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Abstrakt

V této bakalaiské praci je teoreticky popsan princip metody hmotnostni spektrometrie a
tandemové hmotnostni spektrometrie, vyuZiti metody v praxi a popis funk¢nosti jednotlivych
analyzatort.. Déle je uveden popis hmotnostniho spektra a algoritmy pro jeho analyzu. Prakticka cast
prace popisuje tvorbu analytického nastroje pro vyhodnocovani spekter a nasledné pouZiti tohoto
programového néstroje pro praktickou analyzu flavonoidnich slou¢enin, konkrétn¢ isoflavond.

Abstract

In this bachelor work, there is theoretically described the principle of mass spectometry and
tandem mass spectometry, usage the method in practices and description of functionality of separate
analysers. Next, there is also mentioned the description of mass spectrum and the algorithm to its
analysis. Practical part of the work describes the creation of analytic tool to evaluate spectrum and
following usage of this programming tool for the practical analysis of flavonoid compounds,
concretely isoflavonoid.
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1 Uvod

Biomedicinské inZenyrstvi a bioinformatika se v posledni dob& staly nedilnou soudasti
medicinského, biologického i technického vyzkumu. Spojenim téchto interdisciplinarnich oboru
dochazi kvelkému rozvoji pfedevS§im na poli lékaiském a piirodovédeckém, kdy mohou byt
hmotnostni spektrometry Kklasické i tandemové vyuZity k screeningu nemoci, zkoumani biologickych
latek a to jak zivo¢i$ného, tak i rostlinného ptvodu.

vvvvvv

v kombinaci s genetickym inZenyrstvim a vyzkumem, kde jsou hmotnostni spektrometry a tandemové
hmotnostni spektrometry vyuzivany k mapovani genomu a to nejen lidského.

Hmotnostni spektrometr je pristroj, ktery pomoci pomérné jednoduché detekéni metody
separuje urychlené Castice ve vakuu podle jejich hmotnosti pfi priichodu magnetickymi a elektrickymi
poli. Tandemovy hmotnostni spektrometr je vyuzivan piedevs8im k zisku protetickych dat, kdy jeho
princip spociva zejména v porovnani ziskané databaze s databazi vzorovou. Hodnoceni ziskanych
proteomi muze byt provedeno nékolika zpuisoby. V praci jsem se blize seznamila se dvéma témito
algoritmy, takzvané open-source, X!Tandem a OMSSA.

Flavonoidni slouceniny jsou latky rostlinného ptivodu. Déli se podle své chemické stavby do
nékolika skupin, z nichz pro ¢lovéka nejpiinosnéjsi, a proto i nejvyznamnéjsi jsou isoflavony. O
pusobeni téchto latek na lidské télo bylo napsano jiz mnoho odbornych publikaci a jejich pozitivni vliv

je tedy vice nez dobfe znam.

Ve své praci jsem méla za ukol vytvofit program, ktery dokazZe spektra ziskana v hmotnostnim
spektrometru z isoflavoni analyzovat a statisticky vyhodnotit. Tato analyza byla provedena
v programu Matlab a nasledné porovnani v MS Excel.



2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS) je fyzikalné-chemicka detek¢éni metoda, kterd vyuZiva separace
urychlenych ionizovanych ¢astic (iontdl) ve vakuu podle jejich hmotnosti pii jejich prichodu
magnetickymi a elektrickymi poli.

Metoda byla vyvinuta pocatkem 20. stoleti a plivodné byla vyuzivana zvlasteé ve fyzice a
chemii, mj. byly pomoci této metody objeveny stabilni izotopy prvkd.

Béhem poslednich dvaceti let se pouziti metody rozsifilo snad do vSech oblasti pfirodnich véd,
od geologie, ptes fyziku, astronomii a chemii k biologii, k analyze Zivotniho prostiedi, do farmacie,
mediciny. Nyni se s hmotnostni spektrometrii mizeme setkat bud’ piimo, napf. béhem osobnich
bezpecnostnich prohlidek na letistich, nebo alesponl nechténé zprostfedkované, kdy tato metoda je
pouzita napt. v 1ékafstvi (diagnostika nadorovych onemocnéni, metabolickych chorob atd.). Metoda je
nezastupitelnd pro kriminalisty (identifikace drog, detekce vybusnin, identifikace pachatelli zvlaste
nebezpetné trestné Cinnosti), je vyhradnim nastrojem antidopingovych Kkontrol, pouZiva se v
archeologii (datovani staii pfedméti) a geologii, v monitorovani kvality Zivotniho prostiedi, v
toxikologii, chemii (sledovani pribéhu chemickych reakci). Hmotnostni spektrometry jsou soucasti
vybavy vét§iny vesmirnych sond i nékteré specialni vojenské techniky.

Za vyvoj technik hmotnostni spektrometrie byly udéleny celkem 4 Nobelovy ceny za fyziku
nebo chemii (1906, 1922, 1990, 2002) a vyuziti této techniky bylo zasadni pro udéleni nejméné dvou
dalSich Nobelovych cen [1].

Hmotnostni spektrometrie je soucasti studia proteomu.

Obrazek 1: Hmotnostni spektrometr, THERMO FISHER LTQ Orbitrap XL [2]

2.1 Princip metody hmotnostni spektrometrie

Princip metody spoéiva v rozdéleni nabitych ¢&astic podle jejich molekulovych hmotnosti.
Hmotnostni spektrometr separuje nabité astice podle jejich mérného naboje m/z (m je hmotnost, z je
naboj) a umoznuje jejich stanoveni. Déle poskytuje tdaje o relativnim zastoupeni stejného m/z ve
smési iontl. Zaznam molekularnich a fragmentovanych iontt je charakteristicky pro danou latku
(protein) a dava cenné informace o jeji struktuie a na jeho zakladé lze vétSinou strukturu latky odvodit
nebo potvrdit. Hmotnostni spektrometrie je citlivd metoda a umoziuje analyzovat latky v mnozstvi az



10™ g [5]. V3echny tyto operace probihaji v uzavieném prostoru, kde je kontinuilné udrzovano
vakuum.

K identifikaci proteinu lze v zasad¢ vyuzit dva zakladni zpisoby: jednoduchd a tandemova
hmotnostni spektrometrie. U jednoduché MS je protein nastépen proteolytickym enzymem ne menSim
neZ peptidy, jejichz pifesné hmotnosti jsou pomoci MS zméfeny. Spektrum téchto hmotnosti je pak
porovnano s teoretickymi spektry, ktera jsou vypocitdna ze sekvenci proteint v dostupnych
databazich. Tandemova MS vyuZiva dvou jednoduchych hmotnostnich spektrometri spolupracujicich
v spolupracujicich v kooperaci (tandemu) [4].

2.2 Hmotnostni spektrometr
Metoda hmotnostni spektrometrie se realizuje na piistroji zvany hmotnostni spektrometr.

Hmotnostni spektrometr je iontové — optické zafizeni, jehoz zakladni obecné uspoiadani slozeno ze tii
hlavnich ¢asti (Obrazek 2):

e lontovy zdroj — $té€pi molekuly na ionty. (Elektronova ionizace —,tvrda“ technika, mékké
ionizacni techniky, viz nize)

e Hmotnostni analyzator — separuje ionty podle poméru m/z pti aplikaci elektromagnetického
pole. Ridi se Newtonovymi zakony a Lorenzovou silou. (viz nize)

o Detektor — poskytuje data pro vypoéet mnozstvi kazdého iontu, ktery na néj dopadne. (Druhy
detektori: elektronovy, fotonasobi¢, Faradayova klec).

Hmotnostni analyzator musi vzdy pracovat za vysoké hodnoty vakua, ta se lisi podle typu analyzatoru
v rozmezi 10 az 10™° Pa. Takto vysoka hodnota vakua je nutnd z ditvodu toho, Ze ionty musi mit
dostate¢né dlouhou stfedni drahu a nesmi dochazet ke koliznim srazkdm s neutralnimi atomy [3].

Hmotnostnich spektrometrti v soucasnosti existuje cela fada, jejich konkrétni typy casto

vznikaji kombinacemi specifickych zafizeni pouzitych pro iontovy zdroj a hmotnostni analyzator.

Vakuum
o lonizaéni .| Hmotnostni . - .
Vzorek > » . P Detektor »1 Analyza dat
metody analyzator

Obrazek 2: zZakladni schéma hmotnostniho spektrometru

2.3 lonizace

JelikoZ zkoumana latka musi byt pfevedena jako intaktni do plynné faze, vyuziti hmotnostni
spektrometrie pro analyzu proteini bylo umoznéno vyvojem "mékkych" ionizacnich technik
hmotnostni spektrometrie, kam se fadi optimalni techniky matrix laser desorption/ionization
(MALDI) a elektrospray ionization (ESI). Pro optimalni zpracovani rozli¢nych druhii latek je potieba
dalSi moZznosti ionizace. DalSi mozné techniky ionizace (jednd se predevsim o techniky tvrdé
ionizace)[6]:



e Naraz elektronii (EI) — tato technika se dnes jiz nedoporucuje, protoze zde ve skutecnosti
nedochazi k narazu elektronu do molekuly, ale pouze k ovlivnéni elektromagnetickych poli.

e Pisobeni elektrostatického pole (FI, FD).

e Chemicka ionizace (CI).

e Narazem rychlymi atomy nebo ionty (FAB).

e lonizace fotony.

e lonizace ®Cf.

2.4 ESI

Electrospray ionization (ionizace -elektrosprejem). Ioniza¢ni technika, kterd produkuje
vicenasobn¢ nabité ionty z proteini nebo peptidi. Metoda nevyzaduje piedchozi fragmentaci
(rozdé€leni zkoumané latky na mensi Castice). Ze zaznamt ESI spektra 1ze tak ziskat pfesné informace
0 molekulovych hmotnostech analyzovanych latek. Pti pouziti ESI techniky je mozné zvysit
fragmentaci aZ na jednotlivé ionty. Typicky lze pouzit napfiklad s iontovou pasti [7].

Roztok vzorkuje piivadén do iontového zdroje kapilarou, na kterou je pifivadéno elektrické
napéti fadové nékolika kV. Pfivod napéti je umoznén prostiednictvim pridavné kapaliny, kapalinovym
spojem s vlozZenou elektrodou nebo pifes pokoveny hrot kapilary. Druhy pol napéti je pfivadén na
elektrodu se vstupnim otvorem. Vlivem elektrického pole vznika sprej aerosolu pohybujici se smérem
ke vstupnimu otvoru a je tvofen nabitymi kapi¢kami rozpoustédla s analytem. Za atmosférického
tlaku, pfi pouziti protiproudu susiciho plynu nebo i bez néj, se rozpoustédlo odpafuje a prenosem
naboje vznikaji nabité ionty analytu, vstupujici pfes $térbiny diferencialniho pumpovani (sampler,
skimmer) do analyzatoru [8].

Pro ESI je typicky vznik vicenasobné¢ nabitych iontd; ve spektrech jsou pozorovany
charakteristické ,,obalky" piku pro jednotlivé analyty, odpovidajici iontim stejné latky s rdznym

n+ + +
nabojem. Vznikaji ptevazné vicenasobné nabité ionty [ABC+nH] , dale [ABC+Na] , [ABC+K] a v
nizkém rozsahu i fragmenty. Pfitomnost vice signalti od téhoZ analytu umoznuje presné urceni

molekulové hmotnosti ¢astice, klesa vSak citlivost metody v disledku celkové nizsich intenzit signald.
6
lonizace ESI je mékka ioniza¢ni technika umoznujici analyzu ¢astic o hmotnosti az 10 Da a patii,

spolu s MALDI, ke dvéma nejuzivanéj$im zptisobiim ionizace pro analyzu biopolymeri [9].

odpafovani rozpoustédla Coulombicka exploze
kovova kapildra
+
007 00 AN ©- s
+ +
O e . DY
O— 220 — QW — 7
+ + +_+ | 4

Tayloriv kuzel I
mnahanasobné ionty analytu
molekuly analytu nabita kapka

Obrazek 3: Princip metody ESI [10]



2.5 MALDI

Matrix assisted laser desorption/ionization (desorpce laserem za pfitomnosti matrice). Tato
metoda se pouZivd pro analyzu biomolekul a velkych organickych latek, které jsou nachylné
k fragmentaci pii ionizaci. Ke stanoveni vysSich molekulovych hmotnosti se pouziva spolecné
kombinaci s detektorem doby letu TOF (time-of-flight). Detektor umoziuje zméfit dobu priletu a z ni
lze vypoditat rychlost ¢astice. lonty analyzované latky jsou urychleny silnym elektrickym polem.
Zatizeni je tvoreno destickou s ter¢ikem, do kterého se aplikuje vzorek a matrice zpusobi jeho
krystalizaci (Obréazek 4).

Smés matrice a vzorku v pevném stavu a na vhodném nosici, napiiklad na nerezové desticce, je
zasaZzena nanosekundovym pulzem laseru. Matrice energii pulzu absorbuje ajeji rozklad ionizuje
molekuly vzorku. Touto ionizaci se rozumi adice kationtu (H*, Na®) ¢i aniontu na molekulu vzorku,
disociace H" z molekuly vzorku, vznik radikélu od$tépenim elektronu, popiipadé cilené rozkouskovéani
(vysokou energii laseru) molekuly vzorku aopét spojeni kouski. Ionty analyzované latky jsou
urychleny silnym elektrickym polem (25-30 kV) a ptes uzemnénou miizku vstupuji do vakua v trubici
detektoru letu, kde se pohybuji rychlosti danou jejich hmotnosti a nabojem. Zde se méti doba letu
¢astice, z niZ se pak vypocte pomér molekulové hmotnosti a naboje ¢astice.

Hmotnostni spektroskopie MALDI byla pivodné vyvinuta pro kvalitativni analyzu peptida
a bilkovin, avdak nyni se vyuZiva ipro analyzy nukleovych kyselin nebo nizkomolekularnich
organickych i anorganickych latek. Vyhodou je vysoka citlivost a rychlost méfeni [11].
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Obrézek 4: Schéma metody MALDI [12]
2.6 Hmotnostni analyzatory

2.6.1 Zzakladni funkce hmotnostniho analyzatoru:

e SlouZi k rozdéleni iontii podle jejich poméru m/z, kvalitu rozdéleni iontti vyjadiuje rozliSovaci
schopnost.

e Je umistén za iontovym zdrojem (neutralni molekuly jsou uz pfevedeny na ionty) a pred
detektorem (pied deteketi je tieba rozdélit ionty podle m/z ).

