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Proc vyslo toto Cislo

Genomika a proteomika  patFi v posledni dobé
k nejcastéji sklonovanym sloviim nejen v biochemii, ale
i v analytické chemii, molekularni biologii a v Fadé dalSich
disciplin. Zatimco genomika nam umoziuje lépe se orien-
tovat ve slozZitych otdzkdch dédicnosti na zdakladé mapova-
ni genii jako zakladnich jednotek dédicnosti, proteomika se
snazi o identifikaci v§ech proteinii v urcité busice a urceni
Jejich role. V obou pripadech je nutné mit k dispozici ana-
Iytické metody umoziiujici stanoveni extrémné nizkych
koncentraci nukleovych kyselin ¢i proteimi ve slozitych
biologickych matricich. Je skutecné fascinujici, jak techno-
logicky pokrok v oblasti moderni analytické instrumentace,
vyvolany rostoucimi poZadavky prave ze strany genomiky
a proteomiky, posunul hranice analytické chemie do drive
nemyslitelnych oblasti.

Dynamicky rozvoj analytické proteomiky byl umoznén
zejména diky pokrokiim hmotnostni spektrometrie, a to
hlavné vyuzitim novych ionizacnich technik MALDI a ESI,
za které byla v roce 2002 udélena Nobelova cena J. Fen-
novi a K. Tanakovi. V této souvislosti si vzpominam na
historku, kterou mi vypravel John Fenn. Kdyz poprvé zZai-
dal o grant na studium nabijeni velkych biologickych mo-
lekul, byla jeho zZadost zamitnuta se zdiivodnénim, ze to
neni proveditelné a i kdyby to proveditelné bylo, tak to
nebude k nicemu uzitecné. Mdam pocit, Ze tento pristup
k pravému vyhledavacimu vyzkumu, ktery jediné miiZe vést
k novym objeviim, je celosvétové rozsireny. U tohoto vy-
zkumu skutecné nelze predem naplanovat ani vysledek ani
jeho praktické dopady a ve vetsiné pripadii skutecné nikam
nevede. Ale ten nepatrny zlomek vede ke skutecnym obje-
viim hodnym toho jména a uz proto by mél byt tento typ
vyzkumu podporovan a udrZovdn, minimalné v oblasti
vysokych Skol, kde predstavuje idedalni moznost, jak sezna-
mit studenty se skutecnou pozndvaci Cinnosti a ne jen se
Stereotypnim opakovanim zazitych postupii umoziujicich
sice trvaly a konstantni postup, nikoliv viak zdsadni prii-
lom v oblasti poznani.

Vysledky genomiky a proteomiky se dnes Siroce uplat-
nuji pri studiu pricin  riznych chorob, hledani markeri
patologickych stavii, vyvoji novych léciv, pri sledovani
kvality a bezpecnosti potravin, vyuziti novych technickych
enzymil, pri enzymatické likvidaci Skodlivin, zvySovani
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vynosu ruznych zemédélskych plodin a péstovdni novych
odolnéjsich odrid s nizsim obsahem nevhodnych latek,
a v mnoha dalsich oblastech.

Proto redakce naseho casopisu povazuje vydani
zvlastniho cisla Chemickych listii zaméreného na tuto ob-
last za plné opravnéné a uzitecné a doufa, ze bude kladnée
prijato i nasimi Ctenari. Vyzva k sepsani clankii s touto
tématikou se setkala s tak Sirokym ohlasem, ze nebylo moz-
né vsechny doslé clanky zaradit do jediného cisla. Ty ¢lan-
ky, které se do tohoto cisla vzhledem k jeho omezenému
rozsahu nevejdou, budou vychdzet postupné v nové zave-
dené rubrice genomika a proteomika.

Je moji milou povinnosti podékovat viem, kteri pri-
spéli k vydani tohoto cisla. Zejména jde o RNDr. Josefa
Chmelika, DrSc., ktery je v roli hostujiciho redaktora du-
chovnim otcem tohoto cisla a vénoval jeho priprave obrov-
ské mnozstvi casu a energie. (Na tomto misté si neodpus-
tim trochu Skodolibé poznamenat, Ze neni na Skodu, kdyz
renomovani autori ochutnaji nelehky redaktorsky chlebi-
cek a uvedomi si, jak slozitd a tezka je prace redaktora).
Dale je treba podékovat celé rade firem, bez jejichz pod-
pory a prispéni by toto cislo nespatrilo svétlo svéta. Mys-
lim si, ze nase odborna verejnost by méla znat jména téch-
to firem, kteri podporuji aktivity Ceské spolecnosti chemic-
ké a prispivaji k rozsirovani nejmodernéjsich poznatkii
v modernich chemickych disciplinach mezi nasimi ctendri.
Proto je uvadim dale v abecednim poradi:

Applied Biosystems, Darmstadt

HPST 5. r. o.

Immunotech a. s.

Merck, s. r. o.

Scientific Instruments Brno, spol. s r.o.

Shimadzu GmBh Praha

Sigma-Aldrich, s. r. o.

Spectronex, spol. s r. o.

Prestoze se nekomu miiZe zdat zamérent jednotlivych
Clankii ponékud monotonni, mohu ctenare ujistit, Ze sam
proces mapovani lidského genu a odhalovani funkci jed-
notlivych proteinii v Zivé buinice patri k nejvétsim dobro-
druzstvim lidského poznani v oblasti prirodnich ved.

Jiri Barek
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1. Uvod

Proteomika se béhem posledniho desetileti stala jed-
nim z nejdynamictéjsich oborti v pfirodnich védach. Za to
vdéc¢i rozvoji molekularni biologie, genomiky, bioinforma-
tiky a spektroskopickych a separacnich metod, coz pfispé-
lo k zdokonaleni analyzy nukleovych kyselin (napt. rychlé
sekvenovani), separace a charakterizace bilkovin (napf.
dvourozmérna gelova elektroforéza a chromatografie, nové
ioniza¢ni metody hmotnostni spektrometrie). Vyuziti vypo-
Cetni techniky pro zpracovani dat ziskanych hmotnostni
spektrometrii umoznilo rychlou identifikaci bilkovin.

Existuje celda fada definic proteomiky. Za jednu
z nejlepsich povazuji tuto: proteomika je obor, ktery se zaby-
va systematickou analyzou bilkovin z hlediska jejich identi-
ty, mnozstvi a funkci. Jiné definice popisuji spiSe jednotlivé
oblasti studia bilkovin (napt. identifikaci, vztahy mezi struk-
turou a funkci) nebo zplisob ziskdvani Udaji (napf. rychla
identifikace bilkovin zejména pro diagnostické ucely).

Prudce rostouci pocet publikaci znesnadnuje zacinaji-
cim proteomikim ziskat ucelenou predstavu. Toto Eislo
Chemickych listl je vénovano predev§im chemickym
a analytickym metoddm vhodnym k identifikaci bilkovin
(tedy tzv. analytické proteomice), bioinformatice, nékte-
rym vztahim mezi genomem a proteomem, vybranym
skupinam bilkovin a nékolika ptikladim identifikace bil-
kovin a je ur€eno zejména studentim a dalS$im zajemctim,
kteti nemaji pristup k zahrani¢ni literatufe. Tento ¢lanek
proto upozorfiuje na dalSi prace vénované proteomické
problematice publikované v ¢eskych casopisech. Protoze
dosud publikované proteomické prispévky v ceské literatu-
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fe v disledku riznych pfistupti jednotlivych autord pisobi
ponékud roztiisténé, pokusil jsem se v tomto ¢lanku shr-
nout a utfidit n€které Castéji pouzivané terminy a metody
s cilem usnadnit ¢tenafm pochopeni dalSich praci v tomto
Cisle, které jsou shrnuty v zavé&recné ¢4sti tohoto piispévku.

2. Pristupy k proteomickému studiu

Existuje cela tada rozdilnych pfistupti k proteo-
mickému studiu jak z hlediska pouzité metodologie, tak
ucelu a cilt. V nasledujici ¢asti budou zminény jenom
vybrané Casté€ji pouzivané ptistupy:

Analyticka proteomika je zaloZena na kombinaci se-
parace bilkovin ze sloZitych biologickych smési, jejich
charakterizaci hmotnostni spektrometrii a na bioinforma-
tickém zpracovani ziskanych Udajii. Hlavnim cilem je
identifikace bilkovin v¢etné stanoveni molekulové hmot-
nosti, sekvence (pofadi) aminokyselin a urCeni post-
transla¢nich modifikaci. Dal§imi cili jsou napf. charakteri-
zace nekovalentnich interakci bilkovin s jinymi latkami
a kvantitativni stanoveni heterogenity.

Strukturni proteomika se zabyva studiem struktury
bilkovin s pouzitim krystalografie, NMR, MS a fady dal-
Sich technik s cilem pochopit strukturni chovani bilkovin
(tvorbu a stabilitu nativni konformace) a vyuzit tyto po-
znatky v proteinovém inzenyrstvi pii modifikacich bilko-
vin pro specifické ucely (1éCiva, primyslové enzymy atd.).

Funkcni proteomika se zabyva nejen funkci bilkovin,
ale zejména studiem komplexnich Zivotnich procesi, je-
jichz pochopeni ma zasadni vyznam pro studium vyvoje
organismu ¢i mechanismu a 1é¢bu nemoci.

Diferencni (srovnavaci) proteomika je zaloZena na
analyze slozitych smési bilkovin, ktera sleduje zmény slo-
zeni bilkovin pfi riznych stavech organismu (napf. nor-
malni versus patalogicky stav) s cilem nalézt a identifiko-
vat rozdiln€ se vyskytujici bilkoviny.

High-throughput proteomika je zaméfena na rychlé
ziskavani velkého mnozstvi tdaji o bilkovinach, coz je
dilezité zejména pro screeningové Ucely ve zdravotnictvi,
zemé&délstvi, kontrole potravin atd.

High-coverage proteomika se zabyva ziskavanim
udaji o sekvenci aminokyselin vCetné posttranslacnich
modifikaci bilkovin s cilem co nejvyssiho pokryti primarni
struktury (tj. stanovenim potadi co nejvyssiho poctu ami-
nokyselinovych zbytkd v bilkovin€), coz je dulezité pfi
studiu role bilkovin v Zivotnich procesech.

Bottom-up proteomika ptedstavuje ,klasicky* postup
identifikace bilkovin, kdy je dand bilkovina nejprve izolo-
vana ze smesi, potom enzymove rozstépena na smes peptidi,
které jsou charakterizovainy hmotnostni spektrometrii
(molekulova hmotnost, piipadné sekvence). K tomu jsou
vétSinou vyuzivany specifické peptidy, tj. peptidy, které od-
povidaji specificité pouzitého enzymu (zpravidla trypsinu).



Chem. Listy 99, 883 — 885 (2005)

Shotgun proteomika je obecny postup pro identifikace
bilkovin, kdy je neseparovand smés bilkovin nejprve enzy-
moveé rozStépena na smes peptidd, které jsou nasledné
separovany vhodnou metodou (nejcastéji HPLC) a potom
sekvenovany tandemovou hmotnostni spektrometrii (¢asto
jsou vyuzivany i nespecifické enzymy napft. proteinasa K).
Jedna z metod se nazyva MudPIT (multidimensional pro-
tein identification technology, vicerozmérna technologie
identifikace bilkovin).

Top-down proteomika je postup identifikace bilkovin,
kdy je dana bilkovina nejprve izolovana ze smési a potom
charakterizovana (nejvyhodnéji je cela molekula fragmen-
tovana v hmotnostnim spektrometru). Tento pfistup prinasi
rychlé informace o molekulové hmotnosti, sekvenci ami-
nokyselin a posttranslacnich modifikacich.

3. Metody proteomického studia

Priprava vzorku pro identifikaci je velmi diilezita.
Neni pfili§ rozumné zacit homogenizaci celého organismu
a ztéto komplexni smési se snazit charakterizovat cely
proteom. I kdyby se to podatilo, coz v soucasnosti se neda-
fi pln€ ani pro mikroorganismy, neziskdme vice informaci
nez ty, které zname jiz z genomu. Proto je nutné si defino-
vat na za¢atku kazdého projektu jeho cile a na tomto za-
kladé vzorek dostatecné zjednodusit (vybrat jen urcitou
Cast organismu nebo typ bilkovin) a tomu pfizpusobit izo-
laéni postup (vybér extrakénich ¢inidel, separa¢ni metody
atd.).

Tradi¢ni metodou analytické proteomiky je dvouroz-
mérna gelova elektroforéza na polyakrylamidovém gelu,
vyuzivana nejen k separaci bilkovin, ale i k ziskavani
dvourozmérnych map bilkovin, které lze pfimo vyuzit
k proteomické charakterizaci organismu, tkani, bungk,
metabolickych procesii atd.'. Dali tradiéni metodou je
Edmannova degradace bilkovin vyuzivana k jejich sekve-
naci, ktera je nyni nahrazovana hmotnostni spektrometrii®.
Dvourozmérna kapalinova chromatografie spise dopliuje
neZ nahrazuje dvourozmérnou gelovou elektroforézu’. Jeji
nejveétsi  prednosti je, Ze separované bilkoviny jsou
v roztoku, a Ize je tedy snadno pouzit ke stanoveni jejich
molekulové hmotnosti, ze které 1ze rychle zjistit, zda je
bilkovina posttranslacné modifikovana. Tyto bilkoviny lze
pouzit pro dalsi studium. Existuje fada dalsich metod, které
umozituji izolovat bilkoviny pro proteomické ugely. Cast
znich je zaloZena na principu kapildrni elektroforézy a isoe-
lektrické fokusace v kapaling®®, dalsi vyuZivaji field-flow
frakcionaci’ pro izolaci bilkovin'® nebo biologickych ¢astic''.
Nejdulezitejsi jsou stale metody chromatografické. Kromeé
dvourozmérné kapalinové chromatografie se vyuZzivaji
v proteomice 1 dalsi techniky (napt. gelova chromatogra-
fie'?), ale stale diileZit&jsi ulohu hraji afinitni techniky'*™".

Dynamicky rozvoj analytické proteomiky byl umoz-
nén zejména diky pokrokiim hmotnostni spektrometrie,
ato hlavné vyuzitim novych ionizacnich technik MALDI
a ionizace elektrosprejem (ESI), za které byla v roce 2002
udélena Nobelova cena K. Tanakovi a J. Fennovi. Existuje
nékolik hmotnostné spektrometrickych zplisobl identifika-
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ce bilkovin: stanoveni molekulové hmotnosti intaktnich
bilkovin, PMF (peptide mass fingerprinting, peptidové
mapovani), fragmentacni analyza peptidi a fragmentacni
analyza intaktnich bilkovin.

Stanoveni molekulové hmotnosti intaktni bilkoviny
sice nelze povazovat za dostatecnou identifikaci, na dru-
hou stranu poskytuje okamzitou informaci o moznych
posttranslac¢nich modifikacich.

PMF vyuziva stanoveni molekulové hmotnosti pepti-
di vzniklych specifickym $tépenim bilkovin urcitym enzy-
mem, stanovené molekulové hmotnosti peptidd jsou po-
rovnany s teoretickymi molekulovymi hmotnostmi peptidi
vzniklych specifickym $tépenim stejnym enzymem vsech
bilkovin v databazich. Vyhodou je, Ze tento postup vyza-
duje velmi malé mnozstvi bilkovin a ze ho Ize snadno au-
tomatizovat. Nevyhodou je pak nejednoznacnost vysled-
kut pti analyze smési bilkovin a to, Ze jde pouze o nepfi-
mou identifikaci, kterd selhdva u mutaci a posttranslacnich
modifikaci.

Fragmentacni analyza vyuziva stanoveni molekulové
hmotnosti fragmentovych ionti vzniklych v hmotnostnim
spektrometru z peptidl ke stanoveni jejich aminokyselino-
vé sekvence. Ta je potom vyuZita pro identifikaci v databa-
PMF, protoZe byla vyvinuta pro elektrosprejovou tandemo-
vou hmotnostni spektrometrii (ESI MS/MS), ale rychly
rozvoj tandemovych technik MALDI (napt. MALDI TOF/
TOF, MALDI Q-TOF) umoznil pouziti stejného vzorku
pro oba pfistupy. Navic fragmenta¢ni analyza peptidu
umoziiuje i analyzu nespecifickych peptida'® nebo stano-
veni sekvence aminokyselin u bilkovin, které nejsou
v databazich, tzv. de novo sekvenaci. Fragmentacni analy-
za intaktnich bilkovin s pouZzitim MS pfinasi v ptipadech,
kdy je dana bilkovina nejprve izolovana ze smési a potom
fragmentovdna tandemovou hmotnostni spektrometrii,
informace o molekulové hmotnosti, sekvenci aminokyselin
a posttranslaénich modifikacich'®.

Udaje ziskané z MS/MS analyzy peptidii 1ze interpre-
tovat nékolika postupy. Dfive se pouZzivala rucni interpre-
tace koliznich spekter, kdy je ziskana sekvencni informace
pouzita k prohledavani databaze bilkovin vyhleddvacim
programem. Zpracovani obrovského mnozstvi dat ziskané-
ho hmotnostni spektrometrii si vyzadalo moznost ptimého
vyuziti experimentalnich MS/MS dat pro vyhledavaci pro-
gramy. Dal$i rozvoj vypocetni techniky a bioinformatiky
nejen pro rychlou identifikaci bilkovin, ale i pro zjistovani
jejich biologické role, je nezbytnou podminkou splnéni
cili proteomického vyzkumu.

4. Cile proteomiky

Proteomika, ktera prochazi v poslednich letech rych-
lym vyvojem, zasahuje do vSech oblasti veédy i aplikaci,
kde né&jakou roli hraji bilkoviny. Hlavnim cilem proteomi-
ky je popis a vysvétleni role bilkovin v procesech, které
probihaji v organismech, coz zahrnuje identifikaci bilkovin
(v€etné stanoveni molekulové hmotnosti, sekvence amino-
kyselin, kvantitativni stanoveni heterogenity, ur€eni vazeb
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S-S a posttranslaénich modifikaci), interakce bilkovin
sjinymi latkami, kvalitativni i kvantitativni stanoveni
zmén slozeni bilkovin béhem biologickych procest atd.
Nejdulezitgjsi jsou aplikace proteomiky v medicing
(studium pficin a mechanismd chorob, nalezeni markert
patologickych stavil), farmacii (hleddni a vyvoj 1éciv),
potravinaistvi (kvalita a bezpecnost potravin, nové vyrobni
procesy), prumyslu (technické enzymy), ochrané Zivotniho
prostiedi (likvidace Skodlivin enzymy), zeméd¢lstvi
(zvySovani vynost, péstovani novych odolnégjSich odrud
s niz8im obsahem skodlivych latek) atd.

Proteomika generuje stale vétsi mnozstvi dat o bilko-
vinach v makromolekuldrnich komplexech, bunkach, orga-
nelach, tkanich i celych organismech a tempo ziskavani
dat se neustale zrychluje. Soucasné se zlepSuji a vyvijeji
nové proteomické techniky, a to jak analytické, biologickeé,
tak zejména bioinformatické, nebot’ produkované mnozstvi
dat pfesahuje moznosti nepocitacového zpracovani.

5. Obsah proteomického ¢isla Chemickych listi

Prudky rozvoj proteomiky nebyl dosud pfili§ zachy-
cen v Seské odborné literatuie’, proto se vybor proteomic-
ké sekce Ceské spolednosti pro biochemii a molekularni
biologii spolu s redakci Chemickych listii dohodl na pfi-
pravé proteomického éisla, které by poskytlo ceskym za-
jemcum pokud mozno uceleny piehled této problematiky.
Na pocatku jsem oslovil asi 30 pracovnikd, ktefi se u nas
proteomikou zabyvaji, aby napsali prispévek na urcité
téma. Asi dvé tfetiny oslovenych vyhovélo mé zadosti
aprvni ¢ast spolecného Gsili nyni ¢tenaiim predkladame.
Druha ¢ast prispévki bude v Chemickych listech publiko-
véana v roce 2006, kde se mimo jiné objevi referaty o gly-
koproteinech, méfeni protemickych dat a studiu trojroz-
mérné struktury bilkovin hmotnostni spektrometrii.

Uvodni ¢&lanky prvni &asti shrnuji historii, vyvoj
a obecngjsi pristupy proteomiky'®?°. Nasledujici piispévky
popisuji moderni chemické proteomické postupy, vyuziti
proteolytickych enzymi®', integrovanych feeni’> a mik-
rofluidiky® v proteomice. Dali piispévek se zabyva diile-
Zitou skupinou bilkovin fosfoproteiny®*. Ti firemni pri-
spévky popisuji moderni hmotnostné spektrometrickou
instrumentaci®> .

Aplikace jsou jednak zameéfeny na vyuZziti dvojroz-
mémé kapalinové chromatografie pro izolaci bilkovin®®,
jednak na vyuziti proteomiky v molekularni toxikologii*,
na charakterizaci proteomu bakteriofaga 812 (cit.’) a na
proteomickou identifikaci glutenovych bilkovin®'.

Tato prace byla podporena prostiedky vyzkumnému
zaméru MSMT ¢ Z40310501.
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Proteomics is a fast developing field aimed at protein
identification. Its development was made possible by im-
provement of separation and spectroscopic techniques, and
development of bioinformatics necessary for data evalua-
tion. This review summarizes some basic approaches, aims
and methods (including MS, electrophoresis, chromatogra-
phy, focusing field-flow fractionation, etc.). The review
opens a special proteomics issue of the journal.
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Uvod

Termin ,,genom* oznacuje veskerou vybavu nukleo-
vych kyselin, které zajistuji bunéénou dédi¢nost a koduji
strukturu 1 funk¢ni projev butiky. Analogicky ,,proteom™
zahrnuje vSechny bilkoviny (proteiny), které tvori pfevazu-
jici soucast bunécnych struktur a vykonavaji prakticky
vSechny bunééné funkce: prevadéji a zpracovavaji biolo-
gickou informaci, uskuteciiuji vyménu latek a energie
(metabolismus).

Slovo ,,proteom* (proteome; protein complement of
the genome) pouzil poprvé australsky doktorand Mark
Wilkins v r. 1994 na konferenci v Siené. Vznikl novy obor
zvany proteomika, jehoz ndplni je globalni identifikace
proteinit v urcité zdravé nebo nemocné buice ¢i tkani
a studium jejich funkce ¢&i interakce'. Velmi brzy se ukaza-
lo, Ze proteomika bude v porovnani s genomikou, studiem
proménlivost uréitého proteomu béhem bunécného rustu
a diferenciace, ale i vliv funk¢énich produktt jinych bunéc-
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nych typu ¢i vnitfniho prostfedi organismu, které se méni
v zavislosti na starnuti, pfi adaptaci na zmény vngjsiho
prostiedi a v pribéhu nemoci. Proteiny jsou stale pozmé-
novany. Navazuji se na né fosforecné, cukerné nebo lipi-
dové skupiny, spojuji se s jinymi proteiny do vétSich mole-
kularnich celkii. Dé&je se tak v prubehu jejich syntézy i po
dobu jejich setrvani v organismu. Mnozstvi jednotlivych
proteini v jediné eukaryotické bunce se odhaduje
v rozmezi od 1 do 10° molekul a dosahuje az 10" v séru’.
Neni tedy divu, ze zakladni skladba lidského genomu byla
rozlusténa béhem jediného roku na robotickych zafizenich
a DNA sekvenatorech americké firmy Celera Genomics
Craiga Ventera, zatimco pro sestaveni proteomu jsou ne-
zbytné citlivé metody déleni proteind, jejich automatické
zpracovani a naro¢né urcovani proteinii hmotnostni spekt-
rometrii.

Proteomika je kli¢em k systematickému studiu biolo-
gickych déji. Vyvoj sméfuje ke stale citlivéjsim metodam.
Cilem je identifikovat a charakterizovat proteiny v nejniz-
Sich moznych koncentracich.

2. Rozvoj proteomiky

2.1.Cesta od genomu k proteomu

Technologicky rozvoj analytické proteinové chemie
kolem roku 1990 byl plivodné zaméfen na zvySovani citli-
vosti metod pouzivanych k identifikaci proteinti délenych
na gelech. Nejcastéji bylo pouzivano urCovani sledu ami-
nokyselin od N-konce neporuSenych proteini nebo enzy-
movée Stépenych proteinovych fragmenti (Edmanovo sek-
venovani), ale tento zpiisob byl pomaly a malo citlivy’.
V téchto letech byly uz rozlustény genomy nékolika mik-
roorganismi a to vytvotilo pfedpoklady k identifikaci pro-
teind pomoci genovych databazi. Efektivnost tohoto pfi-
stupu byla vSak omezena schopnosti urcit ¢astecnou sek-
venéni informaci z daného proteinu a srovnat ji s daty ulo-
zenymi v genovych databazich.

2.2.D¢leni proteint

K déleni proteinti se stale pouziva dvojrozmérna gelo-
va elektroforéza (2DE). Poprvé byla popsana v roce 1975
nezavisle tiemi riiznymi autory”®. Pfednosti této metody
je rozdéleni jednotlivych proteinti ze smési ziskané z bu-
nék, tkani ¢i t€lnich tekutin na gelech podle dvou nezévis-
Iych biochemickych charakteristik. Nejprve jsou proteiny
v prvnim sméru rozdéleny podle svych nabojii (do isoelek-
trickych bodd, pl) a poté v kolmém sméru podle svych
molekulovych hmotnosti. Vysledkem je tzv. proteinova
mapa, v niz kazdy protein zaujima charakteristikou pozici.
Proteiny v gelu jsou vizualizovany barvenim riznymi zpu-
soby, pii¢emz nejvyssi citlivosti dosahuje stiibieni’. Tech-
nika 2DE jako prvni umoZnila a podpofila soucasnou
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kvantitativni analyzu velkého poctu proteind.

Metoda 2DE prispéla jiz v 80. letech k sestavovani
proteinovych databazi. V této dobé byly také navrZeny
statistické metody (shlukovaci algoritmy ¢i metoda hlav-
nich komponent) hodnoceni proteinovych map. Identifika-
ci proteintl z gelli v§ak umoznilo az pouZiti novych analy-
tickych pfistroju, které byly vyvinuty na pocatku 90. let.

2.3.1dentifikace proteinit hmotnostni
spektrometrii

V hmotnostni spektrometrii (MS) je méfena hmotnost
molekuly (pfesnéji pomér hmotnosti k néboji), kterd musi
byt nejprve ionizovana a prenesena do vysokého vakua
pfistroje. Zatimco analyza malych molekul byla Gspésna,
latky s vyssi molekulovou hmotnosti se rozkladaly. Vyvoj
dvou metod, ionizace elektrosprejem® (ESI) a laserova
desorpce za piitomnosti matrice” (MALDI, matrix-assisted
laser desorption/ionization) ke konci 80. letech druhého
tisicileti vyfesil tento problém a oteviel cestu k vyrobé
novych typt pfistroji. Iontové zdroje MALDI jsou nejcas-
téji spojeny s analyzatorem hmotnosti TOF (time of
flight), zatimco ESI je obvykle spojen s iontovou pasti (IT)
nebo kvadrupolovym (Q) radiofrekvencnim typem analy-
zatoru. Vedle MALDI-TOF jsou také dostupné hmotnostni
spektrometry vyuZivajici ESI iontové zdroje a hybridni Q-
TOF analyzatory'’.

Cetné experimenty potvrdily, Ze stanoveni hmotnosti
proteinti, pokud nedosahuje extrémni ptesnosti, nestaci
k jejich ur€eni. To umozni teprve hmotnosti peptidil, které
vzniknou $tépenim proteinu na specifickych mistech. Iden-
tifikace pak spocivd v srovnani spektra experimentalnich
peptidi s teoretickymi spektry vypocitanymi ze sekvencnich
databdzi. V roce 1993 bylo publikovdno pét nezavislych
sdéleni o vyhledavacich databazovych algoritmech' ™. Tak
vznikly metody zndmé jako peptidové hmotnostni mapo-
vani ¢i otiskovani (peptide mass mapping/fingerprinting).

3. Soucasna tvar proteomiky

3.1.Elektromigracni technika: 2DE a MS

Dvojrozmérna polyakrylamidova elektroforéza zlsta-
va zakladem proteomiky'®. Pouziti imobilizovanych pH
gradientll do velké miry vyfeSilo problém reprodukovatel-
nosti prvého rozméru a usnadnilo déleni bazickych protei-
nil. Zdokonaluje se uc¢innost solubilizace membranovych
proteint, i kdyz ptetrvavaji problémy s hydrofobnimi pro-
teiny nebo proteiny o extrémni velikosti ¢i pl. Objevuji se
i dalsi postupy jako techniky diferen¢niho fluorescenéniho
znaceni proteinti (DIGE) ¢i fluorescenéni detekce separo-
vanych proteint, kterd vyrazné rozSifuje oblast linearity
pfi kvantifikaci proteinl. Po¢itatové vyhodnocovéani vel-
kého poctu proteinovych map, nezbytné pro tplné objas-
néni riznych biologickych procesi, se vylepsuje a automa-
tizuje diky novému programovému vybaveni, pfesto stale
vyZaduje ur¢ité manudlni zdsahy. Hmotnostni spektromet-
rie MALDI-TOF se stala metodou prvni volby pfi identifi-
kaci proteinti délenych 2DE.
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3.2.Chromatografické techniky: LC-MS

Omezeni souvisejici s pouzitim klasické elektromi-
gracni techniky vedla k rychlému rozvoji pokrocilejsi ge-
nerace proteomickych technik, zejména kombinace kapali-
nové chromatografie (LC) a tandemové hmotnostni spekt-
rometrie (MS/MS), a znaceni stabilnim izotopem'o. Tyto
techniky jsou zalozeny na podmince, ze méfeni peptidd
vzniklych proteolytickym Stépenim komplexni smési pro-
teini maze byt pouzito jak pro identifikaci proteint, tak
pro jejich relativni kvantifikaci. Pfi pouziti LC-MS postu-
pu jsou peptidy dé€leny kapalinovou chromatografii s re-
verzni fazi (RP-HPLC) a poté jsou nastiiknuty na hmot-
nostni spektrometr ESI. Softwarové vybaveni pfistroje
mize vybrat jednotlivé prekurzorové ionty pro tandemo-
vou MS/MS analyzu. Ty jsou pak fragmentovany za vzni-
ku dcefinnych iontl, které jsou ddle zméteny a zobrazeny
ve vysledném spektru MS/MS a udavaji aminokyselinovou
sekvenci prekurzoru. Vzhledem k vysoké kapacité kolon
RP-HPLC a vysoké analytické schopnosti ESI-MS je moz-
né analyzovat velmi komplexni smési peptidi, coz bylo
poprvé demonstrovano na ptikladu peptidi prezentova-
nych hlavnim histokompatibilnim komplexem imunitniho
systému'’. Je ziejmé, Ze analyzitor hmotnostniho spektro-
metru je jeho rozhodujici soucasti a schopnost generovat
hmotnostni spektra udévajici informace o iontech odvoze-
nych ze studovanych peptidi/proteind je klicovym prvkem
v kontextu souCasné proteomiky. Vedle jiz zminénych
analyzatoru typu IT, TOF a Q, je nutné zminit i analyzator
typu FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron resonance)
'8 ktery vychytavé ionty podobné& jako iontova past, aviak
za podminek vysokého vakua v silném magnetickém poli.
Jeho ptednosti je vysoka piesnost méfeni hmotnosti a roz-
liSeni. V poslednich letech se tspésné prosazuji nové kon-
figurace iontovych zdroji a hmotnostnich analyzatort,
napf. MALDI-TOF/TOF, kde je mezi dva analyzitory
TOF vlozena kolizni cela. MALDI-generované prekurzo-
rové ionty jsou v prvnim analyzatoru TOF analyzovéany
podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z) a vybrané
ionty pak prochdzeji kolizni celou, kde jsou dale fragmen-
tovany a hmotnosti iontovych fragmentl jsou méfeny ve
druhém analyzatoru TOF (cit."”). Obdobné mize byt vlo-
zena kolizni cela i mezi quadrupolovy iontovy filtr a ana-
lyzator TOF (Q-TOF). Tyto hybridni pfistroje poskytuji
informa¢né bohata hmotnostni spektra a v soucasné prote-
omice zaujimaji dominantni misto pfi identifikaci i de
novo sekvenaci proteind.

3.3.Identifikace a kvantifikace proteint
Ve snaze pfidat LS-MS pfistupim kvantitativni
aspekt studia proteomu byly navrzeny rizné postupy, které
vyuzivaji skutecnosti, Ze pary chemicky identickych analy-
ti s riznym izotopickym slozenim mohou byt rozliSeny
v hmotnostnim spektrometru diky rozdilu v jejich hmot-
nosti a Ze pomér signalnich intenzit t&chto parovych analy-
th udava jejich relativni mnozstvi. Stabilni izotopové znac-
ky mohou byt do peptidii zavedeny metabolicky pomoci
znacenych aminokyselin, enzymové¢ prostiednictvim pie-
nosu '*0 z vody do peptidi®®, nebo chemickou reakei vyu-
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Zivajici napt. ICAT (isotope-coded affinity tags)*'. V sou-
Casné dobé jsou popsany chemické postupy pro specifické
izotopové znaceni skupin SH, aminoskupin, N-vazanych
glykosacharidii aj. Znaceni urcitych skupin €i struktur je
zavislé na navrzeni vhodnych chemickych reakci. V po-
slednim obdobi bylo popsano tzv. znaceni SILAC (stable
isotope labeling with amino acid in cell culture)®, kdy je
do proteinti jednoho z porovnavanych vzorkl inkorporo-
véan "C-arginin. Nezanedbatelnou vyhodou je, Ze takto
mize byt oznaceno prevazné mnozstvi peptidi aniz by
bylo nezbytné pouzit chemické reakce.

4. Aplikace proteomiky

4.1.Proteinové profilovani

Proteiny bunék, tkani ¢i télnich tekutin mohou byt
v soucasné¢ dobé charakterizovany pomoci vyse popsa-
nych metod. Jedno mozné méftitko technického pokroku je
pocet identifikovanych proteini. Pro komplexni vzorek
tato Cisla v soucasné dobé dosahuji tisice. Je jisté¢ lakavé
systematicky analyzovat proteiny exprimované v bunkach
a tkénich, ziskat Uplné proteinové mapy a uspofadat pii-
slusné proteinové databaze. Nicméné, zadnou kompletni
mapu jediného proteomu se dosud nepodafilo ziskat
a tento fakt dokumentuje potiebu dal$iho technologického
vyvoje v proteomice. Na rozdil od jednoduchého vyzdvi-
hovani analytického charakteru pouzitych metod je vSak
logické zdlraznit u proteomickych studii potfebu feSit
urcitou biologickou otazku. Mnohé studie jsou proto za-
méfeny na sledovani zmén proteinovych profili v za-
vislosti na funk¢énim stavu bunky ¢i tkané. Ziskana data
jsou vSak spiSe semikvantitativni zalozena na relativni
kvantifikaci a predstavuji seznam kandidatnich proteint
typickych pro sledovany biologicky jev. Aby byl pohled
ucelenéjsi, je nutné kombinovat i mnohé proteomické
techniky, které asto poskytuji komplementarni vysledky.

4.2 . Posttransla¢ni modifikace

Mnohé proteiny jsou posttranslaéné modifikovany
a pocet moznych modifikaci aminokyselin dosahuje 200.
Tyto posttranslacni modifikace (PTM) jsou vétSinou rever-
zibilni a maji vyznamnou regulacni ulohu®. Vzhledem
k tomu, Zze prakticky vSechny PTM jsou spojeny se zmé-
nou molekulové hmotnosti proteinu, jsou metody hmot-
nostni spektrometrie idealnim prostfedkem k urceni typu
modifikace, ale i aminokyseliny, na které se modifikace
nachazi. Proteomova analyza PTM je vSak mnohem obtiz-
n¢&jsi nez jednoducha identifikace proteinu, a to z divodl
nizké stechiometrie PTM, lability a reverzibility vazby,
a pc;gfeby izolovat modifikovany peptid obsahujici PTM
(cit.”™) .

4.3.Proteinové interakce

Interakce  protein-protein  jsou dulezité nejen
z hlediska regulace funkce proteind, ale i jejich vnitrobu-
nééné lokalizace. Mnohé biologicky relevantni interakce
probihaji s nizkou afinitou, jsou pfechodné a zévislé na
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specifickém bunééném mikroprostiedi. Proteomicky pfi-
stup ke studiu proteinovych komplexti vyZzaduje jejich
specifické obohaceni ¢i purifikaci s naslednou analyzou
navéazanych proteind. Ziskdni dostate¢ného mnoZzstvi pro-
teinového komplexu s pozadovanou cistotou vSak predsta-
vuje nesnadny ukol. Specifické strategie musi byt formulo-
vany pro kazdy sledovany proteinovy komplex a jemné
separacni techniky musi byt zvoleny tak, aby nedochazelo
k naruseni proteinovych interakci. Mezi nejcastéji pouZi-
vané izolacni postupy patfi afinitni purifikace interaguji-
cich proteinti a identifika¢ni ¢ast experimentti kombinuje
elektromigracni i chromatografické separace s hmotnostni
spektrometrii®. Proteinové interakce mohou byt uréovany
také pomoci proteinovych &ipti (arrays)®. Na malych
destickach jsou navazané specifické proteinové sondy a po
kultivaci s bunéénym lyzatem je interagujici cilovy protein
prokazan pomoci fluorescence ¢i jinou optickou metodou,
popftipadé hmotnostni spektrometrickou technikou SELDI
(surface enhanced laser desorption ionization).

5. Kam sméfiuje proteomika

Proteomika je dynamickym oborem, ktery se zabyva
systematickym studiem proteomti neboli souborti buné&c-
nych a tkanovych bilkovin s cilem poskytnout podrobné
poznatky o funkci, struktufe a kontrole biologickych sys-
tému. VéEtSina velkych farmaceutickych firem oteviela
vlastni proteomova centra a mnoho biotechnologickych
spolec¢nosti ma proteomiku jako hlavni program. Vetejny
vyzkum lidského proteomu je fizen mezindrodni organizaci
HUPO (Human proteome organization — www.hupo.org)
a neddvno zalozen4d EuPA (European proteomics associati-
on) se zaméfuje i na vyzkum proteomi mnoha dalSich
zivoc€isnych druhit a podporuje aktivity narodnich proteo-
mickych spolecnosti v Evropé. Také Proteomicka sekce
Ceské spolegnosti pro biochemii a molekularni biologii je
Clenem EuPA a aktivné vstupuje do evropského ale i celo-
svétového protemického vyzkumu.

Prestoze ma proteomika multidisciplinarni charakter,
nejvyznamnéj$i prinosy se oCekdvaji v oblasti biomedici-
ny. Poznani proteintl, které se vyskytuji v lidském organis-
mu v nepredstavitelné mizivych mnozstvich miliontin
mikrograml nebo po nesmirn¢ kratkou dobu, umoZni po-
znat slozité regulace a hierarchické urovné lidského orga-
nismu a polozi solidni i kdyZ sloZité zéklady pro klinickou
medicinu zittka.
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events in the short history of proteomics and to recent
trends and developments in the field.
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6. Perspektivy — od expresnich profildl k regulanim sitim
a systémové biologii
1. Uvod

Biologicky vyzkum proSel v poslednich letech z4sad-
nim posunem spocivajicim v propojeni klasickych mole-
kularné-genetickych a biochemickych technik s metodami
fyzikéalnimi, fyzikalné-chemickymi a matematickymi, coz
vedlo k vytvofeni systému tzv. komplexni molekularni
biologie. Proteomika jako jedna z nové vzniklych disciplin
komplexni molekularni biologie prodé€lala obdobné dyna-
micky vyvoj, ktery ¢erpa z neobycéejného rozmachu geno-
miky. Ten v soucasné dob¢ pfinesl znalost kompletni sek-
vence genomu nékolika stovek prokaryotnich a eukaryot-
nich organisml, pocinaje nejjednodussimi bakteriemi
a konce clovékem. Komplexni molekularni biologie pfina-
$i dal$i rozmér do studia molekularni podstaty Zivota tim,
ze dovoluje zkoumat nejriiznéjsi fyziologické jevy v jejich
slozitosti. Na rozdil od klasické molekularni biologie ne-
studuje jednotlivé geny nebo jejich malé skupiny, ale do-
voluje studium celych genomi a exprese jejich velkych
Casti v Case 1 prostoru a tim poznani celych komplexi fyzi-
ologickych aktivit organismu.
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Obrovské mnozstvi sekvena¢nich dat popisujicich
struktury stale vétStho poctu genomtt  prokaryotnich
a eukaryotnich organismi vyvolava potfebu efektivnich
a vysokokapacitnich technik dovolujicich pftifazeni funkci
k jednotlivym genovym strukturdm a odhalujicich jejich
vzéajemnou interakci a v neposledni fadé i regulaci jejich
exprese. Takové poZadavky spliiuje pravé proteomika,
ktera umoznuje sledovat soucasné vétSinu proteinl
v bunce nebo tkani a urcit, jak jejich identitu, tak i uroven
jejich exprese danou jejich koncentraci v Case a prostoru.
V kombinaci se znalosti kompletni sekvence genomu da-
ného organismu pak umoznuje porozumét jednotlivym
funkénim a regula¢nim genovym sitim a kaskadam. Spolu
s analyzou exprese genl na Urovni MRNA (trans-
kriptomika) a nizkomolekularnich metaboliti a signalnich
molekul (metabolomika) dovoluje vytvaret komplexni
modely funkce bun¢k a tkani jednotlivych organismul.

Rozvoj metod, které proteomika vyuziva, dovoluje
nejen hlubsi pohled do systému pienosu a exprese genetic-
ké informace, ale tak jak se zvySuje kapacita téchto tech-
nik, rozSifuje se i oblast jejich vyuziti, a to zejména
v modernich biotechnologiich. Uplatnéni nachazeji zv1as-
té ve vyhledavani novych IéCiv a biologicky aktivnich
latek a v identifikaci zadsahovych mist pro tato nova, stejné
jako i pro dosud vyuzivana léc¢iva. Vzhledem k tomu, Ze
nedavno vySel v Chemickych listech piehledny c¢lanek
zabyvajici se zakladnimi principy a metodami pouZzivany-
mi v proteomice', budeme se v tomto piehledu vénovat
spise nckterym experimentalnim strategiim a aplikacim
vyuZzivanym zejména v mikrobiologii.

Tak jako pfti vzniku a rozvoji fady oblasti molekularni
biologie a biochemie sehrdly vyznamnou roli mikroorga-
nismy a zejména bakterie, tak také staly u zrodu proteomi-
ky. Mimo zékladni rys, Ze jde ve své vétSin€ o jednobu-
nécéné organismy a tedy o zdroj biologicky homogenniho
materidlu, predstavuji bakterie, diky kratké dobé zdvojna-
sobeni jejich populaci a moznosti ziskat obrovské mnoz-
stvi jedincl, 1 fyziologicky velmi zajimavy model.
V soucasné dobé mikrobialni proteomika neptedstavuje
pouze metodické ,,cviCisté™ pro vyvoj a testovani nejriz-
néjSich technik vyuzitelnych pfi studiu proteomi vyssich
organismil a Clovéka, ale vzhledem k jejimu vyznamu
praveé pro ¢lovéka predstavuje zcela svébytnou a dynamic-
ky se rozvijejici oblast proteomiky™’. Je mozné definovat
dva nejrychleji se rozvijejici sméry v mikrobialni proteo-
mice. V prvni fad¢ je to vyzkum patogennich mikroorga-
nismu, kde jde jednak o identifikaci virulentnich faktort,
atim poznani molekularnich mechanismti patogenicity,
a dale pak o studium interakce hostitel-patogen. Protoze
v centru zajmu genomiky jsou zejména bakterie, které jsou
puvodci fady infekénich onemocnéni, zvySuje se i zajem
o studium jejich proteomd. Casto se vyuziva tzv. srovna-
vaci proteomiky, kdy se porovnavaji proteiny piibuznych
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patogennich a nepatogennich bakterii*. Toho bylo napt.
vyuzito pfi studiu proteomu piivodce tuberkulézy Myco-
bacterium tuberculosis’. Prohloubeni znalosti o protei-
nech, které se podileji na pronikéni patogenni bakterie do
hostitelské bunky, umoznilo jejich odlisSeni od proteint
hostitele, a tim i studium interaktivnich proteomi infiko-
vanych bun€k nebo tkani a patogennich bakterii. Toho
bylo napiiklad vyuzito pfi studiu interakce Francisella
tularensis a makrofagi® nebo bakterii Neisseria meningiti-
dis a jejich hostitelskych epitelialnich bunék’.

Dalsi oblasti, ktera je v centru zajmu mikrobialni
proteomiky, jsou biotechnologie, které bud’ vyuZzivaji bak-
terie  kvyrobé nejrizngjsich  produkti, zejména
v potravinaiském pramyslu, anebo jako producenty 1éCiv,
zejména antibiotik, &i pfi vyrobé novych vakein®. Mikrobi-
alni proteomika prispiva také vyraznou meérou k feSeni
jednoho ze zasadnich problémi pfi potirani infekcnich
onemocnéni, kterym je Siroce rozsifena rezistence vétSiny
patogennich mikroorganisma k antibiotikéim’.

Mimo uvedené praktické aplikace je vSak mikrobialni
proteomika v soucasné dobé také zakladnim systémovym
prosttedkem komplexni molekulédrni biologie pfi studiu
bakterialni fyziologie'®™2.

2. Popisna nebo dynamicka proteomika?

Za jeden ze zékladnich cild kazdé proteomové studie
byva povazovana identifikace jednotlivych proteinti rozdé-
lenych bud’ dvojrozmémou gelovou elektroforézou' nebo
nékterou z chromatografickych technik'®. To predpoklada
znalost kompletni primarni sekvence a struktury genomu
zkoumaného organismu nebo organismu, ktery je mu do-
state¢né piibuzny. Vlastni identifikace a pfifazeni proteinu
k odpovidajicimu genu probiha nékterou ze stale se rozsi-
fujictho spektra metod hmotnostni spektrometrie’> a je
zakladnim principem popisné proteomiky.

Nicméné je mozné zvolit i metodicky pristup, ktery se

Proteomika
popisna - identifikace proteind

Obr. 1. Schéma principu popisné a dynamické proteomiky

dynamicka - funkce a regulace
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do zna¢né miry obejde bez znalosti ziskanych genomikou.
V tomto pfipad¢ se vyuziva postup, ktery pohlizi na stu-
dovany proteom jako na soubor proteini s neznamou iden-
titou a sleduje jejich chovani v ¢ase. Dovoluje pouzit prin-
cipy srovnavaci proteomiky a s pomoci riznych statistic-
kych metod dovoluje sestaveni skupin proteind, které vy-
kazuji identické charakteristiky a tvofi tzv. regulony. Ty
predstavuji uskupeni proteint, jejichz geny jsou regulova-
ny identickymi nebo podobnymi regula¢nimi mechanismy-
1017 Tento piistup je mozno s vyhodou vyuzit ke sledova-
ni nejriznéjSich metabolickych systémd, které v bakteri-
alni bunce zodpovidaji za procesy jako je biosyntéza
sekundarnich metabolitii a zejména antibiotik, morfologic-
ké& diferenciace nebo reakce na zménu ristovych podmi-
nek, & stres'®'® a je oznadovan jako kvantitativni nebo
dynamicka proteomika (obr. 1).

Pro zatazeni proteinti do regulaénich uskupeni je tie-
ba provést obrazovou analyzu dvojrozmérnych elektrofo-
retickych gelt, coz dovoluje vytvofit expresni profily jed-
notlivych proteinti, které jsou urceny jejich koncentraci
v Case. Tento pristup jsme vyuzili i v nasi laboratofi pfi
studiu biosyntetické drahy chlortetracyklini u Streptomy-
ces aureofaciens'. Pro rekonstrukci metabolickych regu-
lacnich siti je samoziejmé optimalni kombinovat oba pfi-
stupy, popisnou proteomiku, tedy identifikaci jednotlivych
proteinti, spolu sanalyzou jejich expresnich profilt
v ramci analyzy dynamickych proteomi'' (obr. 1).

