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Zespol Chemii i Stereochemii Peptydow i Bialek Wydzialu Chemii Uniwer-
sytetu Wroclawskiego skupia chemikow, zajmujgcych si¢ projektowaniem i syntezg
biologicznie aktywnych peptydéw i ich pochodnych organicznych, poszukiwaniem
nowych metod syntezy peptydomimetykéw i koniugatéw peptydowych oraz wyko-
rzystaniem spektrometrii mas do badania struktury biopolimerdw.

Badania naukowe Kierownika Zespotu, prof. dr hab. Zbigniewa Szewczuka oraz
dr hab. Piotra Stefanowicza, prof. UWr. koncentruja si¢ wokot zastosowan zaawan-
sowanych metod spektrometrii mas do rozwigzywania problemoéw biochemicznych.
Dr hab. Mariola Kuczer specjalizuje si¢ w chemii peptydow owadzich, dr Alicja
Kluczyk zajmuje si¢ synteza koniugatéw peptydowych ze zwigzkami heterocy-
klicznymi, dr Monika Kijewska prowadzi prace nad wykrywaniem zaawansowa-
nych produktéw glikacji, dr Monika Biernat bada dimeryczne analogi biologicznie
aktywnych peptydow, dr Marek Cebrat syntezuje koniugaty peptydow z safirynami,
dr Remigiusz Bachor analizuje biblioteki kombinatoryczne peptydéw, dr Mateusz
Waliczek opracowuje nowe izobarycznne znaczniki jonizacyjne do analizy pepty-
dow, mgr Magdalena Wierzbicka pracuje nad otrzymywaniem peptydéw o zlozo-
nych strukturach drugorzedowych, mgr Aneta Paluch studiuje zatezanie modyfi-
kowanych potranslacyjnie peptydéw na no$niku statym.
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ABSTRACT

High sensitivity, accuracy, and ability to provide structural information makes
mass spectrometry (MS) the method of choice for both qualitative and quantitative
analysis in proteome research. Peptide sequencing by tandem mass spectrometry
(MS/MS) was successfully applied to discover new peptide sequences and modi-
fications. Insufficient ionization of some peptides is one of the main limitations
of MS-based peptide identification. The development of sensitive detection tech-
niques for the efficient analysis of such samples is very important. Differences in
ionizability cause difficulties in quantification studies, which could be overcome
by derivatization of peptides to improve both the detectability and the selectivity
of an analysis. Incorporation of ionization markers and isotopic labels (particularly
the isobaric tags) is often used for this reason. Isobaric labeling reagents (including
commercially available iTRAQ, TMT, DiLeu and DiART) have found a wide appli-
cation in quantitative proteomics.

Mass spectrometry is a very good tool for the determination of posttransla-
tional modifications (PTMs), but the modified proteins are usually present in low
concentrations. The development of ionization tags specific to a particular PTM and
suitable for sensitive analysis of the modified proteins is required. For the analy-
sis of phosphorylated peptides, a combination of 3-elimination and the reaction of
resulting «,-dehydroamino acid residues with the nucleophilic thiol group could
be used to detect a labile PTM. Such reaction may be used to introduce derivatiz-
ing reagents at the original site of phosphorylation, to enhance ionization in MS
analysis. Glycation and glycosylation of proteins are other very important PTMs
associated with many natural processes as well as diseases. We have designed and
synthesized bifunctional quaternary ammonium salt derivatives of phenylboronic
acids for selective detection of carbohydrates and peptide-derived Amadori pro-
ducts by ESI-MS.

The attachment of a fixed charge (e.g. in a form of a quaternary ammonium
salt) to the amino groups in peptides leads to the enhancement of a precursor ion
signal in mass spectra. We have developed several new QAS-containing ionization
reagents including bicyclic tags with DABCO, ABCO or azoniaspiro groups. It is
worth noting that 2,4,6-substituted pyrylium salts react with amino groups in pepti-
des introducing a stable positive charge and improve peptide detection by MS.

The newly developed ionization tags were successfully applied for the analysis
of OBOC combinatorial libraries as well as for studying possible biomarkers of pre-
eclampsia, a pregnancy disorder.

Keywords: mass spectrometry, posttranslational modifications, ionization markers,
phosphorylation, glycation, combinatorial libraries

Stowa kluczowe: spektrometria mas, modyfikacje potranslacyjne, znaczniki joniza-
cyjne, fosforylacja, glikacja, biblioteki kombinatoryczne
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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

grupa 1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamoniowa
zaawansowane produkty glikacji (ang. advanced glyca-
tion endproducts)

dysocjacja zderzeniowa (ang. collision induced disso-
ciation)

grupa 4-aza-1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamoniowa
izotopowe znaczniki N,N-dimetyloleucynowe (ang.
Deuterium isobaric Amine-Reactive Tag)

jonizacja typu elektrosprej, spektrometria mas z elek-
trosprejowym zrodtem jonow (ang. electrospray ioni-
zation)

bombardowanie szybkimi atomami (ang. fast atom
bombardment)

chromatografia oddziatywan hydrofilowych (ang.
hydrophilic interaction liquid chromatography)
znaczniki izobaryczne do wzglednej i bezwzglednej
analizy ilo$ciowej (ang. isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation)

chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig
mas (ang. liquid chromatography mass spectrometry)
jonizacja/desorpcja laserowa wspomagana matryca
(ang. matrix assisted laser desorption and ionization)
monitorowanie reakcji wielokrotnych, monitorowa-
nie reakcji prekursor/produkt (ang. multiple reaction
monitoring)

tandemowa spektrometria mas

biblioteki kombinatoryczne typu jedno ziarno jeden
zwiazek (ang. one-bead one-compound)

wypehienie krzemionkowe modyfikowane grupami
oktadecylowymi (ang. octadecylsilane stationary phase)
stan przedrzucawkowy, preeklampsja (ang. preeclamp-
sia)

modyfikacje potranslacyjne (ang. posttranslational
modifications)

czwartorzedowe sole amoniowe (ang. quaternary
ammonium salts)

monitorowanie wybranych reakcji (ang. selected reac-
tion monitoring)

trietyloamina

izobaryczny znacznik fragmentacyjny (ang. tandem
mas tag)

analizator czasu przelotu (ang. time of flight)
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WPROWADZENIE

Spektrometria mas jest jedng z podstawowych metod badania biatek. Dostarcza
nie tylko informacji o ich budowie, ale pozwala na analiz¢ oddziatywan miedzy-
bialkowych oraz monitorowanie stezen bialek w réznych stanach fizjologicznych.
Prace prowadzone od wielu lat w Zespole Chemii i Stereochemii Peptydéw i Bia-
tek Wydzialu Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego koncentrujg si¢ na problemach
zwigkszania czuloéci pomiaréw poprzez chemiczna modyfikacje analizowanych
zwiazkow. Projekty badawcze dotycza poszukiwania metod selektywnej detek-
cji modyfikacji potranslacyjnych w biatkach, projektowania i syntezy znacznikow
jonizacyjnych i opracowania nowych metod znakowania analitow do oznaczen ilo-
$ciowych metodg rozcienczenia izotopowego za pomocg tandemowej spektrometrii
mas. Uzyskane wyniki, prezentowane w ponizszym opracowaniu, stanowig przeglad
nowoczesnych zastosowan spektrometrii mas w analizie peptydéw i bialek.

1. SPEKTROMETRIA MAS W BADANIU BIALEK I PEPTYDOW

Spektrometria mas jeszcze do konca lat siedemdziesigtych ubieglego stulecia
byta wykorzystywana gtéwnie do badania mato polarnych, lotnych substancji, kto-
rych masy czasteczkowe nie przekraczaly 2000 Da. Pierwsza metodg jonizacji, ktdra
pozwolita na uzyskanie widm mas bialek i polipeptydéw, byla technika FAB (ang.
fast atom bombardment). Zastosowanie tej metody pozwalalo na pomiary mas czg-
steczkowych peptydéw i niewielkich biatek, jednak czulos¢ detekeji byta niezado-
walajaca, a zakres pomiarowy ograniczony [1].