2.6.2 Zakladni typy hmotnostnich analyzatorii:

1. Magnetické analyzatory - v magnetickém (nebo elektrickém) poli dochazi k zakiiveni drahy
letu iontd.



2. Kvadrupolové a iontové pasti — separace nastava podle riizné stability oscilace iontt v dvoj-
nebo trojrozmérné kombinaci vysokofrekvenéniho stéidavého napéti.

3. Analyzatory doby letu TOF — urychlené ionty se v oblasti bez pole pohybuji riznou rychlosti
v zavislosti na hodnoté m/z (¢im mensi iont, tim rychlejsi doba letu). lonty jsou urychleny na
vstupu do analyzatoru a poté je zméfen cCas, za ktery ,,dolétnou k detektoru, ¢imz je urCena
hodnota jejich poméru m/z.

4. lontova cyklotronova rezonance ICR - separace nastava podle rizné absorpce energie pii
cyklonalnim (pohyb po kruhové draze s frekvenci o nepfimo umérnou m/z) pohybu iontd v
kombinovaném magnetickém a elektrickém poli.

2.7 Priprava vzorku pro MS

Me¢éieni molekulovych hmotnosti molekul (pfesnéji jejich riizné nabitych ionttl) ma vzdy nékolik krokt

[6]:

1. Pievedeni molekuly do plynné faze (vysoké vakuum), tim molekula ziska charakteristicky
néboj.

2. Urychleni iontu. Pomoci charakteru jeho pohybu uvnitt vakuového prostoru lze vypocitat
pom¢ér jeho hmotnosti a naboje.

3. Urceni parametri, které charakterizuji drahu iontu pomoci detektoru (viz bod 2).

4. Zpracovani signalu vychazejiciho z detektoru a vypoditani poméru hmotnosti a naboje
ptislusnych iontl (m/z) pomoci navazujiciho elektronického systému.

2.7.1 Priprava vzorku pro metodu MALDI

Pii této metodé je vzorek zkoumané latky ukotven na nerezové destiCce v neté¢kavé matrici
(kokrystalizace). Vhodna latka k pouziti je napiiklad kyselina nikotinova nebo kyselina 2,5 -
dihydroxybenzoova. Vzorek (1 mg/ml) se nanese v mnozstvi 0.5 ml na nerezovou desticku a necha se
vysusit. Pak se aplikuje 0.5 ml matrice a op€t se necha vysusit. Matrice se voli dle vzorku, G¢elem
pouziti je desorpce energie laseru. Desti¢ka se vlozi do pfistroje, zacili se laserovy paprsek (,,fire®),
transfer energie zplisobi ionizaci. Smerovany energeticky impuls poskytuje vysoké vytézky iontd
intaktniho analytu a je dosahnuto subpikomolérni sensitivity. Dodanim energie dojde k odpafeni
matrice, ktera se nachazi v nadbytku; v plynné fazi pak matrice nese analyt. Analyt je tak pfeveden do
plynné faze neptimo. Matrice je zaroven donorem ¢i akceptorem protonu, podle modu ionizace. Vibec
prvni byla kyselina nikotinova [13].

2.7.2 Ptiprava vzorku pro metodu ESI

Zpisob provedeni této metody spoc¢iva v tom, ze vzorek je rozpustén v t€kavém rozpoustédle a
rozpraSovan pomoci mikrostiikacky (kovova, sklenéna s kovovym pistem). Vznikne tak aerosol
drobnych kapicek, ktery je vysousen proudem suchého dusiku. Jak klesa velikost kapicky, tak roste
hustota naboje. Dojde k tzv. kulombické explozi, pii které se uvolni ionty, které odchazi do
spektrometru. Poté je vzorek disintegrovan na jednotlivé molekuly a ionizovan pfi velmi jemnych
podminkach. V idealnim ptipadé by vzorek mél byt rozpustén v Cistém rozpoustédle, u realnych
vzorkl biomakromolekul je n€kdy nutné zachovat pufry kvili stabilité, ale musi byt velmi zfedéné. U
ESI je velmi vyhodné pouziti napt. uhli¢itanu amonného. lonty z jinych pufrit mohou ve spektru
interferovat se studovanou latkou [13].



2.8 Vysledky MS

2.8.1 Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum zobrazuje zavislost Cetnosti vyskytu jednotlivych typti iontli na poméru
jejich hmotnosti a ndboje m/z. ProtoZe hodnoty absolutni intenzity iontd jsou ¢asto i fadové zavislé na
konkrétnim zplisobu méfeni, prevadi se Cetnost do normalizovaného tvaru (na relativni intenzitu
vyjadienou v %). Jednotlivé typy iontti s danym pomérem m/z jsou v grafickém zobrazeni spektra
viditelné jako ,peaky” (piky). Nejvyssimu piku ve spektru pak pfiislusi hodnota intenzity 100%
(Obréazek 5).
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Obréazek 5: Hmotnostni spektrum [14]

Soucasné metody identifikace proteinii vyuZzivaji obvykle hmotnostni spektra ziskana
»jednoduchou” MS nebo tandemovou MS/MS hmotnostni analyzou. V ptipad hmotnostni
spektrometrie jsou ,nastfihané" Casti proteinu (peptidy) ionizovany, ¢imz se z jejich neutralnich
molekul stavaji ionty, které jsou ndsledné zaznamenany ve vysledném spektru.

Z principu hmotnostni spektrometrie vyplyva, Ze neionizované peptidy se nemohou dostat k
detektoru a tudizZ nejsou zaznamenany.

Tandemova hmotnostni spektrometrie jde oproti MS analyze jesté o krok dale a pro kazdy typ
iontu vygeneruje hmotnostni spektrum jeho fragmentt. Pfi pouZiti této metody tedy neziskdme jedno

spektrum ionizovanych peptidi jako u MS analyzy, ale sadu fragmentovych spekter pro jednotlivé
typy ionti [14].

2.8.2 Ptesnost ur¢eni hmoty

Parametr hmotnostniho analyzatoru

1. Absolutni — udava se v Daltonech (Da), hodnoty 0.1 —0.0001

2. Relativni (méni se podle m/z) — udava se v % nebo ppm (parts per million), hodnoty
100 -0.1 ppm
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Vyjadfuje shodu mezi namétenou M/z,, 5.3 @ vypoctenou M/Z qreticka NOdNOtOU

2.8.3 Definice jednotky Dalton

Dalton je jednotka molekulové hmotnosti, jedna dvanéctina atomové hmotnosti uhliku 12C, 1
Da = 1,66.10-27 kg. Voda tedy ma molekulovou hmotnost 18 Da (molarni hmotnost 18 g/mol a
relativni molekulovou hmotnost 18). Jednotka Da (Casto se uZivaji ndsobky kDa, kilodalton).
Jednotka, ktera nezapadd do systému soustavy jednotek SI, je bé&Zné pouzivana pro vyjadieni
molekulové hmotnosti biomakromolekul [15].

2.9 Moznosti identifikace hmotnostnich spekter

Dilezitou soucasti pro analyzu latek hmotnostni spektrometrii je koneéné zpracovani
naméfenych dat. Data, ktera ziskdme z MS, jsou reprezentovana histogramy rozloZeni hmotnosti a
naboje dan¢ analyzované latky. Pfi analyzach bohatych smési latek (napf. proteiny a peptidy, nukleové
kyseliny) je nutné vzhledem k obsahlosti ziskanych dat pouzit k vyhodnocovani pocitaé. Ten je
schopny informace hromadit, uchovavat, analyzovat a hledat souvislosti mezi biologickymi daty
rychle a efektivné pomoci specializovaného softwaru.

2.9.1 Databazoveé vyhledavaci programy

Databéazové vyhledavaci programy pro identifikaci proteind z dat ziskanych MS vyuZivaji rtizné
druhy biologickych databazi. Pracuji na principu porovnavani vloZenych experimentalnich dat s
teoretickymi daty uloZzenymi v téchto databazich. Pokud dojde ke shodé porovnavanych dat na zakladé
urcitych kritérii, je protein nebo peptid identifikovan s uréitym skore a pravdépodobnosti a popsan na
vystupu z programu [16].

Na internetové adrese http://www.ionsource.com/links/programs.htm je uvetejnény piehled volné
dostupnych programt, které¢ umoznuji porovnavani a zpracovani naméienych hmotnostnich spekter.
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3 Tandemova hmotnostni spektrometrie

Tandemova hmotnostni spektrometrie je metoda, kterd podstatnym a dulezitym zplsobem
roz§ifuje moznosti klasické hmotnostni spektrometrie. Zahrnuje v sob¢€ vicenasobné kroky hmotnostni
analyzy, vétsinou formou fragmentace.

Tandemova hmotnostni spektrometrie ziskava v soucasné dobé diky bouflivému rozvoji
technologii pfevahu nad ,,jednoduchou® klasickou analyzou. Pro vyzkum sekvenci proteinii méa pak
obzvlasté velky vyznam, protoze misto jednoho spektra peptidovych iontl, nam umozni ziskat pro
kazdy peptid hmotnostni spektrum jeho fragmentu.

3.1 Princip metody TMS

Na rozdil od jednoduché MS, umoziiuje zvolit peptid, ktery je nasledné fragmentovan kolizi s
inertnim (neteénym) plynem. Profil vysledkd fragmentace (fragmentation pattern) poskytuje
¢astenou ¢i uplnou informaci o sekvenci proteinu, ktera je voditkem pro hledani shody s daty
uloZenymi v databazich.

3.2 Tandemovy hmotnostni spektrometr

Tandemovy hmotnostni spektrometr ma obvykle dva analyzatory oddélené kolizni komorou
(collision cell), ktera je vyplnéna inertnim plynem (napf. argon, xenon). Tandemova hmotnostni
analyza pak probiha ve 2 fazich.

V prvni fazi jsou vSechny ionty podle poméru m/z postupné vpoustény do kolizni komory, kde
dochazi ke kolizné¢ indukované disociaci (Collision Induced Dissociation, CID), tj. srazkam s
molekulami nete¢ného plynu a rozpadu iontd na fragmenty.

Ve druhé fazi jsou vSechny fragmenty daného typu iontu (uréeného pomérem m/z) opét podle
poméru m/z poustény k detektoru. Timto postupem ziskdme pro kazdy typ iontu hmotnostni spektrum
jeho fragmentt. (Obrazek 6).

(de)protonované separovany fragmenty daného typ fragmentu hm. spekira

i . 4 ! ! ro viechn
molekuly - ionty typ iontu typu iontu daného typu iontu Erpy lontd Y
ML ety i
A ke gHedE L1
smés | . . separace $¥% | separace 2
peptidd ionizace . -{Jf*- (miz) * fragmentace A (mlz) i::} detekce
i W 3iE
g
ESI MS1 _ MS2
MALDI (Quadrupole,...) kolizni komora (Time-Of-Flight,...)

Obrézek 6:Tandemova hmotnostni spektrometrie [10]

Ziskana MS/MS spektra obsahuji pouze fragmentové ionty vzniklé rozpadem daného typu iontu
a neobsahuji zadné nedistoty. Oba pouzité analyzatory mohou byt stejného typu (Quadrupole-
Quadrupole, TOF-TOF) nebo riuznych typt (Quadrupole-TOF tzv. QTOF), apod.

Moderni spektrometrické metody umoziuji nejen MS?, ale dokonce i MS" hmotnostni analyzu,
kde n < 10.

Hmotnostni spektrometrie miize byt tandemova v Case nebo prostoru. Napf. uvniti iontové pasti
probihéa izolace a nésledna aktivace a fragmentace v jednom misté. Je to tedy tandem v Case, kdy jsou
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napied nezadouci ionty vypuzeny, a potom jsou ionty s vhodnym m/z fragmentovany sraZzkami nejen
mezi sebou, ale i s atomy helia. Naproti tomu pii tandemu v prostoru dochazi k selekci, fragmentaci a
separaci v ruznych ¢astech hmotnostniho spektrometru. Ptikladem takovych spektrometri je TOF-
TOF. Ten je sloZzen ze dvou TOF analyzator, mezi nimiz je Kolizni cela. Zde v8ak maji ionty pii
fragmentacnich procesech vyssi energii, a proto jsou tyto procesy povazovany za vysoko energetickou
CID (ke fragmentaci Casto staci jen jedina srazka)[10].

3.3 Fragmenty spekter

V dne$ni dob€ pouzivané hmotnostni spektrometry umoznuji urceni hmotnosti peptidu ¢i
bilkoviny s velmi velkou piesnosti. AvSak ani ta obvykle nestaéi k jejich jednozna¢né identifikaci; i
kdyz pfesné¢ zméfena hmotnost mize u mensich peptidii odhalit celkové sloZeni, nevypovida nic o
kovalentni struktute peptidu. Tu lze zjistit sekvenovanim polypeptidu (<25 aminokyselin) pomoci
tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) tak, Ze peptidu, jehoz sekvenci chceme urcit, je
dodéna energie, ktera vyvola fragmentaci, a nasledn¢ je zméteno hmotnostni spektrum fragmenti.