3. Proteomové signatury

Tak, jak jsou objasiiovany principy fungovani a regu-
lace u stale komplexnéjsich metabolickych systémd, uka-
zuje se, ze v nich se uplatiuji i geny a z nich exprimované
proteiny, které nesouvisi jednoznacné se sledovanou akti-
vitou. Napt. biosyntéza urcité prirodni latky, napf. antibio-
tika, nezavisi pouze na expresi geni kodujicich biosynte-
tické enzymy a jejich regulatory, ale ovliviiuje ji fada meta-

N
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bolickych drah s touto aktivitou pfimo nesouvisejicich?® 2.

KaZdé4 bakteridlni aktivita je tedy charakterizovdna urci-
tym proteinovym profilem neboli proteomovou signatu-
rou” reprezentovanou obéma typy proteintl. Kazda proteo-
mova signatura charakterizuje jednoznacné sledovany
fyziologicky stav, nicmén€ vyskytuji se urcité, i velmi
odlisné fyziologické situace, které jsou charakterizovany
podobnymi nebo stejnymi proteomovymi signaturami>-'"%,
Jde napftiklad o proteomové signatury reflektujici interakci
bakteridlni builky s antibiotikem na jedné stran¢ a reakci
na chladovy & teplotni stres'"'? na strang druhé. Aby bylo
mozné pfifadit jednoznacné urcitému fyziologickém stavu
konkrétni proteomovy profil nebo signaturu, je tfeba stu-
dovat tento stav z n¢kolika Uhld pohledu a experimentélni
data extrahovat z dostate¢ného poctu jejich zdrojd, napf.
dvojrozmérnych elektroforetickych gelti, ziskanych za
ruznych podminek. To pak umoziuje rekonstruovat pii-
slusné metabolické a regulacni drahy zptisobem, ktery se
co nejvice blizi realné situaci v burice.

4. Volba fyziologickych podminek

Pfi  navrhovani  proteomickych  experimenti
je dilezitda spravna volba fyziologickych podminek, za
nichz jsou ziskavany vzorky k analyze, tak aby ziskané
vysledky co nejlépe odpovidaly situaci v pfirozeném Zzi-
votnim prostiedi jednotlivych mikroorganismid. Studuje-
me-li napf. funkéni a regulacni mechanismy biosyntézy
antibiotik, ke které dochadzi v souvislosti se zménami
v zivotnim cyklu produkénich bakterii, je tfeba expresi
proteinti studovat za téchto fyziologickych podminek.
Témer tfi Ctvrtiny antibiotik, kterd jsou vyuzivana
v medicinské nebo veterinarni praxi, jsou produkovany
streptomycetami, skupinou pievazné¢ pudnich bakterii
s velmi slozitym zivotnim cyklem. Bylo prokazano, Ze
biosyntéza antibiotik (biochemicka diferenciace) uzce
souvisi s morfologickou diferenciaci u téchto bakterii***’.
Prestoze streptomycety jsou schopné produkovat antibioti-
ka i v situaci, kdy k t¢émto morfologickym zménam nedo-
chazi, je pro objasnéni vztahu biochemické a morfologické
diferenciace nutné kultivovat je za podminek, kdy dochézi
k obéma typim diferenciace. Z téchto divodl jsme v nasi

Obr. 2. Kultivace a diferenciace Streptomyces coelicolor na
sklenénych kulickach
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laboratofi vyvinuli kultivaéni systém, ktery toto dovoluje.
Tato kultivacni technologie, vyvinuta pro tcely proteomo-
vych studii diferenciace streptomycet, vyuziva jako oporu
pro rust sklenéné kuli¢ky o priméru 265 az 325 pum a jako
dynamickou slozku bézna kapalna zivna média vyuzivana
pro submersni kultivaci streptomycet™. Principem systému
je kapalné kultivacni médium udrzované kapilarnimi sila-
mi v prostoru mezi sklenénymi kulickami, z néj substrato-
vé mycelium cerpa ziviny. Povrch kuli¢ek poskytuje me-
chanickou oporu pro rust jednotlivych vlaken a jejich na-
slednou pfeménu ve vzdusné mycelium a fetizky spor
(obr. 2).

Produkci pigmentovanych antibiotik, doprovazejici
morfologické zmény, jsme demonstrovali u Streptomyces
lividans, kde tvorba ¢erveného pigmentu (antibiotika) byla
mnohem vyraznéj§i na sklenénych kulickach nez ve stej-
ném kapalném médiu nebo na agaru. Systém dovoluje
snadné znaceni bunécnych proteind radioaktivnimi amino-
kyselinami pfidanymi do definovaného kapalného média,
snadné rozbijeni bun€k s vyuzitim sklenénych kulicek
a reprodukovatelnou piipravu dostateéného mnozstvi pro-
teinovych vzorkt pro proteomové analyzy.

Obdobny problém volby vhodnych fyziologickych
podminek nastava pii studiu patogennich mikroorganismd,
které jsou kultivovany v laboratofi v kapalnych ptdach
anebo na agarovych plotnach. Tento zptsob kultivace se
v8ak vyrazn€ 1i8i od Zivotnich podminek, ve kterych se
vyskytuji v bunikdch nebo organech hostiteli. Napf.
u enterobakterii jsou podminky laboratorni kultivace znac-
n¢ vzdalené od podminek panujicich v travicim traktu
hostitele. V tomto piipadé¢ je podle naseho nazoru podstat-
né¢  vhodngj§im  systétmem  kontinualni  kultivace
v chemostatu. Dovoluje udrzovat konstantni velikost
populace a nastavit riistovou rychlost, coz mize 1épe napo-
dobit pfirozené Zivotni prostfedi enterobakterii.

5. Subproteomy

Rozdélenim proteomu jako souboru vSech proteind
v butice na mensi jasné definované skupiny se vytvari tzv.
subproteomy. RozliSovaci schopnost dvojrozmérné elek-
troforézy a dalSich separa¢nich metod je pomérné znacna,
v nekterych pfipadech jeji teoretickd hranice prekracuje
u nékterych bakterii i celkovy pocet otevienych ctecich
ramcu (gent kodujicich proteiny). Nicméné realné moz-
nosti téchto separacnich systémi jsou jiné. V prvni fadé,
nikoli nezanedbatelny pocet proteind, se na gelu neobjevi
prosté¢ diky omezenym moznostem separacni metody,
jejich molarni hmotnost nebo izoelektricky bod jsou mimo
rozsah pouzity v dané separaci, stejné jako fada z proteint
je velmi $patné rozpustna nebo vazana na rizné bunétné
struktury a do elektroforetického gelového systému se
nedostanou. V neposledni fadé¢ castym didvodem, pro¢
proteiny, které jsou v centru naseho zajmu, na gelech neu-
vidime, je to, Ze se vyskytuji v butikdch ve velmi nizké
koncentraci. Obecné, velké rozdily v koncentraci proteini
v butikédch jsou jednim ze zésadnich problému pfi analyze



Chem. Listy 99, 890 — 895 (2005)

proteomil. Jednim z piistup k jeho feSeni, zejména pfi
pouziti dvojrozmérné elektroforézy, je analyza tzv. sub-
proteomil, kdy se mnozina proteint, kterymi se soucasné
zabyvame, n¢jakym piesné definovanym zpiisobem zmen-
§i7%. Velmi Gasto se k tomu vyuzivaji nejrizn&jsi chro-
matografické techniky predfazené pfed dvojrozmérnou
elektroforézu®'.

To vede nejen k vybéru urcité mensi skupiny proteint
na zakladé nékterych jim spoleénych vlastnosti, ale
i k relativnimu zvyseni koncentrace proteint vyskytujicich
se vbunkach Casto v malém mnozstvi. V nasledujicich
odstavcich se zminime o nékolika zptisobech, jak takovéto
subproteomy vytvaret a analyzovat. Je tfeba zddraznit, Ze
fada téchto zplsobu vyuziva kombinace nékterych z nize
uvedenych principi, a proto nami pouzité déleni je pouze
orientacni.

5.1. Bunécéné frakce

Jednim z nejjednodussich zpusobd, jak rozdélit bu-
néény material ziskany po rozbiti buné€k, je separovat jej
na subbunééné frakce diferencialni centrifugaci. Vétsinou
je mozné oddélit membranovou frakci a frakci rozpust-
nych (cytoplazmatickych) proteint, kterd je zbavena vSech
Castic sedimentujicich pii 30 000 x g. Podobnou technolo-
gii pouzivadme pfi studiu potencidlni signalni funkce prote-
osyntetického elongacniho faktoru EF-Tu vazaného na
membrany u streptomycet (obr. 3). V tomto pfipad¢ nejde
o0 izolované membranové proteiny, ale o hrubou membra-
novou frakci obsahujici fadu proteini s membranami pou-
ze asociovanych. U patogennich bakterii hraji membrany,
vedle bunéfné stény, vyznamnou roli v mechanismech
virulence, jak bylo prokazano v proteomovych studiich
u Listeria monocytogenes™ a Bartonella henselae®. Studi-
um subproteomt bakteridlnich membran vyzaduje fadu
specialnich biochemickych technik pfi pfipravé proteino-
vych vzorkl, protoze tyto proteiny jsou velmi Casto Spatné
rozpustné. Pro UspéSnou izolaci neexistuje zadna univer-
zalni metoda a aspéch se vétSinou dostavi jako vysledek
mnoha pokusti a omyli. VétSinou jde o nalezeni vhodné
kombinace detergentti a denaturaénich &inidel****.

Mimo rozdéleni bunéénych homogenatd na membra-
ny a rozpustnou frakci je mozné vyclenit dalsi subprote-
om, kterym je ribosomalni frakce a s ni asociované protei-
ny*®. Davno pied vznikem proteomiky byly ribosomalni

Obr. 3. Frakcionace proteini Streptomyces coelicolor na mem-
branovy a cytoplazmaticky proteom; dvojrozmérna elektrofo-
retickd analyza membranového (a) a cytoplazmatického (b) prote-
omu. Déleni v prvnim rozméru probihalo na IPG prouzcich
s rozpétim pH 4-7 a proteiny byly obarveny stiibrem
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proteiny separovany ve dvojrozmérnych elektroforetic-
kych systémech, zaloZenych ale na jinych principech nez
je O’Farelliv systém®’, ktery je zakladem proteomickych
analyz. Rozvoj systému imobilizovanych pH gradiento-
vych (IPG) prouzkti dovolil i dé€leni silné basickych pro-
teint, jakymi je vét§ina ribosomalnich proteint®® a nahra-
dil tak, v mnoha smérech nedokonaly, systém nerovnovaz-
né dvojrozmémé elektroforézy™.
5.2. Fyzikéalné-chemické vlastnosti
Dalsim zpusobem, jak rozdé€lit bohaté smési bunéc-
nych proteinli, je vyuzit jejich nékterych fyzikalné-
chemickych vlastnosti. S vyhodou je mozné vyuzit ty, na
nichZz je pravé dvojrozmérnd elektroforéza zalozena, tj.
izoelektrického bodu a molekulové hmotnosti. Pouziti
imobilizovanych pH gradienti (IPG) s malym rozmezim
pH v prvnim rozméru déleni dvojrozmérné elektroforézy
dovoluje vytvofit sérii subproteoml pokryvajicich cely
rozsah pH, ve kterém se vyskytuji izoeletrické body pro-
teinll pfitomnych v buiikdch. To opét vede k podstatnému
snizeni poctu proteind pti jednom déleni a k jejich relativ-
nimu zkoncentrovani®’. Technika dospéla k tomu, Ze je
mozné v laboratofi pfipravit prouzky IPG, které maji roz-
sah jedné jednotky pH a naklady na jejich vyrobu jsou
podstatné nizs§i nez u komeréné dostupnych.

Vyuziti rozdili v molekulovych hmotnostech protei-
ni neni zdaleka tak efektivni a mnohostranné jako
v ptipad¢ izoelektrickych bodl, nicméné vyuziti gradien-
tovych gelt SDS ve druhém rozmeéru déleni vyraznym
zpusobem zlepsuje rozliSeni na vyslednych proteinovych
mapéach.

5.3. Funk¢ni nebo strukturni vlastnosti

Déleni (frakcionace), nebo spiSe prefrakcionace bu-
nénych proteinti na zakladeé jejich funkénich nebo struk-
turnich vlastnosti, je dal$im zpisobem, jak ,,zaostfit expe-
rimentalni postupy pii vyhledavani a identifikaci urcitych
skupin proteini. Velmi Casto se pro prefrakcionaci vyuzi-
va schopnosti fady proteinti vazat nizkomolekularni ligan-
dy. Tyto proteiny se pak dé¢li nejéastéji afinitni chromato-
grafii, kdy je na matrici imobilizovan samotny ligand nebo
latka jeho vlastnosti napodobujici. Téchto postupt se
s vyhodou vyuziva pii izolaci GTP- nebo ATP-vazebnych
proteint, ¢i proteinti interagujicich s DNA. Neméné dule-
zitou vlastnosti proteint je jejich schopnost interagovat
s jinymi proteiny. Informace o interakcich mezi proteiny
vyznamné¢ napomahaji k objasnéni jejich funkce a zaroven
dovoluji upfesnit jejich misto v bunéénych regulacnich
schématech. Uspéch tzv. dvojhybridového systému vytvo-
feného u kvasinek pro identifikaci interakci protein-
protein vedl k tomu, Ze podobné systémy byly pouzity i u
tady bakterii’'. Aplikace téchto systémii na celé genomy
pak dovoluje vytvofit interakéni mapy pro kompletni pro-
teomy u jednotlivych mikroorganismd.

5.4. Posttransla¢ni modifikace
Posttranslaéni modifikace reguluji aktivity vétSiny
proteind u eukaryotnich organismii a v posledni dobé¢ se
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ukazuje, ze predstavuji vyznamny regula¢ni mechanismus
1 u bakterii. Sekvenace fady bakterialnich genomi odhalu-
je unékterych z nich pfitomnost fady protein kinas, a to
nejen jako soucésti u prokaryot rozsitenych, dvouslozko-
vych regulacnich systému, ale i kinas tzv. ekaryotniho
typu fosforylujicich serinové, threoninové nebo tyrosinové
zbytky***®.

V nékolika nedavno publikovanych proteomovych
studiich u Streptomyces coelicolor byla identifikovana
cela fada proteint tvoficich metabolické drdhy primarniho
i sekundarniho metabolismu a ukazalo se, Ze pomér mezi
poctem gent a proteint je asi kolem 1,2, coz naznacuje, Ze
nezanedbatelna Cast proteinii prochazi posttranslacnimi
modifikacemi. S pouzitim hmotnostni spektrometrie byly
demonstrovany piiklady N-acetylaci, adenylaci a samo-
ziejmé i fosforylaci*. Techniky, které byly ptivodng vyvi-
nuty pro studium jednotlivych proteind, je mozno nyni
systematicky aplikovat na celé populace proteinil a ziskat
funkci. Podstatnym zpiisobem byly zlepSeny i techniky,
které dovoluji identifikovat a charakterizovat modifikacni
mista, sekvenovat peptidy, na kterych jsou lokalizovana
a s vyuZzitim metod znaceni stabilnimi izotopy pak i sledo-
vat dynamiku vzniku modifikaci®’. Posttranslaéni modifi-
kace hraji vyznamnou roli v regulaci fady metabolickych
d€ji u bakterii, a to jak v primarnim nebo sekundarnim
metabolismu, tak i u mikrobidlnich patogenii v mechanis-
mech fidicich jejich virulenci. V nasi laboratofi se zabyva-
me studiem posttransla¢nich modifikaci a zejména fosfo-
rylaci EF-Tu a vyuzivame pfi tom analyzy kombinace
dvou subproteomli — membranového proteomu a fosfopro-
teomu (obr. 4a). Pfi studiu fosforylacnich aktivit v mem-
branové frakci vyuzivame obohaceni membranové protei-
nové frakce pfidanym precisténym elonga¢nim faktorem
Tu, coz dovoluje zesilit fosforylacni signal (obr. 4b). Ve
spolupraci s laboratofi molekularni biologie patogend jsme
podobné analyzovali acylaci adenylatcyklasového toxinu
u Bordetella pertussis, puvodce ¢erného kasle, ktery zde
predstavuje vyznamny virulenéni faktor*.

Jako dalsi priklad vyznamu posttranslaénich modifi-

Rl

Obr. 4. Membranovy fosfoproteom Streptomyces coelicolor;
fosforylacni reakce s proteiny membranové frakce S. coelicolor a
ATP jako donorem fosfatové skupiny probihala in vitro. Proteiny
byly v prvnim rozméru separovany na prouzcich IPG s rozpétim
pH 4-7 a radioaktivné oznaCené proteiny byly detegovany ve
fosfo-imageru Fuji BAS5000. K membranové frakci (a) byl pfi-
dan precistény elongacni faktor Tu jako potencialni substrat pro
proteinkinasovou reakeci (b)
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kaci u patogennich bakterii je mozné uvést fosforylace na
tyrosinu u Helicobacter pylori, kde mnohocetné fosforyla-
ce proteinu CagA mohou ovliviiovat pfenos signald, a tak
se ucastnit rozvoje gastrického onemocnéni zptisobené¢ho
touto bakterii*’. Separace nebo zvyraznéni posttranslaénd
modifikovanych proteini je tedy dalsi cestou k vytvoreni
1épe analyzovatelnych subproteomtl.

6. Perspektivy — od expresnich profila
k regula¢nim sitim a systémové biologii

V soucasné dob¢, kdy se zd4 byt rozvoj proteomiky
pravé na vrcholu, se zacina rysovat n¢kolik zakladnich
smérli v perspektivach dalSiho sméfovani tohoto oboru.
Zacnou se totiz velmi brzy prolinat dvé zakladni koncepce
proteomiky — popisnd, pfifazujici jednotlivé proteiny
k prislusnym gentim, a kvantitativni, sledujici dynamiku
exprese genl v Case a prostoru. Zaroven se oddéluje vyso-
kokapacitni automatizovand a robotizovana proteomika,
provozovana zejména velkymi biotechnologickymi firma-
mi a nékterymi velkymi a bohatymi laboratofemi, od pod-
statn¢ méné financné a pfistrojové ndrocné proteomiky
v béZznych akademickych institucich, ktera se zabyva hlav-
n¢ studiem fyziologicky jasn¢ definovanych subproteomd.
Zatimco primysl hleda v proteomice rychlou navratnost
velkych investic ve formé novych léCiv a diagnostickych
postupti, pro akademické instituce se otevira obrovské
mnozstvi moznosti vyuZzit v soucasnosti velmi rozvinuté
proteomové technologie v menSich piesné zacilenych
projektech, studujicich nejriznéjsi dil¢i biologické problé-
my a vyzadujicich spiSe neZ automatizované tovarny na
proteomy velkou davku invence a kvalitni experimentalni
strategii pfi planovani experimenta.

Rychly rozvoj bioinformatiky v poslednich letech
umoznil podstatn€ efektivnéj$i zpracovani obrovského
mnozstvi proteomovych dat, a tim rekonstrukci nebo mo-
delovéani 1 velmi komplikovanych regulacnich genovych
siti***°. Od nich je pak jen maly krok k naplnéni obsahu
a perspektiv nové vznikajici biologické discipliny, ktera
nese nazev systémova biologie. Jejim hlavnim cilem je
pochopeni konstrukce a fizeni biologickych procesti na
systémové urovni. Na rozdil od klasické molekularni bio-
logie, kde jsou studovany jednotlivé komponenty systému,
jako jsou nukleové kyseliny, proteiny nebo metabolity,
systémova biologie zkouma organismy s vyuzitim znalosti
charakteristik jednotlivych jejich komponent a zaméfuje se
na jejich dynamicky vyvoj a interakce ™"

Prace byla podporena granty GA CR 204/03/1014,
301/03/0292 a vyzkumnym zamérem AV0Z50200510.
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1. Uvod - proteolytické enzymy a jejich tiloha
v proteomice

Proteomika je védecka disciplina, kterd zkouma pro-
teom, tedy soubor vSech proteini produkovanych urcitou
butikou, tkdni nebo organismem. Definuje rovnéz vzijem-
né interakce téchto proteint'. VyuZiva metod s vysokou
vykonnosti (high throughput) jako jsou dvourozmérna
(2D) elektroforéza, kapalinova chromatografie (LC)
a hmotnostni  spektrometrie (MS) sionizaci MALDI
(matrix-assisted laser desorption/ionization tj. laserova
desorpce a ionizace sUCasti matrice) nebo ESI
(electrospray ionization tj. ionizace elektrosprejem)’.
S rozvojem instrumentace MS pouzivané v proteomice se
kli¢ovym stal zpiisob aplikace proteinového vzorku'. Nej-
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pocatecniho Stépeni na peptidy, které se déje bud’ enzymo-
vou nebo chemickou cestou. Molekulova hmotnost pepti-
dovych fragmentl se pak méfi na hmotnostnim spektrome-
tru s vysokou piesnosti’. Proteolyza se jiz v ramci proteo-
miky stala rutinni zalezitosti, nebot’ je komer¢n¢ dostupna
cela fada enzymil, které lze volit a aplikovat na zaklade
pozadavki kladenych na vyslednou peptidovou smés. Na-
bizi n€kolik praktickych vyhod: vysokou specifitu, mini-
malizované vedlej§i reakce a dobrou G&innost $t&peni'.
Dulezitd je pfitom optimalizace slozeni a pH reakéniho
pufru, poméru enzym/substrat, teploty a doby inkubace. Ze
vSech dostupnych proteolytickych enzymi se v proteomice
nejéastéji vyuziva trypsin. Ma definovanou a pomérné
uzkou substratovou specifitu a poskytuje peptidy o veli-
kosti vhodné pro MS analyzu, které maji navic na C-konci
zbytky bazickych aminokyselin argininu a lysinu'*. Pokud
je tfeba S§tépit jinym enzymem, d&je se tak zpravidla
v omezeném mnozstvi ptipadd. Piikladem mutze byt studi-
um posttranslaénich modifikaci proteinu (fosforylace, gly-
kosylace aj.), nebot’ trypsinové Stépeni nemusi vzdy po-
skytovat peptidy o vhodné velikosti obsahujici modifiko-
vané misto'.

Chemické metody Stépeni proteinli se pouzivaji pouze
jako dopliikové, nejsou tedy tak bézné jako metody enzy-
mové. Chemie nachédzi uplatnéni zejména tam, kde neni
mozné ve specifickém ptipadé provadét proteolyzu'. Pfi-
kladem mutize byt pouziti BrCN tj. bromkyanu pro $tépeni
ve vodé nerozpustnych nebo membranovych proteind
(specifické piisobeni ¢&inidla na zbytky methioninu)’.
Podobné muzeme pro Sté€peni zbytkl tryptofanu vyuzit
BNPS-skatolu tj. 3-brom-3-methyl-2-[(2-nitrofenyl)mer-
kapto]-3H-indolu®. Pomé&rné 3etrna je hydrolyza proteint
zfedénou kyselinou mravenci, kterd ptisobi v misté zbytkl
kyseliny asparagové a zaroven je dobrym rozpoustédlem
pro fadu proteind’.

2. Reakce katalyzovana proteolytickymi
enzymy

Proteolytické enzymy katalyzuji exergonni hydrolyzu
peptidovych vazeb v proteinech a peptidech (obr. 1). Sy-
nonymni nazev proteasy se pouziva od konce 19. stoleti®.
Kolem roku 1930 jiz bylo zndmo mnoho enzymu tohoto
typu a nezavisle se vytvorily dva zplsoby klasifikace.
V Némecku zavedli Grassmann a Dyckerhoff pojmy pro-
teinasa a peptidasa’: proteinasa ptsobi na proteiny, kdezto
peptidasa na malé oligopeptidy. Pfi¢ina ptednostniho pu-
sobeni nékterych enzyml na malé peptidy byla vysvétlena
pfi pouziti peptidovych substratli s blokovanymi ¢i volny-
mi koncovymi skupinami®. Ukézalo se, e proteinasy ne-
vyzaduji pfitomnost volnych koncil substratd. Naopak
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Obr. 1. Hydrolytické Stépeni peptidové vazby trypsinem; Upraveno podle textu Dunn B. M., v knize: Proteolytic Enzymes. A Practical
Approach (Beynon R., Bond J. S., Eds.), str. 79, Oxford University Press, Oxford 2001. Na str. 80-84 lze v uvedené knize najit i reak¢éni

mechanismy ostatnich typt peptidas

enzymy pusobici na kratké oligopeptidy vyzaduji alespon
jeden konec volny — v blizkosti mista Stépeni. Bergmann
a Ross pouzili poprvé pojem peptidasa v SirSim slova
smyslu, tedy pro vSechny enzymy, které hydrolyzuji pepti-
dové vazby'®. V zavislosti na misté piisobeni na polypepti-
dovém fetézci byly peptidasy rozdéleny na dvé skupiny.
Prvni skupinu tvofi endopeptidasy, které katalyzuji hydro-
Iyzu peptidovych vazeb uvniti fetézce a tvori tak §tépné
peptidy o rozmanité délce. Druhou skupinou jsou exopep-
tidasy, které katalyzuji hydrolytické odStépeni koncové
aminokyseliny. Mohou byt proto klasifikovany jako N-
koncové exopeptidasy (aminopeptidasy) nebo C-koncové
exopeptidasy (karboxypeptidasy)'"'2. Pouziti pojmu pepti-
dasa (ekvivalentné peptidhydrolasa) v uzkém i SirSim
slova smyslu se tak stalo zavadéjicim. Podle doporuceni
International Union of Biochemistry and Molecular Biolo-
gy (IUBMB, Mezinarodni unie pro biochemii a molekular-
ni biologii) by méla byt dana prednost pouzivani v Sir§im
vyznamu®. Pro enzymy piisobici na oligopeptidy (nikoli na
celé proteiny) by se pak mélo uzivat odvozenych vyrazi
exopeptidasa, kde specifita vyZaduje volné koncové skupi-
ny nebo oligopeptidasa, je-li specifita vazana na délku
oligopeptidu (dipeptidasa, tripeptidasa apod.)®.
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3. Zdroje a klasifikace proteolytickych enzymii

Nejbéznéjsi endopeptidasy se ziskavaji z organt tra-
viciho traktu obratlovct (pankreas — elastasa, enterokina-
sa, chymotrypsin, trypsin; Zaludek — pepsin), z krve
(thrombin), sleziny (kathepsiny), rostlinného materialu
(bromelain, ficain, papain) ¢i z kultur mikroorganismii
(Glu-C, Pronase, subtilisin, thermolysin). Aminopeptidasy
a karboxypeptidasy se izoluji z pankreatu, rostlin a mikro-
organismu .

Aktivni misto peptidasy se obvykle nachdzi v ryze na
povrchu molekuly mezi dvéma pfilehlymi strukturnimi
doménami®. Specifita enzymu je tak déna vlastnostmi va-
zebnych mist umisténych podél ryhy u mista, kde probiha
hydrolyza peptidové vazby®. P¥i postupném zohlediiovani
aktualnich poznatkli o podstaté katalytického mista se
nakonec ustalily Ctyfi charakteristické skupiny peptidas:
serinové, cysteinové (thiolové), aspartatové a dale peptida-
sy obsahujici kovovy ion jako kofaktor®™'. K nim pak ne-
davno ptibyla skupina threoninovych peptidas'’. Tato
v podstaté jiz historicka klasifikace se dodnes objevuje
v tzv. systému EC, na némz je zaloZzeno nazvoslovi enzy-
mi®. Pro diskusi evoluénich a strukturnich vztahti mezi
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Klasifikace proteolytickych enzymi v Enzyme Nomenclature
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17,18

Endopeptidasy s dosud neznamym mechanismem katalyzy tvoti podpodtiidu EC 3.4.99.

Podpodtiida Souhrnny nazev Typicky ptiklad Poznamka

EC34.11 aminopeptidasy leucylaminopeptidasa, zahrnuje i byvalé EC 3.4.1
EC3.4.11.1

EC3.4.13 dipeptidasy Glu-Glu dipeptidasa, zahrnuje i byvalé EC 3.4.3
EC3.4.13.7

EC3.4.14 dipeptidylpeptidasy, tripeptidyl- dipeptidyldipeptidasa I, zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

peptidasy EC3.4.14.1

EC3.4.15 peptidyldipeptidasy peptidyldipeptidasa A,
EC3.4.15.1

EC3.4.16 serinové karboxypeptidasy karboxypeptidasa C, zahrnuje i byvalé EC 3.4.12
EC3.4.16.5

EC3.4.17 metalokarboxypeptidasy karboxypeptidasa A, zahrnuje i byvalé EC 3.4.2, EC
EC3.4.17.1 3.4.12

EC 3.4.18 cysteinové karboxypeptidasy kathepsin X, EC 3.4.18.1

EC3.4.19 w-peptidasy pyroglutamylpeptidasa I, zahrnuje i byvalé EC 3.4.12
EC3.4.19.3

EC3.4.21 serinové endopeptidasy trypsin, EC 3.4.21.4

EC3.4.22 cysteinové endopeptidasy papain, EC 3.4.22.2 zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

EC3.4.23 aspartatové endopeptidasy pepsin A, EC 3.4.23.1 zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

EC3.4.24 metaloendopeptidasy thermolysin, EC 3.4.24.27 zahrnuje i byvalé EC 3.4.4

EC 3.4.25 threoninové endopeptidasy komplex endoproteinas protea-

somu, EC 3.4.25.1

peptidasami je dilezity princip homologie, tedy zjistovani
podobnosti, kterda neni ndhodnd, na zakladé porovnani
(alignment) aminokyselinovych sekvenci'®. Vy&erpavajici
informace o peptidasach a jejich proteinovych inhibitorech
jsou k dispozici v databazi MEROPS, ktera je pfistupna
on-line na http://merops.sanger.ac.uk/ (cit.'®).
Proteolytické enzymy jsou v katalogu Enzyme No-
menclature'’, ktery aktualizuje a vydava nazvoslovny
vybor pfi IUBMB, klasifikovany jako soucast tfidy
3-hydrolasy (celkem je Sest enzymovych tfid). Pepti-
dasy tvofi podtfidu 3.4-hydrolasy ptsobici na pepti-
dové vazby. V ramci této podtfidy pak rozliSujeme
celou fadu podpodtiid (tabulka I). Katalog enzymu
v hypertextové formé s odkazy na dalsi specializo-
vané webové stranky a databaze je k dispozici na
internetu, http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/.
Katalog je vydavan knizn&'’ a aktualizovan dodatky'®. Pti
srovnani zpusobu klasifikace ostatnich enzymut na jedné
stran¢ a peptidas na strané¢ druhé nalezneme jednu vy-
znamnou odlisnost®. Rozdilné proteiny jsou klasifikovany
jako jeden a tyz enzym, katalyzuji-li stejnou reakci. Na
zaklad¢ popisu této reakce pak miuzeme enzym snadno
pojmenovat. Pokud jediny enzymovy protein katalyzuje
nekolik reakci, miize mit pfifazeno i vice EC Ccisel. Pro
peptidasy byl zvolen odliSny pfistup, nebot’ v zdkladnim
principu je reakce, kterou katalyzuji, vSeobecné shodna.
Specifita se samoziejmé lisi, ale i kdyz je zndma, je prak-
ticky nemozné z ni vyvodit jednoduché pojmenovani. Za-
visi totiz nejen na charakteru aminokyselinovych zbytk
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okolo s§tépného mista, ale i na konformaci polypeptidové-
ho fetézce substratu®. Vyuziva se proto klasifikace podle
typu katalytického mista na zéklad¢ experimentd s inhibi-
tory®. Nadto jsou odlideny i peptidasy z riiznych zdroj,
které jinak vykazuji obdobnou nebo identickou specifitu:
napf. elastasa zpankreatu (EC 3.4.21.36) a elastasa
z leukocytl (EC 3.4.21.37).

4. Strucny piehled vlastnosti vybranych
enzymu

V proteomice nachézeji uplatnéni zejména endopepti-
dasy pouzivané k piipravé peptidovych smési a nasledné
MS analyze peptidi (tabulka IT)'>. Svij vyznam viak
maji 1 karboxypeptidasy a aminopeptidasy, které se vyuzi-
vaji pro tzv. zebrickové sekvencovani (ladder sequencing)
a pii analyze posttranslaénich modifikaci proteini'® %, Po
endopeptidasovém $tépeni proteinového vzorku nasleduje
postupné Stépeni exopeptidasou z C- nebo N-konce. Jsou
generovany série peptidi (ladders), ve kterych se kazda
komponenta 1i$i od té nasledujici o jeden aminokyselinovy
zbytek. Tyto peptidy jsou analyzovany metodou MS a na
z4klad¢ hmotnostnich rozdilli mezi po sob¢ nasledujicimi
proteolytickymi fragmenty je pak uréena aminokyselinova
sekvence. Cely proces vede k identifikaci mista modifika-
ce.

Trypsin (EC 3.4.21.4) je serinova endopeptidasa tra-
viciho traktu obratlovet s mirné alkalickym optimalnim
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Tabulka II

Proteolytické enzymy b&zné pouzivané v proteomice''>'"'®

Enzym Misto Stépeni Vyjimka Rozsah pH

Trypsin C-konec R-X, K-X X=P 7,0-9,0

Chymotrypsin C-konec F-, Y-, W-, L-, I-, V- a M-X X=P 7,5-8,5

Endoproteinasa Glu-C (V8-DE) C-konec E-X, D-X X=P 4,0-8,0

Endoproteinasa Lys-C C-konec K-X X=P) 8,5-8,8

Endoproteinasa Arg-C C-konec R-X X=P) 7,5-8,5

Endoproteinasa Asp-N N-konec X-D, X-E 6,0-8,5

Elastasa C-konec A, V,L, I, G, S 8,5

Pepsin F,M, L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y) 2-4

Pronase smés endo- a exoproteinas, Stépi témet 7,0-8,0°
vSechny peptidové vazby

Subtilisin Siroka specifita, pref. C-konec nenabité 7,0-11,0
aminokyseliny

Thermolysin Siroka specifita (W, Y, F,[,L, V, A, M), 6,0-10,0

prevazné N-konec X-F, X-L

*V zavislosti na povaze smési

pH a striktni specifitou pro zbytky lysinu a argininu.
Trypsin je z pankreatu vylucovan do dvanactniku ve for-
mé& inaktivniho prekurzoru trypsinogenu®. Hovézi trypsi-
nogen ma relativni molekulovou hmotnost 24 000 a p/ 9,4.
Aktivuje se odstépenim N-koncového hexapeptidu piisobe-
nim enterokinasy a kaskadovité pak autolyzou'?. Vznika p-
trypsin s jednim polypeptidovym fetézcem (223 aminoky-
selin; M, =23 300; p/ 10,5)'***, ktery podléha dalsi autoly-
ze za vzniku vicefetézcovych produkti (fetézce spojeny
disulfidovymi vazbami) — a-trypsinu (2 fetézce) a pseudo-
trypsinu (3 fetézce). Pseudotrypsin se svou specifitou §té-
peni blizi chymotrypsinu®. Trypsin obsahuje 101 amino-
kyselin ve stejnych polohach jako v sekvenci chymotrypsi-
nu (41 %)">%.

Chymotrypsin (EC 3.4.21.1) ve skuteCnosti piedsta-
vuje skupinu strukturné a katalyticky ptibuznych serino-
vych endopeptidas (optimum pH ~ 7,0-9,0)'?. Extrakt
z hovéziho pankreatu obsahuje dvé formy zymogenu: chy-
motrypsinogen A (245 aminokyselin; M; = 25 700; p/ 9,1)
a chymotrypsinogen B (248 aminokyselin; M, = 25 800; p/
5,2)'2. Aktivace zymogenti se Glastni trypsin, z&asti je
autokatalytickd. V zavislosti na podminkdch mohou
z chymotrypsinogenu A vznikat ©-, a-, 6-, - nebo vy-
chymotrypsin'?. Specifita §t&peni je na rozdil od trypsinu
nizka®®, preferuje aromatické aminokyseliny (tabulka II).

Elastasa (EC 3.4.21.36) je serinova endopeptidasa
(240 aminokyselin; M, = 25 700). Inaktivni prekurzor pro-
elastasa se tvofi v pankreatu a je aktivovan trypsinem.
Vykazuje homologii s trypsinem i chymotrypsinem,
zejména pokud jde o dulezité katalytické aminokyseliny.
Specifita Stépeni zahrnuje nepolarni nearomatické zbytky
(tabulka IT), optimum pH je 8,0-8,5 (cit.'?).

Pepsin je kyseld aspartitovd endopeptidasa
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(maximalni aktivita pii pH 1,0-2,0), ktera je hlavnim en-
zymem zaludeéni $tavy obratlovet'>. Majoritni slozkou je
pepsin A (EC 3.4.23.1) s relativni molekulovou hmotnosti
34 500 (327 aminokyselin). V Zalude¢ni sliznici se tvoii
jako inaktivni pepsinogen (M,= 42 500). Aktivace zymo-
genu je autokatalytickd v ptfitomnosti HCI (cit.'). Minorit-
ni pepsiny jsou klasifikovany jako pepsin B (gelatinasa,
EC 3.4.23.2) a pepsin C (gastriksin, EC 3.4.23.3), tvofi se
z vlastnich zymogenu. Specifita §tépeni (tabulka IT) zahr-
nuje hydrofobni zbytky, zvlasté aromatické'.

Subtilisiny (EC 3.4.21.62) piedstavuji Sirokou skupi-
nu extraceluldrnich serinovych endopeptidas (optimum pH
~10,0) s vysokou termostabilitou, které jsou produkovany
baktériemi rodu Bacillus®’. Nejznamngjsi jsou subtilisin
typ Carlsberg a subtilisin BPN” (shodny s preparatem No-
vo, téz Nagarse) z B. subtilis respektive B. amyloquefaci-
ens. Jsou to strukturné velmi podobné enzymy tvotené
jedinym polypetidovym fetézcem, ktery cita 274
(Carlsberg) nebo 275 aminokyselinovych zbytkd (BPN").
Relativni molekulova hmotnost ¢ini zhruba 27 500, speci-
fita $tépeni je nizka. Existuje jistd preference pro velky
nenabity zbytek u §tépené peptidové vazby substratu®’.

Thermolysin (EC 3.4.24.27) je termostabilni neutralni
metaloendopeptidasa z Bacillus thermoproteolyticus (316
aminokyselin; M, = 37 500). Molekula obsahuje ion Zn*"
a3 ionty Ca®', vapnik pfispiva k termostabilité®®. Zhruba
50 % aktivity pretrva hodinovou inkubaci pii 80 °C (cit.'?).
Jeho specifita neni vyhranéna (tabulka II), podobné jako
u subtilisinu Ize rozeznat jistou preferenci®®.

Streptomyces griseus slouzi k produkci komeréniho
produktu s obchodni znatkou Pronase'’. Jde o filtrat
z kultury zminéné streptomycety, ktery obsahuje smeés
proteolytickych enzymt (napf. SG-trypsin, proteasu A
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a B)?. Vyznamnou slozkou je i serinova endopeptidasa,
kterd preferencné Stépi u karboxylu kyseliny glutamové.
Oznacuje se jako proteasa E (188 aminokyselin; M, =
20 000)*.

Serinova endopeptidasa Glu-C (téz Protease V8, EC
3.4.21.19) je produktem bakterie Staphylococcus aureus
V8. Stépi peptidové vazby na C-konci kyseliny glutamové
pfipadné kyseliny asparagové (u Asp ve srovnéni s Glu az
3000x pomaleji, optimum pH ~ 8,0)*°. Sekvence méa 268
aminokyselin (M, = 30 000), tvoii se z prekurzoru (336
aminokyselin; M, = 36 300)*'. Endopeptidasa Lys-C (EC
3.4.21.50) z Lysobacter enzymogenes rovnéZ obsahuje
katalyticky serin (269 aminokyselin; M; = 28 000). V roz-
mezi pH 7,0-9,0 stépi peptidové vazby na C-konci lysi-
nu****. Thiolova endopeptidasa Arg-C z Clostridium histo-
Iyticum (clostripain, EC 3.4.22.8) je heterodimer (526 ami-
nokyselin; M, = 59 600)**. Serinova endopeptidasa Arg-C
(EC 3.4.21.-) z Lysobacter enzymogenes je monomer (M, =
26 000)*. Oba enzymy §tdpi specificky u argininového
karboxylu (optimum pH ~ 7,5). Enzym Asp-N (EC
3.4.24.33) z Pseudomonas fragi je metaloendopeptidasa
(M, = 27 000)*®, ktera §t&pi peptidové vazby na N-konci
kyseél}ny asparagové nebo cysteové v rozmezi pH 6,0—8,0
(cit.”").

Nejznaméjsi metalokarboxypeptidasy jsou karboxy-
peptidasy A a B, které se 1isi st€penim aminokyselin z C-
konce substrati'?, Karboxypeptidasa A (EC 3.4.17.1) pre-
ferencné §tépi aminokyseliny s aromatickym nebo rozvét-
venym postrannim fetézcem. Naproti tomu karboxypepti-
dasa B (protaminasa, EC 3.4.17.2) preferencné odstépuje
lysin a arginin'®. Karboxypeptidasa Y (téz karboxypeptida-
sa C, EC 3.4.16.5) je serinova exopeptidasa. Enzym
z kvasinky Saccharomyces cerevisiae (M, = 60 000) ma
optimum pH pii 4,5-6,0 (cit.**). Ma irokou specifitu
auvoliiuje z C-konce proteinti a peptidii aminokyselinové
zbytky vcetné prolinu, u glycinu a kyseliny asparagové je
uvolilovani vyznamné zpomaleno .

5. Trypsin a jeho vyjime¢né postaveni
v proteomice

Rychly vyvoj genomiky pfinesl generovani objem-
nych databazi, které zahrnuji nejen fragmenty DNA, ale
i celé genomy. Uspéch strategie identifikace proteind
v proteomice spoléhd na vyskyt hledané proteinové sek-
vence v takové databazi'®. U organismil s dosud nezna-
mym genomem je pomiickou de novo sekvencovéani pepti-
di a predpoklad homologie (vyhledavani typu MS Blast
(cit.*) nebo MultiTag (cit.*®)). Pro Stépeni proteind
v roztoku se vyuzivaji endopeptidasy uvedené v tabulce II,
pripadné& n&které dal§i enzymy (proteinasa K, cit.*"). Pokud
provadime Sté€peni v polyakrylamidovém gelu, jednim z
limitujicich faktorti difuze peptidasy k substratu je velikost
jeji molekuly. Pro 12% polyakrylamidovy gel, ktery je
standardné pouzivan k ptipravé proteinového vzorku pro
MS analyzu®, byla odvozena zdanliva velikost péra 20 az
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30 A (cit.**). Molekula B-trypsinu ma véetn& solvatadniho
obalu rozméry mensi (17 A)*. Pro vétsi molekuly peptidas
je difuzi branéno ze sterickych duvodi, pfipadné je zcela
znemoznéna. K dal§im vyhoddm pouziti trypsinu v proteo-
mice patii jeho striktni substratova specifita dana konfigu-
raci aktivniho mista (obr. 1), kterd poskytuje pfimétené
mnozstvi definovanych peptidovych fragmentt o priznivé
ionizovatelnosti a velikosti pro MS analyzu'. Ostatng, vy-
hodné je i optimum pH trypsinu, které umozinuje praci
s levnym t€kavym pufrem na bédzi hydrogenuhli¢itanu
amonného (pH 7,8)".

Pouzivani trypsinu je rozsifeno o protokoly s ostatni-
mi peptidasami. Vétsinou nejde o rutinni peptidové mapo-
vani, ale o analyzu specifickych vlastnosti proteind. Chy-
motrypsin nékdy nahrazuje ¢i dopliiuje trypsin pro pisobe-
ni v roztoku i gelu™*®. Vzhledem k velikosti molekuly je
pro Sté€peni proteintt v gelu vhodna i elastasa, napf. pfi
lokalizaci fosforylatnich mist". P studiu glykosylace se
uplatnily peptidasy Glu-C a Asp-N (cit.*®). Pouziti Glu-C,
Lys-C, pfipadné thermolysinu se osvédc¢ilo pfi analyze
peptidii s disulfidovymi vazbami®. Peptidasy Asp-N, Arg-
C, Glu-C a Lys C jsou diky striktni specifité¢ vyhodné pro
peptidové mapovani. S ohledem na velikost molekuly mo-
hou byt pouzity i v gelu®**'. Aplikace Pronasy je vazana
na analyzu proteinovych modifikaci — posttranslaénich® &i
vyvolanych piisobenim chemickych latek™. Enzym totiz
poskytuje pouze kratké peptidy (2—8 aminokyselin)’* a pro
peptidové mapovani je tak nevhodny. Pepsin nebo i jiné
peptidasy s kyselym optimem pH se vyuzivaji zejména pii
MS detekci strukturnich zmén v proteinech na zakladé
izotopové vymény vodik/deuterium>*>’. Kyselé prostiedi
je dilezité z toho divodu, aby k proteolyze dochazelo za
podminek, kdy je izotopovd vyména pomald. Pepsin byl
pouzit i pro $tépeni v gelu pfi analyze O-glykosylace pro-
teinu’®.

Jinymi limitujicimi faktory pouziti peptidas
v proteomové analyze jsou doba nutnd k dostatecné proteo-
lyze vzorku a rezistence nékterych proteint vaci Stépeni
(napt. kompaktnich globulinti). Pouziti trypsinu obvykle
vyzaduje dobu inkubace 4-24 h, pro né¢které proteiny je
ale i tak netginny®’. Priibéh $tépeni je primarné zavisly na
mobilité struktury substratu, kterou je mozné ovliviiovat
pfitomnosti denaturaénich Ginidel nebo teplotou®®™. Za
zvySené teploty 1ze vyuzit termofilnich peptidas: thermoly-
sin poskytuje vyznamné mnozstvi analyzovatelnych pepti-
dovych fragmentt jiz béhem kratké inkubace pii 65 °C
(15 min). Specifita $tépeni thermolysinu je pii této teploté
mnohem vy$3i nez za b&znych teplot’’. Pro proteiny na-
chylné k proteolyze (napt. myoglobin) je efekt thermolysi-
nu za zvySené teploty extrémné rychly a peptidové frag-
menty je tak mozné ziskat piimo na destiéce MALDI *’.

6. Méreni proteolytické aktivity
Meftitkem aktivity endopeptidas je mnozstvi Stépnych

peptidit uvolnénych za urcity Casovy interval. Absolutni
kvantifikace $§tépnych peptidi napf. hmotnostni spektro-
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metrii je vSak obtiznd a &asové naro¢na®. Pro 3tdpeni
v gelu je stanoveni dale zatizeno vyraznou statistickou
chybou souvisejici se sterickym stingnim §t&pnych mist®.
Nejstarsi metody méfeni aktivity jsou zaloZeny na spektro-
fotometrickém stanoveni peptidd v reakéni smési po vysra-
zeni a odstranéni nezreagovaného proteinového substratu.
Ansonova metoda vyuziva hemoglobinu jako substratu
a Stépné peptidy (obsahujici Tyr) se stanovuji fenolovym
¢inidlem®'. Kunitzova metoda je zaloZena na $tdpe-
ni kaseinu, absorpce uvolnénych peptidi (s obsahem Tyr
a Trp) se mé&H pii 280 nm (cit.®?). S rozvojem chemie pep-
tidi se zacaly vice uplatiiovat syntetické substraty. Jejich
Stépeni endo- ¢i exopeptidasou ma nejcastéji za nasledek
uvolnéni chromoforu (existuji vSak i rozmanité fluorogen-
ni substraty), ktery se méfi spektrofotometricky pti odpo-
vidajici vinové délce. Pro trypsin jsou k dispozici ethyles-
ter N®-benzoyl-L-argininu (BAEE) nebo N®-benzoyl-DL-
-arginin-4-nitroanilid (BAPNA)®. V prvnim piipadé se
sleduje narist absorpce pifi 253 nm, ve druhém piipadé pii
405 nm. Jako substrat pro chymotrypsin se pouziva ethy-
lester N-benzoyl-L-tyrosinu (BTEE); méfi se pfi 256 nm
(cit.**). Vhodnym substratem pro pepsin je oktapeptid Lys-
-Pro-Ala-Glu-Phe-Phe(NO;)-Ala-Leu (monitorovani pii
300 nm)®. Aktivitu peptidas specifickych pro kyselinu
glutamovou (napt. SGPE ze Streptomyces griseus) lze ur€it
s pouzitim substratu Z-Glu-NH-C¢H,-NO, (410 nm)®. Akti-
vitu nespecifického subtilisinu Ize rutinn€ stanovit s pouZzi-
tim fady substratd, zminit 1ze napt. N-sukcinyl-L-Ala-L-
-Ala-L-Pro-L-Phe-4-nitroanilid”’. Substratem pro karboxy-
peptidasu A je napt. Bz-Gly-Gly-L-a-hydroxy-p-fenyl-
laktat (monitorovani pti 254 nm)®.