Rutynowe zastosowanie spektrometrii mas do analizy bialek stalo sie
powszechne dopiero w latach osiemdziesigtych XX wieku, po wprowadzeniu migk-
kich metod jonizacji ESI i MALDI. Opracowanie efektywnych technik jonizacji bia-
tek zostalo uhonorowane Nagroda Nobla, ktdrg w roku 2002 otrzymali John Fenn
i Koishi Tanaka [2].

Bezpos$rednia analiza biatek technikg spektrometrii mas jest obecnie powszech-
nie wykorzystywana w badaniach biochemicznych i biotechnologicznych [3]
(zgodne z oczekiwaniami widmo ESI-MS pozwala na potwierdzenie tozsamosci
biatka i okreslenie stopnia jego czystosci), jak rowniez w kontroli jakosci biatko-
wych preparatow farmaceutycznych, takich jak przeciwciata [4]. Obecnie, pomimo
duzych postepow, jakie dokonaly sie w spektrometrii mas biatek, uzyskanie dobrych
widm mas tych substancji napotyka trudnosci. Czestym problemem jest mikrohete-
rogeniczno$¢ probki, wynikajaca z czgdciowej hydrolizy bialek przez egzopeptydazy,
a takze obecnos¢ soli nieorganicznych, tworzacych addukty z badanymi biatkami,
co zmniejsza czuloé¢ ich detekeji. Uzyskanie danych dotyczacych sekwencji biatka
mozliwe jest dwiema metodami - przez bezposérednia fragmentacje w fazie gazo-
wej (top down) i z wykorzystaniem hydrolizy enzymatycznej polgczonej z analizg
uzyskanych fragmentow technikg LC-MS (bottom up) [5]. Ze wzgledu na trudno-
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$ci zwigzane z fragmentacjg bialek w fazie gazowej, obecnie dominuje podejscie
bottom up.

Poniewaz metoda ta jest obecnie powszechnie stosowna w proteomice, wykry-
wanie i oznaczanie peptydow technikg LC-MS stalo si¢ bardzo istotne w badaniach
biochemicznych i klinicznych zaréwno w odniesieniu do produktéw proteolizy
bialek, jak i w analizie peptydéw endogennych. Wiele naturalnych peptydow wyka-
zuje aktywno$¢ biologiczng (neuropeptydy, hormony peptydowe) [6], tak wiec ich
wykrywanie i oznaczanie ma rosngce znaczenie w naukach przyrodniczych [7].
Zastosowanie techniki LC-MS pozwala analizowa¢ prébki o bardzo duzej ztozono-
$ci i wykrywa¢ peptydy w ilo$ciach nano- a nawet attomolowych [8].

Pomimo bardzo szybkiego rozwoju spektrometrii mas, nadal istotny problem
stanowi niewystarczajaca czulo$¢ metody w analizie §ladowych iloéci substancji,
spowodowana niska wydajnoscia jonizacji analitow peptydowych. W eksperymen-
cie ESI-MS poziom jonizacji peptyddw zalezy od wlasciwosci kwasowo-zasadowych
tworzacych je reszt aminokwasowych. Jony powstaja gtéwnie w wyniku proto-
nowania lub deprotonowania odpowiednich grup funkcyjnych, a ich Zrédtem sg
przede wszystkim N-koncowa grupa aminowa peptydu oraz grupy aminowe fancu-
chéw bocznych aminokwaséw, a w przypadku deprotonacji - grupy karboksylowe.
Wyjatkowo podatne na protonacje s peptydy zawierajace reszty lizyny (pKa 10)
lub argininy (pKa 12), a sygnaly odpowiadajace takim peptydom na widmie MS
sg wielokrotnie wyzsze od pochodzacych od peptydéw niezasadowych. Ponadto,
pordéwnujgc intensywnos¢ sygnaléw pochodzgcych od peptyddéw zawierajgcych
reszte argininy lub lizyny, mozna zaobserwowac ponad 10-krotnie wyzszg intensyw-
no$¢ tych pierwszych [9]. Obecnos¢ argininy powoduje supresje pozostatych jonow,
co sprawia, ze sygnaly pochodzace od innych peptyddw sa trudne do identyfikacji.
Na intensywno$¢ otrzymywanych sygnatéw ma réwniez wplyw dlugos¢ oraz struk-
tura drugorzedowa peptydow [10], a takze ich hydrofobowo$¢, ktéra determinuje
zdolnos¢ czasteczki do przemieszczania si¢ na powierzchnie tworzacej sie kropli
w procesie jonizacji ESI [11].

Chociaz masy czasteczkowe peptydow powstajacych w wyniku hydrolizy enzy-
matycznej biatka moga by¢ wykorzystane do jego identyfikacji, w bardziej skom-
plikowanych przypadkach nalezy uwzgledni¢ fragmentacje¢ peptydéw. Eksperyment
prowadzony technika MS/MS polega na wyodrebnieniu jonu prekursorowego pep-
tydu za pomocg kwadrupolowego filtra mas. W wyniku zderzenia z atomami gazu
obojetnego jon ulega aktywacji prowadzacej do otrzymania produktéw fragmen-
tacji (jondéw potomnych). Analiza uzyskanych fragmentéw umozliwia okreslenie
sekwencji badanego peptydu.

Fragmentacja peptydéw prowadzi do powstania kilku charakterystycznych
serii jondw [12], ktorych nazewnictwo przedstawiono na Rysunku 1. Ktora z tych
serii okaze si¢ dominujaca, zalezy nie tylko od sekwencji peptydu, ale takze od
zastosowanej metody fragmentacji. Najczesciej wykorzystuje si¢ metode CID (ang.
collision induced dissociation), w ktérej — po nadaniu jonowi energii kinetycznej -
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poddawany jest on kolizji z obojetnym gazem (zwykle z argonem) [13]. Powoduje
to wzrost energii oscylacyjnej zjonizowanego peptydu, a w konsekwencji rozpad
na jony potomne. Zastosowanie umiarkowanych energii kolizji (kilkadziesiagt eV)
prowadzi do utworzenia gléwnie serii jonéw b i y (Rys. 1). Zwigkszenie energii
kolizji do kilku tysiecy elektronowoltow sprawia, ze na widmie pojawia si¢ wiecej
serii jonéw (dodatkowo a, ¢, z oraz x). Odmiennie przebiega fragmentacja jonéw
peptydow z wykorzystaniem aktywacji elektronami. Metoda ta moze by¢ stosowana
wylaczne do jondéw o tadunku wigkszym niz 1+. Oddzialywanie wielokrotnie nata-
dowanego peptydu bezposrednio z niskoenergetycznymi elektronami (energia kilku
eV) lub z czasteczkami, ktore sg przeno$nikami elektronow, prowadzi do aktywacji
peptydu i rozpadu na jony potomne. W metodzie tej powstaja glownie jony typu c
oraz nieparzystoelektronowe jony (z+1), o strukturze podobnej do jonéw z [14].

N I~ B R~ HENs B B
b b by b by by | b
a, a, a, a, a, a, a,
8
ol |r? ol R* ol R° ol R
.
a0 U D I D I D L
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7
R o |rR® ol | ol R
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Rysunek 1. Nomenklatura jondéw powstajacych w wyniku fragmentacji peptydéw (na podstawie [15, 16])
Figure 1. Nomenclature of peptide fragment ions (according to [15, 16])

Interpretacja widm fragmentacyjnych peptydéw o wysokich masach czgstecz-
kowych napotyka trudnosci, gdyz w widmach tych wystepuja rézne typy jonéow
fragmentacyjnych. Przebieg fragmentacji peptydu mozna jednak znaczaco zmieni¢
stosujac odpowiedniag modyfikacje chemiczng (np. umieszczenie grupy funkcyj-
nej o trwatym, dodatnim lub ujemnym tadunku na C- lub N-koncu peptydu. Taka
modyfikacja pozwala na uzyskanie widm, w ktérych przewaza seria jonéw y lub b,
co bardzo upraszcza przeprowadzenie analizy sekwencji.