Y3 Wz Iz Xz ¥z Iz %y ¥q Ip T
RIIG T TR2ZIOT TR0 R4
BT R RN R

HQN—(|3—1-C—H‘il—i-(_l,“—'rC—i-PTJ—;-(_l,“—i-C—;-[\lJ—;—(_lT—COOH
WEODRE D R T

a; by oy @ by o oa; by cs
Obréazek 7: Uréeni C- a N- konci peptidu [17]

ProtoZze vétSina peptidi a proteintl jsou linedrni polymery, pferusenim jediné kovalentni vazby v
fetézci vznikaji rizné typy iontd v zavislosti na misté preruseni peptidového fetézce. Tak vznikaji dvé
Castice, obsahujici N- a C-koncovou ¢&ast peptidu (Obrazek 7). K tomu, aby byla vznikla Castice
detekovana, musi nést nejméné jeden naboj. JestliZe je naboj zadrzen N-koncovou &asti peptidu, ion je
klasifikovéan jako a, b nebo c; je-li zadrZzen C-koncovou ¢asti, je ion klasifikovan jako X, y nebo z, a to
podle vazby, v niz dolo k fragmentaci. Cislo v dolnim indexu udava poéet aminokyselin ve fragmentu
(Obrézek 8).
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Obrazek 8: Klasifikace iontt [17]
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Pii fragmentaci muze dojit k pferuseni vice nez jedné peptidové vazby. Tim vznikaji tzv. interni
fragmenty. Zvlastnim typem internich fragmenti jsou immoniove ionty, které obsahuji pouze jedinou
aminokyselinu (Obrazek 9). Pfitomnost téchto iontt ve spektru jednozna¢né potvrzuje vyskyt dané
aminokyseliny v sekvenovaném peptidu.
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.
H.MN=C
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H

Obrazek 9: Immoniovy iont [17]

V soucasné dobé je nejéastéji pouzivana fragmentace peptidu metodou tzv. kolizi vyvolané
disociace (collision-induced dissociation, CID), a to zejména ve spojeni s trojitym kvadrup6lem nebo
TOF-TOF jako hmotnostnimi analyzatory. V pfipad¢ trojit¢ho kvadrupolu slouzi prvni kvadrupdl k
selekci peptidu, ktery chceme sekvenovat (prekursor, matetsky ion). Druhy kvadrupol je naplnén
inertnim plynem, nejcastéji argonem. Pfi srazkach iontti peptidu s molekulami kolizniho plynu dochéazi
k pfeméné kinetické energie na energii vnitini a tim k prasknuti nékteré vazby v peptidu. Hmotnosti
nabitych fragmentt jsou pak zméfeny tietim kvadrupolem. Podobné funguje TOF-TOF tandemovy
hmotnostni spektrometr, kde prvni TOF analyzétor vybira prekursové ionty, které vstupuji do kolizni
cely umisténé mezi TOF analyzatory, a spektrum fragmentt je méfeno druhym TOF analyzatorem.

CID se da pouzit i ve spojeni s kvadrup6lovu iontovou pasti. Nejprve dochazi k akumulaci
vSech iontl pfitomnych v méfeném vzorku v iontové pasti, poté dojde k vypuzeni iontd, jez nebudou
fragmentovany. Vnitini energii nutnou pro fragmentaci ziska iont pfi mnoha srazkach s plynem
pfitomnym v iontové pasti po ptivedeni rezonan¢niho potencialu na vstupni a vystupni elektrodu. Na
zavér jsou z iontové pasti vypuzeny iontové fragmenty a zaznamenano jejich hmotnostni spektrum.
Kterykoliv z fragmentd vznikly béhem MS/MS experimentu v iontové pasti miize byt znovu zachycen
v pasti, aktivovan, fragmentovan a muze byt zméfeno hmotnostni spektrum fragmentd tohoto
fragmentu; Tento proces muize byt opakovan, dokud se nedosdhne dobrého rozliSeni a tim i urceni
sekvence.

Fragmentaci molekul je vyvolana nejen kolizi jiz ionizovanych molekul s neutralnimi
molekulami, ale také vysokou excitaci analyzovanych molekul pfi samotné ionizaci; k rozpadu
molekuly na fragmenty tak dochazi jiZ v iontovém zdroji (In Source Decay, ISD). Timto zptisobem lze
analyzovat pouze Cistou latku (interpretace spekter, ve kterych by se vyskytovaly fragmenty nékolika
prekurzorti, by byla velice obtiznd). Pfi pouziti ESI Ize ISD dosahnout zvySenym napétim vloZzenym
na kapilaru, u MALDI zvySenym vykonem laseru.

Ptfi pouziti spektrometru na principu MALDI-TOF (Obréazek 10) se pro ziskani sekvence
peptidu vyuzivad rozpadu ionizovanych molekul prekurzoru v letové trubici jiz bez pfitomnosti
elektrického pole; k rozpadu iontd tedy dochazi az za zdrojem (post-source decay, PSD). Nutna je
vsak piitomnost iontového selektoru (iontova brana, ion gate, deflektor), ktery ze smési peptidi
(prekurzorit) vybere ten, jehoz sekvenci chceme urcit. K hmotnostni analyze fragmentl je dale tfeba,
aby MALDI-TOF spektrometr byl vybaven reflektorem, nebot' fragmentové ionty maji stejnou

v vy

hloubéji pronikne do reflektoru a tim del$i bude jeho doba letu k reflektorovému detektoru.
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Obrazek 10: Schéma sekvenovani peptidi spektrometrem MALDI-TOF [18]

Spektra, ziskand metodou PSD obsahuji ptfevazné a, b ay fragmenty a immoniové ionty
jednotlivych aminokyselin. Fragmentace v3ak nebyva (plng, jednotlivé série iontd jsou nekompletni a
tim je interpretace spekter pomérné obtizna. (Obrazek 11) [18].

31 W L L A M o F maodifikace

Obrazek 11: PSD MALDI-TOF spektrum peptidu [18]

3.4 Vysledky z MS/MS

3.4.1 Rozdil mezi vysledky z MS a MS/MS

Hmotnostni analyza (MS) je v podstaté separace iontii podle jejich m/z. Tandemové hmotnostni
spektrometry pouzivaji tohoto déleni jako piipravny nastroj k déleni iontd s ur¢itym m/z pro dalsi
analyzu. Tato dal$i analyza se provadi hmotnostnim tiéidénim vybranych iontd a stanovenim m/z
fragmentu iontt v druhé fazi celkové analyzy. Termin "tandemova hmotnostni spektrometrie™ odrazi
skute¢nost, Ze dva ionty v slozité smési by mély byt selektivné studovany v experimentu. Z vysledki
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je patrné to, ze konkrétni ionty ve slozité smesi mohou byt selektivné studovany v experimentu, ktery
poskytuje informace o struktuie iontd. V piipadé peptidu iontd, strukturalni informace je amino
kyselina dané sekvence peptidu. Obrazek (Obrazek 12) ilustruje tento postup pro charakterizaci jedné
hmotnosti peptidu, vybranych ionti v hmotnostnim spektru, které obsahuje nékolik peptida [19].
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Obrazek 12: Strukturni charakterizace hmotnosti vybraného iontu pomoci MS/MS [19]

3.5 Prehled moZnosti identifikace MS/MS dat

Nyni se budeme zabyvat programovymi moZnostmi identifikace ziskanych dat po vlastnim
fyzickém procesu rozpoznavani analytu. Data ziskand z MS/MS jsou reprezentovany histogramy
rozloZeni hmotnosti analyzované latky. Spektrum vyslednych relativnich molekulovych hmotnostni je
porovnano se soubory hmotnosti, které byly vytvoreny pocitatem z proteinti v proteinové databazi.

Existuje celd fada komercnich i volné dostupnych algoritmi, které byli vyvijeny od poloviny
devadesatych let a jejich vyvoj pokracuje i nyni. Tyto algoritmy se podle svych vlastnosti a podle
schopnosti rozpoznani déli do tfi zakladnich skupin.

3.5.1 ,,De Novo* peptidové sekvenovani

Metoda je zalozena na ptimém interpretovani tandemového hmotnostniho spektra, pro samotné
uréeni sekvence peptida vyuziva grafové algoritmy. Vyhodou této metody je to, Ze dokaze
identifikovat i sekvence, pro které se doposud nenaSlo misto v Zadné databazi. Nevyhodou je naopak
to, ze pocet feSeni mize byt velmi vysoky, protoze danému spektru mlze odpovidat mnoho
peptidovych sekvenci. Technika ,,De Novo* je v praxi proto velmi neefektivni a jeji bé&zné dostupné
implementace dovedou spravn¢ identifikovat méné nez 30% sekvenci [21].

Piehled nékolika znamych implementaci je uveden v nasledujici tabulce.

Tabulka 1: Prehled dostupnych implementaci pro metodu "De Novo"

Nazev Webova adresa
Lufetisk | http://www.hairyfatguy.com/lutefisk/
Peaks http://www.bioinformaticssolutions.com/products/peaks/index.php
Pepnovo | http://proteomics.bioprojects.org/Software/PepNovo.html
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Tyto implementace obvykle nevyuzivaji pfesnou hmotnost aminokyselin a ionttl, ale berou
ohled na chybovost a pracuji i s uréitymi odchylkami hodnot.

3.5.2 Identifikace s vyuZitim tagi

Metoda Identifikace svyuzitim tagi (Sequence Tag) se snazi kombinovat vyhody piimé
interpretace spektra a vyhledavani v databazich. Z daného spektra peptidu se nejprve podle vzdalenosti
pikii snazime vytipovat ¢ast sekvence (tag) a nasledn¢ provadime dohledani celych proteinovych
sekvenci v databazi. Pro definovani tagu miizeme vyuzit postupy zalozené na metodé ,,De Novo“ nebo
jej mizeme uréit i ,ruéné“ na zaklad¢é vizualni interpretace ¢asti sousedicich pika. Pravé kvali
snadnym manualnim Upravam, které mohou vyrazné zlepsit kvalitu vystupu, je tato metoda pomérné
populérni [22].

Piehled nékolika veiejné dostupnych webovych aplikaci podporujicich metodu Sequence Tag:

Tabulka 2: Ptehled dostupnych implementaci pro metodu "Sequence Tag"

Nazev Webov4 adresa
Mascot http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
http://www.narrador.embl-
PeptideSearch heidelberg.de/GroupPages/PageL ink/peptidesearchpage.html
ProteinProspector
MS-Seq http://prospector.ucsf.edu/

3.5.3 Metoda fragmentového mapovani

Pii pouziti metody fragmentového mapovani (Peptide Fragment Fingerprinting, PFF) se
porovnava experimentalni spektrum peptidi s teoretickymi spektry generovanymi z databaze
proteinovych sekvenci. ProtoZe misto jednoho spektra je k dispozici cela sadu fragmentovych spekter,
je identifikace timto zpisobem mnohem piesn&jsi. Cim vice spekter se podafi sparovat, tim je

wervr

V soucasné dobé existuje fada aplikaci vyuzivajicich pro identifikaci peptida neinterpretovana
tandemova spektra. Zakladni vlastnosti jsou uvedeny v piiloze (Pfiloha 1).

3.6 X!Tandem

veve

“open source” program, ktery byl optimalizovan k pouZiti na méné vykonnych vypocetnich zdrojich.
Kod byl vytvoten v programovacim jazyce C++ pomoci ,,Standard Template Library“.

Pro X!Tandem je velmi dualezity pfedpoklad:

»Pro kazdy identifikovatelny protein v piivodni smési proteinii, bude existovat alespon jeden
Zjistitelny peptidovy list (tryptic peptid) s nulovym nebo jednim vynechanym mistem Steépeni.**

Rafinované nebo sekundarni analyzy vyvozujici bilkovinné polozky jsou pak podrobng&ji
analyzovéany (podobné jako chyba, ktera je tolerantni k vyhledavani) s pfihlédnutim k nespecifické
hydrolyze a / nebo k PTMs.
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Sadu tiid, které plni tyto tkoly, tvoii:

1. ¢&teni XML vstupni parametrt souboru,

2. cCteni bilkovin z FASTA soubori

3. ¢teni MS/MS spekter v béznych formatech ASCII (DTA, PKL, MGF),

4. stav MS/MS spektra k odstranéni Sumu a spole¢nych artefakt,

5. peptid se sekvenci je podroben procesu $tépeni ¢inidla, post- transla¢nich a
chemickych zmén,

6. sekvence peptidu skore,

7. vytvofit vystupni XML soubor, ktery zachyti nejlepsi bodovani sekvence a

nekteré statistické rozde€leni diilezité pro bodovani procesu.

X! Tandem je vice-vlaknovy program, ktery vyuZivd moZnosti nasobeni procesoru do jediného
pocitace. Pocet upravenych vlaken Ize jednoduSe zménit v parametru vstupniho XML souboru v
zavislosti na hardwarovych prostiedcich, které jsou k dispozici. Vétsi hmotnostni spektra jsou
rozdéleny na clusteru tak, aby rychlost zpracovani velkého MS/MS datového souboru nebyla
zmen3ena. V posledni dobé byl upraven XITandem kod tak, aby byly skérovany nové funkce, které
maji byt zapojeny s cilem usnadnit bodovani piistupy.

Aktualni verze X!Tandem bodovani funkce poéitd pocet bodli na zakladé dot-produkt mezi
teoretickym (pouze b a y ionty) a experimentalnim tandemovym hmotnostnim spektry. Skore je
nasledné pteveden do ocekavané hodnoty (E-value,E-hodnota). E-hodnota piedstavuje pocet peptida v
databézi, u kterych se oc¢ekava, ze dosahne tohoto skore sam nahodné (nahodné shody). Poté plati
nasledujici pravidlo:

,Cim niz8i hodnota E-value, tim vyraznéjsi skore.*

E-hodnota se ziska pii sbéru statistickych udaji pfi vyhledavani pro odhad distribuce. U této
distribuce se piedpoklada, Ze je hypergeometrickd, coz je diskrétni rozdéleni pravdépodobnosti a proto
muze byt vysoka E-hodnota bodovani peptida ziskana extrapolaci.

Vyhodou X!Tandemu je jeho rychlost, v nasobcich je piiblizné 200x rychlejsi pro blize
nespecifikované vyhledavani a cca 1000x rychlejsi pro specifické (napiiklad pro oxidaci). DalSi
vyhody jsou schopnosti pracovat i se semi-tryptidovymi peptidy a polymorfnimi sekvencemi.
X!Tandem také vyuziva ohodnoceni (skore) zaloZzené na pravdépodobnosti odhadu spravného
vysledku.

Soucasna omezeni algoritmu X!Tandem je neschopnost vyhledavat vice zmén na stejném
zbytku kyseliny (napt. methyl-a dimethyl arginin) [20].

3.6.1 Pracovni postup
X!Tandem Workflow. X!Tandem porovnava kazdé spektrum se vSemi moznymi kandidaty

peptidu, které jsou uloZeny v databazi proteinti.

Pred samotnym pocatkem vyhledavani jsou sekvence proteind rozbaleny do peptidovych listt
(peptide tryptic) a pro kazdé ionty tohoto peptidu je vypoétena hmotnost jejich fragmenti. Tyto potom
vytvareji sestrojené MS charakteristické spektrum hmotnosti, nazyvajici se mass fingerprint, nebo
peptidova mapa konkrétniho peptidu, ktery je méten [20].
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Srovnavaci proces je pomoci programu X!Tandem rozdéleny do dvou krokt sekvence:

1. Zpristupnéni kompletni databaze spekter proteint, kterd umoziuje témef okamzité
vylouc€eni neshodnych sekvenci a urceni sady proteinti jako moznych kandidatu.
2. Na kandidatech se provadi tzv. ¢isté hledani a identifikace.

