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ANOTACE

Trypsin Stépi proteiny s vysokou specifikou proteinove fetézce v mistech
peptidové vazby na C-konci argininu a lysinu. Vznikajici peptidy jsou vhodné
svoji délkou a svym sloZenim pro analyzu hmotnostni spektrometrii. Z tohoto
davodu je trypsin jednim z nejvyuzivanéjSich proteolytickych enzymu
VvV proteomice.

Cilem této diplomové prace bylo otestovat uc€innost Stépeni trypsinu
imobilizovaného na magnetické mikrodastice v porovnani s ucinnosti trypsinu
v roztoku. Soucasné byly hledany optimalni podminky k efektivnhimu rozstépeni
proteint s ohledem na reakéni dobu.

Trypsin byl imobilizovan na magnetické mikro¢astice a pouzit pro Stépeni
vzorkll obsahujicich standardni proteiny — cytochrom C, a-casein, hovézi
sérovy albumin a jejich smés. Efektivita St€peni imobilizovanym trypsinem byla
sledovana v zavislosti na rlzném poméru enzymu a proteinu, razné reakéni
dobé a na zménach slozeni Stépiciho pufru.

Vysledky byly porovnavany se Stépenim pomoci nevazaného trypsinu.
Produkty Stépeni byly v obou pfipadech kvantitativné a kvalitativné analyzovany
technikami MALDI-TOF a RP-HPLC.

Vyhodnocenim vysledkd bylo zjisténo, Ze Stépeni imobilizovanym
trypsinem v kratkych Casovych je efektivngjSi nez trypsinem nevazanym.
OvSem napf. v pripadé Stépeni hovéziho sérového albuminu vysledky svéd¢i o
vétSi efektivité Stépeni nevazanym trypsinem, a to i v kratkych &asovych

intervalech.

Kli¢ova slova:
Magnetické mikro¢éstice, imobilizace enzymu, trypsin, proteiny, hmotnostni

spektrometrie



SUMMARY

Trypsin cleaves proteins with high specificity at position of C-terminus of
Lysine and arginine. Resulting peptides are well suitable for analysis by mass
spectrometry in regards of the lenght and their composition. This is the reason
why trypsin is applied very often in proteomics.

The aim of this thesis was to compare the efficiency of trypsin
immobilized on magnetic microparticles with standard trypsin in solution.
Optimal conditions of digest epecially in regards of reaction time were sought. .

Trypsin was immobilized on magnetic microparticles and used for the
cleavage of standard proteins — cytochrom C, a-casein, bovine serum albumin
and their mixture. Efficiency of the digest of immobilized trypsin was tested in
the different protein/enzyme ratio, different reaction time and composition of
cleavage buffer.

The results were compared with the outcome of cleavage by trypsin in
solution. Cleavage products were qualitatively and quantitatively analysed by
MALDI-TOF and RP-HPLC.

In conclusion, we found that cleavage by immobilized trypsin is more
effective than onbound enzyme especially in short cleavage period. However, at
leas in case of bovine serum albumin we found the unbound trypsin superior

even for the short cleavage period.

Keywords:
Magnetic microparticles, immobilized enzyme, trypsin, proteins, mass

spectrometry



CiL

Testovani ucinnosti Stépeni trypsinu imobilizovaného na magnetické
mikro¢astice v porovnani s u&innosti trypsinu vroztoku, a to pfedevSim

s ohledem na reakéni dobu.



SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

2D - dvourozmeérny gel
ACN - Acetonitril
APCI - Atmospheric Pressure Chemical lonization - chemicka ionizace

pfi atmosférickém tlaku

Arg - Arginin, aminokyselina
Asn - Asparagin, aminokyselina
BAPNA - N-a-benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid
BNPS-skatol - 3-brom-3-methyl-2-[(2-nitrofenyl)merkapto]-3H-indolu
BSA - Bovine Serum Albumin — hovézi sérovy albumin
CHCA - a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid

- kyselina a-kyan-hydroxyskoficova
Da - 1 Dalton = jednotka relativni molekulové hmotnosti
DEAE - Diethylaminoethyl
DHB - 2,5-Dihydroxybenzoic acid - 2,5-dihydroxybenzoova kyselina
DNA - Deoxyribonucleic Acid
E.C. - Enzyme Commission - symbol uzivany pro oznaceni

Ctyfmistného katalogoveého Cisla enzymu

EDC - 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide

- 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid
Er-YAG - Erbium substituted: Yttrium Aluminium Garnet, typ laseru
ESI - Electrospray lonization - ionizace elektrosprejem
GC - Gas Chromatography - plynova chromatografie
Glu - kyselina glutamova, aminokyselina
IEC - lon Exchange Chromatography

- iontové — vyménné chromatografie
Ig - imunoglobulin
LC - Liguid Chromatography - kapalinova chromatografie
Lys - Lysin, aminokyselina
MALDI - Matrix — Assisted Laser Desorption / lonization

- desorpce / ionizace laserem za Uc¢asti matrice

MCP - Microchannel Plate - mikrokanalova desticka



MM - magnetické mikroCastice

NCS - N-chlorosukcinimid

Nd-YAG - Neodymium-doped: Yttrium Aluminium Garnet, typ laseru
Pa - 1 Pascal = zakladni jednotka tlaku

pH - potential of Hydrogen,

pl - izoelektricky bod

RP-HPLC - Reversed Phase - High Performance Liquid Chromatography

- vysokoucinna kapalinova chromatochrafie na reverzni fazi

rpm - Revolutions Per Minute, ota€ky za minutu

SA - Sinapic Acid, kyselina sinapova

SDS - Sodium Dodecyl Sulphate, dodecylsiran sodny
SEC - Size Exclusion Chromatography,

- gelova permeacni chromatografie
SIMAG - magneticka mikroCastice s kfemenného povrchu s

karboxylovoufunkéni skupinou

S-NHS - N-hydroxysulfosukciimid sodny
TCEP - tris-(2-karboxyethyl)fosfin
TFA - Trifluoroacetic Acid, kyselina trifluoroctova

TOF - Time-Of-Flight, pruletovy analyzator
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1. UVOD

Jednim z dalezitych krok( proteomické analyzy je Stépeni proteinl na
peptidy, které jsou vhodné pro separaci a analyzu pomoci hmotnostni
spektrometrie.

Dulezitym faktorem pro efektivni Stépeni je reakéni doba. Standardné se
pouZziva v reakéni smési pomér protein/enzym (w/w) 1:30 — 50 a doba Stépeni
v rozmezi 6 — 18 hodin. Jsou aplikace ve kterych ¢as hraje dalezitou roli. Tuto
dobu je moZné zkratit a existuje nékolik riznych studii zabyvajici se touto
problematikou. VyuZzivaji pusobeni infracervenych nebo ultrazvukovych vin na
vzorek, zahrati roztoku proteind v mikrovinné troubé, aplikace mikroCipl
obsahujici imobilizovanym proteolyticky enzym apod. V této diplomové préci
bylo k urychleni doby Stépeni testovano pouziti imobilizovaného enzymu.

Jednim z nejCastéjSich enzymd pouzivanych ke Stépeni proteind je
endopeptidaza trypsin. V proteomice je vyuZivan pro svoji schopnost
hydrolyzovat peptidové vazby obsahujici karboxylové skupiny silnych bazickych
aminokyselin (arginin a lysin), které Stépi na jejich C-konci.

Pro tuto praci byly zvoleny pro Stépeni standardni proteiny — cytochrom
C, a-casein a hovézi sérovy albumin a jejich smés. Ke kvantitativnimu a
kvalitativnimu  vyhodnoceni vysledk( byly vyuzity analytické metody
MALDI-TOF a RP-HPLC.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Proteiny

Nazev protein pochazi z feckych slov protes = prvni a ein = byt, tedy
dalezitou ulohu ve vSech fazich Zivota spojenych s chemickou ¢i fyzikalni
aktivitou. Mezi jejich funkce patfi napfiklad pfenos kysliku, oxidu uhli¢itého,

vitamina, katalytické, signalni a strukturni role [5].

2.1.1 Slozeni protein

Proteiny jsou tvofeny jednotlivymi aminokyselinami, které jsou navzajem
spojeny peptidovou vazbou. Ret&zi se jich za sebou aZ nékolik tisic, tvofi tak
makromolekuly o molarni hmotnosti nékolik milionu.

VSechny proteiny obsahuji uhlik, dusik, vodik a kyslik, dale mohou
vazat také Zelezo, j0d, méd, stopové i kobalt, zinek, mangan, hof€ik a jiné kovy
[6].

Proteiny ziskané z biologickych materiall, které maji charakteristické
biologické, chemické a fyzikalni vlastnosti se nazyvaji nativni proteiny. Opakem

je protein denaturovany, ktery tyto plvodni vlastnosti ztratil.

2.1.2 Vlastnosti protein G

2.1.2.1 Chemické vazby v proteinech

* peptidova vazba

Vazba vznika pfi reakci N-konce jedné s C-koncem druhé aminokyseliny
za soucCasného odsStépeni vody. Peptidovou vazbu je mozné hydrolyzovat
varem se silnou kyselinou &i zasadou nebo také vlivem proteolytickych enzyma
[3].

13
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R~C=NH, + HOOC~C~R' ——
N NH,

Obr.2.1. Vznik peptidoveé vazby [10]

« disulfidova vazba

Dulezitou vazbou v postrannim fetézci aminokyselin jsou disulfidové
mustky. Vznikaji dehydrogenaci mezi dvémi SH-skupinami cysteinl [2]. Vazba
je kovalentni, nelze ji rozstépit kyselou hydrolyzou, ale pouze redukci [3].

« vazby vodikovych mustku

Tyto vazby udrzuji konformaci v proteinové molekule. Vyskytuji se mezi
elektronegativnimi atomy vodiku a kysliku [2].

* jontové vazby

Vznikaji mezi kyselymi a bazickymi skupinami vlivem elektrostatické

pritazlivosti [3].

2.1.2.2 Denaturace

Slozita prostorova struktura protein muze byt snadno poruSena a
proteiny pak ztriceji svoje plvodni vlastnosti. Vlivem denaturace se sniZuje
rozpustnost, méni se opticka aktivita, ztrdci se biologicka aktivita, méni se
rozmér proteinu [3]. Denaturaci mazZe vyvolat zvySena teplota, pusobeni
ultrazvuku, zména pH, organicka rozpoustédla, chemikalie jako dodecylsulfat
sodny nebo mocovina a guanidin. Pfi denaturaci jsou poruseny vSechny urovné
proteinové struktury kromé primarni [6]. Za urlitych podminek muzZe byt

denaturace déjem reverznim, vétSinou je ale nevratna.

2.1.2.3 Izoelektricky bod

Izoelektricky bod je charakteristicka vlastnost proteinu, je dana funk&nimi
skupinami se zapornym i kladnym néabojem uvniti proteind. Proto se chovaji
jako ionty a putuji v elektrickém poli. Naboj proteint je zavisly predevSim na

hodnoté pH [1]. Dosahne-li protein neutralniho naboje mluvime o izoelektrickém

14



bodé pl. Tato vlastnost se vyuziva pfi déleni proteini pomoci izoelektrické
fokusace.

2.1.3 Struktura protein U
Proteiny maiji slozitou strukturu, ktera ma ¢tyfi Urovné:

¢ primarni struktura

Primarni struktura proteinového fetézce je dana porfadim aminokyselin,
zahrnuje také polohu disulfidovych vazeb .

+ sekundarni struktura

Sekundarni struktura proteint popisuje usporadani fetézce aminokyselin
v prostoru. Struktura zavisi na tvorbé vodikovych mastkd mezi skupinami
CO-NH a ostatnich nekovalentnich vazeb. Tak se makromolekuly stabilizuji a
vytvareji prostorova usporadani [6].

v,

- a_— Sroubovice: je nejstabilngjSi struktura polypeptidového fetézce

v s

konformaci zaujima spontanné [5].
- skladany list: zde jsou vodikové mulstky mezi dvéma fetézci peptidd
umistény paralelné i antiparalelné .
Sekundarni struktury nékdy tvofi i supersekundarni motiv slozenim
dohromady a a B struktury. Vysledkem je B-meander, kli¢ nebo B-a-f struktura
[1].

* terciarni struktura

Tato struktura je prostorovym usporadanim sekundarni struktury. Je
tvofena hlavné interakcemi mezi postrannimi fetézci aminokyselin. Terciarni
struktura je schopna vytvofit domény, které pfedstavuji v molekule biologicky
aktivni misto, jako je napfiklad Ig-doména [6].

* kvartérni struktura

Struktura vznika spojenim nékolika peptidovych Fetézcl tzv. podjednotek.
Ty mohou byt stejné nebo funkéné i strukturalné odlisSné. Podjednotky nejsou
navzajem spojené peptidovymi vazbami. Uplathuji se zde predevsim

disulfidické, vodikové mustky a iontové vazby [2].
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2.1.4 Klasifikace a vyznam protein
Existuje mnoho zpUsobu rozdéleni protein:

e podle tvaru: globularni, fibrilalni

» podle rozpustnosti

» podle slozZeni: jednoduché, slozené

» podle vyskytu

Vzhledem k velké rozmanitosti a specifité plni proteiny mnoho funkci

[6, 7]

* enzymy a inhibitory enzyma

* slozky vyzivy

» transport a ukladani latek

e pohyb

e podpurné funkce

* Obrana proti infekci

* hemokoagulace a fibrinolyza

e transformace energie

* regulaéni funkce

* vznik a pfenos nervoveho signalu

» kontrola ristu a diferenciace

* udrzeni osmotického tlaku

» specialni funkce: napfiklad ochrana pfed volnymi radikaly

2.2 Enzymy

Enzymy jsou proteiny biologického puvodu syntetizované vSemi
organismy se specifickou funkci. V Zivych systémech slouZzi jako
biokatalyzatory, které reguluji rychlost chemickych reakci a tim ovlivAauji
fyziologické procesy organismu. Pro prubéh reakce je dulezitd pfFitomnost
substratu, ktery musi pfijit do kontaktu s enzymem. Molekuly G&astnici se
reakce musi mit vyhovujici orientaci a dostate¢nou aktivaéni energii [8]. Cast
molekuly, kterd je nezbytna pro zahgjeni reakci, se nazyva aktivni centrum

enzymu.
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2.2.1 Aktivni centrum

Aktivni centrum obsahuje jednu nebo nékolik funk&nich skupin, které jsou
pfizplsobeny kreakci se substratem. V nékterych pfipadech muze mit
makromolekula i nékolik aktivnich center na sobé nezavisle pusobicich [1].

V aktivnich centrech lze rozliSit dvé Casti. Zaprvé vazebné misto, ve
kterém jsou v pfimém kontaktu se substratem aminokyselinové zbytky. A

zadruhé katalytické misto, které obsahuje skupiny pfimo se U€astnici katalyzy.

2.2.2 Slozeni enzym G

Molekula enzymu je Casto sloZend, kromé bilkovinné ¢asti obsahuiji i ¢ast
nebilkovinnou. Nebilkovinna sou¢ast enzymu, organickd molekula, je nazyvana
koenzymem. Je-li koenzym pevné vazan kovalentni vazbou na bilkoviny, mluvi

se o prostetické skupiné. Bilkovinna ¢ast je nazyvana apoenzym [6].