7. Poclitacova predikce Stépnych peptida

Zasadni vyznam pro identifikaci proteini metodou
MS ma predikce (ptedpovéd), jaké peptidy vzniknou pro-
teolytickym Sté€penim proteind. Metodologie identifikace
proteint je zalozena bud’ na principu tzv. map molekulo-
vych hmotnosti peptidd (peptide mass mapping ¢i peptide
mass fingerprinting) nebo na principu identifikace uplné ¢i
astedné sekvence (sequence tag)®™®. Oba tyto pfistupy
jsou zavislé na srovnani experimentalné ziskanych dat
s predpovédénymi. V prvnim piipadé jde o srovnani expe-
rimentalné¢ ziskaného souboru molekulovych hmotnosti
peptidl nebo souboru molekulovych hmotnosti iontl frag-
mentl vzniklych z prekurzorového iontu s pfislusnymi
predpovédénymi soubory. V druhém piipadé se pak srov-
nava experimentalné zjisténa Gplna nebo ¢astecné interpre-
tovand aminokyselinova sekvence s jejich predpovédmi.
Soubory dat se vzdy ptedpovidaji s ohledem na experi-
mentalni podminky. Zékladem takové piedpovédi jsou
sekvence v kompozitnich neredundantnich databazich”
(napt. OWL, NRDB, viz nize). Nésledné¢, pfi procesu zva-
ném §tépeni in silico, se na takto ziskané sekvence aplikuje
algoritmus, ktery nahrazuje St€épeni enzymem. Tento pro-
ces generuje soubor peptidovych sekvenci a jejich moleku-
lovych hmotnosti, a to bud’ ve formé jejich hmotnosti mo-
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noizotopickych nebo monoizotopickych s adici protonu
(zohlediiuje produkty vzniklé ionizaci). Soubor by mél
obsahovat i takové sekvence, které¢ obsahuji nedokonale
Stépené useky (miscleavage sites), vzniklé blokovanim
daného $tépného mista pro peptidasu sterickym usporada-
nim. Jejich pocet nastavuje uZivatel; bézné€ se uziva gene-
rovani peptidi obsahujicich jeden az dva nedokonale Sté-
pené useky, pro volbu vice nez dvou museji byt zasadni
divody. To proto, Ze soubor proteolytickych §tépti musi
byt pro nasledné srovnani s experimentalnimi daty co nej-
struénéjsi, jinak je ohrozeno spravné statistické vyhodno-
ceni shody’'. Dal§imi polozkami v souboru jsou peptidové
sekvence obsahujici modifikované aminokyseliny. Muze
jit o modifikace pfirozené — napt. fosforylace, zdmérné —
napt. alkylace cysteinu, nebo o modifikace vzniklé
v pribéhu piipravy vzorku — napf. oxidace methioninu
nebo tryptofanu. Opét plati, Ze vnesenim pfili§ mnoha
modifika¢nich parametri (>2) se vznikly soubor nadby-
te¢né komplikuje. Co proces generovani §tépnych peptidi
nemuze zohlednovat, to jsou posttranslacni upravy jako
naptiklad alternativni sesttih.

Existuje mnoho voln¢ i komercné dostupnych progra-
mil, které umoziuji identifikaci proteinti na zaklad¢ pred-
poveézenych proteolytickych §tépt a statistické vyhodnoce-
ni shody. OdliSnosti jsou prevazné v metodach vyhodnoce-
ni: http://umber.sbs.man.ac.uk/dbbrowser/OWL/, http://
www.ebi.ac.uk/~holm/nrdb90/, http://prospector.ucsf.edu/,
http://www.matrixscience.com/,  http://www.expasy.org/
tools/, http://prowl.rockefeller.edu/, http://
www.narrador.embl-heidelberg.de/GroupPages/PageLink/
peptidesearchpage.html, http://vigen.biochem.vt.edu/
protein_prospector/ucsthtml4.0/instruct/
fitman.htm#scoring.

8. Varianty procesu proteolyzy pouZivané
v proteomice

Pivodné se trypsin v proteomové analyze pouzival
pro rozloZzeni vzorku na S§tépné produkty, které usnaditova-
ly &i viibec umoziiovaly analyzu’®. S nastupem peptidové-
ho mapovéni a proteomiky s pouzitim MS se ukdazalo, Ze
Stépeni proteintt trypsinem (zkracené trypsinace) musi
spliiovat urcité podminky dané povahou metodiky analyzy.
Jde ptedevsim o maximalni vytézek a uplnost Stépeni (co
nejvetsi pocet peptidi vzniklych trypsinaci daného protei-
nu a pfitom experimentaln¢ zjistitelnych z jejich predpove-
déného poctu pozitivné ovliviiyje statistické skore pii vy-
hodnoceni identifikace), minimalizace autolyzy trypsinu
a opakovatelnost map molekulovych hmotnosti peptido-
vych $tépu®. Proces proteolytického $tépeni v roztoku
obsahuje ztoho divodu urCity pomér enzym/substrat
(napt. 1:50 az 1:5)%®°. Provadi se i redukce disulfidovych
vazeb dithiothreitolem a alkylace reaktivnich cysteinl
jodacetamidem, aviak jen je-li to nutné”. Stdpeni trypsi-
nem bézné probiha 12 h pfi 37 °C, pouzitim methylované-
ho trypsinu pii 58 °C lze dobu Sté€peni zkratit na 30 min
(cit.*%%.
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Podstatné vétsi vyznam pro proteomiku ma analyza
proteinti separovanych v polyakrylamidovych gelech”.
Proteolyza v gelu je sice komplikovana pfitomnosti poly-
akrylamidové matrice, do které musi trypsin proniknout,
na druhou stranu je usnadnéna manipulace se vzorkem,
napf. pfi odstrafiovani produktt alkylace cysteinu. Po vy-
volani barvenim pomoci modii Coomassie’* nebo stfi-
brem* jsou proteinové pasy vyfiznuty s minimem neobar-
venych okraji. Tyto ¢asti jsou potom dale nafezany na
kosti¢ky o velikosti cca 1 mm®. Kviili manipulaci se nedo-
porucuji mensi fragmenty (ucpavani $picky mikropipety).
Nasleduje odbarveni, dehydratace acetonitrilem a vysuse-
ni. Gel je pak rehydratovan roztokem trypsinu (1,5 uM)
v 50 mM uhli¢itanu amonném pii 4 °C, pficemz délka
rehydratace uruje vytdzek enzymového 3tépeni’. Stépeni
se provadi 12 h pfi 37 °C (je-li pouzit methylovany
trypsin, §t&pi se 30 min pii 58 °C) **. Postup lze rozsitit o
redukci a alkylaci, jak jiz bylo uvedeno vyse.

Proteolytické §tépeni vzorku na membranach po preno-
su z gelu metodou Western blotting se s nastupem proteo-
miky vyuzivajici MS zacalo provadét diive nez piima
trypsinace proteinii v gelech”. V b&zném postupu OMD
(on-membrane digestion) se pracuje s poly(vinyliden-
difluoridovou) tedy PVDF membranou, ktera je po pteno-
su obarvena roztokem amidocerni’®. Vyfiznuté kousky
membrany se odbarvi zfedénym methanolem a vysusi.
Potom se pfid4d roztok trypsinu v uhliitanu amonném
$ 30% obsahem acetonitrilu a pokracuje se inkubaci 12 h
pfi laboratorni teploté. Nésleduje odebrani horni vrstvy
a extrakce peptidi. Spojeny material se vysusi ve vakuo-
vém koncentratoru a suspenduje ve vhodném rozpoustédle
pro naslednou MS analyzu’®. Inovaci klasického postupu
je tzv. proces jednostupiiového Stépeni a pienosu (OSDT,
one-step digestion-transfer)’®. OSDT se provadi pfi labora-
torni teploté ve specidlnim zatizeni po dobu 12—-18 h. Pou-
ziva se komercéné dostupna membrana Immobilon-AV
(IAV), coz je PVDF membréna s aktivovanymi karbo-
xyskupinami pro vazbu proteinti nebo peptidi. Prenosovy/
Stépici sendvi¢ se skladd z dvojité vrstvy membrany
IAV imobilizovanym trypsinem vlozené mezi polyakryla-
midovy gel a PVDF membranu (sbérné plocha pro uvolné-
né peptidy)’.

Princip $tépeni vzorku trypsinem imobilizovanym na
membrané je zdokonalen pfi on-line proteolyze v mikro-
kolonach/reaktorech, a to v souvislosti s nahrazovanim
klasické 2D elektroforézy vicerozmérnou chromatografii
(MDC, multidimensional chromatography)’’. Stépeni se
provadi ve vodnych roztocich™ nebo ve smési
s misitelnou organickou fazi”’. Ziskané peptidy se bud’
pfimo analyzuji metodou MS nebo dale separuji. Pro pii-
mé spojeni Stépeni s nanoESI-MS analyzou bylo téZ po-
psano nano-zafizeni s trypsinem ukotvenym na membra-
n&*. Zajimavou moznosti je rychlé Stépeni trypsinem
ukotvenym na desticce MALDI (on-probe digestion). Jeho
nevyhodou je nutnost vysoké koncentrace trypsinu a tim
i zvyena kontaminace autolytickymi produkty®'. Srovnani
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ucinnosti $tépeni trypsinem v roztoku a imobilizovanym
trypsinem je shrnuto v cit.*.

9. Modifikace proteolytickych enzymii
(modulace funkc¢nosti a termostability)

Modula¢ni modifikace se tykaji pfedev§im dostupné-
ho trypsinu (i kdyZ tfeba i chymotrypsinu), jehoz zésadni
pouziti v proteomice je omezeno dvéma komplikacemi.
Enzym ma pomérné malou termostabilitu — k jeho vyrazné
inaktivaci dochézi jiz pii 37 °C (30% pokles aktivity po
pilhodinové inkubaci)®. V podminkach optimalni funké-
nosti trypsinu (mirné alkalické pH) a v nepfitomnosti sta-
bilizujicich ionti Ca®* probiha navic rychla autolyza®.
Autolytické peptidy predstavuji rusivé pozadi pti MS ana-
lyze smési Stépnych peptidd (digestu). Vzhledem
ke specifité stépeni (tabulka II) je mozné autolyzu elimino-
vat kovalentni modifikaci zbytkli lysinu a argininu
v molekule trypsinu®**. Nejjednodussim postupem je
alkylace nebo acylace lysinu® . Pfipravené derivaty,
napf. methylovany™, resp. acetylovany® nebo sukcinylo-
vany®® trypsin, vykazuji podstatné vy3§i rezistenci viii
autolyze nez samotny trypsin. Acetamidinaci lze docilit
zachovani kladného naboje pavodniho zbytku™. Reakci
trypsinu s 1-guanyl-3,5-dimethylpyrazolem vznika stabilni
guanylovany trypsin®®. Argininové zbytky v proteinech se
kvili své znacné bazicité alkyluji nebo acyluji obtizné€. Pro

trypsin byla popsana jejich modifikace reakci s bi-
acetylem®.
Jiz  methylovany trypsin je ve  srovnani

s nemodifikovanym enzymem odolngjsi vii¢i vyssim teplo-
tam*. Enzym byl té7 stabilizovan nitraci povrchovych tyro-
sinovych zbytki a jejich naslednou redukci na aminotyro-
sin®’. K obdobné stabilizaci vedla acylace o-chymo-
trypsinu reakci s anhydridy aromatickych karboxylovych
kyselin®’. Vyrazné rezistence viii tepelné inaktivaci lze
dosahnout vytvafenim konjugatli s oligo- a polymery. Za
zminku stoji modifikace linearnimi oligosacharidy™ &i
cyklodextriny®. Cyklodextrinové konjugaty trypsinu byly
pripraveny enzymovou metodou s transglutaminasou®.
V pfipadé€ polymerl je ovSem vysledkem rozmérnd mole-
kula, ktera sice mtze katalyticky puasobit v roztoku, ale je
nepouzitelna pro Stépeni v gelu. V literatute 1ze najit zmin-
ky o konjugatech trypsinu napf. s poly(N-isopropyl-
akrylamidem)”, methoxypolyethylenglykolem’', polyme-
ry sacharosy® a karboxymethylcelulosou®. Nage skupina
se zabyva konjugaty hovéziho trypsinu s oligosacharidy
a jejich testovanim pro §tépeni v gelu pii peptidovém ma-
povéani (MALDI-MS)”. Nejlepsich vysledki bylo dosaze-
no pouzitim rafinosy, maltotriosy a stachyosy (pro reakci
aktivovany oxidaci jodistanem). Pfislusné modifikované
trypsiny vykazuji vysokou termostabilitu (50% inaktivace
nastava az pii teplotach nad 60 °C, inkubace 30 min), pro-
dukce autolytickych peptidi je ve srovnani se samotnym
hovézim trypsinem vyrazné omezena’.
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10. Zavér - perspektivy proteolyzy v moderni
proteomice

Moderni techniky ESI-MS (ve spojeni s kvadru-
pdlovou iontovou pasti nebo analyzatorem FT-ICR — Fou-
rier transform ion cyclotron resonance) a MALDI-MS
(TOF/TOF, time-of-flight) umoZiiuji pracovat s intaktnimi
proteiny, provadét jejich fragmentaci a méteni MS/MS
(cit.”*). Tento postup se oznaluje jako top-down analyza
(fungujici shora dold, tj. od intaktniho proteinu k fragmen-
tim). Aktudlni alternativu pfedstavuje metoda bottom-up
(zdola nahoru), ktera se téZ oznacuje jako shotgun (= angl.
poloautomatickd brokovnice stilejici v kratkych interva-
lech)’. ,,Shotgun® proteomika je zaloZena na po&atecnim
Stépeni slozitého proteinového vzorku bud’ plsobenim
peptidas nebo chemickou metodou. Vysledkem je smés
peptidi, ktera je analyzovatelna metodou LC-ESI-MS/MS
nebo MALDI-MS s néslednou identifikaci bioinformatic-
kymi metodami. Pouziti MALDI-MS je vSak omezené
kvuli slozitosti digestli proteomt napf. celych virt nebo
baktérii. Vyhodnéjsi metodou LC-ESI-MS/MS lze béhem
jednoho dne rutinné¢ analyzovat 500-1000 proteint
z bun&éného lyzatu, a to na jediném pfistroji. Parametry
dostupnych technik ,,shotgun® proteomiky jako jsou thrn-
na rychlost, citlivost a dynamicky rozsah, nemohou byt
v soucasné dobé& s pouzitim ostatnich metod piekonany™.

Jak jiz bylo zminéno v uvodni Casti, fragmentace
membranovych a jinych ve vodé nerozpustnych proteinti je
Casto provadéna chemickymi metodami, tedy v prostfedi
organickych rozpoustédel nebo jejich smési s vodou
(methanol, acetonitril, kyselina mravenci). Podle potfeby
se navic jest¢ pridavaji detergenty%. Samotné chemické
Stépeni vSak Casto neposkytuje peptidy vhodné pro piimou
MS analyzu. Tento stupeii je proto nutné kombinovat se
§t&penim enzymovym’®. Zde bohuzel nardZime na nutnost
upravy vzorku pro dosazeni optimalnich podminek proteo-
lyzy, coz zpusobuje nezddouci prodlevy, zvlasté ve vysoce
vykonné a ,,shotgun* proteomice. Rada laboratofi se proto
zaméfila na vyvoj a hledani postupti umoznujicich aplikaci
peptidas v prostfedich s obsahem organického rozpouste-
dla’. Vzhledem k principu §t&pné reakce je nutna alespoi
minimalni pfitomnost vody v reakéni smési (proteolyza je
totiz hydrolyza). V soucasné dob¢ lze nalézt napf. prace
vyuZzivajici trypsinaci ve smési 60 % methanolu a 40 %
vodného roztoku NH;HCO;, pH 7,9 (cit.”®). Dalsim piistu-
pem miZze byt fragmentace nerozpustnych proteind robust-
ni, ale nespecifickou proteinasou K. Nabizi se rovnéz
chemickd modifikace specifickych peptidas, zejména
trypsinu, pro zvySeni stability v nevodnych prostiedich
jako je 50% acetonitril (Sebela a spol., nepublikované
vysledky).
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T. Stosov4®, J. Havlis", R. Lenobel® and M. Sebela®
(“Department of Biochemistry, Faculty of Science, Palacky
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Analytical Chemistry, Masaryk University, Brno, Czech
Republic, ‘Laboratory of Growth Regulators, Faculty of
Science, Palacky University and Institute of Experimental
Botany, Academy of Sciences of the Czech Republic, Olo-
mouc, Czech Republic): Proteolytic Enzymes: Signifi-
cance for Proteomics

Proteolytic enzymes (peptidases) are important tools
for proteomic research. This article reviews their applica-
tion to digestion of proteins, which commonly precedes
the mass spectrometry analysis of proteins. In the opening
part, mechanism of proteolysis is described together with a
detailed introduction to classification and nomenclature of
enzymes. The following part brings an overview of prote-
olytic enzymes that are currently used in expression and
functional proteomics including their properties and speci-
ficity. The review continues with reports on assays of pro-
teolytic activity and computer prediction of peptide cleav-
age. The methodology of in-solution and in-gel digestion
of samples and the use of peptidases for cleavage of pro-
teins on membrane surfaces is also mentioned. Further-
more, chemical modifications of peptidases for improving
their stability to autolysis and thermal inactivation are
documented. Peptidase treatment of hydrophobic proteins
in solutions containing organic solvents are also men-
tioned. Finally, new perspectives of proteolysis in shotgun
proteomics are outlined.



Chem. Listy 99, 906 — 914 (2005)

Referaty

INTEGROVANA RESENI PRO PROTEOMICKE PRACOVNI

POSTUPY - SIGMA-ALDRICH

KLAUS HERICK
SIGMA-ALDRICH Chemie GmbH, Eschenstr. 5, D-82024

Taufkirchen, Némecko
kherick@europe.sial.com

Doslo 5.9.05, ptijato 9.10.05.

Klicova slova: fosfopeptidy, deglykosylace, kvantifikace,
trypsin, elektroforéza

Obsah

1. Uvod
2. Priprava vzorku pro 2D-gelovou elektroforézu
2.1. C7BzO ajiné detergenty kompatibilni s elektrofo-
rézou
2.2. Odstranéni albuminu a IgG

2.2.1. Technologie pro odstranéni albuminu
a IgG zalozena na barvivu
2.2.2. Technologie pro odstranéni albuminu

a IgG zalozena na protilatkach

3. Ptiprava vzorku pro hmotnostni spektrometrii

3.1. Analyza fosfopeptidi

3.1.1. Analyza fosforylacnich mist proteinu vyu-
zitim obohaceni PHOS-Select™ pied MS
3.1.2. Obohaceni fosfopeptidu

3.2. Anylyza glykopeptidii

3.2.1. Enzym PNGasa F: Utinna N-deglykosy-
lace v analyze glykoproteinii
3.2.2. Ut¢inna deglykosylace proteinu v gelu
Ptistupy $tépeni proteinu
3.3.1. Trypsin proteomické Cistoty
3.3.2. Vybér proteasy
3.3.3. Protease Profiler
3.4. Uginna mikroizolace a guanidylace peptidii pfimo
z teréiki MALDI
3.4.1. Uginnost guanidylace

Kvantitativni proteomika
4.1. Zavedeni stabilnich izotopi pro MS
4.2. Sigma zakdzkovy servis AQUA-peptidova synté-
za
4.2.1. Princip Protein-AQUA
4.2.2. Vybér optimalniho AQUA-peptidu
4.2.3. AQUA-peptidy
Inkorporace '*O trypsinem pro analyzu diferenéni
exprese proteinu
4.3.1. Metody znaceni

3.3.

43.

906

1. Uvod

Proteomické analyzy zahrnuji mnoho stupiiti od izola-
ce bunécnych komponent, pies elektroforetickou ¢i chro-
matografickou separaci jednotlivych proteinti az po analy-
zu hmotnostni spektrometrii (MS). Klicovym je vzdy pfi-
prava vzorku, at’ jiz pro primarni separace nebo pro MS.
Dalsim dilezitym aspektem proteomickych experimentu je
kvantifikace analyzovanych peptidovych fragmenti meto-
dou MS. V tomto ¢lanku jsou zminény zakladni postupy
vySe uvedenych ptiprav vzorku a kvantifikace.

2. Piiprava vzorku pro 2D-gelovou
elektroforézu

Efektivni pfiprava proteomického vzorku zistava
problémem, protoZze neexistuje zadnd univerzalni metoda
extrakce pro rizné typy vychozich materialii. Tento pro-
blém je zvlasté¢ vyznamny, jedna-li se o0 membranové pro-
teiny. Ackoliv v poslednich letech doSlo k pokroku v roz-
pousténi membranovych proteind, zakladni otazkou zusta-
va vybér detergentu. Detergenty jsou klicova ¢inidla, kterd
rozpoustéji proteiny a udrzuji je rozpusténé béhem separa-
ce dvourozmeérnou gelovou elektroforézou (2D elektrofo-
réza). Problémy s rozpustnosti mohou nastat ve dvou stup-
nich : (i) kdyZ jsou membrany rozpusStény ve smési deter-
gent-chaotrop a (if) béhem elektroforézy v prvnim rozmeé-
ru, kdyZ jsou proteiny separovany podle svych izoelektric-
kych bodut (pl). Protein je ve svém pl vysoce agregovany
a je rozpustén v pufru s nizkou koncentraci soli nebo bez
soli (vzorkovy nanaseci pufr).

Z téchto duvodi byl pro testovani detergentl v riz-
nych kombinacich (pro ziskani vzorkd optimalizovanych
pro dalsi analyzy, jako je 2D elektroforéza) pouzit faktori-
alovy matricovy pfistup. Na zakladé prace Dr. Thierry
Rabillouda z CEA-Grenoble ve Francii byly pro optimali-
zovanou extrakci proteinu z riznych zdroji'™ zavedeny
nové detergenty.

2.1.C7Bz0O a dals§i detergenty kompati-
bilni s elektroforézou

Sady pro pripravu vzorku zalozené na C7BzO

Selek¢éni metoda hledani optimalniho detergentu je
zalozena na pouziti ProteoPrep kitu pro extrakci vzorku
bud’ se ¢tyfmi smésnymi solubilizacnimi pufry (katalogové
¢islo PROT-TOT) a nebo ProteoPrep sadé vzorkovych
detergentl s deseti riznymi detergenty (katalogové Cislo
PROT-DT).

Vynikajici schopnost extrakce a solubilizace proteinu
v riznych typech tkani jako bakteridlni, zivo¢isné a rost-
linné vykazuji  sulfobetainové detergenty C7BzO
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Obr. 1. Identifikace proteinii indukovanych tepelnym Sokem v
CHO buiikach

(katalogové cislo C0856) a ASB-14 (katalogové cislo
A1346). Protoze detergent ASB-14 rusi proteinovou kvan-
tifikaci, byly vyvinuty dvé sady pro snadnou piipravu
vzorku, které jsou zalozeny na C7BzO s optimalizovanymi
protokoly pro 2D elektroforézu. Jedna se o ProteoPrep
univerzalni extrakéni kit (katalogové ¢islo PROT-TWO)
a ProteoPrep membranovy extrakéni kit (katalogové cislo
PROT-MEM). ProteoPrep univerzalni extrak¢ni kit umoz-
fiuje naslednou izolaci frakci rozpustnych a membrano-
vych proteini. V oddélenych frakcich se tak ziskaji jak
cytoplasmatické, tak membranové proteiny. Kromé toho
miiZze byt tato sada pouZita pro stanoveni, zda je protein,
ktery je pfedmétem zajmu, rozpustny ve vodé nebo jedna-
li se o0 membranovy protein. ProteoPrep membranova ex-
trakéni sada extrahuje pouze membranové proteiny. Je
proto vhodné pro studium membranovych proteomt jako
jsou proteiny spojené s bunécnou signalizaci. Ptiklad je na
obr. 1, kde byl proveden experiment s tepelnym Sokem
a proteiny byly extrahovany za optimalizovanych podmi-
nek. Buiiky byly extrahovany 2% C7BzO, ktery byl pfi-
praven v roztoku 7M mocoviny, 2 M thiomocoviny
a 40 mM Tris pufru. Bunééné extrakty (250 pg) byly foku-
sovany na pH 4-7 prouzcich s imobilizovanym pH gradi-
entem (IPG prouzky). SDS-PAGE byla provedena na 4 az
20% gelech. Srovnanim obrazi gelG a pouzitim softwaru
(Nonlinear) pro 2-D elektroforetické analyzy byly identifi-
kovany dva proteiny (oznaCeny ramecky), které vykazuji
zvySenou hladinu exprese jako funkci trvani tepelného
Soku. Tyto proteinové prouzky byly, spolecné s dal§imi
proteinovymi markery (oznaCené Sipkami), vyfiznuty,
Stépeny a analyzovany MALDI-MS. Po vyhledani v data-
bazi vysledné hmotnostni peptidové mapy byly markerové
proteiny prvni sady identifikovany jako izoformy B-aktinu.
B-Aktin méa molekulovou hmotnost 40 kDa a pl piiblizné
5,4. Markerové proteiny druhé sady byly identifikovany
jako izoformy vimentinu. Vimentin md molekulovou
hmotnost ptiblizné¢ 57 kDa a pl 5,4 (obr. 1).
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2.2. Odstranéni albuminu a IgG

Hlavnimi pfistupy pti hledani cirkulacnich biomarke-
ri jsou studium proteinového slozeni plasmy a séra.
S velikym zajmem se v soucasné dob¢ studuje lidsky séro-
vy proteom, zejména kviili moznosti identifikace biomar-
kerti urcitych nemoci. Naro¢nost analyzy séra spociva
v Sirokém rozmezi koncentraci proteintl. VéEtSina farma-
ceuticky zajimavych proteint se vyskytuje v nizkych kon-
centracich a nadbytek albuminu a protilatek (pfedevSim
IgG), které dohromady tvofi vice nez 70 % sérovych pro-
teind, tyto analyzy velmi komplikuji. Odstranéni albuminu
a IgG zjednoduSuje vizualizaci proteini komigrujicich
s albuminem a IgG na gelu. Déle umoziiuje pouziti vyssi
nanasky vzorku (4 az 5 krat), a tim zna¢né zlepSenou vizu-
alizaci proteint s niz§im poctem kopii.

Sigma nabizi dvé sady pro odstranéni IgG a albumi-
nu, které vyuzivaji dvé rozdilné technologie: (i) Proteo-
Prep® Blue IgG kit pro odstranéni albuminu a IgG
(katalogové cislo PROT-BA) — je zaloZena na patentované
pryskyfici spojujici vazbu pres Protein G a pfes modrou
barvu a (ii) agarosu s navazanym proteinem G — Proteo-
Prep® TA imunoafinitni IgG kit pro odstranéni albuminu
(katalogové Cislo PROT-IA) — ktera je zalozena na malych
ligandech rekombinantnich protilatek navdzanych na prys-
kyfici.

2.2.1. Technika pro odstranéni albuminu a IgG zaloZena
na barvivu

ProteoPrep™ Blue Albumin a Kit pro odstranéni IgG
specificky odstrafiuji albumin a IgG z 25 vzorkd lidského
séra (25 pl az 100 pl) pro naslednou analyzu metodou
dvojrozmérné elektroforézy. Typicky je odstranéno 95 %
albuminu a 80 % IgG ze 75 pl lidského séra. Médium se
vyznacuje nizkou nespecifickou vazbou, protoZe neobsa-
huje Cibacron® Blue (ktera je obecné¢ zndma vysokym
nespecifickym vazanim nealbuminovych proteini). Rea-
gencie této sady jsou v pufrech s mocovinou misto
v pufrech se solemi, coz znamen4, Ze vzorky séra zbavené
albuminu mohou byt aplikovany v 2D elektroforéze bez
srazeni proteinu. Fokusace proteinti na prouzcich s imobi-
lizovanymi pH gradienty (IPG) pro dvojrozmérnou elek-
troforézu proteinil a analyza MS v gelu Stépenych protei-
nd je negativné ovlivnéna (napf. Spatné rozliSeni skvrn)
pfitomnosti soli nebo pufiti o vysokych koncentracich.
Experimenty ukazuji, ze nahrazeni soli moc¢ovinou umozni
navazani albuminu za soucasné inhibice vazby nealbumi-
novych proteini.

2.2.2. Technika pro odstranéni albuminu a IgG zaloZena
na protilatkach
Pryskyftice pro odstranéni albuminu a IgG zalozené na
protilatkach vykazuji vyssi specifitu nez pryskyfice zalo-
zené na barvivu. Nicméné, pryskyftice zaloZzené na protilat-
kach maji obvykle nizs§i vazebnou kapacitu proteinu. Pro
odstranéni lidského albuminu a IgG byla vyvinuta novéa
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Obr. 2. Vyhody séra zbaveného albuminu a IgG; z 50 pl vzorku lidského séra byl pouzitim ProteoPrep™ imunoafinitniho kitu pro
odstranéni albuminu IgG (PROT-IA) odstranén albumin a IgG. Poté byla provedena 2D elektroforéza s 15 ul vzorku séra a sérem, zbave-
nym albuminu a IgG, pouzitim 11cm, pH 4-7 IPG prouzkt. Metodou ELISA bylo stanoveno, ze doslo k 99% odstranéni albuminu a IgG

imunoafinitni pryskyfice, kterd je zaloZena na protilatkach
s vysokou vazebnou kapacitou. Vazebné fragmenty pouzi-
tych rekombinantnich protilatek jsou malé (12 kDa) jedno-
fetézcové proteiny, které jsou exprimovany v kvasinkach.
Malé jednotetézcové fragmenty protilatek vykazuji vyso-
kou specifitu béznych IgG protilatek s molekulovou hmot-
nosti 150 kDa. Vyhodou jejich pouziti je zvySena stabilita,
zvySeni koncentrace vazebnych mist, a tim vazebné kapa-
city pro antigen.

Pti porovnani schopnosti odstranit lidsky albumin
aIgG s pouzitim tohoto imunoafinitniho kitu a imunoafi-
nitni pryskyfice zalozené na klasickych protilatkach byly
na nosice aplikovany rtizné objemy lidského séra a pomoci
ELISA bylo stanoveno procentualni odstranéni albuminu
aIgG. Sada PROT-IA vykazuje 2—4 krat vyssi vazebnou
kapacitu pro lidsky albumin a IgG nez b&ézna pryskyfice
s protilatkou. PROT-IA odstraniuje vice nez 98 % albumi-
nu z 50 pl séra. K tomu, aby béZna pryskyftice dosahla
stejné ucinnosti, by bylo mozné pouzit pouze 15 pl séra
nebo méné. Podobné bude PROT-IA odstraniovat vice nez
98 % IgG z50 pl séra, zatimco pro dosazeni podobné
ucinnosti odstranéni u bézné pryskyftice musi byt pouzito
20 pl séra nebo méné (data nejsou ukéazana). Optimalizo-
vany protokol umoziiuje pouzit vzorek séra ihned po izola-
ci pfimo pro 2D elektroforézu, protoze udrzuje nizké fedé-
ni vzorku v pfebytku nad nizkym obsahem soli ekvilibrac-
niho pufru. To je umoZnéno nizkou koncentraci soli
v pufru a je tim eliminovana potfeba srdZet protein pied
elektroforézou (obr. 2). Protoze po pouziti tohoto imunoa-
finitniho kitu neni nutné protein koncentrovat nebo srazet,
je cely postup rychly a mize byt proveden za méné nez
30 min.

3. Piiprava vzorku pro hmotnostni
spektrometrii

3.1. Analyza fosfopeptidi
3.1.1. Analyza fosforylacnich mist proteinu s vyuzitim
obohaceni kitem PHOS-Select™ pred MS

Lidsky genom koduje priblizné 2000 kinas a 1000 fos-
fatas fidicich fosforylaci proteinu a tim mnoho bunéénych
aktivit a drah. Stav okamzité fosforylace proteinu a tim
1 jeho aktivity z&visi na poméru kinas a fosfatas, které na néj
pasobi. Odhaduje se, Ze piiblizné 30 % lidskych proteint je
fosforylovano a vétsina fosforylovanych proteinti obsahuje
tii a vice fosforylovanych zbytkl. Biologicka dilezitost
fosforylace je diivodem pro intenzivni studium kinas a fosfa-
tas a funkcnich aspektii fosforylaci. V soucasnosti se MS
bézné pouziva pro identifikaci fosfopeptidii z fosfoproteino-
vych tryptickych s§tépi. Problémem této analyzy je velké
mnozstvi nefosforylovanych peptidti, které maskuji fosfo-
peptidové signaly. Pro obohaceni koncentrace fosfopeptidi
je Casto pouzivan PHOS-Select™ Kkit.

100 I

%

50

i ot it s

1884,2

aerts SR

799,0 1341,6

2969,4 3512,0
m/z

24268

Obr. 3. MS analyza tryptického $tépeni GST-MELK po obo-
haceni smési za pomoci PHOS-Select™; 90 % peptidi na spek-
tru jsou fosfopeptidy
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3.1.2. Obohaceni fosfopeptidu

Komplexni piiklad pouziti PHOS-Select™ je ukazan
na obr. 3 (data laskavé poskytl Dr. Nick Morrice, MRC
Protein Phosphorylation Unit, School of Life Sciences,
University of Dundee, UK). Trypticky $tép proteinkinasy
MELK, exprimované jako GST fizni protein v E. coli, byl
analyzovan po obohaceni PHOS-Select™ pouzitim ABI
4700 proteomického analyzatoru TOF-TOF MS. 90 %
peptidi na hmotnostnim spektru 4700 TOF-TOF jsou
fosfopeptidy. V tryptickém §tépu ptred obohacenim pomoci
PHOS-Select™ nebyly detegovany zadné fosfopeptidové
ionty. Jestlize se k obohaceni fosfopeptidii pouzil PHOS-
Select™ | vice nez 95 % vsech nefosforylovanych peptido-
vych iontl bylo odstranéno (neni ukazano).

3.2. Anylyza glykopeptidu

3.2.1. Enzym PNGasa F: Ucinnd N-deglykosylace v ana-
lyze glykoproteinii

Glykosylace je jednou =z nejcastéjSich post-
translacnich modifikaci proteind v eukaryotickych bun-
kach. Glykoproteiny hraji roli v celé fadé biologickych
funkci, jako napt. vazba k receptoru, bunécna signalizace,
imunitni rozpozndvani, zanéty a patogenita. Sav¢i glyko-
proteiny obsahuji tfi hlavni typy oligosacharidt (glykand):
N-vazané, O-vazané a glykosylfosfatidylinositolové (GPI)
lipidové kotvy.

Pro studium struktury a funkce glykoproteinu je casto
zadouci odstranéni vSech nebo pouze vybrané tridy glyka-
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nu. Odstépeni N-vazanych glykand zlepSuje vysledky pfi
MALDI-TOF MS analyze, protoze glykopeptidy diky své
mikroheterogenité potlacuji pii MS analyze signal. Pep-
tid-N-glykosidasa F (PNGasa F) je jeden z nejpouzivanéj-
Sich enzym pro deglykosylaci glykoprotein.

3.2.2. Uéinna deglykosylace proteinu v gelu

Jako ptiklad byla vybrana deglykosylace glykoprotei-
nu ol-antitrypsinu provedena ve vyvojovém pracovisti
Sigma-Aldrich. Po redukci a alkylaci (pouzitim tributyl-
fosfinu a jodacetamidu obsaZenych v ProteoPrep™ re-
dukénim a alkyla¢nim kitu, katalogové ¢islo PROT-RA),
byly vzorky rozdéleny na gelu a barveny. Prouzek glyko-
proteinu byl vyfiznut. Vzorky v gelu byly odbarveny, vy-
suseny a inkubovany s PNGasou F. Vysusené kousky gelu
byly potom inkubovany s trypsinem (katalogové Ccislo
T6567) a poté byla okolni kapalina obsahujici tryptické
peptidy odstranéna a pouzita pro dal$i analyzu. Pfiprava
MS vzorku je zjednodusena diky tomu, Ze enzymovy pii-
pravek neobsahuje detergenty a stabilizatory, které by
mohly interferovat s MS analyzou. Roztok peptidi po
hydrolyze trypsinem byl pfed analyzou koncentrovan
a odsolen na C18 ZipTip®. Zde popsané vysledky byly
ziskdny MS analyzou na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF. Peptidy byly analyzovéany v reflexnim rezi-
mu pii sniméani kladnych iontl pouzitim 4-hydroxy-o-
kyanoskoficové kyseliny jako matrice. Spektra byla ziska-
na v hmotnostnim rozsahu 4000 m/z s nastavenym potlace-
nim matrice na 800 hmotnostnich jednotek. Analyza dat
byla provedena pouzitim software ProteinLynx™ (obr. 4).
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Obr. 4. MALDI-TOF MS analyza nativniho a deglykosylovaného al-antitrypsinu; hmotnostni peptidovy profil kontrolniho (AT1),
deglykosylovaného v gelu (AT2) a deglykosylovaného v roztoku (AT3) lidského o1-antitrypsinu. VSechny proteiny byly pied MS analy-
zou podrobeny Stépeni trypsinem. Ve vzorku, na ktery bylo ptisobeno PNGasou F (chybi v kontrolnim vzorku), odpovida signal m/z 1756
peptidovému fragmentu 268-283 a signal m/z 3693 peptidovému fragmentu 94-125.
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3.3. Pristupy S§tépeni proteinu

3.3.1. Trypsin proteomické cistoty

Trypsin proteomické Cistoty nabizeny firmou Sigma
vykazuje velmi dobrou proteolytickou ucinnost (vytvari
vice tryptickych peptidi). To vede k vétsimu sekvenénimu
pokryti studované¢ho proteinu. Hmotnostni spektra jsou
znaéné zjednodusena a to diky snizenému poctu interferu-
jicich autolytickych pikd a jejich neurcitych adukti.
Trypsin proteomické Cistoty izolovany z praseich pan-
kreatli umozniuje spravné a presné §tépeni na karboxylové
strané Arg a Lys zbytkll. Enzym byl diikladné zpracovan
reduk¢éni methylaci pro minimalizaci autolyzy. Chymo-
trypticka aktivita je inhibovana pusobenim TPCK (L-1-
chloro-3[4-tosylamido]-4-fenyl-2-butanon). Izolace zahr-
nuje 1 afinitni chromatografii a lyofilizaci ze zfedéné kyse-
liny. Vysledkem je vysoce Cisty trypsin s vysoce specific-
kou proteolytickou aktivitou, ktery je vhodny pro narocna
kriteria proteomického vyzkumu. Je uréen k plsobeni jak
v roztoku, tak i v gelovych Stépech. Pro zajisténi Cerstvého
enzymu pro kazdé pouziti je enzym balen v praktickych
20 pg balenich.

3.3.2. Vyber proteasy
Protease Profiler kit (katalogové cislo PP0500) po-
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skytuje kromé trypsinu proteomické Cistoty Ctyfi osvédce-
né alternativni proteasy, €inidlo pro rozpusténi enzymu
a enzymovy reakéni pufr. Kazda slozka je v Cistoté vhodné
pro MS analyzu. Protease Profiler kit umoZziiuje provadét
dopliikové experimenty jako dvoji enzymové Stépeni
a hledani alternativnich Stépenych mist. Dvoji enzymové
Stépeni je pouzivano, kdyz pocateéni Stépeni poskytuje
peptidové fragmenty vétsi nez 5000 Da, coz je Casto za
optimalni detekéni oblasti pro vétSinu MS systémi/
pfistrojii. Druhé Stépeni pouzitim proteasy s rozdilnou
specifitou vede k fragmentaci velkych peptidd za vytvore-
ni mensich peptidd vhodnych pro MS. V pripadech, kdy
by pouziti trypsinu mohlo byt nevhodné pro nékteré pro-
teinové vzorky, je tfeba identifikovat alternativni proteoly-
ticky enzym. Protease Profiler kit umoziuje Sté€peni jak
v roztoku, tak v gelu s optimalizovanymi protokoly a ¢ini-
dly pro $té€peni za obou podminek.

3.4. U¢inna mikroizolace a guanidyla-
ce peptidd pfimo z tercikd MALDI

Enzymové S§tépeni proteinll trypsinem s néslednou
analyzou ziskanych peptidi pomoci MS predstavuje za-
kladni postup pfi proteomickém vyzkumu. Trypsin vytvari
peptidy, jejichz C-koncové aminokyseliny jsou bud’ argi-

500 1500 2500

miz

Obr. 5. MALDI-TOF MS analyza tryptického §tépu myoglobinu; peptidy byly analyzovany bud’ (a) bez guanidylace, (c) s guanidyla-
ci, podle postupu detailné popsaného v ProteoMass guanidyla¢nim kitu a (d) s guanidylaci, po mikroizolaci vzorku z ter¢iku. V obou
guanidylovanych vzorcich bylo identifikovano vétsi mnozstvi peptidi, vedouci ke zvySeni pokryti sekvence a odpovidajici vyssi spolehli-
vosti béhem identifikace proteinu. Spektrum (b) naznacuje, Ze peptidy byly z ter¢iku zcela odstranény. Piky pozorované v tomto spektru

odpovidaji aduktim s matrici MALDI
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nin nebo lysin. Diivéjsi studie ukazaly, ze detekce peptidl
MS je ovlivnéna nékolika zékladnimi vlastnostmi, v¢etné
bazicity C-koncové aminokyseliny®®, aminokyselinového
slozeni’, hydrofobnosti a velikosti peptidu® a schopnosti
vytvoreni stabilnich sekundarnich struktur’. Kromé& toho
bylo pro peptidové smési ziskané tryptickym St€épenim
popsano potladovani signalu'®. S tim souvisi nebezpe&i
negativniho ovlivnéni pokryti sekvence a identifikace pro-
teinu. Pokud peptidy, o které mame specificky zajem (jako
peptidy s posttranslacnimi modifikacemi), maji na C-konci
lysin, mize dochazet k horsi ionizaci a mize to byt kritic-
kym faktorem pfi ziskdvani dat. Jeden ze zplisobl, jak
prekonat tento problém, je pfeména lysinového zbytku na
homoarginin, guanidylaci postranniho fetézce s g-amino-
skupinou''™°. SniZenim chyby pfi ionizaci tak miZe byt
zvyseno pokryti sekvence.

V soucasné dobé se guanidylace lysinovych peptidi
stala jednim z postupll pro zlepSeni hmotnostné spektro-
metrickych analyz v proteomickych laboratofich. Guani-
dylované lysinové peptidy vykazuji zvySenou ionizaci
u obou typlt MS ionizace at’ desorpci z matrice laserem
(MALDI) nebo ionizace elektrosprejem (ESI)'' ™7

3.4.1. U¢innost guanidylace

Guanidylace muze byt provedena na jiz dfive analy-
zovanych tryptickych peptidech a to néaslednou mikroizo-
laci z MALDI ter¢iku. Jako ptiklad byl metodou MALDI-
TOF MS analyzovan trypticky §tép myoglobinu (obr. 5).
Nejprve byly naneseny a analyzovany neguanidylované
peptidy (obr. 5a). Vzorek byl poté extrahovan z gelu rozto-
kem 70% acetonitrilu, guanidylovan a znovu nanesen na
MALDI teré¢ik. Vzorek byl derivatizovan bez nutnosti
izola€niho mezistupné€ vzorku nebo oddéleni MALDI mat-
rice od ziskanych peptidi. Analyza ,,zbytkového” vzorku
(obr. 5b) po opétovné aplikaci matrice ukazuje absenci
peptidovych pikd. To jasné ukazuje, Ze byl ziskan celkovy
obsah vzorku z plivodni skvrny. Jediné pozorované piky
odpovidaly matrici MALDI. Pro srovnani byly myoglobi-
nové peptidy pfed nanesenim a analyzou guanidylovany
také v roztoku (obr.5c). Spektrum mikroizolovaného
a guanidylovaného vzorku (obr. 5d) je srovnatelné s guani-
dylaci v roztoku.

Guanidylace je uzitecna zejména v ptipadech, kdy je
mnozstvi vzorku omezené nebo pro vzorky, u kterych jsou
pro identifikaci nebo dalsi charakterizaci nutné vicenasob-
né analyzy. Ziskané vzorky je skute¢né mozné derivatizo-
vat jakymkoliv z celé fady prostfedkd'®, zejména, je-li
puvodni analyza provedena ,,shotgun® pfistupem — nazev
pro techniku, kdy po $tépeni trypsinem je pouzito LC-
MALDI-MS analyzy za pomoci iontové pasti'®?. Zavé-
rem lze fici, Ze G¢inna mikroizolace vzorki z MALDI
ter¢iku a jejich nasledna guanidylace je rychlou a vyhod-
nou metodou pro ziskani doplikovych informaci z tryptic-
kych stépi. To je dulezité zejména pro analyzy, které ne-
poskytly vhodné informace po pocate¢nim zkoumani ane-
bo pro cenné vzorky. Vyuziti tohoto postupu vede k vyso-
ce kvalitnim spektrim MALDI a tim k zlepSeni pokryti
sekvence a spolehlivosti pfi identifikaci a charakterizaci
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proteinu. Ackoliv tandemové hmotnostné spektrometrické
(MS/MS) analyzy nejsou soucasti této studie, ma se za to,
ze sekvencni informace mohou byt ziskdny z peptidi
s koncovym lysinem, které pred guanidylaci vykazovaly
nedostate¢nou intenzitu.

4. Kvantitativni proteomika

4.1. Zavedeni stabilnich izotopt
pro MS

Kvantifikace metodou MS muze byt dosazeno dife-
ren¢nim nebo srovnavacim zptsobem pfi analyze vzorku,
znacenych stabilnim izotopem, ve srovnani se vzorky pro-
teini a peptidd, které obsahuji pfirozeny izotop. Peptidy
obsahujici izotopicky znacené aminokyseliny a pfirodni
peptidy vykazuji pii HPLC déleni identické elucni profily,
ale poskytuji odlisSna MS spektra.

Znaceni proteinii mize byt provedeno nékolika zpu-
soby. Jedna z moZnosti je pouZitelnd pro proteiny izolova-
né z bunék péstovanych v mediich, které postradaji pfiro-
zenou aminokyselinu a misto ni je v mediu aminokyselina
znacend stabilnim izotopem. Dalsi postup je pouziti mini-
malniho média doplnéného odpovidajicimi izotopové zna-
¢enymi zdroji uhliku a dusiku nebo bunky mohou riist na
komplexnim médiu ISOGRO™. Jinou moZnosti oznaceni
specifickych proteind je enzymatické vneseni '*0 na C-ko-
nec peptidi. To je mozné v pripadé, kdy jsou proteiny
St€épeny  serinovymi  proteasami (napf. trypsinem)
v prostiedi vody s '*0. Elegantni zptisob ziskani izotopic-
ky znacenych peptidu je jejich syntéza. Pokud totiz zname
priméarni strukturu peptidli, které chceme kvantifikovat
srovnanim s izotopicky zna¢enymi peptidy, mtize byt pou-
zita syntéza na pevné fazi napf. vyuzitim syntézy znace-
nych peptidd na zakazku, kterou nabizi systém Sigma
AQUA peptidii. Znaeni miize byt dosazeno také chemic-
ky, kdyz napf. jodacetamid znafeny stabilnim izotopem
reaguje s cysteinovymi zbytky. Sigma-Aldrich vyrabi
a nabizi aminokyseliny znatené “C a N a vodu s '*O
v ruznych specifikacich.