Pracovni tok (workflow) algoritmu mtzeme shrnout do nasledujici posloupnosti (Obrazek 13):

Rozsifené hledani

Rychla identifikace Vytvorfeni databaze o L o
. . ; P modifikace peptidd v
proteinu z jednoho jen rozpoznanych : . .
. e e identifikovanych
nebo vice peptidl peptidl

proteinech z databaze

Obréazek 13: Pracovni tok algoritmu

3.6.2 Schéma skdrovani algoritmu X!Tandem

X! Tandem porovnava odpovidajici ziskana MS / MS spektra s modelovym (vzorovym)
MS/MS spektrem na zakladé peptidi v databazi bilkovin. Modelova (vzorova) spektra jsou velmi
jednoducha, tzn., jsou zalozena na pfitomnosti ¢i nepfitomnosti piku iontd (konkrétné pro typ iontd
”yu a "bn).

100% O

PP LT
0% PP R ) N Y A I | O P

Obréazek 14: Srovnani hmotnostnich spekter [26]

V Gvahu jsou brany pouze odpovidajici spektralni $pi¢ky (oznacené na obrazku). Jakékoli
vrcholy, které se neshoduji, a to bud’ modelové, nebo ziskanym spektrem, nejsou pouzivany.

Ziskané spektrum je zjednoduSeno pouze na ty vrcholy, které jsou podobné vrcholim
v modelovém (vzoroveém) spektru.

Predbézné hodnoceni Sy, (skore) je vysledek skalarniho soucinu zméfeného a modelového
(vzorového) spektra. Po provedené filtraci viech srovnanych spekter se intenzity piekryvajicich se
pikt iont sumuji.
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Sy =2i=oli " P; 1)

kde ,,S,,,* je predbézné skére, ,l;“ je intenzita naméfeného iontu reprezentovanym pikem
v grafu a ,,P;* je absence (0), nebo presence (1) vzorového piku.

Hyper-skore oznacuje upravené hodnoceni shody v X!Tandemu. Pfedbézné skore se upravuje
vynasobenim N!, faktoriadl pro pocet ,,b* a ,,y* méfenych iontl. Pouziti faktoridlu je zaloZen na
hypergeometrickém rozdéleni. Hyper-skore se vyjadiuje pomoci pismene H.

H = (Xioli * P) * Ny! * N, ! )

kde ,,N,* je pocet ,,b* iontt, ,,N),“ je pocet ,,y* iontt, ,,[;* je intenzita (velikost) i-tého piku, ,,P;"
je pravdépodobnost vyskytu i-tého piku, ta se pohybuje v rozsahu <0,1>.

3.6.3 Histogram hyper-skére

Dalsi krok X!Tandemu spociva ve vytvoreni histogramu hyper-skore vSech spekter peptidi v
databazi, ktera by mohla odpovidat této databazi kandidatt (Obrazek 15). X!Tandem piedpoklada, ze
peptid s nejvysSim hyper-skore je jediny spravny (a stimto bude déale pracovat) a vSechny ostatni
s mendim skore jsou nespravné (nevyznamne).

Nespravny
vysledek

N\
e
=4
T -
@
® 30 +
<
20 +
3+ “»
* &
10 +
s *y
D X M
0 20 40 60 \B?-} 100
Hyper-skdre

Obrazek 15: Vybér hyper-skore [26]
Nésledujicim krokem je transformace tdaji v pravé ¢asti histogramu (barevna Cast grafu)

aplikaci logaritmu na ptimku (Obrdzek 16). P¥imku tvoii ofekavané vysledky ze statistického
argumentu, které dokazuji, Ze nespravné vysledky jsou nahodné.
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Obrazek 16: Uréeni hranice statistické vyznamnosti H [26]

X!Tandem tedy spravné piedpoklada, ze nejvyssi hyper-skore je jediny mozny sprévny
vysledek nalezeni shody (match) a tim urceni proteinu. Tento vysledek je vyznamny, jestlize je vétsi
nez bod, ve kterém se ptimka protina s nulovou osou y a logaritmus vysledki hyper-skore je roven
nule. Jaké&koli hyper-skore vétsi nez toto jsou nepravdépodobné tomu, Ze vznikla nahodou [26].

3.6.4 Vypocet pravdépodobnostniho koeficientu shody (E-value)

E-value je parametr, ktery popisuje, jaky pocet piistupi lze ,,oéekavat®, aby byla rozpoznana
nahoda pii prohledavani databaze o urcité velikosti. Klesa exponencialné se skore (S), které je
ptifazeno ke shodé (match) mezi dvéma sekvencemi. E-value v podstaté popisuje ndhodny Sum
pozadi, ktera existuje pro shodu mezi sekvencemi. KdyZ je k hitim piitazena hodnota E-value ,,1“, lze
oc¢ekavat, Ze v databazi dané velikosti, se vyskytuje shoda sekvenci s podobnym skore jen nahodou.
To znamena, ze ¢im niz8i je E-value, nebo je bliz k ,,0“, tim vySsi je vyznam této shody. Je vSak
dulezité si uvédomit, ze vyhledavani v kratkych sekvencich muze byt prakticky identické a ma
relativné vysoké E-value. Je to proto, Ze vypocet E-value také bere v Uvahu dotaz na délku sekvence,
protoze kratsi sekvence maji vysokou pravdépodobnost toho, Ze se vyskytuji v databazi ¢isté nahodou.
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Obrazek 17: Grafické uréeni E-value [26]

Vypocet pravdépodobnostniho koeficientu shody (expectation value) vzorového peptidu (jeho
spektra) s peptidem z namétenych hodnot (jeho spektra)je nejpouzivanéjsi metodou X!Tandemu.

Ze vsech hodnocenych spekter je pro kazdy peptid vypocitany histogram hyperskore. Nejvice
hodnocend spektra jsou pak shodna a validni. Do ndhodnych shod jsou pak zahrnuta ostatni spektra.
Vyjadiuje pravdépodobnost validniho skore, tzn. pravdépodobnost, ze skore je nahodné a odvozeno
z logaritmicko-linearni extrapolace pravé casti distribuce hodnot. Nasobenim této hodnoty poctem
hodnocenych sekvenci udava hodnotu ohodnoceni (expected number). V této hodnoté je zahrnut
peptidovy list a dana sada spekter. Jakmile je uréeno peptidové slozeni, X!Tandem ptechazi k uréeni
proteinu. To je zalozeno na poctu spravné urCenych peptidi ,,n* (hits) v proteinu a jejich
partikularnich ohodnoceni ;.

Rovnice je bayesovsky model pro proteiny se shodami o riznych hodnotach
pravdépodobnosti. Prvni dva vztahy vrovnici popisuji pravdépodobnost nahodného pivodu
hmotnostnich spekter.

Zé&kladem je generovani hmotnostniho spektra ,,s*“. Jestli je proteinova sekvence, kterd je
usuzovana z ,,n“ peptidovych sekvenci (jedine¢nych), kazda obdrzi hodnotu pravdépodobnosti ,.e;".
Vypoétena hodnota pravdépodobnosti celkové shody (expectation) pro hledany protein je oznacena Er
a je vypocitana jako:

Er= () (B2 (s e) ®

£ = (53 65) (5e) - (i) @

Kde vyznam jednotlivych ¢lent rovnice je nésledujici:
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o E je celkova pravdépodobnost shody pro analyzovany protein.

* g je pravdépodobnost shody pro j-tou sekvenci.

o Nn* je celkovy pocet jedine¢nych sekvenci.

o ,5“ je spektrum molekulovych hmotnosti (pofadi v sad¢ dat).

o N je pocet peptidovych sekvenci nalezenych peptidi (jedine¢nych)
o ¢ je index poradi.

o je index poradi.

o B je normalizovany pocet peptidu.

Hodnota £ se pohybuje v intervalu <0,1> a je vypoctena ze vztahu:

B =

N

celkovy pocet peptidi v uvaZovaném proteomu

[-] ()

Na celkovy vysledek pravdépodobnostni shody ,,E“ pro protein, maji vliv dil¢i hodnoty
pravdépodobnosti shody pro jednotlivé peptidy ,.e;“, Z nichZ se protein skladd. Hodnoty peptidii jsou
kombinované jednoduchym Bayesovskym modelem pro klasickou pravdépodobnost. Ve specialnim
piipadé, kdy je pozorovany jen jeden peptid, se vzorec zjednodusi na tvar:

ET =e1 (6)

Hodnota expectation (Er) tedy vyjadiuje to, jak nepravdépodobné je vysledné hyperskore pro cely
protein (¢im nizsi, tim lepsi). Cim je hodnota expectation vyssi, tim je vét§i moznost, Ze nahodny.
X!Tandem spo&ita hodnotu Er pomoci extrapolace pfimky logaritmu histogramu. Cim vys§i hodnota
expectation, tim se da méné vé&fit vypodtenému hyperskore. Zadané jsou tedy proteiny s nizkou
hodnotou expectation [27].

3.6.5 Binomické rozlozeni

Vypocet o¢ekavané hodnoty bilkovin z o¢ekavanych hodnot peptida v X!Tandem

Na rozdil od n&kterych piedchozich generaci vyhledavacich algoritmi, v§echny série X! pocitaji
statistické hodnoty pro vSechna jednotliva spektra ze sekvence pomoci sefazeni. Dale spojuji sefazeni
vSech peptidit do souboru tdaji do znamych sekvenci bilkovin a pfitazuji jim statistickou jistotu, Ze
toto kompletovani a vyrovnani je nenahodné.

Piedpokladame, Ze experimenty piinesly s hmotnostnich spekter. Jestlize proteinové sekvence
jsou odvozeny z pozorovani n unikatnich peptidovych sekvenci, z nichZ kazdy méa pfifazenou
oc¢ekavanou hodnotu e;, pak o¢ekavana hodnota pro bilkoviny Egr, je dana vzorcem:

Epro = (F52—) x (M1 ) x (I 0=2) v

syn—1

kde N je peptidova sekvence skorovani v n nalezenych unikatnich peptidech, g = Nl/(celkovy pocet
peptidli v posuzovaném proteomu).

Ve vyjime¢ném piipadé, kdy byl pozorovan pouze jeden peptid Eyr, = €1 [30]

Hodnota expectation (E,r) vyjadiuje nepravdépodobnost vysledného hyperskére pro cely protein. Cim

M

je tato hodnota nizsi (mensi), tim je zmen3ena moznost, ze je nahodny. Hodnota E,, je v programu
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X!Tandem vypoditina pomoci extrapolace piimky logaritmu histogramu. Zadané jsou proteiny
s nizkou hodnotou expectation [31].

3.7 OMSSA

wen e

source* vyhledavaci algoritmus, ktery byl vyvinut v National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

OMSSA muze byt pouzita bud’ online, s omezenim velikosti pfedlozenych vstupnich dat, nebo
ji 1ze stahnout a nainstalovat lokalné na Windows, Mac OS X nebo Linuxu. Vyhledavaci algoritmus
byl nedavno pouZit jako primarni nastroj pro identifikaci charakterizujici lidského slinného proteomu
[20].

Velké mnozstvi MS/MS spekter peptidi ziskanych pomoci proteomickych experimentl
vyzaduje efektivni, citlivé a specifické algoritmy pro identifikaci peptidd. OMSSA vypocitava
specifi¢nost klasickym pravdépodobnostnim skore pomoci explicitniho modelu pro odpovidajici
experimentalni spektra se sekvenci.

OMSSA je unikatni svym pouzitim klasického testovani hypotéz na zékladé vyslovného modelu
odpovidajici statistiky, typu statistickych modeld pouzivanych v BLAST. Vzhledem k velkému poctu
ziskanych spekter ve vysoce propustné (vykonné) proteomice, je manualni interpretace neprakticka, a
proto je dulezité, aby shody (match) téchto algoritmt skorovaly s prahem nebo prahy, které umoziuji
nékolik falesnych vysledkd. Pravdépodobnost vyrovnani umoznuje, aby takové limity, které maji byt
stanoveny z hlediska poctu faleSnych vysledkti, mély povoleno vést k vyvoji n€kolika statisticky
vyhodnocenych algoritmt vedle stdvajicich na zdkladé pravdépodobnosti vyhledavacich algoritma.

OMSSA se pokousi vytvofit rychly vyhleddvaci algoritmus, jehoz vysledky jsou skérovany za
pouziti klasického statistického modelu, pomoci predpokladi prevzatych pfimo od experimentalniho
nastaveni a umoznuje experimentalni Sum.

3.7.1 Pracovni tok algoritmu OMSSA

Algoritmus OMSSA pracuje podle nasledujiciho vyvojového diagramu (Obrazek 18).
Jednotlivé bloky v diagramu jsou popsany dale. Pro snadn&jsi popis algoritmu pouzijeme tfi teoretické
produkty iontd.

Urc¢eni naboje

MS/MS spektra casto neobsahuji experimentalné urcend spektra z citlivostnich davodu.
Nicméné zjisténi mozného prekurzoru naboje spektra je nezbytné, protoze OMSSA vybira teoretické
peptidy z knihovny sekvenci tim, Ze je porovna s neutralni hmotnosti prekurzoru. K tomu také
OMSSA urcuje, zda je nebo neni dany prekurzor prvniho naboje, tim Ze spocita pocet pikd nad
prekurzorem z hodnoty m/z.
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Obrazek 18: Vyvojovy diagram algoritmu
Filtrace Sumu

Experimentalni spektra mohou obsahovat zna¢né mnozstvi Sumu, které muze mit za nasledek
nahodné shody (matches), které vyzaduji algoritmus pro odstranéni pikt Sumu bez odstranéni piki
signalu.

