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ANOTACE

Bakalarska prace se zaméfuje na proteiny, jejich strukturu a funkci. Dale je zde popsana

struktura aminokyselin, vznik peptidové vazby, vznik samotnych peptidi a jejich funkce.

V dalsi Casti se vénuje popisu jednotlivych metod studia struktury proteinti. Nejdiive
z historického hlediska a poté se zaméfuje hlavné na separa¢ni metody, tedy chromatografii a
elektroforézu, hmotnostni spektrometrii, 2-D elektroforézu, peptidové mapovani, rentgenovou
krystalografii a NMR spektroskopii. Velka pozornost je vztazena na nové trendy V této oblasti
jako je shotgun, LC (Liquid Chromatography — kapalinova chromatografie) peptidu,
kvantitativni metody a label free. Nakonec se zaobird dulezitym vyuzitim proteomiky

V mediciné.
KLICOVA SLOVA

Proteomika; separa¢ni metody; hmotnostni spektrometrie; peptidové mapovani; rentgenova

krystalografie; shotgun.



TITLE

Methods for studying of protein structure

ANNOTATION

The thesis is focused on proteins, their structure and function. Further, it described the

structure of amino acids, formation of peptide bond and peptides, and their functions.

The next section deals with the description of different methods to study of the structure of
proteins. First, from a historical point of view, and then it is focused mainly on separation
methods, namely chromatography, and electrophoresis, mass spectrometry, 2-D
electrophoresis, peptide mapping, X-ray crystallography and NMR spectroscopy. Much
attention is related to the new trends in this area as the shotgun, LC (Liquid Chromatography)
peptides, quantitative method and label free. Finally, it discusses using proteomics important

in medicine.

KEYWORDS

Proteomics; Separation methods; Mass Spectrometry; Peptide Mapping; X-ray
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1 UVOD

Proteomika je védni obor, ktery se zabyva hodnocenim exprese genetické informace na
urovni proteind. Také zkoumad jejich struktury a samotné interakce mezi nimi. Cilem
proteomiky je identifikace vSech bilkovin kédovanych lidskym genomem a zaroven se snazi
pochopit jejich funkci, strukturu a vytvofit tak 3-D mapu buniky (urcit lokalizaci jednotlivych
bilkovin) [1].

Pro¢ se vlastné pouziva proteomika a ne genomika? Na zakladé sekvence DNA nebo
mRNA nelze stanovit funkci proteinu. Nemtzeme popsat molekuldrni mechanismy jenom
pomoci studia genomu. Musime brat na védomi existenci alternativni translace a Spatnou
korelaci hladin mRNA a skute¢nych hladin proteinti. Nakonec mtizeme jednoduse odpovédét:

nemizeme pouzit genomiku, protoze proteiny a nikoliv geny vytvareji fenotyp [2].

Proteom je souhrn vSech proteini, které jsou kddovany a exprimovany piimo v buiice
nebo viru. Na zakladé genetické informace genomu jsou protein syntetizovany. Rozdil mezi

vvvvvv

Vsechny proteiny v buiice se musi stanovit najednou [3].

Ke stanoveni proteini se pouZzivaji metody zalozené na rozdélovani smeési latek na
zakladé rozdilnych fazi nebo rozdilnych fyzikalnich vlastnostech (chromatografie,
elektroforéza), pomoci stanoveni hmotnosti molekul a atomil po jejich pfevedeni na ionty
(hmotnostni  spektrometrie), analyzou prostorové struktury proteint diky difrakci
rentgenového zareni na monokrystalech (rentgenova krystalografie) anebo nové pomoci nové
se rozvijejicich se metod jako je sekvenovani DNA (shotgun) a multidimenzionalnich metod

(LC - Liquid Chromatography peptidt) [1,2,3].

Velmi dilezitym pifinosem je samotnd proteomika v oboru mediciny, kdy pomoci ni

dochazi ke stanoveni biomarkerti nemoci a tim k véasnym diagndézam a spravné 1é¢bé [4,5].
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2 Aminokyseliny
Aminokyseliny (AK) jsou zakladni stavebni jednotky vSech proteinti. Na tvorbé

bilkovin se jich podili dvacet a oznacuji se jako kodujici. Na zaklade své struktury se déli na
AK [6]:

e s postrannim alifatickym fetézcem (glycin, alanin, valin, leucin, isoleucin),

e s karboxylovou nebo amidovou skupinou na postrannim fetézci — kyselé skupiny
(kyselina asparagova, asparagin, kyselina glutamova, glutamin),

e saminovou skupinou na postrannim fetézci — bazické skupiny (arginin, lysin),

e Saromatickym jadrem nebo hydroxylovou skupinou na postrannim fetézci (histidin,
fenylalanin, serin, threonin, tyrosin, tryptofan),

e se sirou v postrannim fetézci (methionin, cystein),

e na AK obsahujici sekundarni amin (prolin) [7].

Aminokyseliny, které si organismus syntetizuje sam, se nazyvaji neesencialni. Jejich
syntéza probiha napiiklad transaminaci oxokyselin pfijatych z potravin. Naopak ty, které musi
byt do organismu dodany v potravé a které si organismus neumi sam vyrobit, se oznacuji jako
esencidlni. Jsou to predevSim ty AK, které maji heterocyklicky zbytek, aromaticky nebo
rozvétveny fetézec. Esencialnich aminokyselin je 10 a fadi se mezi n€ valin, leucin, isoleucin,

methionin, tryptofan, fenylalanin, threonin, lysin, arginin a histidin [6,7].

2.1 Struktura aminokyselin

Z chemického hlediska jsou AK substitu¢ni derivaty karboxylovych kyselin. Obsahuji
karboxylovou (-COOH) a aminovou (-NH>) skupinu, ktera lezi na uhliku vedle karboxylové.
Podle této struktury se AK nazyvaji jako 2-aminokarboxylové kyseliny nebo také a-kyseliny
[6,7,8].

Vsechny AK, s vyjimkou glycinu, maji chirdlni atom uhliku, diky kterému jsou
schopny otacet rovinu polarizovaného svétla, jsou tedy opticky aktivni. Stejné jako sacharidy
se mohou vyskytovat ve dvou konfiguracich, které se oznacuji jako L- a D-konfigurace.
Vsechny koédované aminokyseliny se v zivych organismech vyskytuji pievazné ve své

levoto¢ivé konfiguraci [6,8].

Aminokyseliny mohou také obsahovat ve svych postrannich fetézcich (R-) dalsi

karboxylové nebo aminové skupiny. Mohou byt tedy rozdéleny podle poméru celkového
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poctu téchto skupin na kyselé, zasadité a neutrdlni. Protoze se AK mohou chovat bud’ jako

kyseliny nebo jako zasady, oznacuji se také jako amfoterni slouceniny [6,8].

i | i
R—Cl:—COOH == R—C—C00 =—= R——CI:——coo'
NH5" NH," NH,

kation amfion anion

Obr. 1 Reakce vzniku amfiontu [6].

Zreakce na obrazku €. 1 vyplyva, Ze u AK dochdzi k vnitini interakci mezi
karboxylovou a aminovou skupinou za vzniku amfiontu, tzv. obojetného iontu. Reakce je
specificka pro pH kazdé AK, které se oznacuje jako izoelektricky bod. AK se v tomto stavu

chovaji jako navenek elektricky neutralni [6,7].

2.2 Peptidova vazba

vvvvvv

probihd mezi dvéma AK. Dochazi k interakci mezi karboxylovou skupinou jedné AK a

amino-skupinou druhé AK za vzniku vody (obrazek cislo 2) [6,8,9,10].

7 I i
I
R!-CH-C-OH + H-N-CH-C-OH - Rl-r:,l*H CH-C-OH + H,0

| |
NH, H R? NH, R?

Obr. 2 Reakce popisujici vznik kovalentni peptidové vazby (Gervené
vyznacena) [6].

2.3 Peptidy

2.3.1 Vznik peptidi — peptidova vazba
Peptidy vznikaji kondenzaci dvou a vice aminokyselin za vzniku peptidové vazby.

Podle aminokyselinovych zbytkil, z nichz jsou peptidy slozeny, je délime na oligopeptidy
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obsahujici 10 AK a polypeptidy, které jsou tvoreny vice jak 10 aminokyselinami. Polypetidy,

které maji vysokou molekulovou hmotnost, se nazyvaji bilkoviny [6,8,9].

2.3.2 Funkce peptidii

Pro regulaci fyziologickych procesii v zivych organismech jsou peptidy neustale
syntetizovany. V organismu se peptidy vyskytuji nejcastéji jako hormony a neuro-peptidy,
které reguluji vétSinu procest v lidském téle jako naptiklad regenerace a rust bunck, regulace
spanku, fizeni imunitniho systému, tvorba hormoni atd. Dalsi funkci je ovliviiovani
fyziologickych faktord, jako je nértst svalové hmoty, vykonnost atd. Také mohou mit dobry

vliv na dusevni faktory, jako jsou pamét,, chovani, koncentrace atd. [6,8,9].

2.4 Proteiny
Bilkoviny patii mezi zakladni stavebni jednotky zivé hmoty. Jsou to ptirodni latky,

které, jak jiz bylo feceno, vznikaji kondenzaci aminokyselin za vzniku peptidické vazby [6,7].
2.4.1 Struktura proteini

2.4.1.1 Primarni struktura

Tato struktura je nejjednodussi a udava presné strukturu bilkoviny a v ni potadi
jednotlivych AK. Pokud by bylo pofadi AK zménéno, naptiklad zatfazenim nevhodné AK do
polypeptidového fetézce, projevi se to fatdln€ pro dany organismus, protoze primarni

struktura je pfimym odrazem genetického kodu kazdého jedince [8,11,12].

2.4.1.2 Sekunddrni struktura

Sekundarni struktura je obrazem geometrického uspofadani polypeptidového tetézce.
Casti bilkovin maji struktury bud sklddaného listu (tzv. B-hieben) nebo pravotocivé
Sroubovice (tzv. a-helix). Tyto vazby vznikaji pomoci vodikovych vazeb, které ptisobi mezi
funk¢énimi skupinami. Aminokyselinové zbytky se orientuji nad a pod rovinu sklddaného listu

nebo vné Sroubovice [8,11,12].

2.4.1.3 Terciarni struktura

Tato struktura je dana sekundarni strukturou, tedy uspofadanim skladaného listu nebo
pravotoCivé Sroubovice do kone¢ného uspotfddani molekuly bilkoviny. Tercidrni struktura
muze byt bud’ fibrilarni (vldkno) nebo globuléarni (klubko). Na této struktute se podili iontové

vazby, vodikové vazby, disulfidické vazby nebo Van der Waalsovy sily [8,11,12].
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2.4.1.4 Kvartérni struktura

Z této struktury vyplyvéa vzajemné prostorové usporadani podjednotek bilkovin, které
jsou tvoteny z vice peptidickych fetézcl. Tyto podjednotky mohou snadno podléhat disociaci
a zpétnému spojovani. Reakce jsou vratné a rovnovazné. Sily, které zde plsobi, maji
nekovalentni charakter. Pokud dojde k odumieni organismu, jeho bilkoviny se zacnou

biologicky rozpadat, tzv. hniti bilkovin [8,11,12].

2.4.2 Funkce proteini v organismu

Proteiny jsou dilezitymi latkami pro spravnou funkci vSech organismil. AK slouzi
jako zdroj dusiku, jenz je nepostradatelnym biogennim prvkem. Bilkoviny maji tedy funkci
stavebni (jako skleroproteiny, napt. kolagen), katalytickou (enzymy — biokatalyzatory),
regulacni (hormony, napt. inzulin), obrannou (protilatky, napt. imunoglobuliny), transportni
(napf. hemoglobin), zadsobni (napt. ovalbumin), pohybovou (napf. myosin). Také se podili na
syntéze lipidové dvojvrstvy, nukleotidl a alkaloidf. Ne¢které mohou patfit mezi toxiny (napf.

hadi jedy) [6,7,10].

