama.
proteina Spojevi niskog intenzieta se
izgube u Sumi fragmenata
AlF Isto kao MSE samo nave¢em | Nema selekcije iona
dinamic¢kom rasponu i uz | prekursora.
vecu to¢nost mase. Tesko pracenje iona nisko
zastupljenih  spojeva zbog
koeulacije drugih iona.
SWTH-MS Pogodna za kompleksne | Peptidi se ne mogu direktno
uzorke; selektivnost | pretrazivati iz baze podataka
poboljsana uskim prozorima. | Potrebna validacija.
Velika koli¢ina podataka za
spremanje.
MSX Pogodna za kompleksne | Metoda  je kompromis

uzorke
Smanjena koli¢ina ,.kemijske
buke” 1 interferencije drugih

iona

izmedu kvalitete dobivenih

podataka i brzine snimanja.
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Tablica D10. Molekulska funkcija potencijalnih biomarkera prema genskoj ontologiji
molekularna funkcija broj proteina p-vrijednost
vezanje heparina 4 7,3-107
vezanje glikozaminoglikana 4 2,0-10™
regulacija aktivnosti 4 4,2-10™
peptidaza
transport lipida 3 2,7-10°
vezanje proteinskih 2 1,7-10
kompleksa
inhibicija enzima 3 2,610
aktivacija enzima 3 3,410
vezanje alkohola 2 4,3-10?
vezanje steroida 2 5,3-107
Tablica D11. Celularna lokalizacija potencijalnih biomarkera prema genskoj ontologiji
stani¢na lokalizacija broj proteina p-vrijednost
ekstracelularna vezikula 12 1,2-10®
krvna mikrodestica 6 3,8:-10°
lipoproteinska Cestica plazme 4 7,9-107
lipoproteinska Cestica bogata 3 6,410
trigliceridima
HDL 3 1,1-10*
LDL 2 4,4-10°
Marin Popovié Diplomski rad
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