2.2.3 Nazvoslovi enzym u

Nazvy enzymu jsou trojiho typu. Zaprvé je to historické nebo téz trivialni
pojmenovani enzymd, jako je trypsin i pepsin. Zadruhé jsou to obecné nazvy,
které obvykle obsahuji jméno substratu &i typ reakce a koncovku -asa:
kreatinkinasa, amylasa. Poslednim typem je védecky nazev, ktery definuje
presné substrat i produkt, typ pfemeény &i potfebny koenzym. Podle Mezinarodni
biochemické unie ma kazdy enzym po zkratce E.C. (Enzyme Commission)
Ctyfmistny kod, kde prvni Cislo zafazuje enzym do jedné ze tfid:

oxydoreduktasy, transfezasy, hydroxylasy, lyasy, ligasy a izomerasy [6, 7].

2.2.4 Specifita enzym U

Specifita je nejvyznamnéjsSi vlastnosti enzymu. Je to schopnost
katalyzovat jednu specifickou reakci a Zzadnou jinou [5], tedy plsobi na ur&itou
latku a katalyzuje jeji urcitou pfeménu [3]. Enzymy plsobi pouze na specifickou
chemickou skupinu, napf. pepsin a trypsin na peptidové vazby, glykosidazy na
glykosidy, esterazy na estery. Proteinazy katalyzuji téZz hydrolyzu esterq,
peptidd nebo polysacharidi. Napfiklad ureaza, ktera pusobi jen na mocovinu a
nikoliv na jeji derivaty [1]. Naopak napf. chymotrypsin hydrolyzuje peptidovée

vazby, ve kterych karboxylova skupina patfi aromatické aminokyseliné [5].
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Specifita se da délit do nékolika tfid:

» specifita t€inku

Specifita G€inku zavisi na pfitomném koenzymu. Dany enzym katalyzuje
pouze jednu pfeménu substratu ze vSech moznych pfemén [1].

* specifita substratova

Enzymy mohou pfemériovat jen jeden nebo skupinu substratu, které se
mohou liSit K, (Michaelisova konstanta) [6]. ZvlaStnimi typem této specifity jsou
stereospecifita. MzZe se tykat jen ¢asti nebo celé molekuly, napf. enantiomery
[5]. Napf. maltaza muaze katalyzovat hydrolyzu a-glykosidi nikoliv vSak [3-
glykosidu [10].

2.2.5 Enzymové kinetika

Enzymovéa kinetika popisuje reakéni rychlosti. Enzymy, obecné jako
katalyzatory, urychluji specificky uréené reakce. Do reakce vstupuji
V nepatrném mnozstvi, v porovnani s mnoZzstvim substratu, které katalyzuji
preménu na produkty. Reakéni rychlost je definovana jako pfeména urcitého
mnozstvi latky za ¢asovou jednotku [2].

2.2.5.1 Rovnice Michaelise — Mentenové

Koncentrace substratu, pfi niz reakce probiha polovinou maximalni
rychlosti, se nazyva hodnota K, nebo-li Michaelisova konstanta. K,, ma rozmér
molarni koncentrace mol/l. Experimentalné se vynasi do grafu jako zavislost V;
na [S], kde [S] je koncentrace substratu a V; je pocate¢ni rychlost.

Km je takova koncentrace substratu, pfi niz probiha enzymova reakce
rychlosti rovnajici se polovingd maximalni mozné rychlosti (Vma). Cim je Km
mensi, tim je substrat rychleji pfeménovan. Katalyzuje-li jeden enzym pfeménu
vice rGznych substratu, je substrat s nejmensi hodnotou K, obvykle povazovan
za hlavni [7].

Rovnice Michaelise - Mentenové popisuje chovani enzymd pfi zméné

koncentrace substratu [5].

— pocateéni rychlost [S]
Km — Michaelisova konstanta | = max
|
[S] — koncentrace substratu K + [S]

Vmax — maximalni rychlost
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Z rovnice také vyplyva, Ze reakéni rychlost je pfimo umeérna koncentraci

enzymu [4].

2.2.6 Aktivita enzym U

Aktivita enzym, neboli rychlost reakce pfemény substratu na produkt, je

zavisla na mnoha faktorech.
* leplota

S rostouci teplotou se rychlost enzymové katalyzovanych reakci obvykle
zvySuje. Existuje tzv. teplotni optimum. Po jeho dosazeni rychlost reakce klesa.
Vzhledem k tomu, Ze enzymy jsou bilkoviny, tak pfi vySSich teplotach denaturuji
a ztraceji svoji katalytickou rychlost [1].

+ o

Hodnota pH silné ovliviuje aktivitu enzym(. VétSina z nich pusobi
katalyticky pouze v urcité oblasti pH. Na pH zavisi jak ionizace funkénich skupin
aktivacniho centra, tak jeho okoli [7]. pH optimum vétSiny enzymu je 7 — 8, ale
existuji vyjimky.

e aktivatory

Aktivatory jsou latky, které umoZ#uji & urychluji enzymovou reakci. Casto
to jsou ionty dvojmocnych kov(, ale i enzymy branici pfed inaktivaci
metaloproteiny [7].

* inhibitory

Inhibitory jsou latky, které zpomaluji €i zastavuji enzymovou reakci, aniz
by jej denaturovaly. ZjednoduSené se daji rozdélit na inhibitory kompetitivni a
nekompetitivni.

Kompetitivni inhibitory jsou svoji strukturou podobny substratu. Vazi se
na aktivni centrum misto substratu, tedy soutéZi o vazebné mista a tim
zpomaluji daldi prab&h reakce. Uginek inhibitoru je zavisly na poméru
koncentrace inhibitor/substrat v reakéni smési. Tato inhibice je reverzibilni.

Inhibice nekompetitivni je zaloZena na UpIné odliSnosti substratu a
inhibitoru. Inhibitor se vaze irreverzibilné mimo aktivni centrum a tim méni

strukturu enzymu [7, 8].
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. koncentrace substratu

Pfi zméné koncentrace substratu v reakci se méni také rychlost reakce.
PFi zvySovani koncentrace substratu a koncentrace ostatnich sloZzek reakce
pocate¢ni rychlost V; roste k maximalni rychlost Vma. PO dosazeni

,nasycenosti“ enzymu se pocatec¢ni rychlost jiz nezvysuje [5].

2.2.7 Proteolytické enzymy
Proteinazy patfi mezi hydrolytické enzymy. PFi jejich reakci musi byt
v reakénim prostfedi voda. Hydrolyzuji peptidové vazby a uvoliuji tak peptidy,
které mohou byt dale Stépeny peptidazami.
Peptidazy jsou podskupinou proteindz. Peptidazy vyzaduji pro mozZnost
Stépeni pfitomnost volnych koncl substratu, zatimco proteinazy nikoliv [14].
*  déleni peptidazy

- exopeptidazy
Jsou charakteristické tim, Ze peptidovy fetézec Stépi od C nebo N

konce a odsStépuji koncovou aminokyselinu. Podle toho se déli na
aminopepidazy a karboxypeptidazy [2].
- endopeptidazy

Tyto enzymy Stépi prevazné bilkoviny &i polypeptidy uprostied,
C-N konce nenapadaji. Patfi sem napf. trypsin, pepsin a chymotrypsin
[2].

. specifita peptidaz

Peptidazy nejsou presné specifické k bilkoving, ale ke strukture fetézce.
Tyto enzymy Stépi vSechny bilkoviny v denaturovaném stavu snaze nez ve
stavu nativnim. Peptidovy fetézec Stépi jen na urCitych mistech, pfed &i za

ur€itym aminokyselinovym zbytkem [2].

2.3 Stépeni protein G
Pro identifikaci proteind, napf. pomoci hmotnostni spektrometrie, je

dalezité jejich rozstépeni na peptidy. Stépeni Ize provést dvéma zpasoby, a to

bud enzymaticky, nebo chemicky [11].
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2.3.1 Enzymatické St épeni protein G

Enzymy se pro Stépeni proteind vyuZivaji pfedevsim pro jejich vysokou
specifitu [12]. DalSi z vyhod je minimalni mnozstvi vedlejSich reakci a dobra
Gcinnost Stépeni. OvSem pro splnéni téchto vyhod je dulezité optimalni slozeni
reakéniho pufru. Daraz je kladen pfedevSim na pH, teplotu, dobu inkubace [11]
a poméru enzym/substrat. PFi vysoké koncentraci enzymu muze dojit
k autoproteolyze, cozZ je jev nezadouci [13].

Pro ziskani peptidd se pouzivaji proteolytické enzymy, hlavné
endoproteinéazy [11].

*  lrypsin

Trypsin je vyluCovan pankreatem ve formé neaktivniho proenzymu
nazyvaného trypsinogen. Jeho aktivace je uskuteCnéna az ve stievé pomoci
enteropeptidasy [9]. Trypsinogen muze byt aktivovan také samotnym trypsinem
autokatalyticky. PFi aktivaci vznika trypsin a hexapeptid [3].

Tento enzym je v proteomice jednim z nejpouzivanéjSich [12]. Pro
Stépeni se pouziva izolovany z hovéziho nebo vepfového pankreatu. Ve své
krystalické podobé& mé molekulovou hmotnost 24000 Da, optimalni aktivitu méa
pfi pH 7 — 9, tedy ve slabé alkalickém prostredi [4].

Trypsin jako endopeptidasa specificky hydrolyzuje peptidové vazby, které
obsahuji karboxylovou skupinu silnych bazickych aminokyselin. Stépi tedy za
argninem a lysinem. Retézec nestépi pouze v pfipadé, Ze se za lysinem nebo
argininem nachazi prolin [11].

Béhem Stépeni toleruje malé mnozZstvi mocoviny, propanolu nebo
acetonitrilu. Naopak je inhibovan SDS (dodecylsiran sodny) a hydrochloridem
guanidinu [11].

Stépeni urditého proteinu probiha nejéastéji pfi 37C a pfi pH 7 — 9 po
dobu nékolika hodin [14].

e chymotrypsin

Chymotrypsin je ziskavan z hovéziho pankreatu [4]. Specificky
hydrolyzuje vazby od C-konce za tryptofanem, tyrosinem, methioninem,
leucinem a fenylalaninem. Jestlize se za nékterou ztéchto aminokyselin

nachazi prolin, ke Stépeni nedochazi [12]. Optimélni pH je mezi 7,5 — 8,5 [14].
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*  pepsin
Pepsin je vyluCovan Zalude¢nimi Stavami obratlovcu [14]. Specificky
Stépi vazbu za aromatickymi aminokyselinami, leucinem a methioninem [4].
Enzym je aktivni pfi nizkém pH [11].
» dalSi béZné pouZivané proteolytické enzymy
— endoproteinaza Glu-C (V8-DE)

- endoproteinaza Lys-C

— endoproteinaza Arg-C

— endoproteinaza Asn-C

- elastasa

— subtilisin

— thermolysin [11, 12, 14]

— papain

- lysin specifick& proteinasa z Lysobacter enzymogenes

— Staphylococcae proteinasa — strain V8 [12]

2.3.2 Chemické St épeni protein G
Pomoci chemickych &inidel jsou Stépeny pfedevsim ve vodé nerozpustné
a membranové proteiny [14]. Tato metoda Stépeni proteind je vyuzivana
predevSim jako doplrikova.
*  bromkyan — CNBr
Bromkyan specificky pasobi na methioninové zbytky na C-konci [14]. Ty

jsou pfeménény na smés homocysteini a homocysteinovych laktont [11]. Pred
zahajenim reakce je nutné modifikovat cysteinové zbytky pomoci kyseliny
jodisté. Methionin se v polypeptidech vyskytuje vzacné, proto Stépenim CNBr
vznikaji fragmenty pozadované délky [5].

Tato latka patfi mezi nejuzivanéjSi chemickd cinidla i pFesto, Ze je
extrémné toxicka.

e hydroxylamin
Stépi vazbu, ktera se vyskytuje v polypeptidech velmi vzacné, vazbu

mezi asparginem a glutaminem. Vytézek Stépeni neni kvantitativni [5].
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*  N-chlorosukcinimid - NCS
NCS Stépi od C-konce tryptofanové zbytky. Mlze reagovat také

s oxidovanym methioninem nebo s tyrosinovym zbytkem [11].

. BNPS-skatol, D-iodosobenzen

VyuZziva se pro Stépeni tryptofanovych vazeb [5, 11].

. mirné kysela hydrolyza

Hydrolyza proteint probiha v prostfedi zfedéné kyseliny mravenci [14].

Kyselina hydrolyzuje v misté zbytku kyseliny aspargoveé [5].

2.4 Imobilizace enzym U

V experimentélni praxi se bézné pouzivaji enzymy v roztoku. Toto pouZziti
ma ovSem vedle bezpocetnych vyhod i sva omezeni, mezi které patfi
jednorazova aplikace ¢i nizka stabilita rozpustného enzymu. Jednim z feSeni
téchto nevyhod je imobilizace enzymd.

Imobilizace je proces, pfi kterém je rozpustny enzym pfeveden na
nerozpustnou nebo oddélenou formu tim, Ze jeho mobilita je sniZzena
chemickymi nebo fyzikalnimi prostfedky. Mezi imobilizované enzymy nelze
zaradit ty, které jsou fyziologicky navazany na bunééné struktury ¢i membrany.
Imobilizace musi byt provedena zdsahem lidského faktoru [8].

Enzym se Casto vaze na sklo, membrany, polymery, gel, kiemicitan nebo
na porézni monoliticky material. Imobilizaci se zvySuje stabilita enzymu.
Odpada také naroCna izolace produktu od enzymu zreakéni smési. Takto
upraveny enzym je mozné pouzit i opakované [18]. Ztéto charakteristiky
vyplyvd samotna definice imobilizovaného enzymu: Enzymy, které jsou
fyzikalné uzavieny v omezené oblasti za zachovani jejich enzymové aktivity,
mohou byt pouzity opakované a kontinuélné [4].

Mezi dvé zakladni metody imobilizace patfi fyzikalni adsorpce a
kovalentni vazba [15], vyuZiva se i metoda iontové vazby.
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2.4.1 Adsorp €ni imobilizace

Fyzikalni adsorpce enzymu na nerozpustny nosi¢ spociva v nespecifické
fyzikalni interakci mezi enzymem a povrchem nosice. K interakcim dochazi po
smichani mobilni kapalné faze na tuhou stacionarni fazi.

Je to nejjednodussi zplsob imobilizace. VyZaduje pouze smichani
katalyzatoru s nosiCem, zpravidla bez potfeby reakénich Cinidel. Vazebné sily
pfi adsorpci zahrnuji pfedevSim vodikové mustky, van der Waalsovy, iontové a
biospecifické sily [15] a hydrofobni interakce [8].

Jako nosi¢ se nejCastéji pouzivaji tuhé materidly, jako jsou aktivni uhli,
oxid hlinity, celuléza, kaolin, silikagel, kolodium, fosfore€nan vapenaty [4], sklo,
kfemicitany, ionexové pryskyfice, bentonit [8], kolagen [16] a hydroxyapatit [17].