Zaréwno bialka, jak i peptydy odgrywaja kluczowa role w réznych procesach
biologicznych, a wigkszos¢ dotychczas zidentyfikowanych biomarkeréw procesu
chorobowego to biatka lub ich fragmenty, ktore fizjologicznie wystepuja w surowicy
w wysokich stezeniach, jak na przyklad fibrynogen i fibrynopeptydy, hemoglobina,
amyloid A czy apolipoproteina A. Ich analiza moze ulatwi¢ wczesng diagnostyke
stanow chorobowych, pomdc w monitorowaniu procesu leczenia lub zapobieganiu
chorobom [17, 18].



616 R. BACHOR, M. BIERNAT, M. CEBRAT, M. KIJEWSKA, A. KLUCZYK T IN.

2. ZNACZNIKI IZOTOPOWE W PROTEOMICE ILOSCIOWE]

Pomimo znacznej czulo$ci pomiaréw metodg spektrometrii mas, wciaz wyste-
puja problemy z wykryciem i ilo§ciowym oznaczeniem bialek, zwlaszcza przy niskich
stezeniach. Jedna z mozliwych metod rozwigzania tego problemu jest chemiczna
modyfikacja peptydéw ukierunkowana na zwiekszenie intensywnosci sygnatu MS
tych zwiazkéw [19]. Podobne problemy pojawiaja si¢ przy analizie ilosciowej biatek.
Jednym z podstawowych zagadnien w badaniach proceséw biochemicznych jest
sledzenie zmian stezenia poszczegdlnych biatek w danym ukladzie biologicznym
pod wplywem okreslonych czynnikéw. Poréwnanie stezen biatek w stanie fizjolo-
gicznym i patologicznym pozwala na identyfikacje bialek bezposrednio zwigzanych
z rozwojem danej choroby, co z kolei moze wskaza¢ nowe kierunki poszukiwania
molekularnego podloza chordb i doprowadzi¢ do uzyskania nowych lekdw i terapii.

Zastosowanie spektrometrii mas do analizy ilosciowej biatek jest mozliwe
dzieki temu, iz intensywnos¢ sygnalu na widmie MS jest proporcjonalna do ilosci
danej substancji w probce. Badania ilociowe utrudnia jednak fakt, ze intensywnos¢
sygnalow zalezy takze od innych czynnikéw, na przyklad od efektywnosci jonizacji
lub sktadu badanej mieszaniny i oddzialywania jej skladnikéw. Najskuteczniejszym
sposobem na ograniczenie negatywnego wplywu tych czynnikéw na wyniki analizy
ilosciowej jest zastosowanie wzorcow wewnetrznych, a jedng z mozliwych strate-
gii jest znakowanie probki trwalymi izotopami (ang. stable isotope labeling), takimi
jak *H, "°C, "N lub "O. Czasteczki o zmienionym skladzie izotopowym doskonale
nadajg si¢ do roli wzorca wewnetrznego, gdyz z jednej strony majg praktycznie iden-
tyczne wlasciwosci fizykochemiczne (w tym parametry rozdziatu chromatograficz-
nego i efektywnos¢ jonizacji), a z drugiej strony, ze wzgledu na réznice mas analitu
i wzorca wewnetrznego, sa one tatwe do rozréznienia przez spektrometr mas [20].

Niektore strategie analizy ilo§ciowej wykorzystujace znakowanie trwatymi izo-
topami, przewidujg takie zaprojektowanie znacznikéw, by réznica ich mas ujawniata
sie dopiero po procesie fragmentacji, czyli na widmie MS/MS. Na takim zaloze-
niu opiera si¢ miedzy innymi strategia iTRAQ (ang. isobaric Tag for Relative and
Absolute Quantitation) [21]. Tego typu reagenty skladajg sie z dwdch zasadniczych
elementow: grupy reporterowej (ang. reporter group) i grupy réwnowazacej (ang.
balance group), potaczonych wigzaniem, ktore fatwo ulega rozpadowi w spektrome-
trze mas. Znacznik wystepuje w kilku wariantach rézniacych si¢ sktadem izotopo-
wym grupy reporterowej i rownowazacej, przy czym sumaryczna nominalna masa
calego znacznika jest w kazdym przypadku praktycznie taka sama, co oznacza, ze
zwigzek znakowany tymi znacznikami daje zazwyczaj pojedynczy sygnal na widmie
masowym. W wyniku fragmentacji, powstaja rézniace si¢ masa czasteczkowa jony
reporterowe, ktoérych stosunek intensywnosci pozwala na okreslenie réznic ilo$cio-
wych miedzy probkami znakowanymi réznymi wariantami znacznika. Obecna
wersja znacznikéw iTRAQ obejmuje zestaw 8 izobarycznych wariantéw (m/z dla
jonow reporterowych wynosi 113,114, 115,116, 117,118, 1191 121), a wiec pozwala
na réwnoczesne poréwnanie nawet osmiu réznych prébek (Rys. 2). Znaczniki te
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dostepne sa w postaci estréw N-hydroksysukcynimidowych, ktdére efektywnie
reagujg z pierwszorzedowymi grupami aminowymi peptydow i biatek.

znacznik izobaryczny grupa amino-

catkowita masa = 305 reaktywna
| ]
r Ll 1
grupa reporterowa
masa =113-121, bez 120 (l)
f—l—V
/N\MMN\IWVWW‘O\

o \

~ N\) o/

grupa réwnowazgca
masa = 192-184, bez 185

Rysunek 2. Struktura znacznikéw iTRAQ (wersja oktapleks). Dzieki wykorzystaniu réznych izotopow wegla,
azotu i tlenu, wszystkie warianty znacznika majg t¢ sama mase catkowita (305), ale rozne masy
grupy reporterowej i réwnowazacej

Figure 2. Structure of iTRAQ reagents (octaplex version). The molecular weight of the whole marker is the
same (305), but the reporter and balance groups differ in mass due to the presence of different
isotopes of carbon, nitrogen and oxygen

Na podobnej zasadzie zbudowane sa znaczniki TMT (ang. tandem mas tag)
[22], ktére w obecnej wersji pozwalaja na rownoczesne badanie do 10 réznych
probek [23]. Podobnie jak znaczniki iTRAQ, TMT reaguja z pierwszorzedowymi
grupami aminowymi, co pozwala na efektywne znakowanie peptydéw powstatych
w wyniku enzymatycznej hydrolizy biatek (Rys. 3).
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Rysunek 3. Struktura znacznikéw TMT
Figure 3. Structure of the TMT reagents

Inny znacznik izobaryczny, DiLeu, jest pochodng leucyny podwodjnie mety-
lowanej na grupie a-aminowej [24]. Jony reporterowe, powstajace w wyniku
fragmentacji tego znacznika, w trakcie pomiarow MS/MS maja strukture jonow
immoniowych i posiadajg masy nominalne 115, 116, 117 i 118. Przy zastosowaniu
wysokorozdzielczego spektrometru mas, mozliwe jest rozréznienie jonéw izoba-
rycznych o tych samych masach nominalnych, co w przypadku znacznika DiLeu
pozwala uzyska¢ do 12 réznych jonéw reporterowych [25]. Podobnie jak iTRAQ
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i TMT, znaczniki DiLeu reaguja z grupami aminowymi, przy czym grupg aktywna
w tym przypadku jest ester dimetoksytriazynowy (Rys. 4).
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grupa grupa amino- grupa grupa amino-
rownowazaca reaktywna réwnowazaca reaktywna

