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Anotace

Med a mateti kaSicka maji dilezitou roli pro véely i pro ¢lovéka. Posttranslacni modifikace proteind,
které jsou vnich obsazené, jsou analyzovany pomoci modernich analytickych metod, jako jsou

elekroforéza, kapalinova chromatografie a hmotnostni spektrometrie.
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Title

Honey and Royal Jelly Protein Analysis

Annotation

Honey and royal jelly play an improtant role for honeybees and human. The proteins from honey or
royal jelly undergo posttranslational modification and they are analyzed by using laboratory methods

such as electrophoresis, liquid chromatography and mass spectrometry.

Keywords

honey, royal jelly, proteins, posttranslational modification, methods of analysis



Obsah

UUVOU. ettt 11
1. Med a matefi KaSICKa ....c..eoiuiiiiiieiiiiee e 12
2. Hlavni proteiny matefi KaSICKY ......c.ccovieriiierieiiiieiieeieesie ettt ens 13
2 RV 1 0 S RS 14
NV | 2 SRS 15
230 MRI Pttt h et bt eh e bt bt et e bt ea b e be e bt e besheeate b 17
24, MRUIPA ...ttt et h e et b e bbbt et e beeheebesheeate b 18
5 TV 0 o PP PPP 18
T V1 20 TSRS 19

B BV 1 0 < PRSPPI 19
2.8, IMRUIPS... ettt h et b ea e e bt eh e et e bt e atenbeehe e tesaeeatebe s 20
2.9, MRUIP ...ttt heea e bt e h et e bt e a e e teehe e tesaeeate b 20
2.10. OSEALNT PIOLCIILY -.euveeuvereentetirteetesteetest st e b e st este bt s bt et e s bt et e stesbeenbesbeesee bt sseensesbeeaseseeeneennens 20
2.10.1. ROYALISII .ottt ettt ettt sbe et b sbe b sb e et e bt eae et e sbeeeenees 20
2.10.2.  JEILEINY ettt ettt sttt b e b sttt b e e nhe e saeesare e 21
2.10.3.  APISITIN . c.eeiieiiiiie ettt ettt b e bt st st e bt et e e bt e s be e sae e et e et e e nbeenheesaeesareeane 21
2,104, ROYAIACHI cueeiiiieeieeeeee ettt sttt b e sttt et e b s sare e 21

3. Posttranslacni modifikace MRIP........cccooiiiiiiiiiiiiiiiee e 21
T B €11 0134 1o OSSP 23
TR S o1 1) 4 o RSP 24
TR TR Y (11174 T TR 24
3.4, DEAMIAACE. ... .ceoueieutiiteeteertee ettt ettt ettt sttt b e s bt e s bt e sat e sabeeabe e beesheesate st e e beebeenreennees 25
4. Metody analyzy MRUIP ..ottt 25
4.1, 1ZOIACE MRUIP ...ttt sttt e b e sae e st st 26
4.2, Elektroforetick€ Metody ........ceoeeriiiiiiiiiie ettt st 27
4.2.1.  Dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu........c.ccovvvvrcvirviirneenieenieenieesnenn, 28
4.2.1.1. Imobilizovany PH Gradient .......cccccevviiriiriiiriienienie st s s e 28
4.2.1.2. [z0elektricka fOKUSACE.......ooiviiieeieeiie et s 29
4.2.1.3. Jednorozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu ........ccceeeeevincenineeninineenne, 29
4.2.14. Modra nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza .........cccocvvvevrvveneinienninencnnsnnnn, 30
4.2.15. Kombinace 2D BN/SDS-PAGE........ccccooiriiiiieiieeesestee et 31
4.3. Kapalinova chromatografie.......ccoceervvirvieiiiiiiieenie et eie e se s ereesteeseeesaeesaeesesesnns 32
4.3.1.  Dvourozmérna kapalinovd chromatografie.........c.ceeveevrireeienirieenineeereeeeene e 34
4.4, HmotnoStni SPEKIOMELTIC ... .evverveeriiriieeeriireere et 35

441, MALDL.cociiiiiiiiiiii e e 36



6.