Kroky filtrace Sumu:

e Algoritmus OMSSA pted vstupnimi procesy predpoklada odstranéni vrcholi spektra,
které predstavujici pozadi. Vrcholy by mély byt odstranény, pokud jejich mira je nizsi
nez 2,5% maximalni intenzity. (Tato hodnota je uZivatelsky nastavitelnd a dynamicky
se meni v posledni ¢asti algoritmu.)

o Nasledné kroky zahrnuji odstranéni veSkerych piki, které nejsou povazovany za
monoizotopické, nebo piky, které jsou pfili§ blizko nejéastéjsim pikam [20]. Toho je
dosazeno tim, ze piky jsou zkoumany v pofadi podle intenzity a jsou odstranény
vrcholy, které jsou v rozmezi 0 - 2 Da z hodnoty m/z piku zkoumaného.

e Poslednim krokem v hluku filtru je odfiltrovat vrcholy, které jsou piilis blizko u sebe.

Vypocet a porovnani s prekurzorem hmotnosti

Prvni srovnani je provedeno mezi experimentalnim spektrem a knihovnou hledani pofadi, tim
Ze jsou porovnany naméfené prekurzory a hmotnosti jsou stanoveny vypoétem in silico. Pokud je
shoda v toleranci, kterou stanovil uZivatel, algoritmus postupuje do dal$iho kroku, jinak jsou vybrany
dalSi peptidové sekvence z databaze a srovnany s prekurzorem hmotnosti. Vypocet teoretické
hmotnosti peptidu umoziuje minout vystiih, zmény hmotnosti aminokyselin a variabilni Upravy
hmotnosti aminokyselin, kde "proménna" znamena, ze hmotnosti jsou vypocteny s modifikaci a bez
modifikace. Tento krok je vypocetné nejnarocné&jsi [29].

V zajmu urychleni algoritmu, se pro vypocet pouziva nékolik strategii:
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1. Vypocet je proveden pomoci celych c¢isel. NavySeni hodnoty mize byt upraveno
uzivatelem ve zdrojovem kddu.

2. Databaze sekvenci je ukladana do paméti, aby mohlo dojit k rychlému nacitani
sekvence do procesoru.

3. Spektra vyhledavani jsou tfidény a indexovany podle prekurzoru hmotnost, aby se
zabranilo zbyte¢nému srovnani.

Vypocet hmotnostniho Zeb¥icku

Jestlize hmotnost prekurzoru odpovidd hmotnosti vypoétené, teoretické hodnoty m/z iontu jsou
vypolteny z databaze peptidi, aby mohlo dojit k srovnadni shodnotami m/z- odvozenymi z
experimentalniho spektra. B a y iontové fady prvniho vzorku jsou vypocltené z naboje 1. a 2.
prekurzoru iontt. B a y iontové fady druhého vzorku jsou vypocitany z naboje 3. prekurzoru ionta.

Srovnani hmotnostnich Zeb¥i¢kua

K nalezeni hitd srovnava algoritmus OMSSA vypoctené hmotnostni zebticky s hmotnostnimi
zebricky z experimentalnich spekter pomoci hmotnostni tolerance, kterou nastavuje uZivatel. Oba
hmotnostni zebticky jsou fazeny podle hodnoty m/z. Je-li experimentalni hodnota poméru m/z pouZita
pii shodé mezi danou experimentalni hmotnosti Zebficku a vypoétenou hmotnosti Zebiicku, jiz se
nebere v potaz v dalSich iontovych fadach, napi. odpovida-li experimentalni hodnota m/z konkrétnim
b iontlim, neni dovoleno, aby odpovidala i y iontim. Divodem tohoto omezeni je, Ze pokud hodnoté
m/z odpovida vice nez jeden druh iontt, pak konzervativni piistup predpoklada, ze se bude shodovat
jen jeden. Uzavfené ionty jsou vlozeny do seznamu a jsou sefazeny podle poctu shod. K Setfeni paméti
systému je délka tohoto seznamu omezena, vétSinou na nastavitelnou hodnotu (100) ve vychozim
nastaveni [29].

Skoérovani

Pro zjisténi bodovani funkci je dualezité pochopit charakteristiky ndhodnych shod hodnot m/z
odvozenych ze spektra. Umoznéni vypoctu rozdéleni nahodnych shod vyznamného nalezu musi byt
vyjadfeno jako nahodna pravdépodobnost nalezu, kde nizkd pravdépodobnost znamena vyznamny
zéasah.

Obréazek 19 zobrazuje histogram pro jedno ze spekter, které pocita pocet produkti hodnot m/z v
kazdém teoretickém peptidu, ktery ma shodné produkty hodnoty m/z experimentalniho spektra, kdy
piedchidce hmotnosti experimentalniho spektra odpovida vypoétenému prekurzoru hmotnosti.
Poissonova distribuce je ptizpsobena histogramu, ktery se nachazi v distribuci nahodnych procest,
kde je primérny pocet uspéchi mnohem nizsi, nez mozny pocet uspéchd.
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Obrazek 19: Histogram spekter [29]

Necht’ 0 je spodni hranice méfeného produktu ionti hodnoty m/z a r je horni hranice. Pokud je
mira tolerance produkovanych iontt t, pak mira mnozstvi moznych shod je (r-o)/2t. Je-li m neutralni
hmotnost pfedchiidce, pak musi platit, Ze h-(r-o)/m se pocita z hodnoty m/z v experimentalni produkci
iontd, kde h je celkovy pocet vypocitany z m/z hodnot produkta ionty [29].

Za ptedpokladu Poissonova procesu to znamena

m = (555)- () v =5 ®

Pro Poissonovu distribuci

K-
P(x,p) =—e™ ©)]
Kde x je pocet metenych shod.

Déle jsou vzaty vuvahu spektra, které obsahuji 1. a 2. produkty ionti. Rozdéleni
pravdépodobnosti je rovnéz Poissonova distribuce, jejiz prumér je dan

r+m-3o0

H2 = H1-——, (10)

Vybér m/z hodnot odpovidajicich nejintenzivnéjSim vrcholim
Ke zvySeni t¢innosti a citlivosti algoritmus plati pro vybér z teoretickych spekter:

e Alespon jedna z hodnot m/z teoretickych spekter musi odpovidat hodnotdim m/z n
nejvysSich vrcholt ve spektru (n = 3 ve vychozim nastaveni). Tato volba zméni
rozd¢leni pravdépodobnosti.

e Je-li pravdépodobnost, ze q je hodnota m/z shod vypocétena z m/z hodnot vztahu n/v,
pak je rozdéleni pravdépodobnosti

POo ) =5 (1= (1= )P ) (11)
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kde normaliza¢ni faktor Q je

Q=2:1-1-")Pxp (12)

3.7.2  Vypocet E-value

E-value je parametr, ktery je ofekavanym poétem nahodnych hitt z hledané knihovny daného
spektra tak, Ze nahodné hity maji stejné nebo lepsi skdre nez dany hit. Naptiklad, hodnota E-value hitu
»1,0“ znamend, Ze jeden jiny hit ze skore je stejny nebo lepSi nez hit, ktery je nahodné vyhledany
z knihovny sekvence. Je-li pravdépodobnost, Ze jediné srovnani spektra, aby se vypocitala MS/MS
spektra, neni ndhodné, je

Yo P (1), (13)

kde y je pocet uspésnych shod (match) iontd a z je rovno ,,1“ nebo ,,2* v zavislosti na hledanych
iontovych fadach, pak pravdépodobnost, Ze z jednoho spektra proti N teoretickych spektrech je
néhodné, je

1-(X020 P (e )Y (14)

Hodnota E-value je potom

E(y, W=N-(1-(XYZa P'(x, u,))") (15)

Tato hodnota E-value plati pro vyhledavani, které jsou variabilni post-translacnim modifikacim.
Obecné plati, ze proménna post-transla¢nich Uprav navysi hodnoty N, protoZze modifikované peptidy
mohou vytvatet dvé nebo vice teoretickych spekter, v zavislosti na poétu mist, které jsou
modifikovany. Teoretictéjsi spektra generovany z jediné peptidové sekvence mohou byt povazovany
za nadbyte¢né, nebot’ nemaji stejné piedchiidce pro vypocet m/z a sdili pouze podmnoZinu produktu
iontl, takZe je zbyte¢né, aby byl prozkouman dopad nadbyte¢nych hodnot na E -value.

Na obrazku (Obrazek 20) jsou zndzornény histogramy falesné pozitivnich a pravdivé pozitivnich
vysledki. Grafy A a B jsou vytvoteny pro bilkovinné standardy o velikosti 100 fmol a 10 fmol, které
byly analyzovany algoritmem OMSSA. Cervena barva oznaduje fale$né pozitivni vysledek a zelena
pravdivé pozitivni vysledek. Na vodorovné ose je logaritmus E-value a na svislé ose pocet pristupt s
danym skére. Hodnoty E-value pod 0,1 jsou povazovany za vyznamné [29].
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Obrazek 20: Histogramy fale$né pozitivnich a pravdivé pozitivnich vysledka [29]

3.7.3 Reskorovani ke zlepseni citlivosti

Citlivost OMSSA muze byt zlepSena diky zméné hranice pouzivané v pocateéni fazi
odfiltrovani Sumu od pozadi. Toho je dosaZzeno tim, Ze se zméni prah pozadi o 0-20% maximalni

z nejlepsiho hitu. Je mozné, Ze toto reskérovani mize ovlivnit nepiiznivé statistiku pfevzorkovanim
sekvence knihovny, ale v praxi to vyrazné nezméni seznam nejlep$ich hita [29].

29



4 Datové struktury

Na internetu je uzivatelim zptistupnéno velké mnozstvi zdroji dat. Databaze obsahuje Sirokou
Skalu zmétfenych nukleovych kyselin mnoha organizmi. V této kapitole se zaméiim na datové
formaty, které lze vyuZit ke zpracovani informaci z tandemovych hmotnostnich spektrometri a na
forméat t2d, ktery slouzi kzapisu dat ziskanych z pfiistroje 4700 MALDI TOF/TOF (Applied
Biosystems 4700 Proteomics Analyzer).

4.1 mzML format ve vztahu k MS/MS

Zavedeny standard ulozeni naméfenych ,,mz* dat (mzXML) se ukazuje jako pfili§ tézkopadny.
Pracovni skupina pro standardy hmotnostni spektrometrie se zabyva definicemi datovych formatt a
archivaci v hmotnostni spektrometrii proteomu.

V letech 2005-2008 existovaly dva oddélené XML formaty pro kddovani surovych vystupnich
dat ze spektrometru:

e mzData vyvinuty PSI
e mzXML vyvinuty v Ustavu pro systémové biologie (ISB).

Je znamo, Ze tyto dva odlisné formaty jsou v podstaté totéz. Proto PSI, s plnou ucasti ISB,
vyvinul novy format s nejlepSimi aspekty z kazdého z ptedchozich formatd. Ta méla nahradit
predchozi dva formaty. Tento novy format byl piivodné uveden pracovnim ndzvem dataxXML [23].

4.2 mzXML formatu ve vztahu k MS/MS

Data ziskana ztandemového hmotnostniho spektrometru jsou uloZena Vv jednom
z nejpouzivanéjsich formatti mzxXML.

mzXML je otevieny datovy format pro ukladani a vyménu dat s hmotnostni detekci, vyvinuta v
SPC (Institut pro systémové biologie). mzXML poskytuje standardni zasobnik pro MS a MS/MS
proteomové Udaje a je zdkladem dalSich proteomovych siti. Proprietarni formaty soubor od vétSiny
vyrobcli mohou byt pfeménény na otevieny mzXML forméat. Pivodnim autorem tohoto formatu je
Patrick Pedrioli. V soucasné dobé existuje nékolik verzi tohoto formatu. Jedna se o 1.0 (také zvanou
»MSXML"), 2.0, 2.1, 3.0 a 3.1 (aktualni verze)[24].

4.3 t2d format ve vztahu k MS

Format pouZzivany spole¢nosti Applied Biosystems. Tento format dat je obvykle ziskdvan ze
4700 a 4800 MALDI TOF/TOF hmotnostnich spektrometrui. Data, ktera ziskame, jsou v binarni
podobé. To znamena, Ze nemaji v textovém rezimu Citelnou formu a pro jejich Cteni je potieba
specialni program [32].

4.4 Proteom

Aplikace pro pievod riznych formati dat, kterd jsou ziskand zriznych hmotnostnich
spektrometrdl na jiné formaty, které jsou ,,Citelné“. Je vytvoreny v aplikacni platformé JAVA a diky
tomu lze pouZzit jeji knihovny v programu Matlab. Po nacteni knihovny Proteomu do Matlabu je zde
mozné Cist format t2d piimo. Proteom poskytuje sadu funkci pro praci s formatem t2d a vraci pole,
které je zpracovatelné v Matlabu a obsahuje uspofadané parové dvojice intenzita (osa y) a hodnota m/z
(osa x). Tato data jsou jiZ snadno zpracovatelna v Matlabu pomoci bioinformatického toolboxu [33].
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5 Flavonoidni slou¢eniny

Flavonoidy patii mezi velmi bohatou skupinu sekundarnich rostlinnych metabolitt
s fenylbenzopyronovym jadrem, které se fadi mezi sekundarni metabolity produkované rostlinnymi
druhy. V sou¢asné dobé je znamo vice nez 5000 druhu flavoidnich latek. Tyto latky se nezhcéastiiuji
ptimo primarnich metabolickych procesu (fotosyntéza, respirace), ale poméahaji rostlinam reagovat na
zmeény podminek zivotniho prostfedi nebo na ataky riznych patogent.

Vyznam flavonoidi pro cElovéka je velmi dulezity. Jsou predev§im vyznamnou soucasti
antioxidaéniho systému, zabrafiuji peroxidaci lipida, likviduji volné radikély, mohou vézat a
inaktivovat né€které prooxida¢ni kovové ionty (Cu, Fe), jsou vyznamné v prevenci proti nddorovym
onemocnénim, kardiovaskularnim chorobam a klimakterickym obtizim. Tyto latky byly prokazany
v mnoha potravinach, které jsou pro néas zcela bézné (¢okolada, pomerande, grepfruity). U¢inné také
flavonoidy pusobi proti poskozeni cév a maji rovnéz vliv na aktivitu enzymu [34].

Studium pusobeni téchto pfirodnich produktl nabizi i mnoha prakticka vyuziti. Naptiklad
pozorovanim pfirozenych obrannych mechanisma rostlin proti infekcim a predatorim, aby se dalo
zredukovat uzivani drahych a potenciondlné toxickych pesticidi. Poznatky zoblasti genového
inZenyrstvi se daji vyuzit ve farmacii, parfumerii a pii vyrob& materialt pro komeréni vyuziti [35].