Pro organismus jsou nepostradatelné, protoze je vyuziva jako alternativni zdroj

energie po sacharidech a lipidech, nebot’ jsou vychozimi latkami pro jejich syntézu [6,7,10].

3 Proteomika

Proteomika predstavuje soubor metod, technik, pfistupii a konceptl, které se zabyvaji
kvalitativnimi a kvantitativnimi popisy a porovnavanim jednotlivych proteomti — kompletnich
sad bilkovin pfitomnych v daném okamziku v bunice, nebo tkani, zahrnujici veskeré jejich
modifikace, vzajemné interakce, lokalizace a metabolicky obrat. Snazi se identifikovat
vSechny proteiny, jak jsou modifikovany, kdy a v jaké mife jsou exprimovany, kde se

nachazeji a jak spolu interaguji [1,2,3].

Hlavnimi pilifi proteomiky jsou elektroforéza, chromatografie a hmotnostni
spektrometrie, které umozni separaci, identifikaci a kvantifikaci stovek nebo tisicti proteini a

peptidi v jediném experimentu [13].
3.1 Historie

3.1.1 Elektroforéza
V roce 1807 profesor Ferdinand Friedrich Reuss experimentoval se vzorky jilu a

pomoci voltova ¢lanku sestaveného z 92 provrtanych sttibrnych rublt prolozenych zinkovymi
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pliSky popsal elektroendoosmoticky tok (pfesun molekul vody v elektrickém poli
K negativnimu pdlu) a také presun Eastic jilu v elektrickém poli (elektroforéza). Polozil tak

zaklady elektroforetické separace [14].

Zasadni zvrat ale priSel o néco déle. Ve své praci popsal Ame Tiselio (ve tficatych
letech dvacatého stoleti) separaci sérovych proteint v roztoku mezi elektrodami a opticky
sledoval pohyblivé rozhrani jednotlivych molekul. V roce 1948 dostal za svij pfinos
Nobelovu cenu za chemii. Na jeho poznatky navazal Linus Pauling, ktery v roce 1949 popsal
odlisnou elektroforetickou migraci hemoglobinu u pacientli se srpkovitou anémii a zdravych
jedinct. Tiselieho elektroforéza méla ale svd omezeni, hlavné negativni vliv gravitace na
separaci nabitych ¢astic ve volném roztoku. Problém byl vyiesen piidanim vodivého pufru do
pevného média. Jako podptirnd média byl pouzivan papir (papirova elektroforéza) a agarovy

gel (agarova elektroforéza) [14].

Sedesata 1éta ptinesla pokroky, piedevsim isoelektrickou fokusaci a polyakrylamidové
gely. Isoelektrickd fokusace déli bilkoviny na zéklad¢ jejich naboje, pfesnéji na zdkladé jejich
isoelektrického bodu (pI). Naopak polyakrylamidova gelova elektroforéza je déli na zakladé

jejich molekulové hmotnosti [14].

Vroce 1975 se povedlo nékolika tymim tyto dvé metody zkombinovat do
dvojrozmérné separace. Nejlépe se to podafilo védci jménem Patrick O'Farrell, ktery se
povazuje za otce dvojrozmérné elektroforézy (2-DE) a kterd je zaloZend na pl a molekulové

hmotnosti. Rozdé¢lil tehdy na jediném gelu 1 100 proteinovych skvrn lyzatu E. Coli [1,14].

Na zéklad¢ dvojrozmérné elektroforézy byly na pocatku devadesatych let polozeny

zaklady proteomiky a byly provedeny prvni pokusy o zmapovani proteomu [1,14].

3.1.2 Chromatografie

Vroce 1907 polozil zéklady chromatografie rusky botanik Michail Cvet, ktery
prezentoval své poznatky o rozdélovani roztoku rostlinnych pigmentd na kfidovém
adsorbentu. Na zaklad¢ toho, ze pracoval s barevnymi chlorofyly a karotenoidy, popsal

experiment barvopisem — chromatografie [15].

Na jeho praci pozdéji navazali Richard Kuhna, Edgar Lederer. Prilomovéa byla
pfeména Cvetova modelu ve Ctyficatych letech Archerem Martinem a Richardem Syngem,
ktefi pouzili silikagel jako stacionarni fazi a metodu oznacili jako rozdélovaci chromatografie.

Jejich metoda jiz byla pouzitelna pro rozdéleni aminokyselin a peptida [15].
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V Sedesatych letech se objevily sférické Céstice stacionarni faze a chemicka
modifikace jejich povrchu vedla k odliseni kapalinovych chromatografii, které byly nutné
provadét za vysokych tlaki. V roce 1966 byl zaveden termin HPLC (High Performance
Liquid Chromatography, tzv. vysokot¢inna kapalinova chromatografie) Csabou Horvathem.
V soucasnosti patii vysokotlakd kapalinova chromatografie, kterd se provadi na kolonach
s mikrolitrovymi az nanolitrovymi pritoky, khlavnim metoddm separace peptida

v proteomice [15].

Tato metoda slouzi spiSe k separaci peptidil, ale lze ji vyuzit 1 k d€leni inaktivnich
proteind podle velikosti metodou gelové filtrace nebo pfi nativnich separacich proteinovych

komplext [15,16].

3.1.3 Hmotnostni spektrometrie (Mass Spectrometry, MS)

V poslednich letech devatenactého stoleti v Cambridge polozil zdklady hmotnosti
spektrometrie fyzik J. J. Thomson, ktery se zabyval vychylovanim katodového zafeni
Vv elektrickém poli a objevil a popsal elektron. Spole¢né s Francisem W. Astonem sestrojil
prvni hmotnosti spektrometr, ktery byl schopen méfit hmotnost nabitych iontli, a pomoci

néhoz zaznamenal izotopy nékterych prvka [17].

Do druhé svétové valky se hmotnosti spektrometrie postupné vylepSovala, ale zasadni

vliv na vyvoj byl pozadavek na separaci a charakterizaci izotopt uranu béhem valky [17].

Ve ctyticatych letech minulého stoleti jiz byly hmotnosti spektrometry komercéné
dostupné. V této dobé spise slouzily ke kvantitativni analyze. V padesatych letech byl
sestaven analyzator typu TOF (Time-of-Flight, ktery méfil dobu letu) [17].

Do 80. let se stala analyza malych organickych molekul pomoci metody MS
standardem kazdé¢ laboratofe. Na konci osmdesatych byl vyfeSen problém analyzy velkych
molekul, tak aby nedochézelo k jejich neustalé fragmentaci, kdyz John Fenn vyuzil k ionizaci
metodu zna¢nou jako ESI (Electrospray Ionization). Ionizaci pomoci laseru v této dobé vyuzil
Koichi Tanaka a nezavisle na ném také Franz Hillenkamp s Michaelem Karasem, ktefi jsou
povazovani za zakladatele metody MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption lozination).
Objevy ESI a MALDI mély zasadni vliv na identifikaci proteint a jejich kvantitativni analyzu

[17].
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Jak dulezité byly objevy hmotnostni spektrometrie, ukazuje fakt, ze v roce 1906 J. J.
Thomson, 1922 F. W. Aston, 1989 Wolfgang Paul a Hans Dehmelt a nakonec v roce 2002

John Fenn a Koichi Tanaka ziskali Nobelovu cenu za své piinosy v MS [17].

3.1.4 Soucasnost

Vyvoj proteomiky jako souboru nastroju, pfistupti a koncepti biologického studia
souvisel s postupnym rozvojem elektroforézy, chromatografie a hmotnostni spektrometrie.
V osmdesatych letech jesté¢ nebyla 2-DE z gelu dostatecné citlivou metodou pro stanoveni

proteinii v mnozstvi nanogramu [13,14,15,17].

Na konci devadesatych let se objevilo dekddovani genomt, pomoci genovych
databazi, a hmotnostni spektrometrie, pomoci niz se dala stanovit pfesna hmotnost peptidi
a jejich fragmentl. Pravé pomoci hmotnosti spektrometrie byla nalezena dostate¢na citlivost

metody K rychlému stanoveni proteind [13,17].

V roce 1993 byl polezen zaklad metody PMF (Peptide Mass Fingerprinting), tzv.
peptidové mapovani nebo peptidovy fingerprinting. PMF je zaloZena na zméteni hmotnosti
peptidi a ty jsou porovnavany s hmotnosti vSech teoretickych peptidl, vypocitanych na

zaklade kodujicich sekvenci DNA piitomnych v databazi [3,13].

Také se vtéto dobé wvyuziva kidentifikaci proteint tandemové hmotnosti
spektrometrie (MS/MS) a fragmentace peptidl,, které pouZivaji ionizace ESI ve spojeni

s iontovou pasti nebo trojitym kvadrupolem [13].

Termin proteom, ktery oznauje proteinovy komplex genomu, je v roce 1994 poprvé
pouzit v Italii a dochdzi tak k oficidlni zrodu proteomiky jako oboru, ktery se zabira

kvalitativnim a kvantitativnim popisem proteomu [1].

Soucasnd proteomika se rozd€luje na strukturni, kterda se zabyva vytvafenim
bunéénych nebo subcelularnich map a ukazuje kompletni informace o bilkovinach a jejich
interakcich v dané organele nebo viceproteinovém komplexu, dale na funkéni, cilena sub-
proteomicka izolace a charakterizuje funkcéni celky nebo soubory bilkovin na zakladé
spolecné funkce, anakonec expresni proteomika, zabyvajici se kvantitativnim studiem

porovnavajicim expresi mezi riznymi proteomy [18,19].
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3.2 Proteom

Tento pojem byl pouzit poprvé australskym molekuldrnim biologem Markem
Wilkinsem [1].

Proteom pochazi ze zkraceného anglického nazvu proteins expressed by a genome.
Vystihuje tedy souhrn vSech proteinti, které jsou kddované a exprimované v buiice nebo viru
spolu s jejich interakci a funkénimi vztahy. Také se jedna o okamzity soubor vSech proteind
ve vzorku (burika, tkan) v ur¢itém Case. Jelikoz se koncentrace proteinii neustale méni podle

potieby organismu, na rozdil od genové vybavy, jedna se o pojem dynamicky [1].

V SirSim slova smyslu, lze proteom chdpat bud’ jako bunécny nebo kompletni.
Bunéény proteom je souborem proteind, které se prav€é nachdzi v urcité buiice, za danych

podminek. Kompletni proteom je potom proteomem celého organismu [1,2].

V porovnani s genomem (obsahuje celou genetickou informaci ulozenou v DNA,
vSechny geny a nekddujici sekvence) je proteom vétsi, zvlaste u eukaryot, a to diky
alternativnimu splicingu a posttranslaénim modifikacim proteinii. Genom je oproti proteomu
vice stabilni, protoZe, jak jiZ bylo feceno, proteiny se buiice méni velmi rychle a rliznymi

vvvvvv

[1,3].

3.3 Genomika

Genomika je pomé&mé novy védni obor, ktery se zacal vyvijet v 70. a 80. letech
minulého stoleti spole¢né s rozvojem molekularnich metod jako napt. sekvenovani a genové
mapovani, vychazejici z oboru genetiky. Tento pojem byl poprvé pouzit az v roce 1986
Thomasem Roderickem. Lidsky genom byl poprvé piecten v roce 2001 v ramci projektu
HUGO (Human Genome Organisation), mezi jehoz cile patii zkoumani povahy, struktury,
funkce a interakce gend, genetické elementy a genomy cloveéka a piislusnych patogenni
organismt, studuji vliv genetické variability a Zivotniho prostfedi na vlastnosti, pfiCiny, lécbu
a prevenci chorob, atd. Projekt pfecteni lidského genom byl ukonéen az v roce 2007, kdy byl

lidsky genom prohlasen za ptecteny [2].

