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Polyakrylamidova gelova elektroforéza je
v soucasnosti nejpouzivanéj§i metodou, slouzici k
separaci proteini z komplexnich biologickych smési.
Ve spojeni s hmotnostni spektrometrii ptredstavuje
mocny nastroj, slouzici kanalyze a identifikaci
proteinii.  Pfestoze metody jednorozmérné a
dvourozmérné polyakrylamidové elektroforézy
doznaly béhem poslednich desetileti zna¢ného
pokroku, v soucasnosti nejsou prekonany vSechny
obtize, které s sebou tyto metody ptinaseji. Kritickym
krokem je pfiprava proteinového vzorku. MS analyza
proteinii probiha vétSinou na peptidech, vzniklych
enzymatickym nebo chemickym S§tépenim proteind.
Pro zisk kvalitniho fondu peptidi je nutné rozrusit
terciarni a kvarterni strukturu proteini redukei
disulfidovych vazeb a zabranit jejich reoxidaci
procesem alkylace. Tim je dosazeno zvySeni efektivity
Stépeni proteinll na peptidy. Cilem mé prace byla
optimalizace podminek redukce a alkylace proteind
s vyuzitim rdznych redukénich a alkyladnich ¢inidel

pred gelovou elektroforézou a provést srovnani proti
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Nowadays, polyacrylamide gel electrophoresis is now
the most widely used method for the separation of
proteins from complex biological mixtures. In
conjunction with mass spectrometry it presents
powerful tool for the analysis and identification of
proteins. Although the methods of one-dimensional
and two-dimensional electrophoresis have improved
significantly over past few decades, there are still some
complications that are not overcome yet. The critical
step is sample preparation. MS identification of
proteins is usualy based on peptides generated by
enzymatic or chemical cleavage of proteins. To get a
quality fund of peptides, the tertiary and quarternary
structure of proteins must be disrupt by reduction of
disulfide bonds and released thiol group must be
prevented of reoxidation by the process of alkylation.
By this approach the effectivity of cleavage of proteins
to peptides is highly increased. The aim of my work
was to optimize conditions of reduction and alkylation

of proteins using different reducing and alkylating
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Cile prace

Cilem mé prace bylo vypracovat reserSi na téma metod analyzy proteinti a jejich identifikace
pomoci hmotnostni spektrometrie a dale metody a postupy redukce a alkylace proteini pred
SDS-PAGE pro analyzu $§tépenim v gelu. Dale navrzeni a provedeni experimentti zaméfenych
na ruzné zpusoby redukce a alkylace standardniho proteinu, hovéziho sérového albuminu
(BSA), pied polyakrylamidovou elektroforézou a srovnani a vyhodnoceni ziskanych vysledkt

se standardnim postupem redukce a alkylace proteini b€hem §té€peni proteint v gelu.



Teoreticka ¢ast

1 Uvod

Proteomika je védni obor, ktery se zabyva systematickou analyzou proteind z hlediska
jejich kvality (identity), mnozstvi (celkové urovné exprese), funkce, struktury a vzajemnych
interakei, s cilem identifikovat a charakterizovat proteiny v nejnizsich moznych koncentracich.

V soucasné dobé je proteomika jednim znejdynamictéji se rozvijejicich obort
v pfirodnich védach a to predev§im diky rozvoji hmotnostni spektrometriec (MS) a
bioinformatiky, ale také souvisejicich oborti — molekularni biologie a genomiky" %

Predmétem studia proteomiky je proteom — soubor vSech proteinii vyskytujicim se
v daném cCase a za danych podminek v dané bunce, tkani, organu nebo organismu. Slovo
proteom (protein complement of genome) poprvé pouzil v roce 1994 Australan Mark Wilkins
na konferenci v Sienné. Proteomika tak dostala sviij oficialni nazev’. Pogatky proteomického
zabyvajici se separaci proteinti z komplexnich proteinovych smési’. Myslenka systematicky
analyzovat a katalogizovat soubor v§ech proteinll u bakterii, jako Escherichia Coli, zivo¢ichi,

napi. my$i, a nakonec i ¢lovéka, pfiSla az o nékolik desitek let pozdéji.

1.1 Historie proteomiky

Pocatky proteomiky jsou neodmyslitelné spjaty s vyvojem separaCnich metod, a to
predevsim elektroforézy v polyakrylamidovém gelu za pfitomnosti dodecylsulfatu sodného
(SDS-PAGE) a dvojrozmérné elektroforézy (2-DE). Prvni prace, ve které byla uplatnéna
dvojrozmérna separace proteintl, byla publikovana Smithiesem and Poulikem v roce 1956,
V prvnim rozméru byla separace proteinii provadéna na filtraénim papiru nasyceném
elektroforetickym pufrem a ve druhém rozméru v agar6zovém gelu. Timto zplsobem bylo
mozné rozseparovat proteiny lidského séra na 20 proteinovych skvrn. V téchto a nasledujicich
letech se objevily i dal§i modifikace elektroforézy provadéné ve dvou rozmérech™ & ™ &% 10 11,
které vsak oproti plivodni praci Smithiese a Poulicka nepfinesly zadné zasadnéjsi vylepseni.
Vroce 1964 pak Raymond jako prvni pouzil ke dvojrozmérné separaci proteind
polyakrylamidovy gel'?, ale ani tak se rozli$eni podstatngji nezlepsilo.

Dalsimu vyvoji 2-DE tak ptedchazel jesté dalsi vyvoj jednorozmérnych separacnich
technik (1-DE). Témi byly pfedevsim isoelektricka fokusace v polyakrylamidovém gelu (IEF) a
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za pritomnosti dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE).
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Metoda IEF byla popsana v roce 1968 nékolika autory soudasng'> '* 1> 16- 17181920 7y eteingni
SDS-PAGE pak nésledovalo o dva roky pozdé&ji’'.

Pravé tyto dvé techniky pak poskytly optimalni separa¢ni vlastnosti pro vyvoj moderni
2-DE: vysoké rozliSeni a separaci podle rozdilnych parametrti, p/ a molekulové hmotnosti.
V prvni poloving 70. let minulého stoleti bylo otisténo hned n€kolik rtiznych publikaci, ve
kterych byly IEF a PAGE spojeny. Nejdulezitéjsi vSak byly prace spojujici IEF v prvni dimenzi
a diskontinualni SDS-PAGE v dimenzi druhé. Témi se staly ¢lanky autord McGillivraye a
Rickwooda®, Kloseho™ **, O Farrella® a Sheeleho®. Z téchto se nejpouzivangjsi metodou stala
2-DE podle O’Farrela, ktera umoziovala, v riznych modifikacich napf. dle Andersona a
Andersonové”’,  separaci proteind lidského séra pfiblizné na 300 proteinovych skvrn. V
pribéhu dalsich let pak doznala 2-DE podstatnych vylepSeni. Jeji nejmodernéjsi variantou se
zatim stala metoda nazvana diferen¢ni gelova elektroforéza (DIGE), kterd vyuziva kovalentni
zna&eni proteind fluorescenénimi barvivy a umoziuje tak dosahnout daleko vyssi citlivosti™.

Rostouci zajem o 2-DE byl podporovan mysSlenkou moznosti separace slozitych
proteinovych extraktii nebo celkovych protein bunék rozli¢éného ptivodu. Moznosti klinickych
aplikaci udélaly 2-DE pfedmétem SirSiho zajmu odborné vefejnosti, coz dokazuji titulky
nékterych ¢lankt publikovanych v této dobé v prestiznich védeckych casopisech: Nature 367,
1977, news and views: The protein explosion. Nature 278, 1979, N. Anderson: Making
molecular catalogues. Nature 392, 1981, News and views: Toward a total human protein map.
The Economist 9, 1981: Mapping the body. TIBS 6, 1981, Celis and Bravo: Cataloguing human
and mouse proteins. Science 211, 1981: The complete index to man: ‘‘There is a plan to
catalogue every protein produced in the human body; meanwhile DNA sequences accumulate
apace’””.

S rychlym vyvojem 2-DE technik ale také vznikla mezera mezi detekci proteintl a jejich
naslednou analyzou, a to predev§im identifikaci. Ta byla pfekondna az s rozvojem mékkych
ionizacnich technik pro MS v osmdesatych a devadesatych letech minulého stoleti. Do té doby
pouzivani metoda Edmanova sekvencovani proteini® byla nahrazena MS s riiznymi
ionizaénimi zdroji. Ionizaéni techniky jako desorpce pomoci plasmy (PD)”, bombardovani
rychlymi atomy (FAB)* a ionizace pomoci termospreje (TS)* byly schopné pievést velké
molekuly do plynné faze a umoznily tak prvni analyzy peptidii pomoci MS. S objevem kolizné
indukované disociace (CID)* pak bylo poprvé mozné studovat fragmentaéni chovani peptidi.
Této problematice se v osmdesatych letech minulého stoleti intenzivné vénoval Bienmann™ a
ze ziskanych poznatkii pak byla sestavena fragmentaéni nomenklatura peptidii™. V roce 1986
byl pomoci MS s FAB ionizaci sekvencovan prvni protein™.

Nejzasadnéjsi prulom v aplikaci MS v proteomice vSak pfinesl vyvoj dvou novych

37, 38, 39

ionizacnich technik: ionizace laserem za pritomnosti matrice (MALDI) a ionizace

elektrosprejem (ESI)™. O dilezitosti téchto metod svéd¢i fakt, Ze za jejich objeveni byla v roce
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2002 udélena Nobelova cena za chemii (K. Tanaka — MALDI, J.B. Fenn — ESI). S rozvojem
technik MS souvisi i rozvoj metodologii a softwaru pouzitelného k identifikaci protein ze
ziskanych MS spekter. Prvni navrh takové metodologie byl prezentovan Henzelem a kol. v roce
1989*'. O &tyti roky pozdéji vznikla na tchto zakladech metoda identifikace proteinu pomoci

tzv. peptidového mapovani (PMF), publikovana nékolika védeckymi tymy soudasng™ +> * *

% a PeptideSearch®. Tyto

%V roce 1994 spatiily svétlo svéta dva nové programy SEQUEST
programy jako prvni umoznily porovnani fragmenta¢niho MS spektra analyzovaného peptidu
se spektry ziskanymi teoretickou in-silico fragmentaci peptidi pritomnych v databazi a nasledné
identifikovat neznamy protein. Tato metoda identifikace proteinu pak byla nazvana peptidové
sekvencovani (PS). Tyto dvé procedury, PMF a vyhledavani PS, pak pfedstavuji metodologii
pouzivanou v poslednich 15 letech ve vétSiné proteomickych. V mnoha publikacich je tento
pristup oznacovan jako ,klasicka proteomika“5 0

V poslednich dvaceti letech prosla proteomika asi zatim nejbouilivéjsi etapou svého
rozvoje. Metody, které v této dobé vznikly, jako napt. DIGE (viz. vy$e)®, multidimenzionalni
techniky (MudPit)’', kvantifikace proteinti na zakladé znaGeni stabilnimi izotopy (jako prvni
byla publikovana metoda izotopové kédovanych afinitnich zna¢ek ICAT™, v soudasnosti jsou
ale nejpouzivanéj§imi technikami iTRAQ™ a SILAC™* > *%), a také Orbitrap’’ (hmotnostni
spektrometr umoziujici analyzu s vysokym rozliSenim bez nutnosti pofizovani drahych ptistroji
typu FT-ICR), pfedstavuji nastroje proteomiky ,,druhé generace™. Proteomika se tak v dob¢
rostouciho vyznamu systémové biologie™ stala mocnym nastrojem, umoznujicim vhled do
slozitych biologickych procest, jako je napf. patogeneze nemoci, a umoznila navrh a vyvoj

novych 16¢iv a biotechnologickych produkt®.

2000
1996 NOBELOVA
1984 metoda Stépeni CENA
fragment proteinti v gelu  Fenn,Tanaka
1968 nomen- 1988 1993 1997 | 2001
ciD klatura  MALDI PMF |DIGE | MudPit

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

1956 1959 1968 1975 19811982 1989 1999 2004
prvni prvni IEF moderni FAB IPG ESI ICAT iTRAQ
2-D polyakryl- 2-DE 1986 2002
separace amidovy gel pomoci SILAC
proteinl MS sekv. 1994
1970 prvni SEQUEST 2000
SDS-PAGE protein PeptideSearch Orbitrap

Obr. 1 Casova osa vyvoje proteomiky.
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1.2 Rozde¢leni proteomiky

Béhem svého historického vyvoje se proteomika diferencovala do nékolika odvétvi,
ktera se vzajemné lisi nejen cilem vlastniho proteomického zkoumani, ale také svymi pfistupy,
tzn. metodikami, kterych se pti konkrétnim zkoumani vyuziva. Proteomika se tak v zasad¢ deli
do ¢tyt hlavnich skupin na:

1) Analytickou proteomiku, jejimz hlavnim cilem je identifikace proteintl, vcetné
stanoveni jejich molekulové hmotnosti, aminokyselinové sekvence a uréeni posttransla¢nich
modifikaci. Je zaloZena na kombinaci separace bilkovin ze slozitych biologickych smési, jejich
charakterizaci hmotnostni spektrometrii a bioinformatickém zpracovani ziskanych tudaju.

2) Strukturni proteomiku, zabyvajici se studiem nativni struktury proteinli, napft.
uspéSnym ¢i neuspéSnym skladanim proteinti. Vyuziva metody jako je napf. krystalografie,
NMR, MS, ale také fady dalSich technik.

3) Funkéni proteomiku, zabyvajici se predevS§im studiem ulohy proteind v ramci
rozlicnych Zivotnich d&ji. Ve spojeni s dalSimi védnimi obory, napt. molekularni biologii, pak
tento pfistup umoziuje zkoumat a charakterizovat vybranou skupinu proteintl, ziskavat
informace o proteinové signalizaci, mechanizmu vzniku riznych onemocnéni, interakcich
proteind s 1éCivy atd.

4) Diferencni (srovnavaci) proteomiku, sledujici zmény slozeni proteomu daného
organismu za ruznych podminek (napfiklad stavy normalni oproti staviim patologickym) s cilem
nalézt a identifikovat rozdilné se vyskytuji proteiny. Vyuziva metod analytické proteomiky,
predev§im rdzné zpusoby relativni a absolutni kvantifikace (napf. techniky jako SILAC a

iTRAQ, viz. vyse)'.

2. Identifikace proteinu

Identifikace proteinli je Ustfednim motivem proteomického vyzkumu. Je vlastni
podstatou projektll zaméfenych na katalogizaci co nejvétsiho pocétu proteinli obsazenych
v biologickych vzorcich a je také zakladem metod pouzivanych pro profilovani exprese
jednotlivych proteinii. Ve snaze o hlubsi porozuméni molekularnim mechanismiim a draham je
identifikace proteind spojena také s mapovanim kotranslagnich a posttranslaénich modifikaci®.
Jak bylo uvedeno v ptedchozi kapitole, existuje dnes nékolik riznych ptistupii k analyze a k
identifikaci neznamého proteinu. Odhlédneme-li od v bézné praxi neptili§ Casté analyzy celych
intaktnich proteind, k niZ se vaZze nutnost pouziti drahych MS pfistroji typu FT-ICR s vysokym
rozliSenim a schopnosti fragmentace celych molekul proteind, je dnes$ni typicka strategie
zalozena na MS analyze peptidii vzniklych chemickym nebo enzymatickym §tépenim proteind,

které byly diive separovany pomoci SDS-PAGE nebo 2-DE. Pro pifesnost nutno také uvést, ze
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MS analyza miZe byt provedena s peptidy vzniklymi S§t€penim nerozseparované smeési proteind.
Ziskana MS data jsou pak dale zpracovana, vyhodnocovana a interpretovana pomoci vhodného

bioinformatického softwaru®'.

2.1 Polyakrylamidova gelova elektroforéza (PAGE)

PAGE pfedstavuje vykonnou a v soucasnosti také nejpouzivanéjs$i separa¢ni metodu,
urcenou pro déleni proteind, proteinovych komplexd, ale také napt. bunécnych organel. Faktory,
prispivajici k vykonnosti této metody, jsou jednak vysoka rozliSovaci schopnost a ve spojeni
s piislugnou detekéni technikou také moZnost vizualizace stopovych mnoZstvi proteinti®.