4.2. Sigma zakazkovy servis
peptidovad syntéza

AQUA

Proteomickda MS je dosud z podstaty nekvantitativni,
ackoliv potieba piimé proteinové kvantitativni techniky
v bunéénych nebo tkanovych lyzatech je velkd. Steve Gygi
ajeho tym ukézal novou strategii pro Uplnou kvantifikaci
proteinu pouzitim peptidli znacenych stabilnim izotopem
aHPLC-MS (cit"™®). Tato technika, nazvana Protein-
AQUA™, je zaloZena na b&Zném principu: pouZiti molekuly
znacené stabilnim izotopem jako vnitiniho standardu. Vnitini
standardizace pouzitim sloufenin znacenych stabilnim izoto-
pem je Casto pouzivana v MS analyzach malych molekul, ale
aplikovanim této metody na analyzy proteini a peptidii umoz-
nil Gygiho tym studium slozitych biologickych vzorkt kvan-
titativn€ a poskytl novy cenny nastroj pro proteomiku.
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Obr. 6. Smés péti proteinii (obsahujici stejna mnozstvi aldolasy,
myoglobinu, lysozymu, peroxidasy a karboylanhydrasy) byla
piipravena o finalni koncentraci 1 mgml' a $tdpena pres noc
trypsinem proteomické Cistoty (T 6567). Stejna mnozstvi peptidu
cisténého HPLC (GSITEQLLNAR) a jeho izotopové znaceného
analogu (GSITEQLL*NAR) bylo rozdéleno do péti proteinovych
tryptickych §tépeni (a). Vzorek byl analyzovan reverzni fazi
LCMS pouzitim Agilent 1100 Capillary LC, néasledované Finni-
gan LCQ Classic iontovou pasti (b). Byla ziskana data omezené-
ho toku iontt prokazujici ko-eluci nativnich (c) a izotopové zna-
cenych (d) peptidd v poméru jedna ku jedné. Teoreticky pomér
1:1 se piesné¢ shodoval s experimentalnim pomérem 1:1,02.
(*Ozzrllaéuje ptitomnost png znagené (°C, "N) aminokyseliny)
(cit.”)

4.2.1. Princip Protein-AQUA

V stupni 1 je z proteinu®', o ktery se zajimame, vy-
bran optimalni trypticky peptid. Ten je in vitro syntetizo-
van s tim, ze obsahuje jednu aminokyselinu znacenou sta-
bilnim izotopem (AQUA Peptid). Nativni peptid a synte-
ticky AQUA Peptid maji stejné fyzikalni vlastnosti, véetné
velikosti, naboje, hydrofobnosti, iontového charakteru
a schopnosti byt ionizovan. Ve smési se nativni i syntetic-
ké peptidy pfi kapalinové chromatografii eluuji spole¢né,
béhem elektroforézy putuji také spolecné a ionizuji se
stejné. AvSak jejich relativni molekulovd hmotnost je od-
lisna (o 6 az 10 jednotek, podle toho, ktery stabilni amino-
kyselinovy izotop byl vybran pro vneseni). Nativni peptid
a synteticky AQUA Peptid jsou jednoduse rozliSitelné
hmotnostni spektrometrii.

Ve druhém stupni je biologicky vzorek se studova-
nym proteinem extrahovén a je pfidano zndmé mnozstvi
syntetického AQUA Peptidu, napt. 500 fmol. Vzorek je
poté podroben Stépeni a analyzovan HPLC-MS. V experi-
mentu popsaném Gerberem a Gygim byla vytvorena ionto-
va spektra pro nativni peptid a pro synteticky AQUA Pep-
tidovy vnitini standard. Vyuzitim poméra pikt bylo potom
vypocitano mnozstvi nativniho peptidu.

Na obr. 6 je ukazana presnost a specifita Protein-
AQUA. Oba peptidy, jak ptirozeny, tak synteticky AQUA
Peptid, byly pfesné stanoveny a kvantifikovany ve smési
tryptického Stépeni péti proteind: teoreticky pomér 1:1 se
presné shodoval s experimentalnim pomérem 1:1,02.

4.2.2. Vyber optimalniho AQUA-peptidu
Ktery peptid ze studovaného proteinu by mél byt pou-
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zit pro syntézu znacené¢ho peptidu? Tento AQUA peptid
by mél byt pfedevsim snadno detegovatelny MS, tj. mél by
se dobfe ionizovat; vybér pouze na zakladé dat poskytnu-
tych bioinformatikou nemusi byt dostatecny. Vynikajicim
zdrojem pro AQUA Peptidy, které jiz byly validovany, je
PeptideAtlas (www.peptideatlas.org), publikovany Ruedi
Aebersoldem a spolupracovniky®*. Tento postup ma mno-
ho aplikaci, napt. Gerber a Gygi popsali metody pro (7)
kvantifikaci malého mnozstvi kvasni¢nych proteini, ucast-
nicich se pfi umlceni genu, (ii) kvantitativni stanoveni
stupné fosforylace Ser1126 lidského separasového protei-
nu, zavislé na bunééném cyklu a (i) identifikace kinas
schopnych fosforylovat Ser1501 separasy pii stanoveni
kinasy in vitro®'. O’Conner a spol. zjistili mnoZstvi BipA
globalniho regulac¢niho proteinu v E. coli a predpoveédéli

model jeho regulaéniho mechanismu®.

4.2.3. AQUA-Peptidy

Firma Sigma-Aldrich vyvinula zakazkovy systém
syntézy peptidu, kterd vyhovuje specifickym pozadavkim
AQUA experimentii. AQUA peptidy na zakazku jsou syn-
tetizovany s pouzitim Gplné znagenych *C a °N (vice nez
98 %) aminokyselin (jedna znafend aminokyselina na
peptid) a jsou piisné testovany pro zajisténi 95% Cistoty
peptidu (HPLC na reverzni fazi), maji potvrzenou relativni
molekulovou hmotnost (MALDI-TOF MS) a specificky
obsah peptidu. AQUA peptidy na zakdzku jsou dostupné v
malych balenich (5 x 1 nmol), které zajistuji vhodnou
pfipravu vzorku a poskytuji pfiméfené mnozstvi peptidu.
Pro kvantifikaci jsou dostupné dvé metody: (i) aminokyse-
linovou analyzou (AAA) a (if) spektrometricky vyuzitim
fluoreskaminu. Fosforylované aminokyseliny mohou byt
také syntetizovany pro analyzy posttranslaénich modifika-
ci. Peptidy jsou dodavany jako soli kyseliny trifluoroctové;
jsou vsak také dostupné v roztoku s octanem amonnym.
4.3. Inkorporace 'O trypsinem pro
analyzu diferen¢ni exprese pro-
teinu

Diferenc¢ni proteinova exprese predstavuje v proteo-
mice diilezitou oblast. Izotopové znaceni je bézné pouziva-
nd metoda pro relativni kvantifikaci proteinu, avsak je
bohuzel ¢asto velmi finanéné nékladna a pracovné naroc-
na. '*O Proteom Profiler kit (katalogové &islo P3623) eli-
minuje tyto problémy a poskytuje cenové vyhodnou a jed-
noduchou metodu pro provadéni relativni proteinové kvan-
tifikace. Zakladem této sady je enzymatické vneseni stabil-
ni izotopové znacky ('*0) do téméF viech peptidil v tryp-
tickém Sté€pu. Zakladnim piedpokladem pro tspésnost této
metody je fakt, ze kyslikové atomy se v nepfitomnosti
proteasy vymeénuji pomalu. Tato metoda je povaZzovana za
komplexni znacici proces, kdy jsou znaceny vsechny pep-
tidy (krom€ C-koncového peptidu plvodni proteinové
molekuly, kdy nedojde k inkorporaci stabilniho izotopu
pokud C-koncova aminokyselina neni arginin nebo lysin).
Vneseni dvou atomi '*O do kazdého peptidu vede k posu-
nu hmotnosti o 4 jednotky, ktery 1ze snadno pozorovat pfi
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hmotnostné spektrometrické analyze vzorku. Analyza po-
sunu hmotnosti umoziuje odliSit znacené a neznacené
vzorky a kvantifikovat jejich relativni mnozstvi.

4.3.1. Metody znacent

80 Proteom Profiler kit je sada navrzena pro porov-
nani dvou proteinovych populaci. Pfed pouzitim tohoto
kitu by vzorky mély byt denaturovany, redukovany a alky-
lovany (jak je popsano v ptibalovém letaku). Poté, pouzi-
tim centrifugacnich kolon, které jsou soucasti tohoto kitu,
jsou odstranény detergenty, chaotropni ¢inidla a redukéni a
alkylacni ¢inidla. Proteiny jsou nasledn¢ podrobeny $tépe-
ni a pro vneseni *O zna&ky do tryptickych peptidi je vyu-
zita enzymova aktivita trypsinu. Trypsin umoziuje vneseni
dvou atomd 'O na peptid (obr. 7). To je zptisobeno cha-
rakterem dlouhodobé interakce mezi peptidem a proteasou,
umoziujici dosazeni rovnovahy obou kyslikovych atomi
karboxylu na C-konci. Diky vneseni dvou atomii '*O bude
znaceny peptid na hmotnostnim spektru vykazovat posun o
+ 4 Da. Vzorky jsou poté analyzovany vhodnou metodou,
jako je MALDI-TOF MS nebo LC-MS.

Uzite¢nost 'O Proteom Profiler kitu byla prokazana

OH .
Hy O

PRt

Obr. 7. Vneseni 'O do obou kyslikovych atomii karboxylu
C-koncové aminokyseliny katalyzované trypsinem
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Obr. 8. MALDI-TOF hmotnostni spektrum peptidu YSHEEI-
AMATVTALR, odvozeného z aldolasy; spektrum piedstavuje
ocekavané vysledky, ziskané pro dva proteinové roztoky o stejné
koncentraci analyzované pouzitim této sady. Zaklad piku m/z
1692,08 (m/z + 0 Da) ma ptiblizné stejnou intenzitu (I0) nebo
integrovanou plochu piku jako pik m/z 1696,08 (hmotnost + 4 Da,
14). Piky 1693,07, 1694,06 a 1695,09, (spolu s piky 1697,11
a 1698,06) predstavuji normalni izotopovou distribuci, ziskanou
zMS analyzy peptidu
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vyhodnocenim dvou rGznych proteinovych vzorkd. Pro
tento experiment byly pouZity proteinové vzorky sloZené
ze smeési karbonylanhydrasy (katalogové cislo C4396)
a aldolasy (katalogové ¢islo A2714) o zndmych koncentra-
cich. Vzorky byly denaturovany v 8 M guanidin hyd-
rochloridu, pufrovany na pH 8,5 (katalogové ¢islo G7294)
a poté redukovany a alkylovany pouzitim ProteoPrep re-
dukénim a alkylacnim kitem (PROT-RA). Poté byly vzor-
ky odsoleny a trypticky Sté€peny pouzitim ¢inidel poskyt-
nutych v "0 Proteom Profiler kitu. Po §t&peni byly oba
vzorky suSeny za vakua. Pouzitim Trypsin Singles
(katalogové cislo T7575) byla do testovacich a kontrolnich
vzorkil vnesena znacka (bud '°0 nebo '*0). Vzorky byly
inkubovéany pfes noc pii 37 °C, druhy den byly vakuove
vysuseny, rekonstituovany v 0,1% trifluoroctvé kyseling,
smichany a analyzovany MALDI-TOF MS. Analyza dat
ukazala, ze pozorované poméry pikll pro oba proteiny jsou
presné v sirokém koncentra¢nim rozmezi (obr. 8).
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The article describes the latest advances in the devel-
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teomics in the Sigma-Aldrich company. It focuses on three
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1. Uvod

Detekce a charakterizace latek hmotnostni spektrome-
trif zavisi na G¢innosti pocatecnich stupnt pripravy vzor-
kt. Tyto postupy casto vyzaduji nékolik naslednych stup-
nl, které jsou ¢asove i financné narocné. Paralelni postupy
a automatizace jsou nezbytné pro vétSinu projekt vyzadu-
jicich analyzy velkého mnoZzstvi vzorkl, jako napf.
v genomice nebo proteomice.

V poslednim desetileti jsme svédky velkého pokroku
na poli mikrofluidiky (,,laboratof na ¢ipu*), miniaturizace
a integrace analytickych procesii. Lze predpokladat, ze
mikrofluidika bude hrat dulezitou roli pfi vyvoji instru-
mentace pro hromadné analyzy'™®. Hlavni piinosy spojené
s miniaturizaci spocivaji v rychlosti analyz, malé spotiebé
vzorku a ¢inidel, integraci funk¢nich prvkl a moZnosti
paralelnich analyz’™'. Typické piiklady vyuziti miniaturi-
zace a mikrofluidiky zahrnuji vyvoj v oblastech mikroko-
lonové chromatografie (LLC), kapilarni elektrochromato-
grafie (CEC), kapilarni elektroforézy (CE)*’, ptedkoncen-
traénich jednotek a mikroreaktord'®'2 Tyto techniky lze
vyuzit napf. pro analyzy DNA, proteint, peptidi nebo pro
screening 1é¢iv!*?*>!, Kli¢ovym prvkem pro vyuziti mik-
rofabrikovanych zafizeni pro proteomiku je spoje-
ni s hmotnostni spektrometrii s ionizaci elektrosprejem
(ESI-MS) nebo MALDI-MS (matrix assisted laser desorp-
tion/ionization mass spectrometry)?> =",
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2. Mikrotechnologie

Mikrotechnologie nachazi uplatnéni hlavné pfi vyrobé
elektronickych integrovanych obvodud. Standardnim mate-
ridlem je kfemik a velikost obvodi je v rozmezi od jedno-
tek mm? (napf. operaéni zesilovag) po jednotky cm? u mik-
roprocesord. Nejmodernéjsi technologie dnes umoziuji
tvorbu struktur s velikosti 60 nm. Mikrofluidickd zafizeni
jsou v soucasném stupni vyvoje podstatné jednodussi.
Velikosti kanalkd se pohybuji vétSinou v rozsahu desitek
mikrometrQ a celé mikrofluidické bloky dosahuji rozméri
5-100 cm® Mikrofluidické ,.&ipy* mohou byt vyrobeny
z ruznych materiald, napf. skla*®®, kfemene'> ™", kiemi-
ku>® nebo polymernich substrat'2°. Vybér uréitého ma-
teridlu zavisi na jeho povrchovych vlastnostech, dostupné
technologii vyroby a na cen€. Pro dosud nejrozsirené;jsi
optickou detekci (UV, laserem indukovana fluorescence)
jsou dilezité i optické vlastnosti pouZitych materiald.

Nejpouzivanéjsi technikou pro vyrobu mikrocipi je
fotolitografie néasledovand chemickym leptanim. Typicky
postup s vyuzitim skla jako vychoziho materidlu je na
obr. 1.

Na plochu substratu je ve vakuu nanesena cca 100 nm
silna ochranna kovova vrstva (chrom; zlato) a potom tenka
vrstva fotoresistu (0,4—2 pum). Poté je pies masku se zvole-
nou strukturou exponovan fotoresist UV zéfenim pti vino-
vé délce 300-400 nm. Fotochemicka reakce béhem expo-
zice bud’ rozrusi polymerni strukturu fotoresistu (pozitivni
resist) nebo ji zesituje (negativni resist). Pfi nasledném
chemickém vyvoldni je fotoresist odstranén bud’
z exponované (pozitivni) nebo neexponované (negativni)
plochy. Po odstranéni ochranné kovové vrstvy je pak ex-
ponovany substrat leptan roztokem HF do pozadované
hloubky kanalkti (5-50 um). Pfi pouziti skla jako substra-
tu je leptani anizotropické a Sitka vysledného kanalku je
vetsi nez rozméry masky. Po dikladném vycisténi jsou
vyleptané kanalky shora uzavieny tepelnym slinutim kry-
ciho skla (thermal bonding) pii 500-600 °C. Samotné
masky jsou nejéastéji pripravovany na sklenéni desce po-
kryté kovovou vrstvou absorbujici UV zafeni (zlato nebo
chrom 800-1000 A). Obrazec masky je obvykle vytvofen
pfimym zapisem laserem nebo elektronovym paprskem.

Kromé anorganickych materialli jsou pro vyrobu mik-
rofluidickych systéml vhodné i plasty dovolujici pfi hro-
madné vyrob¢ znacné snizit naklady. Plastova mikrofluidi-
ka (polyimid, polystyren, polyethylen, polykarbonat atd.)
mize byt pfipravovana riznymi technologiemi. Nejpouzi-
vangj§i postupy vyuzivaji laserovou ablaci'’*? odlévani
proti vzoru s negativni mikrostrukturou'’, tepelné vtisknuti
Sablony (hot embossing)'®, tlakové liti" nebo ablace rent-
genovym paprskem®. Z dalich technologii, které jsou
veétsinou modifikované postupy z elektronického primys-
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1. expozice

maska

fotoresist

(Cr, Au)

3. odstranéni ochranné vrstvy

/ ochranna vrstva
—

substrat (sklo, kfemik ...)

Obr. 1. Schéma fotolitografické pripravy mikrofluidického bloku

Obr. 2. Elektrosprejova Spicka vytvorena z fotorezistu SU-8
na kiremikovém platku; 20 pum Siroka délici drazka spojujici
separacéni kanalek s vrcholem $picky slouZi pro transport sprejo-
vané kapaliny kapildrnimi silami

Iu, stoji za zminku zejména litografie s vyuzitim fotoresis-
tu SU-8. Tento materidl umoziuje tvorbu mikrostruktur
s velkym pomérem vyska/Sitka a je Casto pouzivan pro
ptipravu Sablon (master) pro replikaci. Pfiklad mikrofabri-
kované elektrosprejové Spicky piipravené na kiemikovém
platku z materialu SU-8 (www.microchem.com) je na
obr. 2 (cit.**). Dal3i podrobné informace o technologiich
pro mikrofluidiku lze najit na mnoha webovych strankach
specializovanych pracovist’. Piehled fady uzite¢nych odka-
z je napf. na webovych strankach Ustavu analytické che-
mie AV CR (cit.”®).
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2. vyvolani a leptani

4. uzavreni struktury

3. Zakladni navrhy spojeni mikroc¢ipu
a hmotnostniho spektrometru

NejcastéjSimi  strukturami, které jsou vyvijeny
pro mikrofluidicka zafizeni, jsou separac¢ni jednotky, dav-
kovace vzorku, pumpy a vystupy pro rozhrani MS. Hlavni
vyhodou integrace jednotlivych prvki do jednoho systému
je jednoduchost vytvoreni rozvétvenych kanalkl bez tvor-
by mrtvych objemd a s tim spojeného rozmyti.

Kapilarni elektroforéza je nejCastéjsi separacni meto-
dou vyuzivanou pro separace na mikrocipech. Souvisi to
s jednoduchosti pfipojeni elektrod separac¢niho napéti (na
rozdil od pfipojeni chromatografické pumpy) a také je
zdjem o separace smési DNA nebo proteint, které jsou
vétsinou analyzovany elektroforézou. Neni proto prekva-
pujici, ze prvni komer¢ni mikrofluidickd zafizeni jsou
uréena pro elektroforetickou analyzu** .

Znaéné usili je také zaméfeno na vyvoj pLC. Uéin-
nost LC pro separaci smési peptidli a vyssi davkovaci ka-
pacita oproti elektroforéze vytvari predpoklad pro citlivé
separace s mikroCipy. V nejjednoduss$im usporadani lze
plnit kanaly mikroGipu b&nymi staciondrnimi fazemi™.
Novéjsi smér predstavuji polymerni monolitické kolony,
ve kterych je stacionarni porovita struktura polymerovana
pfimo uvniti separacniho kanalku. Tyto kolony jsou cha-
rakterizovany vysokou u&innosti (cca 10° teoretickych
pater . m™') a vysokou vyslednou permeabilitou pi niz§im
tlaku neZ u napliiovych kolon®’. Monolitické materialy
nabizeji potencial i pro vicekolonové systémy a tvorbu
chemickych reaktora*'. Tieti zptisob piipravy chromato-
grafické kolony predstavuje fotolitograficka tvorba minia-
turnich sloupkd, které slouzi jako ¢astice sorbentu, pfimo
uvnité mikrofluidického bloku. Tyto struktury o rozmérech
5 x5 x 10 um byly napftiklad pfipraveny s vyuzitim reak-
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tivniho iontového leptani (deep reactive ion etching)*.

Pro davkovani vzorku do mikrofluidickych systémi
je nejcastéji pouzivano kiizové (cross), nebo dvojité T
(double-T) uspotadani*®. V prvnim piipadé je vzorek pfi-
vadén kanalkem, ktery kiizi separacni kolonu, a objem
davkovaného vzorku je definovan prostorem v misté kiize-
ni. Toto uspotadani sice umoziuje davkovat velmi malé
objemy, ale s nepfiliS dobrou reprodukovatelnosti.
V mnoha pfipadech je vyhodnéj§i objem (reprodu-
kovatelnost a kapacita) davkovani zvySit uspordddnim
,,dvojité T, kdy je vzorek ptiveden ze strany a po vyplné-
ni ur¢itého segmentu (napi. 1 mm) je opét odveden mimo
separacni kolonu. Pro transport vzorku uvniti kanalkt je
Casto pouzivana elektroosmoéza umoziujici snadné fizeni
rychlosti a sméru toku vkladanym elektrickym napétim.
Alternativné lze pro separaci a davkovani vyuzit také tlak
nebo vakuum®, kdy vzorek do kanalku vtéka béhem pre-
dem urcené doby za predem urceného tlakového rozdilu.
Pro off-line spojeni s MALDI-MS bylo vyuzito i piezoe-
lektrického elementu**, ktery umoziiuje generovat rychly
sled kapicek s pikolitrovym objemem. Na tomto misté stoji
téZ za zminku i vyvoj chemickych mikroreaktoru, které 1ze

vvvvvv

Casnou aplikaci je dnes predev§im imobilizace enzymi
(napf. trypsinu) bud’ pfimo na stény kanalki, nebo na seg-
menty polymerni naplng*'.

3.1. Rozhrani pro ESI-MS

Typické pritoky v mikrofluidickych kanalcich jsou
v rozsahu 10300 nl min™". Tyto hodnoty jsou zaroveii
blizké optimalnim priutokiim pfi mikro/nano elektrosprejo-
vé ionizaci. Vhodnym uspofadanim vystupu kapaliny
z mikrofluidického bloku by tedy mélo byt umoznéno
pfimé (on-line) spojeni s hmotnostnim spektrometrem. Pfi
prvnich pokusech o generovani ESI z mikrofluidickych
blokd bylo vyuzito usti kanalku vystupujici na povrch
&ipu*> ™. Dale byly testovany moznosti pouziti kapalino-
vého spoje (liquid junction) a obtékané elektrosprejové
jehly (liquid sheath)®"*#! v posledni dobg, byly
testovany i elektrosprejové jehly mikrofabrikované jako
soucast mikro&ipu’>*>*,

Generovani elektrospreje pfimo z usti kanalku na
povrchu Cipu vychazi z predpokladu, ze pouzity material
(sklo) je dobry elektricky izolant a Ze maly prufez kanalku
umoznuje dosdhnout dostatecné vysoké intenzity elektric-
kého pole pro ionizaci ESI. V praxi tak 1ze dosdhnout kva-
litni ESI-MS spektra pfi infuzi vzorkt peptidi a protei-
nt***. Toto nejjednodussi uspofadani ma ovsem i zavazny
nedostatek pro praktické vyuziti. Tim je smaceni povrchu
kolem usti kanalku, které vede ke tvorbé kapky s objemem
nékolika desitek nanolitrti. Vznikly mrtvy objem neumoz-
nuje pouziti tohoto uspotadani pro separace, kdy celkovy
objem z6n se pohybuje v jednotkach nl. Casteénym fede-
nim je silanizace povrchu kolem Gsti kanalku?’. Hydrofo-
bizace povrchu mize omezit roztékani kapaliny vychaze-
jici z kanalku ¢ipu. Tato uprava byla pouzita ve vicekanal-
kovém systému pro ESI-MS analyzu peptidovych sm&si**.
Jako zajimavost lze uvést, ze vlastnosti otevienych elek-
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Obr. 3. CE-ESI-MS

Mikrofluidicky blok pro
s externimi elektrodovymi zasobniky a kapilarami pro davko-
vani vzorku a elektrosprej

spojeni

trosprejovych kanalkl pfipravenych v silné hydrofobnich
plastech byly neddvno detailnéji studovény v rdmci vyvoje
reaktivniho pohonu meziplanetarnich sond*. V souladu
s predeslymi experimentalnimi vysledky bylo zjisténo, Ze
elektrosprej aktivovany z kanalku v hydrofobnim materia-
lu napt. (poly(dimethylsiloxan) je velmi podobny klasické-
mu elektrospreji s jehlou™. Pro praktické vyuziti bude
vSak jesté nezbytny dalsi vyvoj.

Standardni zpusob pro ionizaci ESI v soucasnosti
vyuziva transport vzorku pfes dutou jehlu (zaostfenou
kapilaru, sklenénou pipetovou Spicku atd.) pfipojenou
na 1-4 kV. Pro studijni tc€ely je mozné pouzit externi
ESI jehlu pfipojenou bud’ piimo ke konci mikrokanal-
ku? 2883479950 nebo s vyuzitim kapalinového spoje™.
Ptiklad tohoto uspofadani je na obr. 3 (cit.*®).

Mikrofabrikace jehel ESI spole¢né se separacnimi
kanalky neni jednoducha a stale jsou jesté vyvijeny vhod-
né technologie. Kromé jiz zmifiovaného fotorezistu SU-8,
byly struktury dutych jehel vyrobeny i z vrstev parylenu
(poly(p-xylen)) pfipraveny vakuovou polymerizaci nane-
senych na kfemikovém substratu. Nejpokroéilejsi techno-
logii je v8ak v soucasnosti pravdépodobné reaktivni ionto-
vé leptani (deep reactive ion etching), s jehoz pomoci lze
na kiemikovém platku pfipravit pole elektrosprejovych
emitord (prumér 10 pm, vyska 50 pm). Toto uspotadani,
které je zobrazeno®® na obr. 4,je dnes dostupné i komeré-
n&’” pro hromadnou infuzni analyzu.

Mnoho usili je vénovano vyvoji mikrofluidickych
zafizeni na jedno pouziti. Vzhledem ke znacnému ko-
merénimu potencialu se vyvoj zaméfuje hlavné na piipra-
vu mikro€ipt z plasti. Jednou z prakticky pouzivanych
technologii vyroby mikrokanalku s integrovanou elek-
tosprejovou $pickou je plazmové leptani polyimidu®®. Vy-
chozim materidlem, je polyimidova folie (tloustka 300 az
1000 um) potazena vrstvou médi o sile 5-30 um. Tyto
materialy se bézné pouzivaji pro vyrobu ohebnych plos-
nych spoji v elektronice. Vzhledem k chemické odolnosti
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Obr. 4. Pole elektrosprejovych Spi¢ek vytvorené na kiremikovém platku; ¢ast a) zobrazuje cely Cip a detaily ESI $picky, ¢ast b) zna-
zorfiyje princip ¢innosti, kdy je analyzovany vzorek pfivadén ze zadni strany béznou plastovou pipetovaci Spickou

je polyimid velmi vhodny i pro mikrofluidické struktury,
které se nejprve fotolitograficky vytvofi na médéné vrstve.
Po odleptani slouzi takto vytvofend negativni médéna
struktura jako maska pro oxida¢ni plazmové leptani poly-
imidu. Elektrosprejové $picky l1ze v nejjednodussim ptipa-
d¢ vytvofit pfimo ofezem polyimidové folie kolem usti
kanalku. Pro jemngj$i opracovani bylo téZ pouzito obrabé-
ni excimerovym laserem®”. Obdobné postupy jsou vyuZi-
vany i pro komeré¢ni produkei integrovaného systému pro
HPLC na &ipu ve spojeni s hmotnostni spektrometrii*®.
Vysoké napéti pro generovani elektrospreje 1ze pfipojit
bud’ vodivou vrstvou (napafené zlato) nanesené pfimo na
elektrosprejovou Spicku, nebo lze vyuzit elektrické vodi-
vosti nosného elektrolytu (nebo i vzorku samotného)
a zdroj vysokého napéti pfipojit elektrodou umisténou na
vhodném misté podél drahy pritoku vzorku.

3.2. Aplikace

Vyvoj spojeni mikrofluidiky s hmotnostni spektrome-
trii zapocal v poslednich n¢kolika letech a lze ocekavat
podstatna vylepSeni jak v technologii pfipravy, tak v prak-
tickych navrzich a aplikacich. Zajem o tuto problematiku
1ze dokumentovat na vzristajicim poctu publikaci, které se
kazdoro¢né objevuji ve védecké literature.

Prima infuze vzorkii

Na pocatku vyvoje byly mikro€ipy vyuzivany hlavné
pro piimou infuzi vzorku. Hlavnim trendem jsou dnes Cipy
pro jednorazové pouziti, které eliminuji moznost kontami-
nace z predchozich analyz. Uspofadani je nejcastéji navr-
zeno tak, aby byla dosazena kompatibilita se standardnimi
mikrotitraénimi destiCkami s 96 (384, 1536) jamkami.
Toho lze dosahnout bud’ navrhem mikrofluidického zatize-
ni v tomto formatu®, nebo vyuzitim robotiky, kde ve spo-
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jeni s pipetovaci $pickou (ZIP TIP®) mize systém prova-
dét rychlé MS analyzy pfimou infuzi bez nebezpeci konta-
minace vzorku®’. Rada publikovanych aplikaci zahrnuje

kvantitativni analyzu 1é¢iv v plasm&®®, monitorovani
64,65

o

ligand&® nebo analyzu sacharidd

Zkoncentrovani a predseparace vzorku

Zkoncentrovani a predseparace vzorku jsou casto
nezbytné pro dosazeni kvalitnich vysledki MS. ZlepSeni
citlivosti, bud’ fokusaci na &pu, napf. isotachoforézou*
nebo externim zkoncentrovanim vzorku, ktery je spojen
s mikro¢ipem®, je stale vénovéna znatni pozornost.
Vzhledem k velmi malym pritokim, které lze ionizovat
nanoelektrosprejem, je predkoncentrace vzorku velmi du-
lezita. Jako priklad lze uvést analyzu trypsinovych peptidi
proteinii ziskanych pfi separaci lyzdtu membranovych
proteini extrahovanych z H. influenzae na 2D PAGE.
V tomto piipad&*’ byly 3 pl proteinového digestu zkoncen-
trovany na ndplni sorbentu C18 a potom analyzovany ka-
pilarni elektroforézou na Cipu ve spojeni s ESI na hmot-
nostnim spektrometru-Qq-TOF béhem 90 s. Typicky limit
detekce po zkoncentrovani byl 2 nM. Alternativni meto-
dou zkoncentrovani vzorkt peptidil je pfipojeni zasobniku
sorbentu C18 mezi mikrocip a elektrosprej. V tomto ptipa-
dé byly analyzovany koncentrace 0,1 nM (cit.”). Kromé
nespecifickych hydrofobnich interakci 1ze pro zachyceni
zadané Casti vzorku vyuzit i afinitnich interakci, napf. sor-
bent s imobilizovanymi protilatkami pro identifikaci pepti-
dovych fragment®.

Zajimavé je pouziti sendvicovych struktur s kanalky
oddélenymi membranou. Jako pfiklad mize slouzit pouziti
dvojité mikrodialyzy pro odstranéni necistot ze vzorku
(s malou i velkou molekulovou hmotnosti), kterd byla
pouzita v mikrozafizeni spojeném s kvadrupolovou ionto-
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vou pasti ESI/MS (cit.*%). Zde byl polykarbonatovy blok
s hadovité tvarovanym kanilkem vlozen mezi dvé dialy-
zaéni membrany. Pfimési s vybranymi molekulovymi
hmotnostmi byly ze vzorku odstranény béhem priichodu
vzorku k elektrosprejovému rozhrani. Toto zafizeni bylo
pouzito pfi analyzach vzorkii DNA a proteini. Podobné
mikroCipy pro odsolovani proteinovych vzorkt byly vyro-
beny i v polyimidu®”®.

Separace

Jak jiz bylo zminéno, elektroforéza je v soucasné
dob¢é nejcastéjsim modem separace v mikrofluidickych
zafizenich. Castou aplikaci predstavuje separace smési
proteinti, peptidi a proteinovych $tépi (protein digest).
Pokud je zafizeni dobife navrzeno, je dosazenad separace
podobna jako pii pouziti béznych kapilarnich kolon.
V piepoétu na jednotku délky separa¢niho kanalku se se-
paracni ucinnosti pohybuji v fadu stovek tisic teoretickych
pater na metr. Tato U¢innost vétSinou staci i pii pouziti
relativné kratkych separacnich kanalkl, typickych pro
mikrofluidické systémy™®. V p¥ipadg, Ze se podaii minima-
lizovat adsorpci na stény separacniho kanalku, lze stejné
zafizeni s ispéchem pouzit i pro analyzu proteinti. Ukazka
separace proteint v 11 cm dlouhém separa¢nim kanalku
(s polokruhovym prifezem a polomérem 30 pm) je na
obr. 5.

Dal$im piikladem je analyza peptidii pfipravenych
trypsinovym S§tépenim 25 ng (5 pl) proteinu izolovaného
po SDS elektroforéze®™. Pavodni vzorek extraktu membra-
novych proteinl z H. influenzae byl pro SDS elektroforézu
aplikovan v rozmezi 1-2 pg. Toto velmi malé pocatecni
mnozstvi vzorku dokumentuje schopnost mikrofluidickych
zafizeni manipulovat a analyzovat stopova mnozstvi vzorkd.
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Obr. 5. Analyza CE-MS
s kapalinovym spojem

Referaty

Odlisna koncepce mikroanalyzatoru byla uplatnéna
pfi ndvrhu sendvicového typu mikrozafizeni z poly-
karbonatového bloku uzavieného poly(ethylenetere-
ftalatovym) filmem. V tomto navrhu byla laserovou ablaci
pripravena i pyramidova ESI Spicka a zafizeni bylo pouzi-
vano pro isoelektrickou fokusaci a detekci proteini MS
(cit.?*%).

Kromé¢ analyzy proteinli a peptidd bylo pouziti mik-
rofluidiky testovano i na fadé dalSich vzorku, zejména pak
pro separaci 1éCiv a metabolitil v télesnych tekutinach, coz
obvykle vyzaduje pfedipravu vzorku (odsoleni, deprotei-
naci atd.). Také zde se oCekava, ze mikrofluidika by mohla
hrat dilezitou roli, zvlasté s vyuzitim systému integruji-
cich separaéni kolonu s rozhranim ESI (cit.”>"%). Je viak
titeba zduraznit, ze pro komeréni Gspéch bude tfeba jesté
ve vyvoji pokracovat.

4. Zavér

Velké pokroky na poli mikrofluidiky méni bioanaly-
tickou instrumentaci. Nejnovéjsi trendy jsou publikovany
ve specializovanych casopisech nebo specialnich cislech
renomovanych Gasopisti”’. Vice detailnich praci o mik-
rofluidice lze nalézt v nejnovéjSich souhrnnych ¢lan-
cich™7. Mikro&ipy mohou nabizet podstatné vyhody,
zvlaste v souvislosti s on-line reaktory (IMER), pro ¢iSténi
a zkoncentrovani vzorku, nebo i pro jeho separaci. Vysoka
rychlost separaci na Cipu je plné kompatibilni s velkym
poctem analyz, které jsou ve spojeni s hmotnostnim spekt-
rometrem vyzadovany v proteomice. Kapildrni elektrofo-
réza je nyni ve velké mife testovana i na Cipech. Spojeni
CE-MS umoziiuje provést velké mnozstvi analyz ve velmi
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kratké dobé. Stejné rychle lze provadét analyzy i s vyu-
zitim chromatografickych principt a lze pfedpokladat, ze
jak CE-MS, tak LC-MS budou dale vyvijeny i v mikro-
fluidice. Dale lze ofekévat, Ze paralelni separa¢ni mik-
rokolony’® budou vyuZivany i pro nanaseni vzorkd na
MALDI ter¢iky pro hromadnou analyzu s vyuzitim TOF
(TOF-TOF) spektrometra.

Tato prdace byla podporena z vyzkumného zdaméru

UIACH 740310510 a projektii GA AV CR S4031209
a GA CR 203/03/0515.
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Microfluidics is of special interest for handling very
small samples without dead-volume connections and dan-
ger of sample cross-contamination typical of standard lig-
uid couplings. Although the majority of the current sys-
tems is designed with optical or electrochemical detection
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1. Uvod

Genomova éra na konci minulého stoleti odstartovala
celou fadu sekvenacnich projektli prokaryotickych i euka-
ryotickych organismt. V soucasné dobé je jiz pres 160
genomovych projektt spésné dokonéeno a sekvenace
vice nez 600 genomil je§té probiha'. Ziskani velkého poétu
genomovych sekvenci otevielo nové moZnosti biologické-
ho vyzkumu a ptredev§im umoznilo vznik nové védni dis-
cipliny — proteomiky. Tento mlady, ale rychle se rozvijeji-
ci obor, se zabyva detailnim popisem veskerého proteino-
vého komplementu genomu (proteomu) urcité bunky, tka-
né¢ nebo organismu. Protoze je proteom vzdy studovan
v daném cCase a za urcitych podminek, vystihuje piesné
dynamiku zkoumaného systému. Jinymi slovy lze fici, ze
proteom je ,,dynamicky®, a naopak genom je povazovan za
neménny ¢ili ,,staticky“. Zakladnim cilem proteomiky je
objasnéni struktury a funkce vSech produkti genové expre-
se daného systému. To zahrnuje identifikaci kazdého pro-
teinu veetné jeho kvantifikace, lokalizaci proteinu v buiice,
uréeni protein-proteinovych interakci, analyzu multipro-
teinovych komplext a charakterizaci posttranslacnich mo-
difikaci (PTM) jako jsou napt. glykosylace a fosforylace.
Fosforylace se vzhledem ke své tloze v biologickych pro-

922

v

té€jSim modifikacim proteinti. O jejim vyznamu svédci
vyclenéni specidlniho podoboru proteomové analyzy —
fosfoproteomiky, kterd zkouma veskeré fosfoproteiny
v biologickém systému. Cilem této prace je podat uceleny
pohled na status quo soucasné fosfoproteomové analyzy
véetné piehledu nejuzivangjSich metodickych postupt
a nastinit nejen jeji moznosti, ale i omezeni.

2. Fosforylace proteint

Aktivita proteinll neni urCovana pouze pomeérem je-
jich biosyntézy a degradace, ale také specifickym proce-
sem posttranslacnich modifikaci, které ovliviiuji moleku-
larni interakce proteint, jejich funkci, stabilitu a lokalizaci.

nich PTM v zivych organismech. Reverzibilni fosforylace
je hlavnim regulatorem bunéénych procest jako jsou rust,
déleni a diferenciace builky, pfenos signélu, genova expre-
se a metabolismus. Navazani fosfatové skupiny na mole-
kulu proteinu katalyzuji enzymy zrodiny proteinkinas,
zatimco opacnou reakci, defosforylaci, katalyzuji protein-
fosfatasy. Butika obsahuje stovky proteinkinas/protein-
fosfatas, znichz kazdd zodpovida za fosforylaci/
defosforylaci urcitého proteinu nebo skupiny proteint.
Odhaduje se, ze napt. lidsky genom koduje ptes 2000 ki-
nas a vice nez 1000 fosfatas. Stav momentalni fosforylace
proteinu, a tim i jeho aktivity, zavisi na poméru aktivit
kinas a fosfatas, které na n¢j pusobi. U eukaryotickych
organismu se predpoklada, ze téméf jedna tietina proteind
je fosforylovanych, a to na serinu (pS), threoninu (pT)
nebo tyrosinu (pY) srelativnim vyskytem v poméru pS
~90 %, pT ~10%, pY ~0,05%. U baktérii byla také
nalezena dosti vzacna fosforylace na histidinu, glutamové
a asparagové kyselin€. Pravdépodobnost, jestli bude dana
aminokyselina fosforylovana, pomtze odhadnout predik¢-
ni program, ktery pro eukaryotické proteiny vyhodnocuje
sekvenci v okoli aminokyseliny jako potencialni misto
rozpoznéavané proteinkinasami. Pfedpovéd’ 1ze provést bud’
obecn&® (NetPhos 2.0) nebo pro urcitou kinasu®
(NetPhosK 1.0).

Obdobné jako proteomika zkoumd veSkery proteino-
vy komplement genomu, zabyva se fosfoproteomika glo-
balni analyzou fosforylace proteintl. K jejim hlavnim ci-
Iim nalezi identifikace fosfoproteint a fosfopeptidu, pres-
né urceni mista fosforylace a kvantifikace fosforylace.
Vzhledem ke slozitosti problematiky nelze pro splnéni
té€chto cili pouZit jedinou univerzalni metodu, ale je nutno
vyuzit iroké spektrum metodickych piistupt*”’. Analyza
fosfoproteomu tedy neni vilbec jednoduchou a rutinni zale-
zitosti, a to i pfesto, ze separacni techniky a metody hmot-
nostni spektrometrie proSly béhem posledni dekady roz-
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sahlym vyvojem. Obtize pii studiu fosforylace jsou zpiiso- raci peptidové smési vzniklé po proteolytickém Stépe-

beny zejména nasledujicimi diivody: ni fosfoproteinu.

—  Rozsah fosforylace je obecné nizky; jen nepatrna ¢ast V poslednich letech byla vyvinuta a optimalizovana
proteint v bufice je fosforylovand v uréitém &ase. cela fada metodickych piistupl, které se snazi odstranit

—  Absolutni mnozstvi fosfoproteinu v buiice je velmi nebo alespont zmirnit vySe uvedené komplikace pii fosfo-
malé. proteomové analyze. K nim patii pfedev§im izolace fosfo-

peptidi/fosfoproteind pomoci specifickych protilatek nebo
s vyuzitim afinitni chromatografie, diferencni peptidové
mapovani po enzymové defosforylaci alkalickou fosfata-
sou, pouziti aditiv zvySujicich signal fosfopeptidu pii ana-
Iyze MS a vyuziti specidlnich skenovacich funkci hmot-
nostniho spektrometru pro selektivni detekci fosfopeptidi
v slozitych smésich.

Mista fosforylace stejného proteinu se mohou liSit.
Fosfoprotein je heterogenni, tzn. existuje v né€kolika
riznych fosforylovanych formach.

Dynamicky rozsah pouzivanych analytickych metod
pro studium fosforylace je omezeny. Vysledkem je,
ze jsou identifikovany pouze majoritni formy fosfo-
proteinu, zatimco minoritni nejsou vibec detegovany.
V dusledku kontaminace fosfatasami mitize b&hem
piipravy vzorku dochézet k Casteénému odstEpeni 3. Metody selektivniho ziachytu fosfoproteini

fosfatovych skupin. a fosfopeptidi

Vzhledem ke kyselému a hydrofilnimu charakteru

fosfopeptidt je Gi¢innost jejich ionizace pfi analyzach Jak jiz bylo uvedeno, pouze nepatrna ¢ast proteini

MS podstatn€ niz8i v porovnéani s nemodifikovanymi v proteomu je v daném ¢asovém okamziku fosforylovana.

peptidy. Soucasné muiize dochazet ke ztratdm fosfo- Pro uspé$nou charakterizaci fosforylace je proto nezbytné

peptidl na nosi¢i pouzivaném na odsoleni nebo sepa- fosfoprotein/fosfopeptid izolovat bud’ s vyuzitim specific-
" Smes fosforylovanych ™Y

a nefosforylovanych proteinq_ 4

Imunoprecipitace
fosfospecifickymi |

protilatkami ‘ |
\ |
“ |
1D nebo 2D gelova ;" Proteolyza
elektroforéza /' vroztoku
Proteolyza

v 1D nebo 2D gelu )
A »

‘ Smeés fosforylovanych

a nefosforylovanych peptidu

A ‘/' v \‘ ‘

Zachyt 2D-fosfopeptidové Sken rodicovského Sken rodiéovského ~ Chemicka
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Obr. 1. Pirehled nejc¢astéji uzivanych metod pro izolaci a identifikaci fosforylovanych proteini a peptidi
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kych protilatek, afinitni chromatografie s imobilizovanymi
ionty kovli (Immobilized Metal Affinity Chromatography,
IMAC) ¢i metodami s chemickou modifikaci fosfatové
skupiny (obr. 1).

Nejjednodussi metodou selektivniho zachytu fosfo-
proteind je imunoprecipitace pomoci fosfospecifickych
protilatek. Jiz delsi dobu jsou komer¢né dostupné protilat-
ky proti pY, které umozniuji imunoprecipitaci a nasledné
i izolaci pY proteint z komplexnich smési®. Snahy o selek-
tivni zachyt pY peptidi pomoci téchto protilatek nebyly
zatim usp&$né’. Pokusy izolovat pS a pT proteiny jsou
v soucasnosti stale ojedinglé'’.

Afinitni chromatografie s imobilizovanymi ionty ko-
vl predstavuje bezesporu nejbeznéjsi techniku pro selek-
tivni zachyt fosfopeptida'"'2. Metodu lze pouzit pro pS,
pT i pY peptidy. Je zalozena na vysoké afinité¢ zaporné
nabité hydrofilni fosfatové skupiny k iontim kovu, nejcas-
t&ji Fe*" a Ga’". Tonty kovu jsou imobilizovany na chela-
tanim nosici, kterym byva iminodioctova nebo nitrilotri-
octova kyselina. Zachycené fosfopeptidy jsou pak z nosice
uvolnény zvySenim pH (ptidavkem NH4OH) nebo fosfa-
tem, coz vyzaduje odsoleni pied analyzou MS. Pro precis-
téni fosfopeptidii se vzhledem k jejich hydrofilnimu cha-
rakteru nedoporucuji nosi¢e na bazi reverzni faze
(Reversed Phase, RP) C18, na kterych dochazi k velkym
ztratim. Mnohem vhodn&jsi"® je material Poros Oligo R3,
ktery byl pivodné vyvinut pro ¢iSténi DNA/RNA. Jeste
lepsi vysledky byly nedavno dosazeny s mikrokolonkami
naplnénymi grafitovym praskem'*. Ziskané fosfopeptidy
mohou byt méfeny v uspotadani off-line ¢i on-line hmot-
nostni spektrometrii, pfipadn¢ je analyza MS spojena s
defosforylaci alkalickou fosfatasou'. Limitujicimi faktory
IMAC miize byt niz8i afinita nékterych fosfopeptidi
k materialu IMAC, potize pii uvolnéni fosfopeptidi s vice
fosfatovymi skupinami a pfedevS§im nespecificky zachyt
nefosforylovanych peptidd bohatych na aminokyseliny
s karboxylovymi skupinami (glutamova a asparagova ky-
selina). Posledné uvedeny nedostatek lze minimalizovat
derivatizaci vSech peptidu esterifikaci methanolem, ktera
vyznamné snizuje nespecifickou vazbu karboxylovych
skupin pti IMAC postupu'®. Moznost aplikace IMAC pro
izolaci fosfoproteinti zatim nebyla testovana.

Pinkse a spol. nedavno prezentovali slibnou techni-
ku'® pro selektivni zachyt fosfopeptidd na predkolonce
naplnéné nosi¢em na bazi oxidu titanicit¢ho (Titansphere).
Metoda je zalozena na dvourozmérné chromatografii spo-
jené pfimo s hmotnostnim spektrometrem.V prvnim roz-
méru je zapojena kolona s TiO, a za ni nasleduje kolona
RP. Fosfopeptidy jsou pfi kyselém pH selektivné zachyce-
ny na prvni koloné, zatimco nemodifikované peptidy pro-
chazeji az na kolonu RP. Zni jsou postupné eluovany
a vstupuji do hmotnostniho spektrometru. Teprve poté jsou
zvySenim pH z prvni kolony vymyty fosfopeptidy, které
jsou po zkoncentrovani na kolon¢ RP nastfikovany
k analyze MS. Tato metoda je v porovnani s technikou
IMAC méné pracnd a mohla by nalézt uplatnéni pfi analy-
zach slozitych smési.