Tento obor se zabyva komplexné¢ genomem organismu. Principem je stanoveni uplné
dédicné informace, tedy ziskani sledu vSech nukleotidd, a pfifazeni funkci jednotlivym gentim

jedince [2].
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Genomika se miize dale ¢lenit na razné podobory:

e strukturni genomika, ktera studuje struktury gent, pifedevsim celych genomu,

funkéni genomika, jejimz cilem je genova exprese za riiznych podminek,

e komparativni genomika, kterd porovnavéa genomy riiznych organismt,

e populacni genomika porovnavajici genomy v ramci konkrétni populace konkrétniho
organismu,

e vypocetni genomika, kterd pracuje s genomickymi daty za pomoci bioinformatickych
vypocetnich metod,

e osobni genomika, kterd se snazi do budoucnosti pomoci lékaifim v poskytnuti presné

informace o genetickych predispozicich pacientd [2].

Genomika s proteomikou jdou ruku v ruce. Jsou to interdisciplinarni védni obory, které se
zabyvaji studiem a analyzou genomu a proteomu, jehoZ soubory proteinil jsou na zaklade
genetické informace genomu vytvareny. Spolecné zasahuji do védnich oborG jako je

biochemie, molekularni a systémova biologie, bioanalyticka chemie, atd. [2,3].

3.4 Oblasti pusobeni proteomiky

V soucasné dobé zasahuje tento dynamicky obor do mnoha oblasti, ve kterych se
neustale vyviji. Mezinarodni organizace HUPO (Human Proteom Organization) a EuPA
(European Proteomics Association) své vyzkumy obohatili o studia proteomd mnoha jinych
zivociSnych druhti. V budoucnosti se ocekavaji piinosy proteomiky zvlasté do oblasti
biomediciny, které by mohly mit z4sadni vliv v ¢asné diagndze a 1é€b¢ daného onemocnéni

[4,5,18,19].

Nekteré studie se zabyvaji hledanim proteind a ur¢ovanim jejich forem v organismu.
Jiné sleduji zmény proteinovych profild v zavislosti na funkénim stavu buniky nebo tkané.
Dalsi se vénuji interakcemi mezi proteiny, tedy reakci protein-protein, které jsou dulezité
z hlediska regulace jejich funkce a také vnitrobunétné lokalizace. Tyto interakce nejsou
urCovany snadno, protoZze ziskat dostatecné mnoZzstvi proteinového komplexu s nami
pozadovanou cistotou neni lehké. Separacni techniky se pak voli pro kazdy sledovany

proteinovy komplex tak, aby nedochazelo k naruseni proteinové interakci [16,18].

Existuji také studie, které se veénuji reverzibilnim posttranslacnim modifikacim
proteintl a které byvaji spojené s ubytkem molekulové hmotnosti, ur¢uji se pomoci hmotnosti

spektrometrie. Za zminku také stoji studie, které méfi rozdil v expresi proteini, zmény
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exprese proteinl v zavislosti na Case, zmény exprese proteintl v buiice, které jsou zplsobeny

reakci na prostiedi nebo na néjakou latku [18,19].

4 Metody proteomiky
Nejdulezitéjsi je priprava vzorku pfed samotnym stanovenim. Pokud bychom se
snazili homogenizovat cely organismus a az poté cely proteom, nejspise bychom neuspéli,

protoze ziskané informace jsou na trovni téch, které mizeme identifikovat jiz z genomu [13].

4.1 Separacni metody
Tyto metody slouzi k rozdéleni smési latek na zdklad¢ rozdilnych fazi nebo rozdilnych

fyzikalnich vlastnosti [16].

Mezi separa¢ni metody pouzivané v proteomice patii chromatografie, kdy se slozky
smési rozd€luji na zaklad¢ rozdilnych vlastnosti, a elektroforéza vyuzivajici rozdilné

pohyblivosti elektricky nabitych ¢astic riznych latek v elektrickém poli [16].

4.1.1 Chromatografie

Nazev chromatografie pochazi z feckého slova barva a slova psat [15].

4.1.1.1 Princip chromatografie

Dochézi k rozdélovani slozek smési vzorku mezi dvéma fdzemi — staciondrni
(nepohyblivou) a mobilni (pohyblivou). Faze se od sebe 1i§i svymi fyzikalné-chemickymi
vlastnostmi. Spole¢né s mobilni fazi je soustavou unasen také vzorek. Analyty (délené slozky
vzorku) reaguji v rizné mife s obéma fazemi. Ty analyty, které se vaZi na stacionarni fazi,

jsou zadrzovany déle a pomaleji se pohybuji [15,20].

4.1.1.2 Zakladni pojmy pouzivané v chromatografii

e Stacionarni faze — porézni material (silikagel, oxid hlinity, celuloza, apod.), ktery je
vlastni ¢innou slozkou chromatografického zatizeni.

e Mobilni faze — kapalina nebo plyn unasejici slozky délené smési pres stacionarni fazi.

e Analyt —izolovana latka.

e Eluent — mobilni faze.

e Chromatograf — zafizeni, ve kterém se uskuteciiuje vlastni chromatografie.

e Chromatogram — graficky vystup z detektoru, ktery vyjadiuje zavislost signalu (na
ose y) na elu¢nim ¢ase nebo objemu (osa x).

e Nosi¢ — pevna (inertni) latka spojena se zakotvenou fazi.
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e Retardacni faktor — pomér vzdalenosti ¢ela od startu a vzdalenosti stfedu skvrny
sledované latky od startu pii ploSnych chromatografiich.

¢ Retencni (eluéni) ¢as (objem) — Cas od zacatku eluce, ktery je potiebny k tomu, aby
se dana frakce vzorku dostala k detektoru za kolonou, nebo objem elu¢niho ¢inidla,
ktery protece za elucni ¢as kolonou.

e Teoretické patro — vyskova cast kolony, ve které dochazi k jednomu rovnovaznému
délicimu kroku fyzikaln¢ chemického jevu.

o Utinnost kolony — im&ma podtu teoretickych pater dané kolony [15,20].
Ptehledné rozdéleni chromatografickych metod je uvedeno v tabulce €. 1.

Tabulka 1 Rozdéleni chromatografickych metod

Dle uspotadani Plosna Papirova

TLC Sypana vrstva

Sloupcova HPLC
GC
Dle fyzikalné chemickych vlastnosti Adsorpéni
Rozdélovaci
Gelova

Iontoveé vyménna

Afinitni
Dle skupenstvi mobilni faze Plynova

Kapalinova
Dle tcelu pouziti Analyticka

Preparativni

4.1.1.3 Deéleni podle usporadani

a) Plosné uspotadani

Plosné usporadani chromatografie je realizovano pomoci papiru, sypané a tenké
vrstvy. Pohyb mobilni faze je zde uskute¢nén pomoci vzlindni této faze. Mezi plosné

uspotadani chromatografie se fadi papirova, TLC chromatografie a sypana vrstva [21].
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U papirové chromatografie se jako stacionarni faze pouziva chromatograficky papir,

ktery je slozen z vrstev celuloznich vlaken obsahujici nékolik % vody [21].

TLC (Thin Layer Chromatography), neboli tenkovrstva chromatografie, patii dnes
K nejbéznéji pouzivanym plosnym uspoifadanim. Provadi se na tenké vrstvé sorbentu

ptichyceného k podloZce slozené bud’ z hliniku, nebo skla ¢i polymeru [21].

Podobné usporadani jako TLC ma sypana vrstva. LiSi se pouze vrstvou sorbentu,
ktera je siln&j$i, az nékolik mm. Tuto metodu vyuziva hlavné preparativni chemie k separaci

obtizn¢ separovanych latek [21].
b) Sloupcové uspotradani

Toto uspotfadani umoziuje urychleni separaéniho procesu, kdy déleni probiha
v trubici, ktera je naplnéna sorbentem. Suspenze sorbentu je nalita do trubice, kde vytvoii
sloupec, z néhoz odkapava mobilni faze zachytavana do zkumavek nebo vialek. V pribéhu

procesu je neustale mobilni faze dopliovana, aby sloupec nevyschnul [22,23].

Mezi chromatografie ve sloupcovém uspoiadani patii HPLC a GC chromatografie
[22,23,24,25]:

HPLC, neboli vysokoucinna (vysokotlakd) kapalinova chromatografie, pracuje na
zéklad¢ zvySeni tlaku pomoci Cerpadla s vysokym tlakem mobilni faze, ¢imz se urychli déleni
na sloupci. Vysledny chromatogram vyhodnocuje zavislost odezvy detektoru na ¢ase analyzy,
kdy jednotlivé slozky jsou zobrazeny jako piky a jejich koncentrace je plocha pod piky
[22,23].

GC (Gass Chromatography), plynova chromatografie, je metoda, kde mobilni faze je
plyn (helium, dusik nebo vodik). Vzorek, ktery chceme rozdélit, se musi nejdiive nechat
vypafit a zistat v tomto stavu stabilni. Chromatogram vyhodnoti zavislost vodivosti (odezvy
detektoru) na cCase. Dé¢lené latky vstupuji do plamene v rtizném case a jako piky jsou
zobrazeny na chromatogramu. Jejich koncentrace je vyobrazena opét jako plocha pod piky
[24,25].
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4.1.1.4 Rozdeéleni podle fyzikalné chemickych viastnosti

a) Adsorpéni chromatografie

Pti adsorpci reaguje latka s absorbentem. Stacionarni fazi u toho procesu je sorbent,
tedy latky, ktera ke své hmotnosti ma velky povrch a na ném skupiny, které vytvaii slabé
vazby srozpusténymi latkami. Jako sorbenty jsou vyuzivany silikagel, oxid hlinity
a kfemelina [26].

b) Rozdélovaci chromatografie

Principem rozdélovaci chromatografie je déleni latek na zdkladé jejich rozdilné
rozpustnosti ve dvou rtiznych kapalinach. Jako mobilni faze je pouzita jedna z kapalin, druha
je zakotvena na nosi¢i a tvoii tak fazi stacionarni. V piipad¢é plynovych chromatografii je
misto kapaliny jako mobilni faze pouzit plyn. Kapalina, kterd je zakotvena, musi v tomto

ptipadé mit minimalni tékavost za teplot, které jsou pouzity pfi separaci [27].
c) Gelova chromatografie

Tento typ chromatografie se v angli¢tiné nazyva size-exclusion chromatography.
Princip je zaloZen na rozdilné priichodnosti otvorl a dutych vyklenkii na ¢asticich stacionarni
faze pro rizné velké Castice délené smési. Jako stacionarni faze jsou pouzity hrudky gelu,

nejcastéji polysacharidy a dextriny slouzici jako molekulové sito [28,29].
d) Iontové vyménna chromatografie

Principem toho typu chromatografie je coulombické ptitahovani opacné nabitych
¢astic za pouziti iontoméenice. Ionex je latka, ktera ma na svém povrchu skupiny, které jsou

schopny disociace v roztoku [30,31].

Katex je iontoméni¢, ktery reaguje s kationty. Obsahuje kyselé skupiny (-SO3zH, -
COOH) [30,31].

Anex je iontoméni¢ reagujici s anionty a obsahuje zasadotvorné skupiny (kvartérni

amonné ionty) [30,31].

Pokud klesne koncentrace iontll, 1ze iontoméni¢ regenerovat za pouziti roztoki, které

obsahuji ptivodni ionty (kyseliny, zasady, NaCl) [30,31].
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e) Afinitni chromatografie

Tato metoda se pouziva u separace bioaktivnich latek jako selektivni separace.
Principem je specifickd sorpce, kterd je charakteristicka pro biologické procesy (enzym-
inhibitor, protilatka-antigen, receptor-hormon). Touto metodou lze zakoncentrovat latky

obsazené ve velmi malych koncentracich [32].