4.4.2.
4.4.3.

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci eleKtroSprejem ......vereereereeeiveereeseeseeseeseeesreesieens

Hmotnostni spektrogram peptidu MK .........cccceoiiiiiiiiiniiiienecceeeeeeesee e



Seznam obrazku

OBRAZEK 1: SLOZEN{ A UCINKY MK (RAMANATHAN, 2018) ...ccoviiieiiieeiieeeieeeeee e 13
OBRAZEK 2: MRJP1 (PREVZATO A UPRAVENO Z: BIOCHEMISTRY 2017, 56, 11, 1645-1655).....15
OBRAZEK 3: I ELEKTROFORETICKA SEPARACE MRIJP2, II A III KRYSTALOGRAFICKA STRUKTURA
MRJP2 A JEHO IZOFORMY (HABASHY, 2019) c..viiiiiiieieeeee ettt 16
OBRAZEK 4: SEPARACE PROTEINU MATER{ KASICKY METODOU 2D-PAGE (ZHANG, 2012).....23
OBRAZEK 5: ULTRACENTRIFUGACE A DVOJROZMERNA ELEKTROFOREZA MK - BARVENO

COOMASSIE BRILLIANT BLUE (NOZAKI, 2012)cuuviiiiiiieeiieeeiee et 27
OBRAZEK 6: SDS-PAGE VZORKU MATERI KASICKY (CAKIR, 2019).....ccciviieeiiieeiieeeiee e 30
OBRAZEK 7: BN PAGE A BN/SDS PAGE PROTEINOVYCH KOMPLEXU (SWAMY A KOL., 2006)

........................................................................................................................................... 31
OBRAZEK 8: ELEKTROFORETICKA ANALYZA OLIGOMERU MRJP1 (TAMURA A KOL., 2009)...... 32
OBRAZEK 9: SCHEMA SYSTEMU HPLC (REUHS, 2017)...ccociiiiiiieiieieeieerie et 34
OBRAZEK 10: DVOUROZMERNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE (NEVEROVA, 2005).............. 35

OBRAZEK 11: HMOTNOSTNI SPEKTRA METHYLOVANEHO PEPTIDU MATERI KASICKY
(ZHANG,2012) 1ottt ettt et ettt e et e st e e e e s b e esbaessseesseessaeenseensseenseenssennseas 38



Seznam zkratek

2D LC — dvourozmérna kapalinovéa chromatografie

2D SDS-PAGE — dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu s dodecylsiranem

sodnym

BN-PAGE - modra nativni polyakrylamidova gelové elektroforéza
CBB — Comassie Brilliant Blue — modré barvivo
ESI — ionizace elektrosprejem

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
IEF — izoelektricka fokusace

IPG — imobilizovany pH gradient

MALDI — matricova laserova desorp¢ni ionizace
MK — matefi kasicka

MRIJP — hlavni proteiny mateti kasi¢ky

MS — hmotnostni spektrometrie

pl —izoelektricky bod

PTM — posttranslacni modifikace

TOF — analyzator doby letu



Uvod

Vcela medonosna je celosvétove rozsifena a fadi se mezi spoleCensky hmyz, ktery tvoii
tzv. véelstva. Je hospodarsky vyuzivana pro produkci medu a matefi kaSicky, které vytvari
ze sladkych rostlinnych $tdv a medovice. Med a mateti kasicka jsou dulezitou soucasti
potravinaiského i farmaceutického primyslu. Dulezitou roli hraji pravé proteiny, které maji

rizné funkce, napt. antimikrobidlni, protizanétlivé, antioxidac¢ni atd.

VétSina proteintl neni po translaci pln€ funkéni, a tak prochéazi posttransla¢nimi upravami.
U proteintt medu a matefi kaSicky dochazi nejcastéji k fosforylaci, glykosylaci, deamidaci
a dale k methylaci. Analyzou proteini a jejich posttranslatnich modifikaci se zabyva
proteomika, ktera vyuziva rizné laboratorni techniky ke zjisténi vlastnosti proteint, predevs§im
struktury a funkce. Pfi analyze jsou vyuzivany kombinace nékolika metod. Mezi nejéastéji
vyuzivané metody patfi dvourozmérna elektroforéza, vysokoucinna kapalinova chromatografie

a hmotnostni spektrometrie.