Principem separace proteini pomoci PAGE je migrace nabitych molekul
v homogennim elektrickém poli v prostfedi polyakrylamidového gelu. Vzhledem k odlisné
velikosti naboje a hmoty se riizné molekuly pohybuji riznymi rychlostmi, ¢imz dochazi k jejich
rozseparovani na jednotlivé frakce. Elektroforeticka separace proteinovych vzorkdl probiha
v pufru s pfesnymi hodnotami pH a konstantni hodnotou iontové sily, ktera by méla byt co
nejmensi. Béhem elektroforézy migruji pak ionty pufru gelem stejné jako nabité molekuly
vzorku: kladné nabité Castice a molekuly ke katod€, zaporné nabité k anodé. Dilezitym
parametrem charakterizujicim nabitou castici nebo molekulu je tzv. elektroforetickd mobilita,
ktera je méfitkem rychlosti migrace. Zavisi pfedevsim na pK nabitych skupin a na velikosti
¢astice nebo molekuly. Obecné Ize konstatovat, Ze ¢im men$i ma ¢astice nebo molekula velikost
a ¢im vétsi je jeji celkovy naboj, tim rychleji se bude v elektrickém poli pohybovat. Vztah mezi
mobilitou ¢astice M, rychlosti migrace v a intenzitou elektrického pole E vyjadiuje vztah

vl
E
Separace proteint pomoci PAGE tedy zavisi na celkové velikosti jejich volného naboje, na
napéti vlozeném mezi elektrody, ale také na velikosti a tvaru molekuly a teploté a dobé trvani
separace®.

Nosi¢ pro PAGE, polyakrylamidovy gel, vznika sesitovanim akrylamidu a N,N’-
methylenbisakrylamidu. Polymerizace gelu je zahajena peroxodisiranem amonnym (NHy4),S,0O4
generujicim radikaly, pficemz katalyzatorem této reakce je N,N,N’,N’- tetramethylendiamin
(TEMED). Kyslik je naopak inhibitorem reakce, a proto je nutné reakéni smés pied zahdjenim
polymerizace odvzdu$nit, napf. pomoci vyveévy. Koncentrace akrylamidu ovliviiuje délku
polyakrylamidovych fetézcti, N,N’'- methylenbisakrylamid ovliviiuje stupen zesitovani. Oba
parametry soucasn¢ ovliviiuji vlastnosti gelu — velikost port gelu, pruznost a hustotu gelu.
Porovitosti gelu je ovlivnén funkeni rozsah gelu — naptiklad 10 % gely maji idealni separacni
vlastnosti v oblastech molekulovych hmotnosti okolo 50-100 kDa, kdezto 15 % gely jsou

vhodné k separaci malych proteinti s molekulovymi hmotnostmi < 20 kDa®.
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Polyakrylamidové gely se déli na kontinualni gely s jednotnym slozenim pufru a
koncentraci akrylamidu (velikosti port)® a na diskontinualni gely, které jsou tvofeny dvéma
ruznymi gely, liSicimi se pfedevsim velikosti porti a hodnotou pH pufru pouzitého k piiprave
gelu’’.  Vyhodou diskontinualniho gelového systému je oproti kontinualnimu tzv.
samozaostfovaci efekt horni gelu.

Elektroforeticka separace proteindi a peptidd v polyakrylamidovém gelu by méla
dosahovat co nejvyssiho rozliseni. Toho je docileno pravé pouzitim zaostfovaciho gelu, ktery je
schopen zakoncentrovat proteiny pfed vstupem do rozdélovaciho gelu do velice tzkych, tzv.
,startovacich® zon. Proces probiha na principu izotachoforézy. Vzorek proteinti (smésna zona)
migruje mezi nejpohyblivéjsim (vedoucim) iontem a nejméné pohyblivym (koncovym) iontem
elektrolytu. V prib&hu separace se rychlejsi, resp. pomalejsi ¢astice vydé€luji ze smésné zony a
vytvareji nové Cisté zony. Po Gplném rozseparovani proteinii ze smésného vzorku se vSechny
zony pohybuji stejnou rychlosti. Je tfeba dodat, Zze timto zplisobem je mozné separovat vzdy

pouze molekuly, nesouci bud’to pouze kladny nebo zaporny elektricky naboj®.

2.2 SDS-PAGE

Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu za p¥itomnosti SDS-PAGE podle Liemliho®
je variantou diskontinualni elektroforézy, ptivodné publikované v roce 1964 L. Ornsteinem® a
B.J. Daviesem®. Tato metoda vyuziva dvou riznych gelii, tzv. zaostiovaciho (stacking) a
délictho (running) gelu, které se lisi predevSsim stupném zesitovani, pH a koncentraci
obsazeného pufru Tris/HCl. Navazanim SDS na proteiny (pomér 1,4 g SDS na 1g proteinu)
dojde k preruseni vodikovych vazeb, ¢imz se rozrusi jejich sekundarni a tercialni struktura.
Proteiny nesouci rizny naboj ziskaji uniformni zaporny naboj a mira pohyblivosti proteinu
v elektrickém poli je pak uréena pouze jeho velikosti.

K tomu, aby mohl byt vzorek proteinii separovan pomoci SDS-PAGE, musi byt
rozpustén v tzv. vzorkovacim pufru. Ten obsahuje Tris-HCI pufr (pH = 6,8), redukéni ¢inidlo,
glycerol, SDS (viz vyse) a barvivo bromfenolova modf. Tris-HCI udrZuje konstantni pH vzorku
a vytvari vhodné prostiedi pro elektroforetickou separaci proteini. Redukéni ¢inidlo, napt. DTT
nebo B-merkaptoethanol (MeSH) rozrusi kvarterni strukturu proteintl, vysledkem ¢ehoz budou
pasy rozseparovanych proteind ostiejsi. Glycerol je pfidavan pro zvySeni hustoty vzorku —
vzorek se pak snadnéji aplikuje do jamek gelu a zaroven je zamezeno smichani vzorku
s okolnim elektroforetickym pufrem. Barvivo bromfenolova modi zviditeliuje proces migrace
proteini. Vzorek proteini rozpustény ve vzorkovacim pufru je pak obvyklé zahtat na nékolik
minut ve vodni lazni nebo v termobloku, ¢imz je dosazeno rozpu$téni a denaturace vsSech

proteint®.
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Takto pfipraveny proteinovy vzorek se aplikuje pomoci mikropipety na
polyakrylamidovy gel, umistény v elektroforetické cele. Po pfipojeni stejnosmérného
elektrického pole o napéti 80 volth migruji proteiny nejdiive zaostfovacim gelem. Po uplynuti
doby nutné k priniku proteinti do rozdélovaciho gelu se napéti zvysi, obvykle na 120 volti. Zde
dojde k rozseparovani proteinti. Elektroforéza se zpravidla ukoncuje v momenté, kdyz barvivo
putujici s nejrychlej$imi ionty opusti gel nebo se priblizi k jeho okraji. Z takto ziskaného
polyakrylamidového gelu je po vyjmuti ze sklenéné formy odstranéna ¢ast zaostfovaciho gelu.

Rozseparované proteiny jsou dale vizualizovany nékterou z detekénich (barvicich) metod.

2.3 Detekce proteintl v polyakrylamidovém gelu

Dalsim krokem pfi identifikaci nezndmého proteinu je jeho detekce. K tomuto tcelu je
v soucasné dob¢ vyuzivano nékolika riznych metod barveni proteini. Mezi nejpouzivané;jsi
patii barveni pomoci barviva Commassie Briliant Blue (CBB), barveni stfibrem a barveni
fluorescen¢nimi barvivy. Zde je tieba poznamenat, Zze zadna z dnes pouzivanych detekénich
metod nespliuje zaroven vSechny pozadavky, které jsou na tyto metody kladeny, tedy
dosazeni stejnomérné detekce rtiznych proteinti, kratké doby detekce a nizkych nakladu.

V soucasné proteomické praxi je nejpouzivanéj$i metodou barveni proteinii pomoci
CBB. Ptvodni metoda publikovana v roce 1963 Fazekasem de St. Groth a kol.”” vyuzivala
k detekci dvou riznych modifikaci CBB: Coomassie R-250 (Cerveny odstin) a Coomassie G-
250 (zeleny odstin), vazicich se na aminoskupiny proteini pomoci elektrostatickych a
hydrofobnich interakci. Nevyhodou této metody byla nutnost odbarveni pozadi gelu. Nékteré
proteiny, napt. kolagen, se totiz odbarvovaly diive neZ gel a nemohly tak byt detekovany®.
Dal3i variantou byla metoda koloidniho CBB G-250 publikovana Diezelem a kol.”’ Tato metoda
vyuzivala skute¢nosti, Ze barvivo CBB G-250 rozpusténé ve 12,5 % kyseliné trichloroctové
(TCA) tvori koloidni roztok. Zabarveni gelového pozadi se diky tomuto zptsobu barveni
vyrazné snizilo. Siroce zaméfena studie Neuhoffa a kol”, zkoumajici vice neZ 600 riznych
variant detekce koloidnim CBB G-250, dala vzniknou protokolu, ktery je zakladem vétSiny
dnesnich metod a komeréné dostupnych souprav pouzivanych pii detekci tohoto typu. Barveni
proteinii na ¢istém pozadi gelu koloidnim CBB G-250, se dé&je v prostiedi kyseliny fosfore¢né
za pritomnosti siranu amonného. Béhem barveni se v roztoku ustavuje rovnovaha mezi
koloidnimi ¢asticemi a volnym barvivem. Volné molekuly barviva pronikaji gelem a barvi
proteiny, zatimco koloidni ¢astice zistavaji vné gelu, ¢imz se zabrani obarveni gelového pozadi.
Tento protokol byl pozdéji upraven ve smyslu posunuti rovnovahy na stranu volnych castic
barviva pfidavkem metanolu do barviciho roztoku. Tim se zkrétila celkovd doba barveni’'.

Neuhoffova metoda byla v dalSich letech modifikovana, vétSinou ve smyslu zkraceni Casu
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72, 73, 74, 75

barveni, a publikovana v pracich zabyvajicich se tvorbou proteinovych map nebo

pozorovanim zmén Urovné exprese proteinii’®

. Zatim nejcitlivéj§i variantou Neuhoffova
protokolu je metoda barveni pomoci tzv. Blue Silver Commassie G-250"", dosahujici detekéniho
limitu (v pfipadé BSA) az 1 ng. Oproti ptivodnimu protokolu tato metoda uziva barviva ve vyssi
koncentraci (0,12% oproti 0,1%) a také vyssi koncentrace kyseliny fosforecné (10% oproti 2%).
Snizeni pH barviciho roztoku (z 1,2 na 0,5) ma za nasledek protonaci vSech disociovanych
skupin, kyseliny asparagové a glutamové a také karboxylového C-konce proteinu. Tim dojde ke
zruSeni naboje ptritomného na proteinu, coz vede k nartstu hydrofobnich interakci barviva
s aromatickymi a hydrofobnimi zbytky aminokyselin proteinu. V takto kyselém prostiedi miize
jedna molekula BSA vazat az 100 molekul barviva CBB G-250. Pfesto, ze jde o nejcitlivejsi
variantu barveni pomoci CBB, nedosahuje zatim stale citlivosti detekce, které je mozno
dosahnout barvenim stifbrem’®.

Prvni prace popisujici barveni proteind separovanych SDS-PAGE pomoci stiibra byly
publikovany jiz na konci 70. let minulého stoleti Merrilem a kol.” *. V sougasnosti existuje
vice nez 100 rtznych variant provedeni tohoto typu barveni, které je v principu mozné rozdélit
do tii skupin, a to na tzv. rychlé koloidni barvici metody, metody vyuzivajici dusi¢nan stiibrny
(kyselé barveni) a metody vyuzivajici diaminovy komplex dusi¢nanu stiibrného (zasadité
barvent).

Rychlé koloidni barveni stiibrem za pfitomnosti kyseliny wolframovokiemicité je
metoda zalozena na prvnim protokolu, vyuzivajicim stfibro pro barveni proteind separovanych
v agarézovém gelu®'. Metoda je podstatné méné citliva, neZ barveni dusi¢nanem st¥ibrnym nebo
jeho diaminovym komplexem, jeji vyhodou je vSak kompatibilita s MS.

Dalsi dvé metody, barveni pomoci dusi¢nanu stfibrného a jeho diaminového komplexu,

maji spolecné Ctyti zakladni kroky:

1) Fixace protein( — slouzi k zafixovani proteintl v gelu a odstranéni necistot

2) Zcitlivéni — zvysi citlivost a také i kvalitu obrazu proteini

3) Impregnaci sttibrem pomoci dusi¢nanu stiibrného nebo jeho diaminového komplexu
4) Vyvijeni obarvenych proteinti

Proces barveni proteinti dusi¢nanem stfibrnym zahrnuje fixaci proteint 40 % ethanolem
a 10% ACA. Dalsi krok kombinuje navazani glutaraldehydu na proteiny a zcitlivéni thiosiranem
sodnym v pfitomnosti octanu sodného. Po nékolikanasobném oplachnuti v destilované vodé se
gel vlozi do 0,25% roztoku dusi¢nanu sodného, obsahujiciho malé mnozstvi formaldehydu.
Vyvijeni se provadi pomoci formaldehydu v zasaditém prostfedi, v roztoku obsahujicim
uhli¢itan sodny. Reakce se wukon¢i umisténim gelu do zfedéné ACA nebo
ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA). V praxi poskytuji nejlepsi vysledky a zaroven
dosahuji nejniz§i meze detekce, tj. méné nez 1 ng proteinu na skvrnu ¢i pas, metody podle

C 1ea82 . . e e,
Heukeshovena a Dernicka® a Bluma a kol.*’. Co se ty&e barveni proteinii diaminovym
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komplexem dusi¢nanu st¥ibrného, metodou ptivodné publikovanou Eshenbruchem a Biirkem™,
je fixa¢ni krok spojen se zcitlivénim, v tomto piipadé pomoci naftalen disulfonatu. Vyvijeni
formaldehydem probiha v prostiedi kyseliny citronové a je ukonceno piidavkem ACA nebo
ethanolaminem®.

Hlavnim problémem metod zaloZenych na barveni proteind stfibrem je vysoka mira
interference pii MS analyze. Prace publikované na toto téma pfipisuji interference na vrub
formaldehydu a glutaraldehydu, zpusobujicim kovalentni modifikace proteini, ale také
samotnym stiibrnym iontdm®. Proto byla navrzena metoda barveni stiibrem, ktera nepouziva
glutaraldehyd pfi zcitlivovani a formaldehyd v barvicim roztoku dusi¢nanu stiibrného®. Stejné
tak byly publikovany prace vyuzivajici odbarveni stfibra, nap¥. pomoci kyanozelezitanu® nebo
peroxidu vodiku®™. Zatim posledni novinkou je MS kompatibilni varianta barveni stiibrem, tzv.
Sweet silver™, ktera nahrazuje formaldehyd ve vyvijecim roztoku redukujicim cukrem,
rozpusténym v boratovém pufru. Tato metoda vykazuje oproti vySe uvedenym variantdm zatim
nejlepsi vysledky co se tyce meze detekce a pokryti sekvence pii analyze MS.

Posledni vySe zmin€nou skupinou jsou metody detekce proteind zaloZené na barveni
fluorescentnimi barvivy. Od uvedeni prvniho barveni proteinti pomoci Nilské Cervené” v roce
1994 byla vyvinuta celd fada fluorescentnich barviv, liSicich se navzajem svymi vlastnostmi a

oL 92 Citlivost

citlivosti, napf. barviva Syphro” (Syphro” Red, Orange, Tangerine a Ruby)
Syphro® Red, Orange, Tangerine je srovnatelna s citlivosti dosahovanou CBB, Syphro® Ruby je
schopné detekovat az 1 ng proteinu. Rabbilloud a kol. publikovali v roce 2001 barveni pomoci
komplexu ruthenia™. Jesté citlivéjsi metodou barveni neZ pomoci Syphro® Ruby je detekce
pomoci barviva Deep Purple™. Toto barvivo obsahuje fluorofor ,.epicoccon”, ziskany z fasy
Epicocconum nigrus, a je schopné detekce az stovek pikogramd.

Fluorescen¢ni barveni proteini ptfedstavuje optimalni metodu kombinujici vysokou
citlivost a zaroven moznost kvantifikace v Sirokém linedrnim dynamickém rozsahu (az ctyfi
fady). V porovnani s barvivy CBB a stfibrem jsou vSak fluorescencni barviva fadové drazsi.
K vizualizaci obarvenych proteinovych past ¢i skvrn je navic nutné pouzit fluorescenéni
skener®.