T \ Y )
grupa grupa

reporterowa reporterowa

m/z 115-118

Rysunek 4.  Struktura znacznikéw DiLeu i DiART
Figure 4. Structure of the DiLeu and DiART reagents

Znaczniki iTRAQ, TMT i DiLeu wykorzystuja ci¢zkie izotopy wegla, azotu
i tlenu (°C, "N, "0), aby zapobiec separacji chromatograficznej izotopomerow,
zdarzajacej si¢, gdy w miejsce protonu podstawiony zostanie deuter. Ten nieko-
rzystny efekt podstawienia deuterem mozna jednak zminimalizowaé ograniczajac
liczbe wprowadzanych atoméw “H oraz umieszczajac je w obrebie grup hydrofi-
lowych. Na podstawie tej obserwacji, Zhang i in. opracowal znakowane deuterem
(a przez to tansze) znaczniki DiART (ang. Deuterium isobaric Amine-Reactive Tag)
[26]. Znacznik ten stosowany jest w postaci estru N-hydroksysukcynimidowego.
W wyniku fragmentacji MS/MS, uzyskuje si¢ jony reporterowe o masach 114-119,
co pozwala na réwnoczesng analize 6 probek.

Duzg zaleta metod wykorzystujacych opisane wyzej znaczniki izobaryczne jest
to, ze znakowanie nie ma wplywu na pozostate fragmenty czasteczki, co pozwala
na wykorzystanie tego samego widma MS/MS i do identyfikacji, i do ilosciowej
analizy peptydu. Interpretacja wynikéw ilosciowych jest bardzo prosta, gdyz polega
na bezposrednim pordéwnaniu intensywnosci sygnaléw dla jondéw reporterowych
uzyskanych dla danej czasteczki. Metody te nie s3 jednak pozbawione wad. Ponie-
waz analiza ilo§ciowa opiera si¢ na sledzeniu jonéw reporterowych, powstajacych
w wyniku fragmentacji MS/MS, metody te sa duzo wolniejsze od opartych o zwy-
kty pomiar MS, a ponadto wymagaja spektrometréw zdolnych do rejestracji widm
MS/MS z bardzo wysoka czestotliwosdcia. Niskie masy uzyskiwanych jonéw repor-
terowych, w poréwnaniu z masg calego peptydu, utrudniaja wykorzystanie do tego
typu pomiaréw powszechnie uzywanych spektrometréw z putapkag jonows.
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3. MODYFIKACJE POTRANSLACY]JNE

Modyfikacje potranslacyjne (PTMs) sa to modyfikacje chemiczne, ktérym ule-
gaja bialka po procesie translacji. Polegaja na kowalencyjnym przytaczeniu okreslo-
nych grup funkcyjnych do tancuchéw bocznych reszt aminokwasowych budujacych
biatka, zmieniajgc ich wlasciwosci fizykochemiczne, stabilno$¢ oraz aktywnosé
biologiczng. PTMs wplywajg zatem na funkcje biatek, przez co pelnig wazng role
w wielu procesach biologicznych [27]. W ostatnich latach PTMs cieszg si¢ duzym
zainteresowaniem wsrdd biologéw i biochemikéow [28], a do najczesciej badanych
modyfikacji nalezg fosforylacja, glikozylacja, glikacja, acylacja, amidacja, hydroliza
i utlenianie [29].

Spektrometria mas jest obecnie gléwng metoda analityczng stosowana do
identyfikacji i detekcji PTMs, poniewaz wprowadzenie nowej grupy funkcyjnej
powoduje zmiane masy czasteczkowej biatka, co mozna zaobserwowa¢ na widmie
masowym [30]. Niestety, metoda ta, pomimo wielu zalet, posiada réwniez pewne
ograniczenia podczas identyfikacji PTMs. Wynikaja one gtéwnie z niewielkiej ilosci,
w jakiej PTMs wystepuja w probkach biologicznych, w poréwnaniu z biatkami nie-
modyfikowanymi, co moze powodowa¢ efekt supresji w analizie MS. Dlatego tez
wcigz poszukiwane sg nowe metody ich wzbogacenia i analizy.

3.1. FOSFORYLACJA

Fosforylacja polega na przylaczeniu grupy y-fosforanowej z czasteczki ATP
do lancucha bocznego odpowiedniej reszty aminokwasowej, najczesciej seryny,
treoniny lub tyrozyny. Reakcja jest katalizowana enzymatycznie za pomocg kinaz
biatkowych. Odlaczenie grupy fosforanowej zachodzi na drodze reakcji hydrolizy
(defosforylacji), w wyniku dziatania enzymoéw zwanych fosfatazami.

Fosforylacja nalezy do jednej z najwazniejszych modyfikacji potranslacyj-
nych, jednak identyfikacja miejsca fosforylacji jest utrudniona, ze wzgledu na $la-
dowe ilosci fosforylowanych bialek w probkach biologicznych, niestabilnos¢ grupy
fosforanowej w warunkach pomiaru MS oraz tlumienie jonizacji w trybie jonow
dodatnich, spowodowane obecnos$cig anionowej grupy fosforanowej, co powoduje
zmniejszenie intensywnosci sygnaléw na widmach masowych [31].

Do identyfikacji fosforylowanych peptydéw i bialek stosuje si¢ modyfikacje
chemiczng, polegajaca na reakcji -eliminacji grupy fosforanowej w $rodowisku
silnie zasadowym. W wyniku tej reakcji, powstaje a,-dehydroaminokwas, ktory
nastepnie moze ulega¢ addycji Michaela ze zwigzkami zawierajagcymi grupe tiolowg
oraz znacznik umozliwiajacy zwiekszenie wydajnosci jonizacji w analizie MS. Taka
metode zastosowali miedzy innymi Ahn i in. [32]. Identyfikacji miejsca fosfory-
lacji dokonali przeprowadzajac reakcje fS-eliminacji z jednoczesng derywatyzacja
za pomoca guanidynoetanotiolu (Rys. 5). Otrzymane zwiazki poddano analizie
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MALDI-TOF MS. Na uzyskanych widmach masowych zaobserwowano znacznie
intensywniejsze sygnaly dla tak zmodyfikowanych peptydow.

NH,
NH “NH

QH
o:F,LOH p eliminacja addycja Michaela S

o , NH

Ba(OH), y, NH Guanidynoetanotiol NH y,
%NH NH —_— NH Uy, R o
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o

Rysunek 5. Reakcja -eliminacji grupy fosforanowej i addycja guanidynoetanotiolu do uktadu nienasyconego
reszty a,f3-dehydroaminokwasu [32]

Figure 5. Phosphate group f-elimination and addition of guanidinoethanethiol to the resulting a,3-dehydro
amino acid residue [32]