Adsorpce je nejstarSi metoda imobilizace, kterd& ma ale své nevyhody.
Dochézi zde ke znaCnému uvolfiovani z vazby v zavislosti na zméné teploty,

pH, iontové sily, koncentrace substratu a pouzitém rozpoustédle [8, 16].

2.4.2 Kovalentni imobilizace

PFi této metodé dochazi k vytvoreni kovalentni vazby mezi enzymem a
nerozpustnym nosi¢em. Pro volbu zpasobu chemické modifikace je dilezité
znat informace o reaktivité, frekvenci vyskytu, pfistupnost aminokyselinovych
zbytkll, o vlivu chemické modifikace proteind na jejich biologickou aktivitu.
Pouzivaji se chemicka Cinidla, ktera neovlivni aktivni mista enzymu [15].

Ke kovalentni vazbé& v molekuldch proteini se vyuZivaji tyto funkéni
skupiny: a, e-aminokyselinového fetézce lysinu a argininu, o, [, e-karboxylové
skupiny, fenylovy kruh tyrosinu, imidazolovy kruh histidinu, thiolova skupina
cysteinu Ci hydroxylové skupiny serinu a threoninu.

Nosi¢ nese funkéni skupiny, které jsou aktivovany glutaraldehydem, a
enzym se na né vaze pres aminoskupinu [4, 8, 17].

Zpusoby imobilizace vyuZivajici kovalentni vazbu:
e zesiténi

Imobilizované enzymy je mozné ziskat zesiténim molekul proteind
s jinymi proteinovymi molekulami nebo s funk&nimi skupinami nerozpustné
matrice nosice. Vytvafi se zde intermolekularni vazby mezi funkénimi skupinami
aminokyselinovych zbytk( proteinu a bi - nebo polyfunkénim zesitovacim

¢inidlem. Jako bifunkéni ¢inidlo se vyuziva napfiklad glutaraldehyd, jako €inidlo
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polyfunkéni, které m& dvé razné funk&éni skupiny nebo skupiny o razné
reaktivité, se vyuziva napfiklad izokyanat. Touto metodou vznikaji nerozpustné
produkty [4, 15].

Vyhodou je jednoduchost metody a stabilita dana kovalentni vazbou.
Mezi nevyhody se Fadi vysoka citlivost enzymu k pouzivanym c&inidlum, ktera
muze zpUsobit jejich inaktivaci [8].

. zabudovani enzymu do gelu

Enzymy jsou imobilizovany zachycenim ve struktufe polymerovanych
geld. Témito gely volné difunduji nizkomolekularni substraty a reakéni produkty.
Narozdil od vysokomolekularnich enzymu, které jimi neprojdou. Enzym je
usazeny do nerozpustné matrice, kterou mulze byt polyakrylamid alginat,
karrageenan, agarosa Ci zelatina [4, 15].

. zabudovani enzymU do membran

Enzym je uzavien do fyzikalné oddéleného prostfedi ze semipermeabilni
membrany. PouZivaji se dutd semipermeabilni vidkna ¢&i ultrafiltraéni
membrany, které jsou propustné pro reaktanty a produkty, ale nikoliv pro
samotny enzym. Vyhodou této imobilizace je, Ze enzym zUstava v nativnim
stavu. Je snadné ho také uvolnit z vazby a nahradit ho jinym enzymem [8, 15].

. imobilizace na magnetické nosicée

Magnetické nosiCe jsou polymerni ¢astice obsahujici magnetické oxidy
Zeleza [32] a silanizovany magnetovec. Imobilizace je podobna jako
v pfedchéazejicich pfipadech u nemagnetickych nosi¢u. Vyhodou je moZnost
prace v suspenzich, ze kterych lze po skoneni enzymové reakce odstranit
imobilizovany enzym pomoci magnetického separatoru. Ostatni slozky musi byt
diamagnetické [23, 24].

2.4.3 Imobilizace iontovou vazbou

lontova vazba je podminéna elektrostatickou pfitazlivosti opacné
nabitych skupin enzymu a nosi¢e. NejCastéji se jako nosi¢ pouZivaji komercni
iontoméniCe jako DEAE-celulosa (diethylaminoethyl) a DEAE-Sephadex.
Negativné nabité skupiny se navazuji na anex, pro kladné nabité skupiny se
vyuZziva katex.

Vyhodou je snadné navazani enzymu na nosi¢ a Setrné podminky k tomu

pouzivaneé [8, 17].
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2.5 Magnetické mikro éastice

Magnetické mikro¢astice byly do biotechnologie a biologickych véd

zavedeny v 70. letech 20. stoleti pro svoji Sirokou moznost vyuZziti [23, 24].

2.5.1 Syntéza a modifikace povrchu magnetickych mik  ro€astic

Céastice jsou vyrabény z nejraznéjsich materialt, maji raznou velikost a
modifikaci povrchu, na kterém muaze byt navazana funkéni skupina nebo ligand.

Magnetické mikrocastice jsou tvofeny z magnetického jadra a obalu. Pro
syntézu jadra se pouzivaji pfedevsim oxidy Zeleza Fe,O3 a Fe30,4 [22], Cisté
kovy jako Zelezo a kobalt, slou¢eniny obsahujici Zelezo, napf. MgFe,O,,
MnFe,O4, NiFe,O4 a CoFe,04, pouZzivaji se také CoPt3, FePt [19] a FeAu [30].

Obal magnetického jadra je €asto tvofen pfirodnim polymerem jako jsou
uhlovodiky nebo proteiny. Pfirodni polymery se vyuZivaji pfedevSim pro svoji
biokompatibilitu, a proto jsou vhodné pro mikro¢astice aplikované
v biomediciné. Jinymi moznostmi jsou syntetické polymery, kiemen, uhlik nebo
vzacné kovy jako napf. zlato [19, 30].

Vhodnymi funk&nimi skupinami na povrchu mikrogastic jsou amino
(-NH) a karboxy (-COOH) skupiny. Tyto skupiny povoluji specifické navazani
ligandl pro zachyceni cilovych molekul [23].

Velikost mikroCastic se zpravidla pohybuje od 10 do 300 nm. Zalezi
predevSim na pouZziti a vyrobci mikro¢astic.

MikroCastice mohou mit vlastnost superparamagnetickou nebo
ferromagnetickou. Je-li mikroCastice superparamagneticka, znamena to, Ze
v nulovém magnetickém poli je nemagneticka. S pusobenim magnetického pole
jeji magnetizace stoupa a po odstranéni pole opét klesa k nule. Naopak latky

ferromagnetické maji permanentni magneticky moment [18, 20].

~ ~
P
O— ?i— O— SII— O =—(CH3)3—CO0OH
o R
7 7

Obr. 2.2. Magneticka mikro¢astice s kiemenného povrchu s karboxylovou
funk&ni skupinou [21]
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Magnetické mikro¢astice je mozné také ziskat z magnetotaktickych
bakterii. Jsou to gram-negativni prokaryota, které maji schopnost syntetizovat
na intracelularni membrané sférické krystaly. Castice mohou mit réizné tvary a
sloZzeni. Nej¢astéji jsou tvofené z Fe3O4 a FesS,. Jejich velikost se pohybuje
okolo 50 — 100 nm. Pfikladem bakterie syntetizujici tyto mikroCastice mize byt

napf. Magnetospirillum gryphiswaldense [31].

2.5.2 Aplikace magnetickych mikro  ¢éastic

Magnetické mikroCastice jsou stdle ve vétSi mife aplikovany
v biotechnologii a mediciné. Hlavni pFfednosti mikroCastic je jejich rychla
separace z reakéni smési pomoci magnetického pole [23, 24]., vysoka vazebna
kapacita, koloidni stabilita [25] rychlé obnoveni disperze po ukonceni aplikace
magnetického pole [27]. Pro vyuZiti v mediciné je dulezitou vlastnosti jejich
netoxicita, biokompatibilita, moZnost vneseni do organismu injekéni stfikackou
a snadné ukladani v cilovych tkanich a organech v dostateCném mnoZzstvi.

. zobrazeni magnetickou rezonanci

Magneticka rezonance je zobrazovaci technika jejiz podstatou je
kontrastni odliSeni mezi tkAnémi. Pro zvySeni kontrastu se vyuzivaji kontrastni
latky jako paramagnetické chelatové ionty a v sou¢asné dobé také mikrocastice
o ruznych velikostech (10 — 500 nm) [26, 28, 29].

*  hypertermie

Tato metoda se pouZzivd pro niCeni nebo poSkozovani rakovinnych
bunék. Teplo je dodavano v uritém mnozstvi po urcitou €asovou periodu.
K témto ucellim je vyuzivana napf. horka voda, jeji nevyhodou ale je nemoZznost
aplikace pfimo kdiagnostikovanému nadoru. Pouzitim magnetickych
mikrogastic tato nevyhoda mizi. Céstice jsou aplikovany do cileného mista a
pomoci magnetického pole je lokalné zvySovana teplota mezi 42,5 — 44C
[26, 28, 29].
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Obr. 2.3. Aplikace hypertermie [28]

e pfenos Iéka
Na povrch magnetickych mikroCastic je mozné navazat molekuly

terapeutickych 1é€iv. Takto modifikované mikroCastice mohou byt pomoci
gradientu magnetického pole zavedeny na cilové misto. Timto zplisobem je
mozné do téla zavadét napf. chemoterapeuticke latky [22, 26, 29] &i pfi infarktu
myokardu latku rozpoustéjici vzniklou srazeninu v srdec¢ni cévé [32].

. dalSi mozna vyuziti

Aplikace v molekularni biologii, bunéénéa separace [23], imumoeseje [29],
extrakce DNA &i purifikace nukleovych kyselin [25].

2.6 Proteomicka analyza

2.6.1 Proteomika

Proteomika je védni obor zabyvajici se studiem proteint predevSim
pomoci biochemickych metod [38]. Nalezené proteiny v burikach, tkanich nebo
organismech identifikuje a kvantifikuje, charakterizuje jejich strukturu, funkci [44]
a vlastnosti [41]. Objasfiuje postranslacni modifikace [28], fyziologické a
patologické cesty proteina [40].

Na vyznamu zacCala proteomika nabyvat jiz v 70. letech 20. stoleti, kdy
byly vytvofeny prvni databaze proteini a vyvinuta technika 2D elektroforéza.

V 90. letech 20. stoleti bylo objeveno biologické vyuziti analytické metody
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hmotnostni spektrometrie, kterd odstranila velkou ¢ast limitujicich podminek
v analyze proteint [38, 40].

2.6.2 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie je fyzikalné chemicka separac¢ni metoda [45],
pfi které dochazi k destrukci analyzované latky. Pomoci této metody je mozné
méfit relativni molekulové hmotnosti latek a jejich fragment(. Tyto latky je tfeba
nejprve ionizovat a prevést je tak na kladné nebo zaporné nabité ionty.
Vytvofené nabité Castice jsou nésledné déleny podle efektivni molekulové
hmotnosti m/z, kde m je hmotnost a z naboj iontu [35].

Zakladnimi kroky techniky jsou odpafeni vzorku, ionizace, akcelerace
iontu do hmotnostniho analyzatoru, separace iontd hmotnostnim filtrem a
detekce ionta [34].

Vysledkem analyzy latky je zaznam, nazyvany hmotnostni spektrum.
Oznacuje se tak zavislost relativni intenzity iontového proudu na ose y a
efektivni hmotnost iont na ose x [35].

Hmotnostni spektrometr je vyuzZivdn ke kvalitativni i kvantitativni
chemické analyze. Napomaha pfi identifikaci, urCeni struktury a relativni
molekulové hmotnosti organickych latek. Vyhodou metody je jeji vysoka
citlivost. Identifikace latek je mozna v 10° g a méné, detekovatelnost od 10 g
[35].

2.6.2.1 Hmotnostni spektrometr
Zakladnimi ¢astmi hmotnostniho spektrometru jsou:
» iontovy zdroj — dochazi zde k ionizaci molekul a jejich urychleni
e analyzator — zde jsou ionty v plynném skupenstvi separovany podle
jejich efektivni hmotnosti
» detektor — registruje separované ionty [42]
V celém zafizeni je pomoci vakuové pumpy dosazeno nizkého
pracovniho tlaku 10° — 10 Pa. Tim je zabranéno vzajemnym kolizim &astic

v plynné fazi [33].
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Normalni tlak Snizeny tlak

Vlozeni lonizaéni
vzorku technika

Detektor Poéitaé

Obr. 2.4. Zakladni ¢asti hmotnostniho spektrometru [45]

2.6.2.1.1 Zpuhsoby ionizace

e ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization - ESI)

lonizace elekrospejem je zafazovana do mékkych ionizaénich technik.
Elektrosprej je zaloZen na principu pfivodu roztoku vzorku astim kapilary do
iontového zdroje. Na vystup kapilary je pfivadéno napéti o hodnoté 3-5 kV
[34, 35], které zde vytvafi silné elektrostatické pole. Na konci kapilary tak
vznikaji malé nabité kapky [42], které se pfFivodem suSiciho plynu rychle
vyparuji. Nasledné dochazi ke Coulombickému Stépeni a vzniku iontl [35].

Tato technika ma sklon k produkci vicenasobné nabitych molekulovych
iontd analytu [40]. Ve spektru se tak objevuji piky s rozdilnym nabojem z, ale o
stejné molekulové hmotnosti M.

Elektrosprejova ionizace je vyuzivana predevSim v on-line spojeni

s vysokoucinnou kapalinovou chromatografii [40]

kapalinova tryska

chromatografie | J

— '-1?.: -+ f.. separované ionty
privodni | 1
kapilara

Obr. 2.5. lonizace elektrosprejem [39]

. desorpce / ionizace laserem za uUc¢asti matrice (MALDI)

MALDI neboli Matrix — Assisted Laser Desorption / lonization patfi stejné
jako ionizace elektrosprejem do meékkych ioniza¢nich technik. Uplatfiuje se
predevSim pfi studiu peptidd, proteind, sacharidd, glykoproteini a nukleovych
kyselin [36]. Ztohoto divodu byla metoda MALDI pouzita pro kvalitativni

analyzu vzorkl pro diplomovou praci.
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Bé&hem ionizace dochazi k ozéareni kratkym pulsem laseru smési analytu
s nadbytkem vhodné matrice [35]. Analyt je ve smési v nizké koncentraci
molekul10™® — 107, narozdil od matrice, ktera je ve smési ve vysoké koncentraci
10" molekul [43].

Pro desorpci a ionizaci se pouzivaji rizné lasery emitujici v ultrafialové
oblasti. Prvotné to byly lasery o vinové délce 300 nm. V sou€asné dobé jsou to
dusikové lasery s vinovou délkou 337 nm a Nd-YAG lasery s vinovou délkou
266 a 355 nm. Pouzivaji se také lasery emitujici v infraervené oblasti, jako
napf. CO; s vinovou délkou 10 um nebo Er-YAG laser s vinovou délkou
2,94 um [40, 41, 43].