Kromé¢ tii vyse uvedenych nejrozsitenéjSich typd barveni proteinli existuji jesté dalsi
techniky detekce, jako je napfiklad negativni zinek-imidazolové SDS barveni, barveni
chloridem méd’natym atd. Existuji také rizné dalsi typy fluorescencnich barviv, jako barviva
CyDyes, umoziujici provedeni tzv. DIGE®. Detailni popis téchto metod je nad ramec této
prace. Detekéni limity jednotlivych metod barveni proteinti a primérné inkubacni ¢asy shrnuje

tabulka ¢.1.
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Barvivo Inkubaéni doba (hod.) Detekéni limit (ng proteinu)
Koloidni Coomassie (G-250) 15 1-16
Coomassie R250 12 -48 30-100
Stiibro 0,25-3 0,5
Fluorescentni barviva:

SyproRuby 55-12 0,5-5
Deep Purple 3,5 0,1

Dige 0,75 0,025

Tab. 1 Inkubaéni doby a detekéni limity nejpouZivangjsich barviv.”

2.4 Vytezani proteinovych pasi a odbarveni proteint

Jak bylo popsano v ptfedchozi kapitole, existuji rtizné metody barveni proteind
v polyakrylamidovém gelu, kompatibilni vice ¢i méné s MS. Naptiklad barvivo CBB se vaze na
proteiny pomoci iontovych a hydrofobnich interakci (viz vyse). Tyto interakce sulfonovych
skupin barviva s bazickymi zbytky aminokyselin argininu a lysinu znemoznuji enzymatické
Stépeni proteinu trypsinem, Stépici protein pravé za témito aminokyselinami. Proto je nutné
detekované proteiny odbarvit. Timto krokem je také mozné odstranit detergenty (SDS)
z procesu enzymatického nebo chemického §tépeni proteinu a vlastni MS analyzy, pfi niz se
velice snadno ionizuji a analyzu znesnadiuji’®. Konkrétni provedeni odbarveni se lisi
v zavislosti na pouzité metod¢ barveni.

Pas proteinu, vizualizovany nékterou z detekénich metod, musi byt nejprve vyfiznut
z polyakrylamidového gelu. To lze provést ruéné (pomoci skalpelu) ve flowboxu, nebo Ize
vyuzit specialniho robota. U nékterych metod barveni proteind, napt. CBB, je nutné odbarveni
gelového pozadi. Pasy separovanych proteint jsou pak Iépe vidét a snadnéji se vyrezavaji. Pas
gelu s proteinem, ktery byl vyfiznut, se dale pomoci skalpelu rozdéli na kousky o velikosti 1-2
mm’. To je dileZité zejména z divodi dostateéné saturace gelovych kouskil odbarvovacim, ale
predevsim Stépicim roztokem trypsinu, pii proceduie enzymatického Stépeni. Pokud jsou
proteiny barveny pomoci koloidniho CBB G-250, je k odbarveni gelovych kouskl pouzito
roztoku uhli¢itanu amonného v acetonitrilu v poméru 1:1”". MoZnosti a zpiisoby odbarveni

stiibrem barvenych geltl byly jiz zminény v piedchozi kapitole®® ®’.

2.5 Redukce a alkylace proteint v gelu

Jednou zhlavnich podminek, nutnych k pozitivni identifikaci proteinu, je zisk

kvalitniho fondu peptidi, vzniklych Stépenim proteinu chemicky nebo pomoci nékterého z
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proteolytickych enzymti. Z tohoto diivodu je nutné stericky zpfistupnit co mozna nejvice mist,
na kterych $tépeni proteinu probiha. V predchozi kapitole byla zmin€na nutnost odstranéni
barviva, které tento proces také znesnadiuje. Dalsim krokem, ktery se pred vlastnim Stépenim
proteinu provadi, je rozstépeni disulfidovych intermolekularnich a intramolekularnich vazeb
proteinu. Tim se rozrusi jeho tercialni struktura — dojde k tzv. rozbaleni proteinu a zaroven ke
zvySeni efektivity $tépeni. Volné sulthydrylové skupiny jsou vSak velice reaktivni a snadno se
reoxiduji. Z toho diivodu je nutné tyto skupiny preventivné zablokovat, nejcastéji vnesenim
alkylového zbytku — tzv. alkylaci”’.

Je také nutné uvést, ze vyznam redukce disulfidovych vazeb pro efektivni Stépeni
proteinu na peptidy a nasledné alkylace sulfhydrylovych skupin, tak jak byl popsan vyse, se
v jistém ohledu vztahuje také na proteiny, které disulfidové vazby pfimo neobsahuji, ale maji ve
svém fetézci volné thiolové skupiny, které se mohou béhem analyzy oxidovat a nepodléhaji tak
procesu alkylace. Vzhledem ke skutecnosti, ze reoxidace sulfhydrylovych skupin vzdu$nym
kyslikem probiha prakticky okamzité po odstranéni redukéniho ¢inidla, je alkylace provadéna
bud’to v jednom kroku spolecné s redukci anebo ve dvou krocich, bezprostfedné po redukcei
v jedné reakéni smési®.

Stépeni kovalentni disulfidové vazby cystinu je mozné provést nékolika zptsoby, které
zahrnuji oxidaci, redukei a nukleofilni substituci. V poc¢atcich sekvenéni analyzy proteint bylo
asto vyuzivano oxidativniho §tépeni disulfidové vazby kyselinou permravenéi™. Jedna se o
jednostupnovou reakci, kterd kvantitativné preménuje cystin na kyselinu cysteovou a zaroven
methionin na jeho sulfonovy derivat. Nevyhodou této metody je moznd modifikace
aminokyselin sousedicich s cysteinem (tryptofan) a také mozné §té€peni nékterych peptidovych
vazeb (Asp-Pro) proteinu.

Zdaleka nejpouzivangj$i metodou S$tépeni disulfidové vazby je redukéni Stépeni.
Obvykle se provadi v nepfitomnosti kysliku, v mirné alkalickém pH (~pH 8), za zvySené teploty
(56°C-95°C). Klasicky postup vyuziva k redukci disulfidovych vazeb nékterého z nize
uvedenych, nizkomolarnich thiolovych reduktantd, ve sto az tisicindsobném molarnim piebytku.
Mezi tyto reduktanty patii 2-merkaptoethanol (MeSH), dithiothreitol (DTT; 2,3-dihydroxy-1,4-
dithiolbutan) a jeho izomer dithioerythritol (DTE). Dalsimi ¢inidly na bazi trialkylfosfind,
reagujici mechanizmem nukleofilni substituce jsou tributylfosfin (TBP) a tris(2-
karboxyethyl)fosfin (TCEP).

Prestoze byl pro strukturalni analyzu proteinti v minulosti tradiéné vyuzivan 2-
merkaptoethanol (MeSH), je po svém objevu vroce 1964 v souCasnosti nejpouzivanéj$im

redukénim ¢&inidlem DTT (jinak téz Clelandovo ¢&inidlo)™ *°.

Rovnovaha reakce DTT
s disulfidovou vazbou proteinu je posunuta zna¢né doprava, tedy smérem k redukované forme
cysteinu, a to diky tvorbé termodynamicky stabilni Sesticlené cyklické oxidované formy DTT,

trans-4,5-dihydroxy-o-dithianu (obsahuje dvojnou vazbu), jejiz tvorba je z energetického
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hlediska vyhodné&jsi, nez tvorba smiSeného disulfidu. Diky nizkému redoxnimu potencialu (0,33
V pti pH = 7) je schopny redukovat disulfidovou vazbu pii pH = 8 béhem nékolika minut a to
v pfiblizn¢ stonasobném molarnim nadbytku. Rovnovazna konstanta redukce disulfidové vazby
DTT pii pH = 7 byla stanovena na 1,3 .10**. DTT je schopné redukce disulfidovych vazeb
pouze ve form¢ aniontu. Podil zastoupené disociaované aniontové formy DTT" zavisi na pH
redukéniho pufru. Hodnota pK, pro DTT je rovna 9,3. Klasicky pouzivané redukéni pufry (napt.
Laemliho pufr) ma vsak pH = 6,8, nasledkem ¢ehoz nebude aniontova forma DTT" zastoupena
v dostateéném mnozstvi a redukce nebude probihat v dostate¢né mite'”. Proto je vhodné
redukci pomoci DTT provadét pii vyssich hodnotach pH, napi. 8,5 — 8,9'"". Takto vysoké
hodnoty vSak zvysuji riziko deamidace proteinu. Nevyhodou DTT je také jeho schopnost
reagovat s alkylaénimi ¢inidly, napf. s iodoacetamidem (IAM), a negativné ovliviiovat vytézek
alkylace. Vyhodou DTT oproti jiz zminovanému MeSH je nejen jeho vyssi redukéni potencial a
tim padem také moznost redukce s vyuzitim niz§ich latkovych mnozstvi, ale také vyssi

rozpustnost ve vodé a absence zapachu.

OH
S/\/
RS-SR + S~~~y —> 2RSH + |
S
2-merkaptoethanol \/\OH

bis(hydroxyethyl)disulfid

Obr. 2 Redukei disulfidové vazby pomoci MeSH vznika bis(hydroxyethyl) bisulfid.”

HO OH HO OH
RS-SR + HS‘>_<—SH —» RSH + RS-S—>_QSH
dithiothreitol HO OH

—» 2RSH +

S-S
trans-4,5-dihydroxy-o-dithian

Obr. 3 Redukei disulfidové vazby pomoci DTT vznika trans-4,5-dihydroxy-o-dithian.”

Dalsi skupinou redukénich cinidel jsou trialkylfosfiny. Trialkyl fosfiny redukuji
disulfidové vazby cystinu ve vodném prostiedi v Sirokém rozsahu pH (4,5 — 11) na thioly
snadno a kvantitativné. Jednd se o reakci typu Sy2. Sila vazby kyslik — fosfor ¢ini reakci
nezvratnou. Trialkylfosfiny jsou ve vodnych roztocich kineticky stabilni a jsou zaroven

nereaktivni vzhledem k ostatnim funk¢énim skupinam. Jednim z tryalkyl fosfini vyuzivanych
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pro redukci disulfidovych vazeb je TBP. Ve vodném prostiedi §tépi tyto vazby stechiometricky
(1 mol TBP : 1 mol disulfidu) a relativné rychle. Jedna se o silné redukéni Cinidlo, které je
schopné redukovat oxidovanou formu DTT. TBP byl v minulosti pouzivan k redukci

disulfidovych vazeb v proteinech pred 2-DE'®> '®

. VSeobecné ale nebyl pro tyto ucely
proteomiky pfijat, kvili jeho vysoké toxicité, nepfijemnému zapachu a nizké rozpustnosti ve
vod&®”. Poslednim vy$e zminénym redukénim &inidlem je (TCEP)'", ktery se v poslednich
letech stal zajimavou alternativou k vySe zminénym redukovadliim. Jeho vyhodou oproti TBP je
snadna rozpustnost ve vod¢, absence zapachu. Oproti 2-merkaptoethanolu a DTT je také
mnohem efektivngj§im redukénim ¢inidlem, schopnym redukce disulfidovych vazeb

v proteinech pii niz§im pH, nez DTT,* 1%,

COOH COOH

N )

AS-SR + HOOC _/  P: — 2RsH + Hooc —/ P=—0

. H

COOH
COOH
tris(2-karboxyethyl)fosfin oxid tris(2-karboxyethyl)fosfinu

Obr. 4 Redukei disulfidové vazby pomoci TCEP vznika oxid tris(2-karboxyethyl)fosfin.”

Alkylace sulfyhrylové skupiny cysteinu se nejcastéji provadi nukleofilnimi adi¢nimi
nebo substituénimi reakcemi, s thiolatovym aniontem jako nukleofilem. NejpouzivangjSimi
¢inidly na bazi haloacetat a haloacetamidii jsou kyselina iodoctova (IAA) a iodacetamid
(IAM)'®. Reakce téchto ¢inidel probiha reakénim mechanismem Sx2 za vzniku jeho S-
karboxymethylovych a S-karboxamidovych (cys-CAM) derivatt. Reakce probiha bez problémi
pti pH 8-9 ve tmé¢ (ve vodnych roztocich tato ¢inidla podléhaji rozkladu svétlem). Pfi nizSich
hodnotach pH hrozi oxidace methioninu, s vys$§imi hodnotami roste riziko modifikace
aminoskupin. Co se tyCe rychlosti pribéhu reakce, studie zabyvajici se analyzou proteinti ov¢i
viny uvadi, Ze kompletni karboxymethylace cysteinti pomoci IAA probéhla béhem 10 minut'”.
V jinych pracich nebylo kompletni alkylace dosaZeno ani po 6 hodinach'®. Uvadi se, Ze
alkylace provedena IAM probih4 v porovnani s IAA zhruba $edesatkrat rychleji'”,

Dalsim ¢inidlem pouzitelnym pro ucely alkylace cysteinti je N-ethylmaleimid (NEM)
S cysteiny reaguje mechanismem Michaelovy adice — reakce mezi nukleofilem (thiolatovy
aniont) a olefinem (maleimidovy kruh). Produktem alkylace je v tomto piipadé pomérné stabilni

S-sukcinyl cystein. Toto ¢inidlo se v posledni dob¢ jevi jako zajimava alternativa k IAA a IAM.
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Studie srovnavajici tato Cinidla uvadi, ze pro spolehlivou alkylaci 1 molu glutathionu staci
pouze 125 mol NEM oproti 300 az 1000 molarnimu piebytku pii pouziti IAA nebo IAM.
Alkylace pomoci NEM také probiha v Sir§im rozsahu pH (pH 4,3-7) nez pomoci IAA a IAM
(pH 8-9)'"°.

Dalsim c¢inidlem vyuzivanym pro alkylaci sulthydrylovych skupin je akrylamid, ktery
reakei s témito skupinami tvoifi cysteinyl-S-B-propionamide (cys-PAM). Byly publikovany
prace, které vyuzivaji alkylace akrylamidem (pii pH = 8,45) jak pfed SDS-PAGE tak i pted 2-
DE"" "2 Tyto metody vychazeji ze skute¢nosti, Ze se v nékterych MS spektrech peptida,
alkylovanych naptiklad TAA, vyskytuji pravé derivaty cysteinyl-S-B-propionamide (cys-PAM),
které jsou zpusobeny reakci cysteinll s nezpolymerizovanym akrylamidem, pfitomnym v
polyakrylamidovém gelu. Analyza spektra, které obsahuje vice modifikaci cysteinu (cys-CAM)
a cys-PAM), je pak velmi stizena.

Alternativou k vySe zmnénym ¢inidlim je moZznost vyuziti 2-vinylpyridinu (2-VP) nebo
jeho derivatu 4-vinylpyridinu (4-VP)'". Tato &inidla reaguji s thiolovymi skupinami za vzniku
S-B-(2-pyridylethyl)cysteinu (2-PEC) a S-B-(4-pyridylethyl)cysteinu (4-PEC) a jsou vysoce
reaktivni. Optimalnich podminek alkylace je dosaZeno, pokud je provedena pfi neutralnim pH.
Tim je zajiSténa optimalni reaktivita obou slozek (terc. aminoskupiny 2-VP nebo 4-VP a —SH
skupiny cysteinu). Vzhledem k pKa —SH skupiny cysteinu (8,3) a pKj4 tercidlni aminoskupiny
2-VP (5,3) lezi hodnota pH = 7 n€kde uprostied. Za téchto podminek je alkylace fizena
parcialnim kladnym (VP) a zapornym nabojem (Cys) obou reaktantil a reakce probihd pomérné
rychle, az do uplného zalkylovani vSech cysteind. Volbou neutralniho pH pro alkylaci pomoci
2-VP nebo 4-VP se také zabrani mozné alkylaci aminokyseliny lysinu, ktera je pfi tomto pH

pln¢ protonovana. 2-VP a 4-VP se ze vSech alkyla¢nich Cinidel zatim jevi jako nejucinnéjsi.