Jiny metodicky pfistup pro zachyt fosfoproteind/
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fosfopeptidii zaloZzeny na chemické derivatizaci fosfatové
skupiny byl publikovan soucasn€ dvémi pracoviSti. Oda
a spol.'” nejprve vystavi smés peptidi & proteind vysoké-
mu pH, pfi kterém se [B-eliminaci odStépuje H;PO, za
vzniku reaktivni dvojné vazby. Ta nasledné reaguje
s nukleofilnim c¢inidlem, ethan-1,2-dithiolem, na jehoz
volnou thiolovou skupinu se navaze biotin. Takto oznace-
né peptidy/proteiny lze pak jednoduSe izolovat afinitnim
¢isténim na avidinové kolong. Popsany postup je pouzitel-
ny jen pro pS a pT peptidy/proteiny a vyzaduje modifikaci
reaktivnich cysteinovych zbytkd oxidaci kyselinou per-
mravenci. Soucasné se ovSem oxiduje methionin na sulfon
a tryptofan na dvé formy s dvéma a tfemi kyslikovymi
atomy. Pfipadna O-glykosylace, ktera také snadno podléha
B-eliminaci, zptsobuje dal$i komplikace. U druhé strate-
gie'® jsou proteiny po alkylaci cysteinii nejprve §tdpeny
specifickou proteasou. Karboxylové skupiny vzniklych
peptidil jsou derivatizovany amidaci a aminoskupiny chra-
nény terc-butoxykarbonylovou skupinou. Takto ochranéné
fosfopeptidy jsou modifikovany kondenzaci s cystaminem,
kovalentné zachyceny na pevném nosici s imobilizovanou
jodoctovou kyselinou, nasledné promyty a uvolnény triflu-
oroctovou kyselinou. Metoda byla pouzita pro pS, pT
a také pro pY peptidy, nebyla vSak zatim vyzkouSena pii-
mo na intaktnich proteinech. Oba postupy se skladaji
z celé fady chemickych reakci a Cisticich krokt, z nichz
kazdy predstavuje nezanedbatelné ztraty. Dostatecné
mnozstvi materialu je tedy obecnym pozadavkem pfistupu
zalozeného na chemické derivatizaci, coz zatim umoziluje
pouze zachyt hojné se vyskytujicich fosfopeptidi/fosfo-
proteinti. Nespornou vyhodou téchto metod je nahrazeni
zaporn€ nabité¢ho fosfatu neutralni funkéni skupinou. Nové
modifikovany peptid se v porovnani s plivodnim fosfopep-
tidem mnohem Iépe ionizuje a také ochotnéji fragmentuje.
Pfitom je novéa funkéni skupina dostatecné stabilni a pfi
fragmentaci nedochazi k jejimu prednostnimu odstépeni, coz
umozni snadno urcit misto fosforylace (viz kapitoly 4, 5).

4. Identifikace fosfopeptidi

Prvnim z tkold fosfoproteomiky je identifikace fosfo-
peptidit neboli jejich odliSeni od ostatnich pfitomnych
peptidii. Tradicni metody (obr.1) zahrnuji enzymové
oznaceni proteinu radioaktivnim ATP nasledované proteo-
lytickym Stépenim. Vznikld smés peptidil je pak rozdélena
metodami HPLC, TLC (cit."”*®) nebo dvourozmérnou
gelovou elektroforézou® (2DE) a fosfopeptidy jsou dete-
govany diky své radioaktivit¢ bud jako frakce HPLC,
skvrna na gelu ¢i na desce TLC. Tento postup fosfopepti-
dového mapovani je dosti pracny a zdlouhavy, navic vyza-
duje praci s neoblibenou radioaktivitou.

V posledni dobé¢ zaujimaji ve fosfoproteomové analy-
ze vyhradni misto metody zaloZené na hmotnostni spektro-
metrii. MS poskytuje informaci o molekulové hmotnosti
(Molecular Weight, MW), tedy o vlastnosti, ktera je cha-
rakteristickd pro kazdé chemické individuum. Uvazime-li,
ze kazdd PTM proteinu méni jeho hmotnost, je MS ur¢ité
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Obr. 2. Diferen¢ni fosfopeptidové mapovani; srovnani hmot-
nostnich spekter MALDI-TOF trypsinového digestu pied (a) a po
(b) reakci s alkalickou fosfatasou umozni jednoznacnou detekci
fosfopeptidii. Piky fosfopeptidii po reakci zcela zmizi. Hmotnost-
ni rozdil (Am, nasobek 80 Da odpovida jednomu fosfatu) mezi
signaly fosfopeptidu a jeho defosforylovaného analogu ur¢i pocet
navazanych fosfatovych skupin. Peptid X tedy obsahuje jeden
fosfat (Am =1 x 80 Da), zatimco v sekvenci peptidu Y jsou nava-
zany dv¢ fosfatové skupiny (Am =2 x 80 Da)

idedlnim nastrojem k analyze PTM. Kazda fosfatova sku-
pina navazana na serin, threonin ¢i tyrosin vede ke zvySeni
molekulové hmotnosti o 80 hmotnostnich jednotek, tzv.
Daltond (Da). Zmétfeni MW intaktniho fosfoproteinu
v kombinaci se znalosti MW nemodifikované¢ho proteinu
¢i defosforylaci fosfatasou umozni urceni primérného
poctu fosfatti navazanych na polypeptidovy fetézec. Takto
ce je nutné podrobit protein proteolyze a pracovat s jeho
fragmenty — peptidy. Pokud je sekvence proteinu znadma,
interpretace hmotnostniho spektra peptidi — peptidové
mapy, odhali fosfopeptidové kandidaty jako piky s MW
vys$si 0 nasobky 80 Da nez by ptisluselo nemodifikované-
vych map pfed a po reakci s alkalickou fosfatasou®
(obr. 2). Pokud najdeme ve spektrech odpovidajici piky
fosfopeptidu a jeho defosforylovaného analogu, odecteme
navic zrozdilu jejich MW pocet fosfatl navazanych na
puvodnim fosforylovaném peptidu. Pokud najdeme
v peptidové mape po defosforylaci pouze novy signal,
uréime peptid, ktery byl modifikovan, ale ne pocet fosfatl
v jeho sekvenci. Nepfitomnost signalu fosfopeptidu ve
spektru je typicka pro vétsi (MW > 2500 Da) a vicenasob-
n¢ fosforylované peptidy. S cilem ziskat co nejvice infor-
maci z jednoho vzorku a sniZit pozadované mnozstvi pro-
teinu Ize defosforylaci provést piimo na teréiku MALDI
po piedchozim zméfeni peptidové mapy"’. Pro identifikaci
pS a pT peptidd lze rovnéz vyuzit f-eliminace s naslednou
derivatizaci ptvodnich fosfopeptidli smési dvou alkanthio-
1& (napt. C3 a C7)%. Tyto modifikované peptidy lze pak ve
spektrech snadno rozpoznat diky charakteristické dvojici
piku lisicich se o 56 Da.
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Vysoce specifickou metodu detekce fosfopeptidl
pfedstavuje vyuZiti specidlnich skenovacich funkci tande-
movych hmotnostnich spektrometrt jako je sken neutral-
nich ztrat a sken rodi€ovského iontu. Nicmén¢ jiz bézna
analyza MALDI-TOF mize n¢kdy odhalit fosfopeptidy
diky jejich charakteristické fragmentaci“. Pfi méfeni
v rezimu kladnych iontd vykazuji pS a pT peptidy vy-
znamnou ztratu neutralni molekuly H;PO,4 za vzniku Cet-
ného iontu [MH-98]". Ten je doprovazen minoritnim ion-
tem [MH-80]", ktery odpovid4 ztraté HPO;. Naopak ve
spektrech pY peptid dominuje pik iontu [MH-80]", coz
umoznuje jejich odliSeni od pS a pT peptidi. Rozdilna
fragmentace je vysvétlovana vyssi stabilitou aromatického
kruhu fosfotyrosinu.

Typicka ztrata molekuly H;PO, se nabizi pro detekci
pS a pT peptidi ve slozitych smésich s vyuzitim skenu
neutralnich ztrat. Za podminek kolizné indukované disoci-
ace (Collisonally Induced Dissociation, CID) dochazi k j3-
eliminaci H3PO, zpS a pT za vzniku dehydroalaninu
a dehydroamino-2-méselné kyseliny. Tento experiment lze
provést jen u tandemovych hmotnostnich spektrometrt
(MS/MS) jako je trojnasobny kvadrupdl (Triple Stage
Quadrupole, TSQ)*, kvadrupdl v kombinaci s analyzatorem
z doby letu (Time Of Flight, Q-TOF), pfipadn¢ iontova past
(Ion Trap, IT). Spektrometr je nastaven tak, ze hleda kolizni
spektra, ktera vykazuji ztratu 98, 49 a 32,3 Da odpovidajici
eliminaci H;PO, z jednou, dvakrat a tfikrat nabitych rodi-
Covskych iontt fosfopeptidi. Soucasné je z iontu vznikaji-
ciho neutralni ztratou H;PO, ziskdno spektrum MS/MS
poskytujici informaci o lokalizaci fosforylace. Pivodni pS
a pT je pak v sekvenci peptidu identifikovéan jako dehydro-
alanin (69 Da) a dehydroamino-2-maselna Kkyselina
(83 Da).

Za podminek CID pii analyze MS v rezimu zéapor-
nych iontl poskytuji pS, pT i pY peptidy v alkalickém
prostiedi diagnosticky ion PO;~ (79 Da), ktery dovoluje
jejich vysoce specifickou detekci pomoci skenu rodicov-
ského iontu®®?’. Pi experimentu se zaznamenavaji jen
spektra rodicovskych iontd (prekurzor) poskytujicich
charakteristicky ion 79 Da. Tato spektra obsahuji pouze
molekularni ion prekurzoru (fosfopeptidu). Pokud zname
sekvenci proteinu, je tato informace dostacujici pro pfifa-
zeni peptidu, ktery je fosforylovan. Piipadné sekvenovani
pro detailni ur€eni mista fosforylace vyzaduje zménu pola-
rity spektrometru do rezimu kladnych iont a rovnéz sni-
zeni pH, coZ brani vyuziti této metody pfi usporadani LC-
MS/MS.

Pro selektivni detekei pY peptidl byla vyvinuta meto-
da®™ zalozend na tvorbé imoniového iontu fosfotyrosinu
s m/z 216,043. Technika vyzaduje hmotnostni spektrometr
s vysokym rozlisSenim (Q-TOF) dovolujici jednoznacné
odlisit diagnosticky fosfotyrosinovy ion od ostatnich inter-
ferujicich peptidovych fragmentt se stejnou hodnotou m/z.
Meéfeni se provadi v rezimu kladnych iontl, coz usnadiuje
sekvenovani pY peptidu. Vzhledem k nestabilnimu chova-
ni pS a pT za podminek CID nelze metodu pouZit pro de-
tekei pS a pT peptidt .

Jind technika umoznujici identifikaci pS, pT ipY
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peptidit kombinuje B-eliminaci fosfatu, chemickou deriva-
tizaci a sken rodi¢ovského iontu®. B-Eliminaci
v alkalickém prostfedi vznika reaktivni dvojna vazba, na
kterou se aduje 2-(dimethylamino)ethan-1-thiol. Vytvofte-
ny thioether se oxiduje peroxidem vodiku na odpovidajici
sulfoxid, ktery se pti CID snadno S$tépi za vzniku derivatu
sulfenové kyseliny s m/z 122. Tento ion diky své jedinec-
né hodnoté m/z jednoznatné odliSuje fosfopeptidy od
ostatnich peptidt. Techniku lze provadét i na spektrometru
s nizkym rozliSenim a rovnéZ v usporddani LC-MS/MS.

Pro specifickou detekci fosfopeptidt jsou k dispozici
také dvé méné znamé techniky. Prvni monitoruje piitom-
nost izotopu *'P béhem HPLC separace digestu fosfopro-
teinu metodou MS sindukéné vazanym plazmatem
(Inductively Coupled Plasma, ICP)*°. Pro odliSeni izoba-
rickych iontt s *'P je nutno mit spektrometr s dostatenym
rozliSenim (vétSinou sektorovy pfistroj). Molekulova
hmotnost fosfopeptidil je poté urcena v samostatné analyze
LC-MS s ionizaci elektrosprejem (Electrospray Ionization,
ESI). Méfeni poméru *'P a **S metodou ICP-MS Ize vyu-
zit pro stanoveni prumérného zastoupeni fosfatu
v molekule proteinu®’. Druh4 technika vychazi ze skute¢-
nosti, ze fosforylace zptsobuje zménu konformace pepti-
dovych iontd v plynné fazi****. Tato zména je detegovana
hmotnostnim spektrometrem méticim mobilitu iontt.

Kromég jiz popsanych technik existuje nekolik ,,trika“,
vétSinou ve spojeni s ionizaci MALDI, jak snadno odhalit
fosfopeptidy. Prvnim je zméfeni proteinového digestu
v rezimu zdpornych iontli na hmotnostnim spektrometru
MALDI-TOF. Fosfopeptidy maji obecné¢ velmi nizkou
ionizani uCinnost v rezimu kladnych iontl, zatimco
v rezimu zapornych iontl davaji velmi intenzivni odezvy
v porovnéani se svymi nefosforylovanymi analogy*. To se
projevi mnohem vice, kdyz se peptidy pred analyzou
MALDI esterifikuji methanolem®. Jednoduché srovnani
spekter méfenych v rezimu kladnych a zapornych iontid
pomiZe najit signaly, které by mohly patfit fosfopeptidim.

Dulezitym aspektem je rovnéz volba matrice MALDI.
Nejb&Zné&jsimi matricemi pro analyzu peptidi jsou
4-hydroxy-o-kyanskoficova a 2,5-dihydroxybenzoova ky-
selina (DHB). Pro fosfopeptidy je vzhledem k jejich hyd-
rofilnimu charakteru mnohem vhodné&jsi DHB. Jako vhod-
nd matrice je rovnéz doporucovan 2’,4°,6’-trihydroxy-
acetofenon s ptidavkem citratu amonného®. Piidavek adi-
tiv jako jsou amonné soli’’ & kyselina fosfore¢na®®
k matrici MALDI je dal$i moznosti, jak zvyraznit signal
fosforylovanych peptidi. Navic bylo zjiSténo, Ze smés
DHB a kyseliny fosfore¢né je vybornym elu¢nim ¢inidlem
pii technice IMAC®,

5. Urceni mista fosforylace
Detekce fosfopeptidil je jen prvnim krokem fosfopro-

teomové analyzy. Dal§im logickym pozadavkem je urceni
mista fosforylace. K tomu slouzi dnes jiz vyhradné tande-
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mova hmotnostni spektrometrie (obr. 1), ktera zcela vytla-
¢ila tradicni Edmanovo odbouravani. Pokud je znama sek-
vence peptidu a ta obsahuje jen jeden serin, threonin ¢i
tyrosin, je pfifazeni mista fosforylace snadné a vystacime
pouze se znalosti MW peptidu. VétSina pripadi ovSem
neni tak trividlnich (peptid obsahuje vice hydroxyamino-
kyselin) a vyzaduje fragmentaci peptidu metodami MS/
MS. Experimenty MS/MS se nejastéji provadeéji na IT
(cit.* "), TSQ (cit.”’**) a Q-TOF (cit.*®) spektrometrech.
Vzhledem k nestabilnimu chovéani fosfatové skupiny je
hlavnim procesem za podminek CID ztrata fosfatu ve for-
mé H;PO, nebo HPOs. Stabilita kles4 v pofadi pY > pT >
pS. Fosfat se proto nejsnaze uvoliiuje z pS, nejméné ochot-
né¢ zpY. Pro pS a pT je charakteristickd ztrata H;PO,,
upY dominuje uvolnéni HPO;. Ochota uvolnit fosfatovou
skupinu souvisi s nabojovym stavem peptidu a je nejvetsi
pro jednou nabité ionty. U vicenasobné nabitych peptida je
k dispozici mobilni proton, ktery vyvola fragmentaci pep-
tidového fetdzce za vzniku sekven¢nich b- a y-ionta™
umoziiyjici uréeni mista navazani fosfatu. Nékdy ovSem
ztrata fosfatu prevazuje a k fragmentaci peptidového fetéz-
ce témet nedochazi, coz komplikuje lokalizaci mista modi-
fikace. Komplikaci rovnéz zptsobuji ztraty fosfatu a vo-
dy z b- a y-iontl, kdy navic dostavame fragmentové ionty
b-98, y-98, b-18, y-18, pfipadné b-80 a y-80. To plati pre-
devsim pro pS, méné jiz pro pT. Resenim mdZe byt nahra-
zeni labilniho fosfatu stabilni funkéni skupinou. Fosfat se
odstrani B-eliminaci hydroxidem a protein se necha reago-
vat bud’ s ethanthiolem®™ nebo sifi¢itanem sodn}'lm“.
V prvnim pfipadé je pS/pT pieveden na S-ethylcystein
nebo P-methyl-S-ethylcystein, ve druhém na cysteovou
nebo B-methylcysteovou kyselinu. Takto modifikované
peptidy fragmentuji podél celého peptidového fetézce
a poskytuji uplngjsi sekvencni informaci dovolujici snazsi
urceni mista fosforylace.

Skvélou metodou pro lokalizaci fosforylace je disoci-
ace zachytem elektronu (Electron Capture Dissociation,
ECD) ve spojeni s hmotnostni spektrometrii s iontovou
cyklotronovou resonanci s Fourierovou transformaci
(Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance, FTICR).
ECD vyvolava rozsahlej$i a rovnomérngjsi fragmentaci
peptidu nez CID a tim dosahuje vyssiho pokryti sekvence.
Pii ECD dale nedochazi ke ztratam H;PO,4, HPO; ani H,O,
coz dovoluje piimou identifikaci fosforylaénich mist?’.
Diky extrémné vysokému rozliSeni spektrometrt FTICR
mohou byt touto technikou studovéany také velké peptidy
i celé proteiny®®.

Jina technika pro lokalizaci fosforylace vyuziva -
eliminace v kombinaci s adici s2-aminoethan-1-thio-
lem**™°. Pfed touto reakci jsou viechny lysiny ochranény
a az poté jsou pS a pT selektivné pfeménény na analogy
lysinu, S-(2-aminoethyl)cystein a [B-methyl-S-(2-amino-
ethyl)cystein. Modifikované peptidy jsou Stépeny Lys-C
proteasou a nasledna analyza MS pak jednoduse ur¢i mista
fosforylace. Nevyhodou je, Ze stejnou reakci podstupuji
také O-glykosylovany serin a threonin.
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6. Kvantitativni fosfoproteomika

S ohledem na dynamické chovani biologickych systé-
mi neni identifikace fosfopeptidu a uréeni mista fosforyla-
ce dostacujici informaci pro pochopeni tlohy daného fos-
foproteinu v organismu. Déale by nas mélo zajimat, jak se
fosforylace ur¢itého mista méni v Case a jaky je stupen této
fosforylace v daném Casovém okamziku. Odpovédét na
tyto otdzky je schopna kvantitativni fosfoproteomika,
u které je nutno jesté rozliSovat mezi urcenim relativni
a absolutni stechiometrie fosforylace. Relativni kvantifika-
ce sleduje zménu fosforylace urcitého mista mezi dvéma
bun&cnymi stavy, zatimco ve druhém piipad€ se méfi ab-
solutni stechiometrie daného fosforylacniho mista neboli
stupen fosforylace, tj. pomér fosforylované a nefosforylo-
vané formy, pfipadné celkové mnozstvi fosfopeptidu, po-
tazmo fosfoproteinu ve vzorku.

Techniky relativni kvantifikace jsou zalozeny na izo-
topovém znaceni proteind bud’ in vivo béhem rtistu bunék
nebo in vitro chemickou derivatizaci, ktera navic umoziu-
je selektivni zachyt a detekci piivodniho fosfopeptidu. Pfi
in vivo znaceni roste jedna kultura na bézném kultivaénim
médiu, zatimco pii druhé kultivaci stejné médium obsahu-
je vyhradné izotop ""N. Po urgité dobé jsou obé kultivace
spojeny, vybrané proteiny jsou separovany, podrobeny
proteolytickému $tépeni a analyze MS. Protoze béhem
riistu bungk byly inkorporovany oba izotopy dusiku (‘N

'>N), naméfime pro kazdy proteolyticky fragment dvoji-
ci pikii. Pomér intenzit fosfopeptidu s '*N a jeho nemodifi-
kovaného analogu zna&eného "N pak odpovida zméngd
hladiny fosforylace ur¢itého mista daného proteinu’'. Pro-
vedeni této techniky je velmi jednoduché, nedovoluje ale
zadné selektivni zachyceni fosfoproteinu/fosfopeptidu.
Alternativou in vivo znaceni je tzv. metoda SILAC (Stable
Isotope Labeling by Amino acids in Cell culture), ktera
pro vneseni t€zkého izotopu vyuziva znacenych aminoky-
selin®>>. Strategie SILAC v kombinaci s izolaci peptidi
metodou IMAC byla nedavno Uspésné aplikovana pfi
kvantitativni analyze kvasinkového fosfoproteomu.

In vitro znaceni vychazi z metody izotopicky kddova-
nych afinitnich znacek (Isotope Coded Affinity Tag,
ICAT) uplatiiovanych v klasické kvantitativni proteomi-

¢*°. Rozgifeni tohoto postupu pro kvantifikaci fosforylace
(pouze pro pS a pT) se nazyva PhIAT (Phosphoprotein
Isotope Coded Affinity Tag) a je uvedeno na obr. 3. Strate-
gie PhIAT zahrnuje hydroxidem vyvolanou -eliminaci
fosfatu nasledovanou adici ethan-1,2-dithiolu (EDT), ktery
obsahuje bud’ ¢ty vodikové atomy nebo &tyii deuteria®®’.
Po spojeni obou vzorki se na volnou skupinu SH druhého
thiolu navaze biotin, ktery umozni selektivni izolaci pu-
vodnich fosfopeptidi afinitni chromatografii. Ziskana
smés je analyzovadna na spektrometru LC-MS/MS, ktery
urci sekvenci peptidu a misto fosforylace. Relativni zména
fosforylace jednotlivych fosfopeptidii se odecte z poméru
intenzit pikt nativniho a deuterovaného peptidu, které jsou
ve spektrech snadno odhaleny diky jejich hmotnostnimu
rozdilu 4 Da (Dy/D,). Technika PhIAT byla po svém zave-
deni autory nepatrné modifikovana®. Peptidy s EDT jsou
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v jednom stupni zachyceny a izotopové oznaceny na pev-
ném nosi¢i obsahujicim bud’ lehké nebo tézké izotopy.
Navazané peptidy jsou znosice uvolnény fotochemicky
UV zifenim a analyzovany LC-MS/MS. Jsou popsany
také 6;())o'stupy nahrazujici EDT jinymi chemickymi znacka-

Zatimco techniky relativni kvantifikace byly apliko-
vany i pro realné vzorky, je absolutni stechiometrie fosfo-
rylace pon¢kud méné prozkoumanou oblasti, pro kterou
bylo vyvinuto jen né€kolik metodickych piistupti. U prvni-
ho je nejprve vzorek rozdélen a obé poloviny jsou dife-
rencné izotopoveé oznaceny. Jedna z frakei je defosforylo-
vana alkalickou fosfatasou, obé frakce jsou spojeny zpét
a analyzovany MS. Stupen fosforylace je odvozen ze srov-
nani intenzit signalti dvou diferenéné znacenych nefosfo-
rylovanych peptidl, pficemz se pfedpokladd, Ze nartst

i P (30 %) l P (70 %)
i Z (30 %) l * (70 %)
smichani
proteolyza

’

afinitni cisténi

v

MS analyza

A4 Da

Intenzita

hmotnostni spektrum m/z

Obr. 3. Kvantifikace relativni stechiometrie fosforylace meto-
dou PhIAT vyuZivajici izotopové kédovanych afinitnich zna-
¢ek; zména fosforylace je urCovana pro dva rozdilné bunécné
stavy (Bunky 1 a Buiiky 2). Hladina fosforylace jednoho urcitého
fosforylaéniho mista je 30 % pro Buiky 1 a 70 % pro Buriky 2.
Fosfat je nejprve nahrazen chemickou derivatizaci afinitni znac-
kou Z, kterd je u Bun€k 2 izotopové oznacena Ctyfmi atomy
deuteria odpovidajici hmotnostnimu rozdilu 4 Da (Z*). Po smi-
chani obou kultivaci jsou proteiny $tépeny specifickou proteasou.
Puvodné fosforylované peptidy jsou pak pomoci znacky preciste-
ny a analyzovany hmotnostni spektrometrii. Relativni zména
fosforylace se odecte z poméru intenzit pikii nativniho a deutero-
vaného peptidu (s hvézdi¢kou), které jsou ve spektrech snadno
rozpoznany diky jejich hmotnostnimu rozdilu 4 Da
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jeho intenzity odpovida defosforylaci ptivodniho fosfopep-
tidu®"*2. Druha metoda nazvand AQUA (Absolute QUAn-
tification) je zaloZena na izotopovém zied'ovani®. Nejdfi-
ve je vybran vhodny fosfopeptid, ktery bude slouzit pro
kvantifikaci. Tento peptid je syntetizovan s izotopove zna-
¢enou aminokyselinou a pouzit jako interni standard, ktery
je ve znamém mnozstvi pridan ke vzorku. Absolutni kvan-
tifikace je pak provedena na zdkladé srovnani intenzit
dvou odpovidajicich pikd fosforylovaného peptidu
(izotopové znaceného a nativniho). V soucasné dob¢ byla
prezentovana zcela nova technika nevyzadujici pracné
a nakladné izotopické znaceni®. Metoda je zalozena na
méfeni normalizovaného iontového proudu a umoziuje
relativni i absolutni stanoveni stechiometrie fosforylace.

7. Zavér

PrestoZze byla v poslednich letech vyvinuta a rozpra-
covana cela fada metodickych pfistupt pro izolaci, detek-
ci, identifikaci a kvantifikaci fosfoproteinti, neni charakte-
rizace fosforylace minoritnich proteinti nebo fosfoproteint
v komplexnich smésich viibec rutinni zaleZitosti. Navic ve
fosfoproteomice neexistuje jedna univerzalni technika,
aproto je nutno ze Sirokého spektra dostupnych metod
vybrat pro analyzu kazdého fosfoproteinu tu spravnou
individudlni strategii. Klicovymi parametry ovliviiujicimi
volbu vhodné metody jsou mnoZstvi proteinu, typ amino-
kyseliny, ktera je fosforylovéna, zda je k dispozici Cisty
fosfoprotein nebo komplexni smés proteind a v neposledni
fad¢ druh informace, ktery chceme ziskat. Jestlize pro
identifikaci proteinu metodou peptidového mapovani vy-
stacime s n¢kolika femtomoly, pro charakterizaci fosfory-
lace, a PTM obecné, je nutno mit k dispozici mnozstvi
proteinu  minimaln¢ fadu pikomold. Pravdépodobnost
uspéchu analyzy bude vzdy vyssi, pouzijeme-li jakoukoliv
techniku selektivniho zachytu fosfoproteinu/fosfopeptidu.
V nejblizsi dobé lze ofekavat, ze se vzrustajicim poctem
znadmych proteinovych sekvenci bude pro izolaci fosfopro-
teini stale vice vyuzivano fosfospecifickych protilatek,
predevsim proti fosfoserinu a fosfothreoninu. Techniky
selektivniho zachytu fosfoproteinti/fosfopeptidii zalozené
na chemické modifikaci a metodé IMAC budou optimali-
zovény se snahou o jejich on-line napojeni na hmotnostni
spektrometr pomoci ¢ipové technologie. Diky schopnosti
dosahnout pfi peptidovém mapovani az 100% pokryti sek-
vence proteinu lze rovnéz piedpokladat Castéjsi vyuzivani
prozatim unik4tni instrumentace FTICR. V kombinaci
s technikou ECD je mozné navic ziskat informacné bohatsi
spektrum MS/MS neZ pfi experimentu CID a tak jedno-
znaéné urcit misto fosforylace. Kromé studia jednotlivych
fosfoproteinti budou nové trendy fosfoproteomové analyzy
smérovany na ,,globalni“ charakterizaci fosforylace soubo-
ru proteind celych organel nebo bunék.

Sepsani této publikace bylo podporovano grantovym
projektem GACR (204/04/0571) a vyzkumnym zdmérem
AV0Z50200510.
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Approaches to Current Phosphoproteomics

Characterization of post-translational modifications is
one of the major challenges in proteomics. Reversible
phosphorylation on serine, threonine and tyrosine residues
is involved in regulation of many fundamental cellular
events such as cell cycle, signal transduction, metabolism,
and protein synthesis. To understand the molecular basis
of these regulatory mechanisms, techniques capable of
precise identification and quantitation of phosphorylation
are needed. This review is devoted to recent trends in
phosphoproteomics with special focus on mass spectrome-
try-based techniques. It covers enrichment of phosphopro-
teins/phosphopeptides using immobilized metal affinity
chromatography and chemical derivatization techniques,
phosphopeptide detection using differential peptide mass
mapping, neutral loss and precursor ion scanning, localiza-
tion of phosphorylation sites by tandem mass spectrometry
as well as relative and absolute quantitation of phosphory-
lation stoichiometry.
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4.2.

1. Uvod

Proteiny ¢i peptidy obsazené v buitkdch v relativné
nizkych koncentracich mohou hrat vyznamnou roli
v procesech probihajicich v buiice. Mezi tyto procesy patii
napf. regulace metabolismu, vliv na vznik riznych nemoci
atd. Hlavnim tkolem hmotnostni spektrometrie je identifi-
kace a kvantifikace téchto proteint i ve velmi komplex-
nich smésich proteinii obsaZenych v buiikach.

Nejrozsifenéjsi MS technikou v analyze proteint ¢i
peptidil je v souCasnosti beze sporu hmotnostni spektrome-
trie s ionizaci MALDI (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization)'”. Principem MALDI ionizace je naneseni
malého mnozstvi vzorku spole¢né s vhodnou matrici
(kyselina 2,5-dihydroxybenzoova, kyselina a-kyano-4-
-hydroxy-skoficova a dalsi) na ter¢ik a nasledna desorpce
a ionizace laserem. Vysledkem celého procesu je ionizace
peptidit nebo proteint a jejich nasledna hmotnostni analy-
za.

V minulosti byla vétSina systému uréenych pro analy-
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zu proteinli a peptidl konstruovana s ionizaci MALDI
realizovanou ve vakuu a v kombinaci s analyzatorem doby
letu iontd (Time of Flight, TOF).

Vyhody klasického uspofadani MALDI-TOF jsou
nasledujci:
vysoky hmotnostni rozsah systému umoziujici analy-
zu intaktnich proteind,
potencialné lepsi piesnost stanoveni hmotnosti iontt,
dobré rozliSovaci schopnosti systému.

[\

. Princip ionizace MALDI za atmosférického
tlaku (AP-MALDI)

V nedavné dobé byly publikovany pokusy realizovat
MALDI za atmosférického tlaku (AP-MALDI)*® v kom-
binaci s dal$imi typy hmotnostnich spektrometrii, napf. na
bazi iontové pasti (IT-MS). Bohuzel, prvni experimenty
s ionizaci AP-MALDI poukézaly na mozné problémy,
zejména na nizsi citlivost a pomérné intenzivni tvorbu
adukt matrice’. V soulasnosti jiz umoziiuje technické
feSeni zdroje AP-MALDI analyzy smési peptidi vzniklych
enzymatickym $t€penim proteinti o velmi nizkych koncen-
tracich a navic s moznosti ziskani MS/MS spekter. Vyuziti
MS/MS dat také vyrazné zvysSuje specifitu vyhledavani
v databazich peptidi a proteinli v porovnini s metodou
PMF (peptide mass fingerprint) vyuzivanou pii identifika-
ci spekter ziskanych prostfednictvim konvenénich systémi
MALDI-TOF.

Nespornou vyhodou ionizace AP-MALDI je moZnost
vyuziti riznych druhtt hmotnostnich analyzatort, jako
napf. iontové pasti’ nebo systému TOF s orthogonalni
akceleraci®. Navic je mozné vyuzit jeden druh analyzatoru,
napf. systém s iontovou pasti pro analyzu jak intaktnich
proteint s ionizaci elektrosprejem (ESI), tak i smési pepti-
dii ionizaci AP-MALDI. Vyhody AP-MALDI v kombinaci
s hmotnostnim spektrometrem na bézi iontové pasti jsou
nasledujici:
proces ionizace je realizovan nezdvisle na hmotnost-
nim analyzatoru, a proto podminky ionizace a kvalita
povrchu ter¢iku popf. naneseni vzorku neovliviuji
parametry analyzatoru (zejména rozliSeni a presnost
méfeni hmotnosti iontt),
je mozné ziskat velmi rychle MS/MS data (na rozdil
od vakuového MALDI-TOF-MS) a informaci o sek-
venci peptidl se subfemtomolovymi koncentracemi,

Yo

strumentaci oproti systémim Q-TOF nebo TOF-TOF,

flexibilita — doba vymény zdroje z AP-MALDI napf.
za ESI velmi kratka (n€kolik minut) a je mozné vyuzit
jeden systém MS pro $irsi skalu experimentd.

Na obr. 1. je zobrazen zdroj AP-MALDI firmy Agi-
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Obr. 1. AP-MALDI zdroj firmy Agilent Technologies
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Obr. 2. Schéma zdroje AP-MALDI firmy Agilent Technolo-
gies

lent Technologies, uvedeny na trh v roce 2004. Zdroj je
vybaven dusikovym laserem o vinové délce 337 nm
(10 Hz), ktery je ptivadén skrze optické vlakno o priméru
400 wm na pozici na terc¢iku o velikosti 200-250 pm.
Energie laseru je 2024 pJ. Schéma zdroje je pak uvedeno
na obr. 2.

Hlavnim rysem konstrukce zdroje je vyuziti proti-
proudého uspotadani toku susiciho plynu oproti pohybu
iontl pfi desorpci laserem. lonty vzniklé pfi ionizaci jsou
vtahovany do kapilary MS kombinaci a¢inku elektrostatic-
kého pole a vakua. Béhem jejich kratkého letu atmosféric-
kou ¢asti dochazi k rozruseni shlukti iontti vzniklych bé-
hem ionizace uginkem proudu horkého dusiku. Uginek
protiproudu susiciho plynu je velmi vyrazny, jak je doku-
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Obr. 3. Vliv protiproudu suSiciho plynu na tvorbu shluki
a intenzitu ionta peptidii z tryptického rozkladu hovéziho
serumalbuminu, matrice Kyselina a-kyano-4-hydroxyskorico-
va; a) spektrum ziskané p¥i pouZiti vyhfivaného proudu susi-
ciho plynu, b) spektrum ziskané po vypnuti vyh¥fivani susiciho
plynu

mentovano na obr. 3. Zatimco pfi vyuziti susiciho plynu
o teploté 325 °C jsou dominantnimi ionty ve spektru ionty
peptidit serumalbuminu, pfi experimentu bez vyhfivani
susiciho plynu jsou dominantni ionty matrice v oblasti 100
a7z 600 amu (spodni obrazek)®.

3. AP-MALDI v praxi

3.1. AP-MALDI-IT-MS

Prvni z moznosti vyuziti zdroje AP-MALDI, ktera
bude zminéna v tomto c¢lanku, je kombinace
s hmotnostnim analyzatorem na bazi iontové pasti (IT-
MS). Pulsy laseru pii ionizaci jsou synchronizovany
s akumula¢nimi fazemi iontové pasti hmotnostniho spekt-
rometru. Na obr. 4. je zobrazeno porovnani spekter smési
peptidi ziskanych enzymatickym §tépenim hovéziho seru-
malbuminu (BSA) trypsinem. Spektra byla pofizena po-
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Obr. 4. Porovnani spekter ziskanych pomoci dvou typu
MALDI-TOF-MS a AP-MALDI-IT-MS systémi; hovézi se-
rumalbumin 5 fimol; C = carboxymethylovany cystein

moci dvou typd konvenénich systétmi MALDI-TOF
a systému IT-MS vybaveného zdrojem AP-MALDI.

Z porovnani uvedeného v tab. I je zifejmé, ze jak
MALDI-TOF, tak i AP-MALDI-IT-MS, jsou zafizeni
schopna produkovat velmi podobna spektra. Klasické sys-
témy MALDI-TOF ale produkuji spektra s vyssi odezvou
hmot o nizsi a stfedni molekulové hmotnosti. V ptipadé
AP-MALDI-IT-MS nejsou ionty o nizké hmotnosti pfili§
vyznamné. Tento jev je zpusoben ¢etnymi kolizemi nizko-
molekularnich iontli za atmosférickych podminek, ¢imz
dochazi ke sniZeni vnitfnich energii iontl a tim i k jejich
prenosu ze zdroje do hmotnostniho detektoru. Zaroven je

1200 EE

Intenz.
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optickd cast systému IT-MS optimalizovana pro pienos
iontd o vy$Sich hmotnostech a tim dochédzi k potlaceni
transmise iontd o nizké hmotnosti, zejména pak ionti mat-
rice.

Oproti klasickym syst¢émim MALDI-TOF nabizi
usporfadani AP-MALDI-IT-MS zfejmou vyhodu v moz-
nosti ziskdni MS 1 MS/MS spekter na koncentracnich hla-
dinach nizsich nez 1 fmol. Napf. na obr. 5. jsou znazor-
néna MS a MS/MS spektra ziskana analyzou 250 amol
BSA pomoci AP-MALDI-IT-MS systému®. Tonty ozna-
¢ené v MS spektru kosoétvercem byly vybrany rezimem
AUTO-MS/MS pro izolaci a néslednou fragmentaci. Na
dvou spodnich obrazcich jsou pak znazornény ptiklady
takto ziskanych spekter MS/MS. Takto ziskand data lze
nasledné vyuzit pro vyhledavani v databazich proteino-
vych nebo nukleotidovych sekvenci.

Na druhé strané ale stale zlstava velkou vyhodou
klasického usporddani MALDI-TOF moznost méfeni
s vysokou presnosti. Proto dalsi ¢ast tohoto ¢lanku bude
vénovana moznostem propojeni AP-MALDI s TOF-MS
systémy.

3.2. AP-MALDI-0aTOF

Dalsi alternativou vyuziti AP-MALDI je aplikace této
ionizace v systému vybaveném analyzatorem TOF
s orthogonalni akceleraci (0aTOF). Systém 0aTOF mi-
ze byt vyuzit v kombinaci s elektrosprejem napf. pro
2D-HPLC-TOF-MS analyzu a v dal§im kroku pro AP-
MALDI analyzu peptidi vzniklych enzymatickym $tépe-

MS spektrum 250 amol tryptického
stépeni hovéziho serumalbuminu
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Obr. 5. MS a MS/MS spektra BSA na hladiné 250 amol, AP-
MALDI-IT-MS a MS-MS
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Tabulka I
Identifikované sekvence peptidii trypsinového Stépeni hovéziho serumalbuminu (BSA)
Sekvence peptidi® Teoreticka m/z AP-MALDI-IT-MS MALDI-TOF 1 MALDI-TOF 2
[m/z] [m/z] [m/z] [m/z]
AWSVAR 689,4 689,4
SEIAHR 712,4 712,4
NYQEAK 752,4 752,4
: 833,1
LSQKFPK 847.5 847,5 847.,5
! 855,1
LCVLHEK 899.5 899,5 899,5
IETMREK 922,5 922,5 922,5
YLYEIAR 927,5 927,8 927,5 927,5
: 997,6
? 1060,1
CCTESLVNR 1140,5 1140,5 1140,5
LVNELTEFAK 1163,6 1164,0 1163,6 1163,6
CCTKPESER 1168,5 1168,9 1168,5 1168,5
FKDLGEEHFK 1249,6 1249,9 1249,6 1249,6
HLVDEPQNLIK 1305,7 1306,0 1305,7 1305,7
SLHTLFGDELCK 1420,7 1420,8 1420,7 1420,7
RHPEYAVSVLLR 1439,8 1439,5 1439,8 1439,8
YICDNQDTISSK 1444,6 1444,8 1444,6 1444.6
TCVADESHAGCEK 1465,6 1465,7 1465,6 1465,6
LGEYGFQNALIVR 1479,8 1480,0 1479,8 1479,8
QTALVELLKHKPK 15049 1504,7 1504,6
LKECCDKPLLEK 1534,7 1534,8 1534,7 1534,8
DDPHACYSTVFDK 1555,6 1555,7
DAFLGSFLYEYSR 1567,7 1567,8
LKPDPNTLCDEFK 1577,8 1577,7 1577.8
KVPQVSTPTLVEVSR 1639,9 1640,0 1640,0 1640,0
YNGVFQECCQAEDK 1749,7 1749,7
? 1779,8 1779,9
RPCFSALTPDETYVPK 1881,9 1881,9 1881,9 1881,8
NECFLSHKDDSPDLPK 1902,9 1902,8
LFTFHADICTLPDTEK 1908,9 1909,0 1908,9
LKPDPNTLCDEFKADEK 2021,0 2020,9 2021,0
VHKECCHGDLLECADDR 2116,8 2116,6 2116,9

Pozn.: Koncentrace 5 fmol; * oznacuje hmoty, které neodpovidaji zadné sekvenci vzniklé rozkladem BSA; C = karboxyme-

thylovany cystein®

nim proteind. Jednozna¢nou ptednosti je pak rychla vymeé-
na obou zdroji a tedy i vysoka flexibilita pfistroje. Podob-
né¢ jako u AP-MALDI-IT-MS i zde je vyhodou oddéleni
kroktli ionizace a vlastni hmotnostni analyzy. Parametry
ionizace tudiz neovliviiuji dosazené rozliSeni a pfesnost
stanoveni hmotnosti analyzatoru oaTOF. Tim je dosazeno
rutinniho méfeni spekter s presnosti hmot lepsi nez 5 ppm
a vynikajiciho rozliSeni (>10 000). Vyhodou systému oa-
TOF firmy Agilent Technologies je kromé jiz zminénych
parametrll i velmi Siroky dynamicky rozsah (3—4 fady),
ktery umoziuje simultanni stanoveni peptidi ptitomnych

ve vzorku na velmi rozdilnych koncentra¢nich hladinach.

Dalsi vyhodou jiz zminéného uspofadani je mimo jiné
také vynikajici citlivost. Na obr. 6 je znazornéno spektrum
produktt tryptického Stepéni 500 amol apotransferrinu.
Pro interni kalibraci hmotnostni osy bylo pouzito iontd
matrice (190,0499, 379,0925, 568,1351), ¢imz bylo dosa-
zeno rutinné stanoveni hmot s presnosti lepsi nez 5 ppm.
Pro PMF vyhledavéni v databazi pak byl pouzit uzsi limit
10 ppm, ¢imz bylo dosazeno také vyssi pravdépodobnosti
shody a eliminace potencidln& falesnych vysledki’.
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Obr. 6. Spektrum AP-MALDI-0aTOF-MS 500 amol apotrans-
ferrinu (APO) (tryptické Stépeni)

4. AP-MALDI v kombinaci s 2D-nanoHPLC

Identifikace proteind v komplexnich smésich v minu-
losti byla a stale je vétSinou realizovana klasickym postu-
pem, tj. separaci smési proteind technikou dvourozmérné
gelové elektroforézy (2D-GE), naslednym §tépenim izolo-
vanych proteind vhodnym enzymem a identifikaci vzniklé
smési peptidi metodou MALDI-TOF. Nevyhodou tohoto
usporadani je Casova a manualni naro¢nost. Na druhé stra-
né, vyhodou je moznost dosazeni velmi spolehlivych vy-
sledkti diky vysokému rozliseni 2D-GE a spolehlivé iden-

Referaty

tifikaci vyhledavanim v proteinovych databazich (PMF).

Alternativni technikou, kterd nabyva stale vétSiho
vyznamu, je analyza komplexnich smési peptidi vysoko-
ucinnou kapalinovou chromatografii ve spojeni s MS de-
tekci. Vzhledem k tomu, ze mnozstvi vzorku je obvykle
velmi malé, vyuziva se k separaci smési peptidi HPLC
v kapilarnim (pritok mobilni faze 1-20 plmin™") nebo
nano (10-1000 nl min™") uspofadani. Vyhodou 2D-HPLC
je moznost automatizace celého procesu a tim i dosazeni
reprodukovatelnéjsich vysledkd.

Existuje n¢kolik moznosti realizace 2D-HPLC v kom-
binaci s MS detekci, které se lisi v konfiguraci systému.
Zaroven je prostiednictvim rdzného usporadani systému
dosazeno velmi odlisné kvality ziskanych dat.

4.1. Online 2D-HPLC-MS-MS s diskon-
tinualnim gradientem

Nejjednodussi zpisob realizace 2D-HPLC je zobra-
zen na obr. 7 (cit.'®). V prvni dimenzi je vzorek obsahujici
peptidy vzniklé enzymatickym S§tépenim smeési proteint
nanesen automatickym davkovacem na kolonu obsahujici
silny katex (SCX). Eluce frakci peptidi z kolony SCX je
realizovana postupnymi nastfiky roztoku mravencanu

4 N

Loading T
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Obr. 7. Princip online 2D-HPLC s diskontinudlnim gradientem
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Obr. 8. Online 2D-HPLC se semikontinualnim gradientem
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Obr. 9. Offline 2D-HPLC-MS/MS

amonné¢ho o rostoucich koncentracich (napt. 20, 40, 60,
80, 100, 150, 200, 300, 500, 1000 mM). Kazda z frakei je
nejprve vedena na rekoncentracni kolonku, kde dojde
k zachyceni eluovanych peptidi. Poté dojde k ptepnuti
rekoncentra¢ni kolonky do druhé dimenze (pritok fizeny
napf. nano pumpou) a postupnym gradientem organické
faze dochazi k vymyti peptidi na analytickou kolonu. Na-
sledné je realizovana jejich separace a detekce systémem
ESI-IT-MS-MS.

4.2. Online 2D-HPLC-MS-MS se semi-
kontinualnim gradientem
Diskontinudlni 2D-HPLC, zminénd v piedchozim
odstavcei, ma nékolik nevyhod. Jako hlavni je mozno uvést
tu, Ze kolona SCX neni provozovana v optimalnim rovno-
vazném rezimu a ze dochazi pouze k nastfikiim jednotli-
vych davek soli. To miize vést napf. k eluci jednoho pepti-
du ve dvou riznych frakcich a tim ke snizovani detek¢nich
moznosti (citlivosti) systému. Optimalizovanym feSenim
je 2D-nanoHPLC se semikontinualnim gradientem — viz
obr. 8. Zakladni princip je totozny s pfedchozim systé-
mem. Nicméné v tomto usporadani jsou peptidy vymyva-

75 um x 150 mm x 3,5 pm analyticka !
kolona

ny z katexové kolonky kontinudlnim gradientem na dvé
cyklicky se ptepinajici rekoncentra¢ni kolonky. Timto
usporadanim je dosaZeno podstatné lepsiho rozliSeni pepti-
da a tim i spolehlivéjsi identifikace'.

4.3. Offline 2D-HPLC-MS-MS

Dalsi moZnosti zvySeni rozliSeni systému 2D-HPLC
je oddéleni frakcionace peptidi na koloné¢ SCX a vlastni
chromatografické separace jednotlivych frakci. Jedno
z moznych usporadani je zobrazeno na obr. 9. V této kon-
figuraci je smés peptidli nanesena na katexovou kolonu
a jednotlivé frakce peptidd jsou postupné vymyvany ros-
toucim gradientem soli a frakcionovany sbéracem frakci.
Frakce obsahujici eluované peptidy jsou sbirany ptimo do
mikrotitranich desti¢ek. Mikrotitracni desticka s frakcemi
je pak prenesena do systému 2D-nanoHPLC-MS-MS
a jednotlivé frakce z kolony SCX jsou nastiikovany a ana-
lyzovany pomoci 2D-HPLC na reverzni fazi'2. Vyhodou
tohoto uspotadani je podstatn¢ vyssi rozliSeni nez v ptipa-
d¢ online systému. Je mozné provést také frakcionaci na
desticky MALDI a provést jejich analyzy libovolnym sys-
témem MALDI-MS.
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4.4. Offline 2D-nanoLC-MALDI-MS-MS

Ackoliv je systémem offline dosazeno velmi kvalit-
nich vysledkl zejména diky vynikajicimu rozlieni techni-
ky, problémem je omezend kapacita systému MS-MS na
bazi iontové pasti. Pfi koeluci nékolika peptidi béhem
separace neni systétm MS-MS na bazi iontové pasti scho-
pen provést dostatecny pocet cyklt a identifikovat v§echny
slozky v piku. Proto je vyhodnéjsi pfevod jednotlivych
frakci na MALDI desticky a analyza napt. systémem AP-
MALDI-IT-MS-MS. Tento proces je ovsem samoziejmé
pomérné Casoveé narocny a je také relativné pracny. Proto
byla provedena tprava mikrosbérace frakci pro moznost
frakcionace piimo na MALDI desticky". Zakladnim pro-
blémem tohoto feseni je nutnost spolehlivé depozice frak-
ce 0 minimalnim objemu (stovky nl) na desti¢ku.