Pfi pouziti této metody se necha studovana latka vykrystalizovat na
kovové podlozni desti¢ce s matrici. Pfi dopadu paprsku laseru na ter¢ik, matrice
absorbuje jeho energii a pfeda ji analytu, ktery je tak ionizovan [34]. Samotné
matrice nesmi reagovat se studovanou latkou. Pro samotny vznik iontd je
dalezitd —OH skupina obsaZena v matrici [35].

Jako matrice se pouZivaji derivaty slabych nizkomolekuléarnich
aromatickych kyselin. Jeji volba zavisi na analyzovaném vzorku. Pro identifikaci
proteind je vhodna 3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoficova kyselina (SA). Pro
detekci peptidd se nejCastéji pouziva kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova
(CHCA) nebo 2,5-dihydroxybenzoova kyselina (DHB). Kyselina
3-hydroxypikolinova se vyuziva pro oligonukleotidy a glykoproteiny [40, 41, 43].

lonizaci MALDI vznikaji pfedevsim jednou nabité ionty [M+H]" a [M-H]
Hmotnostni spektrum muaZe obsahovat i Kklastry, fragmenty analytu Cdi
vicenasobné nabité ionty [35].

Pro MALDI je typické spojeni s hmotnostnim analyzatorem TOF.
~— g Pulz laseru

desttka s

vzorkem separované

ionty

mikrokanalova destka

Obr. 2.6. lonizace na kovové MALDI desti¢ce [34]
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. dalSi typy ionizace

— elekronova ionizace
— chemicka ionizace
— ionizace a desorpce elektrickym polem
—chemicka ionizace pfi atmosférickém tlaku (APCI)
— ionizace urychlenymi atomy ¢i ionty
— lonizace termosprejem

— plamenova ionizace

2.6.2.1.2 Hmotnostni analyzatory

Hmotnostni analyzatory slouzi krozdéleni iontd. Pomoci aplikace
riznych fyzikalnich zakonl je mozné ionty rozliSit podle jejich efektivni
hmotnosti m/z. V dneSni dobé existuje cela fada analyzatord s riznymi
modifikacemi. Je mozné je rozdélit do nékolika skupin:

. kvadrupoélovy anylyzator

Tento analyzator patfi mezi dynamické analyzatory. Obsahuje Ctyfi
kovové tyCové elektrody o kruhovym prufezu, které jsou paralelné rozmistény
na kruznici. Na protilehlé elektrody je vkladano stejné napéti, bud stejnosmeérné
nebo stfidavé. Tim je dana stabilni trajektorie charakteristickych iontd o urcité

hodnoté m/z, podle které se ionty déli a prochazeji k detektoru [33, 34, 35].

detekfor

sonto vy/
zdro/

Obr. 2.7. Kvadrupdlovy analyzator [37]

e iontové past
lontova past funguje na podobném principu jako kvadrupdlovy

analyzator. Narozdil od kvadrupOlu se sklada ze tfi elektrod s hyperbolickym

profilem. Stfedni elektroda je prstencova a dvé vyklenuté do prostoru tvofi dno
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a zaklop iontové pasti. Na prstenec je vloZzeno stejnosmérné a stfidavé napéti,
pfi kterém dochazi ke shromazdéni iontd o ur€itém m/z uvnitf pasti. Zde jsou

udrZzovany inertnim plynem a poté vypuzovany k detektoru [34, 35, 39].

N Ao, Y

Sl b n

Obr. 2.8. lontova past [39]

. cyklotronova rezonance iontt s Fourierovou transformaci

Tento analyzator je slozen z modifikovaného praletového analyzatoru a
z cely ve tvaru krychle. V cele pusobi na ionty magnetické a elektrické pole
[39, 33], kterymi jsou vybuzeny. Déale se pohybuiji v cykloidalnich drahach kolmo
na smér vioZzeného magnetického pole. S ohledem na tvar drahy letu iontu
analyzatorem ziskavame signaly detektorem. Pribéh celé analyzy je za
podminek vysokého vakua. Supravodivost prostredi je zajiSténa vloZzenim cely
do kapalného helia [34, 46].

Analyzator se vyznacuje vysokou citlivosti a rozliSovaci schopnosti.

] indukovany
stiidavy proud

detekéni elektrody - ‘
~a

FT MC
rotujici iontovy oblak ‘-"J'rllj-l‘.'f','l‘lﬁﬁfljﬂvr".."rill.rt e I| | l‘ — ‘I | ||
Fe miz
z?c}?gcgvam konvoluovans dekonvoluované hmotnostni
e frekventni frekvenéni spekirum
spekirum spektrum
smér TYTTIITAT excitaini
magnetickeho AL elektrody

pole, B
excitace RF napétim —
kaZda frekvence excituje
onty o jiném m/'z

Obr. 2.9. Cyklotronova rezonance iontl [46]

»  prualetovy analyzator (TOF — Time-Of-Flight)

Principem rozdéleni iontd je jejich rozdilna rychlost v pruletové trubici po

dodani definované kinetické energie. lonty s nizSim m/z se pohybuiji rychleji nez
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ionty s vySSi hodnotou m/z [35]. V letové trubici s nulovym elektrickym polem a
vakuem ionty pfekonavaji stejnou vzdalenost |, ale v rozdilném case t.

Priletovy analyzator je mozné nastavit pro méfeni proteinl, a to pomoci
linearniho médu nebo na méreni peptidd pomoci reflektronového moédu. Tento
hmotnostni analyzéator je nejjednodussi a nejrychlejSi. Sklad4 se z iontového
zdroje, akceleréatoru, letové trubice a detektoru [35]. Je pouzivan predevsim ve
spojeni s MALDI nebo ESI.

puls laseru
I -
“lf"l‘m___ Iy
n ~— |
Ell |
TOF | 'I'I'Illlll'l'lI
destttka se vzorkem
reflektor

Obr. 2.10. Pruletovy analyzator [34]

Spektrometr obsahujici dva hmotnostni analyzatory sériové spojené
kolizni celou nazyvame tandemovy hmotnostni spektrometr. V prvnim
analyzatoru je vybran analyzovany iont. V kolizni cele je rozfragmentovan na
dcefiné ionty a v druhém analyzatoru jsou dcefiné ionty rozliSeny. Je mozné
vyuzivat spojeni dvou pruletovych analyzator(i, tedy TOF — TOF, které jsou
spojeny kolizni celou [34].

Tento postup je vyuzivan k blizSi charakterizaci analyzované latky, pro
uréeni aminokyselinové sekvence ¢i lokalizaci posttransleénich modifikaci
[34, 35, 42].

Jinou moznosti je spojeni, napf. tfi kvadrupo6ll, dvou kvadrupdli nebo

iontové pasti s praletovym analyzatorem.

1 _.
I:TH,__H%Ihlrm.f

kolizni cela

Obr. 2.11. Tandemové spojeni TOF/TOF [39]
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2.6.2.1.3 Detektory iont
Princip iontovych detektoru je prfevedeni dopadajiciho proudu iontd na
proud elektron(, v praxi se pouziva:

. mikrokanalova desti¢ka (microchannel plate MCP)

Mikrokanalova desti¢ka je plosny detektor vhodny pfedevsim pro spojeni
s TOF analyzatory. Desticka obsahuje malé kanélky pfiblizné o 2 — 30 pm
priméru, které jsou pokryty polovodivym oxidem olovnatym [47, 48, 49]

. ,Faraday cup“

.Faradayova miska“ je tvofena konverzni miskovitou elektrodou, ktera je
pokryta BeO nebo GaP.

. elekronové nasobice

Tento typ detektoru obsahuje dalSi elektrody, které dokazi zesilit proud

elektrond 10* aZ 108 krat.

. detektor s konverzi dynodou a fotonasobiéem

V detektoru je elektron ménén po dopadu na fosforenéni stinitko na

foton, ktery je nasledné zachycen fotonasobi¢em [33].

2.6.3 Kapalinova chromatografie

2.6.3.1 Chromatografie obecn é

Chromatografie je separacni metoda, pfi které se od sebe oddéluji slozky
obsazené ve vzorku. Zakladnim principem kazdé chromatografie je opakované
ustaleni rovnovahy stanovované latky mezi dvéma fazemi. Stacionarni a
mobilni faze musi byt mezi sebou vzajemné nemisitelné. Stacionarni faze je
nepohybliv4d, mobilni faze je naopak pohybliva.

Vzorek je nanesen na stacionarni fazi a je undSen mobilni fazi smérem
k detektoru. Slozky vzorku maji ke stacionarni fazi rozdilnou afinitu, tim se od
sebe postupné separuiji.

Chromatografickych metod je velké mnoZstvi, jsou rozdélovany do
urcitych skupin podle nékolika hledisek [33]:

. podle skupenstvi mobilni faze

— kapalinova chromatografie (Liguid Chromatography — LC)

- mobilni faze je kapalina
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— plynovéa chromatografie (Gas Chromatography — GC)

- mobilni faze je plyn

. podle usporadani stacionarni faze

. podle povahy déje, ktery prevliada pri separaci

2.6.3.2 Typy kapalinova chromatografie

Do této metody jsou zahrnuty vSechny druhy chromatografie, kde jako
mobilni faze slouzi kapalina a jako stacionarni faze tuha latka.

Podle usporadéani stacionarni faze se kapalinova chromatografie déli na
kolonovou, tenkovrstvou a papirovou [33].

V souCasné dobé byla kapalinovA chromatografie nahrazena
vysokoucinnou kapalinovou chromatografii pro vyssSi uc€innost separace

stanovovanych latek.

2.6.3.2.1 Vysokou €inna kapalinova chromatografie (High Performance
Liquid Chromatography — HPLC)
Zakladnimi ¢astmi kapalinového chromatografu jsou: ¢&erpadlo,
smeéSovaci zafizeni, davkovaci zafizeni, kolona a detektor. Kolona je naplnéna
malymi ¢asticemi sorbentu 5 — 8 um [52]. Ty kladou prostupujici kapaliné velky

odpor, proto se musi pracovat za vysokého tlaku [50].

Pro HPLC jsou pouZzivany razné separa¢ni mechanizace:

. Vysokoudinna kapalinova chromatochrafie na reverzni fazi RP-HPLC

Tato metoda je €asto pouzivana pro mapovani peptidd. Na rozdil od
normalni faze je zde mobilni fazi polarni a nepolarni fazi nosic¢ [36].

Princip retence vzorku spociva na hydrofobnich interakcich s povrchem
nosi¢e, ktery obsahuje hydrofobni skupiny [12]. Jako stacionarni faze se
nejCastéji pouziva kolona plnéna modifikovanym silikagelem. Modifikace je
provadéna alkyly o 4, 8 &i 18 uhlicich [51, 52]. Mobilni faze je polarni kapalina —
vodny roztok methanolu ¢i acetonitrilu, s pfidavkem kyseliny trifluoroctové
(TFA), mravenci nebo octové. Ty maji vlastnost iontové paroveho cCinidla.

PFi jeho pouziti roste retence latky [53].
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Casto se pro eluci pouZiva gradient acetonitrilu. Zmé&nou sloZeni mobilni
faze v Case dochéazi v pribéhu separace ke zvySovani eluéni sily [51, 52].

Citlivost i G¢innost metody muaze byt ovlivnéna celou fadou faktord.
PredevSim pak Ccistotou mobilni faze a kolonou s rdznymi rozliSovacimi
vlastnostmi [12].

Separované peptidy jsou detekovany fluorescenci, UV absorbanci nebo
pomoci indexu lomu. V soucasné dobé se vyuziva spojeni RP-HPLC
s hmotnostni spektrometrii. Hlavni vyhodou je ziskani hmotnostnich spekter

analyzované latky a jeji nasledna moznost identifikace.

peptid v
mobilni fazi
rd
o... L
-Si—0-§i R
6': "\}/\/
B;Si-—OH
X /
g i—0-si_~"R
4Si—o§s<\/\n -y .
O‘Si-—OH ’\g;;_? ? peptid
° g\ adsorbovany na
BQSi-—o—S{</\/R . RP povrch
—-Si—OH
o, s
8i—0-8i R
E.;S . \\/‘\/ 3
I 3 y
4 % r:? - peptid
2%~/ desorbovany
R=C18,C8,C4 z PR povrchu

Obr. 2.12. Mechanismus interakce peptidu s HPLC-RP stacionarni faze [53]

» Gelova permeacéni chromatografie (Size Exclusion Chromatography
SEC)

Pfi pouziti této metody jsou molekuly separovany podle velikosti. Pfi
prichodu vzorku kolonou jsou jednotlivé molekuly zadrzovany v pérech
gelovych zrn. Molekuly o nizsi velikosti pronikaji do poru hloubégji, a proto maji

v v s

vySSi hodnoty reten¢nich ¢asu [52, 53].
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Obr. 2.13. Schéma separace pomoci SEC [53]

* lontové - vyménna chromatografie (lon Exchange Chromatography IEC)
Jako stacionarni faze je v této metodé pouzivan ménic iontu. Kolona je
plnéna ¢asticemi z polymera nebo ze silikagelu s funkénimi skupinami kyselé ¢i
zasadité povahy. Na funkéni skupinu je iontovou vazbou navazan protiion, ktery

je béhem chromatografie vymeénovan iontem z mobilni faze [52, 53].

(katlon vzorku v mobilni fazi)

COOH COOH COOH COOH COOH coom COOH COOH

SN m

Obr. 2.14. Vyména iontd na povrchu iontoménice [33]

. Adsorpéni kapalinova chromatografie

Adsorpcni chromatografie, neboli chromatografie na normalni fazi. PFi

této separaci se pouzivaji nepolarni mobilni faze a polarni molekuly stacionarni
faze [36].
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3. EXPERIMENTALN| CAST

3.1 Pristroje a pom ucky

»  spektrofotometr Biochrom Libra S22 (Biochrom Ltd., Cambridge, VB)

«  kifemenné kyvety (Fisher Scientific, Pardubice, CR)

e pH metr Orion model 420 A plus (Orion Research Inc., Beverly, USA)

*  magneticky separator (Dynal, Biotech, Oslo, Norsko)

e rotétor Grand — Bio PTR 30 (Wolf-Laboratories, VB)

* inkubator (Biotech New Brunswick Scientific, C027)

e analytické vahy AX105 Delta-Range (METTLER TOLEDO)

«  hmotnostni spektrometr MALDI - TOF (Voyager-DE™ STR)
(Biospectrometry Workstation, PerSeptive Biosystems)

e software Voyager Instrument Control Panel

. program Data Explorer verze 4.0.0.0

* HPLC UltiMate 3000 (LC Packing, DIONEX)

e program Chromeleon verze 6.70 (Dionex)

e chromatograficka kolonka Atlantis dC18 3 ym, 75 pm x 150mm

«  predkolonka C18 PepMapl100, 5 pm, 300 um x 5 mm,

» digestof LAM 12D (LAMON, Brno)

e termomixer 5355 comfort, Eppendorf

* tfepacka Minishaker MS2, IKA-WORKS, INC

*  odstfedivka MiniSpin, Eppendorf

*  pipety, Eppendorf
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3.2 Purifikace trypsinu

3.2.1 PouZité chemikalie
e trypsin (EC 3.4.21.4) (CAS 9002-07-7) (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
e p-aminobenzamidin
e tris(hydroxymethyl)-amonimethan (C4H1:NO3), p. a., (Lachema a. s.,
Neratovice, CR)

«  ostatni chemikélie istoty p.a. (Lachema a. s., Neratovice, CR)

3.2.2 Pouzité roztoky
e 0,05M Tris-HCI s 0,005M CacCl,, pH 7,2
e« 0,1M kyselina octova s 0,01M CacCl,

3.2.3 Postup purifikace

K ziskéni Cistého trypsinu bylo nutné jeho precisténi, které probihalo na
kolonce plnéné p-aminobenzamidinem. Cely proces chromatografie byl
uskute€nén pfi 4C, kdy pouzivané roztoky byly skladovany v ledo vé lazni.