L=}
Pr—NH-E—CH-CHy—SH
—MNH
o |I’J e CYSTEIN
Il {Lh - CH=CH-
Pr—NH-C-CH-CHz—SH + Hc=gf N by -
—NH v . i
cystein =¥ "".YIP..\' ridin 4-vinylpyridin
l Q
‘ 2, 2 Pr—NH-C—CH~CHz—S-CHz~CH
: | —hMH
i -, o
Pr—NH-C—CH=CH;—5-CHy~CH3 "N o |
—NH "
- N S-B-(4-pyridylethyl)protein
S-f-{2-pyridylethyl)protein
kysela hydrolyza + ']'
—C—CH=CHy=— §=CH2-CH=
HOOC-CH=CHy=8-CHy—CHy ~N* e ﬁ:ch‘ Ny
NH; Ay
" LS e y [ - 3 W !
S-p-(2-pyridylethyl)-L-cystein (2-PEC) S-B-(4-pyridylethyl)-L-cystein (4-PEC)

Obr. 5 Alkylace cysteinu pomoci 2-VP a 4-VP.'*
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2.6 Stépeni proteinti

Jak jiz bylo uvedeno v piedchozich kapitolach, nejcastéji se MS analyza provadi na
peptidech, vzniklych specifickym chemickym nebo enzymatickym Stépenim proteinti. Volba
metody Stépeni zavisi predev§im na charakteru proteinového vzorku, zptisobu provedeni MS
analyzy a také na zvolené metodé kone¢né identifikace. Chemickému nebo enzymatickému
S$tépeni je mozné podrobit pouze jediny protein, ale také celou smés proteini.

Stépeni nerozseparované smési proteind, jinak také S§tépeni v roztoku (in solution
digestion), se vyuziva v pfipadech, kdy je nutné rychle ziskat informace o celkovém
proteinovém slozeni vzorku. Jednotlivé peptidy ztakto ziskaného souboru jsou pak
sekvencovany pomoci tandemové MS a identifikovany s vyuzitim databaze. Proteiny a peptidy
nejsou v tomto pripadé zachyceny v matrici gelu a vytézek peptidi je proto vyssi, nez pii
Stépeni v gelu. Metoda je také schopna detekce proteinti obsazenych v analyzovaném vzorku ve
velmi malych mnozstvich, které nejsou polyakrylamidovym gelem zadrZzovany v mnozstvi
potiebném pro detekci®.

Metoda §tépeni v gelu (in-gel digestion) byla poprvé publikovana vroce 1996*.
V nasledujicich letech byla mnohokrat upravena a je v soucasnosti nejpouzivanéj$i metodou
Stépeni proteint separovanych 1-DE nebo 2-DE. Pravé tyto separac¢ni metody poskytuji mnoho
dilezitych informaci, napt. priblizné informace o molekulové hmotnosti a izoelektrickém bodu,
podle kterych je mozné odhadnout, ktery pas nebo skvrna mize obsahovat nami hledany
protein. Ten je nasledné vyfiznut, odbarven, zredukovan a zalkylovan a dale vhodnym
zptisobem roz§tépen na peptidy®.

Chemické S§tépeni proteinti neni v soucasnosti tak bézné, jako $tépeni enzymatické.
Chemické metody nachazi uplatnéni zejména tam, kde neni z konkrétnich divodit mozné
provadét proteolyzu. Piikladem muze byt pouziti bromkyanu (BrCN) pro Stépeni ve vode
nerozpustnych nebo membranovych proteinit (specifické putsobeni c¢inidla na zbytky
methioninu). Podobné mtizeme pro Stépeni zbytkl tryptofanu vyuzit 3-brom-3-methyl-2-[(2-
nitrofenyl)merkapto]-3H-indolu (BNPS-skatol). Pomérné Setrna je hydrolyza proteind ziedénou
kyselinou mravenci, ktera pusobi v misté zbytkt kyseliny asparagové a zaroven je dobrym
rozpoustédlem pro fadu proteint.

Proteolyza se jiz v ramci proteomiky stala rutinni zaleZitosti, nebot je komercné
dostupna cela fada enzymi, které Ize volit a aplikovat na zaklad¢ pozadavki, kladenych na
vyslednou peptidovou smés. Nabizi nékolik praktickych vyhod: vysokou specifitu,
minimalizovani vedlejSich reakci a dobrou uc¢innost $tépeni. Dilezita je pfitom optimalizace
slozeni a pH reak¢niho pufru, dale poméru enzym/substrat a teploty a doby inkubace. Ze vSech

dostupnych proteolytickych enzymi (tab.2) se v proteomice nejéastéji vyuziva trypsin.
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Trypsin (EC 3.4.21.4) je serinova endopeptidasa traviciho traktu obratlovell s mirné
alkalickym optimalnim pH (7-9). Specificky §tépi proteiny na misté argininu a lysinu.
Poskytuje peptidy o velikosti vhodné pro MS analyzu, které maji navic na C-konci zbytky
bazickych aminokyselin argininu a lysinu, coZz usnadiiuje pfijeti protonu pii procesu ionizace.
Pokud se provadi §tépeni v polyakrylamidovém gelu, je jednim z limitujicich faktord difuze
molekuly enzymu k substratu'”. Pro 12% polyakrylamidovy gel, ktery je standardné pouzivan k
ptipraveé proteinového vzorku pro MS analyzu, byla odvozena zdanliva velikost pora 20 az 30
A", Molekula B-trypsinu ma véetné solvataéniho obalu rozméry mensi (17 A). Pro vétsi
molekuly peptidas je difuzi branéno ze sterickych duvodu, ptipadné je zcela znemoZnéna.
V praxi je k dosazeni optimalni saturace gelu §tépicim roztokem trypsinu nutné, aby byl gelovy
prouzek s proteiny nastipan skalpelem na kosticky o praméru cca 1x1 mm’. Ty jsou jesté pied
pridavkem Stépiciho enzymatického pufru dehydratovany acetonitrilem, ¢imz dojde k jejich
scvrknuti. Takto ptipravené kosti¢ky gelu jsou pak rehydratovany roztokem trypsinu (1,5 uM) v
50 mM ubhli¢itanu amonném, obsahujicim vapenaté ionty, potlacujici autolytické Stépeni
trypsinu. Délka rehydratace uréuje vytézek enzymového $tépeni. Stépeni se provadi 12 h pii 37
°C (je-li pouzit methylovany trypsin, §tépi se 30 min pti 58 °C)'"". Takto pfipraveny vzorek
tryptickych peptidii je nasledné analyzovan MS.

Proteolytické enzymy bézné pouzivané v proteomice

Enzym Misto §tépeni Vyyimka Rozsah pH
Trypsin C-konec R-X. K-X X=P 7,0-9.0
Chymotrypsin C-konec F-, Y- W-, L- I V-aM-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) 85-88
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-konecA,V,L, .G, S 8.5
Pepsin F.M,L, W (zvl. F-L, F-F, F-Y) 2-4
Pronase smés endo- a exoproteinas, $tépi témef 70-80°
viechny peptidové vazby
Subtilisin §troka specifita, pref. C-konec nenabité 7,0-11,0
aminokyseliny
Thermolysin §troka specifita (W, Y.F,LL, V., A/ M), 6,0-10,0

prevazné N-konec X-F, X-L

'V zavislosti na povaze smési

Tab. 2 Prehled proteolytickych enzymil pouzivanych v proteomice.' "
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2.7 MS analyza peptida

Technologie hmotnostni spektrometrie je zalozena na méfeni poméru hmoty ku naboji
(m/z) molekul. Prvni MS experimenty se datuji do konce 19. stoleti a vazi se ke jménu J.J.
Tompsona'”’. Od té&ch dob hmotnostni spektrometrie doznala diametralnich zmén a vylep3eni.
V souCasné dobé existuje vice nez 20 ruznych hmotnostnich spektrometri komeréné
dostupnych pro proteomické ucely®.

Zpusob identifikace proteinti zavisi na zvolené instrumentaci a typu MS analyzy. Ta
poskytuje nékolik druhti kvantitativné odlisnych, ale vzajemné komplementarnich informaci
(spekter) v zavislosti na zvolené instrumentaci. V souc¢asnosti jsou pro potfeby proteomické MS
analyzy vyuzivany dva zakladni typy pfistrojt, li§icich se pfedev§im typem ionizacniho zdroje.
Prvnim typem jsou hmotnostni spektrometry s ionizaci MALDI. Ty byvaji nejcastéji spojeny
s analyzatorem doby letu (MALDI-TOF). Druhym typem jsou tandemové hmotnostni
spektrometry s ionizaci ESI (ESI-MS/MS)'".

2.7.1 lonizaéni zdroje

Hmotnostni spektrometrie vyuzivd mnoha riznych zpusobt ionizace analytu, jako jsou

121 ;o7
19, 120. 121 -y ombardovani

naptiklad ionizace narazem elektronu (EI), chemicka ionizace (CI)
rychlymi ionty (FIB) nebo atomy (FAB)®', ionizace polem (FD)', ionizace elektrosprejem
(ESI) a ionizace pomoci laseru za pritomnosti matrice (MALDI), z nichz jsou pro ucely
proteomické analyzy nejéastéji pouzivany posledni dva jmenované zdroje.

Technika ionizace MALDI byla poprvé popsana vroce 1987 (K. Tanaka’; Karas a
Hillenkampf®™ **). Spoleéné sionizaci ESI patfi k nejdilezitéj§im metodam ionizace
netékavych, vysokomolekularnich sloucenin, jako jsou proteiny, peptidy, oligonukleotidy,
oligosacharidy a syntetické polymery s vysokymi molekulovymi hmotnostmi'*. Na pfistrojich
s mekkou ionizaci typu MALDI probiha analyza peptidd tim zplsobem, ze se analyt nejdiive
smicha s matrici, obsahujici organické molekuly, které jsou schopné absorbovat svételnou
energii urité vinové délky. Jako matrice se pouziva kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
(CHCA), vhodna pro peptidy mensi nez 10 KDa, 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova kys.
(sinapova kyselina, SA) pro proteiny vétsi nez 10 KDa, 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB)
pro neutralni sacharidy, 3-hydroxypikolinova kys. (HPA) pro oligonuleotidy. Vybérem vhodné
matrice je moZné ovlivnit nejenom vznik iontd, ale také rozsah jejich PSD fragmentace'**.

Tato smés se pak nanese na ocelovy MALDI ter¢ik, kde dojde ke kokrystalizaci analytu s

matrici.
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Obr. 6 Strukturni vzorce nékterych organickych latek, vyuzivanych jako MALDI matrice.

Tercik se vlozi do evakuovaného MALDI ioniza¢niho zdroje. Zde je pomoci laserovych pulsi
(nejcat€ji pouzivany je dusikovy laser o vinové délce 337 nm) dosazeno vibracni excitace
molekul matrice a uvolnéni molekul analytu. Matrice se odpafi, molekuly analytu se pfijetim
protonu matrice ionizuji. Obecné lze fici, Ze se timto zplisobem tvoii vét§inove ionty typu [M +
H]’, nesouci jeden kladny naboj. Tyto ¢astice pak putuji do hmotnostniho spektrometru, kde
jsou podrobeny MS analyze®. (Obr.3)

laserové

. pulsy
matrix molekuly
‘ o= matrice
ot & oy
A‘/,:- ot 4 o + ' ° +te hmotnostni
. o oo, jonizované spektrometr
desorbce castice
iontil analytu
N
| I
kV

Obr. 7 Schéma ionizace peptidového vzorku pomoci MALDI.®

Druhym typem hmotnostnich spektrometri pouzivanych v proteomice jsou pfistroje s
ionizaci ESI. Prvni studie zaméfena na vyuziti elektrosreje jako potencidlniho ioniza¢niho
zdroje byla publikovéna v roce 1968 Dolem a kol.'”. Technika byla znovu zkouméana v roce
1984 Yamashitou a Fennem'*® a byla zamé&fena na ionizaci menich biomolekul. Meng a kol."”’
v roce 1988 potvrdili u¢innost této metody pii analyze proteinti. V roce 1996 byla publikovana
nova verze ESI, tzv. NanoESI, vyuzivajici niz§iho pratoku kapalného vzorku. Tato technika je v
soucasnosti nejpouzivangj§im typem ionizace vzorku pro LC/MS a LC/MS-MS analyzu

komplexnich proteinovych smési'>.
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Analyt je do ioniza¢niho zdroje pfivadén v kapalné formé za atmosferického tlaku.
Protéka jehlou, na kterou je vlozeno vysoké elektrické napéti (1-6 kV). Elektricky potencial,
ktery existuje mezi jehlou a vstupni §térbinou hmotnostniho analyzatoru, zpisobuje akumulaci
naboje na kapkach vystupujicich ze $picky jehly. Diky elektrostatické repulzi se tyto kapky
rozpadaji na mensi a vznika tak jemny sprej kapek s velkym povrchovym nabojem. Tento sprej
je vystaven toku predehfatého plynu, diky kterému je solvent odpafovan. Tim dochazi ke
zmenSovani nabitych kapek. To ma za nasledek rust jejich povrchového naboje. Pti dosazeni
kritické hodnoty naboje, tzv. Rayleightova limitu, kapka exploduje na mensi Castice s mens$im
nabojem. Tento proces se opakuje do té doby, nez se odpafi veSkery solvent a zlstanou
samotné, nabité molekuly analytu, které putuji dale do hmotnostniho analyzatoru. Protoze je
vzorek peptidii do zafizeni tohoto typu zavadén v kapalném stavu za atmosferického tlaku,
mohou byt tyto pfistroje pfimo (on-line) propojeny se separacnimi systémy, jako je napf.

kapalinova chromatografie (LC)®.

, Taylorav kuzel

f.'++'+ odpafen o, rozpad S + hmotnostni
\F +: solventu ocy - * spektromett
Vicenasobné dosazeni e L I
) . nékolikanasobné
nabité kapky Raylelghtova
analytu limitu

protonované molekuly
analytu ‘
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Obr. 8 Schema ionizace peptidového vzorku pomoci ESL.*

2.7.2  Hmotnostni analyzatory

Po vice nez jedno stoleti byly nejoblibenéjSimi hmotnostnimi analyzatory, pouzivanymi
v proteomice pro MS analyzu, magnetické a elektrostatické sektorové analyzatory. S pfechodem
od ioniza¢nich zdroji typu EI a FAB k novym ionizacnim zdrojim (ESI a MALDI) v
devadesatych letech, doslo také k nahrazeni sektorovych analyzatorti novymi typy hmotnostnich
analyzator(, jako jsou kvadrupdl (Q), analyzator doby letu (TOF), iontova past (IT) a iontovy
cyklotronovy resonané¢ni analyzator s fourierovou transformaci (FT-ICR).

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator se sklada ze ¢ty paralelnich, symetricky
usporadanych kovovych ty¢i. Jeden par protilehlych ty¢i ma pozitivni elektricky potencial
+[U+Vcos(mt)], zatimco zbyvajici dvé protilehlé ty¢e maji potencial negativni -[U+Vcos(mt)].
Pti prichodu pole ionty osciluji podél centralni osy ty¢i. Pro uréité hodnoty U,V a ® se pak do

resonance dostavaji pouze ionty urcité hodnoty m/z a ty pak putuji po primé trajektorii skrze
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kvadrupol do detektoru. Trajektorie vSech ostatnich iontli nejsou polem stabilizovany, jsou
vychyleny mimo detektor a dale zachyceny na tyCich. Kvadrupol je tedy vlastné jakymsi
hmotnostnim filtrem. Aby bylo ziskano celé spektrum, je tfeba pii analyze (prichodu) vzorku

pribézné menit napéti elektromagnetického pole.

-[U+Vcos(wt)] detekovany
iont

-

zdroj

odklonény
+[U+Vcos(wt)] iont

Obr. 9 Kvadrupdl. V zavislosti na vlozeném napéti jsou detekovany ionty o urcité hodnoté
In/Z 60

lontova past je typ hmotnostniho analyzatoru, ktery je schopen na jistou dobu zachytit a
zadrzet nabité molekuly analytu. Ionty o urcité hodnoté m/z jsou po jistou dobu zadrzovany v
misté s ur¢itym elektrickym potencidlem. Dal§im typem iontové pasti, avSak s jinou geometrii je
linearni iontova past. Tyto hmotnostni analyzatory jsou podobné kvadrupolovym analyzatorim,
ale elektromagnetické signaly jsou navrzeny k zadrzovani iontli v prostoru pravothlého tvaru.
Soucasné pouzivané pristroje maji vysokou kapacitu skenovat hodnoty m/z pii vysokych
rychlostech.