Obr. 10. Proces depozice frakce na desticku MALDI mik-
rosbéracem frakci Agilent Technologies

Na obr. 10. je znazornén proces depozice frakce na
desticku MALDI pomoci mikro sbérace frakci firmy Agi-
lent Technologies. Klicovym rysem je pohyb jehly ve
vertikdlnim sméru soub&zné se zvetSovanim velikosti kap-
ky. Tim je zabranéno ulpivani kapky na jehle a zhorSeni
reprodukovatelnosti frakcionace. Navic je mozné do systé-
mu zatadit i zafizeni pro online ptfidavani matrice MALDI
do proudu mobilni faze pistovou pumpou. Poslednim kro-
kem je pak pouze vysuSeni kapek na destiCce a pieneseni
desticky do systému MALDI-MS-MS. Mikrosbéra¢ frakci
je mozné pouzit pro depozici na jakékoli desticky MALDI
od riiznych vyrobct systémt MS.

5. Zavér

Cilem tohoto ¢lanku bylo pfedstavit alternativni tech-
niky ke klasickym technikdm pouzivanym v proteomické
analyze. Vyhodami ionizace AP-MALDI oproti klasické
MALDI jsou lepsi citlivost, vysoka flexibilita a moznost
vyuziti s celou fadou MS systémt.. Kombinaci systému
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2D-HPLC se sbéracem frakci schopnym piimé depozice
na desticky MALDI je pak mozné ziskat velmi kvalitni
data i v pfipadé analyz pomérn¢ slozitych smési peptidu.
Velkou vyhodou kombinace systémi 2D-nanoHPLC s AP-
MALDI je moznost automatizace celého procesu a tim
1 dosazeni vysoké spolehlivosti naméfenych dat.
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M. Godula (HPST Co., Prague): Laser lonization
in the Presence of Matrix at Atmospheric Pressure
(AP-MALDI) —A New Direction in Peptide and Protein
Analysis

Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI)
is a popular technique for protein and peptide analysis.
Historically, MALDI analyses have been accomplished
with the sample under vacuum in combination with time-
of-flight (TOF) mass analyzers, MALDI-TOF. More re-
cently, MALDI has been performed at atmospheric pres-
sure (AP-MALDI), in combination with various MS sys-
tems. A short overview is given on the advantages and
application potential of AP-MALDI in proteomics area.
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1. Uvod

Linearni iontové pasti (2D) jsou jiz delsi dobu vyuzi-
vany pro studium spektroskopickych a dalSich fyzikalnich
vlastnosti iontll. V roce 1997 bylo navrzeno pouziti lineér-
ni iontové pasti jako procesoru kvantové informace'
a pozd¢ji, v kalifornské Jet Propulsion Laboratory, byla
iontova past pouzita jako velmi pfesny Casovy standard,
pouzitelny pii kosmickych vypravach®’. John D. Prestage
ze stejné laboratofe navrhl pouziti linearni iontové pasti
jako hmotnostniho analyzatoru pro analyzu plynd, pouZi-
telného diky malé hmotnosti, rozmérim a malé spotiebé
energie na vyzkumnych kosmickych sondach (vice na
www.nasatech.com). Uvedené aplikace jsou jen malou
ukézkou Sirokého pouziti téchto ptistroju ve fyzice, astro-
nomii a dalSich oborech.

V hmotnostni spektrometrii byla linearni iontova past
pouzita nejprve jako kolizni cela trojitého kvadrupolu®,
pozdéji pak jako soucast hybridnich systému s FT-ICR
(cit.s), TOF (cit.6) popt. 3D iontovou pasti7 ¢i kvadrupolem
(Q-Trap).

Vyhody 2D proti 3D iontové pasti popsal Syka

aspol.8 a spolu s Bierem také navrhl né€kolik moZznych
usporadani linearni a prstencové 2D iontové pasti jako
hmotnostniho analyzatoru’. Komeréni hmotnostni spektro-
metr na bazi linearni iontové pasti byl pozdé€ji uveden na
trh firmou Finnigan jako Finnigan LTQ.

2. Porovnani 2D a 3D iontové pasti

Teorie a principy fungovani iontovych pasti presahuji
ramec této prace a jsou podrobné popsany v fadé praci'® "2,
Omezim se tedy na porovnani n€kterych zakladnich para-
metrt téchto systémd s ohledem na pozdé&ji uvedené apli-
kace.

2.1. Efektivita zdchytu iontu

P1i nastfiku iontl, generovanych v externim zdroji, do
3D iontové pasti dochazi k vyznamné ztraté iontl a jejich
diskriminaci podle hmotnosti. Pfi¢inou je skutecnost, ze
vstupujici ionty musi proniknout do pomérné silného RF
pole, které existuje ve sméru vstupujicich iontd a pfi vstu-
pu maji bud’ pfili§ malo ¢i priliS mnoho kinetické energie
na to, aby odpovidajici mnozstvi kolizi s ptitomnym heli-
em (buffer gas) sniZilo tuto energii na hodnotu umoziujici
zachyt iontu v iontové pasti. Efektivita zachytu iontd v 3D
iontové pasti tak je limitovana na cca 5 % (cit."”), pfitemz
pfi zachytu iont v Sirokém rozmezi m/z dochézi k jejich
vyznamné diskriminaci.

Ve 2D iontové pasti je RF pole ve sméru letu
(nastfiku) iontd minimalni (obr. 1). Efektivita zachytu
iontd tak mize dosahovat az 100 % (cit.*), v praxi se viak
obvykle pohybuje mezi 50-70 %. Diskriminace iontd
v zavislosti na jejich m/z je minimalni.

2.2. Limit prostorového naboje

Prostorovy néboj zavisi na poctu iontlt zachycenych
v iontové pasti a vyznamné limituje vlastnosti vSech analy-
zatorQ pracujicich na tomto principu, a to jak v pribéhu
uchovani ionti (Storage space charge limit), tak pfi jejich

osa nastfiku iontl

S 78

@%@

3D iontova past

2D iontova past

Obr. 1. Porovnani 3D a 2D iontové pasti
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Obr. 2. Porovnani experimentalné naméfenych hodnot posu-
nu méirené hmotnosti na poc¢tu ionti v analyzatoru pro 3D a
2D iontovou past
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Obr. 3. RozliSeni a posun hmotnosti naméfeného spektra
v zavislosti na poctu ionti v 2D iontové pasti; IT — doba nastii-
ku iontt

Tabulka I
Porovnéni nékterych parametri u 3D (Finnigan LCQ) a 2D
(Finnigan LTQ) iontové pasti

Parametr Hodnota

3D iontova 2D iontova rozdil

past past

Efektivita zachy- ~ 55-70 ~5 > 10
tu iontl, %
Efektivita detek- ~ 100 ~50 1-2
ce, %
Efektivita cel- ~35-55 ~2.5 >10
kem, %
Kapacita ~20 000 <500 > 40
(spektralni), po-
Cet iontll
Sken. rychlost — 1100 267 4
Zoom
Sken. rychlost — 27 NA® NA®

Ultra Zoom

*NA — nejsou k dispozici
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izolaci, aktivaci a ziskani vysledného hmotnostniho spekt-
ra (Spectral space charge limit). Posledn€ jmenovana hod-
nota ma nejvetsi vliv na kvalitu ziskaného MS spektra
(rozliSeni, posun naméfené oproti skutecné).

Obr. 2 uvadi provnani experimentalné namétenych
hodnot posunu méfené hmotnosti na poctu iontl
v analyzatoru pro 3D a 2D iontovou past, obr. 3 pak vzhled
nameéfeného spektra v zavislosti na poctu iontl v 2D iontové
pasti.

2.3. Rozliseni

Stejné jako u 3D pasti je mozné i u 2D analyzatort
ziskat spektra s vy$§im rozliSenim zpomalenim rychlosti
skenu a amplitudy vypuzujiciho napéti. To vSak vede ke
snizeni hodnoty spektralniho limitu prostorového naboje
a vyzaduje u 3D pasti primérovani nékolika skenti. Zvyse-
na kapacita 2D iontovych pasti naproti tomu umoziuje
akvizici kvalitniho spektra s vy$§im rozliSenim bez tohoto
priamérovani.

Praktickym vysledkem vySe uvedené vlastnosti 2D
iontovych pasti je jednak rychlejsi skenovani pii jednotko-
vém rozlieni, jednak vys$si rozliSeni pfi srovnatelné rych-
losti skenu.

Rozliseni je v 2D iontové pasti vyrazné vice zavislé
na presné geometrii pasti nez u 3D analyzatoru. Zatimco
ve 3D analyzatoru jsou ionty v dob€ vypuzeni do detektoru
soustiedény v oblacku s primérem cca 1 mm, je stejny
oblacek v 2D pasti ,roztazen“ do cca 30 mm délky
v axialnim sméru. Pfesna geometrie kvadrupolu tak hraje
velikou roli.

Tabulka I uvadi porovnéani n¢kterych parametrti u 3D
(Finnigan LCQ) a 2D (Finnigan LTQ) iontové pasti.

3. Aplikace 2D iontové pasti v proteomice

Proteomick4 analyza soucasnosti usiluje o identifikaci
vSech proteinti v daném biologickém systému. Vzhledem
k nesmirné slozitosti t€chto systémt a dynamickému roz-
sahu koncentraci proteinli neni zatim mozné beze zbytku
identifikovat vSechny proteiny i v jednoduchych systé-
mech, jako jsou bakterie ¢i kvasinky.

Obr. 4 ukazuje typicky postup proteomické analyzy,
tabulka II pak porovnava tfi b&zné pouZivané metody ana-

SCX C-18

20 LCMS [ bicinformatika:
X | —identifikace
pFiprava = Fo T \L,ff 118 — kvantifikace
vzorku { — —charakterizace

oy
L ’b‘

\_/1/‘
T

4 analyza
gelova )
elektroforéza hmotnostni

spektrometrii

Obr. 4. Proteomicka analyza



Chem. Listy 99, 937 — 942 (2005)

lyzy, pficemz 3D iontové pasti jsou tradicné jednim
z nejcastéji pouzivanych MS systémi v proteomické ana-
Iyze s ohledem na jejich citlivost, robustnost, snadné ovla-
dani a vynikajici pomér cena/vykon'*'®.

2D iontové pasti dale rozsifuji moznosti 3D iontovych

0
log c, —
gll —

-2 —

-4 o [

-6

1§
o I
98% 2%
-101 =

serum albumin
serotransferr
transthreytin
apolipoprotein
B-2-microglobulin
chromogranin A
amyloid-like protein 1
orexin receptro type 1
neurofilament triplet M
low abundance

Obr. 5. Proteiny identifikované v CSF pomoci 2D-HPLC-MS/
MS s 2D iontovou pasti; koncentracni rozsah 7 fadu

LTQ
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pasti a umoznuji napf-.:

— identifikaci 1 nizkych koncentraci  proteind
v proteomu diky vétsi citlivosti a v&tSimu dynamic-
kému rozsahu (obr. 5),

— uréeni poCtu naboji u vicenasobné nabitych iontd
diky vy$§imu rozliSeni (obr. 6),

—  moznost vicenasobného MS" diky vét§imu mnozstvi
iontd, jez je mozné v iontové pasti akumulovat,

—  zrychleni analyz popt. zvySeni mnozstvi ziskanych
dat diky moznosti rychlejsiho skenovani.

Zrychleni analyzy bylo demonstrovano napt. porov-
nanim 3D iontové pasti (Finnigan LCQ Deca XP Plus)
a2D iontové pasti (Finnigan LTQ) na analyze peptidi
vzniklych tryptickym $tépenim Mycoplasma pneumoniae"’.
Smés peptidii byla nejprve podrobena SCX frakcionaci

Tabulka II
Metody proteomické analyzy
Piiprava vzorku Separace Detekce
Precipitace etha- 2D Gel gelova extrakce &
nolem, alkylace, IPG (pH 3-10) & nanosprej
trypsinolyza 14%T iontova past MS/MS
Ultrafiltrace, IDLC nanosprej
alkylace, trypsi- (obracend faze)  iontova past MS/MS
nolyza
Ultrafiltrace, 2D LC nanosprej
alkylace, trypsi- (iontovd vyména iontova past MS/MS
nolyza & obracena faze)
LCQ Classic
Zoom scan
100 250.21
60
20 24094

24813 24054 24993 2H9E2 209 25130 25005 25242
248 249 250 251 252
miz

300,39

100

300.06

60

30025

20

20850 299.80 pog 23 301523 20198 30224
B e e e e

208 299 300 301 302

Obr. 6. Porovnani rozliSeni ziskaného technikou Zoom Scan (3D iontova past LCQ) a Ultrazoom Scan (2D iontova past LTQ)
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Obr. 7. Kapilarni RP-HPLC-MS/MS analyza frakce 37 na (a)
Finnigan LCQ Deca XP Plus; doba analyzy 200 min, 3D ionto-
va past a (b) Finnigan LTQ; doba analyzy 100 min, 2D iontova
past
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Obr. 8. Kvalita identifikace proteinti (prvnich 10) vyjadi‘ena
pomoci Sequest Consensus Score; 1 — leucine aminopeptidase, 2
— pyruvate dehydrogenase E1 beta-subunit, 3 — molecular chape-
rone, 4 — DNA-directed RNA polymerase beta chain, 5 — RNA
polymerase beta subunit, 6 — ribosomal protein L1, 7 — conserved
hypothetical protein, 8 — PEP-dependent HPr protein kinase
phosphoryltransferase, 9 — L-lactate dehydrogenase, 10 — Heat-
shock protein GroEL

a jednotlivé frakce analyzovany LC/MS/MS na kapilarni
koloné s reverzni fazi, pficemz podminky byly zvoleny
tak, aby analyza byla dvakrat krat$i na LTQ (obr. 7). I pfi
tomto dvojndsobném zrychleni analyzy bylo mozné identi-
fikovat pfiblizné stejné mnozstvi proteind (548 na LTQ vs.
575 na LCQ). Pfestoze byla pro HPLC separaci pii analy-
ze pomoci 2D iontové pasti pouzita kratsi HPLC kolona (5
cm proti 20 cm na 3D pasti), byla kvalita identifikace pro-
teind vyjadfend parametrem ,,Sequest Consensus Score*
na tomto pristroji vyrazné lepsi (obr. 8).

4. Spojeni 2D iontové pasti s FT-ICR
analyzatorem

Jak jiZ bylo uvedeno vySe, linedrni iontovou past je
mozné kombinovat s dalsimi MS analyzatory. Kombinaci

940
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Obr. 9. Schéma hybridniho hmotnostniho spektrometru Fin-
nigan LTQ-FT

2D pasti s FT-ICR uvedla na trh firma Thermo Electron
jako Finnigan LTQ-FT (obr. 9). Oba MS analyzatory
v tomto systému mohou pracovat paralelné, pfi¢emz prvni
ast poskytuje MS/MS a MS" spektra, FT-ICR analyzator
pak velmi pfesnou hmotnost vybranych iontll. Pfesnost
méfeni hmotnosti byva rutinné pod 1 ppm, rozliseni FT-
ICR pak podle rychlosti skenovani 100 000 (1 sken s az
500 000 (1 sken na 4 s).

Méfeni velmi pfesné hmotnosti v MS/MS spektrech

teini  pomoci tzv. ale 1 ,bottom-
up“proteomické analyzy'®.

Systém 2D iontova past — ICR je velmi snadno ovla-
datelny a vhodny pro rutinni méfeni velkého mnozstvi
vzorkl. Prikladem muaze byt spojeni LTQ-FT s robotem
Advion NanoMate 100 (automatické davkovani vzorku,
ESI chip)". 48 vzorkil riiznych analyti (peptidy, proteiny,
polymery, 1é¢iva) riznych koncentraci bylo analyzovano
duplicitné (96 méfeni), pficemz doba analyzy vzorku byla
cca 1 min. Doba jednoho cyklu (sken 2002000 amu) byla
1 s a ziskané rozlisSeni 100 000 (FWHM) na iontu m/z 400.
Pro méfeni presné hmotnosti byla pouzita 2 dny stara ex-
terni kalibrace. Pfi téchto podminkach byla piesnost stano-
veni hmoty ve velké vétSin€ ptipadi pod 1 ppm.

Kromé¢ MS/MS spekter ziskanych kolizi CID
v iontové pasti umoziuje hybridni systém 2D iontova past
- FT-ICR i dalsi ioniza¢ni techniky v cele ICR (ECD,
IRMPD) pouZivané pfi proteomickych analyzach a je za-
stupcem nové tiidy pfistroji poskytujicich potiebna data
(MS/MS, vysoké rozliSeni, pfesnd hmotnost, fragmentace)
pfi zachovani jednoduché obsluhy a moznosti rutinnich
analyz.

»top-down*

5. Spojeni 2D iontové pasti s FT-MS Orbitrap
analyzatorem

Toto spojeni bylo jako komeréné dostupny systém
uvedeno firmou Thermo Electron na konferenci ASMS
2005 v San Antonio, kdyz pfedem publikované vysledky
mé&feni*** naznagily potencidl nového MS analyzatoru.

Podobné jako v pripadé FT-ICR se jedna o FT/MS
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Obr. 10. Schéma Orbitrapu

analyzator, tentokrat vSak s elektrostatickym polem misto
magnetického. V analyzatoru jsou ionty zachyceny radial-
né a osciluji kolem centrélni elektrody, umisténé axialné
v dutiné analyzatoru (obr. 10). Oscilace ionti v Orbitrapu
jsou zavislé na jejich hodnoté m/z a jsou nedestruktivné
meéfeny a prevedeny Fourierovou transformaci na hmot-
nostni spektra.

Stejné jako v piipadé spojeni s FT-ICR je mozné sou-
bézné provadét MS” experimenty v linearni iontové pasti
a méfeni presné hodnoty m/z vybranych iontl v orbitrapu.

Publikované parametry jsou rozliseni 150 000, pies-
nost méteni hodnoty m/z 2-5 ppm a rozsah m/z do 6000
amu. Orbitrap zaroven vykazuje velkou kapacitu a dyna-
micky rozsah®. Velikou vyhodou tohoto analyzatoru je
absence rozmérného supravodivého magnetu a tim i na-
kladného chlazeni tekutym heliem a dusikem. Vyznamnou
vyhodou mutize byt i jednoduché ovladani.

6. MALDI za sniZeného tlaku (vMALDI) jako
iontovy zdroj 2D iontové pasti

Kombinace MALDI ionizace a 3D iontové pasti byla
pouzita pro rychlou identifikaci bilkovin®’. Zajimavé moz-
nosti poskytuje spojeni 2D iontovych pasti s MALDI ioni-
zaci za snizeného tlaku (VMALDI) viz tabulka III. Toto
spojeni umoznuje rychlou a velmi citlivou MS/MS analyzu
peptidovych §tépt bilkovin po 1D nebo 2D gelové separa-
ci, frakci peptidii v 96 nebo 384 jamkovych destickach,

Tabulka IIT

Nékteré parametry VMALDI-LTQ

Parametr Hodnota

RozliSeni na vstupu 0,5 Da

iontd

Citlivost 250 amol digest (MS/MS s identifi-

kaci), 200 amol jeden peptid

Pocet stupnt MS/MS 10

Kalibrace stabilni, provadi se separatné
Rozsah méfenych do 4000

hmotnosti

Pfesnost méteni m/z
Rychlost akvizice

typicky 15-85 ppm
1,5 s (3 pulsy laseru x 10 priméro-
vanych spekter)
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ptipadné analyzu na BIOCHIPS™ firmy LCI (Fremont,
CA). Ziskand MS/MS spektra lze pouzit pro identifikaci
bilkovin na zakladé peptidové sekvence napf. programem
SEQUEST. Zatimco LC/MS analyza obvykle trva 30-60
min, analyza vVMALDI-2D-IT vyZaduje jednotky minut na
vzorek.

Prikladem pouziti této techniky muize byt analyza
fosforylace mlécnych bilkovin (kasein) po jejich separaci
na 1D SDS. S vyuzitim Data Dependent MS® experimentu,
umoziiyjiciho sledovani neutralni ztraty 98, kterd v iontové
pasti u vétsiny peptidi odpovida ztraté H;PO, (popt. HPO,
+ H,0) a s vyuzitim prohlize¢e SEQUEST"" byly identifi-
kovany vsechny ¢tyfi mlééné kaseiny (alfa-kasein S1 a S2,
beta-kasein a kappa kasein) a mista jejich fosforylace®'.

7. Zavér

Rychly vyvoj hmotnostnich spektrometrit na bazi
iontové pasti v poslednich letech vede k Sirokému nasazeni
téchto systému v proteomické analyze. Umoziuji rychlou
a citlivou tandemovou hmotnostni spektrometrii pii rela-
tivn€ nizké cené instrumentace.

Uvedeni linearni iontové pasti a jeji kombinace
s ICR-FT-MS a pozdé&ji naprosto nového spojeni linedrni
iontové pasti s analyzatorem na bazi orbitrapu pak jesté
zvySuje potencial této techniky zvySenim jeji citlivosti,
dynamického rozsahu, moznosti vysokého a velmi vysoké-
ho rozliseni a velmi pfesného urceni hmotnosti. Vyvoj
v této oblasti zfejme zdaleka nekonci a iontové pasti budou
hrat v budoucnu stale vyznamné&jsi roli.
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1. Uvod

Hmotnostni spektrometrie patii v poslednich letech

se vyvijejicich analytickych metod. Také jiz neni chapana
jako pouha detekéni metoda, pfifazena za nejriznéjSimi
separaénimi technikami, ale v mnoha svych obménach
naléza uplatnéni v riznych biotechnologickych oblastech,

oblastech vyzkumu jako jsou genomika, metabolomika, ¢i
v dne$ni dobé nesmirné popularni proteomika. Jednou
z nejperspektivnéjsich hmotnostné spektrometrickych me-
tod je metoda iontové cyklotronové rezonance, ultracitliva
a nedestruktivni metoda pfindSejici spektra s nejlepSim
rozliSenim a piesnosti.

Princip iontové cyklotronové rezonance s vyuZzitim
Fourierovy transformace (zkracené¢ FT-ICR MS nebo jen
FTMS)™ je zaloZen na pohybu iontli v homogennim mag-
netickém poli tak, jak k nému dochazi v cyklotronové
(ICR) cele. Ionty vznikaji v iontovém zdroji za atmosféric-
kého tlaku a postupn& prochézi pres n€kolik stupnli se
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vzristajicim vakuem az do ICR cely s tlakem v fadech
107'° az 107" mbar a teplotou blizkou absolutni nule. ICR
cela, kterd je ve své podstaté elektromagnetickou iontovou
pasti, je umisténa uvniti prostorové homogenniho supravo-
divého magnetu s vysokym statickym magnetickym po-
lem. Tento permanentni magnet je zpravidla chlazen ka-
palnym héliem a dusikem. Pro nabité ¢éstice v cele plati,
ze magneticka sila dana Lorenzovym zdkonem (rovnice /)

- - (1)
Frag=zVv-B

plsobici na ¢astici o hmotnosti m a naboji z, a pohybujici
se rychlosti v uvnitf homogenniho magnetického pole o
magnetické indukcei B, je v rovnovaze se silou odstfedivou.
Diky této rovnovaze (rovnice 2) dochazi k jeji radialni
stabilizaci a pohybu po spiralovité draze o poloméru »

sz

)

- > -
Fods— =zv-B

-

Elektrostatické pole aplikované na zachycovaci elek-
trody pak stabilizuje ionty axidln¢ tim, ze jim zabrailuje
opustit celu podél osy magnetického pole (obr. 1). Magne-
tickd sila a rychlostni slozka v, kterda je kolma
k magnetickému poli B, pak zplisobuji, Ze nabité ¢éstice
rotuji po urcenych drahach s danou frekvenci. Frekvence
tohoto cyklotronového pohybu £ je dana rovnici 3

zB

_ eB
27mm

2rm/z

E)

fe

z je naboj iontu a e je jednotkovy naboj. Cyklotronova
frekvence iontu je tak nepfimo imérnd hodnot& m/z. Ionty
v cele nejprve rotuji po nizkych orbitach. Pii nasledné
aplikaci rychlého frekven¢niho napét'ového pulzu na exci-
tacnich elektrodach je jejich pohyb excitovan a ionty se
stejnymi hodnotami m/z se synchronizuji do oblakii kohe-
rentné se pohybujicich iontt. Pohyb téchto oblakt excito-
vanych ionti, které jsou v rezonanci s excitacnim napétim
a pohybuji se na vysSich orbitach, je sledovan méfenim
stiidavého proudu, ktery je pfi priletu indukovan na de-
tekénich elektrodach. Frekvence tohoto indukovaného
proudu je stejné jako cyklotronové frekvence f; a intenzita
je umérna poctu iontd. Zménou frekvence excitaéniho
napéti dojde ke zruSeni rezonance pro oblak o daném m/z,
a tim dojde k relaxaci a padu téchto iontl zpét na nizké
orbity. Jiny oblak iontd o rozdilné hmotnosti, ktery je
v rezonanci s novym napétim, je ale excitovan a vySe zmi-
nénym zpusobem detegovan. Méfenim cyklotronovych
frekvenci pro vSechny m/z v pozadovaném hmotnostnim
rozsahu se ziskd komplexni spektrum vsech detegovanych
frekvenci proti ¢asu (konvoluované frekvencni spektrum).
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Obr. 1. Schématicky nakres usporadani cely iontové cyklotronové rezonance a zpusobu ziskavani hmotnostnich spekter metodou

FTMS

Jeho néslednou dekonvoluci metodami Fourierovy trans-
formace se ziska spektrum intenzit proti dekonvoluova-
nym frekvencim a toto spektrum se nésledné transformuje
na format standardniho hmotnostniho spektra intenzit proti
hodnotam m/z (obr. 1).

Na rozdil od ostatnich hmotnostné spektrometrickych
metod nedochazi v FTMS pii detekei ionth k jejich de-
strukci na detektoru. Této vlastnosti je s vyhodou vyuziva-
no pro provadéni dalSich experimentd na zachycenych
iontech, jako jsou nasledné fragmentace v cele, studium
reakci v plynné fazi, disociace iontll nebo interakci mezi
iontem a molekulami. Diky tomu, ze frekvence je fyzikal-
né¢ meéfitelnd veliCina, stanovitelnd s vysokou pfesnosti
a magnetické pole supravodivého magnetu v FTMS systé-
mu miZe byt vysoce homogenni a stabilni, mtze byt také
hodnota m/z ziskana touto metodou urcena s vysokou pres-
nosti. Z téchto diivodii je FTMS zndm4 jako metoda, pfi
které se dosahuje vysokého rozliseni (>100 000 pii m/z
1000), vysoké presnosti hmoty (az na trovni sub ppm), ale
i vysoce presné rozlisené izolace ionti pred MS/MS nebo
MS" experimenty™®. Mezi nejrizngjsi aplikace této vysoce
pfesné hmotnostné spektrometrické metody patfi analyzy
velmi komplikovanych smési’®, vzorki pro kombinatorial-
ni chemii®'’, studie pro zjistovani a charakterizaci struk-
tur''™%, proteomické studie'*'*, nebo screening 1é¢iv'¢%,

Pro proteomické studie, mezi které patfi identifikace
proteint ¢i ovéfovani jejich sekvence, de-novo sekvenova-
ni nebo charakterizace post-translacnich modifikaci
(PTM), Ize v FTMS s tispéchem vyuzit nékolik moznych
fragmentacnich technik. Patfi mezi n€ kolizn¢ indukovana
disociace (CID — z angl. Collision-Induced Dissociation)'’,
trvalé mimorezonanéni ozafovani (SORI — z angl. Sustai-
ned Off-Resonance Irradiation)®, infratervena multifoto-
nova disociace (IRMPD — z angl. Infra-Red MultiPhoton
Dissociation)?' nebo disociace zachytem elektroni (ECD —
z angl. Electron Capture Dissociation)***. Protoze exci-
tatni Cas pouzivany pro tyto MS/MS techniky (kromé
SORI) je vrozsahu od nékolika 10 ms do nckolika
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100 ms (cit.**?7), jsou tyto popisované metody vyhodnym
feSenim pro spojeni ,,online” se separacnimi metodami
vysokou¢inné kapalinové chromatografie (HPLC)™ nebo
v uréitém piipadé téz kapilarni elektroforézy (CE)™.
Elektrosprej (ESI)™’' a MALDI (z angl. Matrix-
Assisted Laser Desorption/Ionization)*>** jsou v sou-

vvvvvv

ioniza¢ni techniky, vyuzivané v proteomice. Vybér vhodné
ionizacni techniky vzdy zavisi na zptsobu pfipravy vzor-
ku, jeho predfrakcionaci ¢i na pouzité separa¢ni metod¢.
A protoze Castd vyména ESI a MALDI ioniza¢nich zdrojt
znamena nejen ztraty pracovniho Casu pfistroje, ale také
zvySsuje riziko poruch, velmi vyhodnym feSenim mutize byt
pouziti kombinovaného zdroje CombiSource®!. Plné auto-
matickd zdména jednoho iontového zdroje za druhy v da-
ném kombinovaném zdroji pak trva pouhych 60 sekund.

Obecné plati, ze nejriznéjsi proteomické studie se
vyznacuji velkym rozsahem pozadavkd na instrumentaci,
vzdy v zavislosti na cilech dané studie. Také plati, ze
FTMS je hmotnostné spektrometricka technika, ktera nabi-
(ESI, MALDI), tak pro naslednou fragmentaci molekul
(CID, SORI, IRMPD, ECD). Ob¢ tyto vyhody, navic
v kombinaci s nepfekonatelnymi vykonnostnimi parametry
pristroje (citlivost, presnost, rozliSeni), délaji z techniky
FTMS nejuniverzalngjsi nastroj, pouZzitelny nejen pro pro-
teomické studie. Na nasledujicich ptikladech aplikaci bu-
dou popsany a diskutovany vyhody zmifované univerzal-
nosti a kvality pristroji FTMS.

2. Metody

FTMS hmotnostni spektrometry APEX-Q firmy Bru-
ker Daltonics (Billerica, MA, USA) jsou standardné osazo-
vany supravodivymi magnety o magnetické indukci 7, 9,4
nebo 12 Tesla s aktivnim stinénim. Také jsou dodavany
s kombinovanym ionizacnim zdrojem ,,CombiSource®,
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Obr. 2. Schématicky nakres usporadani FTMS hmotnostniho spektrometru Apex-Q firmy Bruker Daltonics (Billerica, MA, USA)

vyuzivajicim elektrosprej Apollo v kombinaci se zdro-
jem MALDI. Kompletni schéma tohoto pfistroje je ukaza-
no na obr. 2. V pripadé ionizace vzorku s vyuZzitim témét
ortogonalniho ESI zdroje Apollo vzniklé ionty nejprve
prochazi vyhiivanou sklenénou kapilarou (K), kde jsou
odpafovany pfipadné zbytky solventu. Tyto zbytky spolu
s potencialné vzniklymi neutralnimi molekulami jsou na-
sledné¢ zachyceny na iontovém trychtyfi (z angl. funnel
nebo skimmer), pfes ktery prochéazeji studované ionty do
systému s vy$§im vakuem (P,). Nasledn¢ je jejich pohyb
usmérnén prvnim hexapolovym vodi¢em iontt (HO) a poté
vstupuji do druhého linearniho hexapdlového vodice iontd
HI, ktery muze byt také vyuzit jako linearni iontova past
(kumulacni hexapo6l). Hexapodlovy iontovy vodi¢ HO je
umistén na pohybujici se platformé, na které je zaroven
umistén i MALDI tercik.

V ptipadé pouzivani MALDI zdroje tak pohybujici se
platforma odsune hexapol HO z drahy a pfed H1 ptedsune
MALDI tercik. Stejné jako vSechny ostatni MALDI pfistroje
firmy Bruker Daltonics m4 i ptistroj APEX-Q MALDI ter-
¢ik ve standardnim formatu mikrotitraénich desticek (MTP,
z angl. MicroTiter Plate) s 384 pozicemi pro nanaSeni
vzorki. Také v tomto pfipadé 1ze kromé klasickych ocelo-
vych MALDI terc¢iki vyuzivat patentované technologie
AnchorChip, kdy je povrch teréiku pokryt hydrofobni vrst-
vou a pouze na jednotlivych pozicich jsou mista
s hydrofilnimi kotvi¢kami, které slouzi k lepSimu zkoncen-
trovani a homogennimu usychani vzorku na ter¢iku. Mezi
nejveétsi vyhody této technologie patii bezesporu zvySena
citlivost a rozligeni piistroje®”. MALDI teréik se mize
pohybovat v osach X a Y a tim lze bud’ manualné nebo
automaticky ozafovat laserem jakoukoli z 384 pozic se
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vzorkem. Po laserovém néstielu jsou molekuly desorbova-
ny z matrice a ionizovany pfimo do kumula¢niho hexapdlu
H1. V MALDI modu je soucasn¢ s laserovym pulzem
poustén do hexapolu HI kolizni plyn, ktery ma za kol
zchladit desorbované a ionizované molekuly. Desorbované
ionty tak lze pfed vstupem do ICR zchladit a hromadit
v H1, ktery slouzi jako jednoducha linearni iontova past.
Prepnuti z MALDI médu do ESI a zpét je principalné vel-
mi rychlé, probiha automaticky fadové v desitkach sekund.
selektivni iontové optiky pro FTMS systémy, ktera slouzi
k selektivni akumulaci a/nebo disociaci iontl jeSté pied
vstupem do vlastni cely ICR, vyrazné obohatil moznosti
FTMS instrumentace’®’. Prvni &ast iontové optiky piistro-
je APEX-Q je tvofena kvadrupolovym hmotnostnim fil-
trem Q1, za kterym je umisténa hexapolova kolizni cela
H2. Tonty tak mohou byt kumulovany bud’jiz v linearni
hexapolové pasti Apollo zdroje H1, nebo v hexapdlové
kolizni cele H2. Vyhodou kumulace iontd az v hexapdlu
H2 je jeji vysokd selektivita, protoZze se hromadi pouze
ionty o piesné vybraném m/z, které jsou pied tim izolova-
ny pii pruletu kvadrupdlem Q1. Timto zplisobem muize byt
napfiklad zvySena pro ionty s velmi nizkym pfirozenym
vyskytem jejich populace v hexapdlu H2 jesté pied jejich
fragmentaci. Tento typ kumulace iontll pak vede k vyraz-
nému zvySeni citlivosti pristroje v MS/MS moddu. Aby
bylo mozné provést fragmentaci ionti v kolizni cele H2
(CID), musi se snizit kompenzace stejnosmérného proudu
v H2, ¢imZ se ziska spravna kolizni energie, dlleZitd pro
fragmentaci iontil. Na zavér jsou vSechny fragmenty posla-
ny do ICR cely kanalyze. Ztoho divodu se vSechna
FTMS spektralni data vyznacuji vysokou presnosti zméfe-
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nych hmot a rozlisenim.

Kromé vySe zminovaného zplsobu kumulace a na-
sledné CID-fragmentace v hexapolu H2 se v FTMS instru-
mentaci vyuzivaji dal$i fragmentacni techniky, pouZivané
pfimo v cele ICR: SORI, IRMPD a ECD. V ptipad¢ frag-
mentacni techniky SORI se v podstaté¢ jednd o typ CID
fragmentace, kdy se pomoci dusikového pulzu zvysi tlak
v cele ICR az na 10°® mbar a souc¢asné se akceleruji ionty
pomoci mimorezonan¢niho radiofrekvenc¢niho urychlova-
ciho napéti, které je obvykle nastaveno o 1-2 kHz nizsi
ne cyklotronova frekvence studovanych iontd®®. Pokazdé,
kdyz je cyklotronova frekvence iontl ve stejné fazi
s frekvenci mimorezonan¢niho napéti, dojde k jejich
urychleni, naopak pokud jsou v opa¢né fazi, dojde k jejich
opétovnému zpomaleni. Urychlené ionty koliduji s atomy
dusiku v cele a pfi kazdé kolizi dojde k dodani malého
mnozstvi excitani energie témto iontim. Tim, Ze se tento
proces opakuje v fadech stovek cykli za sekundu, dochéazi
k dodani dostatecného mnozstvi energie pro vlastni nizko-
energetické fragmentacni procesy. Nové vzniklé fragmen-
ty ale jiZz nejsou v rezonanci s radiofrekven¢nim urychlo-
vacim napétim, a proto nedochdzi k jejich urychlovéni
atim dal§i fragmentaci. Nevyhodou této fragmentacni
techniky je jeji relativni pomalost oproti IRMPD a ECD
z diivodu nutnosti zavadéni a nasledného odvadéni kolizni-
ho plynu dusiku z ICR cely.

Druhym a podstatné rychlejSim zpiisobem nizkoener-
getické fragmentace je vyuziti excitace paprskem infracer-
venych fotonti (IRMPD). Pro IRMPD zptisob fragmentace
je pouzivan laser CO, s maximalnim vystupnim vykonem
25 W (Synrad, Mukilteo, WA, USA), ktery je umistén za
vlastnim magnetem s celou ICR (obr. 2). Laserovy paprsek
prochézi do vlastniho vakuovaného prostoru s celou ICR
pres BaF okénko a nasledné otvorem ve stiedu duté katody
ECD z opacné strany nez piichézeji ionty (obr. 3). S kaz-
dym absorbovanym fotonem dochazi k absorpci malého
mnoZzstvi energie peptidickymi ionty a jejich excitaci. Pro-
toze dochazi k absorpci velkého mnozstvi fotont, je tato
vyslednd a prostorové distribuovand energie dostatecna
pro nizkoenergetické fragmentace absorbujicich nabitych
molekul. Na rozdil od SORI vsak nové vzniklé fragmenty
dale absorbuji energii z ptichazejicich fotonti a dochazi
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Obr. 3. Detailnéj$i nakres uspoiadani ICR cely a fragmentac-
nich technik IRMPD a ECD
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k jejich dalSim nizkoenergetickym fragmentacim. Z toho
ditvodu jsou IRMPD fragmentacni spektra bohat$i na men-
§i fragmenty a jsou tim mén¢ specificka nez spektra SORI.

Treti fragmentacni metodou provadénou uvnitf cely
ICR je ECD fragmentace, kterd se od SORI a IRMPD
vyrazné li§i. Aby bylo moZné pouzit IRMPD a ECD tech-
niky zaroven bez jakychkoliv uprav, byla vytvorena nepfi-
mo zahfivana davkovaci katoda prstencovitého tvaru®™.
Toto usporadani pak dovoluje provadét vysokorychlostni
ECD fragmentaci prstencovitym proudem pomalych elek-
trond o nizké energii (< 1 eV), ktery je kolmy na celu ICR.
Pokud nékolikanasobné nabity iont v ICR cele zachyti
elektron, uvolni se velké mnozstvi energie a dochazi
k rychlé fragmentaci. Jako nejpravdépodobnéjsi princip
této fragmentace se povazuje princip tzv. ,.horkého vodi-
kového atomu‘*’. Pfi ném dochazi k zachyceni elektronu
funk¢ni skupinou s nasobnym nabojem na pozitivnim ion-
tu (typicky protonovany Arg, Lys, His nebo terminalni
aminokyselina), ¢imz dojde k neutralizaci naboje a tvorbé
radikaldi nebo iontl s nesparovanym elektronem. Néasled-
kem toho dochazi k rychlému rozpadu vazby N-H a uvol-
néni ,horkého* vodikového atomu s pfebytkem energie
cca 6 eV. Tento vodikovy atom se piesouva podél peptido-
vé patefe k funkeni skupiné s vysokou afinitou k vodiku,
(napt. skupina NHCO), kde je znovu navazan. Diky lok4l-
nimu prebytku energie pfinesené vodikovym atomem do-
chézi k rychlému rozpadu vazby N—Ca.. N -Koncovy pep-
tidovy fragment pak reprezentuje produktovy iont C-typu
a C-koncovy peptidovy fragment reprezentuje produktovy
iont Z-typu. Diky vysoké rychlosti tohoto fragmenta¢niho
procesu nedochazi k distribuci excitaéni energie pies dalsi
atomy v molekule a lze ziskat fragmenty obsahujici i jinak
labilni post-transla¢ni modifikace, které se pti pouZiti niz-
koenergetickych fragmentaci ztraceji. Z toho duvodu je
ECD vhodnou fragmentacni technikou nejen pro sekveno-
vani peptidi a malych proteint, ale také pro zjistovani
post-translacnich modifikaci.

Postupné nebo soucasné pouziti SORI, IRMPD
aECD a fragmentace na identické skupiné iontd chyce-
nych v cele ICR v ramci jednoho FTMS experimentu do-
voluje ziskat vicestupnova MS/MS/MS data. Tato vysoka
flexibilita vymény/piepinani mezi IRMPD a ECD v ramci
stejného experimentu je velice vyhodna béhem analyz
proteinovych Stépeni, popt. analyz celych proteint. Obec-
n¢ pak plati, ze moznost provadéni IRMPD a ECD experi-
mentl je jednou z hlavnich vyhod FTMS instrumentace ve
srovnani s tandemovymi spektrometry typu trojity kva-
drup(')l nebo QTOF, které dovoluji provadét pouze Casové

Pro vSechny zde zmlnované proteomické analyzy
s vyuzitim FTMS instrumentace byl pouzit systém kapali-
nové chromatografie Ultimate NanoLC od firmy Dionex/
LC Packings, ktery byl doplnén autosamplerem Famos
a prepinacem mikrokolon Switchos II. Pouzity prutok byl
200 nL min~' p#i 90-120 min gradientu acetonitril/voda.
Pro separaci byla pouZita 75um PepMap kolona od firmy
LC Packings.
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3. Vysledky a diskuse

3.1. Vyhoda robustnosti kombinované-
ho ionizac¢niho zdroje

Obrovskou vyhodou kombinovaného ESI/MALDI
zdroje ,,CombiSource* je, ze béhem prepinani mezi témito
mody neni tfeba systém stdle kalibrovat ani jinak ladit.
Nasledujici experiment ukazuje stabilitu a robustnost sys-
tému i pfi Castém automatickém pfepindni mezi mody.
V tomto experimentu byl pro méfeni pouzit peptid LHRH
(s monoizotopickym pikem MH" 1183,56432 Da), ktery
byl stiidavé ionizovan pomoci MALDI i ESI. Bé&hem
30 min doslo 20x k automatické vyméné moda. Piesnost
ziskanych dat v ESI moédu byla 0,81 ppm (standardni od-
chylka 0,2 ppm) a v MALDI médu 1,18 ppm (odchylka
0,45 ppm) jak ukazuje tabulka I.

3.2. Unikatni rozlisSeni i pro vysoké¢
hmotnosti

Rozliseni systému APEX-Q mutze dosahnout az hod-
not vétSich nez milion. Obr. 4 ukazuje MALDI spektrum
Substance P (MW 1346,728 Da) s rozlisenim 1,8 milionu
pfi pouziti magnetu o indukci 9,4 Tesla. Pfi téchto rozlise-
nich mohou byt izotopicky rozliseny kompletni proteiny.
Obr. 4 ukazuje ESI hmotnostni spektrum intaktniho BSA
(albumin v hovézim séru, MW 66 430 Da). Jak je vidét
z obr. 4, je v tomto spektru mozné pozorovat a jasné¢ rozli-
Sit 1 malé aduktivni ionty. Nicméné méfici Cas pro ziskani
tohoto FT spektra je cca 5 s, coz je relativné dlouhd doba,
ktera neodpovida typické sitce pikit HPLC. Z toho duvodu
bylo toto spektrum zméteno v infuznim experimentu. Pro-
toze vétsina parametri FTMS pfistroje se zlepSuje linearné
nebo kvadraticky se zvySujicim se polem magnetu®, je
pouziti FTMS instrumentace s lepS§imi magnety dilezité
pro provadéni experimentl také na Casové skale HPLC
(jednotky az desetiny sekund). Obr. 5 ukazuje ESI spekt-
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rum intaktniho proteinu karbonathydrolyasy (MW 29 022
Da) s plnym izotopickym rozliSenim, ziskanym za 0,5 s na
FTMS pfistroji s magnetem 12 Tesla.

Tabulka I

Ukazka robustnosti kombinovaného ioniza¢niho zdroje
CombiSource na hodnotéach presnosti zméfenych hmot pro
peptid LHRH (MH" 1183,56432 Da) pfi automatickém
stiidani ionizaci ESI a MALDI

Zdroj Experimentalni Pfesnost hmot
hmota [Da ] [ppm]
MALDI 1183,56225 1,75
ESI 1183,56342 0,76
MALDI 1183,56312 1,01
ESI 1183,56366 0,56
MALDI 1183,56311 0,85
ESI 1183,56330 0,86
MALDI 1183,56323 0,69
ESI 1183,56334 0,83
MALDI 1183,56323 0,92
ESI 1183,56342 0,76
MALDI 1183,56218 1,81
ESI 1183,56346 0,73
MALDI 1183,56262 1,44
ESI 1183,56342 1,33
MALDI 1183,56230 1,71
ESI 1183,56346 0,73
MALDI 1183,56311 1,02
ESI 1183,56342 0,76
MALDI 1183,56357 0,63
ESI 1183,56344 0,74
Priimér z MALDI 1183,56292 1,18
Priimér z ESI 1183,56337 0,81

M } 44+
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‘ l'll HI ||\| \|“ ml\“\l"\
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1511 0 m/=z

- T 1 - T - 73 T T 715 - T T
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Obr. 4. Ukazka vysokého rozliseni piistroje na pIné rozliSeném ESI spektru pro intaktni BSA (albumin v hovézim séru, MW 66 430 Da)

947



Chem. Listy 99, 943 — 951 (2005)

3.3. Unikatni pfesnost zméfenych hmot
v MS spektrech

Stejné kvalitni vysledky jako pro celé proteiny
o vysokych hmotnostech 1ze samoziejmé ziskat i pro pro-
teinové Stépy. Obr. 6 ukazuje BPC (Base Peak Chromato-
gram) pro albumin hovéziho séra (BSA), Stépeni a MS/MS
spektrum vybraného piku. Jak lze zjistit z vyhledavani
v databazi MASCOT, jsou pfesnosti méfené hmoty pro

Int.
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Obr. 5. Ukazka vysokého rozliSeni pristroje na izotopicky
rozliSeném ESI spektru pro intaktni protein karbonathydro-
lyasu (MW 29 022 Da)
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MS spektra (dilezité pro experimenty proteinového otisku
prstu — PMF, z angl. Peptide Mass Fingerprinting) a MS/
MS spektra v pruméru 0,5 ppm, resp. 1,2 ppm (standardni
odchylky jsou 0,78 ppm, resp. 1,78 ppm). Vyhledavani
v databazi MASCOT bylo provedeno s toleranci chyby
uréeni MS spektra 5 ppm a chyby ur¢eni MS/MS spekter
10mDa a ziskané vysledky vyhledavani vedly k jedno-
znac¢nému urceni proteinu BSA na zakladé vysokého poctu
pozitivnich nalezti v databazi (obr. 6). Pfesnost métené

vvvvvv

metrem pro vyhledavani PMF v proteinovych databazich.
Se zvySujici se presnosti se omezuje moznost falesnych
pozitivnich nalezii v databazi a urychluje se vyhledavaci
cas.