5.1 Chemicka stavba flavonoidu

Zaklad struktury flavonoidu tvoti flavan, ktery se sklada ze dvou benzenovych jader, které jsou
spojeny pyranem. Hydroxyskupiny a keto skupiny, substituované na tuto z&kladni strukturu, odlisuji
jednotlivé skupiny flavonoidia. Pfirodni flavonoidy zaujimaji nejéastéji podobu O-glykosidd, jejich
molekula je tedy tvofena cukernou ¢asti a ¢asti necukernou (aglykonem) [36].

Obrazek 21: Zakladni struktura flavonoidt [36]

5.2 Isoflavonoidy

Isoflavonoidy tvofi rozsahlou podskupinu polyfenolickych biologicky aktivnich piirodnich
flavonoidnich sloucenin. Patnactiuhlikovy skelet isoflavonoidii (Cs-Cs-Cg), je formalné odvozen od
1,2-diphenylpropanového skeletu.
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V rostlinach jsou isoflavonoidy obsazeny jako volné aglykony, mén¢ Casto jako glykosidové
derivaty (obecné jako konjugaty s cukernou slozkou glukézou, rhamnosou ¢i apiosou). Zakladni skelet
molekul isoflavonoidd  (3-fenylchromen-4-on) podléhda substitucim (methylace, prenylace,
hydroxylace, chlorace, pfipojeni aromatickych ¢i alifatickych kyselin, aminoskupin apod.) a
cyklizacim. Isoflavonoidy se vyskytuji v riznych oxida¢nich stupnich a dale ve formé dimert a
heterodimert [35].

a) b) C)

Obrazek 22: Difenylpropanovy skelet - 1,2-difenylpropan (a), zakladni skelet flavonu - flavon
(2-fenylchromen-4-on) (b) a isoflavonu - isoflavon (3-fenylchromen-4-on) (c) [36]

5.21 Déleni isoflavonoidi do podskupin

Isoflavonoidy jsou na zaklad€ své strukturni rozmanitosti déleny do nasledujicich podskupin:

e Isoflavony

e Isoflavany

e Isoflavanchinony
e Isoflavanony

o Isoflav-3-eny

¢ Rotenoiny

Nejpocetnéjsi skupinu isoflavonoidi tvofi isoflavony.

5.2.2 Isoflavony

Isoflavony patii (Obrazek 23) spole¢né s flavanony, flavonoly, katechininy, anthocyanidininy a
dal$imi latkami) mezi velmi rozsifenou skupinu pfirodnich produkti s ndzvem flavonoidy. Tvofii
sekundarni metabolity rostlin a dokdZou vyvolat obrovsky pocet fyziologickych reakci nejen u
¢loveka, ale i u dalSich savcd. Isoflavony jsou dobie znamé jako protinadorové latky a nasli také
vyuziti v prevenci kardiovaskularnich nemoci. Kromé kladnych a¢inkt isoflavont na lidské zdravi,
existuje i n€kolik publikaci o jejich toxickych Géincich, které jsou spojeny s mnozstvim aplikované
davky a dalSimi faktory. Nejznaméj$imi a nejprozkoumanéjsimi isoflavony jsou genistein (Obrazek
24) a daidzein (Obrazek 25) [37].

Prehled struktury isoflavont, které mohou byt navaazany na jednotlivé konce zakladni struktury
isoflavoni (Obrazek 23) je uveden v ptiloze (Piiloha 2)
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Obrazek 23: Zakladni struktura isoflavonti [37]

OH o

Obréazek 24: Genistein [38]

Obrazek 25: Daidzein [39]

5.2.3 Vyskyt isoflavoni

V soucasné dobé je znamo vice nez 300 rostlin, produkujici fytoestrogeny (Reynaud et al.,
2005). Patrn¢ nejvyznamnéjsim producentem isoflavonoidnich fytoestrogennu je soja (Glycine max)
z ¢eledi bobovitych. Ta obsahuje 50-300 mg ptedev§im genisteinu a daidzeinu na 100 g plodu, dale
Vigna sp., cizrna (Cicer sp.), vojtéska (Medicago sativa) a jetel (Trifolium sp).

Mimo tuto celed’ byly isoflavonoidy detekovany v kosatci (Iris sp.), semenech sezamu
(Sesamum indicum), slune¢nice (Helianthus sp.) a maku (Papaver sp.), v ¢erveném zeli, brokolici,
kvétaku (vSe Brassica oleracea spp.) a dalSich plodindch. Z obilek je¢émene (Hordeum vulgaris) ¢i
samic¢ich Sistic chmele (Humulus lupulus) pochazeji isoflavony daidzein, genistein, které byly v
nizkych koncentracich objeveny v pivu [36].

5.2.4 Isoflavony v rostlinach ¢eledi bobovité

Zarazeni bobovitych do rostlinného systému:
Nadrise: Jaderni (Eukaryota)
Rie: Rostliny (Plantae)
Podfise: Vyssi rostliny (Cormobionta)

Oddgéleni: Krytosemenné (Magnoliophyta)
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Ttida: Dvoudélozné (Magnoliopsida)

Celed: Bobovité (Fabaceae) [40]

Rod: Jetel (Trifolium)

Rod jetelovitych rostlin (Trifolium) obsahuje celkové asi 300 druht, v CR se pak miizeme setkat
§23 druhy. Rozsifeni téchto rostlin je velmi kosmopolitni, ale nejvétsi vyskyt je v mirném pasu
severni polokoule. Jetelovité rostliny jsou nizké jednoleté, dvouleté nebo vytrvalé byliny. Listy jsou
trojéetné, opatiené palisty na spodni Casti fapiku. Listky jsou pfisedlé, prostiedni n€kdy s kratkym
fapikem. Drobné kvéty jsou zbarvené Cervené, rizove, bile nebo zluté, skladaji se do hlavek. Plody
jsou drobné lusky uzaviené v kalichu. Nékteré druhy poskytuji velice kvalitni pici, proto jsou také
Casto péstovany na zemédelskych plochach. Diky u¢inné mykorhize dokazou efektivné vazat dusik,
proto jsou vhodné i pro zkvalitnéni pudy.

Mezi zéastupce tohoto rodu patiéi druhy: jetel horsky (Trifolium montanum), jetel luéni
(Trifolium pratense), jetel plazivy (Trifolium repens), jetel prostiedni (Trifolium medium) a jetel zvrhly
(Trifolium hybridum) [41].

Obrazek 26: Jetel lu¢ni (Trifolium pratense) [42]
Vyskyt isoflavonu Vv jetelovitych rostlinach

Hlavnim zdrojem isoflavont v Asii je soja. Pokusy o konzumaci vétsiho mnozstvi sdjového
mléka v zapadni civilizaci ztroskotaly diky vedlejSimu efektu séji - navySovani hmotnosti. Zapadni
civilizace ma v3ak dalsi handicap: ¢asta konzumace alkoholu, ,,vymazava“ pfiznivé ucinky isoflavontl.
Zcela vyjime¢nym zdrojem isoflavonti je jetel luéni nebo také jetel ¢erveny (Trifolium pratense L.).
Tato rostlina pouzivana jako 1é¢ivo v Evropé i v Orientu proti ekzému a psoriase, ma i ucinky
spasmolytické a diuretické. Obsahuje v§echny klinicky u¢inné isoflavony.

Ty jsou extrahovany z jeho listkl, pticemz kvéty obsahuji isoflavont jen velmi mélo. Jetel
Cerveny je péstovan za prisnych vegeta¢nich podminek a neni geneticky modifikovan. Ma 10-20x
vyssi hladinu isoflavont nez soja, kterd je druhym nejbohatSim zdrojem. Jetel Cerveny je dale jednou
z méla rostlin, ktera obsahuje v extraktu viechny farmakologicky aktivni isoflavony. Navic, a to se
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dnes jevi jako jedna z hlavnich vyhod cerveného jetele, je to pro nas, stfedoevropany, ,tradi¢ni®
rostlina a nd$ organismus je mnohem lépe piipraven na jeji ,,zpracovani, nez je tomu napftiklad u soji.
Isoflavony jsou totiZ v s6ji vazany na bilkoviny, coZ sniZuje jejich vyuZitelnost v naSem organismu a
nevyznamné neni ani spoleCenské hledisko, tedy Ze pfi traveni séji dochdzi u mnoha jedinci
k meteorismu [43].

Rod: Soja (Glycine)

Rod Sodja (Glycine) patii mezi lusténiny (spoleéné s hrachem, fazoli a ¢oCkou) a zahrnuje
nékolik druhti. Nejznaméjsi a nejrozsifenéjsi z nich je pak druh séja ludtinata (Glycine max), ktera je
povaZzovana za jednu z nejstarSich kulturnich rostlin, pivodem z jizni Asie a jeji péstovani je rozsifeno
prakticky po celém svété.

Soja lustinata je jednoleta, v ptipadé nékterych kultivari dvouleta rostlina, ktera dosahuje
vysky od 0,5 do 1m, rezavé hnédé barvy, chlupata s pfimou, vétvenou lodyhou s listovym, podobnym
listovi fazolovému. Listy jsou trojcetné, palistnaté, listky okrouhle vejcité az eliptické, celokrajné s
drobnymi palistky. Kvétni hrozny jsou uzlabni a maji 5 az 8 kvéta, kultivary 15 az 20 kvéta. Kalich je
trubkovity, koruna staroriizova, lehce fialova nebo i bila. Plodem jsou lusky 3 az 8 x lcm, dvou az
ctyfsemenné. Kvete v Cervenci a srpnu.

Obrazek 27: Séja lutinata (Glycine max) [42]

Vliv s6ji na lidsky organismus je velmi prospésny, blahodarné plisobi predevsim na télni obéh,
krvetvorbu, nervovou soustavu a latkovou vyménu. Pti pravidelné konzumaci snhiZuje hladinu
cholesterolu v krvi, upravuje krevni tlak, chrani pted tvorbou zlucovych kamend a snizuje riziku
rakoviny prsu. Je zdrojem plnohodnotnych bilkovin, mineralnich latek (draslik, hot¢ik, vapnik, fosfor,
méd atd.), Pfi nadmérné konzumaci ma v8ak negativni vliv na Zivotnost ¢ervenych krvinek.

Isoflavony byly v s6ji nalezeny piedevsim v chloroplastech nadzemnich ¢asti rostlin, ve
stopovém mnozstvi i v kotenech. Vyskytuji se jako latky konstitu¢ni nebo se objevuji jako vysledek
pasobeni stresu. Isoflavony plni urcité funkce v obranném systému rostliny jako pfirozenad ochrana
proti infekci pii kliceni semen, napadeni hmyzem a poSkozeni skadci [44].

Tabulka 3: Mnozstvi isoflavonti v riznych ¢astech rostliny s6ji lustinaté (Glycine max) [44]
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Zastoupeni isoflavonu v pg/g (vazeny primeér)
Isoflavony | Rostlina | Kofen | Lodyha | List | Lusk | Semeno
Daidzin 7,71 9,53 4,75 705 | 2,12 | 11,52
Genistin 9,29 3,79 2,94 457 | 1,28 | 12,18
Ononin 1,96 4,14 1,43 2,22 - -
Daidzein 1,47 7,38 0,91 - 1,18 0,98
Genistein 0,88 1,34 0,8 1,01 | 0,74 0,89
Formononetin 0,83 1,46 - 0,8 | 0,89 -

5.2.5 Isoflavony v rostlinach ¢eledi konopovité

Zatazeni konopovitych do rostlinného systému:

NadfriSe: Jaderni (Eukaryota)

Rise: Rostliny (Plantae)

Podrise: Vyssi rostliny (Cormobionta)

Oddéleni: Krytosemenné (Magnoliophyta)

Rod: Chmel (Humulus)

Ttida: Dvoudélozné (Magnoliopsida)

Celed: Konopovité (Cannabaceae) [40]

Chmel zahrnuje 2 druhy, které jsou pivodni v mirném pasmu, v jinych oblastech svéta jsou
péstovany a misty i zplafiuji. V CR roztrougené zejména v teplej§ich oblastech (max. asi 700 m n.m.).
Celkove je pivodni v téméf celém mirném pasmu Eurasie, péstovanim byl v§ak zavlecen i do Severni

a Jizni Ameriky, Australie a dalsich Casti svéta.

Pravotociva oplétava dvoudoma bylina s lodyhami az 6m dlouhymi, s listy dlanit¢ 3 -5
laloénymi, na okraji pilovitymi. Listy maji na bazi fapiku dva blanité palisty. PraSnikova kvétenstvi v
uzlabi nebo konec¢na jsou sestavena v latach, pestikova se skladaji z kratkych klaskl a vytvareji se z
nich vejcité sistice. Jejich Supiny az 2 cm dlouhé jsou pokryté zlatozlutymi lupinovitymi zlazkami. Pro

l1ékatiské a prumyslové ucely maji vyznam jen kvétenstvi samici, pestikova. Sistice chmele rostouciho

plané nebo zplanéle jsou pro lécebné ucely bezcenné. Kvete od cervence do srpna.
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Obrazek 28: Chmel (Humulus lupus)[45]

Sbiraji se samici Sistice nebo chmelové (lupulinové) zlazky zvané lupulin, které vyristaji na
listenech tvoficich istici. Sistice se sbiraji ve druhé poloving srpna nebo zacatkem zafi, kdy obsahuji
nejvice ucinnych latek. Susi se za teplot nepfesahujicich 40 °C. Lupulin se ziskava prosévanim a
dalsim ¢isténim chmelovych Sistic.

Obsahuje pryskyfice, hoiCiny (napt. humulon, lupulon a dalsi), silice s terpenoidy (napf.
humulen, myrcen aj.), flavonoidy, fytoncidy, fytosteroly, vosky, cholin aj. Chmel ptsobi sedativné,
podporuje traveni a ma desinfekéni u¢inky. UZiva se pfi nespavosti, nervovém rozruseni, neklidu,
nadymani nebo pfi potizich spojenych s klimaktériem.