Analyzator doby letu (TOF) méfi m/z iontd urychlenych v elektrickém poli,
prochazejicich evakuovanou trubici k detektoru. VSem iontim je ve zdroji udéleno stejné
mnoZstvi kinetické energie. Jejich rychlost je pak funkci poméru jejich hmoty a naboje. Cas
potiebny pro piekonani vzdalenosti od zdroje k detektoru zavisi na jejich hodnotach my/z.
Trubice, ve kterych probiha méfeni doby letu, jsou v modernich pfistrojich s vysokym
rozliSenim vybaveny tzv. reflektronem. Reflektron vyuziva elektrického pole ke zmeéné
trajektorie letu iontl pii jejich cesté k prvnimu detektoru (na konci prvni trubice). lonty jsou pak
vyslany po mirné odlisSnych trajektoriich ke druhému detektoru. Jesté vyssiho rozliSeni lze
dosahnout vyuzitim kombinace reflektronu s metodou zpozdéné extrakce (DE). Tato metoda
umoznuje sjednotit po¢ate¢ni rychlost ionttl stejné hmoty pti vstupu do TOF.

FT-ICR hmotnostni analyzator umoziuje akumulovat a zadrzovat ionty po dobu az
nékolika minut. Tento typ hmotnostniho analyzatoru obsahuje celu ve tvaru krychle, na kterou
pusobi silné magnetické pole. Ionty analytu rotuji s frekvencemi odpovidajicimi  jejich ~ m/z.
Zménami elektrického pole jsou vyvolany a méfeny zmény rotacnich frekvenci iontil analytu a

s pouzitim Fourierovy transformace pfevedeny na hodnoty m/z*’.
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2.8 Zpusoby identifikace proteinu pomoci MS dat

Existuje nékolik zpasobl identifikace neznamého proteinu s vyuzitim dat, které
poskytuje MS analyza peptidi, ziskanych chemickym nebo enzymatickym $tépenim proteint.
Metodologie identifikace proteini pomoci databaze je zalozena bud’ na principu tzv. map
molekulovych hmotnosti peptidi (PMF) nebo na principu identifikace Uplné nebo Castecné
sekvence, tzv. sequence tag. Tyto pristupy vychazeji ze srovnavani experimentalné ziskanych
dat s daty predpovédénymi, generovanymi takzvanym in-silico (v pocitaci) teoretickym
Stépenim vSech proteini pfitomnych v databazi. V prvnim ptipadé jde o srovnani
experimentalné ziskaného souboru molekulovych hmotnosti peptidd (PMF) nebo souboru
molekulovych hmotnosti fragmentovych iontl, vznikajicich z prekurzorového iontu s
prislusnymi pfedpovédénymi soubory. V ptipadé druhém se pak srovnava experimentalné
Zji$téna Gplna nebo ¢asteénd interpretovana aminokyselinova sekvence s jejich predpovéd’mi'®.

Metoda PME* * * 5 4 ie y sougasnosti vyuzivana pro rychlou identifikaci
jednotlivych proteinti nebo méné Castéji jednoduchych proteinovych smési. Identifikace pomoci
PMF je vétSinou spojena s pristroji typu MALDI-TOF. Ty jsou schopny s vysokou ptesnosti
mefit hmotnost peptidd, vzniklych enzymatickym nebo chemickym Stépenim. Experimentalné
ziskané hmotnosti kazdého peptidu jsou srovnavany s teoreticky predpovézenymi hmotnostmi
peptidt, vzniklych in silico §tépenim kazdého proteinu v prohledavané databazi'”’. Mira
spolehlivosti spravné identifikace proteinu je hodnocena nékterym z fady skdrovacich
algoritmtl, predevs§im podle poctu shodujicich se peptidi (jejich hmotnosti). Poéita se tzv. skore,
pricemz plati, ze ¢im je pocCet shodnych peptidi vyssi, tim vyssi je skore. Existuje mnoho
algoritmti vyuzivajicich rtznych skérovacich funkci. Kromé starSich algoritmd jako napf.
FragFit", PeptideSearch® a PepFrag'®, vyuZzivajicich k vypoétu skére pocet shodnych
experimentalnich a teoretickych hmotnosti peptidii, existuji sofistikovangjsi algoritmy, napf.
MASCOT'", které hodnoti navic také procentualni pokryti sekvence proteinu a jsou schopny
vypoditat stupeii spolehlivosti identifikace®. Pfi vyhledavani miZze byt brana v avahu také
skute¢nost, ze vétsi peptidy se v databazi vyskytuji méné Castéji a nalezend shoda by méla v
takovém piipadé mit pfi hodnoceni spolehlivosti identifikace vétsi vahu. Po nalezeni shody je
provedeno dal$i hledani, které ma za kol porovnat zbyvajici peptidy se sekvenci z databaze,
pro kterou byla nalezena puvodni shoda, s ohledem na moznou pfitomnost posttranslacnich
modifikaci. Charakterizace proteinii pomoci PMF ma nékolik omezeni. Pokud se vyhledavani
provadi proti velkym databazim, miZze dojit k ndhodnym shodam s mnoha rlznymi proteiny.
V piipadé velmi malych nebo velkych proteini nemusi byt ziskané PMF vhodné pro
vyhledavani v databazi. Stépeni malych protein totiz asto neposkytuje dostate¢né mnozstvi
peptid pro spolehlivou identifikaci. Pokud jde o velké proteiny, mnozstvi pifedpovézenych

(teoretickych) peptidi je tak velké, Ze se jeho velka ¢ast muze shodovat s jakymkoli proteinem.
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V piipadé, Ze hledany protein neni uvedeny v prohledavané databazi, ale je nalezena shoda
s jeho homologem, je mozné k pozitivni identifikaci ptispét naptiklad dodatecnym uvedenim
informace o ptivodu druhu nebo tkané, ze které protein pochazi.

Databaze mohou byt prohledavany také s pomoci dat (spekter), které poskytuje
tandemova hmotnostni spektrometrie (MS/MS)'*. Principem MS/MS analyzy je fragmentace
prekurzorovych iontll, tzv. rodi¢ovskych iontd, napt. procesem kolizn¢ indukované disociace
(CID) na mensi fragmentové ionty, tzv. dcefiné ionty. Peptidovy prekurzorovy iont mize byt
vicenasobn¢ nabity, ionty fragmentové nesou ve vét§iné pripadi jeden kladny naboj. Pocet piki
obsazenych ve MS/MS spektru se pohybuje od desitek do nékolika stovek v zavislosti na mnoha
faktorech, jako je naptiklad délka prekurzorového iontu, kvalita fragmentace, typ hmotnostniho
spektrometru nebo volba parametrd detekce pikd v hrubém spektru. Interpretace téchto spekter
neni vzdy snadnou zalezitosti, vzhledem k moznému vzniku mnoha typt fragmentovych iontd

(obr.10).

Obr.10 Fragmentace tetrapeptidu s odpovidaji symbolikou podle Biemanna (1990). Pokud se
Stépeni peptidu tyka amidovych vazeb, vznikaji fragmentové ionty typu b- (naboj je lokalizovan
na N-konci) nebo y- (ndboj je lokalizovan na C-konci). Po fragmentaci je detekovana pouze ¢ast
s nabojem. Fragmentové b-ionty a y-ionty mohou tvofit ,,zebtiky* a rozdily jejich hmotnosti pak
poskytuji informaci o sekvenci peptidu. Dalsi typy fragmentaci se tykaji ostatnich vazeb
peptidového skeletu. Timto zplisobem vznikaji ionty typu a- a ¢- nebo x- a z- podle toho, jestli
tyto ionty obsahuji N-konec nebo C-konec. Navic, pokud je kolizni energie vysoka (kolem 1
keV), mohou vznikat jesté dalSi typy iontd, vnitini fragmentové ionty, (vznikaji rozstépenim
dvou peptidovych vazeb) stejné tak jako specifické ionty postrannich fetézca (oznacené d-, v-, a

w-, nezobrazeno), které se tvoii pii ztraté postrannich fetézcti amionokyselin.®

Identifikovat protein pomoci fragmenta¢nich MS/MS dat 1ze n€kolika zptisoby. Metoda

identifikace proteinu znama jako Peptide sequence tag” vyuziva skute¢nosti, ze prakticky
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kazdé fragmenta¢ni spektrum peptidu obsahuje kratkou sekvenci fragmentovych iontt, které
obsahuji informaci o sekvenci kratkého useku peptidu. Tato ¢asteéna sekvence rozdéluje peptid
na tii ¢asti, kde druha ¢ast je ¢asteéné interpretovana sekvence peptidu a prvni a tieti ¢ast jsou
zbyvajici peptidové fragmenty. Konstrukce m;TAGm; se nazyva peptidovy sekvenéni Gsek
(peptide sequence tag), kde m; a mj; jsou molekulové hmotnosti prvniho a koncového
fragmentového iontu, na kterém zacCind a kon¢i interpretovana kratkd sekvence (TAG).
Peptidovy sekvencni Gsek spolu s molekulovou hmotnosti prekurzorového iontu poskytuje
specifickou informaci o analyzovaném peptidu. Proteinova databaze je pak prohledavana s
pouzitim této specifické informace. Kazdy peptid, ktery odpovida specificité enzymu a
molekulové hmotnosti analyzovaného peptidu, je testovan na pritomnost identifikovaného useku
na pozici dané daji m; a m;. Pro jednoznaénou identifikaci proteinu je vétSinou postacujici, je-
li ¢aste¢né interpretovand aminokyselinova sekvence del$i nez dvé aminokyseliny.

Jiny zpusob identifikace proteinu pomoci databazového vyhledavani vyuziva vzajemné
korelace mezi experimentalnim a teoretickym fragmentacnim spektrem, vytvofenym ze
sekvence peptidu pritomného v databazi. Peptidy jsou ohodnoceny skérovacim algoritmem na
zakladé¢ souctu intenzit iontl, souvislosti ionti v identifikované sekvenci a podilu
identifikovanych fragmentovych iontii. Pro peptidy s nejvysSim skore jsou po prvnim kole
vyhledavani vytvorena teoretickd fragmentacni spektra, ktera jsou pak vzajemné korelovana s
experimentalnim fragmenta¢nim spektrem pomoci rychlé Fourierovy transformace. Vysledné
skore popisuje, do jaké miry je experimentalni spektrum pro urCitou peptidovou sekvenci
podobné spektru odvozenému teoreticky. Pfikladem programu, vyuZzivajiciho tento zpilsob

identifikace, je napt. Sequest'’.

3 Redukce a alkylace proteinti v roztoku pied elektroforézou

Polyakrylamidova gelova elektroforéza proteinti hraje jiz vice nez 35 let ustfedni roli pii
separaci proteini z komplexnich biologickych smési. Za tuto dobu doznala tato metoda
znacnych zmén a vylepSeni. Neda se vsSak fici, Ze by v dnesni dobé byly prekonany vSechny
obtize, které separace v polyakrylamidovém gelu pfinasi. Jednd se predev§im o vznik gelem
indukovanych modifikaci proteini (vznik aduktl cys-pf-propianamidu reakci cysteinu
s nezpolymerizovanym akrylamidem), dale modifikaci vznikajicich kiiznym spojenim
polypeptidovych fetézeli jednotlivych proteinti (vznik nepravych skvrn ¢i pasi), které se Casto
objevuji, neni-li vénovana dostate¢na péce pripravé proteinového vzorku. Na toto téma bylo
v poslednich desetiletich publikovdno mnoho praci, které se ve svych zavérech na zpisob
ptipravy vzorku a provedeni elektroforetické separace proteind Casto 1i§i. Hlavnim cilem téchto
praci je dosazeni optimalni redukce a alkylace disulfidovych vazeb v proteinech pted

polyakrylamidovou gelovou elektroforézou, ¢imz Ize piedejit vySe zminénym jeviim a zaroven
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lze dosahnout vyssi rozliSovaci schopnosti téchto metod. VétSina téchto praci, kromé nékolika

111, 112, 131

publikaci vénovanych redukci a alkylaci pied jednorozmérnou SDS-PAGE , se tyka

piipravy vzorku pro 2-DE, ktera vyuziva v prvnim rozméru separaci proteinit podle pl,
technikou izoelektrické fokusace, a ve druhém rozméru separaci pomoci SDS-PAGE'**.
Poznatky, které prinesly tyto prace, poskytuji relativné dostatecné mnozstvi informaci
pro navrzeni experimentd, tykajicich se optimalizace redukce a alkylace proteinti pted
jednorozmérnou SDS-PAGE separaci proteinl, konkrétn¢ volby vhodnych redukénich a
alkylacnich ¢inidel a pH vzorkovaciho pufru. Provedeni optimalni redukce a alkylace proteint
v roztoku pied elektroforézou s sebou piindsi moznost zkraceni jinak ¢asové naro¢né procedury,

mensi manipulaci se vzorkem a tim i snizeni rizika kontaminace analyzovanych proteini

keratiny, které je pfi tomto typu analyzy velmi Casté.
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EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pouzité chemikalie

ethanol (Penta), methanol (Lach-Ner), kys. fosfore¢na (Sigma-Aldrich), kyselina octova (Lach-
Ner), kyselina mravenéi (Riedel-de Haén®), akrylamid (Serva), N’,N "-methylen-bis-akrylamid
(Serva), tris(hydroxyethyl)aminomethan, kyselina chlorovodikova (Lach-Ner), glycin (Serva),
n-butanol (Lach-Ner), dodecylsulfat sodny (Serva), peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich),
N,N,N,N-tetramethyl-ethylendiamin (Carl Roth GmbH+Co.KG), dithiotreitol (Serva),
iodoacetamid (Fluka), tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (Fluka), hovézi sérovy albumin
(Sigma-Aldrich), Coomassie Brilliant Blue G-250 (Thermo Scientific), acetonitril (Sigma-
Aldrich), hydrogenuhli¢itan amonny (Sigma-Aldrich), chlorid vapenaty (Sigma-Aldrich),
hovézi pankreaticky trypsin modifikovany rafinosou (Prof. Marek Sebela, katedra biochemie,
UPOL), propan-2-ol (Merck), kyselina ethylendiamintetraoctova  (Sigma-Aldrich),
bromfenolova modf (Sigma-Aldrich)

4.2 Pouzité pristrojové vybaveni

pipety (Eppendorf, Hamburg, Némecko), predvazky 440-33N (Kern, Hampshire, Velka
Britanie), analytické vahy AE240 S (Mettler-Toledo, Praha, Ceska republika), centrifuga mini
spin (Eppendorf, Hamburg, Némecko), centrifuga 5415R (Eppendorf, Hamburg, Némecko),
centrifugaéni vakuova odparka Concentrator plus (Eppendorf, Hamburg, Neémecko),
elektroforetickd cela Mini PROTEAN® 3 (Bio-Rad, Philadelphia, USA), elektromagneticka
michacka (Biosan Laboratories Inc., Warren, USA), ultrazvukova lazen RK 31 (Schalltec,
Morfelden, Némecko), HPLC (Waters, Milford, USA), hmotnostni spektrometr UHR-q-TOF
maXis (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko), laminarni box Steril-VBH (Schoeller, Zwolle,
Holandsko), magnetické michadlo MM4 (Lavat a.s., Radim u Kolina, Ceskad republika),
magnetické michadlo MR (Heidolph, Schwabach, Némecko), orbitalni tfepacka OS-10 (Biosan
Laboratories Inc., Warren, USA), pHmetr Microprocessor pH 211 (Hanna Instruments,
Damasek, Syrie), termoblok (Major Sciences, Saratoga, USA), Thermomixer comfort
(Eppendorf, Hamburk, Némecko), transiluminator basic 2 (KAISER, Buchen, Némecko), zdroj
vysokého napéti a PowerPac™ HC (Bio-Rad, Philadelphia, USA).
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4.3 Pouzité roztoky