Pro purifikaci byl pfipraven roztok trypsinu o koncentraci 10 mg/ml.
Trypsin byl rozpustén v 0,05M Tris-HCI pufru o pH 7,2 s0,006M CaCl,.
Pouzivana kolonka byla ekvilibrovdna pomoci 7x 1 ml 0,05M Tris-HCI. Po
ekvilibraci byl na kolonku nanesen 1 ml pfipraveného roztoku trypsinu. Kolonka
S hanesenym trypsinem byla 12x promyta 1 ml 0,05M Tris-HCI. Poté byl trypsin
eluovan 0,1M kyselinou octovou s 0,01M CacCl,, kdy bylo jimano 7 frakci po 1
ml do eppendorfek. U frakci byla zméfena absorbance trypsinu. Tfi frakce

s nejvySSi absorbanci byly smiseny pro dalSi pouziti.
3.3 Priprava kalibra €ni k¥ivky trypsinu
3.3.1 Pouzité chemikalie
e trypsin (EC 3.4.21.4) (CAS 9002-07-7) (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO,

USA)

»  purifikovany trypsin
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*  N-a-benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid (BAPNA) (EC 213-011-2)
(CAS 911-77-3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

«  ostatni chemikélie &istoty p.a. (Lachema, Brno, CR)

3.3.2 Pouzité roztoky
e 0,1M Tris-HCI s 0,0025M CaCl,, pH 7,8

*  30% kyselina octova

3.3.3 Postup stanoveni

Pro stanoveni byl pfipraven zasobni roztok trypsinu o koncentraci 5
mg/ml. Enzym byl rozpustén v 0,1M Tris-HCI s 0,0025M CacCl,, pH 7,8. Z ného
byla vytvofena kalibra¢ni fada s body o koncentraci enzymu 2,5, 7,5, 12,5, 15 a
20 pg/100ul. Ke kazdému vzorku byl pfidan 1 ml 0,1M Tris-HCI a 20 pl
substratového roztoku BAPNA. Po zamichani nasledovala 15 minutova
inkubace pfi laboratorni teploté. Poté byla reakce zastavena pfidanim 200 pl
30% kyseliny octove. Jednotlivé body kalibra¢ni fady byly proméfeny pfi 405
nm na spektrofotometru proti slepému vzorku.

Stejnym zpusobem bylo pfipraveno a orientané zméreno 7 frakci
purifikovaného trypsinu. Z porovnanych hodnot téchto méreni a kalibra¢ni rady

byla ziskana hodnota aktivity v 7 frakcich.

3.4 Odsoleni frakci trypsinu

3.4.1 Pouzité chemikélie
e purifikovany trypsin
»  Sephadex G-25 (Lot No 2136) (Pharmacia Fine Chemicals, Svédsko)
e benzamidin hydrochlorid (EC 219-795-4) (CAS 1670-14-0)
(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

ostatni chemikalie &istoty p.a. (Lachema, Brno, CR)

3.4.2 PouZité roztoky
0,1M fosfatovy pufr, pH 7,2
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3.4.3 Postup odsoleni

Pro odsoleni frakci trypsinu byla pfipravena kolonka ze Sephadexu G-25.
Kolonka byla navihé¢ena 1 ml 0,1M fosfatoveho pufru o pH 7,2, nasledné byly
pridany 2ml Sephadexu G-25. Takto pfipravena kolonka byla ekvilibrovana 25
ml 0,1M fosfatového pufru. Po ekvilibraci byly naneseny frakce trypsinu.
Kolonka byla promyta 0,1M fosfatovym pufrem, kdy bylo jimano 5 frakci po 1 ml
do eppendorfek. U najimanych frakci byla zméfena absorbance trypsinu. Dvé
frakce s nejvysSi absorbanci byly slity a k nim pfidano 0,65 mg benzamidinu.

Tyto frakce byly pouZzity pro imobilizaci na magnetické mikrocastice.

3.5 Imobilizace trypsinu

3.5.1 Pouzité chemikalie

e purifikovany trypsin

. 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)karbodiimid (EDC) (Sigma — Aldrich,
St. Louis, MO, USA)

*  N-hydroxysulfosukciimid sodny (S-NHS) (Fluka, Sigma-Aldrich Schweiz,
Buchs SG, SUI)

* magnetické mikroCastice — SIMAG (25 mg ¢astic na 1 ml) (Chemicell
GmbH, Berlin, Germany)

3.5.2 PouZité roztoky
0,1M fosfatovy pufr, pH 7,2

3.5.3 Postup imobilizace

3 mg magnetickych mikro¢astic (120 pl) s karboxylovou skupinou byly
10x promyty 1 ml 0,1M fosfatového pufru o pH 7,2 na magnetickém separatoru.
Promyté Castice byly resuspendovany v1,5 ml 0,1M fosfatového pufru a
pridany k 2 ml precisténého a odsoleného trypsinu. Smés byla 3-4 minuty
promichana kyvavymi pohyby. Nasledné bylo pfidano 15 mg EDC
rozpusténého ve 400 pl destilované vody a 2,5 mg S-NHS rozpusténého rovnéz
ve 400 pul destilované vody. Tato reakéni smés byla michdna 4 hodiny za

laboratorni teploty.
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Po ukon€eni imobilizace byl nosi€ odseparovan magnetickym
separatorem a 10x promyt 1 ml 0,1M fosfatového pufru. Po desatém
promyvacim kroku byla v odebraném supernatantu zméfena absorbance
trypsinu.

Promyté Castice byly resuspendovany v 1,5 ml 0,1M fosfatového pufru.

Pro zméfeni aktivity trypsinu bylo odebrano 100 pl ¢astic.

3.6 Stanoveni aktivity imobilizovaného trypsinu

3.6.1 Pouzité chemikalie
*  N-a-benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid (BAPNA) (EC 213-011-2)
(CAS 911-77-3) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e imobilizovany trypsin

«  ostatni chemikalie gistoty p.a. (Lachema, Brno, CR)

3.6.2 PouZité roztoky
0,1M fosfatovy pufr, pH 7,2

3.6.3 Postup stanoveni aktivity

Postup stanoveni aktivity imobilizovaného trypsinu je stejny jako
v pfipadé stanoveni aktivity purifikovaného trypsinu, postup 3.3. pouze na misto
Tris-HCI pufru byl pouzit 0,1M fosfatovy pufr o pH 7,2.

Aktivita imobilizovaného trypsinu byla vypoc¢tena pomoci regresni rovnice

kalibra¢ni krivky.

3.7 Priprava roztok G standardnich protein U, redukce a alkylace

3.7.1 Pouzité chemikalie
e qa-casein z hovézi mléka (EC 232-555-1) (CAS 9000-71-9)
(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)
e cytochrom C s hovéziho srdce (EC 232-700-9) (CAS 9007-43-6)
(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)
*  hovézi sérovy albumin (BSA) (EC 232-936-2) (CAS 9048-46-8)
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(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

* iodoacetamid (ICH,CONHy,) (IAA) (EC 205-630-1) (CAS 144-48-9)
(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

*  tris-(2-karboxyethyl)fosfin (TCEP-HCI) (CgH1506P - HCI)
(CAS 51805-45-9) (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

3.7.1 Pouzité roztoky
e 5mM TCEP-HCI (0,35 mg a 50 ul destilované vody)
e 15mM IAA (0,86mg a 186 pl destilované vody)

3.7.2 Postup pripravy

Pro Stépeni byly pfipraveny zasobni roztoky pouzivanych standardnich
proteintd o koncentraci 1 mg/ml. Proteiny byly rozpustény v destilované vodeé.

BSA bylo nutné zredukovat a zalkylovat, nebot mé ve svém fetezci 35
cysteinll, které by branily ve Stépeni na peptidy. a-casein obsahuje pouze 1
cystein a cytochrom C taktéz, proto je neni nutné redukovat a alkylovat.

K 500 pl roztoku BSA bylo pfidano 50 pl 5mM TCEP-HCI, reakce
redukce probihala 45 minut pfi 55T v termomixeru p fi 700 rpm. Redukci byly
preruSeny cysteinové mustky v BSA Fetézci. Po inkubaci bylo pfidano 59 pl
15mM IAA. IAA je nutné pfipravit tésné pred pouZzitim. Reakce alkylace pro
zablokovani rozruSenych cysteinovych mustka probihala pfi 30C po 45 minut

v temnu, v termomixeru pfi 700 rpm.

3.8 Stépeni standardnich proteinu imobilizovanym trypsinem

3.8.1 PouZzité chemikalie
* imobilizovany trypsin
»  kyselina trifluoroctova (TFA) (EC 200-929-3) (CAS 76-05-1)
(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e ostatni chemikalie Cistoty p.a.
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3.8.2 Pouzité roztoky
0,1M fosfatovy pufr, pH 7,2
e 50mM NH4HCO3
. 50mM NH4HCO3; s 5% ACN
e 50mM NH4HCO3 s 10% ACN
»  roztoky standardnich proteinu
e smés proteinu: 20 ul BSA + 20 ul cytochrom C + 20 ul a-casein
. 10% TFA

3.8.3 Postup Stépeni

Pfed zahajenim samotného S&tépeni byly pouZivané magnetické
mikro€astice promyty 5x 0,1M fosfatovym pufrem o pH 7,2. Promyté Castice
byly resuspendovany v 90 pul Stépiciho roztoku 50mM NH4HCO3, popfipadé
v 50mM NH4HCO3; s5 nebo 10% ACN. MnoZzstvi mikro¢astic bylo uréeno
pomoci stanoveni jejich aktivity, kapitola 4.2.

Pro Stépeni byl pouzit pomér protein:imobilizovany trypsin 1:5, 1:1 a 5:1.
K suspenzi &astic bylo pfidano 10 pl roztoku proteinu. Stépeni probihalo pfi
37T vinkubatoru pfi mirném otaeni na rotatoru. VSechny enzymy byly
Stépeny 10, 20, 40 minut, kdy bylo vzdy odebrano 10 pl vzorku a 18 hodin.

Pro ukoncCeni Stépeni byly ze vzorku odseparovany magnetické

mikrocastice a pfidano 2 pl 10% TFA na kazdych 10 pl odebraného vzorku.

3.9. Stépeni standardnich protein @ trypsinem v roztoku

3.9.1 Pouzité chemikalie
e trypsin (EC 3.4.21.4) (CAS 9002-07-7) (Sigma — Aldrich, St. Louis, MO,
USA)
»  rekonstitu¢ni pufr (trypsin buffer) (22769103) (Promega)
»  kyselina trifluoroctova (TFA) (EC 200-929-3) (CAS 76-05-1)
(Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA)

» ostatni chemikalie Cistoty p.a.
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3.9.2 Pouzité roztoky
e roztoky standardnich proteinu
e 50mM NH4HCO3
. 10% TFA

3.9.3 Postup Stépeni

Pro Stépeni byl pouzivan standardni pomér protein:trypsin 50:1. Byl
pripraven roztok trypsinu o koncentraci 2,5 mg/ml, ktery byl nasledné 50x
nafedén pomoci rekonstitu¢niho pufru

K 89,5 pl Stépiciho pufru 50mM NH4HCO3, popfipadé 50mM NH4HCO;
s 5 nebo 10% ACN, bylo pfidano 0,5 ul roztoku trypsinu a 10 pl vybraného
standardniho proteinu.

Reakce probihala pfi 37°C v termomixeru za 700rpm po dobu 10, 20, 40
minut, kdy bylo vzdy odebrano 10 pl vzorku a 18 hodin. Stépeni proteinu bylo

ukonceno pfidanim 2 pl 10% TFA na kazdych 10 ul odebraného vzorku.

3.10 Analyza nast épenych protein G pomoci MALDI-TOF

3.10.1 PouZité chemikalie
. kyselina sinapova — Matrix A, B (SA) (0412018) (Foster City, USA)
»  kyselina 2,5 - dihydroxybenzoova (DHB) (EC 207-718-5) (LbL)

» ostatni chemikalie Cistoty p.a.

3.10.2 PouZité roztoky
* 50% ACN, 0,5% TFA

3.10.3 Postup analyzy

Pfed zaCatkem analyzy byla kovova MALDI desticka ociSténa vodnym
roztokem methanolu a osuSena do sucha.

Pro analyzu byly pfipraveny nizkomolekularni matrice SA a DHB o
koncentraci 5 mg/ml pomoci 50% ACN, 0,5% TFA, kde matrice SA byla pouzita

k detekci nenaStépeného proteinu a matrice DHB pro detekci peptidu. Vzorek
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s pfipravenou matrici byl smichan v poméru 1:4, tedy 1 pl analyzovaného
vzorku a 4 pl pfipravené matrice. Z této smési byl na kovovou desti¢ku nanesen
1 ul. Analyt s matrici vytvofily po zaschnuti pfi laboratorni teploté na destiCce
homogenni film krystalu.

Desticka byla vioZzena do pfistroje MALDI-TOF, ve kterém dochézelo
k interakci krystalt s kratkymi laserovymi pulsy.

Byly proméfeny jednotlivé vzorky a vysledna spektra byla zpracovana

pomoci programu Data Explorer verze 4.0.0.0.

Tab. 3.1. Zakladni podminky pouZité pro analyzu proteinu

linearni mod pozitivni
Reflektor +
kontrolni mod manualni
urychlujici nap éti 25000 V
] Mrizka 93%
napet vodici drat 0,15
Zpozd éni 320 nsec
po¢€et puls G laseru 200

rozsah hmotnostniho

nastaveni spektra (Da) 1000 to 25000

spektra e -
nejnizsi registrovana
hmota (Da) 4000
kalibrace Matrice kyselina sinapova
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Tab. 3.2. Zakladni podminky pouZité pro analyzu proteinu

linearni mod pozitivni
Reflektor +
kontrolni mod manualni
urychlujici nap éti 20000 V
MFizka 76%
napeti vodici drat 0,01
Zpozd éni 320 nsec
po¢et puls G laseru 100
rozsah hmotnostniho
nastaveni spekira (Da) 700 to 3500
spektra nejnizsi registrovana
hmota (Da) 700
kalibrace Matrice 2,5 — kyselina
dihydroxybenzoova

3.11 Analyza nast épenych protein & pomoci RP-HPLC

3.11.1 Pouzité chemikalie

«  acetonitril (CAS 75-05-8) (MERCK, CR)

»  kyselina octova distoty p.a.