3.2. GLIKACJA I GLIKOZYLACJA

Glikozylacja jest jedng z najczestszych modyfikacji potranslacyjnych, ktdrej
ulega znaczna czes$¢ biatek powierzchniowych i wydzielniczych komérki [33]. Sktad
glikanow zalezy od aktywnosci enzymoéw (glikozylotransferaz i glikozydaz) odpo-
wiedzialnych za synteze oligosacharydéw oraz od stanu fizjologicznego komorek,
a takze dzialania czynnikéw zewnetrznych. Glikozylacji podlegaja kluczowe biatka
komorek ukladu odpornosciowego. Na istotne znaczenie tego procesu w ukladzie
odpornosciowym wskazujg wyniki licznych badan zmian glikozylacji w réznych
stanach patologicznych uktadu immunologicznego [34]. Analiza glikozylowanych
peptydow za pomoca wysokorozdzielczej spektrometrii mas, sprzezonej z chro-
matografiag cieczowa (LC-MS), jest utrudniona ze wzgledu na niewystarczajaca
jonizacje tych peptyddéw oraz niestabilnos¢ reszt cukrowych w warunkach pomia-
row fragmentacyjnych (MS/MS). Niezwykle uzyteczne w analizie sacharydéw/
oligosacharydow za pomocg MS okazaly sie pochodne hydrazyny [35]. Dostepny
handlowo odczynnik Girarda T, jest rutynowo wykorzystywany jako odczynnik
derywatyzujacy do analizy matych oligosacharydéw metoda MALDI-MS [36].
Bereman i in. [37] opracowali nowy hydrazyd kationowy zwig¢kszajacy hydrofobo-
wos¢é, a tym samym ulatwiajacy jonizacje glikandw w warunkach analizy ESI-MS.
Jednakze odczynniki hydrazydowe moga reagowac tylko z glikanami zawierajagcym
cukier redukujacy na koncu fancucha, co utrudnia bezposrednig analize wszystkich
glikozylowanych peptydéw wystepujacych w mieszaninie, nie mozna wiec uznac tej
metody za uniwersalna.

Przyktadem modyfikacji potranslacyjnej, zachodzacej bez udzialu enzymow,
jest reakcja glikacji. Glikacja jest wieloetapowa reakcja polegajaca na przytaczeniu
czasteczki cukru redukujacego do pierwszorzedowej grupy aminowej biomolekut
(bialek, peptydow) [38]. Sposrod bialek podlegajacych nieenzymatycznej glikacji
duze znaczenie w przypadku cukrzycy odgrywaja biatka krwi — hemoglobina, albu-
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mina oraz bialka o dlugim okresie zZycia - kolagen i krystalina. Analityczne oznacza-
nie glikowanych bialek (szczegdlnie albuminy i hemoglobiny) jest wykorzystywane
w diagnostyce hiperglikemii do monitorowania postepéw leczenia cukrzycy, gdyz
moze dostarcza¢ informacji na temat wyréwnania metabolizmu cukréow [39, 40].
Ponadto, produkty reakcji glikacji moga by¢ takze przyczyna starzenia oraz choréb
neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera [41]. Nasze badania skupialy si¢
na peptydowym produkcie przegrupowania Amadoriego (pochodne N-(1-amino-
-1-deoksyfruktozy), gdyz zwigzek ten jest kluczowym produktem posrednim w two-
rzeniu zaawansowanych produktéw glikacji (AGE). Analiza glikowanych bialek
osocza krwi jest trudna, ze wzgledu na niskie stezenie glikowanych peptydow, skom-
plikowang matryce oraz niedostateczny stopien jonizacji peptydow. Zaprojektowa-
lismy i zsyntetyzowalismy wigc znacznik, bedacy pochodng czwartorzedowej soli
amoniowej oraz kwasu fenyloboronowego [42], w celu selektywnej detekeji i mozli-
wosci wzmocnienia jonizacji glikowanych peptydéw (Rys. 6). Otrzymany znacznik
w niewielkim stopniu zwigksza jonizacje produktu Amadoriego, ale przede wszyst-
kim stabilizuje aminofruktoze w analizie fragmentacyjnej tych zwigzkéw. Charak-
terystyczne jony, powstajace w wyniku strat neutralnych podczas analizy MS/MS
majg znacznie mniejszg intensywnos¢, co zdecydowanie ufatwia sekwencjonowanie
i wskazanie miejsca modyfikacji w lancuchu peptydowym. Dodatkowo znaczniki te
zastosowano do detekeji oligosacharyddw, ktore wezesniej mozna bylo analizowa¢
tylko jako jony ujemne, co w analizie MS bywa klopotliwe. Wprowadzenie tadunku
dodatniego oraz wzmocnienie jonizacji zdecydowanie ulatwilo analize [43], o czym
bedzie mowa w kolejnym rozdziale.

p——

Analiza MS

——o

Rysunek 6. Zastosowanie bifunkcjonalnego reagentu do selektywnego wychwytu peptydowych produktow
przegrupowania Amadoriego
Figure 6. The application of bifunctional reagent for selective capture of peptide-linked Amadori products
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4. SYNTETYCZNE ZNACZNIKI JONIZACY]JNE

4.1. CZWARTORZEDOWE SOLE AMONIOWE

Jedna z metod zwigkszania jonizowalnosci probki jest derywatyzacja grup
aminowych, podczas ktérej analizowany zwigzek jest przeprowadzany w pochodne
czwartorzedowych soli amoniowych (ang. quaternary ammonium salts, QAS).
Obecno$¢ w czasteczce trwatego tadunku dodatniego powoduje wielokrotny wzrost
wydajnosci jonizacji, a tym samym wzrost czulosci analiz wykonywanych metoda
ESI-MS.

W pierwszej metodzie syntezy pochodnych QAS, Kidwell i in. zastosowali bez-
posrednia reakcje peptydu z jodkiem metylu, podczas ktorej grupe aminowa zmo-
dyfikowano do soli trimetyloamoniowej (Rys. 7A). Chociaz obecno$¢ stabilnego
fadunku dodatniego w badanym peptydzie pozwalata na analize pikomolowych
ilo$ci substancji za pomoca spektrometrii mas, ze wzgledu na niskg wydajno$¢ reak-
cji, metoda ta okazala sie malo uzyteczna [44].

Kolejna metoda syntezy byla oparta na reakcji dwuetapowej. W pierwszym
kroku, N-konicowa grupe aminowg acetylowano przy uzyciu chlorku chloroacetylu,
a w kolejnym - atom chloru podstawiano trietyloaming (Rys. 7B) [45]. Ogranicze-
niem w obu przypadkach byt brak selektywnosci wobec N-koncowej grupy amino-
wej.

W 1993 r. Stults i in. zaproponowali réwniez procedure dwuetapowa, z uzy-
ciem bezwodnika kwasu jodooctowego i amin trzeciorzedowych (Rys. 7C) [46].
W metodzie tej, wykorzystujac roznice w warto$ciach pKa, mozna bylo selektyw-
nie zmodyfikowaé N-koncowa grupe a-aminowa, w obecnosci grupy e-aminowe;j
tancucha bocznego lizyny. Ponadto, wprowadzenie ugrupowania dimetyloheksy-
loamoniowego lub dimetylooktyloamoniowego do peptydu powodowalo ponad
trzykrotny wzrost wydajnosci jonizacji, a takze ulatwilo analize danych uzyskanych
z eksperymentu MS/MS.

W 1997 r. Bartlet-Jones i in. opracowali jednoetapowa metode derywatyzacji,
polegajaca na bezposrednim przylaczeniu do peptydu pochodnej trimetyloamo-
niowej estru N-hydroksysukcynimidowego (Rys. 7D). Wykorzystujac te procedure,
mozna bylto oznaczy¢ 50 femtomolowg ilo$¢ peptydu przy uzyciu MALDI MS [47].

Zaproponowana modyfikacja grup aminowych z wykorzystaniem pochodnych
estrow N-hydroksysukcynimidowych znalazla szerokie zastosowanie do modyfiko-
wania peptydow w roztworze, przede wszystkim w badaniach proteomicznych, do
oznaczen ilo$ciowych [48, 49].