SDS-PAGE

ptiprava polyakrylamidovych geld: Akrylamid/Bis (T 30%, C 2,67%), 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8,
0,5 M Tris/HCI, pH 6,8, vodou saturovany n-butanol, 10% (w/v) SDS, 10% (w/v) APS,

elektrodovy pufr: 10x koncentrovany elektrodovy pufr Tris/glycin, pH 8,3

vzorkovaci pufry: 2x koncentrovany vzorkovaci pufr (0,125 M Tris/HCI, pH 6,8, 20% glycerol,
4% SDS, 0,1% bromofenolova modi), 2x koncentrovany vzorkovaci pufr (0,0125 M Tris/HCI
(pH 6,8), 20% glycerol, 4% SDS, 0,01% bromfenolova modi, 0,1 mM EDTA), 2x
koncentrovany vzorkovaci pufr (0,4 M Tris/HCI (pH 8), 20% glycerol, 4% SDS, 0,01%
bromfenolova modf, 0,1mM EDTA), 2x koncentrovany vzorkovaci pufr (62,5 mM Tris/HCI
(pH 8,5), 10% glycerol, 2% SDS, 0,0025% bromfenolova modf)

roztoky redukénich Cinidel: 0,65 M DTT, 1 M DTT, 2 mM TCEP, 5 mM TCEP,

roztoky alkylaénich Cinidel: 0,125 M, 0, 25 M 1AM, 1,08 IAM, 1,625 IAM, 3,846 M akrylamid

Barveni a odbarvovani proteini

barveni: zasobni roztok barviva (12,5% (v/v) H3PO4, 12,5% (w/v) (NH4),SOs, 0,15% (W/v)
Coomassie Brilliant Blue G-250)

odbarvovani: 10% (v/v) kyselina octova
Stépeni proteinii v gelu
odbarvovani: odbarvovaci roztok (50% (v/v) acetonitril/100 mM NH4HCO3), 100% acetonitril

redukce a alkylace: 10 mM DTT/100 mM NH4HCO;3, 55 mM 1AM/100 mM NH4/HCO;
Stépeni proteind: §tépici pufr s trypsinem 20 (ng/ul) ve 20 mM NH,HCO3/1mM CaCl,

Extrakce a ¢iSténi peptida
extrakce: extrakéni roztok 30% (v/v) acetonitril/5% (v/v) kys. mravenci,

cisténi: 5% (v/v) kys. mravenci, elu¢ni roztok 50% (v/v) methanol/2,5% kys. mravenci, 0,5 kys.

mravendi
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Analyza peptidi pomoci LC-MS

kalibra¢ni roztok Glul-Fibrinopeptidu o koncentrai 1 pmol/ul
pufr A: 2% (v/v) actonitril, 0,5% (v/v) kyselina mravenci
pufr B: 80% (v/v) acetonitril, 0,5% (v/v) kyselina mravenci

Experimentalni postup

5.1 Piiprava polyakrylamidovych geli pro SDS-PAGE

Priprava spodniho, tzv. déliciho gelu (12%), objem 10 ml ( 2 gelir)

Do kadinky (150 ml) bylo za stalého michani postupné napipetovano 3,7 ml deionizované vody,
4 ml roztoku akrylamid/Bis (T 30%, C 2,67%), 2,5 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 8,8). Takto vznikly
roztok byl 15 minut odvzdusiovan ve vyvéveé. Dale bylo piipipetovano 0,1 ml 10% (w/v) SDS,
5 Wl TEMED a pro vlastni zahajeni polymerizace bylo pfipiperovano 50 u 10% APS (Cerstvé
ptipraveného). Roztok byl promichan a nanesen mezi skla. Roztok byl prevrstven nékolika
kapkami vodou saturovaného n-butanolu a byl ponechan polymerovat 30-45 minut pfi
laboratorni teploté. Po zpolymerizovani gelu byl n-butanol odsat filtranim papirem a gel byl

dale oplachnut destilovanou vodou.

Piiprava horniho, tzv. zaostiovaciho gelu (5 %), objem 10 ml (2 gely)

Do kadinky (150 ml) bylo za stalého michani postupné napipetovano 5,7 ml deionizované vody,
1,7 ml rotoku akrylamid/Bis (T 30%, C 2,67%), 2,5 ml 1,5 M Tris/HCI (pH 6,8). Takto vznikly
roztok byl 15 minut odvzdusiovan ve vyveéve. Dale bylo pfipipetovano 0,1 ml 10% (w/v) SDS,
10 ul TEMED a pro vlastni zahajeni polymerizace bylo pfipiperovano 50 u 10% APS (Cerstve
ptipraveného). Roztok byl promichan a nanesen mezi skla na spodni gel. Do takto ptipraveného
roztoku horniho gelu byl vlozen plastovy hiebinek pro vytvoreni jamek. Gel byl ponechan 30
minut polymerizovat. Po zpolymerizovani gelu byla skla s t€émito gely zabalena do destilovanou
vodou zvlhéeného filtra¢niho papiru, vloZzena do uzaviratelného plastového pytle a skladovana

v lednici pti 5 °C.
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5.2 Piiprava vzorku pro SDS-PAGE

Celkem bylo provedeno 11 riznych variant ptipravy proteinového vzorku pro SDS-PAGE. Pro
kazdou z variant bylo pfipraveno vzdy 10 stejnych vzorkll. Obsah BSA v kazdém vzorku byl 1
ug. Varianta ¢.1 byla provedena bez redukce a alkylace a slouzi jako negativni srovnavaci
vzorek. Varianta ¢.2 byla provedena s redukci pomoci 10 mM DTT a alkylaci pomoci 55 mM
IAM v gelu po SDS-PAGE. Varianty ¢.3 a ¢.4 byly provedeny s redukci (DTT) a alkylaci
(IAM) v pufru o pH 6,8 pred SDS-PAGE s tim, Ze u varianty ¢.4 byla zvyS$ena koncentrace [AM
tak, aby pomér latkovych mnozstvi redukéniho ¢inidla (DTT) a alkyla¢niho ¢inidla (IAM) byl
1:5. U variant ¢.5 a ¢.6 bylo kredukci ve vzorkovacim pufru o pH 6,8 pouzito TCEP
v koncentracich 0,1 mM (¢.5) a 0,25 mM (¢.6) a alkyla¢niho ¢inidla IAM, vZdy ve stondsobném
molarnim prebytku IAM nad TCEP. U variant ¢.7 a ¢.8 bylo pouzito DTT a IAM v
koncentracich jako u variant ¢.3 a ¢.4 (pomér latkovych mnozstvi redukéniho a alkyla¢niho
¢inidla zvySen na 1:5), ale bylo zvySeno pH vzorkovaciho pufru zpH 6,8 na pH 8, kvili
prezkoumani mozného vlivu vyssiho pH na pribéh redukce a alkylace. U variant ¢.9 a ¢.10 bylo
pouzito TCEP a IAM v koncentracich jako u variant ¢.5 a ¢.6, ale bylo zvySeno pH
vzorkovaciho pufru z pH 6,8 na pH 8. Varianta ¢.11 byla provedena s redukci pomoci DTT a
alkylaci pomoci akrylamidu v pufru o pH 8,5 pfed SDS-PAGE. Koncentrace alkyla¢nich ¢inidel
v nadpisech variant ¢.3 — ¢.11 jsou vztaZeny k findlnimu objemu, ktery byl davkovan na gel (11

ul). V ptipade varianty €.1 a ¢.2 bylo davkovano 10 pl vzorku na jamku.

Varianta ¢.1  SDS-PAGE bez redukce a alkylace

K 50 ul 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% glycerol, 4%
SDS, 10% B-merkaptoethanol, 0,1% bromofenolova modt) byly pfipipetovany 2 ul zasobniho
roztoku BSA (5 mg/ml), 48 pl deionizované vody a vznikla smés byla jemné zvortexovana.
Finalni koncentrace redukéniho vzorkovaciho pufru byla 0,0625 M Tris/HCI1 (pH 6,8), 10%
glycerol, 2% SDS, 5% pB-merkaptoethanol, 0,005% bromfenolova modf. Takto pfipraveny
vzorkovaci pufr s BSA byl inkubovan v termostatu 5 min. pii 95 °C, dale byl zchlazen na lab.

teplotu a zcentrifugovan na stolni centrifuze.

Varianta ¢.2  SDS-PAGE s redukci a alkylaci v gelu (po elfo)

Ptiprava vzorku pro SDS-PAGE byla pro tuto variantu shodna s vavriantou ¢.1
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Varianta ¢.3  SDS-PAGE s redukci (32,5 mM DTT) a alkylaci (98 mM IAM) v roztoku
PH 6,8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% glycerol,
4% SDS, 0,01% bromfenolova modt, 0,1 mM EDTA) bylo ptipipetovano 50 ul 650 mM DTT,
roztok byl jemné zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,0625 M Tris/HCI
(pH 6,8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,005% bromfenolova modi, 0,05 mM EDTA, 32,5 mM
DTT. Dale bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 ul vzorkovaciho
pufru s redukénim ¢inidlem, 3 pl dest. vody a 2pl roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale
jemn¢ zvortexovany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pii 95 °C
v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim ptipipetovan 1 pl vodného

roztoku alkyla¢niho ¢inidla (1,08 M IAM) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tmé.

Varianta .4  SDS-PAGE s redukci (32,5 mM DTT) a alkylaci (147,7 mM IAM)
v roztoku pH 6,8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% glycerol,
4% SDS, 0,01% bromfenolova modt, 0,1 mM EDTA) bylo ptipipetovano 50 ul 650 mM DTT,
roztok byl jemné zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,0625 M Tris/HCI
(pH 6,8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,005% bromfenolova modf, 0,05 mM EDTA, 32,5 mM
DTT. Dale bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 ul redukcniho
vzorkovaciho pufru a 3 pl dest. vody a 2pl roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné
zvortexovany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pii 95 °C
v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim ptipipetovan 1 pl vodného

roztoku alkyla¢niho ¢inidla (1,625 M IAM) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tm¢.

Varianta ¢.5 SDS-PAGE s redukci (0,1 mM TCEP) a alkylaci (11,36 mM IAM)
v roztoku pH 6,8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% glycerol,
4% SDS, 0,01% bromfenolova modi, 0,1 mM EDTA) bylo ptfipipetovano 50 ul 2 mM TCEP,
roztok byl jemné zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,0625 M Tris/HCI
(pH 6,8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,005% bromfenolova modf, 0,05 mM EDTA, 0,1 mM
TCEP. Dale bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 ul redukéniho
vzorkovaciho pufru a 3 pl dest. vody a 2pl roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné

zvortexovany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pfi 95 °C
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v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim pfipipetovan 1 ul vodného

roztoku alkyla¢niho ¢inidla (0,125 M IAM) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tm¢.

Varianta ¢.6 ~ SDS-PAGE s redukci (0,25 mM TCEP) a alkylaci (22,73 mM 1AM)
v roztoku pH 6,8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,125 M Tris/HCI (pH 6,8), 20% glycerol,
4% SDS, 0,01% bromfenolova modi, 0,1 mM EDTA) bylo ptfipipetovano 50 ul 5 mM TCEP,
roztok byl jemné zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,0625 M Tris/HCI
(pH 6,8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,005% bromfenolova modf, 0,05 mM EDTA, 0,25 mM
TCEP. Dale bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 ul redukéniho
vzorkovaciho pufru a 3 ul dest. vody a 2ul roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné
zvortexovany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pii 95 °C
v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim pfipipetovan 1 ul vodného

roztoku alkyla¢niho ¢inidla (0,25 M IAM) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tmé.

Varianta ¢.7 SDS-PAGE s redukci (32,5 mM DTT) a alkylaci (98 mM IAM) v roztoku
pH 8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,4 M Tris/HCI (pH 8), 20% glycerol, 4%
SDS, 0,1 mM EDTA, 0,01% bromfenolova modf) bylo pfipipetovano 50 pl 650 mM DTT,
roztok byl jemné¢ zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,2 M Tris/HCI
(pH 8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,05 mM EDTA, 0,005% bromfenolova modf, 32,5 mM DTT.
Dale bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 ul redukéniho
vzorkovaciho pufru a 3 pl dest. vody a 2pl roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné
zvortexovany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pfi 95 °C
v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim ptipipetovan 1 pl vodného

roztoku alkyla¢niho ¢inidla (1,08 M IAM) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tmé.

Varianta ¢.8 SDS-PAGE s redukci (32,5 mM DTT) a alkylaci (147,7 mM IAM) v roztoku
PH 8 (pied elfo)

Ke 450 ul 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,4 M Tris/HCl (pH 8), 20%
glycerol, 4% SDS, 0,1 mM EDTA, 0,01% bromfenolova modi) bylo pfipipetovano 50 ul 650
mM DTT, roztok byl jemné zvortexovan. Findlni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,2 M
Tris/HCI (pH 8), 10% glycerol, 2% SDS, 0,05 mM EDTA, 0,005% bromfenolova modft, 32,5
mM DTT. Dale bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 pl redukéniho
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vzorkovaciho pufru a 3 ul dest. vody a 2ul roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné
zvortexovany, zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pfi 95 °C
v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim pfipipetovan 1 ul vodného

roztoku alkyla¢niho ¢inidla (1,625 M IAM) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tm¢.

Varianta ¢.9  SDS-PAGE s redukci (0,1 mM TCEP) a alkylaci (11,36 mM IAM)
v roztoku pH 8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,4 M Tris/HCI (pH 8), 20% glycerol, 4%
SDS, 0,1 mM EDTA, 0,01% bromfenolova modt) bylo pfipipetovano 50 ul 2 mM TCEP, roztok
byl jemné zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,2 M Tris/HCI (pH 8),
10% glycerol, 2% SDS, 0,05 mM EDTA, 0,005% bromfenolova modf, 0,1 mM TCEP. Dale
bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 pl redukéniho vzorkovaciho
pufru a 3 ul dest. vody a 2ul roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné zvortexovany,
zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pfi 95 °C v termobloku a
ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim pfipipetovan 1 ul vodného roztoku

alkyla¢niho ¢inidla (0,125 M iodacetamid) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tm¢.

Varianta ¢.10 SDS-PAGE s redukci (0,25 mM TCEP) a alkylaci (22,73 mM IAM) v roztoku
PH 6,8 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (0,4 M Tris/HCI (pH 8), 20% glycerol, 4%
SDS, 0,1 mM EDTA, 0,01% bromfenolova modt) bylo pfipipetovano 50 ul 5 mM TCEP, roztok
byl jemné zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 0,2 M Tris/HCI (pH 8),
10% glycerol, 2% SDS, 0,05 mM EDTA, 0,005% bromfenolova modt, 0,25 mM TCEP. Dale
bylo do 10 plastovych zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 pl redukéniho vzorkovaciho
pufru a 3 ul dest. vody a 2ul roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné zvortexovany,
zcentrifugovany na stolni centrifuze a dale inkubovany 5 min. pfi 95 °C v termobloku a
ochlazeny pod tekouci vodou. Dale byl ke vzorkiim pfipipetovan 1 ul vodného roztoku

alkyla¢niho ¢inidla (0,25 M iodacetamid) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tmé¢.

Varianta ¢.11 SDS-PAGE s redukci (50 mM DTT) a alkylaci (1,349 M AM) v roztoku pH
8,5 (pied elfo)

Ke 450 pl 2x koncentrovaného vzorkovaciho pufru (62,5 mM Tris/HCI (pH 8,5), 10% glycerol,

2% SDS, 0,0025% bromfenolova modi) bylo pfipipetovano 50 ul 1 M DTT a roztok byl jemné
zvortexovan. Finalni koncentrace vzorkovaciho pufru byla 31,25 mM Tris/HCI (pH 8,5), 5%
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glycerol, 1% SDS, 0,00125% bromfenolovd modi, 50 mM DTT. Dale bylo do 10 plastovych
zkumavek (0,5 ml) napipetovano vzdy 5 ul redukéniho vzorkovaciho pufru a 3 ul dest. vody a 2
ul roztoku BSA (0,5 mg/ml). Vzorky byly dale jemné zvortexovany, zcentrifugovany na stolni
centrifuze a dale inkubovany 5 min. pti 95 °C v termobloku a ochlazeny pod tekouci vodou.
Dale bylo ke vzorkim pfipipetovano 4,7 pl vodného roztoku alkyla¢niho ¢inidla (4,2 M
akrylamid) a vzorky byly inkubovany 20 min. ve tm¢.

53 SDS-PAGE separace BSA

Priiprava elektroforetické cely

Byla sestavena elektroforeticka cela (Mini-PROTEAN® 3 Cell). Do ni bylo umisténo sklo
s polyakrylamidovym gelem, ze kterého byl odstranén plastovy hiebinek. Do prazdné pozice
byla vloZena plastova nahrada. Na dno elektroforetické cely a do prostoru mezi skla
s polyakrylamidovym gelem a plastovou nahradu byl aZ po okraj nalit elektrodovy pufr (10 x
ziedény zasobni roztok Tris/glycin, pH 8,3).