3.11.2 PouZzité roztoky

. mobilni faze: A — 5% ACN ve vodé s 0,1% TFA
B — 5% ACN ve vodé s 0,1% TFA

3.11.3 Postup analyzy

Pro analyzu byly pouZity nasStépené proteiny,

ze kterych bylo

prepipetovano 5 pl do autosamplerové lahvicky. Vzorky byly nafedény 20 pl

roztoky mobilni

autosamplerového stojanku HPLC do jednotlivych pozic.
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Pozice, oznaceni vzorku, fedéni a mnoZstvi vzorku nanaseného na
kolonu byly zaznamenany do pfisluSsného programu Chromeleon verze 6.70
(Dionex)

Vzorku BSA bylo na kolonu naneseno 12 ul, cytochromu C 4 ul,
a-caseinu a smési proteint 8 ul. Nafedéni a naneseni vzorkl pro analyzu bylo
uréeno podle jejich koncentrace (tab. 4.5).

Analyza probihala pfi okolni teploté 25C za 50 minutového linearniho
gradientu mobilni faze B.

Detekce chromatograficky rozdéleného vzorku probéhla na UV detektoru pfi
215 nm. Vysledna spektra byla vyhodnocena pomoci programu Chromeleon

verze 6.70 (Dionex).

Tab. 3.3. Linearni gradient mobilni faze B

minuty gradientu | % mobilni faze B
0} 0 %
5 0%
21 65 %
21,1 95 %
25 95 %
25,1 0%
50* 0 %
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Zmérené absorbance trypsinu

Vzorky byly pfipraveny podle metody v kapitole 3.3.

a) absorbance trypsinu v purifikovanych frakcich

|. frakce 0,320 IV. frakce > +3
Il. frakce > +3 V. frakce 0,910
. frakce > +3 VI. frakce 0,651

VII. frakce 0,117
Pro dalSi postup byly vybrany tfi frakce s nejvyssi hodnotou absorbance,
tedy frakce I1., lll. a IV.

b) absorbance v odsoleném trypsinu

|. frakce > +3 IV. frakce 0,708
Il. frakce > +3 V. frakce 0,117
. frakce > +3

Pro imobilizaci trypsinu byly vybrany tfi frakce s nejvysSi naméfenou
absorbanci, tedy frakce I., Il. a lll.

c) absorbance v supernatantu promytych mikro¢astic s imobilizovanym
trypsinem

A =0,002
Naméfena absorbance byla nulova, coZz znamena, Ze pfi promyvani

mikroc¢astic se imobilizovany trypsin neuvolnuje.

4.2 Stanoveni aktivity trypsinu imobilizovaného na magnetickych
mikro éasticich
Pro stanoveni aktivity trypsinu pomoci substratového roztoku BAPNA
[59] byla pfipravena kalibraéni fada podle metody popsané v kapitole 3.6.
Stejnym zplGsobem byl pfipraven i vzorek mikroCastic. Regresni rovnice byla

vyuZzita pro vypocet aktivity imobilizovaného trypsinu.
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Tab. 4.1: Pfiprava kalibra¢ni fady trypsinu

Koncentrace enzymu Objem zasobniho Objem fediciho
(ug/100ul) roztoku (ul) pufru (ul)
2,5 2,0 398
7,5 3,0 197
12,5 50 195
15,0 6,0 194
20,0 8,0 192

Po zmérfeni byla sestavena linearni zavislost s maximem 20 pg/100 pl s rovnici
y = 0,0401x + 0,082 (R? = 0,9972).

Zavislost absorbance na koncentraci trypsinu

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 | )
0,5 -
04 -
03 -
02 -
0.1 -

y = 0,0401x + 0,082
R? = 0,9972

A (405 nm)

0 5 10 15 20 25

¢ (ug/100ul)

Obr. 4.1: Kalibra¢ni kfivka trypsinu
Z naméfené absorbance vzorku A = 0,561 byla pomoci regresni rovnice

vypoctena aktivita imobilizovaného trypsinu. Vysledna aktivita imobilizovaného

trypsinu vysla 11,95 ug/100 pl.
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4.3 Vyhodnoceni analyzy MALDI-TOF

Pro kvalitativni porovnani Stépeni imobilizovanym trypsinem a trypsinem
vroztoku byla pouzita metoda hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF. Byla
pouzita matrice Kkyseliny sinapové pro detekci proteind a kyseliny
2,5-dihydroxybenzoové pro jiz nastépené proteiny.

V prvnim kroku byla vyhlazena base-line spektra a piky byly
deizotopovany v programu Data Explorer. Nasledné byly efektivni hmotnosti
m/z vSech pikd zkopirovany do programu ProteinProspector-MS-Fit
(http://prospector.ucsf.edu/). Identifikované peptidy v jednotlivych vzorcich ze
vSech pouzitych podminek byly dany do tabulky.

e cytochrom C

.
[M+H]

100 - 12224.29 _51E+4
90 -

80

70 -

| 2+

60 [M+2H]

50 6113.65

40 -

30 +

[2M+H]

20 1.2424.06 24443.64

10

0 : ; e : 0
3999.0 9199.4 14399.8 19600.2 24800.6 30001.0

Mass (m/z)

Obr. 4.2: Hmotnostni spektum cytochromu C za pouziti matrice kyseliny

sinapové
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a)

100 1168.8291 L7E+4
80 ]
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40 1434.982 1 8061
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28 855.6926 |1172.8084 |1440j9155 ‘ vl Y "
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
b) 100 1168.8367 2.2E+4
80
60
0 634.7939
779.640 1434.971
28 /79640855 6850 |1172.7853 14349 % 1698.9693 2139.2627 5350 4186 o
T T T T T T
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
c) 100+ 1168.7169 L1E+4
80 1634.6520
60 ]
201
40 55.5850 | 1190.6878 1456.7153657 6372 2139.0506
0 1931.6696; 2424.10012645.13849856.7189 3218.7868
‘ i
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
)100 955.4928 1633.5134 35E+4
80
& 1456.56p0
40 805.43 7999 4508 ~OF1656.4334
20 9.4328) | 1193.5616 1 5 L2:38.8036
0 T T T S T T T 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
Obr. 4.3: Peptidy cytochromu C, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin
(w/w) 1:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
a) 100, 1168.8005 _2.0E+4
801
601
401 779.6064 1067.7487 634.7293
201, y71.659077)6508 1212.776843% 92?&657 7120_1940.692238.0939
el Lo ‘ 0
0700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/2)
b)lw 1168.7418 1634.6926 5772.2
804 1067.7005
bl 977609111190.7210 1057.7042
1700.4977 . 456.7
] MO T 701 N 63. 27261902 02922161.0473 2429.9962656 4668675.9198085,818976.274p
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/2)
c)
100, 1634.6058 24E+4
801 1168.6960
gg- 1456.6655
) 955.563 2138.9610
201 721,834 % 11136 5622358,633¢ 10 o 12031,8619 23809710 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
d) Mass (m/z)
1001 892.4002 1.6E+4
801 1634.4994
01 7914615
201 72 2]1.36/4%36 35 #136 1656.4365
28 V2 THos 2901 1381 4888 1897.48192139.2775 2421.192514.1358623.0444 3107.6628 o
T N T
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)

Obr. 4.4: Peptidy cytochromu C, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin

(w/w) 1:5: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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a) . 1168.3879 28E+4
80
& 55.332
40 779134 visa7s 1434 4536341858 2249.2575
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60 955.4682
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Obr. 4.5: Peptidy cytochromu C, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin

(w/w) 5:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc

a) 100 730-003175.10711112 6267 1350.611 -
SOWWMAA“ A, 9547 0294 182? ‘9890 2071.21552284.9584  2545.6630 2877.2445 3236.4200
o/ : 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
b) 100 743.8782 952 6241 530
Ao 4
% . LLaLiS35  1428.8824  1708.9171 2050.8454, 4 603431 5889634.2333 2673.9705  3195.8853
0 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
C)
100, 7438782 530
5 LT f141-1535 4288824 17426241 2050845874, 60gPA31 58896342333 2873.9705 3217.544
g
0 : : : : ‘ 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
100- 1168.7692 2618
1296.8552
50-
|779.614%55 6342 11306.5;@98 1563.0130  1827.0063 5139'0814 2492.9371 2758.0124 3125.9930
0 . : 0
700 1260 1820 2380 2040 3500

Mass (m/z)

Obr. 4.6: Peptidy cytochromu C, podminky Stépeni protein/roztok trypsinu

(w/w) 50:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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Tab. 4.2: Identifikované peptidy cytochromu C po Stépeni imobilizovanym trypsinem o poméru

protein/trypsin (w/w) 1:1, 1:5 a 5:1 a trypsinem v roztoku (w/w) 50:1 po 10, 20, 40 minutach a po noci.

1:1 1:5 5:1 50:1

m/z Sekvence 10 |20 |40 [N |10 |20 |40 | N |10 |20 |40 | N |10 |20 |40 | N
762,48 | KIFVQK X X| X X
779,45 | MIFAGIK X | X | X] X | X X X
907,54 | MIFAGIKK X X X X
1168,62] TGPNLHGLFGR X | X | X X | X | X X | X | X | X X
1296,71] TGPNLHGLFGRK X X X X
1433,78] HKTGPNLHGLFGR X | X X X | X | X | X X
1456,67] TGQAPGFSYTDANK X[ X | X | XX [ X |[X [ X]X | X |X |X X
1584,77] KTGQAPGFSYTDANK X | X | X | XX | X | X | X]X |[X |[X [X X
1633,82| IFVQKCAQCHTVEK X [ X [ X [ XX | X | X | XX [X [X [X X
2009,95| GITWGEETLMEYLENPK X | X X | X X | X | X X
2138,05| GITWGEETLMEYLENPKK X | X | X | X X | X X | X X
2250,15] NKGITWGEETLMEYLENPK X

7 7 8 717 6 6 6 19 8 7 8 |- - - 9
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Obr. 4.7: Hmotnostni spektrum a-caseinu za pouZiti matrice kyseliny sinapove

T
11399.8

Mass (m/2)

T T
16600.2 21800.6

a) 100+ 1267.9674
801 1384.9929
601 1761.2353
407 748.5826 1407.0069
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28iJf55,5l211 N 1oB4lasea | 1664.1787 19522475 | 26887009 poaps53y 2258518 .
700 ' 1260 ‘ 1820 ' 2380 ‘ 2940 ‘ 3500
Mass (m/z)
) 100, 1267.9272
80
el 1761.1675
407 7485368 1406.9663 :
] . . 3209.6178
28 i 979.76981 1 74 gps | 16641182 1953.1978 [2236.4899 2710.58422931.8732_J1. o
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
C) 100+ 1384.8542
80
404 748.4985 1761.1082
1 1406.9256 :
28 97.1655927 6850104.8042, | | 1665.0450 1952.0923 2236.3477 2704.85462938.6919_,S225-4326 .
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
d )1004 1267.7835
801 845307
601 831 4881 1384.7850 1760.9371
401 . 104.7353 | 1406.7716
207 | 6496880 50697 "1 1P° : 1770.941459.9758 |2333.0181 3191.2454
0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)

Obr. 4.8: Peptidy a-caseinu, podminky St&peni protein/imobilizovany trypsin

(w/w) 1:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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a) 1760.1687 +4162.0

1007
807
] 1267.8992
S«g’ peoers 406.9355
: 1783.207 2236.3933
201)). 8526438 11 5-%1&# " 83.2073987 3912 2550.3939749.84002991.3185209-1450
0 : : ‘ : : 0
700 1260 1820 2380 2040 3500
b) Mass (m/2)
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gg: 1267.8524
801 8305004 1337_8219
28 “ﬁo'aﬂf. 10078 1lg59.7997567. 7088783 034086.4100 2236.2777 5517 5517 3209.3885 |
700 1260 1820 2380 2940 3500
C) Mass (m/2)
1384.8051 08E+3
100y 1761.0039
80
28 248.4697 1267|8113
1104.742 1952.9802
28’ 1?61‘-48%@4841 ‘ ‘hﬁ‘f§7-771‘1‘%§7.70 56,1084 . 2236.1942455.615844.9036_2914.8089 _3208.5184
700 1260 1820 2380 2940 3500
d) Mass (m/z)
100 971.4935 12644
807
ig’ 824.4543 1760.7678
863.4330 1134.5223
2(())—‘, Mh_ D2 7" 1384.6642) 1656026 19527531 2316.87072556.45462794.252D84.648190.8879
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/2)

Obr. 4.9: Peptidy a-caseinu, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin

(w/w) 1:5: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc

a) 10, 1267.3265 1760.3135 9.8E+3
80
60
1 830.2732
40 1384.3009 2107.3862
28‘ 17403148 10013085, cppe> " 1633, 100 648,085 | 2126.34232363.39712587.3024 28755869  3208.5086 .
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
)1007 1760.6665 13E+4
80 1267.5652
pod
971.4361
40 2107.8098
748.3307 1199.45 164115916 .
21 L 3507 gop 3926 11494 ;&39%-5564‘1‘ L 1951.6p50 | 2363.8281 [3208.5935 .
700 1260 1820 2380 2940 3500
C) Mass (m/2)
100- 1267.6274 16E+4
28: 1760.7323
401 971.4797 1384.6125
20 7481.3693 979.5524 2235.8860 3208.8441
ol [ 979.5524  [1271[4936 15455207 1782.7552995,1087 2595.4253 29051973 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
d) Mass (m/2)
100, 8245202 21E+4
80
60 1 748.4472 971.5661 1267.7430 1760.8968
407 4
] 831.4964 1107.5614 EL
2 J,l " 5{ L L), 18876981559 6395 1789.8180 21058883 5403 0957 9739.3644 2086.5785 o
700 1260 1820 2380 2940 3500

Mass (m/2)

Obr. 4.10: Peptidy a-caseinu, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin

(w/w) 5:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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1267.7702

100+ 2617.3129
80 1384.7922
801 1437.7595
407 746.5821 1098.71p2 1337 2587.0973
204 920.7505 [ 3po.7eps 1419276 qg5 910y 2364.1182 20112435 3208.9901
0 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
b) Mass (m/z)
100 1267.9138 7759
80 1384.9054 2617.5480
601 1008.79p1 13378729
407 :
748.51 1642.0275 2587.4
207 | 8.5186 M97l9.7k3l92 .1L0 4879 | 1984.3459 2364.4827 87.4505
0 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
c)
100+ 1267.9568 7946
80 1384.9695
60 2617.6175
1337.9291
407 7485762 1098.85p5 1642.1317 kg7 5000
28— 1 p75.8§22 1p38.8P5@435.095¢ 1899.1003104.5336 _2364.6278 : 2926.3118 _3210.3008 o
700 1260 1820 2380 2940 3500
d) Mass (m/z)
100 - 48,610 1385.0674 5864
80 ] : 1268.0450
60
40 1338.0367,
770.61 1547.04591760.306 3209.8085
28; [70.6130  1008.92)13 30y gogp (1O47:0459 1953.3361  2236.6253 26188751 9157509 S .
700 1260 1820 2380 2940 3500