Pomoci elektroforézy lze provést separaci proteind podle jejich molekulovych hmotnosti
a izoelektrickych boda. Kapalinovd chromatografie vyuziva k separaci latek riznou rychlost
migrace v mobilni fazi skrze tuhou stacionarni fazi. K identifikaci jednotlivych proteint
je vyuzivana hmotnostni spektrometrie, kdy se musi nejprve proteiny rozstépit na peptidy, které

jsou dale ionizovany a déleny podle poméru hmotnosti iontl vici jejich naboji.
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1. Med a mateii kasicka

Med je ptirodni sladidlo, které je produkovano medonosnymi vcelami, Apis mellifera [1].
Véely ho ziskavaji procesem zrani krmného nektaru, medovice ¢i jinych sladkych rostlinnych
stav [2]. Je slozen predev§im ze sacharidi (glukdza, maltoza, fruktéza, sachardza), dale
obsahuje pylova zrna, bilkoviny, volné aminokyseliny, vitaminy, mineraly a flavonoidy [1, 3].
Vzhledem k jeho chemickému slozeni, a pfedevs§im diky obsahu antioxidantti se med fadi mezi

funkéni potraviny [4].

Proteiny piitomné v medu jsou pouzivany jako markery autenticity, falSovani medu a také
jako indikatory kvality. Obecné je vSak tento proteom stale velmi nedostatecné prozkouman,
predevsim z diivodu nizkého mnozstvi bilkovin v medu (0,1 —0,5 hm. %) [1]. Proteiny
obsazené v medu jsou nejvice sekretovany ze slinnych a hypofaryngealnich zlaz délnic [2].
U mladych délnic, tzv. mladusek, dochazi ke zvétSeni objemu bun€k zlazy, kterd obsahuje
aciny, a dochazi tak k usnadnéni spravné sekrece bilkovin [5]. Procentualni zastoupeni latek,
predevsim proteinli, obsazenych v medu, je rozdilné v dasledku jeho pavodu, respektive
geografického pivodu véel a nektaru, ze kterého je med produkovan [1]. Dvé skupiny bilkovin
se vSak vyskytuji ve vSech riznych druzich medu, jsou to enzymy metabolismu sacharidli
a charakteristické proteiny matefi kasicky (Major Royal Jelly Protein, MRJP) [2]. Mezi enzymy
se fadi glukozooxidaza, kdy je gluk6za timto enzymem oxidovéana za vzniku peroxidu vodiku,
o —amyldza, o— glukosiddza a P — glukosiddza [2, 3, 6]. Vyjmenované enzymy mohou
za riznorodost chemického slozeni medu, respektive za rlizné procentudlni zastoupeni
jednotlivych sacharidi. MRJP proteiny, které nalezneme v medu, jsou oznaCované MRJP1 — 5,
royalisin (znamy téZ jako defensin-1) a apisimin. Tyto proteiny jsou dilezité
pro antimikrobidlni aktivitu v medu v kombinaci s dal$imi latkami (peroxid vodiku, kyselina

glukonova), které vznikaji behem pfemény cukru [2].

Mateii kaSicka (MK) je bélava latka Zelatinové konzistence. Ma vyrazné ostry zapach
a chut. Je ¢astecné rozpustna ve vode, jeji pH se pohybuje v kyselém rozmezi 3,4 — 4,5 [7].
MK vznik4 fermentaci smési rostlinného pylu, medu a sekretu hypofaryngealni a mandibuldrni
zlazy mladych vcel, které se v ulu staraji o vyzivu [4, 8]. Obsahuje vodu (50—60 %), bilkoviny
(18 %), sacharidy (15 %), lipidy (3—6 %), mineralni soli (1,5 %) a vitaminy dohromady
s velkym mnoZstvim bioaktivnich latek, jako jsou: kyselina 10-hydroxyl-2-decenova
s imunomodula¢nimi vlastnostmi, volné mastné kyseliny a volné aminokyseliny [8, 9]. Jelikoz
suSina mateti kaSiCky obsahuje vice nez 50 % bilkovin [6] je hlavnim zdrojem proteint
a predstavuje vyzivu pro larvy a veli kralovnu [4, 10]. Celkovy obsah proteini v MK je z 90 %
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tvofen MRJP [11]. Procentudlni zastoupeni slozeni matefi kaSicky zalezi na lokalité, sezoné

a druhu vcelstva.