Priprava barviciho roztoku

Nejdrive byl dikladné promichan zasobni roztok barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 (45
min.). Po promichani bylo do kadinky odlito 80 ml zasobniho roztoku barviva a za neustalého

promichavani (30 min.) bylo postupné ptidano 20 ml methanolu.

SDS-PAGE

Do kazdé z 10 jamek polyakrylamidového gelu bylo napipetovano 10 ul pfipraveného
vzorkovaciho pufru s BSA (var.¢.1. a ¢.2 pripravy vzorku) nebo 11 pl pfipraveného roztoku s
BSA (var.¢.3-10 piipravy vzorku). Varianta ¢.11 vyuziva k alkylaci v roztoku pied SDS-PAGE
4,7 ul 4,2 M akrylamidu a na jednu jamku bylo v tomto ptipadé davkovan objem 14,7 ul
vzorku. Elektroforéza probihala vzdy po dobu 45 minut pii 80 V. Po uplynuti této doby bylo
napéti zvySeno na 120 V. Elektroforéza byla zastavena ve chvili, kdy barvivo vyslo z gelu. Po
ukonceni elektroforézy byl slit elektrodovy pufr, rozlozena cela a vyjmuto sklo s gelem.
Opatrné bylo odstranéno kryci sklo, plastovou Spachtli odstranén zaostifovaci gel. Rozdélovaci
gel byl opatrné prenesen do Petriho misky s 50 ml barviciho roztoku a ponechan barvit na

laboratorni tfepacce pies noc.
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5.4 Odbarveni gelu

Po obarveni gelu roztokem barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 bylo toto barvivo slito, bylo
pfidano 50 ml destilované vody a takto tfepano na tfepaéce 5 min. Destilovana voda byla
nahrazena 50 ml roztokem 10% kys. octové a gel byl odbarvovan na tfepacce 30 min. (Ix

opakovano). Po uplynuti této doby byl roztok kyseliny odstranén a nahrazen 50 ml dest. vody.

5.5 Vyfezani obarvenych gelovych prouzki z polyakrylamidového gelu

Gel byl opatrné¢ pienesen na Cistou sklenénou podlozku, zvlhéenou malym mnoZstvim
destilované vody, umisténou na podsvécovaci. Jednotlivé obarvené prouzky gelu byly peclivé
vyfiznuty ¢istym skalpelem a pieneseny do Cistych plastovych zkumavek o objemu 1,5 ml. Tyto

prouzky byly dale tupou stranou skalpelu rozdé€leny na cca 4-5 mensich dilkd.

5.6 Odbarveni gelovych kouskii

Do 1,5 ml plastové zkumavky byl pfipraven odbarvovaci roztok 50% (v/v) acetonitril/100 mM
NH/HCO; smichanim 500 ul 100% acetonitrilu a 500 ul 100 mM NH4HCO;. Do kazdé
zkumavky s kousky gelu bylo pfipipetovano 100 pl odbarvovaciho roztoku. Gelové kousky byly
dale tfepany v termomixeru pii 1000 rpm, 15 min, pfi 25 °C. Po uplynuti této doby byl
odbarvovaci roztok odpipetovan, nahrazen novym a gelové kousky byly znovu odbarvovany
ttepanim v termomixeru pii 1000 rpm, 15 min, pii 25 °C. Odbarvovaci roztok byl odpipetovan.
Kousky gelu byly mechanicky sklepany na dno plastovych zkumavek. Ke kazdému vzorku nich
bylo ptidano 100 ul 100% acetonitrilu. Dale byly tiepany v termomixeru pii 1000 rpm, 15 min,
pii 25 °C. Po uplynuti této doby byl roztok odpipetovan a vzorky byly 5 minut suseny pii 25 °C

v termomixeru.

5.7 Redukce a alkylace v gelu

Redukce a alkylace byla v tomto bod¢ provedena pouze pro variantu ¢.2 piipravy vzorku pro
SDS-PAGE. Ke kostickam gelu bylo pfipipetovano 100 pul 10 mM DTT/100 mM NH4HCO; a
takto byly inkubovany v termomixeru po dobu 30 minut, pti 56 °C. Roztok redukéniho ¢inidla
byl odpipetovan a nahrazen 100 pl 100% acetonitrilu. Gelové kousky byly dale tfepany
v termomixéru pii 1000 rpm, 5 min., pii 25 °C. Acetonitril byl odpipetovan a vzorky byly 5
min. suSeny v termomixéru 5 min. pii 25 °C. Ke kouskim gelu byl pfipipetovan roztok
alkyla¢niho ¢inidla 55 mM TAM/100 mM NH4HCO;. Inkubace probihala 20 min ve tm¢.
Roztok alkylaéniho ¢inidla byl odpipetovan a nahrazen 100 pl 100% acetonitrilu. Gelové
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kousky byly dale tfepany v termomixéru pii 1000 rpm, 5 min., pfi 25 °C. Acetonitril byl

odpipetovan a vzorky byly 5 min. suSeny v termomixéru 5 min. pii 25 °C.

5.8 Enzymatické Stépeni trypsinem

Ke gelovym kouskiim bylo nejdtive pfipipetovano 100 ul stépiciho pufru bez trypsinu (20 mM
NH/HCO;/1 mM CacCl,). Takto ptipravené vzorky byly tfepany v termomixeru pii 1000 rpm, 15
min, pti 25 °C. Po uplynuti této doby byl roztok §tépiciho pufru odpipetovan a nahrazen 100 ul
100% acetonitrilu. Gelové kousky byly tfepany v termomixeru pti 1000 rpm, 5 min, pii 25 °C.
Roztok byl odpipetovan a kousky gelu byly 5 minut suSeny pii 25 °C v termomixeru. Dale bylo
ke vSem vzorkim pfipipetovano 20 ul S$tépiciho pufru strypsinem (1 ul zas. roztoku
trypsinu/344 pl 20 mM NH4HCO;/1 mM CaCl,; vysledna koncentrace 20 ng/ul) a ponechano
inkubovat 15 min v lednici. Po uplynuti této doby byly vzorky zkontrolovany na pfitomnost
dostatecného mnozstvi trypsinu (gelové kousky by meély byt idealné¢ vSechny pod hladinu
§tépiciho roztoku), pripadné bylo doplnéno nékolik mikrolitrd Sté€piciho roztoku. Takto

pripravené vzorky byly umistény do termostatu a inkubovany pii 37 °C pfes noc.

5.9 Extrakce a ¢iSténi peptida

Extrakce peptidi

Po ukonceni procedury enzymatického §tépeni byly vzorky (s gelovymi kousky a §tépicim
roztokem trypsinu) zcentrifugovany na stolni centrifuze a ke v§em vzorkiim bylo pfipipetovano
100 ul extrakéniho roztoku (30% (v/v) acetonitril/5% (v/v) kys. mravenci) a byly tfepany
v termomixeru pii 1200 rpm, 30 min., pti 37 °C. Po uplynuti této doby byl supernatant
odpipetovan do Cistych plastovych zkumavek (1,5 ml). Zkumavky se supernatantem byly
ponechany odparovat ve vakuové centrifugaéni odparce. K ptivodnim vzorkiim (obsahujicim
gelové kousky) bylo znovu pifidino 100 pl extrakéniho roztoku a byly dale tiepany
v termomixeru pti 1200 rpm, 30 min., pfi 37 °C. Supernatant byl dale pfepipetovan k jiz
odparovanym vzorkiim. Vzorky byly ponechany v centrifuga¢ni vakuové odparce az do uplného

odpafeni supernatantu.

Cisténi peptidii

Béhem odpafovani bylo pfipraveno deset plastovych zkumavek (1,5 ml), do kterych byly
umistény Stagetipy, obsahujici reverzni fazi C 18. Zkumavky se Stagetipy byly umistény do

PCR centrifugy a aktivovany promytim 40 pl 2-propanolem pti 4000 rpm, 5 min., pii 25 °C (1x
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opakovano) a dale ekvilibrovany 40 ul 5% (v/v) kys. mravenci v PCR centrifuze pii 2000 rpm,
5 min., pfi 25°C (1x zopakovano). Takto pripravené Stagetipy byly pfemistény do novych
plastovych zkumavek (1,5 ml). K odpafenym vzorkiim peptidi bylo ptipipetovano 50 ul 5%
(v/v) kys. mravenci, dale byly tfepany pii 1400 rpm, 5 min., pii 25 °C, zcentrifugovany na stolni
centrifuze, 5 min. sonikovany v ultrazvukové lazni, zcentrifugovany na stolni centrifuze a
nakonec aplikovany na Stagetipy. Stagetipy se vzorky byly centrifugovany na PCR centrifuze
pii 1000 rpm, 15 min., pfi 25 °C. Stagetipy byly dale dvakrat promyty 40 pl 5% (v/v) kys.
mravenci na PCR centrifuze pti 2000 rpm, 5 min., pti 25 °C.

Eluce peptidit

Stagetipy byly umistény do novych plastovych zkumavek (0,5 ml). Peptidy byly vyeluovany
ptipipetovanim 40 pl eluéniho roztoku (50% (v/v) methanol/2,5% kys. mravenci) a centrifugaci
na PCR centrifuze pti 1200 rpm, 15 min., pii 25 °C (1x zopakovano). Plastové zkumavky
se supernatantem obsahujicim peptidy byly odpafeny na vakuové centrifuga¢ni odparce.
Pivodni plastové zkumavky (1,5 ml) byly pietazeny parafilmem a zamrazeny (mohou
obsahovat analyzované peptidy). Po odpafeni supernatantu bylo k odparktim ptidano 15 ul 0,5%
(v/v) kys. mravenci a dale byly sonikovany 5 min. v ulrazvukové 1azni, ptepipetovany do vialek

a predany k hmotnostné spektrometrické analyze.

5.10  Analyza peptidi pomoci LC-MS

Ptipravené vzorky byly analyzovany UHR-MS maXis systémem spojenym s kapilarni
kapalinovou chromatografii vybavenou automatickym davkovacem vzorkd. Pfed méfenim
vzorkl byl MS systém kalibrovan pouZitim standardniho peptidu Glu'-Fibrinopeptidu.
Precisténé a odpafené vzorky byly rozpustény v 15 ul 0,5% (v/v) kyseliny mravenc¢i a byly
nasledné postupné analyzovany. Kazdy vzorek byl nastfiknut v objemu 2 ul do nano-LC
systému a piimo nanaSen na nanokapilarni kolonu (75 pm x 100 mm plnénou 5 pm C18 AQ
¢asticemi) pomoci pufru A po dobu 20 minut s pritokem 300 nl/minutu. Zachycené peptidy
byly poté separovany binarnim gradientem dlouhym 90 minut. Pro analyzu byl zvolen gradient
0 — 5 min pufr A, 5 — 70 min linearni zvyseni pufru B az k 60 %, 70 — 80 min linearni zvyseni
pufru B az k 90 %, 80 — 85 min konstantni hodnoty B pti 90 %, 85 — 90 min linearni snizeni k 0
% B. Reekvilibrace kolony na po¢ate¢ni podminky pufrem A byla provedena po dobu 20 min
pred nastfikem nasledujiciho vzorku. Separované peptidy byly eluovany do MS systému a pti
MS analyze byly ionty tfidény v MS modu v rozsahu 350-3000 m/z za 1 s. MS/MS data byla

pofizena v rozsahu 50 — 3000 m/z pro pét nejintenzivngjSich iontl s nabojem 2 a 4 s cyklem
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trvajicim 1-2 s pro analyzu vybraného iontu. VSechny prekurzorové ionty skenované v MS/MS
modu byly vylouceny z dalsi fragmentace po dobu 0,32 minuty.

Surova data byla zpracovana softwarem Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics), ktery
generuje datovy soubor xml obsahujici seznam odpovidajicich prekursort a jejich fragmentd.
Identifikace proteinti byla provedena pomoci algoritmu Mascot provozovanym na lokanim
serveru Mascot Server 2.2 proti SwissProt databazi (verze 51.6). Parametry pro vyhledavani
byly nasledujici: proteolyticky enzym trypsin; jedno vynechané §tépeni; variabilni modifikace
karbamidomethylace cysteinu, oxidace methioninu a deaminace asparaginu a guanidinu. Pro
analyzu byl nastavena hmotnostni tolerance v MS médu 50 ppm a v MS/MS mddu 0.05 Da, typ
instrumentu: ESI-Q-TOF.
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Vysledky a diskuze

NavrZzené experimenty byly provedeny podle schématu uvedeného na obr. 11. Vzorek
proteinu BSA byl nejdiive rozpustén v pufru s pH 6,8 nebo 8, nasledné byla provedena redukce
a alkylace uvedenymi ¢inidly, dale byla provedena SDS-PAGE s naslednym enzymatickym
Stepenim trypsinem a MS analyzou vzniklych peptidu.

Pomoci provedenych experimentll byl potvrzen pozitivni vliv redukce a alkylace
disulfidovych vazeb v BSA na jeho enzymatické Stepeni trypsinem a nasledné také na pozitivni
identifikaci BSA pomoci MS a databazového vyhledavani. Z vysledkti uvedenych v tab. 3 je
patrné, Ze pokud redukce a alkylace proteinu provedena nebyla, byla primérna hodnota skore a
hodnota procentudlniho pokryti sekvence proteinu, oproti experimentiim s redukci a alkylaci,
pomérné nizka. V kontrolnim experimentu, kde nebyla provedena redukce a alkylace, byla
ziskana hodnota procentualniho pokryti sekvence BSA 26 % a piiblizné se shoduje s hodnotami
uvedenymi v literatuie (~23%)"'. U viech dalsich provedenych experimenti byla procentualni
uspésnost identifikace a pokryti sekvence BSA vyssi (viz. tab.3). Dale byl zkouman vliv pH
vzorkovaciho pufru na pribéh a kvalitu redukce a alkylace BSA. Literatura uvadi, ze pH 6,8
klasického vzorkovaciho pufru pro SDS-PAGE podle Liaemliho neni pro prubéh redukce a
alkylace optimalni a je vhodngjsi provadét redukci s alkylaci v pufru pred SDS-PAGE pfti
vy$sich hodnotach pH 8 — 9''°. V tomto smyslu byly otestovany experimenty s redukci pomoci
DTT a IAM pti pH vzorkovaciho pufru 6,8 a 8, aby bylo mozné rozhodnout, jestli ma zvySeni
pH pufru vliv na kvalitu provedeni redukce a alkylace témito ¢inidly. Ze ziskanych dat je patrné
(viz. tab. 3), ze zvySeni pH z 6,8 na 8 nepfineslo zadné zlepsSeni, ale naopak mirné zhor$eni
kvality redukce a alkylace, coZ je v rozporu s literaturou'"’. Jednim z moznych vysvétleni tohoto
jevu je zvySeni reaktivity DTT a IAM pfi pH blizkému 8 a jejich vzajemna reakce. Dale byl u
DTT a IAM zkouman vliv poméru latkového mnozstvi redukéniho a alkyla¢niho €inidla na
pribéh a kvalitu redukce a alkylace. Pomér mezi redukénim a alkylacnim ¢inidlem byl zvolen
piiblizné 1 : 3 a 1 : 5. Zde byly ziskany lepsi vysledky pro experimenty s poméiem latkového
mnozstvi redukéniho ¢inidla ku alkylaénimu ¢inidlu 1:5 a to i za zvySeného pH 8, coz je
v souladu s literaturou®® (viz. tab. 3). ZlepSeni vlastnosti redukce a alkylace pomoci téchto

¢inidel je vice patrné pro experimenty pracujici s pufrem o pH 6,8.
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Obr. 11 Schéma zndzorfiujict viechny provedené experimenty.
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Ze ziskanych vysledktu (viz. tab. 3) bylo dale zjisténo, ze zvySeni pH vzorkovaciho
pufru ma pozitivni vliv na pribéh redukce disulfidovych vazeb BSA pomoci TCEP s naslednou
alkylaci pomoci IAM. Byly vyzkouSeny dvé rtizné koncentrace TCEP s alkylaci pomoci IAM,
vzdy ve stonasobném molarnim piebytku IAM nad TCEP. Pokud probihala redukce a alkylace
v pufru pii pH 6,8 nebylo dosazeno vyrazné lepSich vysledkd redukce nez s DTT a IAM. Pti
pouziti stejnych koncentraci TCEP a IAM ve vzorkovacim pufru s pH 8 bylo dosazeno mnohem
lepsich vysledkti redukce a alkylace BSA. To je v souladu s piedpokladem lepsi reaktivity
TCEP pii pH 8, které je blizkém pK , jeho fosfoniového centra (7,66) a shoduje se literaturou'®*.
Z vysledkl je také patrny nartst hodnot skore s roztouci koncentraci TCEP. Z hlediska
koncentrace reduk¢niho ¢inidla je nutno zdlraznit, ze v pfipadé TCEP bylo pouzito pfiblizné
300 krat mensiho latkového mnozstvi nez pro redukci pomoci DTT, pii dosazeni podobné nebo
i lep$i kvality redukce a nasledné alkylace, coz se projevilo na hodnoté pokryti a pocétu
identifikovanych peptidi z BSA.