Pfiznivé pusobeni chmelu (piva) na srdce a cévni systém lidského organismu je velmi
vyznamny. Podstatny je komplexné piiznivy vyznam, na némz se podili fada latek obsazenych v pivu
a to riznymi mechanizmy a na riznych urovnich. Zasadni ochranny vyznam maji ve chmelu
obsazené polyfenoly, flavonoidy a vitaminy skupiny B pfti vzniku a rozvoji aterosklerdzy s nasledky
v podobé ischemické choroby srde¢ni, infarktu myokardu, cévni mozkové piithody — mrtvice,
ischemické choroby dolnich koncetin apod. Vyznamné je i pusobeni flavonoidd na funkci krevnich
desticek, které brani vzniku krevnich srazenin. Polyfenoly a flavonoidy zasahuji do oxidacné-
redukénich pochodt v organismu a maji antioxidac¢ni ucinky, které vedou k tvorbé chelatovych vazeb
s kovovymi ionty, a proto pisobi jako ,,zametaci* volnych radikala [45].

5.3 lzolace a identifikace isoflavona

Pro izolaci isoflavont se pouZivéa rostlinny material ¢erstvy, suseny nebo lyofilizovany, pficemz
velmi bohatym zdrojem aglykonti jsou oddenky, kofeny, dievo a kira, méné pak listy a kvéty rostlin.
Obsah isoflavont v rostling je vSak zavisly na velké fadé faktort: ptidni a klimatické podminky, druh a
stafi rostliny, pfitomnosti patogenti a symbiontl atd.

Extrakce se provadi az ¢trnactidenni maceraci za laboratorni teploty rozpousténim ve vodnych
roztocich ethanolu, metanolu nebo acetonu. Ziskany extrakt se dale zbavuje hydrofobnich latek
rozpousténim v hexanu ¢i jiném nepolarnim rozpoustédle a nasledné zpracovava modernimi
technikami.

V soucasnosti je nejbéznéjsi metodou pro identifikaci isoflavoni vysokolcinna kapalinova
chromatografie (HPLC) a hmotnostni spektrometrie (MS), ¢asto spojena s chemickou ionizaci za
atmosférického tlaku (APCI). Pro identifikaci komplexnich molekul je vhodna dvourozmérna
nuklearni magneticka rezonance (2D-NMR). Ug&innym néstrojem pro analyzu isoflavonti je rovnéz

37



kapilarni elektroforéza (CE) kombinovana s ionizaci elektrosprejem a hmotnostni spektrometrii (ESI-
MS) [36].

5.4 Sladina a mladina ve vyrobé piva

Zakladnimi latkami pro vyrobu piva jsou je¢émen a chmel (Obrazek 29). Pivo je pripravovano
fermentaci ze sladovanych obilnin, pfedev§im z je¢mene. Pti sladovani dochazi nejprve v obilkach
je¢mene k cilenému zvySeni obsahu vody (metoda tzv. méceni). Tim dochazi k zahdjeni procesi, které
jsou propojené s klicenim, predev§im enzymatické reakce. Ve vhodném okamZziku se zvysenim teploty
(tzv. hvozdeéni) zastavi metabolické pochody kli¢ku a také vétsina enzymatickych déju.

Po rozemleti sladu jsou latky v ném obsazené prevedeny do roztoku. Proces je nazvan vystirani.
Aktivita enzyma, které nebyly denaturovany pii hvozdéni, je teplotné fizena (pfi tzv. rmutovani), aby
bylo dosazeno optimalniho sloZeni vznikajici sladiny. Naslednym povaienim s chmelem se nakonec
ukonéi i tyto procesy a vznikne povafena mladina. Procesem zvanym fermentace vznik4 pomoci
kvasinek prokvaSena mladina, ktera je velmi podobna vyslednému produktu [49].

¥
Sladina

Pridavek [T =
chmele ___‘H“——-‘-_'} Vaieni |
v R
Povarena
[ mladina
| racanl L
| Kvasenl /4
Prokvasena
mladina

Dokvasovani H
i y
Pivo

Obrazek 29: ZjednoduSené schéma vyroby piva [49]
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6 Realizace aplikace

Prakticka realizace mé bakalaiské prace spociva v analyze ziskanych spekter, ktera byla
naméfena pomoci hmotnostniho spektrometru Applied Biosystems 4700 Proteomics Analyzer
(Applied Biosystems, Framingham,USA), ktery pracuje na principu metody MALDI-TOF. Analyza je
provedena pomoci aplikace vytvofené v grafickém uzivatelském prosttedi (GUI) Matlab (verze
2008b). Vyvojovy program aplikace v Matlabu je zobrazen v piiloze (Pfiloha 3).

6.1 Pozadavky na aplikaci pro analyzu

Pozadavky na vytvorenou aplikaci byly nasledujici:

H>owpne

8.
9.

Ziskani spekter ze souboru, ktera jsou ve forméatu t2d.

Zobrazeni téchto spekter a aplikace moznosti ofezani a prahu vyhledani pika.
Zobrazeni teplotni mapy (heat map) téchto spekter.

Filtrace pomoci VF filtru, rozpoznani a zobrazeni pika ve vyfiltrovaném spektru (peak
recognize).

Slouceni dvou nactenych spekter pomoci aritmetického priméru a jejich nasledné
vykresleni.

Spojeni dvou nactenych spekter pomoci jejich rozdilu a nasledné vykresleni.

Pro obé dvé spojeni vypocitini a zobrazeni statistickych parametrii (korelacni
koeficient, rozptyl, sttedni hodnota).

Zobrazeni korela¢ni kfivky vztahu dvou nactenych spekter.

Ulozeni zpracovanych vysledki do souboru formatu typu csv.

6.2 Hmotnostni spektrometrie v bioinformatickém toolboxu programu Matlab

Aplikace je vytvofena pomoci bioinformatického toolboxu programu Matlab. Tento toolbox je
uren pro zpracovani bioinformatickych dat a zjeho moznych funkci jsem pouzila funkce pro
zpracovani MS spekter.

Piehled funkci a jejich vlastnosti jsou shrnuty v nasledujici tabulce [48].
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Tabulka 4: Prehled funkci Bioinformatického toolboxu pro zpracovani MS spekter

Funkce Vyznam
isotopicdist Vypocet izotopu s vysokym rozliSenim hmotnostniho rozlozeni a hustoty
jcampread Piecte soubory ve formatu JCAMP-DX
msalign Zarovnani piktl v signalu na referencni piky
msbackad;] Uréi spravnou zakladni linii signalu s piky
msdotplot Vykresli piky z datového zdroje LC/MS nebo GC/MS
msheatmap Vytvori pseudobarevny obrazek teplotni mapy z hmotnostniho spektra
mslowess Vraci vyhlazeny signdl s vrcholy pomoci neparametrické metody
msnorm Normalizuje signal s piky
mspalign Zarovna hmotnostni spektrum z piku datovych zdrojii LC/MS nebo GC/MS
mspeaks Vyhleda dillezité piky ve spektru podle zadanych parametri
msppresample | Opgtovné navzorkovani signélu s piky pii zachovéni pavodnich pikd
msresample Znovu navzorkovani signélu s piky
mssgolay Ziska polynomicky hladky signal s piky metodou nejmensich ¢tverc.
msviewer Zobrazi hmotnostni spektrum, nebo mnoZinu hmotnostnich spekter
mzcdf2peaks | pievede mzCDF strukturu do seznamu pikit
mzcdfinfo Vrati informace o souboru mzCDF, ktery obsahuje data hmotnostnich spekter
mzcdfread Pre&te mzCDF soubor a vrati hmotnostni spektrum
mzxmi2peaks | prevede mzXML strukturu do seznamu piki
mzxmlinfo Vréti informace o souboru mzXML, ktery obsahuje data hmotnostnich spekter
mzxmiread Piecte mzXML soubor a vrati hmotnostni spektrum
samplealign Zarovna dvé mnoziny dat, které obsahuji sekven&ni pozorovani pomoci mezer
tgspcinfo \/réati informace o souboru SPC, ktery obsahuje data hmotnostnich spekter
tgspcread Piecte SPC soubor a vrati hmotnostni spektrum

6.3 Popis implementace

6.3.1

Zptsob nacteni t2d dat

K nacteni formatu t2d jsem pouzila Java knihoven programu Proteom. Tyto knihovny jsem déle
nacetla do aplikace v Matlabu.

Knihovny v programu Proteom poskytuji sadu funkci pro zpracovani t2d forméatu a vraci
strukturu, ktera je pouZitelna k zpracovani v Matlabu. Funkce, kterou jsem k tomuto kroku pouzila, se
jmenuje T2DPeakListReader. Jako vstupni parametr pfijima cestu k souboru, ktery je ve forméatu t2d.

t2dFile = org.proteomecommons. io.t2d.T2DPeakListReader ([PathName
FileName]);
peakList = t2dFile.getPeakList;
peaks = peakList.getPeaks;
ind = numel(peaks);
MZ = zeros(ind,1);
Y = zeros(ind,1);
for count = 1:ind
MZ(count) = peaks(count).getMassOverCharge;
Y(count) = peaks(count).getlntensity;
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end
spectrl.data(:,l)
spectrl.data(:,2)

MZ ;
Y;

Ve vyse uvedené Casti programovaciho koédu je vidét, ze program nejprve ziskd pole objektu

typu peaks, ze kterého jsou nasledné v cyklu ziskany dvé pole obsahujici pomér hmotnosti a naboje
(MZ) a intenzitu pro kazdy pomér hmotnosti a naboje (Y). Tyto pole jsou pak nahrany do jedné
proménné a tato proménna je uloZena na disk pro dalSi zpracovani.

6.3.2 Zobrazeni teplotnich map (heat map) a rozpoznani piki (peak recognize)

K implementaci téchto funkci byly pouzity funkce zbioinformatického toolboxu
(Bioinformatic toolbox), konkrétné:

e Mspeaks - tato funkce filtruje zpracovavana spektra a vraci pole, které obsahuje
rozpoznané piky. Zaroven zobrazuje i graf, ve kterém je vykresleno pivodni spektrum,
vyfiltrované spektrum a vyznaéené piky ve filtrovaném spektru. Filtrace je provedena
pomoci vysokofrekvenéniho filtru (Obrazek 30).
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Obrazek 30: Zobrazeni piki pomoci funkce Mspeaks

e Msheatmap — pomoci tohoto piikazu zobrazim teplotni mapu zkoumaného spektra
s vyznaCenymi piky. Nejintenzivngj$i pik zde ma barvu jasné Cervenou, nejméné
intenzivni pak barvu modrou. Tato funkce ndim umoziiuje leps$i a prehledné&jsi orientaci ve
spektru (Obrazek 31).
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Obrazek 31: Zobrazeni piki pomoci funkce Msheatmap
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Ob¢ tyto funkce pfijimaji jako vstupni parametry pole MZ a Y. Tato pole jsou zékladné
nastavena pro zobrazeni v rozmezi hodnot MZ od 1000 do 5000, ale mohou byt ,,ofezana* podle
parametrti zadanych uzivatelem.

Mez intenzity, od které je pik povaZzovan za ,,pouZitelny” je nastavena na hodnotu 400, ale tato
hodnota muize byt opét zménéna uzivatelem.

6.3.3  Ziskani slou¢enych spekter

Spektra jsou sluéovana pomoci dvou principil a to konkrétné aritmetickym primérem intenzity
obou spekter a rozdilem intenzity spekter. Tento Ukon je proveden jednoduchymi funkcemi v Matlabu.

Takto ziskana nova spektra se opét zobrazi a jako u ptvodnich nac¢tenych spekter, 1ze i téchto
vykreslit teplotni mapu (heat map) a rozpoznani pika (peak racognoize).

Tato spektra jsou pouZita pro naslednou analyzu, a proto jsou brany jako vysledek a cil této
aplikace.

Déle se k t¢émto spektrim zobrazi statistické parametry, pro jejichZ vypocet jsou pozity funkce
ze statistického toolboxu (Statistics Toolbox):

e Corrcoef — korela¢ni koeficient. Tato funkce vraci korela¢ni koeficient.

e Mean — stfedni hodnota. Funkce slouzi pro vypocet stiedni hodnoty ziskanych
spekter.
e Std — rozptyl. Rozptyl ziskanych spekter je vypocitan touto funkci.

Hodnoty ziskané pomoci statistickych parametrti jsou vypsany do dvou oddélenych tabulek.
Kazdé sloucené spektrum ma vlastni.

Jako dalsi informa¢ni hodnota je zobrazena korelaéni kiivka obou ptivodnich spekter.
K vytvoteni kiivky byla pouzita funkce Xcorr .

6.3.4 UloZeni ziskanych dat do souboru csv

Rozpoznané piky mohou byt pro dal3i zpracovani a analyzu ukladany do souboru forméatu csv.
Tento format umoziiuje nacteni zpracovanych dat v programu MS Excel (Obrazek 32). UZivatel musi
zadat nazev souboru do textového pole v GUI. Analyzovana data jsou poté ulozeny do dvou soubort,
kde prvni obsahuje data zpracovana aritmetickym primérem a druhy rozdilem. Do tohoto souboru
jsou data ulozena ve dvou sloupcich a to MZ (pomér hmotnosti a naboje) a Y (intenzita).

6.3.5 UlozZeni ziskanych statistickych parametri

Ziskané statistické tidaje jsou ulozeny do souboru formatu mat. Pro snadnéjsi orientaci uZivatele
jsou ulozZeny ve dvojicich:

e nazev — hodnota zadana uzivatelem do pole ndzvu souboru;
¢ hodnota — dany statisticky parametr.

Na pozadani uzivatele mohou byt viechna data z provedené analyzy uloZena do souboru typu
CSV.
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Obrazek 32: Zobrazeni csv dat v programu MS Excel
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Obrazek 33: Vzhled GUI aplikace

43



7 Popis aplikace a zpracovani vysledkii

7.1 Spektra testovacich a modelovych isoflavonu

Jako testovaci spektra byly vyuZity vzorky spekter isoflavoni chmele. Jednotlivé skupiny
soubort byly oznadeny pismeny A, B, C, D, E, F, kde A a B jsou spektra ze sladiny (prvni skupina), C
a D jsou spektra povaiené mladiny (skupina druhd) a E a F jsou spektra z prokvasené mladiny
(skupina treti).