Inng procedure syntezy koniugatow peptydowych czwartorzedowych soli amo-
niowych opracowal Wasslen i in. (Rys. 7E) [50]. Derywatyzacje grup aminowych
peptydow immobilizowanych na zywicy kationowej przeprowadzono za pomoca
eterowego roztworu diazometanu. Zastosowana modyfikacja pozwolita na uzyska-
nie N,N,N-trimetylowanych pochodnych peptydowych, ktére zwigkszaly jonizacje
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analizowanych peptydow, ulatwiajac ich oznaczenie w rozpuszczalnikach aprotycz-
nych. Dodatkowo, ze wzgledu na powstawanie w eksperymentach MS/MS charak-
terystycznego fragmentu a,, zaproponowany sposéb derywatyzacji utatwial analize
danych uzyskanych z pomiaréw ilosciowych w trybie MRM (ang. multiple reaction
monitoring).
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Rysunek 7. Wybrane reakcje otrzymywania pochodnych peptydowych zawierajacych czwartorzedowe sole
amoniowe. N- i C-koncowe grupy funkcyjne zostaly wyodrebnione w celu uproszczenia réwnan
reakeji

Figure 7. Selected methods of formation of quaternary ammonium salt derivatives of peptides. The termi-
nal functional groups were presented as separated to simplify the reaction schemes

Opracowalismy metode syntezy na no$niku staltym koniugatéw peptydowych
zawierajacych QAS (Rys. 7F i 7G) [51-53] i okredlilismy wplyw wydluzenia fan-
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cuchéw alkilowych przy czwartorzedowym atomie azotu na wydajno$¢ jonizacji
[51] oraz mechanizmy fragmentacji otrzymanych czasteczek [52]. Niestety, w trak-
cie eksperymentéw MS/MS pochodnych peptydowych zawierajacych alifatyczne
czwartorzedowe sole amoniowe zachodzila eliminacja aminy trzeciorzgdowej lub
eliminacja Hofmanna, prowadzaca do powstania alkenu [52].

W kolejnych badaniach do derywatyzacji grupy aminowej w peptydach zapro-
ponowalis$my bicykliczne sole amoniowe: 4-aza-1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamo-
niowg (DABCO) oraz 1-azoniabicyklo[2.2.2]oktyloamoniowa (ABCO) [51, 53].
Wyniki pomiaréw MS wykazaly, iz bicykliczne czwartorzedowe sole amoniowe nie
ulegaja rozpadowi podczas eksperymentéw MS/MS [53]. Ponadto, przeprowadzone
na peptydach modyfikacje pozwolily na obnizenie granicy ich wykrywalnosci, co
umozliwilo oznaczenia substancji w ilosciach femtomolowych.

4.2. SOLE AZONIASPIRANOWE

Uktady azoniaspiranowe cechujg si¢ polaczeniem dwoch cyklicznych ukladéw
alkilowych za pomocg czwartorzedowego, dodatnio natadowanego atomu azotu.
Zgodnie z badaniami przeprowadzonymi dla znacznikéw bicyklicznych ABCO,
uklady te nie ulegaja eliminacji Hofmanna [53], a ponadto sa odporne na utrate
aminy trzeciorzedowej, obserwowang dla ukladéow ABCO w eksperymentach
MS/MS.

W chemii peptydéw tego typy uklady moga by¢ syntezowane jako pochodne
proliny [54]. Zsyntezowane zostaly uktady: 5-azoniaspiro[4.4]nonylowy (ASN*-CO)
i 7,8-benzo-5-azoniaspiro[4.4]nonylowy (BASN'-CO) z wykorzystaniem reakcji
substytucji nukleofilowej N-koncowej reszty proliny z 1,4-dibromobutanem lub
dibromoortoksylenem, w aprotycznym rozpuszczalniku organicznym na no$niku
stalym (Rys. 8). Podobnie, otrzymano znaczniki: 2-oksa-5-azoniaspiro[4.4]nony-
lowy (2-oxa-ASN*-CO) oraz 2-tia-5-azoniaspiro[4.4]nonylowy (2-thia-ASN*-CO)
[55], wychodzac od kwasu tiazolidyno-4-karboksylowego (Thz) oraz oksazolidyno-
-4-karboksylowego (Oxa), pochodnych odpowiednio tia- oraz oksaproliny (Rys. 8).
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Rysunek 8. Schemat syntezy znacznikow azoniaspiranowych
Figure 8. The synthesis of azoniaspiro derivatives
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Znaczniki ASN™-CO oraz BASN"-CO zwigkszaja od 10 do 100-krotnie efektyw-
no$¢ jonizacji peptydow. Za pomoca LC-ESI-MRM, dla znakowanych w ten sposdb
peptydéw wyznaczono granice wykrywalnosci na poziomie subfemtomolowym,
az do attomolowego [54, 55]. Sole azoniaspiranowe sg bardzo stabilne w ekspery-
mentach MS/MS, dzigki czemu moga by¢ potencjalnie stosowane do identyfikacji
i sekwencjonowania de novo $ladowych ilosci peptydéw i hydrolizatow bialek [56].
Znaczniki 2-oxa-ASN'-CO oraz 2-thia-ASN™-CO umozliwiajg réwniez powstanie
stabilnych jonéw reporterowych w ilosciowych eksperymentach SRM (ang. selected
reaction monitoring) [55].

Znaczniki azoniaspiranowe, podobnie jak inne pochodne betainy [57, 58] tatwo
ulegaja podstawieniu woddr-deuter na atomie a-C modyfikowanej reszty proliny,
w srodowisku 1% TEA w D,0, a wymiana ta jest trwata w $§rodowisku kwasowym,
natomiast wymiana zwrotna zachodzi przy uzyciu 1% TEA w H,O [59, 60]. Czyni
to z niej wiec szybka i tanig metode otrzymywania deuterowanych izotopologow
do celow proteomiki ilo§ciowej, tym bardziej ze zaobserwowano koelucje obydwu
analogéw podczas rozdzialu HPLC na kolumnach HILIC oraz ODS.

Badania nad wymiang wodoér-deuter pozwolily zaobserwowaé po raz pierw-
szy racemizacje modyfikowanej reszty proliny w warunkach wymiany [60]. Oby-
dwa izotopologi soli BASN"-CO-Abu-OEt-BPh, wykazuja odmienne skrecalnosci
optyczne. Mechanizm racemizacji poprzez plaska forme enolanu zostal zapropono-
wany na podstawie doniesien Richarda i in. [61].

Zalety znacznikéw azoniaspiranowych, ze wzgledu na wysoka wydajno$¢ joni-
zacyjna, stabilnos¢ w eksperymentach MS/MS, tatwo$¢ otrzymywania izotopologow
iich koelucje, zostaly wykorzystane do stworzenia nowej wersji odczynnika iTRAQ,
ktérego analogi: lekki oraz ciezki, zostaly przedstawione na Rysunku 9. Znacznik,
w formie pentafluorofenylowego estru aktywnego, mozna tatwo wprowadzi¢ do
grup aminowych i tiolowych peptydow [54, 55].
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Rysunek 9.  Pary lekkich i ciezkich izotopologow azoniaspiranowych do oznaczen ilosciowych
Figure 9. The pairs of heavy and light azoniaspiro isotopologues for quantitative analysis
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4.3. SOLE PIRYDYNIOWE