V poslednim experimentu byla vyzkouSena metoda vyuzivajici k redukci DTT a
k alkylaci akrylamid v pufru o pH 8,5 pfed SDS-PAGE. Tento zptisob redukce a alkylace byl
zvolen jako doplnék k variantam s redukci DTT a alkylaci IAM (viz. tab. 3). Ziskané hodnoty
procentualniho pokryti sekvence se vSak neshoduji s vysledky, které byly publikovany v

wr VST v 111
prislusné literature .

pokryti pocet peptidi
Zpisob provedeni redukce a alkylace skore sekvence 1x 2% 3x
%0 CAM CAM CAM

Bez red. a alk. po SDS-PAGE 777+102 26+14 0 0 0

S red. a alk. po SDS-PAGE klasicky 1706 £100 56 +4.,0 13 6 2
32,5 mM DTT/98 mM IAM 776 £ 97 32+45 5 2 0

pH 6.8 32,5 mM DTT/147,7 mM 1AM 1513 £ 191 44 £3,6 12 5 1
0,1 mM TCEP/11,36 mM 1AM 1014 £ 129 34+6,7 6 0 0

0,25mM TCEP/22,73 mM IAM 1138 £ 62 42 +14 1 0

32,5 mM DTT/98 mM IAM 712 £ 114 28+1,2 2 1

pH 8,0 32,5 mM DTT/147,7 mM 1AM 916 £ 71 29 +£3,6 1 1
0,1 mM TCEP/11,36 mM 1AM 1947 £ 118 69 +1,1 16 7 3

0,25mM TCEP/22,73 mM 1AM 2734 £ 73 72+14 17 7 3

pH 8,5 50 mM DTT/ 1,349 M AM 1053 £ 123 39+2,8 8* 4% 1*

Tab. 3 Prumérné hodnoty skore, procentudlniho pokryti sekvence BSA a poctu tryptickych
peptida s jednim, dvéma a tfemi CAM-cysteiny poskytnutych programem Mascot. Tabelované
pramérné hodnoty a jejich smérodatné odchylky vychazeji z vybranych péti naméfenych hodnot
pro kazdou z variant provedeni redukce a alkylace BSA. *V tomto pfipadé se jedna o peptidy

s cys-PAM.
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Ve srovnani s klasickou metodou redukce a alkylace proteinti v gelu po SDS-PAGE
bylo dosazeno lepsich vysledkl redukce a alkylace pouze ve dvou experimentech, vyuzivajicich
k redukci TCEP a kalkylaci IAM vpufru spH 8 pifed SDS-PAGE. Ostatni provedené
experimenty dosahovaly vzdy nizSich hodnot skore i procentualniho pokryti celkové sekvence

BSA oproti klasické metod¢ redukce a alkylace (viz. tab.3).

1 Redukce (DTT) a alkylace (IAM) BSA pied $tépenim

C 29 {|# nocarb

' B carb
C u 27 *

¢ 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

miz

Bez redukce a alkylace BSA pied stépenim

.
27 . R .
* *,
25 *
LJ_,AJ\ = ’ o
=
) E 23 *
e g ¢
-
Y © 5 *®
19
1
: 17
( 15 T T T T T T
200 300 400 500 600 700 800 900

miz

: Z : T

¢ £ ( : : ‘ i om
Obr. 12 Chromatogram HPLC separace peptidi ziskanych enzymatickym Stepenim BSA:
chromatogram obsahujici vS§echny peptidy po provedeni redukce (DTT) a alkylace (IAM) BSA
(vlevo nahofe), chromatogram obsahujici pouze cys-CAM peptidy (druhy shora), chromatogram
vSech peptidi ziskanych enz. $tépenim BSA bez provedeni redukce a alkylace (tfeti shora),

chromatogram odpovidajici peptidim s cysteiny (vlevo dole).

Vyznam kvalitniho provedeni redukce a alkylace proteini pifed SDS-PAGE pro
pozitivni identifikaci BSA je patrny z poctu identifikovanych peptidi obsahujicich cystein.
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Z obr. 12 jsou zietelné vidét rozdily mezi celkovym poctem peptidil, které byly ziskany pii
provedeni redukce a alkylace BSA (vlevo nahoie) a celkovym poctem peptidi ziskanych bez
provedeni redukce a alkylace BSA (tfeti shora). Pii provedeni redukce a alkylace BSA je
chromatogram zobrazujici v§echny peptidy (vlevo nahoie) bohatsi o peptidy s cys-CAM (druhy
shora). Naopak chromatogram odpovidajici peptidim, které byly ziskany bez provedeni redukce
a alkylace BSA, je chudsi o peptidy obsahujici cystein (vlevo dole). Tab. 4 znazornuje celkovy
pocet pozitivné identifikovanych peptidi obsahujicich cystein. Ze srovnani hodnot procentualni
uspésnosti identifikace téchto peptidd s hodnotami celkového procentudlniho pokryti sekvence
BSA (tab. 3) je zfeteln¢ vidét vliv, ktery ma pozitivni identifikace téchto peptidi na pozitivni

identifikaci BSA.

Celkovy pocet uspésné
Zpisob provedeni redukce a alkylace identifikovanych peptidd
s cysteiny (%)

Bez red. a alk. po SDS-PAGE 0
S red. a alk. po SDS-PAGE klasicky 80.8
32,5 mM DTT/98 mM IAM 26.9
pH 6.8 32,5 mM DTT/147,7 mM IAM 76.9
0,1 mM TCEP/11,36 mM IAM 23.1
0,25mM TCEP/22,73 mM IAM 34.6
32,5 mM DTT/98 mM IAM 34.6
pH 8 32,5 mM DTT/147,7 mM IAM 34.6
0,1 mM TCEP/11,36 mM IAM 100
0,25mM TCEP/22,72 mM IAM 100
pH 8,5 50 mM DTT/ 1,35 M AM 50

Tab. 4 Procentualni vyjadieni poctu uspé$né identifikovanych cys-CAM (*cys-PAM) peptidi
pro jednotlivé varianty piipravy vzorku BSA. Pfi vypoétu byly porovnavany pocty
identifikovanych peptidd s cys-CAM pro kazdou varianu ptipravy vzorku proti poétu peptidi

cysteiny, které byly odecteny ze spektra, ziskaného teoretickym $tépenim BSA.

Absence peptidi obsahujicich cystein, pfi neprovedeni redukce a alkylace proteint, je
zpiasobena neschopnosti enzymu specificky §tépit vazby, které jsou pro néj stericky nepfistupné.
Tyto vazby jsou Casto situovany uvnitt struktury proteinu. Provedenim redukce a alkylace
dochazi k rozruSeni terciarni a kvarterni struktury proteinu (k rozbaleni proteinu), tvorené
disulfidovymi mustky mezi cysteiny, ¢imz je zajistén zisk peptidd obsahujicich praveé cystein. V
MS spektrech byly pii neprovedeni redukce a alkylace identifikovany peptidy, které cystein
neobsahovaly. Tyto peptidy jsou pravdépodobné situovany na povrchu struktury proteinu a jsou

proto snadno pfistupné enzymatickému §tépeni. MS spektra peptidi ziskany enzymatickym
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Stépenim redukovaného a alkylovaného BSA obsahovaly enzymy s cysteinem, pochazejici
z vnitfni ¢asti struktury proteinu. Na obr. 13 je znazornéna aminokyselinova sekvence BSA.

Modrfe jsou vyznaceny peptidy, které byly ziskany bez redukce a alkylace. Zelené jsou

znazornény peptidy, které bylo mozné ziskat az po provedeni redukce a alkylace BSA.
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Obr. 13 Znazornéni sekvence aminokyselin BSA s vyznaCenymi cysteiny (Zlutd, zelend),
Stépnymi misty argininy a lysiny (Cervené). Modfe jsou vyznaceny peptidy, které byly ve
spektru ptitomny bez alkylace, zelené peptidy obsahujici cystein, které byly identifikovany az

po redukci a alkylaci BSA.

-51 -



Tato prace je vénovana vyznamu redukce a alkylace proteind pro uspé$nou identifikaci proteind
po proteolytickém $tépeni. V teoretické Casti této prace je uveden pichled historického vyvoje
separa¢nich technik, dale jsou popsany jednotlivé kroky nutné k identifikaci proteinti pomoci
enzymatického $tépeni a metod hmotnostni spektrometrie. Soucasti teoretické casti je také
podrobnéjsi prehled a vyznam pouzivanych metod redukce a alkylace proteini ve vztahu
k identifikaci peptidi obsahujicich ve struktufe cystein. V experimentalni ¢asti této prace jsou
popsany navrzené a provedené experimenty, které mély za cil otestovat moznosti redukce a
alkylace proteinti pred SDS-PAGE separaci proteini. K ucelim redukce a alkylace hovéziho
sérového albuminu (BSA) bylo vyuzito redukcnich c¢inidel dithiothreitolu a tris(2-
karboxyethyl)fosfinu a alkyla¢nich ¢inidel iodoacetamidu a akrylamidu. Byl zkouman vliv pH
pufru na pribéh redukce a alkylace jednotlivymi redukénimi a alkyla¢nimi ¢inidly. Dale byl
zkouman vliv vzajemnych pomérd latkového mnoZstvi redukénich a alkylacnich ¢inidel.
Z provedenych experimentl je patrné, Ze provedeni redukce a alkylace proteind je nutné pro
dosazeni pozitivni a kvalitni identifikace proteinu metodou enzymatického stépeni a MS. Bylo
potvrzeno, ze pii vynechani redukce a alkylace nedochazi k identifikaci peptidi obsahujicich
cystein. Z otestovanych variant redukce a alkylace bylo dosazeno nejlepSich vysledki metodou
vyuzivajici k redukci 0,25 mM TCEP a kalkylaci 22,73 mM IAM pii zvySeném pH 8
vzorkovaciho pufru. Pouzitim této metody bylo dosazeno srovnatelnych vysledki s klasickym

provedenim redukce a alkylace proteint v gelu po SDS-PAGE.
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SUMMARY

This thesis is dedicated to the value of protein reduction and alkylation in sence of succesfull
identification of proteins after protein enzymatic cleavage. The theoretical part of this thesis
includes a historical review of separation techniques and also includes description of all steps
that need to be performed for succesful protein identification by enzymatic cleavage of protein
and its subsequent analysis by mass spectrometry. Detailed review of methods used for the
reduction and alkylation and their relation to positive identification of cysteine contained
peptides is included. Designed and performed experiments aimed at testing of posibilities of the
reduction and alkylation of proteins prior SDS-PAGE are situated in the experimental part of the
thesis. For the purpose of the reduction of bovine serum albumine (BSA) dithiothreitol and
tris(2-carboxyethyl)phosphine were used and iodoacetamide and acrylamide were used for the
alkylation. Influence of pH of the sample buffer on reduction and alkylation was investigated
for each agent. Influence of molar ratio the of reducing and alkylating agents was also
investigated. From the experiments performed it is obvious that the performance of reduction
and alkylation is for the getting of positive and qualitative identification of the protein by the
approach of enzymatic cleavage and MS. It was confirmed that, if the reduction and alkylation
is omitted, no peptides with cysteine are identified. The best results of the reduction and
alkylation of protein was reached by using 0,25 mM TCEP and 22,73 mM IAM in sample
buffer with pH 8. Using this approach we were able to get final results comparable with the
classical method in which the reduction and alkylation is performed in gel after SDS-PAGE.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

one dimensional electrophoresis — jednorozmeérna elektroforéza

two dimensional electrophoresis — dvojrozmérna elektroforéza
S-B-(2-pyridylethyl)cysteine — S-B-(2-pyridylethyl)cystein
S-B-(4-pyridylethyl)cysteine — S-B-(4-pyridylethyl)cystein

acetic acid — kyselina octova

acetonitrile — acetonitril

cyanobromide — bromkyan
3-bromo-3-methyl-2-[(2-nitrophenyl)mercapto]-3H-indole — 3-brom-3-methyl-
2-[(2-nitrofenyl)merkapto]-3H-indol

Comassie Brilliant Blue

a-cyano-4-hydroxycinnamic acid — a-kyano-4-hydroxyskotficova kyselina
chemical ionization — chemicka ionizace

collision induced dissociation — kolizn¢ indukovana disociace
cysteinyl-S-carbamide — cysteinyl-S-cyrbamid

cysteinyl-S-B-propionamide — cysteinyl-S-p-propionamid

Dalton — Dalton (jednotka relativni mol. hmotnosti)

delayed extraction — zpozdéna extrakce

2,5-dihydroxybenzoic acid — 2,5-dihydroxybenzoova kyselina

difference gel electrophoresis — diferen¢ni gelova elektroforéza
dithioerythritol — dithioerythritol

dithiothreitol — dithiothreitol

ethylendiaminetetraacetic acid — kyselina ethylendiamintetraoctova

electron ionization — ionizace elektrony

electron spray ionization — ionizace elektrosprejem

electron spray ionization tandem mass spectrometry — tandemova hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

fast atoms bombardment — bombardovani rychlymi atomy

fast ion bombardment — bombardovani rychlymi ionty

field ionization — ionizace polem

Fourier transform ion cyclotrone resonance — iontova cyklotronova rezonance
s Fourierovou transformaci

2-(4-hydroxy-phenylazo) benzoic acid — 2-(4-hydroxy-fenylazo)benzoova kys.
3-hydroxypicolinic acid — 3-hydroxypikolinova kys.

high performance liquid chromatography — vysocet¢inna kapalinova

chromatografie
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IAA
1AM
ICAT
IPG
iTRAQ

MALDI
MALDI-TOF

MeSH
MS
MS/MS
Mudpit

NEM
NMR
PAGE
PD
PFF
pl
PMF
PS

SA
SDS
SDS-PAGE

SILAC

TBP
TCA
TCEP
TOF
TS

iodacetic acid — kyselina iodoctova

iodoacetamide — iodoacetamid

isotope-coded affinity tag — izotopové kddované afinitni znacky
immobilized pH gradient — imobilizovany pH gradient

isobaric tag for relative and absolute quantitation — izobarické znacky pro
relativni a absolutni kvantifikaci

matrix assisted desorption/ionization — ionizace za pritomnosti matrice
matrix assisted desorption/ionization-time of flight spectrometer- spektrometr
s ionizaci za pfitomnosti matrice a analyzatorem doby letu
2-mercaptoethanol — 2-merkaptoethanol (B-merkaptoethanol)

mass spectrometry — hmotnostni spektrometrie

tandem mass spectrometry — tandemova hmotnostni spektrometrie
multidimenzional protein identification technology — multidimenzionalni
technologie identifikace proteinu

N-ethylmaleimide — N-ethylmaleimid

nuclear magnetic resonance — nuklearni magneticka resonance
polyacrylamide gel electrophoresis — elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
plasma desorption — plasmaticka desorpce

peptide fragment fingerprinting — mapovani peptidovych fragmentovych
isoelectric point — isoelektricky bod

peptide mass fingerprinting — peptidové mapovani

peptide sequencing — peptidové sekvencovani

sinapinic acid — sinapova kyselina

sodium dodecylsulphate — dodecylsulfat sodny

sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis — elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu za ptitomnosti dodecylsulfatu sodného

stable isotope labelling of amino acids — zna¢eni aminokyselin stabilnimi
izotopy

tributyl sphosphine — tributylfosfin

trichloroacetic acid — trichloroctova kyselina
tris(2-carboxyethyl)phosphine — tris(2-karboxyethyl)fosfin

time of flight mass analyser — analyzator doby letu

termospray ionization — ionizace termosprejem
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