Mass (m/z)

Obr. 4.11: Peptidy a-caseinu, podminky Stépeni protein/trypsin v roztoku

(w/w) 50:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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Tab. 4.3: Identifikované peptidy a-caseinu (S1) po Stépeni imobilizovanym trypsinem o pomeéru

protein/trypsin (w/w) 1:1, 1:5 a 5:1 a trypsinem v roztoku (w/w) 50:1 po 10, 20, 40 minutach a po noci.

m/z

Sekvence

1:1

1:5

5:

1

50:1

10

20 | 40

10

20

40

10

20

40

10

20 | 40

748,97

TTMPLW

X

X

X

X

X

X

X

X

X

X | X

764,36

TTMPLW

X
X

830,55

EDVPSER

831,38

EDVPSER

N
X
X
X
X

1267,71

YLGYLEQLLR

X

1337,68

HIQKEDVPSER

1384,73

FFVAPFPEVFGK

X

1641,87

FFVAPFPEVFGKEK

x| x| x|

x| x| |
|||

|||

||| <

| X[ x| X

| X > | X

1695,39

LLILTCLVAVALARPK

1759,95

HQGLPQEVLNENLLR

X

X
X

X

X

1766,63

HQGLPQEVLNENLLR

1781,91

DIGSESTEDQAMEDIK

1951,86

MKLLILTCLVAVALARPK

1953,21

MKLLILTCLVAVALARPK

1995,22

MKLLILTCLVAVALARPK

2235,24

HPIKHQGLPQEVLNENLLR

2317,21

EPMIGVNQELAYFYPELFR

3207,59

EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR

3209,49

EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR

3223,59

EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR

10

11

11
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BSA

1062.00 3.1E+
1007124095
2+ +
[M+2 H] [M +H]
o ; 39789.33  46842.681356.27 56895.97 672045 o
T T T
999.0 15799 30599.8 45400.2 60200. 75001
4 Mass (m/z) 6 0
Obr. 4.12: Hmotnostni spektrum BSA za pouziti matrice kyseliny sinapova
@) 1007024768 11385782 19 2688.0
80 818.5105 163. 713 1639.9787
60 21751014 ppos 12 1881.9011
20 I 07114 2?6 4#496 356 702{%0
201 Nl 1981.9514171 0901 2403.9682612.0845  2912.4924  3232.0000
0 : : 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/z)
b) 1881.7494 18720
lgg 702.4471
60 781.1128 11163 6168 14196349, 0 8204
40 1440. 716 865 8183
ZOMWK.& Qo fuazs, 3}5 LT f1645 624 21537953 24929610 2869.3366 _3153.6368
0 : : : 0
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/2)
c)
100,702:3873 1870
80
1138.4273
60 LM 818. 95733 1880.6747
10 Mo 107 996.9:{ % 1639.7646
201 Quibmil 200,483 1442 a2 1928.5152121.6975317.1477 2587.5185776.91003005.3030 3263.5562
0 : : : : 0
700 1260 1820 2380 2040 3500
d) Mass (m/z)
100 802.4973 2169
801 7B9.4619 2163.9165
60 95.4926984.5371163.6336 1420 5650 2273.9985
4017 66 8.519 1495 1881.8470 | 2185.8191
o Wi £50 1884/6710 1639,8340 -5 . || 2383,74582613.7037 2978.80353198.1272
0 0
700 1260 1820 2380 2040 3500

Mass (m/z)

Obr. 4.13: Peptidy BSA, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin
(w/w) 1:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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a) 100

80 1

401
207

703.1846

719.1605927.7213
u‘“ ik bbb i,

M

1170
L

1309.8998

40.2
TR s AN

1882.2317
J;867 2887060.3459 2329 3200 2587.4068781 5682987.3628  3282.838

+3895.1

D

100
80

0
700

703.1913

1260

60
4047191677 g1 8077“1168
20 1172

195

1420.0006

1820 2380 2640
Mass (m/z)

1882.2730

4551400.0055 1640, 0.2896| 1908 24482138.6032360. 22942586.57802809.8048013.3333223.9618

0]

3500

- 3166

0

700

1260

1820 2380 2940

Q

3500

Mass (m/z)

1309.9180 1881.2393 - 2336.0

400.93641634.9224
* 82%2 1403, 94[2&16511197

1820

1929 1718

2134.5868338.1839  2704.0604 29726765 3225.4704

So

2380 2940 35

Mass (m/z)

_703.1697

7475745 1031.6882 1381.8211 1634.9094

RIRBHOTE.7382, 1P48.8424 |1644 0683853.0794  2164.26835400 4713504 0927 2844.6878038. 786826.8121

1260 1820 2380 2940

So

35
Mass (m/z)

Obr. 4.14: Peptidy BSA, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin
(w/w) 1:5: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc

975.0220

69.0114
1018.9882 1306.9386
06.96 1510.6408 1769.3860063.9856153 254842.43260562.1772775.6438975.1949

0 . , ; ;
: 1260 1820 2380

- 2065.1

3272.9792

0
2940 3500

Mass (m/z)

974.8301

996.8045
601713.5448 ” 1012.762

F220.3487 1562.4900
2867.5954
“ i L WEIZ2T5Y) | (16416054 1977 460865 5670 0 2% 5630 441077759 3143 440p

0 . , . , ;
700 1260 1820 2380 2940

- 1799.0

i ii

8o

35
Mass (m/z)

- 1616

1220.4875

1 1434.542
102, 434 2633204253, 3537 2139.5483 2420.5598615.735805.1747  3086.2693285.5521

0
1260 1820 2380 2940 3500

Mass (m/z)
917.3246
881.3292

22,5297 1249.6373
1,.1029.510% 1327.7045

1260

5539

74013

2973.2683175.3184
2940

_ 1676.70051902 9001 2163.939%334 0200 2640.4309
1820 2380

0
3500
Mass (m/z)

Obr. 4.15: Peptidy BSA, podminky Stépeni protein/imobilizovany trypsin
(w/w) 5:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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1001.7373

100- 6252.0
702.5281
50 obs 7634 1309.7823
707.21§§Z5-2L7({1 %M v, |, 15678732 18820120 2118.0594  2415.10392644.2778 3003.2495 3242.5037 |
700 1260 1820 2380 2940 3500
Mass (m/2)
b) 1115.8218
100+ 5875
501 75.23001058.7964 1309.8102 16401218
702.55587 2{3[ %‘ || 18821138 2149.0538337.7004529.1973 2784.8812988.6157 3265.7872
0 : - : - ;
700 1260 1820 2380 2040 3500
Mass (m/z)
c)
100 1115.8132 3813.0
713.1103897.2206 1309.8327
50 1640.1506
Mﬁmjgy lm‘f-793i¥295-§»?3.3 b j \BBLOB10 1815791 25313655 2874,4083065.90393282.4047
‘ ‘ ; , ; 0
700 1260 1820 2380 2840 3500
d) Mass (m/z)
1439.9611
100 02.548ﬁ81-;‘2223 1163.7921 H 1640.1037 1881.0783 (27900
50, 02 J,O@g,‘omﬂfgf? ﬁﬂ‘?-Fzsﬁe‘qk9478‘*866-085?061-1696 2361.8312 2613.2973 20815431 3310.8685
‘ ‘ ; , ; 0
700 1260 1820 2380 2040 3500
Mass (m/z)

Obr. 4.16: Peptidy BSA, podminky Stépeni protein/trypsin v roztoku
(w/w) 50:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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Tab. 4.4 a: Identifikované peptidy BSA po Stépeni imobilizovanym trypsinem o poméru

protein/trypsin (w/w) 1:1, 1:5 a 5:1 a trypsinem v roztoku (w/w) 50:1 po 10, 20, 40 minutach a po noci.

/ sek 1:1 1:5 5:1 50:1

miz vence 10120 |40 [N|10] 2040 [ N|10] 20140 [ N|10] 20140 | N
702.55 | VLASSAR X X X X | X |X
703,60 | VLASSAR X[ x| x| X[ X | X | X
712,50 | SEIAHR X X [ X | X X X | X
725,37 | CCAADDK X X X | X X | X
789,69 | LVIDLTK X X X X

818,59 | ATEEQLK X X | X[X X [X [X X X X | X
820,98 | FGERALK X X

841,76 | LCVLHEK X X X
847,60 | LSOKFPK X XX [X [X | X X X X [ X | X
918,21 | LRCASIQK X X X [ X | X
922,21 | AEFVEVTK X X | X| X

927,98 | YLYEIAR X | X | X[X [X [ X |X X [ X [X[X X | X
974,65 | DLGEEHFK X[ X| X X X [ X | X X
977,41 | NECFLSHK X X | X | X [X X
997,11 | QTALVELLK | X | X | X [ X|X | X XX X [X [X

1001,05] ALKAWSVAR X | X [ X[X [X [X |X
1002,98| LVWSTQTALA | X X | X X
1014,36] QTALVELLK [X [X X [X [X [X | X X
1015,97| SHCIAEVEK X X X
1024,03| CCTESLVNR X[ X XX [X [X | X X | X
1052,32| CCTKPESER 5

1138,47| CASIOKFGER | X | X | X | X[ X [ X [ X | X X [X [X[X X [X [X
1150,80| EACFAVEGPK X

1142,15| KQTALVELLK | X | X | X |X X

1138,52| CASIQKFGER X

1163,98] LUNELTEFAK [ X [ X | X |X [X [X [ X | X X | X | X [ X
1177,11| ECCDKPLLEK X X X| X | X| X
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Tab. 4.4 b:

1:1 1:5 5:1 50:1

m/z sekvence 10( 20|40 | N |]10| 20| 40| N |10|[ 20|40 | N |10| 20| 40| N
1193,98] DTHKSEIAHR X X | X | X | X XX | X | X |X
1249,74] FKDLGEEHFK X X [ X X | X |X X | X | X X | X [X [X
1295,55| FPKAEFVEVTK X X X X| X| X
1306,46] HLVDEPQNLIK X [ X X [ X | X | X |X X X [ X [ X [X
1308,32| HKPKATEEQLK X X X X| X | X | X
1362,87] SLHTLFGDELCK X1 X X| X X
1363,54] ETYGDMADCCEK X| X | X | X X | X X
1385,41| YICDNQDTISSK X X | X
1399,89] TVMENFVAFVDK X |IX | X | X | X X
1418,79] LKECCDKPLLEK X | X | X X X | X | X
1440,17] RHPEYAVSVLLR X | X | X | X |X X X | X | X |X
1446,68] FWGKYLYEIAR X X
1465,85] VGTRCCTKPESER X X X X
1480,20] LGEYGFQNALIVR X[ X | X | X |X | X |X X X I X [ X [ X |[X
1497,57] DDPHACYSTVFDK X | X | X X| X| X | X
1511,35| VPQVSTPTLVEVSR X| X X
1568,98] DAFLGSFLYEYSR X | X X | X X | X X
1578,60] ECCHGDLLECADDR X X
1633,32] YNGVFQECCQAEDK X | X X| X| X | X X X
1640,51| KVPQVSTPTLVEVSR X[ X| X| X] X ]| X | X X X[ X | X | X
1756,12] CCAADDKEACFAVEGPK X X| X X
1850,49| LFTFHADICTLPDTEK X X
1884,88| ADLAKYICDNQDTISSK X | X X | X X X
1888,36] HPYFYAPELLYYANK X X X
1891,98] VASLRETYGDMADCCEK X
2003,08] WVTFISLLLLFSSAYSR X X
2045,69] RHPYFYAPELLYYANK X | X
2105,10] TVMENFVAFVDKCCAADDK
2494,63] LVNELTEFAKTCVADESHAGCEK X X X X X
2866,97] EYEATLEECCAKDDPHACYSTVFDK

15171242224 |25|22|24|6 |18|18|25|22| 24|29 | 31
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Obr. 4.17: Hmotnostni spektrum smési protein za pouZziti matrice kyseliny

sinapové
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Obr. 4.18: Peptidy smési proteint, podminky Stépeni protein/imobilizovany
trypsin (w/w) 1:1: a) 10 minut, b) 20 minut, ¢) 40 minut, d) pfes noc
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Obr. 4.19: Peptidy smési proteint, podminky Stépeni protein/imobilizace trypsin
(w/w) 1:5: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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Obr. 4.20: Peptidy smési proteint, podminky Stépeni protein/imobilizovany
trypsin (w/w) 5:1: a) 10 minut, b) 20 minut, ¢) 40 minut, d) pfes noc
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Obr. 4.21: Peptidy smési proteinl, podminky Stépeni protein/trypsin v roztoku

(w/w) 50:1: a) 10 minut, b) 20 minut, c) 40 minut, d) pfes noc
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Tab. 4.5a: Identifikované peptidy smési proteint po Stépeni imobilizovanym trypsinem o poméru
protein/trypsin (w/w) 1:1, 1:5 a 5:1 a trypsinem v roztoku (w/w) 50:1 po 10, 20, 40 minutach a po noci.

1:1 1:5 5:1 50:1

m/z | sekvence 10/20]40|N]J10]20]40[N|]10[20]40|N[10][20]40]|N
727,51 | CCAADDK X| X
748.68 | IDDMQK X X X

TTMPLW X XX X [x [x|[x[x [x [X X
749,51 | NYQEAK X X
762,69 | KIFVQK X
765.89 | TTMPLW X
779,70 | MIFAGIK X | X X X | X | X
831,66 | EDVPSER XXX X XX X X X | X
863,64 | MGDVEKGK X
1098.95| MLLEVLNPR X
1168,98| TGPNLHGLFGR X | X | X XAX X XX X X |X X | X
1268.09] YLGYLEQLLR XXX XXX X XXX XX
1297.10| NDLSLHPDETR X| X

TGPNLHGLFGRK | X | X
1338,00| HIQKEDVPSER X | X X | X | X X | X | X
1385.10| GIIENNNPALWK
1385.10] FFVAPFPEVFGK [ X | X | X | X | X | X | X [ X | X | X | X | X
1434.14| ALEDDVIDGYPVK

HKTGPNLHGLFGR| X | X XX X | X
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Tab. 4.5b:

1:1 1:5 5:1 50:1
m/z | Sekvence 10[20]40|N [10][20[40|N [120][ 2040 N |10]20] 40
1457,09] TGQAPGFSYTDANK X | X x| X X[ X X]x[x]x
1580,93| ECCHGDLLECADDR X | X X X
1585,23| KTGQAPGFSYTDANK X X | X X XX X | X X |X
1633,81| IFVQKCAQCHTVEK X | X | X | X X XX | X [ X X
1636,80| KVPQVSTPTLVEVSR X X
1760.38] HQGLPQEVLNENLLR XXX X X XX XXX X
1952.41| MKLLILTCLVAVALARPK XX | X X X | X X X X
1954.31| YITMVMMKVVLVTLLR
1954.31| MKLLILTCLVAVALARPK X X
2010,43| GITWGEETLMEYLENPK X | X | X X X | X X | X X
MKLLILTCLVAVALARPK X | X | X X | X X | X | X
2081.56] EDVPSERYLGYLEQLLR X | X
2138,15| GITWGEETLMEYLENPKK X | X X | X XX X X | X |X
HPIKHQGLPQEVLNENLLR X X | XX X | X X
2250,94] NKGITWGEETLMEYLENPK X X X | X X
2317,46] EPMIGVNQELAYFYPELFR X X X
3209.71| EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR X | X X XX
3211.17] EGIHAQQKEPMIGVNQELAYFYPELFR X | X
161714159 [12[18|21[18[19|16|18]- [- |4
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4.4 Vyhodnoceni analyzy RP-HPLC

Ke kvantitativnimu vyhodnoceni a pro srovnani efektivity St€peni pomoci
imobilizovaného trypsinu a trypsinem v roztoku byla pouzita chromatograficka
metoda RP-HPLC.