Sole piryliowe sg heterocyklicznymi czasteczkami, podobnymi do pirydyny,
i zawieraja sze$cioczlonowy pierécien aromatyczny, w ktérym jeden atom wegla
jest zastgpiony przez dodatnio natadowany atom tlenu. Pionierami w syntezie soli
piryliowych byli Balaban oraz Dimroth, ktérzy w latach szes¢dziesiagtych ubieglego
stulecia opublikowali metody syntezy soli piryliowych. Jedna z nich, pozwalajaca na
synteze¢ réznych symetrycznych soli piryliowych, polega na kondensacji chlorkow
acylowych z alkoholem tert-butylowym [62]. Dimroth i in. opublikowali metode
pozwalajaca na otrzymanie soli 2,4,6-trifenylopiryliowej w oparciu o dwuetapowg
synteze. Pierwszy etap polegal na kondensacji aldolowej acetofenonu i benzalde-
hydu [63]. Otrzymany benzaloacetofenon zostal w kolejnym etapie poddany kon-
densacji z acetofenonem, z uzyciem kwasu trifluorometanosulfonowego. Na szcze-
golng uwage zastuguje reakcja soli piryliowych z aminami. Produktem reakcji tych
zwigzkow z I-rzedowymi aminami sg sole pirydyniowe. 2,4,6-Tréjpodstawione sole
piryliowe reaguja z I-rzedowymi grupami aminowymi aminokwaséw, szczegdlnie
z grupami niezattoczonymi sterycznie, np. grupa a-aminows glicyny lub e-aminowa
lizyny. Prowadzone przez nas badania wykazaly, ze reakcja ta jest szczegdlnie selek-
tywna wzgledem grupy e-aminowej reszt lizyny. Skutkiem takiej modyfikacji jest
wprowadzenie stalego fadunku dodatniego do czasteczki peptydu, dzigki czemu
sole pirydyniowe znalazly zastosowanie jako wzmacniacze jonizacyjne w analizie
peptydow metodg spektrometrii mas [64]. Na Rysunku 10 pokazano schemat dery-
watyzacji amin za pomocg 2,4,6-trdjpodstawionej soli piryliowe;.
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Rysunek 10. Derywatyzacja peptydow za pomocg 2,4,6-tréjpodstawionej soli piryliowej
Figure 10.  The application of 2,4,6-trisubstituted pyrylium salt for derivatization of peptides

Derywatyzacje t¢ przeprowadza si¢ w obecno$ci nadmiaru 2,4,6-tréjpodsta-
wionej soli piryliowej, rownowaznikowej ilosci trietyloaminy (w stosunku do
odczynnika derywatyzujacego) przez 20 min, w N,N-dimetyloformamidzie (DMF),
w temperaturze 70°C. Ze wzgledu na opisang powyzej regioselektywnos¢ reakeji soli
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piryliowych, sa one szczegdlnie uzyteczne w derywatyzacji peptydéw pochodzacych
z hydrolizy enzymatycznej katalizowanej trypsyna, ktéra prowadzi do powstania
mieszaniny peptyddéw zawierajgcych reszty lizyny lub argininy na C-konicu. Bada-
nia wykazaly, ze peptydy zawierajace znacznik 2,4,6-trifenylopirydyniowy wykazuja
znaczacy wzrost intensywnosci sygnalow na widmie masowym, w poréwnaniu
z peptydami niemodyfikowanymi. Ponadto, dla dipeptydu glicyloleucyny zawiera-
jacego znacznik pirydyniowy zostalo zarejestrowane widmo masowe na poziomie
1 attomola (1 x 10™), w trybie MRM (ang. multiple reaction monitoring). Na wid-
mach MS/MS peptydéw zawierajacych znacznik jonizacyjny na C-koncu tancucha
peptydowego wystepuje charakterystyczna seria jonéw typu y, co znacznie ulatwia
sekwencjonowanie i analiz¢ widm masowych peptydow [43].

5. ZASTOSOWANIE ZNACZNIKOW JONIZACYJNYCH W ANALIZIE
BIBLIOTEK KOMBINATORYCZNYCH

Peptydowe biblioteki kombinatoryczne typu jedno ziarno jeden zwigzek (ang.
one-bead one-compound, OBOC), stanowig niezastapione narzedzie w analizie spe-
cyficznos$ci substratowej enzymow proteolitycznych, odgrywajacych kluczowa role
w funkcjonowaniu szlakéw sygnalizacyjnych, powstawaniu infekcji i stanow zapal-
nych, apoptozie, krzepnieciu krwi oraz kontrolowaniu cyklu komoérkowego [65].
Dotychczas prowadzone badania umozliwily zaprojektowanie specyficznych sub-
stratow, inhibitoréw oraz markeréw pozwalajacych monitorowac¢ aktywnos¢ wielu
enzymow w testach in vivo i in vitro [66]. Synteze bibliotek peptydowych OBOC
przeprowadza si¢ na nosniku statym, a identyfikacji aktywnych produktéw doko-
nuje si¢ bezposrednio na ziarnach zywicy lub w roztworze.

Jedna z najczesciej wykorzystywanych metod analitycznych w chemii kombi-
natorycznej jest spektrometria mas ESI-MS [67]. Pomimo szybkiego rozwoju tej
techniki w ostatnich latach, jej podstawowym ograniczeniem jest sladowa ilos¢ sub-
stancji uwolnionej z pojedynczego ziarna zywicy, czesto niewystarczajaca do pelnej
analizy. Z uwagi na zbyt mala wydajno$¢ jonizacji niektorych peptydéw, ich analiza
sekwencyjna metoda MS/MS wymaga zastosowania wigkszej ilosci peptydow od tej,
ktéra znajduje sie na pojedynczym ziarnie zywicy. Rozwigzaniem tego problemu
moze okaza¢ sie zaprojektowana przez nas [68, 69] wydajna derywatyzacja kom-
ponentéw bibliotek OBOC znacznikiem jonizacyjnym w postaci czwartorzedowej
grupy amoniowej, ktora zwieksza jonizowalnos¢ sladowych ilosci analitow uzyska-
nych z pojedynczych ziaren OBOC, ulatwiajac ich jednoznaczne sekwencjonowanie
metoda ESI-MS/MS. Wprowadzenie takiej modytfikacji wymagato zaprojektowania
nowego typu bibliotek kombinatorycznych OBOC, w ktdrych peptydy przylaczone
byly do zywicy za pomoca linkera, zawierajgcego grupe umozliwiajaca selektywne
uwolnienie zwigzku, wysiegnik zwickszajacy odlegltos¢ od powierzchni zywicy oraz
grupe funkcyjng umozliwiajacg wprowadzenie znacznika jonizacyjnego. Po syntezie
bibliotek peptydowych na zywicy wyposazonej w tak zaprojektowany linker, N-kon-
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cowe grupy aminowe sekwencji peptydowych zostaly zablokowane przez acetylacje.
Hydroliza enzymatyczna wigzania peptydowego powoduje utworzenie wolnych
grup aminowych. Do ich identyfikacji zaproponowali$my znany w chemii, barwny
test Kaisera, bazujacy na reakcji I-rzedowej grupy aminowej z ninhydryna i prowa-
dzacy do utworzenia purpury Ruhemana [70].

W celu potwierdzenia uzytecznosci zaproponowanej metody w analizie biblio-
tek kombinatorycznych OBOC, zsyntezowano modelowe biblioteki dla chymo-
trypsyny, katepsyny G oraz kaspazy 3 i 7 [71]. Po hydrolizie enzymatycznej i reak-
¢ji ninhydrynowej, ziarna zabarwione na kolor fioletowy (zawierajace aktywne,
hydrolizowane przez enzym sekwencje peptydowe) oddzielono od ziaren niezabar-
wionych, a nastepnie produkty uwolnione z pojedynczych ziaren zywicy poddano
analizie ESI-MS/MS. Uzyskane wyniki badan sa w pelni zgodne ze znanymi spe-
cyficzno$ciami substratowymi enzyméw proteolitycznych zastosowanych w tych
eksperymentach, co wskazuje na uzyteczno$¢ zaproponowanej metody w analizie
kombinatoryczne;.