3.4.Vysoka pfesnost hmotnosti
v MS/MS spektrech

Také pro ziskana MS/MS data je velmi dilezita pies-
nost méfené hmotnosti vzorkid. V nékterych piipadech
totiz mize byt velmi dilezité rozliSovat 1 malé rozdily
v sekvencich na zaklad¢ ultrapfesnych MS/MS spekter.
Obr. 7 ukazuje napf. FT MS/MS spektrum ze §tépeni pro-
teinu albuminu v lidském séru (HSA — Human Serum Al-
bumin). Pokud by toto MS/MS spektrum bylo pouzito pro
vyhledavani s povolenou chybou hmoty 50 ppm (coz je
typické hodnota pro spektra z iontovych pasti), z databaze
MASCOT by byly ziskany dvé podobné peptidové sekven-
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Obr. 6. Ukazka piesnosti piistroje pfi méfeni MS a MS/MS spekter pro PMF experimenty a jejich duleZitosti pro jednoznaéné

vyhledavani pomoci databize MASCOT
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Obr. 7. Ukazka vlivu presnosti méfeni MS/MS spekter na
jednoznac¢né urceni proteinu albuminu v lidském séru pomoci
databazového vyhledavani MASCOT; a) obr. ukazuje vysledek
vyhledavani pii povolené chybé 50 ppm a b) obr. pfi povolené
chybé 5 ppm
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Obr. 8. Ukazka vysoké presnosti izolace a fragmentace v ICR
cele na spektru aminokyseliny homocysteinu o m/z 269,0625;
v cele ICR lze izolovat a separatn¢ fragmentovat dva riizné piky
s minimalnim rozdilem hmot

ce zruznych Zzivocisnych druhi, vtomto pfipadé z mysi
a ¢lovéka (obr. 7a). Hmotnostni rozdil téchto dvou sekven-
ci je pfitom pouhych 36 mDa, danych rozdilem hmotnosti
aminokyselin Gln a Lys. Takovyto vysledek by ptitom
vedl k ivaham, zda se jedna pouze o kontaminant, ktery se
dostal do vzorku v ramci laboratorni pfipravy, nebo zda se
jedna o peptid dulezity pro lidsky protein. Pokud by se
vSak jednalo o spektrum z FTMS a kritérium povolené
chyby hmoty pro vyhledavani by bylo 5 ppm, vysledek
z databdze by jednoznatné€ odhalil protein jako lidsky
(obr. 7b).
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3.5.Moznosti ultrapfesné izolace
a fragmentace

FTMS poskytuje nejen MS/MS data s vysokou pies-
nosti hmotnosti a rozliSenim. V piipad€, Ze k izolaci
a fragmentaci iont dochazi v ICR cele namisto ve vnéjsim
kvadrupolu Q1 a hexapolu H2, je tato izolace pred vlastni
fragmentaci extrémné presna. Obr. 8 ukazuje tento vyhod-
ny zpusob izolace na spektru aminokyseliny homocysteinu
0 m/z 269,0625. V tomto spektru se krom¢ piku aminoky-
seliny vyskytuje také jeden neznamy pik, ktery je posunut
pouze o 185 mDa. Oba piky pfitom mohou byt v cele ICR
izolovéany a nésledné fragmentovany individualng. Pouziva
se k tomu technologie korelovanych harmonickych exci-
tacnich poli CHEF (z angl. Correlated Harmonic Excita-
tion Fields), ktera vychazi z principu fragmentace SORI
(cit.*'™). Tuto technologii lze susp&chem vyuZit pro
izolaci nasobnych iontd pro kterykoli z MS" fragmen-
tacnich krokd. Navic 1ze pomoci prvotni izolace na Ql
jesté minimalizovat pocet jinych nezadoucich iontl pied
vstupem do cely ICR.

3.6.Rizné mozZznosti fragmentace iontd

CID je homogenni (ergodicka) fragmentacni technika,
pri které dochazi k distribuci energie mezi vSechny kolizi
excitované ionty a pfipadn€ vede k disociaci na mistech
nejslabsich vazeb. Napf. u post-translacné modifikovanych
(PTM) peptidi dochazi obvykle k fragmentaci na nejvice
labilnich vazbach, tedy vazbach na danou modifikaci.
Ve vétsing piipadd tedy tato MS/MS spektra nedovoluji
zadnou interpretaci, ktera by vedla k identifikaci umisténi
vazebného mista PTM v peptidu.

Na druhé¢ strané ECD indukuje fragmentaci elektrono-
vym paprskem s nizkou energii letictho uvnitf cely ICR,
ve které se spiralovité pohybuji zachycené ionty.
V piipad€, Ze né€kolikanisobné nabity iont zachyti elek-
tron, dojde k uvolnéni velkého mnozstvi energie a dochazi
k okamZité fragmentaci v mist¢ nebo blizko zachytu elek-
tronu. Mechanismus této fragmentace je vysvétlen intra-
molekularnim prenosem vodiku, ktery ma za nasledek
rychlou fragmentaci pfed nahodnou distribuci vzniklé
energie. Okamzitou fragmentaci dochazi ke vzniku frag-
mentd, které obsahuji labilni PTM a které by byly pfti pou-
ziti fragmentace CID ztraceny. Z toho divodu muize byt
ECD technika pouzita nejen jako dal$i pomocnik pro zjis-
tovani sekvence peptidi a malych proteint z MS/MS
spekter, ale také a predevsim muze byt a byva pouzita pro
zjiStovani pozic labilnich PTM. FTMS je v soucasné dobé
jediny hmotnostni analyzator, ktery je schopen provadét
ECD experimenty, jelikoz je to jedind iontov4 past, ve
které elektrony a mnohonasobné nabité ionty mohou exis-
tovat spolecné pfi relativné nizkych energiich. Obr. 9 zob-
razuje MS/MS spektrum ECD fragmentace fosforylované-
ho peptidu. Na rozdil od CID fragmentace v Q1 je pouze
ECD fragmentaéni technika schopna odhalit PTM threoni-
nu na pozici T3.

ECD je sama o sob€ velice efektivni fragmentacni
technikou, v kombinaci s IRMPD vsak navic dovoluje
disociace velkych peptidi nebo dokonce intaktnich a vyso-
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Obr. 9. MS/MS spektrum fosforylovaného peptidu, ukazujici
moznost pouZiti ECD fragmentace pro jednozna¢né urcovani
post-transla¢nich modifikaci v proteinech ¢i peptidech

ce odolnych proteint*’. IRMPD pracuje na principu ozafe-
ni matetskych (prekurzorovych) iontl intenzivnim prou-
dem infracervenych fotond o Sifce cca 2 mm. Fragmentace
poté probiha smérem od ozafenych, tzv. ,horkych® ionti.
Diky dobrému prostorovému prekryti infracerveného pa-
prsku s oblakem vzniklych primarnich fragmentt je Casto
mozné provést jejich dalsi efektivni excitaci a pfipadnou
sekundarni fragmentaci. Obvykly postup fragmenta¢nich
experimentdl na iontech proteint v cele ICR je jejich exci-
tace proudem infracervenych fotond a nasledné fragmenta-
ce pomoci ECD. Timto zpisobem pak vznika vysoky po-
¢et nasobné nabitych iontl a tyto jsou vyuZivany pro pies-
né ovéfeni proteinovych sekvenci.

4. Zavér

Jak bylo ukadzano na nékterych ptikladech v tomto
¢lanku, je technologie FTMS v soucasnosti nejkvalitnéjsi
hmotnostné¢ spektrometrickou metodou, kterd muize byt
pouzita pro nejriznéjsi (nejen) proteomické studie. FTMS
se vyznacuje moznostmi ziskat spektra s maximalnim roz-
lisSenim a ptesnosti hmot, kromé toho se jedna o metodu
velice citlivou. Navic se FTMS instrumentace firmy Bru-
ker Daltonics vyznacuje vyraznou modifikovatelnosti a to
jak na strané plné automatickych kombinovanych ESI/
MALDI zdrojii, tak na strané moZznych izolacnich a frag-
mentacnich technik. Moznost osazeni magnety o sile az
12 Tesla déla z téchto instrumentd i velmi rychlé spektro-
metry, které Ize spojovat s rychlou HPLC, nanoLC nebo
dokonce CE. VSechny tyto vyhody a nesporné kvality
FTMS instrumentace jsou bohuzel vyvazeny jeji relativné
vysokou cenou, kterd v soucasnosti brani jejimu masove;j-
Simu rozsifeni. Bezesporu se ale jednd o technologii
se zajimavou budoucnosti.
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inhibitor cyklin dependentnich kinas

Uvod

Neuspokojivé vysledky 1é¢by nadorovych onemocné-
ni siln€ stimuluji vyzkum a vyvoj novych protinadorovych
léciv. Tyto 1éky jsou obvykle sméfovany proti novym ci-
Iim, o kterych se domnivame, ze hraji dilezitou ulohu
v maligni transformaci bunck. Cyklin-dependentni kinasy
(CDK) jsou typickym piedstavitelem takovychto cili diky
jejich zvysené aktivité ve vét§iné nadorovych bun€k. Syn-
teticky pripravené inhibitory CDK jsou tak jednim
z perspektivnich zpiisobti protinadorové 1é¢by".

Od roku 1994, kdy byl popsan olomoucin jako prvni
inhibitor CDK ze skupiny trisubstituovanych purinii®, bylo
syntetizovano mnoho derivati odvozenych od olomouci-
nu. Tyto latky zastavuji bunéény cyklus na pfechodech
G1/S a G2/M, jsou velmi cytotoxické pro nadorové bunky
v in vitro testech a jeden z derivatli, bohemin, je G¢inny
rovn&Z in vivo®. Pro porozuméni mechanismu t&inku dané-
ho léku je nutné studovat jeho plsobeni na molekularni
arovni. Analyza proteomu je nepochybné ucinnou techni-
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kou pro porozuméni bunééné odpovédi na Grovni proteinti.

Proteomika pfedstavuje nové moznosti nejen pro la-
boratofe zabyvajici se studiem proteint, ale i vyzvu pro
firmy zabyvajici se vyvojem analytickych pfistroji. Obtiz-
nost ukolu vyplyva z velkého poctu analyti — proteint ¢i
peptiddl, které musime separovat a charakterizovat v jedné
globalni analyze urcitého proteomu. Zatimco projekt sek-
venace lidského genomu pracoval s desitkami tisic gent,

moznych proteintl v organismu se odhaduje az v fadu mili-
ont*. Proteiny jsou zna¢né réiznorodé, lisi se velikosti,
nabojem i hydrofobicitou. Mnohé z nich jsou navic post-
translacné modifikovany nebo tvoii komplexy s jinymi
proteiny, ¢i nukleovymi kyselinami.

Dvojrozmérna gelova elektroforéza (2DE) je dnes
zakladni metodou separace komplexnich proteinovych
smési. Proteiny jsou v prvnim rozméru rozdéleny podle
svého izoelektrického bodu, ve druhém rozméru podle
molekulové hmotnosti. Pies své nesporné prednosti ma
2DE nékteré nedostatky, napf. nizkou ucinnost solubiliza-
ce membranovych proteinti a omezeni v déleni hydrofob-
nich proteinti &i proteind o extrémni velikosti nebo naboji’.

V roce 2003 byl pfedstaven systém ProteomeLab™
PF 2D (Beckman Coulter Inc.), ktery ma pomoci problémy
2D elektroforézy alespoil z ¢asti preklenout. PF 2D je ana-
lyzator pracujici na principu dvojrozmérné HPLC. Protei-
ny jsou timto systémem separovany podle svého izoelek-
trického bodu a nasledné ve druhém rozméru podle hydro-
fobicity.

Cilem této studie bylo vyuziti nového proteomického
pfistupu, dvojrozmérné kapalinové chromatografie PF 2D
ke sledovani proteinovych zmén v nadorovych bunkach po
pusobeni protinddorové latky, boheminu. Bylo provedeno
srovnani proteinovych map lyzati CEM buné¢k (linie bu-
nek T-lymfoblastické leukemie) oSetienych a neosetfenych
timto inhibitorem cyklin-dependentnich kinas a nékteré
z ovlivnénych proteint byly identifikovany hmotnostni
spektrometrii.

Experimentalni ¢ast

Pfiprava buné¢k

Bunééna linie CEM byla kultivovana v mediu RPMI
1640 (Sigma-Aldrich) s ptfidavkem 10% fetalniho teleciho
séra, 50 Uml™" penicilinu a 0,1 mgml™" streptomycinu.
Buiiky byly kultivovany pti 37 °C v 5% CO, v pfitomnosti
nebo nepfitomnosti 60 pM boheminu po dobu 12 h. Po
kultivaci byly buniky opakované promyty v ledovém fosfa-
tovém pufru (2,7 mM KCl a 137 mM NaCl v 10 mM fos-
fatovém pufru, pH 7,3) a zcentrifugovany.
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Dvojrozmérna kapalinova
chromatografie PF 2D

Buiiky CEM byly lyzovany v roztoku obsahujicim
6 M mocovinu, 2 M thiomocovinu, 50 mM TRIS, 2% w/v
oktylglukosid, 5 mM (2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid
(TCEP), 10% glycerol a 1 mM koktejl proteasovych inhi-
bitort (Sigma-Aldrich). Po nésledné centrifugaci byl lyzat
odsolen na kolonkach PD 10 (kolonky jsou soucasti PF 2D
kitu, Beckman Coulter Inc.).

Dvojrozmérna kapalinova separace proteini byla
provedena na systému ProteomeLab™ PF2D podle poky-
nu vyrobce. Kolony a chromatofokusacni roztoky jsou
dodavany vyrobcem PF 2D. Pro analyzu bylo naneseno
0,5 az 1,8 mg celkového proteinu.

V prvnim rozméru byly proteiny separovany na chro-
matofokusacni kolon¢ dle jejich interakce s kolonou
v zavislosti na pH. Bazické proteiny s pl nad 8,5 nejsou
kolonou zachyceny, byly vSak detegovany a jimany sbéra-
¢em frakci. Po vytvoreni gradientu pH v rozsahu 8,54
byly proteiny z kolony vymyvany ve frakcich podle méni-
ci se hodnoty pH. Kyselé proteiny s pl pod 4,0 byly pak
vymyty roztokem o vysoké iontové sile (1M NaCl). Frakce
separované chromatofokusacni kolonou byly monitorova-
ny integrovanym pH metrem s pritoc¢nou elektrodou a UV
detektorem pfi vlnové délce 280 nm. Bazické proteiny,
proteiny vymyté gradientem pH i kyselé proteiny byly
sbirdny v celkem 27 frakcich a pfimo automaticky nastfi-
kovany na druhou kolonu.

Proteiny byly ve druhém rozméru separovany pomoci
kolony s reverzni fazi, kde se proteiny déli podle hydrofo-
bicity. Naplni je specidln¢ upraveny neporézni silikagel
s malym pramérem (1,5 um) a vysokou uniformitou veli-
kosti ¢astic zajist'ujici vysokou délici schopnost. Separace
probihala 35 min v linedrnim gradientu 0-100 % acetonit-

—pH Monitol — UV-1

-+0,08

Aazgo

-+0,04

-0,00

0 40 80 120 160
t, min

Obr. 1. Dvojrozmérna chromatograficka separace proteinii ProteomeLab™ PF 2D;

Laboratorni pfistroje a postupy

rilu s piidavkem 0,8-1% v/v trifluoroctové kyseliny
(TFA). Rozdélené proteiny byly kvantifikovany UV detek-
torem pii 214 nm. Interferujici material neproteinového
charakteru putuje pfi separaci s ¢elem. Jednotlivé proteino-
vé frakce byly sbirdny v intervalech 0,6 min sbéracem
frakci FC204 (Gilson) do 96 jamkovych mikrotitracnich
desti¢ek a pripraveny pro hmotnostni spektrometrickou
analyzu.

Data byla zpracovana softwarem ProteoVue. Vytvo-
fené 2D proteinové mapy, znazoriiujici polohu proteinu
v zavislosti na pl a hydrofobicité, byly pak porovnavany
pomoci software Delta Vue. Celé softwarové vybaveni je
soucasti systému PF 2D. Proteiny, jejichZ hladina se vice
nez dvojnasobné liSila mezi kontrolnimi a boheminem
oSetfenymi vzorky ve tfech nezavislych opakovanych po-
kusech, byly vybrany pro identifikaci hmotnostni spektro-
metrii.

Hmotnostni spektrometrie

Vybrané frakce po druhém rozméru PF 2D byly kom-
pletné vysuSeny pomoci SpeedVac koncentratoru Savant
DNA 110-230 (dualezité je tiplné odstranéni TFA). Protei-
ny byly §tépeny pres noc v 50 ul pufru obsahujicim 0,01%
2-merkaptoethanol, 0,1 M 4-ethylmorfolin acetat, 1 mM
CaCl,, 10% acetonitril a 50 ng trypsinu. Ziskané peptidy
byly extrahovany do 40% acetonitrilu/0,1% TFA a méfeny
v pozitivnim modu na MALDI-TOF hmotnostnim spektro-
metru BIFLEX II (Bruker). Roztok a-kyano-4-hydroxy-
skoficové kyseliny v 30% acetonitrilu/30% methanolu/0,2%
TFA (10 mg ml™") byl pouzit jako matrice MALDI. Spektro-
metr byl externé kalibrovan pomoci peptidovych standardi
angiotenzinu II a insulinu.

b
—Uv-2
0,12 - 0,12
Az1y Az1y
‘n
0,06 - 70,06
U
\ ( ' | I\ \ ’
000 — . . JJML‘“"»r““ ‘“ ‘” ‘ ‘ -0,00
| I ! -
8 12 16 20

a) prub&éh separace v prvnim rozméru

(chromatofokusace). Proteiny lyzati CEM bunék oSetfenych boheminem a neoSetfenych kontrolnich bunék byly separovany v pH gradi-
entu 8 az 4. Frakce byly sbirany v 0,3 pH intervalech, resp. po 1,5 ml objemech v dob¢, kdy se pH nelisilo. b) Separace v druhém rozméru
(HPLC s reverzni fazi). Proteiny v pl frakcich z prvni dimenze byly dale separovany podle hydrofobicity. Priklad separace pl frakce ¢. 18

(pH 6,76-7,06)
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Vysledky a diskuse

V nasi predchozi praci®’ byly metodou 2DE s nésled-
nou hmotnostné spektrometrickou analyzou uspésné iden-
tifikovany proteiny, které byly rozdilné¢ exprimovany po
plsobeni boheminu na CEM T-lymfoblastické leukemické
buiiky a na bunky plicniho adenokarcinomu linie A549.
Pomoci 2DE lyzatt buné¢k CEM bylo separovano az 2000
proteinovych skvrn vjednom gelu, pocitatova analyza
diferencialni exprese odhalila 9 skvrn s vyrazné odliSnou
koncentraci v buikich ofetienych boheminem. Sest
z téchto deviti proteint bylo pak identifikovano hmotnost-
ni spektrometrii MALDI-TOF.

Cilem této studie bylo rozsifit nas predchozi vyzkum
molekularnich mechanismt doprovazejicich ti€inek bohe-
minu novou technikou PF 2D. Pfi porovnani vlastniho
procesu analyzy se jevi vyhodou systému PF 2D moznost
plné automatické analyzy. Ta je, mimo jiné, umoznéna
itim, ze proteiny zistavaji po celou dobu analyzy
v roztoku. Systém PF 2D ma také vyssi kapacitu a miaze-
me na n¢j nanaset az 5 mg celkového proteinu, pokud je
takové mnozstvi snadno dostupné. Z nasich dosavadnich
zkuSenosti vSak vyplyva, ze PF 2D vykazuje vétsi ztraty
proteint béhem analyz nez 2DE. U analyz, kde je
k dispozici pouze limitované mnozstvi vzorku, je pak vy-
hodng&jsi 2DE.

Po separaci bunécnych lyzath dvojrozmérnou kapali-
novou chromatografii jsme detegovali 1500-2300 protei-
novych piki. B&hem separace v prvni dimenzi (obr. la)
bylo sbirano celkem 27 pl frakci. Kazda ztéchto frakei
z prvniho rozméru byla reverzné-fazovou chromatografii
dale rozdélena do 60—70 pikt (obr. 1b). I pfes vysoké roz-
liSeni tohoto systému mohou nékteré proteinové frakce a/
nebo proteinové piky obsahovat vice nez jeden protein.

a
pH rozsah

374 375 376 377 378 379 38 381 404 434 464 495 525 555 585 615 646 676 7.06 7.36 766 7.96 797 798 799 § 6O
7.38 8 801,802
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Cislo pl frakce

Obr. 2. Dvojrozmérna proteinova mapa kontrolnich bunék (a) a

Laboratorni pfistroje a postupy

Tato skutecnost je obvykle pozd¢ji prokazana naslednou
analyzou hmotnostni spektrometrii.

Pouziti UV detektorti pro detekci separovanych pro-
teinll umoziuje presnou kvantifikaci (kromé pikl obsahu-
jicich vice nez jeden protein) bez potieby dalsiho barveni
proteini. UV absorbance kvantitativné odpovidaji mnoz-
stvi proteinu. Porovnani kvalitativnich a kvantitativnich
rozdili mezi dvéma vzorky v dané specifické pl frakci po
jejim rozdéleni ve druhém sméru umoziiuje software Del-
taVue, ktery srovnava relativni intenzity UV absorbance.
Za vyznamné rozdilné byly povazovany proteinové zony,
u nichz se plocha piki liSila minimalné dvojnésobné ve
3 nezavislych opakovanych pokusech.

VétSina rozdiln€ exprimovanych proteinti byla pii-
tomna ve snizeném mnozstvi (celkem 20 proteinti) po pu-
sobeni boheminu (obr. 2a), pouze Ctyfi proteiny byly zvy-
Seny (obr. 2b). N€které z rozdilné exprimovanych proteini
byly uspésné identifikovany hmotnostni spektrometrii
(oznacené ¢isly v obr. 2). Piehled identifikovanych protei-
nl uvadi tabulka I. Tyto proteiny nalezi k riznym funkc-
nim skupindm, zejména jadernym proteinim vazajicim
DNA a adaptorovym proteintim.

Tfi ze snizené exprimovanych proteind po plsobeni
boheminu, spliujici kritérium ,jeden protein v jednom
piku®, byly identifikovany jako histon H2B.a (protein ¢islo
8 na obr. 2a a v tabulce 1) a histon H3.3 (proteiny ¢. 4 a 5
na obr.2a a v tabulce I). Vyskyt riznych forem histont
v oblasti pl 6,7-7,9 neni typicky, protoze obvyklé pl histo-
ni lezi mezi 10 a 12. Nicménég detekce histonu H3 pomoci
western blotu se specifickou protilatkou (data nepubliko-
vana) prokazala pfitomnost tohoto histonu nejen ve frak-
cich s pH 7-8, ale zejména v pl frakci Cislo 26, ktera obsa-
huje vSechny bazické proteiny spl> 8,5, které nejsou
chromatofokusacni kolonou zachyceny. Posun pl histond

b
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357 358 359 36 361 362 363 364 398 428 450 489 519 543 579 609 639 663 693 73 76 79 791 792 793 794 795
1358359, 36 361,362,363, 364,398 428,458 489,519,543,579 609 6.39 663,693, 7.3 | 76, 79 791 ,792,793,794,79%5,7%
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Cislo pl frakce

boheminem osetfenych bunék (b) vytvorena softwarem Proteo-

Vue; rozdilng exprimované proteiny jsou oznaceny podlouhlymi ramecky. Cisla ozna¢uji proteiny identifikované metodou MS (piehled
viz tabulka I). Frakce oznacené Cisly 9-13 obsahujici vysoce abundantni proteiny, jejichZ exprese se vlivem boheminu neménila, ale byly
identifikovany MS. a) V mapé jsou vyznadené proteiny, jejichz exprese byla niz§i v buitkach oSetfenych boheminem oproti kontrolnim
burnikdm. b) V mapé jsou v podlouhlych rameccich proteiny, jejichz exprese byla zvySena po puisobeni boheminu

954



Chem. Listy 99, 952 — 956 (2005)

Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka I
Identifikované rozdiln€ exprimované proteiny po ptisobeni boheminu
Protein * Nazev proteinu Cislo v databazi Pocet Pokryti My pl teoret. Rozdil
SwissProt ptifazenych sekvence teoret. BvsC"®
peptidi [%] [kDa]
1 60 kDa heat shock protein, P10809 7 26 61 5,7 + 2 ndsobn¢
mitochondrial
2 Crk-like protein P46109 8 38 34 6,3 — 7 nasobné
3 actin, cytoplasmic 1 P60709 8 29 42 5,3 — 4 nasobné
bifunctional purine P31939 7 17 64 6,3 — 4 nasobné
biosynthesis protein PURH
4 histone H3.3 P84243 26 15 11,3 — 2 nasobné
histone H3.3 P84243 37 15 11,3 — 10 nasobné
nuclease sensitive element P67809 10 48 36 9,9 — 7 nasobné
binding protein 1
7 U1 small nuclear P09012 8 28 31 9,8 nestanoveno
ribonucleoprotein A
histone H3.3 P84243 5 23 15 11,3
8 histone H2B.a P62807 10 59 14 10,3 — 10 nasobné
9 histone H2A.e Q99878 5 36 14 10,9 -
histone H4 P62805 6 47 11 11,4
10 histone H2A.e Q99878 3 18 14 10,9 -
histone H4 P62805 3 32 11 11,4
11 histone H2A.e Q99878 6 38 14 10,9 -
histone H4 P62805 5 43 11 11,4
12 histone H2B.a P62807 4 27 14 10,3 -
13 histone H2B.a P62807 3 26 14 10,3 -

@ Cisla proteinii v tabulce se shoduji s ¢islovanim na obrazku 1; ° zména v hlading exprese proteinu v boheminem
osetfenych vzorcich versus neosetfenych kontrolach (zaloZeno na plose pikt UV,4 absorbance)

do kyselejsi oblasti mtize byt zptisoben jejich posttranslac-
nimi modifikacemi. Histon H3.3 miiZze nahrazovat histon
H3 v mistech aktivni transkripce. Fosforylace N-konce
histonu H3 na serinu 10 je klicovou pro pfestavbu chroma-
tinu a vstup bunky do mitézy a meidzy. Interakce mezi
fosforylaci Ser 10 a/nebo acetylaci lysini 9 a 14 mutze téz
regulovat transkripci mnoha genti diky zménam ve struktu-
fe chromatinu®. Podrobna analyza sekvence a modifikaci
histonu H3.3 nyni probiha v naSich laboratotich. Jako vel-
mi abundantni proteiny, jejichz hladina se vsak vlivem
boheminu neménila, byly identifikovany i dal$i formy
histontl, jmenovité histoni H2A.e, H4 (protein ¢. 9—11 na
obr.2b a vtabulce I) a H2B.a (¢. 12 a 13 na obr. 2b
a v tabulce I).

Dalsimi proteiny, jejichz hladina byla plsobenim
boheminu snizena, byly crk-like (crkl) protein a bifunkéni
protein biosyntézy purini (bifunctional purine biosynthesis
protein, PURH). Rodina crk (c-crkl, c-crkll, c-crklIII
a crkl) adaptorovych proteinii je soucasti mnoha bunéc-
nych signaliza¢nich drah. Tyto proteiny obsahuji domény
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SH2 a SH3, které¢ umoziuji tvorbu proteinovych komplexi
a jejich smérovani do urcitych mist v bunice. Proteiny Crk
se GiGastni pfenosu signalu od réiznych receptord’. Poruchy
regulace proteintl crk a mechanismu spojenych s kontrolou
bunééné migrace a prezivani se mohou podilet na progresi
nadorti a jinych onemocnénich'™!!. Snizena exprese protei-
nu crkl spojena s piisobenim boheminu na nadorové bunky
mize byt novym dulezitym ukazatelem vypovidajicim
o protinddorovém uc¢inku boheminu.

Vysledky dvojrozmérné kapalinové analyzy zmén
proteomu po piisobeni boheminu vyznamné dopliuji data
ziskana pomoci gelové 2DE. ProteomeLab™ PF 2D sys-
tém je vhodny pro srovnévaci proteomické analyzy buné&c-
nych proteinovych cilt a drah, které jsou zasazeny protina-
dorovym pisobenim inhibitoru cyklin-dependentnich ki-
nas. Identifikované proteiny reprezentuji potencialni bio-
indikatory bunécéné odpovédi na 1écbu boheminem, jejichz
validace vyzaduje dalsi ovéfeni.
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H. Skalnikova™!, H. Kovarova™, J. Moos™,
V. Filova™", P. Halada® (“ Institute of AnimalPhysiology
and Genetics, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Libéchov, ® Immunotech Co., Prague, © Institute of Micro-
biology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Pra-
gue, ¢ Joint Laboratory for Proteome Analysis, Prague):
A System Based on Principle of Two-Dimensional Liq-
uid Chromatography of Proteins as an Alternative to
Two-Dimensional Electrophoresis

New analytical systems alternative to two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-E) of
proteins in very complex biological samples have been
developed recently. One of them, two-dimensional liquid
protein fractionation system PF 2D, has been used in our
study and compared with previously used 2DE. PF 2D is
based on 2D HPLC technique, where proteins are sepa-
rated according their isoelectric point and hydrophobicity
in the Ist and 2nd dimension, respectively. Fractions are
collected in 96-well microplates; proteins remain in liquid
phase during the entire separation process. Omitting solid
phase is beneficial to subsequent protein identification by
mass spectrometry. Separation data are processed using
ProteoVue software and the resulting 2D protein maps are
compared using DeltaVue software package generating
a differential display view of up-regulated and down-
regulated proteins. PF 2D approach have been used for
interlysate comparison between cultured T-lymphoblastic
leukemia CEM cells grown in the presence or absence of
new synthetic cyclin-dependent kinase inhibitor, bo-
hemine. The results indicate that both proteomics tech-
nologies applied to the same sample provide complemen-
tary data. The use of PF 2D contributes to a more complete
understanding of the biological system studied.
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1. Uvod

Metody, které jsou uzivany v soucasné tradicni toxi-
kologii ke studiu toxicity novych potencialnich 1éCiv
a jinych chemickych latek, jsou zalozeny zejména na kla-
sickych bezpecnostnich studiich na zvifatech. Tyto postu-
py zahrnuji rovnéz histopatologické a biochemické vysled-
ky. S ohledem na etické aspekty je nutno tradi¢ni toxikolo-
gické metody podpofit modernimi analytickymi technika-
mi, které umoziuji postihnout zmény na molekularni Grov-
ni diive, nez se projevi morfologicky. Zejména vyzkum
karcinogenity je zaloZzen na dlouhodobych studiich, ve
kterych mohou zvifata chronicky stradat. Detekce novych
molekularnich biomarkerd uz pted tim, nez se nador proje-
vi morfologicky, by mohla v budoucnu umoznit zkraceni
experiment.
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V molekularni toxikologii, nové se etablujicim oboru,
jsou jednim z pfistupti k hledani biomarkerd proteomické
techniky. Ke studiu molekularnich zmén v krysich jatrech
vyvolanych hepatokarcinogenem jsme proto pouZili dvou-
rozmérnou elektroforézu (2DE) a poté hmotnostni spektro-
metrii (MS). Timto postupem jsme byli schopni detegovat
potencialni casné proteinové biomarkery, které mohou do
budoucna umoznit brzkou predpovéd’ moznych toxickych i
karcinogennich G&inkt vybranych latek'. Analyza biolo-
gické vyznamnosti ndm navic miZe pomoci objasnit za-
kladni fyziologické a patofyziologické mechanismy®.

2. Identifikace biomarkeri metodami dvouroz-
mérné elektroforézy a hmotnostni spektro-
metrie

Cilem této studie bylo monitorovat metodou 2DE
proteinové zmény vyvolané hepatokarcinogenem N-nitro-
somorfolinem (NNM) v jaterni tkéni krys. Diferen¢ni ex-
presni analyza jater ovlivnénych NNM vedla k vytipovani
proteind, které pak byly vyfiznuty z gelu, proteolyticky
nastépeny a identifikovany jak metodou peptidového ma-
povani (peptide mass fingerprinting, PMF), tak také tande-
movou hmotnostni spektrometrii (MS/MS).

K hledani potencidlnich biomarkeri pro ptfedpovéd
toxicity/karcinogenity jsme pouzili samce krys kmene
Wistar, kteti byli vystaveni vlivu jaterniho toxinu NNM
(piisobiciho na DNA) v koncentraci 20 mg kg™ t&lesné
hmotnosti po 7 tydni nasledovanych osmnacti tydennim
obdobim regenerace. Zvirata byla utracena v riznych ca-
sovych intervalech (po jednom dni, po 3 tydnech a po 25
tydnech), extrahované jaterni proteiny byly separovany
metodou 2DE (cit.”). Proteiny v gelu byly barveny pies
noc 1uM roztokem barviva na bazi komplexu ruthenia v
20% ethanolu a zviditelnény skenovanim gelu na fluo-
rescen¢nim laserovém skeneru Molecular Imager FX
(BioRad, Hercules, CA). Diferen¢ni expresni analyza byla
provedena s pouzitim software ProteomWeaver 2.0
(Definiens, Mnichov, Némecko). Vybrané proteinové
skvrny (landmarks, obr. 1) byly identifikovany ve vSech
gelech a umoznily tak pfesné vzajemné pfifazeni jednotli-
vych obrazovych analyz. Proteinové skvrny, které vykazo-
valy signifikantni regulaci exprese proteint (hladina vy-
znamnosti P < 0,02), byly vyfiznuty z gelu a pies noc §té-
peny trypsinem (Promega, Madison, WA, USA). Peptido-
vé vzorky pro UV-MALDI analyzu byly pfipraveny stan-
dardni metodou ,,schnouci kapky* s matrici 4-hydroxy-o-
-kyanoskoficové kyseliny (Applied Biosystems, Foster
City, CA), 2 mg ml™" ve smési acetonitril : 0,1% kyselina
trifluoroctova, 1:1 (v/v). MS a MS/MS analyza prob¢hla
na hmotnostnim spektrometru Applied Biosystems 4700
Proteomics Analyzer MALDI TOF/TOF® (obr. 2) (cit.*).
Kombinované hledani peptidovym mapovanim and tande-
movou hmotnostni spektrometrii bylo umoZznéno prohleda-
vacimi algoritmy MASCOT (Matrix Science Ltd., UK)
v databazi SWISS-PROT.
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Schéma 1. MALDI-TOF/TOF instrumentace

Obr. 1. 2DE separace krysich jaternich proteini kontrolniho
jedince; separace v prvnim rozméru probéhla na 24 cm pruhu
s imobilizovanym gradientem pH 4-7, pro separaci v druhém
rozméru byla pouzita SDS-PAGE v 10% polyakrylamidovém
gelu. Proteiny byly barveny fluorescenéné rutheniem. Identifiko-
vané proteiny povazované za vyznamné markery (landmarks)
jsou zvyraznény

3. Instrumentace TOF/TOF

Nejnovéjsi konfigurace piistroje MALDI TOF/TOF je
zobrazena na schématu 1 (cit.*). Pro odpateni a ionizaci
vzorku je v pfistroji Applied Biosystems 4700 Proteomics
Analyzer pouzit laser v tuhé fazi (diodovy Nd:YAG laser)
pracujici pti frekvenci 200 Hz a pii vinové délce A =
355 nm. Pted vstupem do priletového analyzatoru hmot-
nostniho spektrometru jsou ionty urychleny elektrickym
polem (MS mod 20kV, MS/MS mod 8kV). Protoze vsech-
ny ionty jsou urychleny stejnym napétim, ionty s odliSnym
pomérem hmotnost/naboj (m/z) budou putovat rozdilnou
rychlosti a ionty s vysokou hodnotou m/z budou putovat
pomaleji nez mensi ionty. Pomér m/z ionizovanych analyt
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Obr. 2. Pristroj 4700 Proteomics Analyzer MALDI-TOF/
TOF™:; patentovani TOF/TOF optika umoziiuje ziskavat data
v linearnim a reflektorovém modu a nasledujici analyzu sekvence
v MS/MS médu

je stanoven méfenim Casu dopadu na dvoukanalovy detek-
tor.

Systém prepocitava dobu letu na piesnou molekulo-
vou hmotnost, ktera pak dovoluje identifikaci nebo charak-
terizaci testovaného vzorku. Dvoustupiiovy reflektor
umoziuje fokusaci v Sirokém rozpéti fragmentti v. MS/MS
moddu, aniz snizuje kvalitu dat v MS modu. Prvky iontové
optiky, zobrazené v sekci druhého iontového zdroje,
umoziuji vybér prekurzoru a reakceleraci iontt jeho frag-
mentl v MS/MS modu (iontové selektory, zpomalovaci
¢ocky, kolizni cela a sekundarni disociace indukovana
srazkami v oblasti kolizni cely pfispivaji k intenzité ionto-
vého signalu v MS/MS moédu). Obvykla kolizni energie pti
MS/MS médu je 1 kV a je dana potencidlovym rozdilem
mezi celkovym urychlovacim napétim ve zdroji (8 kV)
a napétim v kolizni cele (7 kV). VSechny ionty fragmentu,
které vznikly bud’ samovolnym rozpadem nebo disociaci
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indukovanou srazkami v kolizni cele, pfispivaji k intenzité
signalu v MS/MS modu.

TOF/TOF optika pristroje Applied Biosystems 4700
Proteomics Analyzer spolu s tandemovymi priletovymi
analyzatory umoziuje velmi rychle ziskat Gplnou struktur-
ni informaci o vzorku. Konfigurace pfistroje zajistuje au-
tomaticky sbér vysoce kvalitnich dat za pouziti MALDI
ionizace. TOF/TOF optika navic poskytuje spektra typicka
pro vysokoenergetické kolize s dulezitou strukturni infor-
maci, jako jsou napf. immoniové ionty, St€peni v bocnich
fetézcich a interni fragmenty. Komplexni spektra s konzis-
tentnimi sériemi iontl dovoluji Gplnou identifikaci protei-
nd a jejich kompletni charakterizaci pti zachovani vysoké
rychlosti a pfesnosti analyzy.

4. Biologicky vyznam vysledki ziskanych
2DE/MS

4.1. Histopatologicka pozorovani
Korelace novych proteomickych pfistupt s klasicky-
mi toxikologickymi metodami byla provedena histopatolo-
gickou analyzou krysich jater. U krys nebyly po prvnim
dnu vystaveni vlivu N-nitrosomorfolinu pozorovatelné ani
makroskopické, ani histologické zmény, které by mohly
byt jednoznaéné pficitany ucinku NNM. Po 3 tydnech
expozice NNM vykazovala vétSina jater granularni povrch
kapsuly a zmenSeni. Histopatologicky byly zaznamenany
akutni degenerativni a subakutni reaktivni 1éze. Po 7 tyd-
nech vystaveni vlivu NNM, kterd pokracovala osmndcti
tydennim obdobim regenerace, vykazovala néktera jatra
zmény ve velikosti a barvé. Histopatologickd vySetfeni
odhalila 1éze s poSkozenim bunck a oblasti regenerace,
bunééné adenomy, a také bunécné karcinomy u 4 krys.

4.2. Analyza akutnich toxickych efektl

Na rozdil od histopatologickych nalezi odhalila dife-
rencni 2DE analyza krysich jaternich tkani po jednom dni
expozice NNM 13 statisticky signifikantnich proteinovych
skvrn pfi vice nez 1,7 ndsobném zvyseni exprese ve srov-
nani s intenzitami skvrn v kontrolnich gelech (vyznam-
nosti P < 0,02). Vsechny proteiny byly identifikovany
metodou MS a néslednymi MS/MS experimenty. Pfi bliz-
§im pohledu na molekularni funkci téchto proteind
(tabulka I) je zfejmé, Ze se uCastni obrannych procesti pfi
akutnim bunééném stresu. Signifikantn¢ se zvysila exprese
mnoha proteinll nezbytnych pro redoxni buné¢né regulace.
Peroxiredoxin 2 hraje dulezitou roli v eliminaci peroxidi
prostfednictvim redukce reaktivnich forem kysliku
(,,reactive oxygen species®, ROS) thioredoxinovym systé-
mem’. O zvySeném bundené stresu vypovida také indukce
superoxiddismutasy, ktera je znama tim, ze odbourava
radikaly. ,,Heat shock® protein 60 (HSP60) je vyznamnym
proteinem usnadnujicim spravné skladani proteinu, které je
naruseno stresem. ZvySena exprese HSP60 navic indikuje
zintenzivnéni procesti apoptdzy, coz piedstavuje sekundar-
ni efekt vyvolany oxidativnim poskozenim buiiky. VSech-
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ny iniciované procesy a reakce vedou k riznym modifika-
cim energetického metabolismu, které se projevuji zvysenou
expresi  aldehyddehydrogenasy, pyrokatechol-O-methyl-
transferasy, prekurzoru transthyretinu a 3-hydroxy-
anthranilat-3,4-dioxygenasy. ZvySeny metabolismus protei-
nt odrazeji zvySené hladiny prekurzoru proteindisulfidiso-
merasy A3 a také regulacni podjednotky 6B proteasy 26S,
ktera se podili na proteinové degradaci.

4.3. Subakutni a chronické toxické ucinky

Po tiech tydnech expozice NNM byly ve srovnani se
zménami pozorovanymi v jatrech po prvnim dnu pisobeni
detegovany mnohé dalSi deregulované proteiny. Zmény
zahrnuté v bunécné reakci na stres vyvolany NNM byly
jesté ve tietim tydnu detegovatelné, coz dokazuje zvysena
exprese HSP60, 71 kDa ,,heat shock” proteinu pribuzného
a ,,heat shock® proteinu 90-f (tabulka I).

Po tfech tydnech se k proteinovym zménam pozoro-
vanym na pocatku studie ptidaly procesy vztahujici se k
obrannym mechanismiim proti bunécnému stresu, které
jsou doprovazeny zvysSenou deregulaci anabolismu a kata-
bolismu.  Aldehyddehydrogenasa a glycerol-3-fosfat-
dehydrogenasa byly v této fazi deregulovany. Zménéna
exprese pyruvatkinasy a fruktosa-1,6-bisfosfatasy (F16P),
které ob& patii mezi enzymy glykolyzy, upozornila na
zavazné zmény energetického metabolismu. Zejména sni-
zeni exprese F16P znamena metabolicky posun od gluko-
neogeneze ke glykolyze, a proto je indikovana zvySena
potieba energie pro regeneraci a proliferaci jaterni bunky.
Tento efekt, ktery je elementdrni pro karcinogenni proce-
sy, mohl byt proteomickym pfistupem detegovan mnohem
dfive nez konven¢nimi metodami dosud uZivanymi v toxi-
kologii®.

Po 7 tydnech byla expozice zvitat G¢inku NNM zasta-
vena a nasledovalo pozorovaci obdobi 18 tydnti bez karci-
nogenu, poté ve 25. tydnu byla jaterni tkan analyzovana.
Histopatologie odhalila, ze u vétsiny krys se v této fazi
vytvorily nadory jater. Analyza této tkan¢ metodou 2DE
prokazala deregulaci tumorovych specifickych markero-
vych proteini. Rho GDP inhibitor disociace, HSP 60
a prekurzor kaspasy-8 (tabulka I), které hraji kli¢ovou roli
v mitochondridlnim fizeni apoptdzy, vykazovaly snizenou
expresi’®. To indikuje inhibici procesti apoptozy a nasled-
né podporuje nekontrolovany rist malignich jaternich bu-
nék. 2DE analyza odhalila, ze v této posledni fazi bylo
diferencné exprimovano mén¢ proteinl nez ve tretim tyd-
nu (75 signifikantnich skvrn ve 3. tydnu versus 45 skvrn
ve 25. tydnu). Deregulované proteiny sveédci o tom, Ze ve
25. tydnu, po 18 tydnech odpocinku a regenerace, uz bun-
ka nemusi reagovat na bunécny stres ptuvodné vyvolany
NNM. Exprese nékterych proteint normalné indukova-
nych bunéénym stresem byla nyni jen lehce snizena, jako
naptf. 71 kDa “heat shock” proteinu piibuzného, jehoZz
exprese byla naproti tomu ve 3. tydnu zvySena vice nez
dvakrat. AvSak proteiny anabolismu a katabolismu byly
jesté deregulovany, jako napi. aldehyddehydrogenasa,
malatdehydrogenasa, F16P a f-fetézec ATP- synthasy.
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Tabulka I
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Proteiny, které byly diferenéné exprimovany po 1 dnu, 3 tydnech a 25 tydnech expozice NNM, identifikovany peptidovym
mapovanim a naslednou tandemovou hmotnostni spektometrii. Hladiny vyznamnosti (P) byly vypocteny testem podle

Mann-Whitneye

Kategorie Protein Swiss Prot AN Nasobek Hodnota P
zmény
den 1
Bunécny stres peroxiredoxin 2 P35704 2,05 0,0069
superoxiddismutasa P07632 2,37 0,0167
60 kDa ,,Heat shock” protein P19226 2,61 0,0019
Metabolismus aldehyddehydrogenasa P11884 2,21 0,0009
3-Hydroxyanthranilat-3,4-dioxygenasa P46953 2,13 0,0034
pyrokatechol O-methyltransferasa P22734 2,16 0,0060
tyden 3
Bunécny stres 60 kDa ,,Heat shock” protein P19226 4,38 0,0000
71 kDa ,,Heat shock” protein ptibuzny P08109 2,38 0,0002
,Heat shock” protein HSP 90-beta P11499 2,10 0,0000
Metabolismus aldehyddehydrogenasa P11884 2,80 0,0000
pyruvatkinasa P12928 0,23 0,0000
prekurzor jaterni karboxylesterasy 10 P16303 0,28 0,0000
ketohexokinasa Q02974 0,57 0,0000
glycerol-3-fosfatdehydrogenasa 035007 0,58 0,0000
pyrokatechol O-methyltransferasa P22734 0,43 0,0000
fruktosa-1,6-bisfosfatasa P19112 0,64 0,0000
tyden 25
Tumor specifické prekurzor kaspasy-8 089110 0,56 0,0051
60 kDa ,,Heat shock” protein P19226 0,66 0,0005
Rho GDP inhibitor disociace Q99PT1 0,73 0,0001
Bunécny stres 71 kDa ,,Heat shock” protein ptibuzny P19378 0,63 0,0103
Metabolismus fruktosa-1,6-bisfosfatasa P19112 0,68 0,0000
ATP synthasa, B-fetézec P10719 0,56 0,0005
aldehyddehydrogenasa P11884 0,67 0,0001
malatdehydrogenasa P14152 0,58 0,0000
glycerol-3-fosfatdehydrogenasa 035007 0,62 0,0011
pyruvatkinasa P12928 0,57 0,0054

4.4. Potencialni proteinové biomarkery
pro predikci

Nas8im hlavnim cilem bylo detegovat ¢asné proteino-
vé biomarkery, které umoznuji predpoveédét pozdni stadia
jaterni karcinogeneze. Tyto proteiny by mohly podpofit
a posilit predpovéd karcinogennich efekti chemickych
latek. Proto jsme se zaméfili na proteiny, které byly v ja-
ternich vzorcich signifikantné regulovany jak po 3 tyd-
nech, tak i po 25 tydnech. V posledni fazi jsme se soustte-
dili pouze na tumorovou tkan. Zmény v sacharidovém
metabolismu, které byly diskutovany jako vyznamné pre-
kancerogenni zmény detegovatelné po 3 tydnech expozice,
byly stejnym zplsobem regulovany i po 25 tydnech (F16P,
pyruvatkinasa, glycerol-3-fosfatdehydrogenasa, tabulka I).
Oproti tomu absence odpovédi na bunécny stres, stejné
jako snizena aktivita vedouci k apoptoze, vyplyva ze sni-
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zené exprese 71 kDa ,heat shock” proteinu piibuzného,
CH60 a Rho GDP inhibitoru disociace v 25. tydnu, zatim-
co exprese vSech téchto proteint byla signifikantné zvyse-
na po 3. tydnu.

Zaveérem konstatujeme, Ze nas pristup odhalil 18 dife-
rencné exprimovanych proteinti (obr. 3) detegovatelnych
uz po 3 tydnech chemické expozice. Pouzitelnost téchto
proteinti jako biomarkerti pro ptredpovéd’ hepatokarcinoge-
nity musi byt jesté potvrzena dal$imi experimenty a v sou-
Casné dobe¢ se studuje.