Mateti kaSicka mda antioxidacni, antibakteridlni, protirakovinné a také hepatoprotektivni
vlastnosti [12]. Na obrazku 1 jsou zobrazeny vlastnosti jak MK, tak i jejich proteinti, které
budou rozebirany v kapitole 2. Hlavni proteiny mateii kasicky. Dale mé schopnost modulovat

vyvoj larev, coZ mize souviset s obsahem inhibitort histondeacetylazy, mikroRNAa a dalSich
faktori [8].

e ves
[

Obradzek 1: SloZeni a ucinky MK (Ramanathan, 2018)
2. Hlavni proteiny matefi kasicky
Vice nez 90 % celkového proteinu v MK tvofi hlavni proteiny mateii kaSicky,

tzv. MRJP [13]. Do této skupiny patii 9 vysoce homolognich proteini MRJP1-9,

které se vyvinuly genovou duplikaci s progenitorového genu [5]. Proteiny jsou syntetizovany
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v hypofaryngeélnich Zlazach kojicek jako sekre¢ni proteiny. Déle jsou pfimo piedlozeny
do endoplasmatického retikula sekre¢nich buné€k a poté jsou proteiny skladovany v sekre¢nich
vaccich [13]. MRIJP jsou glykoproteiny, kde jsou oligosacharidy kovalentné navazany
na N-termindlnim zbytku [14]. Zralé MRJP obsahuji 400—-578 aminokyselin a maji teoretickou
molekulovou hmotnost mezi 45 a 68 kDa. VétSina MRJP je bohata na esencialni aminokyseliny
pro véely (Arg, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Val) a n¢které¢ maji velmi vysoky obsah
dusiku. Tyto proteiny tak slouZi jako zasobni proteiny pro biologicky dostupny dusik [15]. Ctyfi
nejhojnéji se vyskytujici proteiny v produktech véel (matefi kaSicka, med) jsou MRJP1 — 3
a MRIJPS5 [5]. Za pouziti metody 2D SDS-PAGE (Two-Dimensional Sodium Dodecylsulphate-
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, dvourozmérna polyakrylamidova gelova elektroforéza
s dodecylsiranem sodnym) bylo zjiSténo, ze obsah jednotlivych proteintt v MK Apis mellifera
je ptiblizné 46 % MRIJP1, 11 % MRIJP2, 13 % MRIJP3 a 30 % tvoii zbyvajicich Sest typtt MRJP
[14]. VSech 9 typti ma podobnou sekvenci aminokyselin [13]. Zna¢né mnozstvi studii (napf.
Miyata, 2007; Kobayashi a kol., 2001 ¢i Ghosh, 2003) dokazuje, Zze MRJP vyznamné¢ ptispivaji
protinadorové a také hypotenzni a vazodilatacni dermaprotektivni vlastnosti [ 14]. Funkci MRJP
je vice, od poskytovani zakladnich zivin, pfes antibakterialni ti¢inky az po navazani se na RNA
a zvyseni viskozity matefi kasicky [13]. MRJP maji dalsi role v riznych tkdnich véetné mozku
Uz v minulosti byly identifikovany geny mrjp -9 kdédujici prave proteiny MRJP1-9. Vi se jen
malo o jejich funkci nebo produkei proteinti. Nové pridany ¢len skupiny mrjp, desaty ¢len, je
pseudogen kodujici netuplny polypeptid a mohl by koédovat desatého ¢lena MRIJP proteind.
Nazyva se mrjps-¥V [11].