Chromatogramy analyzovanych vzorkd byly vyhodnocovany a
upravovany v programu Chromeleon. Celkové plochy spekter jednotlivych
analyz nastépenych proteina byly vyneseny do grafu o zavislosti celkové plochy
pikd na Case Stépeni. V dalSim kroku byly vybrany piky vyskytujici se ve vSech
Casech Stépeni proteinl o daném poméru proteinu a trypsinu. Plochy téchto
pikd byly normalizovany a vyneseny do grafu o zavislosti normalizovana plocha
piku na dobé Stépeni proteinu. Normalizace byla provedena tak, Ze pikem
podminky.

Mnozstvi vzorkd nanaSenych na chromatografickou kolonu bylo

stanoveno podle koncentrace proteinl v roztoku vzorku.

Tab. 4.5: MnoZzstvi nandSeného vzorku na kolonu

protein vyslednd koncentrace | mnoZstvi nanaSeného vzorku
o-casein 0,8 pmol 8 ul
cytochrom ¢ 1,66 pmol 4 ul
BSA 0,28 pmol 12 ul
smeés proteinu 0,91 pmol 8 pl
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Obr. 4.22: Priklad chromatogram cytochromu C
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Obr. 4.23: Pribéh zmeény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:1
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Obr. 4.24: Prubéh zmény plochy piku v Case Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:5
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Obr. 4.25: Pribé&h zmény plochy piku v Case Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 5:1
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Obr. 4.26: Pribé&h zmény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/ trypsin v roztoku (w/w) 50:1
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Obr. 4.27: Porovnani celkovych ploch integrovanych pikda peptidd cytochromu C
za vSech podminek Stépeni
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Obr. 4.28: Porovnani celkovych ploch integrovanych pika peptidd cytochromu C
pfi Stépeni pufrem obsahujici 5 a 10% acetonitrilu. 10, 20 a 40 minut bylo
Stépeno pomérem protein/imobilizovany trypsinen (w/w) 1:1, Stépeni pfes

noc protein/trypsin v roztoku (w/w) 50:1.
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Obr. 4.29: Priklad chromatogramu a-caseinu
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Obr. 4.30: Prubéh zmény plochy piku v Case Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:1
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Obr. 4.31: Pribéh zmeény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:5
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Obr. 4.32: Pribéh zmeény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 5:1
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Obr

. 4.33: Pribéh zmény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/trypsin v roztoku (w/w) 50:1
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Obr. 4.34: Porovnani celkovych ploch integrovanych pikda peptidi a-caseinu

za vSech podminek Stépeni
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Obr. 4.35: Porovnani celkovych ploch integrovanych pikda peptidd a-caseinu

pfi Stépeni pufrem obsahujici 5% acetonitrilu. 10, 20 a 40 minut bylo

Stépeno pomérem protein/imobilizovany trypsinen (w/w) 1:1, Stépeni pfes

noc protein/trypsin v roztoku (w/w) 50:1.
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Obr. 4.36: Priklad chromatogramu BSA
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Obr. 4.37: Pribéh zmény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:1
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Obr. 4.38: Pribéh zmény plochy piku v Case Stépeni za podminky
protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:5
BSA-5:1
—— pik 1
1,2 - = pik?2
pik 3
PR " pik 4
B » —%— pik5
c 0,8 - .
< —e— pik 6
5 / —+ pk7
S 06 - ) P!
© —a_ ¢ —— pik 8
g 04 - / pik 9
= *\_\J pik 10
g 0,2 | pik 11
0 ¥ ‘ - pik 13
10 20 40 noc pik 14

¢as Stépeni (min)

Obr. 4.39: Pribéh zmény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 5:1
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Obr. 4.40: Prubéh zmény plochy piku v Case Stépeni za podminky
protein/trypsin v roztoku (w/w) 50:1
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Obr. 4.41: Porovnani celkovych ploch integrovanych pika peptidd BSA za vSech

podminek Stépeni
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Obr. 4.42: Priklad chromatogramu smési proteinu
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Obr. 4.43: Pribéh zmeény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:1

81




04 -

0,2

normalizovana plocha piku
o
(o]
L

Smeés protein G- 1:5

10

20 40

€as Stépeni (min)

noc

—e—npik 1
—=—pik 2
pik 3
pik 4
—x—pik 5
—e—pik 6
——pik 7
——pik 8
——pik9
pik 10
pik 11
pik 12
pik 13
pik 14
pik 15
pik 16
—=—pik 17
pik 18
pik 19
pik 20
pik 21
—x—pik 22
—¥— pik 23
—o—pik 24
—+—pik 25
——pik 26
—pik 27
—o—pik 28
—=— pik 29

Obr. 4.44: Pribéh zmény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:5
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Obr. 4.45: Pribéh zmeény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky

protein/imobilizovany trypsin (w/w) 5:1
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Obr. 4.46: Pribéh zmeény plochy piku v ¢ase Stépeni za podminky
protein/trypsin v roztoku (w/w) 50:1
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Obr. 4.47: Porovnani celkovych ploch integrovanych pikd peptidi smési

pro

teind za vSech podminek Stépeni
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Tfi standardni proteiny, cytochrom C (mol. hm. 12 384 Da), a-casein
(mol. hm. 24 529 Da), hovézi sérovy albumin (mol. hm. 69 293 Da) a jejich
smés byly pouzity pro porovnani efektivity Stépeni mezi imobilizovanym
trypsinem na magnetickych mikro¢asticich a v proteomice bézné vyuzivanym
trypsinem v roztoku.

Stépicim pufrem byl zvolem 50mM NH,HCO; [56, 58, 66] a teplota
v prubéhu reakce 37T [54, 57, 59]. pro St épeni imobilizovanym trypsinem byly
zvoleny poméry protein/enzym (w/w) 5:1, 1:1 a 1.5 [57, 59] a doba Stépeni 10,
20, 40 minut a 18 hodin (Stépeni pfes noc) [60, 61]. Pro trypsin v roztoku byl
pouzit pomér protein/trypsin (w/w) 50:1 [54, 63, 66]. V pfipadé vysSiho mnoZstvi
trypsinu ve Stépicim roztoku by mohlo dochazet kjeho autolyze, coz je
nezadouci jev projevujici se snizenim efektivity Stépeni proteinu.

Ke kvantitativnimu porovnani nasStépenych vzorkd byla pouzita metoda
hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF a pro Kkvantitativni vyhodnoceni
chromatografickd metoda RP-HPLC.

Vysledky analyz obou metod pro jednotlivé proteiny a podminky byly
mezi sebou porovnany. Pro MALDI-TOF byly vyuzito mnozstvi identifikovanych
peptidd ve vzorku, pro RP-HPLC celkové plochy pikd vyeluovanych peptidi a
jejich pribéh béhem doby Stépeni.

Pro cytochrom C z grafu obr. 4.27 je vidét, ze pro tento protein byl
nejucinnégji Stépen pomoci imobilizovaného trypsinu v poméru protein/trypsin
5:1. Mezi pomérem protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:1 a 1:5 do 40 minuty
Stépeni neni vyrazny rozdil. Pfes noc byl cytochrom C nejefektivnéji nastépen
za pomeéru protein/imobilizovany (w/w) trypsin 1:5 a nésledné pomérem 5:1.
Sté&peni pomoci trypsinu v roztoku je u tohoto proteinu velmi méalo G&inné. Pfi
porovnanim téchto vysledkd stab. 4.2, je viditeIné, Ze nejvice peptidi bylo
identifikovano také pfi pouzitém pomeéru protein/trypsin (w/w) 5:1. Je zfejmé, ze
efektivita jeho naStépeni timto pomérem je vyrovnand ve vSech cCasech
odebrani vzorku.

Cytochrom C byl také Stépen za podminky zmény sloZzeni Stépiciho
pufru. Pufr 50 mM NH4HCO; nejprve obsahoval 5% acetonitrilu a nasledné 10%
[57]. Tento experiment, byl ale z divodu nedostatku ¢asu proveden za jinych
podminek nez experimenty pfedeslé. Byly zde porovnavany pouze Casy Stépeni

imobilizovanym trypsinem na magnetickych mikroCasticich o poméru
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protein/trypsin (w/w) 1:1 po dobu 10, 20 a 40 minut. Trypsinem v roztoku bylo
provedeno Stépeni pouze pfes noc o pomeéru protein/trypsin (w/w) 50:1.

Z grafu obr. 4.28 je viditelné, Ze pfidavkem 5 a 10% acetonitrilu (ACN) do
Stépiciho pufru se uc€innost Stépeni imobilizovanym trypsinem zvySuje oproti
pufru bez ACN. Pfidani 5% se zda byt G&inngjSi nez 10% ACN. Naopak pro
Stépeni roztokem trypsinu pfes noc se ucinnost pfidavkem ACN do pufru
shiZuje.

Pro a-casein z grafu obr. 4.34 vyplyva, Ze nejucinnégjsi byl ve vsech
Casech Stépeni v pomér protein/imobilizovany trypsin (w/w) 5:1. Bézné
pouzivané Stépeni roztokem trypsinu se ukazuje jako druhé nejefektivnéjsi. Pfi
porovnani s tabulkou 4.3 s vysledky z MALDI-TOF bylo také nejvice peptidu
identifikovanych pfi poméru protein/trypsin (w/w) 5:1.

U a-caseinu byl proveden také experiment se zménou slozeni Stépiciho

pufru. Z davodu nedostatku ¢asu bylo porovnano pouze Stépeni s pfidavkem
5% acetonitrilu do Stépiciho pufru 50mM NH4HCO3 [57]. Protein byl Stépen po
10, 20 a 40 minut pomoci imobilizovaného trypsinu o poméru protein/trypsin
(w/w) 1:1 a pfes noc trypsinem v roztoku o poméru protein/trypsin (w/w) 50:1.
Z grafu obr. 4.35 je viditelné, Ze pfidavkem 5% ACN do Stépiciho pufru se
acinnost Stépeni imobilizovanym trypsinem zvySuje oproti pufru bez ACN.
Naopak pro Stépeni roztokem trypsinu pfes noc se G€innost prfidavkem ACN do
pufru znacné snizuje.

Protein BSA, nejvétsi protein pouzivany pfi experimentu, byl nejucinnéji
nastépen ve vSech analyzovanych &asech trypsinem v roztoku, obr 4.41.
Z podminek vyuZivajici imobilizovany trypsin byl nejefektivnéjSi pomér
protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:5. Pfi porovnéni s tab. 4.4 je také nejvice
peptidt identifikovanych pfi Stépeni trypsinem v roztoku. Srovnanim mnozstvi
nastépeného proteinu BSA s ostatnimi proteiny pfi vSech pouZzitych podminkach
je vidét, Ze byl nejméné nastépen. Tento jev byl popsan i v odbornych studiich
[60, 62, 64, 66].

Pro smés proteind cytochromu C, a-caseinu a BSA z grafu obr. 4.47
vyplyva, Ze nejefektivnéjsSi podminkou pro Stépeni byl imobilizovany trypsin o
poméru protein/trypsin (w/w) 5:1 pro prvnich 40 minut Stépeni. Pfes noc byla

smés nejvice nastépena za podminky protein/imobilizovany trypsin (w/w) 1:5.
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Jako druha nejucinnéjSi podminka Stépeni byla o poméru protein/imobilizovany
trypsin (w/w) 1:1. V praxi nejCastéji pouzivany trypsin v roztoku byl pro smés
proteind nejméné ucinny. Také po identifikaci peptidd tab. 4.5 byl jako
nejucinnéjSi pomér protein/trypsin uréen 5:1.

Pro analyzu byly na chromatografickou kolonu nanaSeny vzorky
nastépenych proteind o vysledné koncentraci: cytochrom C 1,66 pmol/ul, a-
casein 0,8 pmol/ul, BSA 0,28 pmol/ul a smés proteind 0,91 pmol/ul. Stejné
mnoZstvi vzorku, které bylo naneseno do pfistroje, by se mélo objevit ve
vysledném chromatogramu. Tato podminka nemlZze byt splnéna,nebot pfi
odsolovani a zakoncentrovani vzorku na pfedkolonce, separaci a vyeluovani
vzorku z kolony dochazi ke ztraté ur€itého mnozZstvi vzorku. Vzorek zlstava
zachycen ve stacionarni fazi kolon.

U chromatogramu se vzorky Stépenymi pfes noc byla ztizena identifikace
pikG z ddvodu jejich nedokonalého rozdéleni. V grafech znaroznujici pribéh
zmény plochy pikd v prabéhu Stépeni, se objevily peptidy u nichz maximalni
plocha piku neni vzdy po ukonCeni Stépeni, ale naopak nékdy v prubéh
experimentu. Timto zpusoben by bylo mozné vysvétlit, sniZzujici se pocet
identifikovanych hmot pikd ve spektrech MALDI-TOF v prabéhu doby Stépeni u
nékterych podminek.

Vzhledem k nedostatku €asu nemohly byt vyzkouSeny jiné zmény
podminek Stépeni. Jako dalsi mozné upravy by bylo moZzné aplikovat jiné
pomeéry protein/imobilizovany trypsin, razné pfidavky procent acetonitrilu do
Stépiciho pufru.

Existuji také studie, které k urychleni Stépeni vyuzivaji zahfati vzorku v
mikrovinné troubé [61, 62], pasobeni infracervenych [55] a ultrazvukovych [67]
vin nebo stfidavé proudu [54]. Vyuziva se také aplikace mikroCipl obsahuji

imobilizovany proteolyticky enzym [58, 60, 63, 65].
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5. ZAVER

Srovname-li uc€innost Stépeni imobilizovanym trypsinem a trypsinem
v roztoku v zavislosti na reakénim Case, pak z vysledkl jak MALDI-TOF tak RP-
HPLC vyplyva, Ze imobilizovany trypsin je v ¢asnych intervalech Stépeni
ucinéjSi nez nevazany trypsin. Toto neplati pro BSA. OvSem je patrné
z porovnani celkového mnoZzstvi peptidd ve vzorcich, ze nejefektivnéji Stépi
trypsin nezavisle na formé po 18 hodinovém intervalu.

Srovname-li G€innost Stépeni v zavislosti na poméru imobilizovaného
trypsinu je z vysledkl ziejmé, Ze pro cytochrom C a a-casein je nejvyhodnéjsi
Stépit v poméru 5:1 a to ve vSech ¢asovych intervalech. Toto neplati pro BSA a

smeés proteind.
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