4.1.1.5 Rozdéleni chromatografickych metod dle skupenstvi mobilni faze
Na zdklad¢ tohoto déleni se chromatografické metody dé€li na plynové a kapalinové

[27].

4.1.1.6 Rozdeéleni chromatografickych metod podle ucelu pouziti
Dle ucelu pouziti se deli na analytickou chromatografii a preparativni chromatografii

[27].

4.1.2 Elektroforéza

Od roku 1892 je znamé, Ze anorganické cCastice v koloidnim roztoku plsobenim
elektrického pole nendhodné putuji (tento jev byl pozdéji popsan i u proteini). Svédsky védec
Arne. W. Tiselius dostal vroce 1948 Nobelovu cenu za chemii za sestaveni prvni

elektroforetické aparatury [33].

4.1.2.1 Princip elektroforézy

Principem elektroforézy je, Ze vyuZiva schopnosti nabitych c¢asti se pohybovat
Vv elektrickém poli. Rychlost pohybu ¢astic zavisi na velikosti celkového povrchového naboje,
velikosti a tvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku. Elektroforézu mizeme pouzit tedy

k separaci latek pro analytické ucely, ale i pro ucely preparativni [33].

Pokud bychom chtéli vyjadiit rychlost elektroforetické separace, miizeme na zakladé

tohoto vztahu [33]:

v SR b 80
—=C- ¢
E n
linearni rychlost (m/s) €  permitivita vakua
E intenzita elektrického pole (V/m) n viskozita prosttedi (Pa-s)
konstanta z4visla na tvaru ¢astic a na tloust'ce o elektrokineticky potencial

elektrické dvojvrstvy

er relativni permitivita kapaliny
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Tabulka 2 Rozdé€leni elektroforézy

Volna
Na nosic¢ich PAGE
SDS
Izoelektricka fokusace
Dvojrozmérna
Kapilarni Volna
Gelova
Izotachoforéza
Afinitni

a) Volna elektroforéza

Principem tohoto druhu elektroforézy je, Ze se provadi ve vodnych roztocich
tlumivych roztok (elektrolytu). Castice potom putuji smérem k elektrodé s opacnou polaritou

[33].
b) Elektroforéza na nosicich

Této metodé se také fika zondlni elektroforéza a zacala byt pouzivana kvuli
nedostatkiim, které méla volna elektroforéza (vznik konvencnich proudt a difize). Nosice
musi spliiovat tyto podminky: byt hydrofilni, nerozpustné ve vod¢ a mély by mit co nejmensi
adsorpéni schopnosti. Metody poté mulzeme rozdélit na PAGE, SDS elektroforézu,

izoelektrickou fokusaci a dvojrozmérnou elektroforézu [33,34,35].
c) Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE)

PAGE se velice Casto pouziva v analytice proteinli ke zji§téni homogenity preparatu a
riznych stupiii isolacnich postupli a casteCné také k fyzikdlné-chemické charakterizaci
bilkovin. Aby elektroforetickd separace probé&hla uspéSn€é, musi byt zajiStény vhodné

podminky pro provedeni procesu, zejména vhodné zvolené pH [34].

Mezi nejdilezitéjsi faktory pro elektroforézy na nosicich (i pro PAGE) je koncentrace
gelu, tedy stupen zesiténi gelu. Gel s vét§imi nebo menSimi péry se stava mechanickou

prekazkou pro molekuly urcité velikosti [34].
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Elektroforézu v polyakrylamidovém gelu mizeme provést dvéma zpusoby. V obou
ptipadech se provadi ve specidlnich aparaturdch, do nichz se nosi¢ se vzorkem vlozi mezi dvé

elektrody, ve kterych proudi stejnosmérny proud. Rozdil je poté mezi umisténim vzorku [34].
d) SDS elektroforéza

U této metody je také pouzit polyakrylamidovy gel, ale s ptidavkem dodecylsulfatu
sodného (SDS). Pouziti SDS elektroforézy je pouze specialné pro proteiny. SDS je tedy
anionaktivni detergent, ktery ma pomérné vysoky naboj, diky kterému se vyrovnaji nabojové

rozdily bilkovin, které se pohybuji v gelu pouze na zakladé velikosti [35].
e) Izoelektricka fokusace (IEF)

Pii IEF dochazi k separaci v gradientu pH, ktery se ustanovi mezi dvéma elektrodami.
Separovana latka se poté pohybuje vlivem elektrického proudu v gradientu pH dokud se
nedostane do oblasti pH shodné s jejim izoelektrickym bodem. Zde ztrati ndboj, zastavi se a

zacne se koncentrovat [36].
f) Dvojrozmérna elektroforéza

Dvojrozmérna elektroforéza slouzi k separaci komplikovanych vzorkd, pro které neni
vhodnd ani jedna z ptfedeSlych elektroforéz. Umozni ndm rozliSeni az 10 000 proteind
[33,34,35].

Nejcastéjsi provedeni:

e PAGE v trubiéce s kombinaci PAGE na desce
e Kombinace PAGE s SDS-PAGE
e Posledni kombinace je IEF a SDS-PAGE [34,35].

g) Kapilarni elektroforéza

Pouziva principy elektrokinetické elektroforézy a elektroosmézy k rozdéleni latek
uvnitf  kfemenné kapilary. Provést ji miZeme jako volnou, gelovou elektroforézu a

izoelektrickou fokusaci [37].
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h) Volna kapilarni elektroforéza

Zptsob volné kapilarni elektroforézy (Free-zone capillary electrophoresis) se provadi
v oteviené kapilafe, ktera je naplnéna elektrolytem. K rozdéleni dojde kombinaci vlivu

elektroforetické migrace a elektroosmotického toku [37].
1) Kapilarni gelova elektroforéza

U této metody se pracuje s kapilarami, jejichz wvnitini povrch je modifikovan
(potazen), ¢imz se minimalizuje elektroosmoticky tok a separace prob¢hne pouze na zékladé

elektroforetické migrace [37,38,39].
j) lzotachoforéza

Od normalni elektroforézy se lisi tim, Ze vzorek se umistuje mezi dva elektrolyty
(vedouci a koncovy), které se 1i$1 v mobilité iontl jednotlivych elektrolytti — vedouci obsahuje
nejpohyblivéjsi ionty a koncovy nejpomalejsi. Samotna separace pak probihé za konstantniho

proudu v gradientu napéti [40].
K) Afinitni elektroforéza

Princip je podobny jako u afinitni chromatografie. Separované latky se pohybuji diky
vlivu elektroforetické pohyblivosti v gelu, ve kterém je pfitomny imobilizovany afinitni
ligand. Tato slozka se v dusledku tvorby specifického komplexu opozd’uje v priichodu gelem,

zatimco neaktivni migruji normalni rychlosti [41].
4.2 Hmotnostni spektrometrie

4.2.1 Princip

Principem této fyzikalné-chemické metody je stanoveni hmotnosti molekul a atomt po
jejich prevedeni na ionty pomoci pfistroje, kterému se fikd hmotnostni spektrometr, jenz
rozliSuje jednotlivé ionty podle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z), po némz nasleduje

zaznam relativnich intenzit jednotlivych iontl [17,42,43,44].
Na zakladé MS muzeme detekovat:

e primdarni strukturu proteintl,

e posttranslacni a chemické modifikace bilkovin (fosforylace, glykosilace, oxidace,
atd.),
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e izotopovy pomér prvku ve vzorku — kvantifikace,
e analyza komplexnich smési,

e molekulovou hmotnost,

e identifikace proteintl,

e také mutace DNA a sekvencni chyby,

e analyza nekovalentnich smési [42].

vvvvvv

je tato metoda velice rychla, specificka, ma minimalni spotiebu analyzovaného vzorku a
ziskanad data se daji jednoduSe interpretovat. Nevyhodou je, Zze MS patii mezi metody

destruktivni a jeji pofizovaci a provozni naklady jsou vysoké [17,42,43,44].

4.2.2 Hmotnostni spektrometr

Vzorek

r lontovy zdroj ::[:_/—\F Hmotnostni :L‘::::— Deteltor

analyzator

W alanm

Obr. 3 Schéma hmotnostniho spektrometru [43].

Vzorek putuje do iontového zdroje, kde se jeho neutralni molekuly pfevedou na nabité
Castice. Tento proces se nazyva ionizace. Techniky ionizace probihaji za atmosférického nebo

snizeného tlaku a déli se:

a) mekké techniky (energeticky piebytek dodany molekule je maly a fragmentace
primarné vzniklého iontu je mald),

b) tvrdé techniky (dodana energie dostacuje k rozsahlejsi fragmentaci primarn¢ vzniklého
iontu) [45,46].

Ionizaci miizeme provést nékolika zptisoby:

e ionizace elektronovym paprskem (EI) — tzv. tvrda ionizace, ionizovana molekula pfi
ionizaci ziska nadbytek energie, ktery se projevi fragmentaci molekulového iontu na

mensi ¢asti (tzv. fragmentované ionty) [46],

31



e chemicka ionizace (CI) — tzv. m¢kka ionizace, molekuly v plynném stavu reaguji
s reak¢nimi ionty, nejdiive jsou ionizujicimi € ionizovany molekuly reak¢niho plynu,
které nésledné ion-molekularnimi interakcemi ionizuji molekuly analytu (tlak, ktery
se pouzije, zarucuje, ze dojde k dostatecnému poctu interakci molekul analytu s ionty
reak¢niho plynu) [45],

e ionizace rychlymi atomy a ionty (FAB) — typ mékké ionizace, analyza tepelné
nestalych netékavych latek, dochézi k ionizaci interakci urychlenych iontl se
vzorkem ve vhodné viskozni matrici [46],

e pusobenim elektrostatického pole (FI, FD) — vzorek je pteveden do plynné faze
a ionizovan elektrickym polem o vysoké intenzit¢ v blizkosti wolframové elektrody
pokryté mikrojehliCkami nebo je vzorek nanesen na emitor, k ionizaci dojde po
vlozeni napéti mezi emitorem a protielektrodou piimo z pevné faze [46],

e desorpce plazmou (PD) — wvyuziva se indukéné vazaného plazmatu, uréuje
elementdrni sloZeni, atomy v molekule analytu jsou pfevadény na ionty, které jsou
poté analyzovany pomoci hmotnostniho spektrometru [46],

e desorpce laserem za pfitomnosti matrice (MALDI, SELDI — Surface-Enhanced Laser
Desorption lonization) — principem metody MALDI , ktera vyuziva ionizaci laserem,
je: analyzovany vzorek, ktery je smichan s matrici, vykrystalizuje na MALDI
desticce, poté je ozafen pulsnim laserem (ionizace molekul matrice, molekuly vzorku
ionizuji pfenosem protonu z matrice). Ukolem matrice je chranit vzorek pied
rozpadem. Samotné méfeni pak probiha bud’ v linearnim moédu (pfima draha letu,
méfeni proteinti), nebo Vv reflektronovém moédu (prodlouzena draha letu, méfeni
peptida) [47].

e ionizace elektrosprejem (ESI) nebo termosprejem (TSI) — typ mékké ionizace, pouziti
pro disperze kapalin nebo aerosolli, vznikaji vicendsobné nabité ionty, pro jeden
analyt se ve spektru objevi série pikli odpovidajici iontd téZe latky (stejnd molekulova
hmotnost, rozdilny pocet naboji), pied analyzou je nutné vzorek piecistit (neni

tolerantni k detergentiim a solim) [46].