2.1. MRJPI

MRIJP1 je nejhojnéji se vyskytujici slabé kysely protein (pl 4,9-6,3), jehoz velikost je
ptiblizn¢ 55 kDa [6, 16]. Je exprimovan jako fetézec 432 aminokyselin, ktery je nasledné st€pen
signalni peptidazou, kdy se odstrani N-terminalni 19-koncovy segment. Vysledkem je fetézec
s molekulovou hmotnosti 46 861 Da. B€hem zrani, MRJP1 projde dodatecnou post-translacni
modifikaci. Pomoci separacni metody izoelektrické fokusace byla odhalena pfitomnost
9 izoforem MRJP1s velmi podobnou molekulovou hmotnosti. Rozdilnost v pfirod¢ a mira
post-transla¢nich modifikaci jsou povazovany za hlavni pfic¢inu této heterogenity. Dozraly

MRIP1 je glykoprotein, u kterého jsou cukernaté slozky navazany pievazné na N144 a N177
[8].
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Zvlastnosti je, ze se vyskytuje jako monomer (monoMRJPI) i oligomer v komplexu
s apisiminem (oligoMRJP1 / apisimin). Tato oligomerni forma vznikd kopurifikaci
s 54-zbytkem a-helikdlniho apisiminu. ma strukturni funkci a vaze se na RNA, ¢imz zvySuje
viskozitu MK tvorbou fibril pti kyselém pH 4,0 [5, 8, 13]. Apisimin podporuje spojeni s MRJP1
do vysSich struktur produkci jiz zminéného komplexu MRIJP1/apisimin, ktery vykazuje
znacnou tepelnou stabilitu. Slozeni téchto komplext zlistava nejisté. Pomoci elektroforetické
denzitometrie byla zjiSténa stechiometrie MRJP1: apisimin 5: 1, ale 1 jiné vazebné pomé&ry nelze
vyloucit. Chromatografické, elektroforetické a metody vyuzivajici rozptylu svétla piinesly
odhady velikosti 280—-420 kDa tohoto komplexu [8, 17]. Vazba je zprostiedkovéna pouze
nekovalentnimi interakcemi, protoze chybi mezimolekularni disulfidové mustky [8].

MRJP1
20-265

MRJP1
266-432

apisimin
MRJP1
316-322

glykany B

Obrazek 2: MRJP1 (prevzato a upraveno z: Biochemistry 2017, 56, 11, 1645-1655)

MRIJP1 predstavuje spoleéné¢ s dalSimi proteiny MK hlavni pfijem esencidlnich
aminokyselin [10]. Jeho pfesnd role neni znadma, ale existuji ditkazy, Ze tento protein je dilezity
pro diferenciaci kralovny prostfednictvim signalni drahy zprostfedkované receptorem
pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) [8]. AvSak byla zjiSténa také antibakteridlni aktivita,
ale i antihypertenzni G€inky a dokonce i aktivita podobna ristovému faktoru v buiikach savct,
vcetné proliferace a potladeni apoptézy u potkanich hepatocytd [5, 8, 18]. Pravdépodobné
podporuje regeneraci jater a mize mit cytoprotektivni ucinek na hepatocyty [19]. Dale byl
MRIJP1 spolecné s MRIJIP2 charakterizovan jako hlavni alergen v MK a in vivo stimuluji
produkci mysich makrofagh TNF-a [10]. Uziva se pro detekci znehodnocujicich piimési

v medu [6].

2.2. MRJP2
Glykoprotein MRJP2 obsahuje asi 435 aminokyselin, coz je pfiblizné 47% jeho sloZeni,
a jeho molekulovd hmotnost se pohybuje kolem 49 — 60 kDa [15, 16, 20]. Pfevazna c¢ést
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aminokyselin, ze kterych se MRJP2 sklada, jsou leucin a valin [20]. Je to bazicky protein, ktery
se vyskytuje v zdkladnim rozmezi pI (pI 6,3-8,3) [16, 20]. Sklada se z N-koncové sekvence
A-I-V-R-E-N-S a pouze jednoho N-vazaného sacharidového fetézce, ktery je svou strukturou
blizky mandze [20]. MRJP2 je slozen z opakujiciho se motivu NQ (N / K) XN, ktery obsahuje
sedm repetic pentapeptidu pfimo na C-konci, u kterého se délka neliSila u Apis mellifera.
Naproti tomu u Apis cerana se uvadéji polymorfismy délky téhoz pentapeptidu s osmi nebo

deviti opakovanimi [15].