Modelové jsem porovnala porovnani skupin spekter, kdy jsem po zpracovani spekter
v programu Matlab ziskala aritmeticky pramér spekter AB, CD a EF. Tato data jsem dale vyhodnotila
v programu MS Excel. Data jsou piehledné rozlozena v jednotlivych tabulkach a ke kazde dvojici
tabulek je vytvoren graf. Grafy jsou sloupcového typu, kde vysledna spektra jsou zobrazena na ose x
(pomér hmotnosti a naboje m/z) od hodnoty 1000 do hodnoty 2500 a na ose y (intenzita) jsou
vykreslena od hodnoty 400 (mez intenzity), protoze v niz$ich hodnotach jsou spektra ptili§ zatizena
Sumem.

Pro lepsi vyhodnoceni namétenych a zpracovanych spekter jsou pouzity statistické parametry.

7.2 Statistické parametry v analyze spekter

Pfi vyhodnoceni zpracovanych spekter jsem pouzila statistické parametry, které uptfesni analyzu
ziskanych spekter [46].

7.2.1 Rozptyl D(x)

Rozptyl je mirou variability nahodné veli¢iny.

Rozptyl nahodné veli¢iny s diskrétnim rozdélenim s pravdépodobnostni funkci P(X) je
definovan vztahem [47]:

DX) = ¥, (x — E(X)*P(x). (15)

Rozptyl 1ze vypocitat podle vzorce:
D(X) =E(X —E(X))?>=E (XZ — 2XE(X) + (E(X))z) = [E(X)]? (16)

7.2.2 Stiedni hodnota E(X)

Stiedni hodnota nahodné veli¢iny X s diskrétnim rozdélenim danym pravdépodobnostni funkci
P (x) je definovana vztahem [47]:

E(X) = Ly xP(x) (17)

7.2.3 Korelacni koeficient p,,

Déava urcitou informaci o stupni zavislosti dvou nahodnych veli¢in. Je definovan jako pomeér
kovariance k sou¢inu smérodatnych odchylek obou ndhodnych veli¢in.

Korelaéni koeficient p,y dvou ndhodnych veli¢in X a Y s rozptyly o2 > 0 a 0; > 0 je definovan
vztahem:
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Pry = 7% (18)

Oy 0y

Je-li 6 = 0 nebo g = 0 pokladame p,,, = 0 [47].

7.3 Vyhodnoceni metody porovnani spekter metodou aritmetického priiméru

Pii porovnani spekter jednotlivych skupin (AB, CD a EF) jsem po provedené analyze
v programu Matlab, uloZeni dat do souboru a provedeném vyhodnoceni v MS Excel byly ziskany
daje, z nichz jsem vyvodila nasledujici zavéry:

1. Ze ziskanych statistickych parametra (Tabulka 5 - 5) Ize usoudit, Ze mladina (povatena i

prokvasend) je ve svych statistickych hodnotach velmi podobné oproti sladiné (skupina
AB).

Spektra skupiny AB (sladina) obsahuji méné rozpoznanych piki nez spektra skupiny
CD a EF (povatena a prokvaSena mladina).

Spektra skupiny AB nemaji tak velké rozpéti hodnot na ose X (pomér hmotnosti a
naboje m/z). V tabulce (Tabulka 8) je nazorné zobrazeno, ze spektra skupiny AB jsou
na ose x vyhodnoceny pouze do hodnoty 2327, 28, kdeZto spektra skupiny CD (resp.
EF) jsou vykresleny a7 do hodnoty 2490,47 (2489,526).

Vysledna intenzita pikd. V grafu (Obrazek 34) je nazorné vidét, ze nejintenzivnéjsi pik
skupiny AB dosahuje hodnoty intenzity 1446,54 Da, zatimco nejintenzivnéjsi (nejvyssi)
piky skupin CD a EF dosahaji hodnot intenzity 2215,25 Da a 2302,78 Da.

Z vyse uvedenych bodl lze usoudit, Ze sladina obsahuje obecné méné flavonoidnich sloucenin
(isoflavontl) nez mladina jak povafena, tak i prokvaSena. Z grafu lze dale usoudit, Ze prokvaSena
mladina je ale oproti mladin€ povarené tvofena vétsim mnozstvim isoflavontl. Tento stav je zpisoben
vyrobnimi procesy zkoumanych latek.

Tabulka 5: Korela¢ni koeficient spekter skupin AB, CD, EF

Korelaéni koeficient
AB CD EF
1 -0,16723 11| -0,19625 1| -0,20168

Tabulka 6: Rozptyl spekter skupin AB, CD, EF

Rozptyl
AB CD EF
84889,91|118979,4| 101030

Tabulka 7: Stfedni hodnota spekter skupin AB, CD, EF

Sti‘edni hodnota
AB CD EF
78,9376 | 101,5876| 98,5178

45



Tabulka 8: Hodnoty aritmetického priméru ziskanych piku spekter skupiny AB, CD a EF

AB

m/z intenzita[Da]
1029,554 455,8628
1175,701 428,4268
1191,647 842,024
1192,659 409,9421
1337,767 561,6919
1353,736 1226,592
1354,732 639,4992
1499,842 612,9986
1515,825 1446,537
1516,836 877,276
1517,846 429,9787
1677,922 683,9882
1678,938 449,3751
1840,02 488,4288
2002,068 647,9222
2003,078 538,0781
2164,184 732,554
2165,181 639,9921
2326,297 504,5568
2327,277 497,4977

CD

m/z intenzita[Da]
1029,603 812,1717
1191,7 867,7695
1192,713 406,4083
1337,825 449,6866
1353,794 1545,427
1354,832 808,6627
1355,828 419,1722
1499,948 597,9008
1515,888 2215,247
1516,898 1287,963
1517,909 674,2244
1677,989 1134,722
1679,005 736,2757
1840,091 636,5917
1841,107 483,8163
2002,194 880,4327
2003,203 721,9017
2164,315 978,3196
2165,312 893,2478
2166,31 551,0529
2326,381 876,8667
2327,414 840,9357
2328,394 552,6801
2488,501 563,4375
2489,513 589,6922
2490,47 400,4585

EF

m/z intenzita[Da]
1029,608 683,2097
1191,706 887,6654
1192,719 429,4806
1337,873 582,4323
1353,843 1606,541
1354,839 826,4571
1355,835 413,3626
1499,955 765,549
1500,96 477,8485
1515,94 2302,778
1516,95 1309,518
1517,916 637,3159
1678,043 1119,101
1679,014 686,0781
1840,149 588,7384
1841,117 425,085
2002,255 734,6446
2003,214 576,0548
2164,326 892,3049
2165,323 796,0674
2166,321 4754744
2326,447 711,6676
2327,426 691,4621
2328,46 426,6502
2488,513 403,4403
2489,526 445,1945

46



Intenzita[Da]

2500

Aritmeticky primér spekter

2000

1500

1000

mCcD
WEF
500 - = AB
0
0
v
>

Pomér hmotnosti a naboje [m/z]
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aritmetického priméru
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8 Zavér

Bakalaiska prace uvadi principy analyzy latek pomoci hmotnostni spektrometrie a tandemove
hmotnostni spektrometrie s volné dostupnymi nastroji pro analyzu hmotnostnich spekter ziskanych
pomoci obou metod. Dale byly popsany principy funkci spektrometrti, jejich vyuziti v praxi a
moZnosti jejich vyuZiti. V dalsi kapitole je popsano hmotnostni spektrum, jeho definice a interpretace.
Tato ¢ast zadani je dokumentovana v teoretickém Uvodu prace.

V ramci spoluprace s Mendlovou univerzitou v Brn¢ bylo v planu asistovat pti analyze vzorka
flavonoidni slouCeniny pomoci hmotnostniho spektrometru. Tato ¢ast zadani nebyla z technickych
dtivodl splnéna. Ze stejného divodu nebyla ziskana i modelova spektra isoflavonti daidzeinu a
genisteinu. Byly vSak ziskany namétena a zpracovana spektra z jiné databaze (spektra prokvaSené a
povafené mladiny a sladiny). Tato spektra byla ulozena ve formatu t2d.

Aby mohla byt tato spektra nactena, bylo zapotiebi vyuzit Java knihovny v programu Proteom a
vytvotit funkéni propojeni téchto knihoven s programem Matlab. Pro analyzu takto ziskanych vzorka
byla vytvoiena aplikace v prostfedi Matlab. Nasledné¢ byla pomoci této aplikace provedena
matematicka analyza ziskanych spekter.

Ze zavéru, které jsou uvedeny v kapitole 7 lze usoudit, Ze spektra sladiny vykazuji mensi obsah
isoflavond (flavonoidnich slou¢enin) neZ spektra mladiny jak povafené, tak i prokvasené. Statistické
parametry popisuji, Ze mezi zpracovanymi vzorky mladiny jsou rozdily v obsahu isoflavonu jen
minimalni. Vykazuji ale odliSnosti v porovnani se vzorky sladiny. Grafické zndzornéni opét potvrzuje
domnénku, Ze mladina je vét§im zdrojem isoflavoni nez sladina.

Prace muze byt nasledné rozsifena. Jedna se pfedevsim o nacitani dalSich existujicich formatu
soubortl, které obsahuji hmotnostni spektra. Dale pak hromadné nacteni a zpracovani vSech dat
v adresati a jejich souhrnnou analyzu. Moznosti aplikace jsou prakticky neomezené, napiiklad lze
vytvorit databazi hmotnostnich spekter a ty pak porovnavat s aktudlné zkoumanymi spektry.
Statistické parametry mohou byt také rozsifeny o dal$i moznosti vyhodnoceni zkoumanych spekter.
Jedna se predev§im o modus, median, jednovybérovy t-test a dalSi moznosti statistického
vyhodnoceni.
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Priloha 1

Zakladni vlastnosti aplikaci vyuzivajici pro identifikaci peptidii neinterpretovand tandemova

spektra [20]
Néazev Dostupnost Internetova adresa Online
pristup ?
SEQUEST Komeréni http://fields.scripps.edu.sequest Ne
MASCOT Komeréni http://www.matrixscience.com Ano
SPECTRUM Komeréni http://www.chem.agilent.com Ne
MILL
PLGS Komeréni http://www.waters.com Ne
PEAKS Komer¢ni http://www.bioinformaticssolutions.com Ano
PROTEINPILOT Komeréni http://download.appliedbiosystems.com/proteinpilot Ne
PHENYX Komeréni http://www.phenyx-ms.com Ano
SORCERER Komer¢ni http://www.sagensearch.com Ne
OMSSA Open-source, http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/omssa/ Ano
volné Sifitelny
XITANDEM Open-source, http://www.thegpm.org/ TANDEM Ne

weve

 Online pfistup znamend, 7e vyhleddvani miZze byt uskutecnéno vzdilen& a pristupovat lze

prostiednictvim webového prohlizece.




Priloha 2
Piehled struktury isoflavont [37]

Nazev isoflavoni R, R, R, R, |R R,
Daidzin H H glc H H OH
glycetin-7-O-B-D-glucosid H OCH, | glc H H OH
kalycosin-7-O-B-D-glucosid H H glc H OH OCH,
genistin OH H glc H H OH
daidzien-7-O-B-D-glucosid -6”-O-malonat H H glc-Mal | H H OH
3-methylorobol-7-O-B-D-glucosid OH H glc H OCH, | OH
pratensein-7-O-B-D-glucosid OH H glc H OH OCH,
kalykosin-7-O-B-D-glucosid6”-O-malonat H H glc-Mal | H OH OCH,
pseudobaptigenin-7-O-p-D-glucosid H H glc H O- OCH,-
daidzein-7-0-B-D-glucosid-6"-O-acetat H H glc-OAc | H H OH
ononin (formononetin-7-O-B-D-glucosid) H H glc H H OCH,
genistein-7-O-B-D-glucosid -6”-O-malonat OH H glc-Mal | H H OH
orobol-7-0-B-D-glucosid-6"-O-malonat OH H glc H OH OH
3-methylorobol-7-O-B-D-glucosid-6"-O-malonat OH H glc-Mal | H OCH, | OH
pratensein-7-O-B-D-glucosid-6"-O-malonéat OH H glc-Mal | H OH OCH,
daidzein H H H H H OH
irilone-4°-0-B-D-glucosid OH | O- CH,- H H O-glc
pseudobaptigenin-7-0O-p-D-glucosid-6"-O-malonat | H H glc-Mal | H O- OCH,-
glycitein H OCH, | H H H OH
orobol OH |H H H OH OH
kalykosin H H H H OH OCH,
formononetin-7-O-B-D-glucosid-6"-O-malonat H H glc-Mal | H H OCH,
afrormosin-7-O-p-D-glucosid H OCH, | glc H H OCH,
sissotrin (biochanin A-7-O-B-D-glucosid ) OH H glc H H OCH,
irilin B-7-O-B-D-glucosid OH | OCH, | glc OH | H H
irilone-4‘-0-B-D-glucosid-6"-O-malonat OH | O- CH,- H H O-glc-Mal
trifoside (prunetin-4°-O-B-D-glucosid) OH H CH, H H O-glc
afrormosin-7-O-B-D-glucosid-6"-O-malonat H OCH, | glc-Mal | H H OCH,
pseudobaptigenin7-O-B-D-glucosid-6"-O-acetat H H glc-OAc | H O- OCH,-
formononetin-7-O-B-D-glucosid-6"-O-acetat H H glc-OAc | H H OCH,
texasin -7-0-B-D-glucosid-6"-O-malonat H OH glc-Mal | H H OCH,
irilin B-7-O-B-D-glucosid-6"-O-malonat OH | OCH, | glc-Mal | OH | H H
3*‘-methylorobol OH H H H OCH, | OH
genistein OH H H H H OH
biochanin A-7-O-B-D-glucosid-6"-O-malonat OH H glc-Mal | H H OCH,
pratensein OH H OH H OH OCH,
prunetin-4‘-O-B-D-glucosid-6"-O-malonat OH H CH, H H O-glc-Mal
pseudobaptigenin H H H H O- OCH,-
irilone-4°-0-B-D-glucosid-6"-O-acetat OH | O- CH,- H H O-glc-OAc
formononetin H H H H H OCH,
prunetin-4‘-O-B-D-glucosid-6"-O-acetat OH H CH, H H O-glc-OAc
texasin H OH H H H OCH,
biochanin A-7-O-B-D-glucosid-6"-O-acetat OH H glc-OAc | H H OCH,
irilone OH O- CH,- H H OH
prunetin OH H CH, H H OH
biochanin A OH |H H H H OCH




Priloha 3

Vyvojovy diagram aplikace vytvotené v grafickém uzivatelském rozhrani (GUI) programu

Matlab.
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