V podstaté neexistuje univerzalni ioniza¢ni technika pro vSechny latky, jezZ se mohou
lisit v riznych chemickych hlediskach. Z tohoto diivodu se musi volit vzdy optimalni zptisob

ionizace pro konkrétni latku [46].
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Dalsi casti hmotnostniho spektrometru je hmotnostni analyzator, jehoz tukolem je
rozdéleni iontt v plynné fazi ve vakuu dle poméru jejich hmotnosti a naboje (m/z). Existuje

nékolik druhi [17,42,43,44]:

e kvadrupolovy analyzator — tvofen Ctyimi paralelnimi kovovymi tyCemi, které jsou
usporadany symetricky vzhledem k trajektorii prochazejicich iontd, jez jsou vzajemné
elektricky propojené, a ionty produkované v iontovém zdroji jsou postupné
propoustény pies kvadrupol zménou velikosti napéti [43,44],

e ion-cyklotronova rezonance — ICR (lon-Cyclotron Resonance), ionty se pochybuji po
uzavienych kruhovych drahach, ve kterych jsou vystaveny homogennimu
magnetickému poli [43,44],

e Jiontova past — funkéni obdoba kvadrupdlovych analyzatord s uzavienym
elektrostatickym polem [43,44],

e pruletové analyzatory — TOF, ionty jsou z iontového zdroje akcelerovany napétim

a stanovuje se doba pruletu iontu letovou trubici k detektoru [43,44].

Ukolem detektoru je poskytovani signalu, ktery je umérmny poétu dopadajicich ionti. To
se déje dvéma zplsoby, bud’ pfimym méteni signalu, ktery detekuje elektricky proud, ktery
vznik4 pfimym dopadem analyzovanych iontl, nebo pomoci ndsobi¢ovych detektorti, které
vyuzivaji efekt nasobeni elektronli uvolnénych z prvni konverzni dynody po dopadu ionth
[42].

Posledni soucasti hmotnostniho spektrometru je fidici pocita¢, ktery vysledek metody

zaznamena jako tzv. hmotnostni spektrum, kde je zobrazena zavislost hodnot m/z [42].

4.2.3 Tandemovy hmotnostni spektrometr

Za zminku také stoji tento druh hmotnosti spektrometrie, tedy tandemova hmotnostni
spektrometrie (MS/MS). Tento druh slouzi k blizsi charakterizaci identifikované latky, ¢imz
je mysleno naptiklad uréeni aminokyselinové sekvence nebo lokalizace posttranslacnich

modifikaci [48].

Samotny tandemovy hmotnostni spektrometr se skldda ze dvou hmotnostnich
analyzatori, které jsou sériové spojené kolizni celou. V prvnim analyzitoru dochazi
Kk rozliseni prekurzorovych (matefskych) ionti a poté k vybéru jednoho z nich. Vybrany
prekurzor je podroben fragmentaci v kolizni cele a vzniklé produktové (dcefiné) ionty jsou

rozliSeny v druhém analyzatoru [48].
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4.3 Peptidové mapovani
Mezi dalsi techniky proteomiky patii peptidové mapovani, které se v soucasné dob¢
stalo velice oblibené a ucinné. Metoda je velice citliva, coz dokazuje, ze miZzeme urcit i ty

nejmensi zmény substituce i U jediné aminokyseliny v molekule proteinu [49,50].

Nutnou podminkou pro srovnavané bilkoviny je jejich tzv. homologie. To znamena,
aby bilkoviny obsahovaly urcité identické sekvence. Pokud je téchto sekvenci méné nez 80%,
neni mozné studovat rozdily v bilkovinné struktufe, protoze peptidové mapy si jsou velmi

malo podobné [49,50].

Peptidové mapovani muzeme také vyuzit k identifikaci izoenzymu (enzymy se stejnou
biologickou funkci, ale riiznou aktivitou a slozenim), které se liS§i stupném postranslacni
modifikace (glykosylace, fosforylace, sulfatace, atd.). Dale k diagnostice riznych
onemocnéni, napt. nadorovych, které vykazuji vétsi mnozstvi fosforylovanych proteind.
Nakonec mizeme zminit syntézu bilkovin, kdy peptidové mapy slouzi k monitorovani Cistoty

a kvality syntetizovanych proteini [51].
Samotna technika se sklada z n¢kolika krokd, a to z:

e Stépeni,
e Separace peptidd,

e detekce peptida [51].

43.1 Stépeni proteini
Abychom mohli peptidové mapy né¢jaké bilkoviny stanovit, musi dojit k jejimu
rozstépeni na mensi fragmenty bud’ enzymaticky (trypsin, a-chymotrypsin, Staphylococcal

proteinasa, atd.) nebo chemicky (chemicka ¢inidla jako kyanobromid). Cim delsi jsou

v Vv

v

piekryti. Nejvhodnéjsi je tedy Stépeni velkych molekul v malém mnozstvi bodt, izolovani

velkych fragmentt a jejich dalsi $t€peni a vlastni identifikace [49,51].

K dokonalému rozstépeni bilkovin je jeSté nutné provést jejich denaturaci, ktera
nejcastéji probihd rozpusténim daného proteinu v denaturujicim roztoku (napf. mocovina)

nebo jejim zahfatim, ptipadné precipitaci [49,51].
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4.3.2 Separace peptidi po hydrolyze
Fragmenty naStépené bilkoviny je v druhém kroku nutné separovat. Diilezitou podminkou
Kk separaci fragmentu je, Ze se od sebe musi lisit v nejméné v jedné fyzikalni nebo chemické

vlastnosti. Separa¢ni metody pouzivané ke stanoveni peptidovych map jsou [51]:

e Metody elektromigracni:
o zbénova elektroforéza,
o zbénova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti dodecylsulfatu
(SDS-PAGE),
o kapilarni zonova elektroforéza (CZE) [51].
e Metody chromatografickeé:
o chromatografie na ménicich iontt,

o Vysoce u¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RP-HPLC) [51,52].

4.3.3 Detekce peptidi

Poslednim krokem pfi stanoveni peptidovych map je vlastni detekce separovanych
peptidd, ktera je provedena bud’ pfimou anebo neptimou metodou. Pomoci pfimého stanoveni
méfime urcité fyzikdlni vlastnosti daného peptidu, zatimco pii nepiimé metode jsou
analyzovany komplexy peptidl s pfidanymi Cinidly, kterd se ptidavaji ke zvySeni citlivosti

a méfi se poté spektrofotometricky [49,51,52].
Mezi pfimé metody detekce patii:

e absorpcni spektrometrie v ultrafialové oblasti,
¢ hmotnostni spektrometrie,
e fluorescenéni emisni spektrometrie,

e autoradiografie a kapalinova scintila¢ni spektrometrie [51].

4.4 Rentgenova krystalografie

Jako prvni objevili RTG (rentgenové zareni) difrakci Max von Laue, Walter Friedrich
a Paul Knipping, kdyz na zacatku 20. stoleti ozafili krystaly modré skalice RTG svazkem
a zjistili, Ze energie, ktera se rozptyli od krystalu, se $ifi jen v urCitych smérech a v nékterych
dokonce mizi. Na né poté navazal William L. Bragg, ktery si jako prvni uvédomil, ze v RTG
difrak¢nim obraze krystalu musi byt zakédovana jeho vnitini struktura. Také jako prvni zacal

pouzivat monochromatického RTG svazku [53,54,55,56].
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Metoda rentgenové (X-ray) krystalografie nam umoziuje ziskat informace o prostorové
struktufe proteinti diky difrakci rentgenového zafeni na monokrystalech. Metoda se Casto
pouzivd soucasné s neutronovou krystalografii, ktera méa za ukol popsat ulohu vodiki
prfitomnych ve vodé¢, vodikové interakce aminokyselin a dale také protonaci

aminokyselinovych zbytktl v aktivnim misté¢ enzymu [54,55,56,57].

Tato metoda ndm pomuze pochopit princip ¢innosti proteini v lidském téle na zakladé
jejich prostorovému usporadéani. Jiné metody (napf. elektronova mikroskopie, mikroskopie

atomarnich sil) jsou bud’ malo pfesné, anebo se stale jesté vyvijeji [54,55].

4.4.1 Postup a princip
¢istého bilkovinného vzorku. Ten také musi mit relativné veliké a dost kvalitni krystaly, ¢imz
nastava nejvetsi problém, protoze nékteré proteiny neni mozné vilbec zkrystalizovat (napf.

membranové proteiny). Mnozstvi vzorku se poté fadoveé pohybuje v miligramech [53].

Pokud neni k dispozici vzorek ve formé monokrystalu, mizeme provést praskovou
analyzu tak, Zze se vzorek jemné umele a misto sméru se analyzuje pouze zavislost intenzity
difraktovaného zareni na Ghlu mezi primérnim a difraktovanym paprskem. Vzorek ve formé
prasku je velice nevyhodny, protoze z né¢j nemizeme piesné urcit danou strukturu proteinu,
ale mizeme aspon ovérit, jestli zaznam odpovidd modelu nebo jiné diive analyzované

struktute [53,57].

Idealni krystal (na atomové turovni) je uspoiddan periodicky trojrozmérné, coz
znamend, ze se v ném opakuje uréity atomovy motiv (jeden atom u krystald elementarnich
kovi, u biologickych vzorkli obrovsky pocet nevodikovych atomil). Uspofaddani se nazyva
krystalové struktura nebo také méné piesné krystalovd miizka. Stanoveni idealni krystalové
struktury je urceni a upfesnéni souradnic a parametrt teplotniho pohybu vSech atomu v bunce.
Abychom byli pfesnéjsi, stanoveni se provadi v jejich asymetrickych ¢astech, jelikoz kazda
krystalova struktura je symetrickd. Dal§imi parametry potfebnymi k vyfeSeni krystalové
struktury jsou rozméry elementarni bunky (m#izkové parametry) a prostorova grupa symetrie

[57,58,59].

Abychom mohli urcit strukturu krystalu, musime ho ozafit monochromatickym
rentgenovym zafenim (RTG), ¢imz dostaneme jeho difrakéni obraz, ktery jiz muizeme

pozorovat. Primarni RTG se pruzné rozptyli na elektronech krystalu — vznikne sekundarni,
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neboli difraktované zéfeni. Difrakce je tedy ohyb vinéni za krystalovou miizkou a nastane

tehdy, kdyz jsou mezirovinné vzdalenosti srovnatelné s vinovou délkou vinéni [57,58,59].

Difrakéni obraz krystalu ale neni mikroskopickym obrazem jeho vnitini struktury.
Pouzitelné veliCiny v difrakénim obraze jsou intenzity a polohy (thly) jednotlivych difrakci.
Nekteré difrakce mohou mit nulovou intenzitu, fikd se, Ze vyhasinaji. Ze samotné intenzity
difrakci se pak mohou stanovit pfesné pozice atoml a jejich teplotné-vibracni parametry
(polohy difrakci, rozméry elementarni buiiky a systematické vyhasinani prostorovych grup)

[57,58,59].

K pfesnému uréeni pozic atomu se musi vypocitat mapa distribuce elektronové hustoty
elektronovych obalil atomt, dobie vychazeji s pozicemi jader izolovanych atomi (vyjimkou
jsou ale atomy vodiku). Nakonec se musi upiesnit pozice atomi a jejich teplotné-vibracni

parametry, protoze je k dispozici vice pozorovani nez samotnych parametra [57,58,59].