N BRI

Obradzek 3: | elektroforetickd separace MRJP2, Il a Ill krystalografickd struktura MRJP2 a jeho izoformy (Habashy, 2019)

Posttranslacni modifikace MRJP2 vede k rozsiteni rozsahu pl z 6,3 na 8,3 [20]. V roce
2005 identifikoval Santos osm riznych forem MRJP2 s molekulovou hmotnosti od 50 673
do 59 995 Da v rozmezi pl od 4,92 do 7,02 v sekretu z hypofaryngealni zlazy vcel, zatimco
v MK u africkych a evropskych vcel bylo pozorovano 15 a 12 rtznych izoforem tohoto
proteinu. V jiné studii, Bilikova et al., uvedli objev osmi izoforem s hodnotami molekulové
hmotnosti kolem 49 kDa v pl rozmezi od 7,5 do 8,5. Toto mnozstvi riiznych izoforem mtize byt
zpusobeno  strukturdlnimi  zménami  tohoto  proteinu  jako je  proteolyza,

glykosylace / deglykosylace, ke kterym dochazi pti skladovani MK [21].

MRIJP2 je v MK dilezitym zdrojem dusiku pro rist a vyvoj véel [10]. M4 antibakteridlni
1 antioxida¢ni uCinky [19]. Spole¢né s MRIJP1 je hlavnim alergenem MK [22]. Také stimuluje
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my$i makrofagy k uvoliovani TNF-a [16]. MRJP2 a jeho izoforma XI mé protektivni uc¢inek

proti poskozeni jater a rakoviné [23].

2.3. MRIJP3

Dozraly MRJP3 je opakujici se pentapeptid, ktery je sloZzen z 524 aminokyselin a celkova
molekulova hmotnost se pohybuje v rozmezi 60—70 kDa [15, 16]. Mezi hlavni aminokyseliny
se fadi arginin a lysin [20]. V MRJP3 se 22 opakovani pentapeptidu (N/ K /R) QN (A /G /D)
(G / D/ N) nachazi C-terminalné¢ mezi sekvenci aminokyselin 424 a 535. Repetitivni oblast
MRIJP3 ukazuje variabilitu délky v disledku odliSného poctu opakovani na urovni DNA mezi
jednotlivymi vcelami v kolonii [15]. Opakované oblasti sestavaji z pozitivné nabitych
argininovych / lysinovych zbytkli i negativné nabitych aspartatovych zbytki. Pomoci
imunoblotovych analyz exprimovaného proteinu a PCR genomu DNA byl analyzovan

polymorfismus u tohoto proteinu [20].

Osm ruznych alel koduje 14, 22 nebo 25-30 pentapeptidovych repetic. Ukézalo se,
ze repetitivni pentapeptidovy motiv existuje také u Apis cerana, Apis dorsata, Apis florea
a afrikanizovanych vcelach, ale stupeii polymorfismu se 1isil [15]. Polymorfismus je patrné;si
u MRJP3 produkovaném koloniemi Apis mellifera carnica a u poddruhu Apis mellifera. Tato
variabilita je odvozena z variabilniho poc¢tu opakovani na genomové urovni véel vcelstva
v kolonii [20]. Velikost alely Apis dorsata a Apis cerana je pii 600—700 bp mnohem vétsi nez
u Apis mellifera, coz ma za nasledek vznik 34 — 38 opakovani pentapeptidu. Dale se zda,
ze polymorfismus je méné vyrazny u Apis florea, pouze u dvou alel bylo zjisténo, Ze koduji
pouze vznik 24 a 26 opakovani [15]. Proto 1ze MRJP3 a jejich opakujici se oblasti pouzit jako

markery pro genetické variace a evolucni trendy vcelstev [20].