5. Zavér
Nase vysledky ukazuji, ze postupy dvourozmérné

elektroforézy a hmotnostni spektrometrie citlivé deteguji
zmény na molekuldrni translacni Grovni dokonce uz po
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Obr. 3. 2DE separace proteint z lyzatu jaternich bunék po-
chazejicich ze 3. tydne (pH 4-7); potencialni ¢asné biomarkero-
vé proteiny, které byly diferencné exprimovany ve 3. tydnu a na
konci studie ve 25. tydnu, jsou zvyraznény

jednom dni puisobeni N-nitrosomorfolinu. Po tfech dnech
jsou tyto akutni projevy doprovazeny riznymi zménami
energetického metabolismu, které mohou mit vztah k Cas-
nym stadiim hepatokarcinogeneze. Tento typ zmén nemt-
ze byt klasickymi toxikologickymi metodami v takovém
rozsahu prokazan, ¢imz se potvrzuje vyznam proteomic-
kych technologii pro zlepSeni predikce v toxikologii. Na-
vic jsme byli schopni nalézt specifické proteinové markery
v tumorové jaterni tkani a také ,,endpoint* markerové pro-
teiny dokonce po tfech tydnech expozice. Posledn¢ uvede-
né markery mohou fungovat jako uzite¢né ¢asné proteino-
vé biomarkery pro pfedpovéd hepatocelularniho karcino-
mu. V budoucnu mize tato rana detekce, umoznéna zahr-
nutim proteomickych piistupli do rutinnich toxikologic-
kych studii, nahradit n¢které studie karcinogenity. Prezen-
tované vysledky jsou pfislibem tohoto potencidlu proteo-
mickych pfistupt pro klasickou a predikéni toxikologii.

Tento projekt byl podporen grantem ¢. 0312619 né-
meckého Bundesministerium fiir Bildung und Forschung
(BMBF).
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Modern proteomics technology was used for identifi-
cation of protein biomarkers for hepatocarcinogenicity. It
replaced currently used methods for the studies of toxic
effects of drug candidates. The detection of new bio-
molecular markers can shorten future studies.
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Uvod

Bakteriofag 812 je polyvalentni fag z Celedi Myoviri-
dae, jehoz hlavnim hostitelem jsou kmeny druhu Staphylo-
coccus aureus, avsak atakuje i jiné druhy rodu Staphylo-
coccus. Jde o virulentniho faga, po jehoz adsorpci na po-
vrchu bakteridlni buniky a injekci fagové DNA nastava
Iyticky cyklus konéici lyzi hostitelské bunky. Staphylo-
coccus aureus je puvodcem zavaznych onemocnéni ptaki
a savcl, mezi nimi i ¢lovéka. Vyvolava predevsim infekce
kiize, podkozi a pfilehlych struktur, kosti, kloubil a dycha-
cich cest jako sekundarni infekce po virové chiipce. Je
hlavnim plvodcem tézkych pooperac¢nich komplikaci
u pacientd s ortopedickymi implantaty, katetry, u pacientl
s AIDS a novorozenct. VySe popsané charakteristiky ¢ini
faga 812 vhodnym kandidatem pro fadgovou terapii, pfi niz
jsou bakteriofagy pouzivany pro 1é¢bu bakterialnich infek-
ci. Dnes se o fagové terapii uvazuje jako o alternativnim
zpusobu 1écby infekci vyvolanych bakteriemi rezistentnimi
k antibiotikiim. Fagova terapie nabizi oproti 1é¢bé antibio-
tiky vyssi specifitu, selektivni aplikaci v misté infekce,
absenci nezadoucich u¢inkl a rychlou selekci novych fagh
v ptipad¢ rezistence. O aktualnosti fagové terapie sveédci
napf. i nedavné testy piipravki obsahujicich figa K (cit."),
ktery je blizky ptibuzny faga 812.

Z hlediska t¢innosti fagové terapie je nejvyznamnéjsi
charakteristikou rozmezi hostitelti; jako slibné se jevi
zejména pouziti virulentnich a polyvalentnich fagh
s Sirokym rozmezim hostitele. V soucasné dob¢ je studo-
van vztah rozdilli genomu u standardniho typu faga 812,
jeho mutantt®, piibuznych fagh K (cit.*), Twort, SK311,
U16, 131 (cit.>’) a listeriového faga A511 (cit.%) k jejich
odlisnému hostitelskému rozmezi.

Dalsi moznosti studia odliSnosti fagl nabizi proteo-
micka analyza. Tato prace si klade za cil charakterizovat
proteom standardniho typu faga 812. Bude tak polozen
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zaklad pro porovnani standardniho typu faga 812 s jeho
mutanty a pfibuznymi fagy na Grovni proteinového kom-
plementu genomu. K analyze proteint faga 812 je pouzito
jak kombinace jednorozmérné gelové elektroforézy s pep-
tidovym mapovéanim s pouzitim MALDI MS (cit.”®), tak
ivysoce U€inné kapalinové chromatografie ve spojeni
s elektrosprejem a tandemovou hmotnostni spektrometrii
(HPLC-ESI MS/MS)”'°.

7 wr

Experimentalni ¢ast
Ptiprava vzorku bakteriofdga

Féagové castice byly izolovany ultracentrifugaci fago-
vého lyzatu a &isténim v gradientu CsCl (cit.'"). Nizkomo-
lekularni latky byly odstranény dialyzou proti vodé. Fago-
va DNA, zpusobujici nadmérnou viskozitu suspenze vzor-
ku, byla odstranéna enzymovym §t€penim DNasou I. Po
zahusténi na vakuové odparce byly proteiny podrobeny
redukci a tepelné denaturaci ve vzorkovém pufru'’.

Separace

Zakladni technikou pouZitou k separaci smési protei-
ni faga byla jednorozmérna gelova elektroforéza (SDS-
PAGE) s naslednou analyzou MALDI MS, resp. MALDI
TOF/TOF MS. Alternativné byla pouzita také separace
peptidl vzniklych enzymovym $t€penim kapildrni chroma-
tografii spojenou on-line s ESI MS.

Vertikalni SDS-PAGE prob¢hla na aparatufe Protean
II (Bio-Rad) v 15% (resp. 7,5%) gelu za konstantniho
proudu. Rozméry gelu byly 16 x 20 cm a jeho tloustka
1 mm. Proteiny byly barveny barvivy Bio-Safe Coomassie
G-250 (Bio-Rad) nebo ProteoSilver Plus (Sigma-
Aldrich). Gely byly skenovany kalibrovanym densito-
metrem GS-800 (Bio-Rad).

K separaci HPLC byl pouzit kapilarni chromatograf
(LC Packings) skladajici se z gradientové pumpy (Ultimate),
autosampleru (Famos) a jednotky pro piepinani kolon
(Switchos). Vzorek (10 pul) byl nejprve zkoncentrovan
a odsolen na ptredkoloné¢ (PepMap CI18, 0,3 mm x 1 mm,
5 um, LC Packings). Priitokova rychlost byla 10 pl min™".
Vlastni separace byla provedena na kapilarni koloné
(0,32 mm x 175 mm) naplnéné sorbentem Jupiter Proteo
C12 (4 mm, Phenomenex) dle postupu popsaného v litera-
tufe". Priitokova rychlost separace byla 4 ul min~'. Mobil-
ni faze A obsahovala 5 % acetonitrilu (ACN) a 0,1 %
kyseliny mravenc¢i (FA), mobilni fdze B pak 80 % ACN
a 0,1 % FA. Gradientova eluce zacinala na 5 % faze B po
dobu 5 min, pak se podil faze B zvySoval na 50 % od 5. do
53. min a nakonec az na 70 % b&hem dalSich 2 min.

Proteolytické Stépeni

Vybrané prouzky byly vyfiznuty skalpelem a proteo-
lyticky na$tépeny trypsinem (Sequencing Grade Modified
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Trypsin, Promega) upravenym postupem dle Havlise
aspol.'. Po odbarveni a vysrazeni acetonitrilem byl gel
hydratovéan 45 min pii 4 °C v roztoku trypsinu (5 ng pl™")
v 25 mM uhli¢itanu amonném a poté vystaven proteolyze
po dobu 8 h pii 37 °C. Po skonceni $tépeni byl volny roz-
tok oddé€len a gel byl extrahovan smési 5% kyseliny mra-
venci a acetonitrilu (1 : 1, v/v). Roztok a extrakt byly spo-
jeny. U vzorkd uréenych pro analyzu HPLC-MS/MS byl
odstranén acetonitril centrifugaci za vakua. Pfidavkem
roztoku kyseliny mraven¢i (0,1%) bylo upraveno pH vzor-
ku na hodnotu 3,0.

Hmotnostni spektrometrie

Vzorky byly po separaci gelovou elektroforézou §té-
peny a analyzovany metodou MALDI MS. Vybrané vzor-
ky, stejné tak jako $tépeny vzorek celkové smési proteinl
faga, byly analyzovany pomoci HPLC-MS/MS.

Analyza MALDI MS byla provedena na hmotnostnim
spektrometru Reflex IV (Bruker). Jako matrice byl pouzit
nasyceny roztok 4-hydroxy-a-kyano-skoficové kyseliny
ve smési 50% ACN a 0,1% TFA (aq). Vzorky byly smi-
chany s matrici v poméru 1 :3. Na vzorkovaci desticku
bylo nanaseno 0,6 pl pfipravené smési vzorku s matrici.
V piipadé potieby byly vzorky pfed analyzou odsoleny na
mikroSpickach ZipTip C18 (Millipore). Hmotnostni spekt-
ra byla méfena v pozitivnim modu. K externi kalibraci
byla pouzita smés 5 peptidd v hmotnostnim rozsahu 660 az
2564 Da. Spektra pak byla vyhodnocena s pouZitim pro-
gramti XTOF 1.5 a Biotools 2.0 (Bruker).

Analyza MALDI TOF/TOF MS byla provedena na
hmotnostnim spektrometru 4700 Proteomics Analyzer
(Applera). Spektra byla méfena v pozitivnim modu, jako
kolizni plyn byl pouzit He. Vybér prekurzoru byl omezen
na 15 iontl s nejvyss$im signalem. Data MS/MS byla vy-
hodnocena programem GPS Explorer Workstation.

K analyze HPLC-MS/MS byl pouZzit hmotnostni
spektrometr s iontovou pasti Esquire 2000 (Bruker) vyba-
veny ortogondlnim elektrosprejem. Pfistroj pracoval
v pozitivnim modu za podminek béznych pro analyzu pep-
tidii. Spektra MS/MS byla méfena v rezimu automatického
sbéru dat Auto MS(n). Data byla zpracovana s pouzitim
programl DataAnalysis 3.0 a Biotools 2.0 (Bruker).

Identifikace proteinii pomoci peptidového mapovani,
resp. MS/MS dat byla provedena programem MASCOT
(Matrix Science). Povolena odchylka hmotnosti byla
v ptipadé¢ MALDI MS dat v rozsahu 40—100 ppm, pro MS/
MS data 1,5 Da pro hmotnost peptidu a 0,8 Da pro frag-
menty a pro TOF/TOF data 50 ppm pro hmotnost peptidu
a 0,5 Da pro fragmenty. K prohledavani byla pouzita jed-
nak proteinova databdze vznikla ptekladem dostupnych
tsektt DNA faga 812 (cit.*'"), jednak proteinova databaze
faga K (cit.), ktera je jiz v souasné dob& vélenéna do
databaze NCBInr. Vyuziti databaze faga K k identifikaci
proteinti faga 812 umoznil vysoky stupen podobnosti ge-
nomt obou fagd jak na trovni sekvenéni homologie, tak
i na urovni organizace genomu.
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Vysledky a diskuse

Genom faga 812 (146 kbp) obsahuje cca 100 putativ-
nich otevienych ¢tecich ramcu. Piiblizné polovina proteint
neni zabudovana do struktury fagové castice a tedy prav-
dépodobné neni piitomna v piipraveném vzorku. Vzhle-
dem k jednoduchosti systému byla proto zvolena jako za-
kladni metoda separace proteint faga 812 jednorozmérna
gelova elektroforéza. Po nezbytné optimalizaci separace
a obarveni Coomassie Blue byl ziskan gel s cca 40 odd¢le-

kDa
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o
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Obr. 1. Gelova elektroforéza proteinii bakteriofaga 812; popi-
sem jsou oznaceny majoritni proteiny, které byly identifikovany;
X oznacuje prouzek obsahujici fragmenty proteinu 812_mitsp (viz
diskuse v textu a obr. 4); gel byl obarven Bio-Safe Coomassie G
250

Tabulka I
Identifikované proteiny bakteriofaga 812

M [kDa] Identifikovany protein Pokryti sek-
fag 812 ° fagK®  vence [%]
143,7 ORF 55 21
129,0 ORF 65 45
64,4 812 mtsp ° ORF 49 ¢ 59
51,2 812 mcp ¢ ORF 44 ¢ 67
50,4 ORF 68 34
39,2 ORF 62 20
232 ORF 95°¢ 72
17,8 ORF 96 34
19,2 ORF 64 69
15,9 812 ORF8° ORF50°¢ 87
12,2 ORF 52 23

“V sloupcich oznagenych fag 812 a fag K jsou uvedeny
proteiny podle databaze pouZité pii identifikaci; © proteiny
identifikované také HPLC-MS/MS ze §tépen¢ho vzorku
celkové smési proteinti faga; M — je molekulova hmotnost
vypoctena z proteinovych databazi fagl; pokryti sekvence
bylo ziskano peptidovym mapovanim
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Obr. 2. Bakteriofag 812; na snimku ziskaném elektronovou
mikroskopii je znazornéno umisténi dvou majoritnich proteinti v
kapsidu a biciku faga

nymi prouzky vrozmezi 10-150 kDa (obr. 1). Vybrané
prouzky byly vyfiznuty, vystaveny pulsobeni trypsinu
a ziskané peptidy byly podrobeny MS analyze. Peptido-
vym mapovanim bylo identifikovano 11 proteind (tab. I).
Vedle dvou majoritnich strukturnich proteinti, hlavniho
kapsidového proteinu, 812_mcp, a hlavniho proteinu bici-
kové pochvy, 812 mtsp (obr.2), bylo nalezeno dalSich
7 proteind, které lze pravdépodobné zaradit do skupiny
strukturnich proteini na zakladé jejich homologie
s proteiny ptibuznych fagl. Zbyvajicim dvéma nalezenym
proteinim nebyla timto zpisobem pfifazena zadna funk-
ce*. Pokud byla hodnota skore pii peptidovém mapovani
s pouzitim MALDI MS niz$i nez 80, byla pro potvrzeni
identity proteinli pouzita kapalinova chromatografie s on-
line analyzou ESI MS/MS. Ve vsech ptipadech byly potvr-
zeny vysledky peptidového mapovani.

HPLC-MS/MS byla také pouzita pro jednorozmérnou
separaci a analyzu $tépeného vzorku celkové smési protei-
ni faga. Zde se projevila nevyhoda analyzy v realném Case
s automatickou volbou matefského iontu, kdy jsou pted-
nostné fragmentovany peptidy majoritnich proteinti. Meto-
dou HPLC-MS/MS byly s jistotou identifikovany pouze
4 majoritni proteiny (tab. I).

Z obou jednorozmérnych separacnich technik pouzi-
tych v této praci se tedy lépe osvédcila instrumentalné
méné naroc¢na klasicka gelova elektroforéza. V soucasné
dob¢ jsou ovéfovany moznosti dvourozmérné separace
s cilem rozsifit pocet identifikovanych proteini faga 812
zejména o dileZité minoritni proteiny, jako je napf. lyticky
enzym.
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Obr. 3. Srovnani separace fragmentii proteinu 812_mtsp na
gelu 7,5% a 15%; po optimalizaci separace byly ziskany misto
jednoho prouzku (X) tfi oddélené prouzky fragmenti proteinu (A,
B, C). Prouzek patrny tésné pod prouzkem X na gelu 15% patii
jinému proteinu; gel byl obarven barvivem Bio-Safe Coomassie
G 250

Vedle proteind, jejichz polohy na gelu odpovidaly
jejich molekulovym hmotnostem, bylo nalezeno nékolik
prouzki, ve kterych byly identifikovany proteiny se znac-
né vyssi hmotnosti. Az na jedinou vyjimku bylo mozno na
zakladé nalezenych peptidi soustfedénych do urcitych
usekd usoudit, ze jde o fragmenty téchto proteind.
U prouzku v poloze odpovidajici hmotnosti cca 30 kDa
(obr. 3) byl vsak opakovan¢ identifikovan cely hlavni pro-
tein bic¢ikové pochvy (812 _mtsp) s dvojnasobnou moleku-
lovou hmotnosti (64,4 kDa). Navic tento protein byl spo-
lehlivé identifikovan v prouzku se spravnou polohou na
gelu. Prestoze odchylky v migraci pti gelové elektroforéze
jsou bézné pozorovany u proteint, jako jsou napft. histony
nebo nékteré posttranslacné modifikované proteiny, od-
chylka molekulové hmotnosti uréena z polohy prouzku na
gelu od molekulové hmotnosti ¢inici cca 50 %, je neob-
vykla. Proto byl tento jev podroben dal§imu studiu. Pfi
separaci na gelu vhodnéjsim pro studovanou oblast (7,5 %)
byly misto jednoho prouzku pozorovany tii dobfe separo-
vané prouzky (obr. 3). Na zaklad¢ peptidového mapovani,
potvrzeného MALDI TOF/TOF MS analyzou bylo zjisté-
no, ze jde o fragmenty proteinu 812_mtsp o pfiblizn€ stej-
né molekulové hmotnosti (tab. II). V prouzku A byly na-
lezeny peptidy z Gseku 299-587, coz odpovida C-koncové
poloving proteinu. V prouzcich B a C byly nalezeny pepti-
dy zuseku 2-257 odpovidajici N-koncové poloving€ pro-
teinu. Specifi¢téj$i analyza MALDI TOF/TOF MS ne-
potvrdila u prouzku A ani jeden z peptidii pochazejicich
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Tabulka II

Pokryti sekvence u fragmentl proteinu 812_mtsp

Vz. A

1 MAVEPFPRRP ITRPHASIEV DTSGIGGSAG SSEKVFCLIG QAEGGEPNTV

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

YELRNYAQAK
EIGGLKITSK
GNIFTIKYKG
DYTNAIITDI
VFGDLEKQTA
EPFELTKLKG
FVKERSDAGE
DDGRKNHVPA
ELNENGIISI
VSELKVQLED
QVIVEGNEAR

MAVEPFPRRP

RLFRSGELLD
IYGNVANNIQ
EEANATFSVE
NQLPDFEAKL
YNGIVSFEQL
GTNGEPPATW

ATELAWGSNP
VGLEKNTLSD
HDEETQKASR
SPFGDKNLES
NAEGEVPSNV
ADKLDKFAHE

NYTAGRILAM
SLRLRVIFQD
LVLKVGDQEV
SKLDKIENAN
EVEAGEESAT
GGYYIVPLSS

RIEDAKPASA
DRENEVYDNI
KSYDLTGGAY
IKDKAVYVKA
VTATSPIKTI
KQSVHAEVAS

NESKEQLFGR

PMRAIVGGGF

YMVAVALGGL
EFVRNRTNTF

ASGLEIGESI
FRIVDDVTTF

QASLSNPRVS

LVANSGTFVM

TFKPLRVSSL
NDKSDPVKAE

QFIGTRTINT

SASIIKDFIQ

SYLGRKKRDN

DQIYESIDLD
MAVGEANDFL
EIQDFPAEDV

ISMTVYPIRS

ITRPHASIEV

FKKISVSLVY

DTSGIGGSAG

KOQTLQA

SSEKVFCLIG

QAEGGEPNTV

YELRNYAQAK
EIGGLKITSK
GNIFTIKYKG

RLFRSGELLD

AIELAWGSNP

NYTAGRILAM

IYGNVANNIQ

VGLEKNTLSD

EEANATFSVE

HDEETQKASR

DYTNAIITDI

NQLPDFEAKL

VFGDLEKQTA
EPFELTKLKG
FVKERSDAGE
DDGRKNHVPA
ELNENGIISI
VSELKVQLED
QVIVEGNEAR

YNGIVSFEQL
GTNGEPPATW
PMRAIVGGGF
YMVAVALGGL
EFVRNRTNTEF
QFIGTRTINT
ISMTVYPIRS

SPFGDKNLES
NAEGEVPSNV
ADKLDKFAHE
NESKEQLFGR
ASGLEIGESI
FRIVDDVTTF
SASIIKDFIQ
FKKISVSLVY

SLRLRVIFQD
LVLKVGDQEV
SKLDKIENAN
EVEAGEESAT
GGYYIVPLSS
QASLSNPRVS
TFKPLRVSSL
NDKSDPVKAE
SYLGRKKRDN
KQQTLOA

RIEDAKPASA
DRFNEVYDNI
KSYDLTGGAY
IKDKAVYVKA
VTATSPIKTI
KQSVHAEVAS
LVANSGTEFVM
DQIYESIDLD
MAVGEANDFL
EIQDFPAEDV
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V tabulce jsou uvedeny vysledky jen pro prouzek A a B (viz obr. 3). U prouzku C byl ziskan takika identicky vysledek jako pro prouzek B. Useky
sekvence ziskané peptidovym mapovanim jsou vyznaceny tuéné (MALDI MS) a tseky ziskané analyzou MS/MS fragmentl peptidi jsou vyzna-

¢eny podtrzenim (MALDI TOF/TOF MS)

z N-koncové poloviny proteinu, které byly urceny peptido-
vym mapovanim (tab. II). Navic byla metodou MALDI
TOF/TOF MS ve vzorcich potvrzena pritomnost nékterych
dal$ich peptidi vzniklych po §tépeni trypsinem.

Zjisténé Sté€peni proteinu pfiblizn€ v jeho stiedu mize
souviset s jevem, ktery byl pozorovan u proteinu bicikové
pochvy laktobacilového faga LP65. Zmény ve struktuie
tohoto proteinu mohou souviset s kontrakci bic¢ikové po-
chvy". U nékterych bakteriofagii bylo téZ pozorovano post-
translaéni $t&peni strukturnich proteina'®, Dalsimi experi-
menty je nutno s jistotou vylouc¢it mozny vliv proteas, které
mohou byt pfitomny ve vzorku faga, resp. moznost tvorby
fragmentll béhem izolace a €isténi bakteriofaga.

Zavér

Efektivni pouziti fagové terapie v klinické praxi vyza-
duje detailni znalosti fagového genomu a proteomu. V této
praci byl poprvé charakterizovan proteom standardniho
typu bakteriofaga 812. Celkem bylo identifikovano
11 proteinti. Byly nalezeny vSechny 4 proteiny identifiko-
vané v praci zabyvajici se studiem piibuzného faga K
(cit.*) a 7 dalsich proteind bylo identifikovano poprvé.
V deviti ptipadech jde pravdépodobné o strukturni protei-
ny, ve dvou piipadech neni funkce proteinti znama.
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Byla vysvétlena neobvykld migrace hlavniho biciko-
vého proteinu. Upravou podminek separace SDS-PAGE
byla puivodni jedina zéna s migraci cca 30 kDa rozdélena
na tfi zony, ve kterych byly nalezeny fragmenty vyse uve-
deného proteinu s pfiblizné stejnou molekulovou hmotnos-
ti. Analyza TOF/TOF MS potvrdila vysledky ziskané pep-
tidovym mapovanim; byly nalezeny dalsi peptidy zvySujici
celkové pokryti sekvence a vylouceny chybné piifazené
peptidy. Jde pravdépodobné o peptidy pochazejici z ne-
specifického $tépeni fragmentl hovéziho albuminu, ktery
byl soucasti kultivaéniho media pouzitého pti ptipravé
vzorku faga.

Pti analyze relativné jednoduchého proteomu faga se
osvédcila kombinace jednorozmérné gelové elektroforézy
a MALDI TOF MS, resp. TOF/TOF MS. Relativné nizky
pfinos HPLC-ESI MS/MS byl pravdépodobné zplisoben
neuplnou separaci vétSiny peptidi a nedostatecnou rych-
losti vybéru mateiského iontu v redlném case. ZlepSeni
vysledki HPLC-ESI MS/MS by vyzadovalo opakované
experimenty za modifikovanych podminek sbéru dat (napt.
vylouceni iontl s jiz znamymi MS/MS spektry).

Identifikace proteinli polozila zdklad pro budouci
porovnani proteomu faga 812 sjeho blizce piibuznymi
fagy U16, SK311, 131 a Twort a s jeho mutanty s cilem
zjistit, jak pozorované zmény souviseji s jejich odlisSnym
rozmezim hostitele.
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Z. Zdrahal’, L. Eyer’, H. Konetna’, and
J. Preisler® (“Laboratory of Functional Genomics and
Proteomics, "Department of Genetics and Molecular Biol-
ogy and ‘Department of Analytical Chemistry, Faculty of
Sciences, Masaryk University, Brno): Characterization of
Bacteriophage 812 Proteome

A lytic bacteriophage 812 ranks among promising
candidates for phage therapy, which emerges as an alterna-
tive to antibiotics for treatment of staphylococcal infec-
tions. Proteome of bacteriophage 812 was analyzed using
various mass spectrometry techniques. Eleven proteins
were identified, of which seven for the first time. Gel
electrophoresis with peptide mass fingerprinting was
found the most efficient for overall analysis; HPLC-ESI
MS was used for confirmation in dubious cases. Seem-
ingly abnormal migration of main tail sheath protein
(812_mtsp) was explained after adjustment of gel electro-
phoresis conditions and peptide mass fingerprinting com-
bined with MALDI TOF/TOF MS results. Three similarly-
sized 812_mtsp fragments, which originally migrated in
one band, were separated and identified. Proteome charac-
terization of bacteriophage 812 is a prerequisite for future
comparison of the standard-type phage 812 with its mu-
tants and related phages to correlate proteome changes
with their different host range.
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Uvod

Celiakie (glutensenzitivni enteropatie) je chronické
onemocnéni, které postihuje nejen clovéka, ale i mono-
gastrickd zvirata. Toto metabolické, geneticky podminéné
onemocnéni mize byt definované jako porucha, pti které
dochdzi k poskozeni sliznice tenkého stfeva, kde dochazi
k mizeni klkd a mikroklkd. Tato disfunkce vedouci
k malabsorpci Zivin je spojend s pfijmem potravin, které
obsahuji bilkovinny komplex pSenice, jeCmene, Zita a ov-
sa, nazyvany gluten, a intolerance k nému pfetrvavd po
cely zivot' ™. Toto chronické stievni onemocn&ni mé poca-
tek obvykle v détstvi a jeho v soucasnosti jedina 1écba je
zalozena na odstranéni potravin obsahujicich gluten
z jidelnicku.

Gluten (glutenové bilkoviny) je bilkovinny komplex
lokalizovany v endospermu obilného zrna. Podle Codex
Alimentarius je gluten definovan jako bilkovinna frakce
z pSenice, jeCmene, Zita a ovsa nerozpustnd ve vode
a 0,5 M-NaCl. Glutenové bilkoviny jsou zasobni proteiny
obilného zrna, kde prolaminy hraji vyznamnou roli pfi
kliceni zrna jako zdroj dusiku, a to diky vysokému obsahu
glutaminu (typicky 22-45 % v nékterych piipadech az
56 % vsech aminokyselin). Prolaminy spolu s gluteliny
jsou velmi dulezité ztechnologického hlediska, jelikoz
maji zasadni vliv na kvalitu a vlastnosti tésta, kde gliadiny
jsou odpovédné za viskozitu a roztaznost a gluteniny za
elasticitu® ",

Glutenové bilkoviny se klasicky déli na monomerni
prolaminy (bilkovinna frakce rozpustna ve vodnych rozto-
cich alkoholll) a polymerni gluteliny (bilkovinna frakce
rozpustna ve zfedénych vodnych roztocich kyselin a za-

967

Laboratorni pfistroje a postupy

sad). V ptipad¢ pSenice je mozno gliadiny (prolaminy pSe-
nice) dale rozdélit na zakladé rozdilné elektroforetické
mobility v polyakrylamidovém gelu pfi nizkém pH na o-,
B-, v- a w-gliadiny, kde a-gliadiny maji nejvyssi elektrofo-
retickou mobilitu a w-gliadiny nejnizsi. a-, B- a y-gliadiny
obsahuji intramolekularni disulfidové vazby, kdeZzto -
gliadiny neobsahuji 74dné sirné aminokyseliny'>™*. Glute-
niny se déli na nizkomolekularni (LMW) a vysokomoleku-
larni (HMW) podjednotky, které obsahuji intermolekularni
disulfidové vazby. Molekulové hmotnosti gliadini a LMW
glutenind lezi zhruba v rozmezi 30—40 kDa, zatimco pro
HMW  gluteniny je typickd molekulovd hmotnost
v rozmezi 65-90 kDa (cit."*').

Jak bylo uvedeno vySe, n€které glutenové bilkoviny
jsou toxické pro pacienty trpici celiakii. Vzhledem k tomu,
ze obilniny pfedstavuji vyznamnou surovinu pro vyrobu
potravin, je tfeba uCinnych a spolehlivych analytickych
metod pro identifikaci téchto toxickych bilkovin v potravi-
nach. Nejcastéji pouzivanou metodou pro kontrolu obsahu
glutenu v potravinach jsou testy ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) zalozené na monoklonalnich nebo
polyklondlnich protilatkach schopnych rozpoznat toxické
slozky ve vzorcich potravin'>'®. Dalsi &asto pouZivanou
metodou je tzv. immunoblotting®'’. Ob& metody jsou zalo-
zené na reakci protilatek, coz na jedné strané zajistuje
vysokou specifitu a citlivost analyz, ale na druhé strané
tyto metody mohou obcas poskytnout falesné vysledky
(jak pozitivni, tak i negativni reakce). Navic testy ELISA
davaji spolehlivé vysledky v ptipad¢ analyzy glutenovych
bilkovin pSenice a zita, mén¢ spolehlivé vysledky
v pfipadé jeCmene a v pfipad€ ovsa nebyla zatim vyvinuta
souprava ELISA poskytujici spolehlivé vysledky. Z téchto
diivodil je tfeba vyvijet dalSi neimunologické metody, jez
by byly alternativou k jiz zavedenym metodam.

V poslednich deseti letech se objevilo n¢kolik praci
zabyvajicich se moznosti analyzy glutenovych bilkovin
hmotnostni spektrometrii, konkrétn€¢ se jednd o techniku
desorpce a ionizace laserem za pritomnosti matrice
s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF MS)"*%!%13:18-21,
V téchto ptipadech byla MALDI-TOF MS pouzita pro
pfimou analyzu glutenovych bilkovin bez ptedchozi sepa-
race jednotlivych slozek analyzované smési obilnych bil-
kovin. Nicméné kvuli velmi vysoké homologii gluteno-
vych bilkovin nelze pouzit metodu analyzy intaktnich
bilkovin pro jejich jednoznacnou identifikaci. Spolehlivou
metodou pro jednoznacnou identifikaci bilkovin toxickych
pro pacienty s celiakii by se mohla stat proteomicka identi-
fikace, kterou jako prvni v piipadé obilovin pouzil Chme-
lik a spol.”>?. Cilem této prace je zjistit moznosti proteo-
mické analyzy pro jednoznac¢nou identifikaci glutenovych
bilkovin s ohledem na identifikaci bilkovin zpasobujicich
celiakii. Vzhledem k vysoké homologii primarnich struk-
tur glutenovych bilkovin neni jejich identifikace na zékla-
dé techniky zvané ,,peptide mass fingerprinting* mozna, je
nezbytné pouzit modernich metod vyuzivajicich pro iden-
tifikaci bilkovin fragmentaci peptida.
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Experimentalni ¢ast

Material

Jako vychozi materiél pro extrakci glutenovych bilko-
vin byla pouzita pSeni¢na mouka. Veskeré pouzité chemi-
kalie byly p.a. produkty Sigma-Aldrich (Schnelldorf, N¢-
mecko), chymotrypsin byl od Roche Diagnostics
(Mannheim, Némecko). Pro pfecisténi vzorki byly pouzity
pipetové Spicky ZipTip Cig (Millipore, Billerica, USA).

Extrakce glutenovych bilkovin

Navazka 50 mg pSeni¢né mouky byla nejprve extra-
hovéana deionizovanou vodou, ¢imz doSlo k odstranéni
albumind ze vzorku. Samotné glutenové bilkoviny byly
poté extrahovany vodnym roztokem 60% ethanolu. Kazda
extrakce byla provedena dvakrat s 0,5 ml extrakéniho €ini-
dla na tfepacce po dobu 30 min pfi laboratorni teploté.
Ethanolové extrakty byly odstfedény pii 12 000 g po dobu
10 min. Po odstfedéni byly oba ethanolové extrakty spoje-
ny a vysuSeny ve vakuové odparce.

1-D elektroforéza v polyakryl-
amidovém gelu (1-D PAGE)

Vysusené extrakty byly rozpustény v roztoku obsahu-
jicim 125 pl vodného roztoku 60% ethanolu a 25 pl
50 mM oktyl-B-D-glukopyranosidu. Vzorek pro gelovou
elektroforézu byl pfipraven smichdnim tohoto ethanolové-
ho roztoku se vzorkovym pufrem (50 mM TRIS-HCI
(pH 6,8), 4% dodecylsulfat sodny (SDS), 12% glycerol,

Laboratorni pfistroje a postupy

2% B-merkaptoethanol,  0,01% bromofenolovd  modf)
v poméru 1:1. Vzorek byl povaien (10 min) a 20 pl takto
pripraveného vzorku bylo naneseno na polyakrylamidovy
gel. Pro separaci bilkovin byl pouzit 12% tris-glycinovy
gel NOVEX (Invitrogen, Frederick, USA). K barveni
bilkovin v gelu bylo pouZzito barvivo Coomassie Brilliant
Blue R-250 (fixace bilkovin v gelu byla provedena rozto-
kem obsahujicim 45 % methanolu a 5 % kyseliny octové
(1 hodina), barveni bilkovin v gelu roztokem obsahujicim
45 % methanolu, 5 % kyseliny octové a 0,1 % Coomassie
Brilliant Blue R-250 (45 min), nasledné odbarveni gelu
bylo provedeno roztokem obsahujicim 5 % methanolu
a 7 % kyseliny octové (24 hodin)).

Ptiprava vzorku pro hmotnostné
spektrometrickou analyzu

Po separaci pomoci 1-D PAGE byly jednotlivé skvrny
bilkovin z gelu vyfiznuty a podrobeny enzymatickému
Stépeni. Nejprve byly vytiznuté kousky gelu odbarveny
roztokem acetonitril/voda (1:1, 2 x 15 min) a poté jesté
roztokem acetonitril/0,1 M-NH4HCO; (1:1, 20 min). Bil-
koviny byly poté redukovany 10 mM dithiothreitolem
anasledné alkylovany 55 mM iodoacetamidem. K enzy-
matickému S$té€peni bilkovin byl pouzit chymotrypsin
(12,5 ng pl™ chymotrypsinu v 50 mM NH,HCO3). Stépeni
probihalo pfi teploté 37 °C po dobu 18 h. Vysledné pepti-
dy byly z gelu extrahovany roztokem acetonitril/25 mM
NH4HCO; (1:1, 30 min) a 5% kyselinou mravenci (2 x 15
min), extrakty byly spojeny a vysuseny ve vakuové odpar-
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Obr. 1. Fragmentaéni spektrum MALDI QIT RTOF peptidu ([M + H]*) o molekulové hmotnosti 2050,3 Da se znazornénymi
y- a b-ionty; ze spektra je mozné z netiplnych sérii y- a b-iontl vyc¢ist ¢ast sekvence: SPKLSGOQGQR(PG)Q, jako kolizni plyn byl pouzit

argon
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ce. Pro hmotnostné-spektrometrické analyzy byly vysusené
vzorky peptidli rozpustény v 15 pl 0,1% kyseliny trifluor-
octové a nasledné precistény pomoci ZipTip pipetovych
$picek C5 (cit.**?).

Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektra byla méfena na hmotnostnim
spektrometru MALDI TOF vybaveném tzv. curved
field reflektronem (AXIMA CFR, Shimadzu Biotech
Kratos Analytical, Manchester, UK) a na hmotnostnim
spektrometru  MALDI TOF/TOF (4700 Proteomics
Analyzer, Applied Biosystems, Framingham, USA).
MS/MS experimenty byly provadény na pfistrojich
MALDI QIT RTOF  (hybridni hmotnostni spektrometr
s kvadrupolovou iontovou pasti, AXIMA QIT, Shimadzu
Biotech Kratos Analytical, Manchester, UK) a MALDI
TOF/TOF hmotnostnim spektrometru. Jako kolizni plyn
byl u obou pfistroji pouzit argon. Pro ucely hmotnostni
spektrometrie byly pouzity jako matrice kyselina a-kyano-
-4-hydroxyskoficovd (6 mgml™' v roztoku acetonitri-
1/0,1% kyselina trifluorooctova, 1:1) a kyselina 2,5-di-
hydroxybenzoova (15 mg ml™" v methanolu). Vzorek byl
smichan s matrici ptimo na desti¢ce v poméru 1:1 a to jak
pro MS, tak i pro MS/MS experimenty.
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Vysledky a diskuse

JelikoZ pSeni¢na mouka je vychozim materidlem pii
vyrobé mnoha potravin, byla pouzita pro identifikaci bil-
kovin toxickych pro pacienty s celiakii. Glutenové bilkovi-
ny extrahované vodnym roztokem 60% ethanolu byly
separovany pomoci 1-D PAGE. Rozdélené bilkoviny byly
poté podrobeny enzymatickému S$tépeni v gelu chymo-
trypsinem, ktery §tépi peptidové vazby na C-konci tyrosi-
nu, fenylalaninu, tryptofanu, leucinu, methioninu a alaninu
(pokud je pted né€kterou zminovanou aminokyselinou pro-
lin, enzym peptidovou vazbu nestépi). Diky velmi nizké-
mu obsahu argininu a lysinu ve struktufe glutenovych bil-
kovin nebylo mozné pouzit trypsin, ktery je nejcastéji pou-
zivanym enzymem pfi proteomickych analyzach pro svou
vysokou specifitu®®.

Vzniklé chymotryptické peptidy byly analyzovany
dale hmotnostnimi spektrometry MALDI. Nejprve bylo
zméfeno hmotnostni spektrum jednotlivych vzorkd, tzv.
experimentalni ,,peptide mass fingerprint“. Vyhodnoce-
ni takto ziskanych spekter pomoci volné pfistupnych vy-
hledavacich programi a databazi bilkovin bohuzel
v naprosté vétsing pfipadt nevedlo k identifikaci zadnych
bilkovin, coz je zptisobeno jednak velmi vysokou homolo-
gii glutenovych bilkovin a jednak nedostatecnym rozdéle-
nim jednotlivych glutenovych bilkovin gelovou elektrofo-
rézou 1-D. Proto je k jednoznacné identifikaci téchto
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Obr. 2. Fragmentaéni spektrum MALDI TOF/TOF peptidu ([M + H]") o molekulové hmotnosti 2182,2 Da se zniazornénymi y- a b-
ionty a nékterymi imoniovymi ionty (nalezené imoniové ionty: P, V, L(I), N, Q, F, R); ze spektra 1ze na zaklad¢ netiplnych sérii y-
a b-iontt vycist ¢ast sekvence: S(V)Q(PQQ)L/I(PQF)EEL/I, jako kolizni plyn byl pouzit argon
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bilkovin nutné pouzit tandemovou hmotnostni spektro-
metrii. Za timto ucelem byly vybrané peptidy podrobe-
ny kolizné-indukované fragmentaci a to na pfistrojich
MALDI QIT RTOF a MALDI TOF/TOF.

Priklad fragmentace peptidu o molekulové hmotnosti
2050,3 Da ([M + HJ") je uveden na obr. 1, ktery ukazuje,
ze fragmentace peptidi na pfistroji MALDI QIT RTOF
vede ke vzniku velkého mnozstvi fragmentl, diky nimz
neni vyhodnoceni takovych hmotnostnich spekter snad-
né. VétSina téchto fragmentd odpovida internim frag-
mentim. Nicméné pomoci nalezenych y- a b-iontd je
mozné urcit vetsi ¢ast sekvence analyzovaného peptidu
(SPKLSGQGOR(PG)Q). Na zaklad¢ analyzy MS/MS byla
zjisténa sekvence peptidu YYPTSPKLSGQGQRPGQW,
na jejimz zakladé byla identifikovana bilkovina vysoko-
molekularni jednotka gluteninu DXS5. Obr. 2 je ptikladem
fragmentace peptidu o molekulové hmotnosti 2182,2 Da
(IM + H]") na pfistroji MALDI TOF/TOF, jehoZ sekvence
je AQGSVQPQQLPQFEEIRNL. Vysledné hmotnostni
spektrum obsahuje méné fragmentl nez v piedchozim
pripadg, coz je zpuisobeno zejména sniZzenou tvorbou inter-
nich fragmentl (oblast od 500 Da vyse). Nicmén¢ i v tom-
to hmotnostnim spektru byly nalezeny nelplné série y-
a b-iontd, ze kterych je mozné urcit ¢ast sekvence analyzo-
vaného peptidu (S(V)Q(PQQ)L/I(PQF)EEL/I). Kromé y-
ab-iontd byly v hmotnostnim spektru (obr.2) nalezeny
nékteré imoniové ionty, které poskytuji informaci o ami-
nokyselinovém slozeni peptidu. Vyhodnocenim spektra na
obr. 2 byla identifikovéna bilkovina a-gliadin. V piipadé
obou analyzovanych peptidi byl pro vyhodnoceni naméie-
nych hmotnostnich spekter pouzit databazovy vyhledavaci
program Mascot a jako databaze bilkovin byla pouzita
databaze NCBInr. Oba analyzované chymotryptické pepti-
dy byly pro identifikované bilkoviny specifické a jejich
fragmentace vedla k jednozna¢né identifikaci bilkovin.

Zavér

Vysledky uvedené v této praci dokazuji, ze proteo-
mickd analyza je vhodnou metodou pro jednoznacnou
identifikaci glutenovych bilkovin v potravinach. Pro enzy-
matické Stépeni glutenovych bilkovin byl pouzit chymo-
trypsin jako vhodny enzym poskytujici v ptipad¢ gluteno-
vych bilkovin peptidy o molekulovych hmotnostech vhod-
nych pro analyzy hmotnostni spektrometrii MALDI TOF.
Navic chymotrypsin mtize byt pouzit za zcela stejnych
experimentdlnich podminek a ve stejném mnozstvi jako
trypsin. Dale bylo zjisténo, ze k jednoznacné identifikaci
glutenovych bilkovin je nutné zejména kvili jejich vysoké
homologii pouzit tandemovou hmotnostni spektrometrii.
Zde popsany postup proteomické analyzy mulize byt pouzit
jako alternativni metoda k jiz zavedenym technikdm jako
jsou napf. testy ELISA pro identifikaci bilkovin toxickych
pro pacienty s celiakii, kdy analyzou MS/MS chymotryp-
tickych peptidii glutenovych bilkovin je mozné nalézt to-
xické peptidové sekvence v analyzovaném vzorku.
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Laboratorni pfistroje a postupy

J. Salplachta®, G. Allmaier’, and J. Chmelik®
(“ Department of Analytical Chemistry, Academy of Sci-
ences of the Czech Republic, Brno, " Department of
Chemical Technology and Analysis, Technical University
Wien, Rakousko): Proteomic Identification of Gluten
Proteins

Proteomics-based identification strategy for gluten
proteins in ethanolic extracts of wheat flour is described in
this study. Protein extracts were separated by 1D gel elec-
trophoresis and subjected to in-gel digestion with chy-
motrypsin which was found an appropriate proteolytic
enzyme for the purpose. Based on collision-induced disso-
ciation of selected chymotryptic peptides using MALDI
QIT RTOF and MALDI TOF/TOF, the high-molecular-
weight glutenin subunit DX5 and o-gliadin were identi-
fied. This strategy allows unambiguous identification of
proteins toxic for patients with coeliac diseases.
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Sbornik abstraktu

40. Konference 18. —20. listopadu 2005

KOBALTOVE KOMPLEXY CYKLOBUTADIENU
A JEJICH MOZNE VYUZITi V MOLEKULOVE
ELEKTRONICE

MICHAL VALASEK® a JOSEF MICHL"

“Katedra organické chemie, Prirodovédecka fakulta, Uni-
verzita Karlova, Hlavova 2030, 128 40 Praha 2, bDepart-
ment of Chemistry and Biochemistry, University of Colo-
rado, Boulder, CO80309-0215, U.S.A.
michalvalasek@hotmail.com

Dikarbonyl(n5-cyklopentadienyl)kobalt [CpCo(CO),]
ma velice §iroké uplatnéni v chemii organokovii posled-
nich 50-ti let'. Jedna z moznych jeho reakei je tvorba cyk-
lobutadienovych komplext Rauschovou dimerizaci tolano-
vych derivati®. Tyto cyklobutadienové komplexy, diky své
¢tvercové symetrii, nachdzeji Sirokd uplatnéni napiiklad
v molekulové elektronice® nebo materialové chemii’.

Bude prezentovana metoda ke konstrukci kobaltovych
komplext substituovanych tetrafenylcyklobutadient. Tak-
to pfipravené sendvi¢ové komplexy, majici vhodné funk¢-
ni skupiny v para polohéach na fenylu, byly navzajem pro-

Y - H, SMe, S-terc-Bu, COOH,...

Spojka - Ph, bifenyl, "molekulové izolatory", 1,10-Fenanthrolin, ...

Obr. 1.
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pojeny pomoci Suzukiho kaplingu® a to bud’ piimo, pres
aktivni mista (1,10-fenanthrolin, 2,2"-bipyridyl), ¢imz
vynikaji “molekulové nanosenzory” nebo pies “moleku-
lové izolatory” (bicyklo[1.1.1]pentany, bicyklo[2.2.2]
oktan, p-karborany) (obr. 1). Pro studium a urceni nej-
vhodnéjsiho izolatoru byla nejprve pfipravena série izola-
tord majici na jedné strané ferc-butylbifenyl a na druhé
stran¢ N,N-dihexylbenzamid (obr. 2), které jsou podrobeny
spektroskopickému studiu.

I - Ph, bicyklo[1.1.1]pentany, bicyklo[2.2.2]oktan,
10-vertex and 12-vertex p-karborany

Obr. 2.

Déale bude prezentovana pfiprava samoskladného
kobaltového komplexu zakonceného karboxylovymi kyse-
linami a majici substituovany cyklopentadienovy kruh
vykazujici afinitu k povrchu rtuti. Bylo také vyuzito elek-
trondonornich vlastnosti cyklobutadienového komplexu
pro konstrukei “molekularnich diod”.

Tento projekt je financovan z grantu GA UK 417/2004.
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SYNTEZA NOVEHO TYPU , MOLEKULOVYCH
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Bude prezentovéna pfiprava nového typu ,,moleku-
lovych diod®, které se skadaji z elektronové bohatého ko-
baltového sendvie' (donoru) a elektronové chudého
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,pyridiniového monomeru*> (akceptoru). P vybéru

,molekulovych odport*® bylo vyuzito alifatickych mole-
kul majicich vysoky ionizacni potencidl. Cyklobutadieno-
vy kruh byl vystavén Rauschovou dimerizaci' tolanovych
derivatl s CoCp(CO), a déale pomoci Suzukiho kaplingu
spojen s ,,molekulovymi odpory“.* Piperidinové skupiny,
jako lateralni substituenty cyklobutadienového kruhu, zvy-
Suji  stabilitu oxidované formy sendvicového komplexu.

o ¢¢

Dale bude ukazana syntéza série ,,molekulovych odporii‘,
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ve kterych je stfedova jednotka tvofena bicyklo[2.2.2]
oktanem, bicyklo[1.1.1]pentany (staffany), 1,10-dikarba-
closo-dekaborany a 1,12-dikarba- closo-dodekaborany.
Pyridiniové akceptory byly pfipraveny zndmymi reakcemi
pres prislusné pyryliové soli>. Kone&né spojeni viech ti
komponent bylo provedeno pomoci Suzukiho kaplinku
boronového esteru kobaltového sendvi¢e s jododerivaty
,,molekulovych odporti” a pyridiniového monomeru®. Tyto
molekuly jsou studovany métenim rychlosti pfenosti nabo-
je pres ,,molekulové odpory* pomoci pulzni radiolyzy.

Tento projekt je financovan z granti GA UK
417/2004 a GA CR 203/04/0921.
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