Tento jev, difrakce, mizeme také popsat pomoci Braggova zakona, ktery tika, ze pfti
difrakci elektrond s vinovou délkou A na krystalové miizce vznikd drahovy rozdil, jenz
zpusobuje fadzovy posun téchto vinéni. Poté dojde k interferenci a na stinitku mizeme
pozorovat interferencni maxima. To, kde se nachazeji, popisuje pravé Bragglv zikon

[57,58,59];
Zdhkl sinf@ = nAa

kdy dna pifedstavuje vzdalenost meziatomovych rovin (hkl, tzv. Millerovy indexi), 6 je

difrakéni uhel a n znazornuje fad interference [57].
Rentgenova krystalografie se provadi:
a) Krystalizace proteinu:

Jednou z pouzivanych metod, je metoda tzv. visici kapky, kdy se kapicka roztoku
proteinu a matecného roztoku zavési na vicko nadoby, ve které je koncentrovany matecny
roztok. Poté dojde k difuzi a osmdze par vody zméné koncentrované kapicky do
koncentrovanéj§iho mateéného roztoku, ¢imz dojde k zacatku samotné krystalizaci

[53,54].
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b) Urceni parametru krystalizace:

Aby krystalizace prob¢hla spravné, je nutné ovéfit jeji spravnost ve fazi nukleace, kdy se

krystal nachazi v metastabilnim stavu, kde dochazi k rastu krystalti [53,54].
c) Ovefeni krystalu:

Je dilezité oddélit od sebe krystaly vzniklé ze soli, které mohou vznikat soucasné s témi
Z proteind a které byvaji mnohem kieh¢i. Test mizeme provést napiiklad drcenim jehlou,

nejdilezitéjsi je ale test pomoci rentgenova difrakce [53,54].
d) Zmrazeni krystalu:

Jakmile je uspésné vzorek proteinu vykrystalizovan, je nutné ho pomoci smycky izolovat

a hned zamrazit ponofenim do tekutého dusiku [53,54].

e) Rekonstrukce struktury:

Pomoci jiz zminéného Braggova zakona [59].

Experimentalni zafizeni, ve kterém rentgenova krystalografie probihd, se nazyva

¢tytkruhovy difraktometr [57,58,59].

4.4.2 Proteinova krystalografie
V soucasnosti se proteinova krystalografie fadi mezi multidisciplindrni obory, ve

kterych se prolinaji zajmy z obort fyziky, biologie, biochemie atd. [56].

Pokrok v dnesni dobé pfichdzi stim, Zze material se jiz nerealizuje z ptirodnich

materiald, ale izolaci ze systémil rekombinantni expresi, napf-.:

e cizi protein je produkovan v bakteriich E. coli nebo v kvasinkach (pfislusna nukleova
kyselinou, se ziska pfedem pomoci molekularniho klonovani),

e cxpresi vE. coli a purifikaci lze ziskat retrovirovou proteasu HIV (Human
Immunodeficiency Virus — virus lidské imunitni nedostatecnosti), ktera nese konkrétni

bodovou mutaci spojenou s rezistenci k 1é¢ivu [56].

45 NMR spektroskopie
Rentgenova krystalografie se velice ¢asto pouziva v kombinaci s NMR (Nucelar
Magnetic Resonance) spektroskopii. Diky této metodé muzeme také urcit slozeni a struktury

molekul zkoumanych latek, tedy i prostorové struktury mensich proteint [60,61].
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Principem této fyzikdlné-chemické metody je interakce atomovych jader
s magnetickym polem, kde se zkoumaji energie jadernych spini v tomto poli spole¢né
s pfechody mezi spinovymi stavy, které vznikaji na zakladé radiofrekvencniho zafeni

[61,62,63].

Tedy NMR spektroskopie se zabyva chovanim atomového jadra v magnetickém poli.
Jadro atomu je slozeno z kladné nabitého protonu a elektricky neutralniho neutronu. Obé tyto
Castice maji dulezitou vlastnost, tzv. spin. Jednoduse feCeno se jedna o rotac¢ni pohyb dané
¢astice. Hodnota spinu protonu nebo neutronu je bud’ +1/2 nebo -1/2. Soucet spinit vSech
¢astic v jadie se nazyva jaderny spin. Pomoci této vlastnosti vime, zdali je nebo neni atomové

jadro vhodné pro NMR spektroskopii [61,64].

45.1 Interakce jaderného spinu s magnetickym polem

V zakladnim stavu, tedy bez plsobeni magnetického pole, jsou spiny uspotradany
nahodné a maji stejnou energii. Jakmile na né¢ za¢ne magnetické pole pusobit, rozdéli se na
dvé hladiny. Jedna hladina bude mit nizs§i energii oproti zakladnimu stavu a druhd naopak
vy$§i. Nadbytek spinii bude na hlading o nizsi energii. Cim bude vné&jsi magnetické pole
siln€j8i, tim bude 1 vétsi rozstépeni hladin a také vétsi rozdil v populaci jednotlivych hladin
[64].

Pokud bychom chtéli ozafit takto rozSt€peny spinovy systém radiofrekvencnim
zafenim, dojde k absorpci a excitaci jednotlivych spinti na vyssi hladinu. Po ukonceni ozateni

dojde k deexcitaci, ktera se nasledné mé&ii [64].

4.5.2 Konstrukce NMR spektrometru

K tomu, aby byla intenzita NMR signalu co nejvétsi, je nutné pouziti velmi silného
magnetického pole. Takto silné magnetické pole je =ziskdno pomoci solenoidu ze
supravodivého materialu. Civka je ponotena do kapalného hélia, protoze tyto supravodice ke
svému provozu vyzaduji velmi nizké teploty (-269°C a mén¢). Civku tvoii n€kolik tisic zavith
a tece ji proud o velikosti 100 A. Pole generované touto civkou je 4-18 T. Jelikoz se jedna

0 civku bez odporu, staéi ji nabit pouze jednou a to pii instalaci pfistroje [61,62,63].

Z dtvodu vysokych ndkladl na kapalné hélium, je dewarova nadoba s civkou uloZena
do vnéjsi dewarovy nadoby s kapalnym dusikem. Izolace mezi nadobami a plastém magnetu

je vytvorena vakuem [63].
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453 Meéreni
Spektra NMR se méfi dvéma zpisoby:

a) u starSich pfistroji byla postupné meéfena spektra bod po bodu, tzv. CW-NMR
(Continuous-Wave NMR — po sobé jdouci viny/spektra). Postup byl ale velice
zdlouhavy a neumoziioval akumulaci spekter a dal se pouzit pouze pro jadra
s vysokou citlivosti a pro koncentrované roztoky [62],

b) dnesni piistroje vyhradné méfi metodou FT-NMR (NMR s Fourierovou transformaci).
Jednim radiofrekvencnim pulsem (nebo sekvenci pulsil) jsou excitovany vSechny
jaderné spiny a méfi se naslednd deexcitace. Ziskéd se tak tzv. FID (Free Induction
Decay), z néhoz se pomoci Fourierovy transformace (FT — Fourier Transform) ziska
NMR spektrum [62].

Spektra NMR spektrometru maji signaly, tzv. piky, které jsou charakterizovany
chemickym posunem a intenzitou. Tato intenzita odpovida kvantité dané¢ho spinu v systému

a chemicky posun dava informace o chemickém okoli méfeného jadra [61,62].

45.4 Magnetické interakce jader

Jestlize se objevi v molekule nékolik NMR aktivnich jader, muze dojit k interakci
jadernych spini. Ty se ve spektru projevi jako rozstépeni piku na slozitéj$i soustavu.
Interakce mohou byt bud’ ptimé (dipdl-dipol, §ifi se ptes prostor) nebo nepiimé (spin-sSpin,
pomoci vazebnych elektronil). Interakce se projevuji pouze mezi neekvivalentnimi jadry

[61,64].

4.5.5 Protein data bank (PDB)

Tato PDB (proteinova datova banka) databaze, ktera obsahuje 3-D struktury
informaci o danych strukturach pro molekularni biologii, farmacii a také medicinu. Struktury
jsou volné pristupné a vkladat je mize kdokoliv na zdklad¢ svych méfeni pomoci X-ray
krystalografie a NMR. Tim ale nastava problém, kdy vlozena data mohou byt chybna, a proto
vznikla v roce 2003 organizace PDB (Worldwide PDB), ktera zaznamy kontroluje, zdali jsou

spravné [65].

Samotna databéaze vznikla v roce 1971 a zalozil ji doktor Walter Hamilton. Postupem

casu do ni byly pfidavany struktury rychlosti cca 7 struktur za tyden, ale diky vyvoji

40



technologii je to v dnesni dob¢ kolem 50 struktur tydné. Kazda struktura je poté dohledatelna

pomoci ur¢itého kodu, ktery je ctyfmistny [65].

4.6 2-D elektroforéza proteini

Principem elektroforézy je déleni latek na zdklad¢ jejich rozdilné hmotnosti nebo
rozdilném elektrickém naboji. Zkoumané latky se poté jinak pohybuji v elektrickém poli.
Rychlost pohybu c¢astic v tomto poli je zavisla na velikosti celkového povrchového naboje,
velikosti, tvaru a koncentraci dané latky v roztoku. Samotna rychlost se poté necha vyjadrit

pomoci vzorce [19,34]:

v & €
== C- rn 0.

Jednou z pouzivanych druhu elektroforéz je dvojrozmérna elektroforéza proteind, ktera
je schopna rozlisit az deset tisic proteinli. Nejdiive dochdzi k rozdé€leni bilkovin podle jejich
izoelektrického bodu (pl) v pH gradientu a poté nasleduje rozdéleni na zakladé jejich velikosti
V polyakrylamidovém gelu. 2-D elektroforéza k tomuto d&ji vyuzivda dvou po sobé
nasledujicich elektroforetickych metod — izoelektrickou fokusaci a SDS-PAGE elektroforézu
[19,34,35,36].

Metoda je tak citliva, Ze mize dojit k rozdé€leni i takovych proteinti, které se od sebe 1i8i
1 o jediny ndboj. Vysledkem je vznik dvojrozmérné mapy, kterou mizeme po skenovani

katalogizovat a vyuzit jako identifika¢ni nastroj (obrazek ¢. 4) [19,34].

Dvojrozmérna elektroforéza (2-DE)

IZOELEKTRICKA FOKUSACE
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HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE

Obr. 4 Ukazka vzniklé dvojrozmérné mapy [34].
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4.6.1 Izoelektricka fokusace

Pomoci této metody jsou latky separované dle svych isoelektrickych boda (pl).
Rozdé€leni probiha na zakladé migrace bilkovin a to v prostfedi proménlivého pH. Pokud je
prostiedi alkalické, tak samotné proteiny maji zaporny naboj a migruji smérem k anodé.
Naopak v kyselém prostfedi jsou naboje proteint kladné a smér jejich migrace je ke katodé.
Ve chvili, kdy je pH rovné izoelektrickému bodu, tedy je neutralni, se proteiny piestavaji

pohybovat a jejich naboj je nulovy [34,36].

Metoda se nejcastéji provadi na polyakrylamidovém gelu bud’ s imobilizovanym pH
gradientem nebo v kapilate, kde je gradient tvofen smési nizkomolekularnich amfolyti. Gel je
ptipojen ke zdroji napéti, coz zpiisobi migraci protein ptimo k mistu izoelektrického bodu,

kde se fokusuji (soustied’uji) [34,36].

4.6.2 SDS-PAGE elektroforéza
Druhym krokem dvojrozmérné elektroforézy je tato metoda, kterd nasleduje po
izoelektrické fokusaci ve sméru kolmém. Proteiny se zde rozdé€luji dle svych molekulovych

hmotnosti [35,38].

Abychom mohli provést tento druhy krok, musi byt vzorek denaturovan pomoci SDS
(dodecylsiran sodny) a soucasné dochazi k zahfivani smési. Denaturace se provadi bud’
zachovanim disulfidickych muastkti (neredukujici podminky) anebo pomoci beta-
merkaptoethanolu (pfipadné dithiotreitolu). SDS také napomaha proteinu k zajisténi jeho

zaporného naboje tim, ze se kolem ného obali [35,38].