Z uwagi na niskg wydajnos¢ hydrolizy enzymatycznej peptydéw osadzonych
na noséniku stalym i acetylacje reszt aminokwasowych N-konca, w zaproponowa-
nych bibliotekach kombinatorycznych analiza fragmentu peptydu uwolnionego
do roztworu po hydrolizie enzymatycznej nie byla mozliwa. Dlatego w toku dal-
szych badan zaproponowaliémy nowy typ bibliotek peptydowych OBOC, w ktorych
znacznik jonizacyjny znajdowat si¢ na N-koncu peptydéw przylaczonych do zywicy
za pomocg odpowiedniego wysiegnika. Po hydrolizie enzymatycznej, do roztworu
uwalniany jest peptyd modyfikowany grupa zwigkszajaca jonizowalno$¢ i umozli-
wiajacg ultraczuly analize metodg ESI-MS. Dodatkowo, obecnos¢ znacznika joni-
zacyjnego we fragmencie uwalnianym do roztworu pozwala na monitorowanie
aktywno$ci enzymatycznej i szybko$ci hydrolizy wigzania peptydowego na no$niku
stalym. Przydatno$¢ tego typu bibliotek kombinatorycznych w badaniach enzyma-
tycznych zostala sprawdzona na przykladzie modelowych substratéw peptydowych
dla kaspazy 3 i 7. Uzyskane wyniki pozwolity potwierdzi¢ znang specyficzno$¢ sub-
stratowa tych proteaz i dowodzg, Ze zaproponowane biblioteki moga stanowi¢ nowe
narzedzie analityczne w badaniach szybkosci reakeji enzymatycznych na nosniku
stalym.

6. ZNACZNIKI JONIZACYJNE W BADANIU MARKEROW
CHOROBOWYCH

Stan przedrzucawkowy (preeklampsja, ang. preeclampsia, PE) jest zespotem
objawéw chorobowych, ktory moze sie pojawi¢ po 20 tygodniu cigzy, charakte-
ryzujagcym si¢ nadci$nieniem tetniczym oraz objawami uszkodzenia narzadow
wewnetrznych, zwlaszcza nerek i watroby [72, 73]. Dotyczy on duzej liczby kobiet
cigzarnych (3-7%) i bywa czesto przyczyng $mierci matki oraz jej nienarodzonego
dziecka. PE wigze si¢ z wysokim ryzykiem wystapienia komplikacji przedporodo-
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wych, przedwczesnego porodu, powaznych objawéw niedorozwoju fizycznego i psy-
chicznego a nawet §mierci noworodka. Dlatego tak wazna jest wczesna diagnostyka
PE oraz odpowiednia opieka przedporodowa, umozliwiajgca kobietom cierpigcym
na PE urodzenie zdrowego dziecka. Niestety, diagnoza PE na etapie bezobjawowym
jest niemozliwa, z uwagi na niedostateczng czulos¢ wspoélczesnych metod badaw-
czych. PE zwiazana jest z uszkodzeniem podocytéw, co w konsekwencji prowadzi
do uposledzenia funkcji nerek. Obecnie uwaza sig, ze wykrycie podocytéw w moczu
(podocytouria) u ciezarnych kobiet $wiadczy o PE, co umozliwia prognozowanie
dalszego rozwoju tej choroby.

W 2013 roku Garovic i in. zaproponowali zastosowanie spektrometrii mas
w trybie monitorowania reakcji wielokrotnych (MRM, ang. multiple reaction
monitoring), polaczonej z rozdzialem chromatograficznym mieszaniny peptydéw
tryptycznych uzyskanych po proteolizie prébek moczu pochodzacych od kobiet
cigzarnych ze zdiagnozowang preeklampsja [74]. Podejscie to bazowalo na oznacza-
niu tryptycznego fragmentu podocyny o sekwencji *H-QEAGPEPSGSGR-OH™,
w oparciu o identyfikacje powstatych z niego jonéw fragmentacyjnych w metodzie
MRM. Takie podejscie w analizie proteomicznej daje jednoznaczne potwierdzenie
obecnosci danego biatka w badanej mieszaninie, a dodatkowo przedstawiony tryb
pracy znacznie zwigksza czulo$¢ prowadzonych analiz. Zaproponowana sekwencja
peptydowa jest charakterystyczna dla ludzkiej podocyny, a dzigki obecnosci reszty
argininy na C-koncu, modelowy peptyd charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscia
jonizacji w analizie MS, co pozwala na jego czula identyfikacje. Przeprowadzone
badania wykazaty korelacje miedzy obecnosciag modelowego peptydu wybranego do
badan i wystepujacymi w moczu pacjentek podocytami, ktorych obecno$¢ potwier-
dzono metodami immunologicznymi.

W roku 2014 Simon i in. zasugerowali, ze N-konicowa reszta aminokwasowa
(glutamina) w sekwencji peptydowej, zaproponowanej przez Garovic i in. [74],
moze w warunkach eksperymentu MS/MS ulega¢ cyklizacji do kwasu piroglutami-
nowego, co moze wplywaé na wiarygodnos¢ wykonanych analiz [75]. W zwigzku
z tym, zaproponowano kolejny tryptyczny fragment podocyny o sekwencji "H-APA-
ATVVDVDEVR-OH”!, mogacy sta¢ sie peptydem diagnostycznym umozliwiajg-
cym identyfikacje podocyny w prébkach moczu. Obecno$¢ modelowego peptydu
takze wykazano w probkach moczu pochodzacych od pacjentek ze zdiagnozowang
preeklampsja.

Zaproponowane podejscie do analizy peptydowych fragmentéw podocyny
w tryptycznych hydrolizatach moczu bazuje na identyfikacji peptydéw zawiera-
jacych silnie jonizujace si¢ reszty argininy, podczas gdy hydroliza enzymatyczna
przy udziale trypsyny prowadzi takze do utworzenia peptydéw zawierajacych na
C-koncu reszte lizyny. Peptydy takie czesto charakteryzujg sie nizsza wydajnoscia
jonizacji, przez co ich identyfikacja w ztozonych prébkach biologicznych jest utrud-
niona. Opracowalismy metode derywatyzacji tryptycznych hydrolizatéw osadow
moczu, polegajaca na wprowadzeniu znacznika jonizacyjnego w formie grupy
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2,4,6-trifenylopirydyniowej na tancuch boczny reszty lizyny (Rysunek 11). Taka
modyfikacja pozwolila na ultraczula analize peptydéw na poziomie attomolowym
[76]. Zaproponowali$my takze inne sekwencje peptydowe stanowigce fragmenty
tryptyczne podocyny, ktére moga okazac si¢ dobrymi peptydami diagnostycznymi,
ktorych identyfikacja w hydrolizacie osadu moczu pozwoli na stwierdzenie obec-
nosci podocyny we wczesnym etapie rozwoju preeklampsji. Metoda ta umozliwita
stwierdzenie obecnosci podocyny w badanych prébkach moczu, co zostalo takze
potwierdzone innymi technikami diagnostyki medyczne;.
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Rysunek 11.  Schemat analizy proteomicznej biatek obecnych w moczu pochodzacym od tej samej pacjentki
w roznych stadiach PE. Probki pobrane w réznym czasie s3 modyfikowane znacznikami o réznym
skladzie izotopowym, taczone i analizowane technikg LC-MS

Figure 11.  Proteomic analysis of proteins present in patient's urine during various stages of preeclampsia.
The samples were labeled with isotopic markers, pooled and analysed using LC-MS

UWAGI KONCOWE

Znaczniki jonizacyjne wyraznie zwigkszaja czulo$¢ analizy peptydow za
pomoca spektrometrii mas [77]. Réznorodnos¢ obecnie stosowanych reagentow
pozwala na wprowadzenie znacznikéw jonizacyjnych do wielu grup funkcyjnych
analizowanych substancji. Mozna oczekiwa¢, ze znaczniki jonizacyjne umozliwig
zidentyfikowanie nowych biomarkeréw, do tej pory nieodkrytych z uwagi na niedo-
stateczng czulos¢ wspoltczesnych metod analitycznych.

Szczegdlne nadzieje mozna wigzac¢ z izobarycznymi znacznikami jonizacyj-
nymi [78], gdyz umozliwiajg ilo§ciowe badania poréwnawcze analitow wystepuja-
cych w ilo$ciach $ladowych.
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