Dalsi nezbytnou soucasti SDS-PAGE elektroforézy je gel, ktery se sklada
z polyakrylamidu (-CH,CHCONH,-). Koncentrace pouzivanych gelti byva v rozmezi 5 —
50%. K rozdéleni mens$ich proteinti se pouzivaji gely o vyssi hustoté. Dale byva vyuzivan
také tzv. zaostfovaci gel, jenZ ma niZ§i hustotu polyakrylamidu a niZsi pH. V ném pak dochazi

k zaostieni zkoumaného vzorku [35,38].

Systému pufrt, ktery je vyuzit, se fika tzv. diskontinudlni, coZ znamend, Ze pufr pro
pfipravu samotného gelu a ten, ktery se pouZzije jako elektrolyt, jsou rozdilné. Mezi

nejpouzivanéjsi systém pufri se fadi Laemmliho [35,38].

Samotny pribéh elektroforézy je proveden tak, Ze denaturované proteiny jsou vneseny
pipetou do jamek gelu, do kterého je po vneseni pfiveden elektricky proud. Zaporné nabité

proteiny ihned putuji k anodé pomoci SDS. Rychlost migrace zavisi na velikosti daného
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proteinu. Konec elektroforézy byva po nékolika hodinach. Nakonec, kdyz doslo k rozdé€leni

dle velikosti, je mozné vysledek analyzovat n¢kolika zptisoby:

e oObarveni bilkovin pomoci Coomassie nebo stfibra (vysledek je porovnavan se
standardem),

e pomoci hmotnosti spektrometrie analyza vyfiznuté oblasti gelu,

e a nakonec proteiny mohou byt pfeneseny na membranu a pomoci Western blot

analyzovana [35,38].
4.7 Proteomika v souc¢asnosti

4.7.1 Shotgun
Tato metoda se fadi do kategorie metod sekvenovani DNA, které poméahaji zjistovat
potadi nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA. Diky rozvoji techniky v dnesni dob¢,

lze pomoci jedné analyzy identifikovat az nékolik tisic proteint [66,67,68].

Shotgun vyuziva ke svym experimentim tandemové hmotnosti spektrometrie spolecné
s kapalinovou chromatografii (LC-MS/MS). Nejprve dojde k separaci molekul analyzované
latky ve vhodné staciondrni fazi. Nasledné jsou molekuly podrobeny fragmentacni analyze
v hmotnostnim spektrometru. Ziskame fragmentaéni spektra, ktera mtizeme pomoci knihovny
spekter nebo pomoci pravidel fragmentace latek identifikovat. Tato spektra obsahuji sekvence
aminokyselin, které jsou ndsledné pfifazovany ke svym proteinim. Analyza takovychto
neznamych proteintl stale vyzaduje, aby pied samotnou identifikaci byly nastépeny na co
nejkratsi useky, které jsou nejvhodnéjsi pro tandemovou hmotnostni spektrometrii. Jednou
z nejcastéjSich metod, které se vyuzivaji v shotgun analyzach, je St€peni pomoci protedzy

trypsinu [66,67,68].

Nez za¢neme proteiny analyzovat pomoci kapalinové chromatografie, je nutné St€peni
na peptidy. Samotna separace téchto peptidi probiha nejcastéji v kapalinovém chromatografu
na reverznich fazich. Nakonec probéhne vysledna identifikace proteinu pomoci vhodného

pocitacového softwaru [66,67,68].

4.7.2 LC peptida

KdyZz se vratime trochu do minulosti, zhruba v 50. letech minulého stoleti zacaly
stoupat naroky na stanovovani latek v komplexnich matricich. Tykalo se to piedev§im
analyzy biologicky aktivnich latek (bilkovin). Z tohoto dGvodu se =zacaly rozvijet

multidimenzionalni separace. V téchto separacich je pouzito vice metod a kazdd metoda
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vyuziva jini vlastnosti purifikované ¢i analyzované latky. Vysledkem by méla byt lepsi

rozlisitelnost separovanych latek [69].

Aby mohly byt multidimenzionalni separace uspésné provedeny, musi spliiovat dvé

zékladni podminky:

e orthogonalni separacni mechanismy (musi byt upln¢ nezavislé v kazdé
dimenzi),
e rozliSeni separace nesmi byt provedeno v prvni dimenzi tak, aby kterakoliv

slozka tohoto rozliseni byla ztracena v nékterych z naslednych dimenzi [69].

Vzorek se vzdy pouziva cely, ne jen ¢ast z ného, a mize dojit k jeho uplné separaci az
na malé segmenty pikli v chromatografickych technikdch. Samozifejmé& hlavni znalost

samotného slozeni vzorku byva vzdy vyhodou [69].

4.7.2.1 Princip

Kapalinovéd chromatografie (LC — Liquid Chromatography) patii mezi chromatografické
metody, jejiz mobilni fazi tvofi kapalina. Od plynové chromatografie se 1i$i v separaci vzorku,
o které rozhoduje nejen jejich interakce se stacionarni fazi, ale také je ovlivnéna pouZitou

mobilni fazi. Pfi samotné separaci se pak analyt rozdéluje mezi mobilni a stacionarni fazi

[29].

To, jak dlouhou dobu stravi analyt v jedné ¢i druhé fézi, zavisi na jeho afinit¢ ke kazdé
fazi. U LC metody jsou pouzity vSechny druhy separaci (adsorpce, rozdéleni na zakladé
odliSnych rozpustnosti, iontovd vymeéna, molekulové sitovy efekt a specificka interakce

v afinitni chromatografii) [29].

Vyhodou kapalinové chromatografie je, Ze pii praci pii laboratorni teploté nemusime
prevadét vzorek na jiny skupensky stav, tudiz miizeme pracovat i s tepelné nestabilnimi

a neté¢kavymi slouc¢eninami [29].

4.7.3 Kvantitativni metody
a) ICAT

Moderni metoda iICAT (Isotope-Coded Afinity Tags — izotopové kdédované reagenty) je
slozena z chemickych reagentti iCAT a tandemové hmotnostni spektrometrie. Reagenty se

skladaji z téchto Casti:
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¢ Dbiotin (afinitni znacka), ktera se pouziva k isolovani oznacenych peptida,
e tzv. linker, ktery zaclefiuje stabilni isotopy,

e reaktivni skupina, ktera je specificka k thiolovym skupinam [70].

Pouzivané reagenty mohou byt bud’ tzv. t¢zké, ty obsahuji osm atomt deuteria v struktute,

anebo v tzv. lehké formé, ktera obsahuje pouze vodiky [70].

Nejdiive dojde k reakci analyzovaného vzorku proteinu s lehkou formou reagentu a poté
az s tézkou formou. Kazda forma zv1ast’ reaguje s jinym stavem bunky. Samotny reagent se
poté navaze pomoci kovalentni vazby na kazdy cysteinovy zbytek vSech proteint ve vzorku.
Nésleduje smichani vzorkii a jejich enzymatické Stépeni na peptidové fragmenty. Ty
fragmenty, které jsou s reagentem na cysteinu, se poté izoluji pomoci avidinové afinitni
chromatografie. Nakonec se izolované peptidy separuji reverzné fazovou chromatografii, po

které ptichazi na fadu analyza tandemovou spektroskopii [70].

Na vysledném spektru miizeme odecist dvojici peptidll, které maji stejnou frekvenci, ale
1i$i se od sebe pomérem m/z. Jinak feceno, maji riznou isotopickou formu reagentu (bud’

tézkou anebo lehkou) [70].
b) iTRAQ

Principem metody iTRAQ (Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantitation), neboli
metody izobarické znaCky pro relativni a absolutni kvantifikaci, je znaceni peptidl, jenz
obsahuji volnou o amino skupinu (odpovida N-terminalnim peptidim a lysinu), chemicky.
Tyto peptidy vznikly proteinovym Stépenim bilkovin, které byly izolovany z bun¢k. Toto
znaCeni se provadi pomoci sady Ctyt izobarickych iTRAQ reagentt specifickych k amino

skupiné a jenz jsou slozeny z:

e tzv. reportérovy skupiny, ktera je slozena z N-methylpiperazinu,

e balan¢ni skupiny, jeZ obsahuje skupinu karbonylovou,

e a skupinu reagujici se samotnymi peptidy, ktera se sklada z N-hydroxysukcinimid
esteru [71].

Balancni slozka spolecné s reportérovou skupinou molekuly jsou udrzovany o konstantni
hmotnosti pomoci izotopi (s atomy obohacenymi B¢, PN, ®0). Pii tom se zabrani
problémtim, které by nastaly pii chromatografické separaci u obohaceni zahrnujicich
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deuterium. Potize jsou v tom, Ze vzorek znaceny deuteriem ma jinou hmotnost nez vzorek bez

deuteria a tudiz i jinou mobilitu v kolon¢ [71].

Postup metody spociva v redukci izolovanych bilkovin, jejich alkylaci a Stépeni trypsinem
oddé€len¢ a zaroven i soubézné. Vzorkl nebyva vic jak ze Ctyi bunék. Izolované peptidy jsou
nasledné znaCeny reagenty iTRAQ, které tvoii vazbu s kteroukoliv aminovou skupinou
daného peptidu. Vzorky, které¢ jsou jiz oznaeny, se smichaji a rozdéli na frakce nejprve
ionexovou chromatografii a dale reverzné-faizovou chromatografii. Poté pfijde na tadu
hmotnostni spektrometrie, kde se zobrazi kazdy jeden pik daného peptidu ze vSech 4 vzorku,

coz zpusobi konstantni hmotnost vSech reagenti [71].

Pti tandemové spektroskopii se znacka izotopu rozstépi tak, aby reportérova skupina nesla
naboj a balan¢ni skupina nenesla. Tim nedojde k jejimu zaznamenéni. To se projevi odliSnou
hmotnosti danych reagentti. Vysledné spektrum ukazuje ¢tvetici peptida o stejné sekvenci, ale
odlisné v hmotnosti dle typu pouzité znacky. Pomoci poméru ploch pikti se uréi mnozstvi
dané bilkoviny obsazené ve Ctyfech riznych stavech bunky. Identifikace peptidii se provadi
na zéklad¢ jejich sekvence, identifikované fragmentace peptidu a nakonec ode¢tem hmotnosti

fragmentd [71].
c) SILAC

Zkratka této metody SILAC (Stable Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Cultrue) se

do Cestiny preklada jako stabilnimi izotopy oznacené aminokyseliny v bunééné kultute [72].

Nekteré aminokyseliny (tzv. esencidlni) si nemohou Zivé organismy sami Syntetizovat.
Tento problém je vyfeSen pifidanim téchto esencidlnich aminokyselin do média. Analoga
téchto aminokyselin jsou komeréné dostupna a daji se syntetizovat. Takto pfipravena analoga,
kterd jsou izotopoveé znacend, jsou zafazena do kazdého nové syntetizovaného proteinového
fetézce. Po Case, kdy dojde k urc¢itému poctu bunééného déleni, je kazda aminokyselina
nahrazena svymi izotopové znacenymi analogy. A praveé tento princip je vyuzit u metody

SILAC [72].

K péstovani buné¢né kultury jsou vyuzita dvé média. Jedno z médii obsahuje izotopicky
zna¢enou aminokyselinu, ktera je schopna se zaclenit do bilkovinnych fetézcti. Média se pak
od sebe odlisuji stavem bunky. Az dojde k dostatecnému poctu bunéénému dé€leni, dojde ke
sklizeni proteinovych populaci z obou médii. Obé slozky mohou byt smichany (izotopova

znacka je zakodovana Vv sekvenci kazdého proteinu) a néasledné analyzovany pomoci gelové
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elektroforézy nebo §tépenim proteinu trypsinem s naslednou analyzou pomoci LS-MS/MS
[72].

Pomoci hmotnostni spektrometrie je stanoveno mnozstvi peptidd a to tak, Ze se
porovnavaji signaly peptidi v riznych stavech bunky. MnoZstvi samotného proteinu je
analyzovano pomoci pomeéru ploch piki dvou peptidi o stejné sekvenci, jenze se od sebe

odlisuji pouze izotopovou znackou aminokyselin v fetézci [72].
d) Dimethylace

Dimethylace je relativni metoda kvantifikace a lze ji oznacit jako reduktivni aklylaci
(methylaci). Patfi mezi jednoduché chemické reakce primarnich amind s formaldehydem
a kyanoborohydridem sodnym (NaCNBHj3). Pfi reakci jsou vSechny aminy pievedeny na N-
konec a g-postranni fetézce lysinu na dimethyl. Dojde ke vzniku tzv. Schiffovy baze (reakce
aminu s formaldehydem), ktera se ihned redukuje pfidanim NaCNBHj. Divodem pouziti
pfimo toho konkrétniho redukcéniho Cinidla je vétsi stabilita v kyselém prostiedi, z ¢ehoz
vyplyva vyhodnéjsi vyuziti u reakei, jejichz pH kolisa od 5 do 9. Dalsi vyhodou pouziti
NaCNBH; je, Ze neni schopen redukovat aldehydy a ketony, ale pouze Schiffovy baze.
Zreakce tedy odpadaji nechténé postranni reakce a zvySi se zaClenéni samotného
formaldehydu do proteini. Dale stoji za zminku, ze reakce neumozinuje redukci
disulfidickych vazeb nebo tzv. ,,cross-linkovani* formaldehydem (vznik methylenové vazby

mezi bilkovinami a nukleovymi kyselinami) [73].

Nejdiive tedy dojde k navazani methylenové znaCky na N-konec a postranni fetézec
lysinu. Vysvétlenim je, Ze pfi pouziti trypsinu ke $té€peni proteinovych vzorki, peptidy, které
vznikaji pfi $t€peni za argininem, maji jednu znacku (na jejich N-konci), a ty které vznikaji za

lysinem, obsahuji znacky dvé (na N-konci a postrannim fetézci lysinu) [73].
e) AQUA

AQUA (Absolute Quantificiation of Abundance) metoda se pouzivd pro kvantifikaci
proteini a zaroven pro jejich postranslaéni modifikace. Mizeme také touto metodou
analyzovat minoritni proteiny v komplexnich smésich. AQUA totiz patii mezi vysoce citlivé

metody [74].

Princip metody spo&iva v organické syntéze izotopové znaGenych peptidi (*°C, N),

internich standardii odpovidajicich peptidim, které vznikly proteolytickym Stépenim
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analyzovaného proteinu. Vybér vhodného peptidu se provadi pomoci experimentdlniho
stanoveni, pii kterém jsou optimalizované podminky. Poté se srovnavaji intenzity vybranych
ionti u vybraného peptidu a jeho inertniho standardu. Abychom dosahli absolutni

kvantifikace dané¢ho proteinu, musi byt sestavena kalibracni kiivka piipravené¢ho standardu

[74].

U této metody musime znat presnou sekvenci stanovovanych proteint. Cim vyvstava
nevyhoda, ze nemuzeme sledovat globalni zmény u neznamych proteint a peptida ve vzorku.
Dalsi nevyhoda je, Ze dané peptidy by nemély ve své struktufe obsahovat methionin nebo

tryptofan, protoze se oxiduji béhem ionizace elektrosprejem [74].

4.7.4 Label Free

Label Free (,,0znafovaci®) metody se zabyvaji srovnavaci analyzou proteinového
mnozstvi bez vyuziti izotopovych znacek. Jeji pouziti byva v ptipadech, kdy metody, které
jsou zalozeny na izotopovém znaceni, nejsou proveditelné nebo v daném piipadé praktické.
Reagenty vétSinou byvaji i drahé. Vyhodou téchto metod je, Ze na rozdil od eliminaci, které
maji mnohakrokovy postupu oznacovani, nevedou ke Spatné reprodukovatelnosti a ztraté
cilového peptidu. Na druhou stranu jsou Label Free metody malo pfesné a naro¢né na

zpracovani dat [75].

Pfiprava vzorki probiha oddélené a poté jsou vzorky analyzovany LC-MS/MS.

Samotna relativni kvantifikace je poté zalozena na dvou principech [75]:

e mgéieni intenzity, které se zakladd na zménach ploch nebo vysek peptidovych
pikid v chromatografickém zaznamu,
e spectral count” princip, kdy se porovnava pocet identifikovanych MS/MS

spekter ze stejného proteinu v kazdém z mnoha LC-MS/MS [75].

Mezi Label Free metody patii:
a) PAI

Jednou z metod Label Free je PAI (Protein Abundance Index). Index absolutniho
mnozstvi bilkoviny se zjiStuje poltem pozorovanych a teoreticky pozorovatelnych
tryptickych peptidi. Index PAI je tedy pomér uddvajici ptedbézny odhad absolutniho

zastoupeni proteinu v komplexni smési. Presnéjsi je ale index, ktery je pozménén na

exponencialné modifikovany PAI — emPAI (exponencialni PAI minus jedna) [76].
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b) APEX

Dalsi metodou je absolutni proteinova exprese (Absolute Protein Expression), kterd meéti
koncentraci proteind v samotné bunce. APEX je zalozena na znalosti tryptickych peptidii
odhadnutych z experimentalnich dat. Toho se pak vyuziva k hodnoceni mnozstvi tryptickych
peptida, které bylo ocekdvano pii analyze a porovndva se s experimentalnimi daty

odhadovaného absolutniho mnozstvi proteint [75,76].
c) TOP3

Jina metoda Label Free (Three Tryptic Peptides) vyuziva ke sledovani MS signalu tii
nejintenzivngjsi tryptické peptidy. Metoda predpokladd, ze malé mnozstvi peptidi existuje
pro kazdou bilkovinu proteomu a intenzita jejich MS signalu je zhruba stejna. Tedy, ze
intenzita tii nejcitlivéjSich peptida v kazdé bilkoviné muize byt vyuzita jako mira proteinové

abundance [75,76].
d) PISs

Posledni metoda analyzuje pseudo-interni standardy (PISs). To jsou proteiny, které pti

rozdilnych podminkach neméni svou uroveini exprese. Metoda je velice jednoducha [75,76].

4.8 Klinicka proteomika

Dalsim odvétvim, ve kterém se proteomika objevuje a v dnesni dob¢ velice rozviji, je
vyzkum klinicky zavaznych oblasti. Patii sem identifikace klinickych markert. Marker je
objektivné méfitelny a hodnotitelny proteinovy indikator dilezity pro diagnostiku, prognézu a

sledovani u¢innosti farmakoterapie [77,78,79].
Aby byl klinicky biomarker idealni, musi spliiovat urcité podminky:

e vysoce citlivy (z toho vyplyva brzkéa diagnoza, terapie a vyS$i moznost efektivni
1écby),

o velka specifita (aby od sebe byly rozliSeny podobné nemoci),

e dostupny (zavisi na odbéru — krev nebo biopsie, snadné zpracovani vzorku,
celkové finan¢ni néklady),

e validovany a verifikovany [79].
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Samotny vyvoj biomarkerii probihd v péti fazich podle Early Detection Research
Network. Striktné musi byt odd€lena faze identifikace kandidatniho proteinu od jeho
dikladného testovani [77,78,79].

1. faze — vyzkumna (identifikace kandidatniho proteinu),

2. faze — ovéteni schopnosti kandidath rozlisit mezi zdravym jedincem a postizenym
jedincem,

3. faze — ovéfeni schopnosti detekce onemocnéni bez jinych klinickych ptiznaki
(vzorky jsou dlouhodobé odebirany),

4. faze — mapovaci studie,

5. faze definitivni plosné populacni studie (ovéfeni vyznamu mapovani na morbiditu

a mortalitu cilové populace) [78,79].

Nejdtlezitéjsim ukolem protemiky je identifikace kandidatniho proteinu (viz faze 1,
castecné faze 2) a to tak, ze z proteinti ziskanych z tkani (nebo télnich tekutin) nalézt marker
(jeden protein). Zdroje téchto markerG byvaji télni tekutiny (krev — plasma/sérum,
mozkomisni mok, sinovidlni tekutina, aspirat z prsu, plodova voda, sliny, slzy a moc¢) nebo

tkan¢ (biopsie) [78,79].

5 Proteomika v mediciné

V soucasné dobé¢ se proteomika snazi ttemi zplisoby vniknout do oboru mediciny:

e proteiny a vznik nemoci (exprese proteinti u nemoci),
e biomarkery nemoci (detekce proteini vznikajicich béhem nemoci je vyuZita
k diagnoze),
e vyvoj novych léciv (informace o proteinech zpiisobujicich onemocnéni je vyuzita pro
vyvoj novych 1éka) [4,5,79].
muze byt Alzheimerova choroba (amyloid B, tau protein), rizna srdecni onemocnéni

(interleukin-6 a 8, sérovy amyloid A, fibrinogen, troponin) nebo renalni bunéény karcinom
(karbonanhydrasa 1X) [80,81,82].

5.1 Beta amyloid, tau protein
Likvorologickd diagnostika, kterd se uplatiiuje v diagnostice neurodegenerativnich

onemocnéni mozku, vyuzivd mnoznosti stanoveni biomarkerti beta amyloidu, celkového tau
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proteinu a fosforylovaného tau proteinu. Diky témto stanoveni mizeme odlisit Alzheimerovu

chorobu od ostatnich demenci [82].

Tau protein se fyziologicky podili na stabilizaci sit¢ cytoskeletu neuronu a vazbou na
mikrotubuly udrzuje funk¢ni transportni systém axonu. Tau protein se ve zvySeném mnoZzstvi
uvoliiuje do likvoru. Toto uvolnovani probihd pii akutnim masivnim (napf. u ischemické
cévni mozkové ptihody) nebo subakutnim ¢&i chronickém rozpadu neuronii. Dojde

K tzv. atrofickodegenerativnimu procesu [80].

Beta amyloid vznikd z amyloidového prekurzového proteinu, jenz je fyziologickou

soucasti bunécné membrany. RozliSujeme dvé hlavni izoformy:

e krat$i forma koncici valinem 40 (Ab-40),

e delsi forma kon¢ici na alaninu 42 (Ab-42) [81].

Forma Ab-40 za fyziologickych podminek ptevazuje a je télem vyluGovana. Naopak
forma Ab-42 agreguje rychleji a je pocate¢ni a dominujici formou beta amyloidu ulozeného

Vv placich. Hladina Ab-42 byva u Alzheimerovy choroby snizena [81].

Abychom definitivné urcili diagnézu této choroby, provadi se stanoveni pomoci
dvojkombinace Ab-42 a celkového tau proteinu. Stanoveni téchto biomarkeri nAm pomuze

nejen K diagnostice, ale také v monitoringu onemocnéni a hodnoceni uc¢innosti 1éCby

[80,81,82].
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6 Zavér
Tato bakalaiskd prace se zaméiila a zkonkretizovala pojmy proteomika, genomika

a strucné popsala strukturu proteind.

Byly popsany jednotlivé metody studia struktury proteini. Uvedeny byly metody jako
metody separacni, hmotnostni spektrometrie, peptidové mapovani, rentgenova krystalografie.
Také bylo poukazano na nové trendy v této oblasti, SHOT-GUN, Label Free a metody
kvantitativni (iCAT, iTRAQ, atd.).

Nakonec zde bylo zminéno vyuziti proteomiky v klinické a medicinské oblasti,

predevsim ve vyvoji stanoveni biomarkerti nemoci.
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