MRIJP3 se vyskytuje jako pét izoforem s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 80 590 Da
do 87 000 Da a izoelektrickymi body od 7,05 do 8,04 [21]. Dle jinych studii bylo odhaleno
8 1zoforem €1 dvacet Ctyfi a deset. Predpoklada se, Ze ptitomnost vétSiho poctu izoforem MRJP3

je zpiisobena degradaci tohoto proteinu béhem skladovéni [20].

Tento protein obsahuje velké mnozstvi biologicky dostupného dusiku pro vyvijejici se
larvy [5]. M4 silné imunoregulacni G€inky in vivo 1 in vitro [18]. Moduluje imunitni odpovédi
potlacenim produkce IL-4, IL-2 a IFN-y v T-bunikach [16] . MRJP3 také potlacuje produkci IgE
a IgGl a funguje jako antialergenikum [24]. Také funguje jako protizanétlivé cinidlo
v aktivovanych mysich makrofazich tim, Ze inhibuje produkci prozanétlivych cytokind, jako

jsou TNF-, IL-6 a IL-1 [25].
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2.4. MRIJP4

Primeérna molekulova hmotnost MRJP4 se odhaduje ptiblizné na 60 kDa [20]. Je slozen
ze 444 aminokyselin, coz tvoii 44,5% obsahu z jeho celkového slozeni [15, 20]. Hlavnimi
aminokyselinami jsou leucin a valin [20]. Jeho isoelektricky bod se pohybuje kolem hodnoty
5,74 [15]. Jeho ptitomnost v hypofaryngedlni zlaze byla potvrzena v roce 1998 [20]. V MK
Apis mellifera se vyskytuje ve stopovém mnozstvi [5]. Vceldm zajistuje hlavni piijem
esencialnich AMK [10].

Molekulova hmotnost MRJP4 se li$i u riznych druhii véel. Tyto rozdily nejspise vyplyvaji
z osmi moznych N-koncovych glykosyla¢nich mist, z riznych stupni glykosylace a prave
z diverzity druht vcel [20]. MRIJP4 je kontinudlné exprimovan ve vSech stadiich u Apis
mellifera [26]. U africkych véel Santos a kol. neobjevili pti proteomické analyze sekrece
hypofaryngeélni zldzy s pouzitim genomu vcel jako reference pro identifikace proteinu zadné
izoformy MRJP4. Obvykla sekvence tryptického proteinu byla nalezena v C-koncové oblasti
proteinu RJP57-2 (v databazi proteintt NCBI; pfistupové ¢islo Q17061), coz je ekvivalent
proteinu MRJP4 [21]. Avsak Sano a kol. pozoroval u afrikanizovanych a evropskych vcel pét,
respektive dvé rizné formy tohoto proteinu [18].

Sekvence C-konce MRJP4 u Apis cerana, AcMRJIP4, ma vysoky obsah asparaginu
a pozitivné nabitych aminokyselin. AcMRIJP4-15 je hydrofilni peptid obsahujici
88 aminokyselinovych zbytkli umisténych na C-konci AcMRJP4 [27]. Pti studii z roku 2019
Kim prokazal, Ze AcMRIJP4-15 mé aktivn¢j$i antimikrobidlni roli nez AcMRIJP4
a Ze antimikrobialni aktivita AcMRJP4 byla pravdépodobné zplsobena jeho C-koncem.
AcMRJP4-15 muize fungovat jako u¢innd antimikrobialni latka, kterd vykazuje aktivitu proti

bakteriim, houbam a kvasinkam [28].

2.5. MRIJPS

Molekulova hmotnost MRJPS5 je okolo 68 kDa a hodnota pl je asi 5,95 [15]. Jeho obsah
AMK je 51,4 %, coz je asi 578 aminokyselin [15, 20]. Tripeptidové repetice u tohoto proteinu
jsou bohaté na arginin a methionin, ktery obsahuje siru, a tak ma vyznam jako zdsobarna siry
[11, 20]. Nejzajimavéj§im rysem proteinu MRJPS je oblast repetic umisténa mezi
aminokyselinovymi zbytky 367 a 540 [20]. Tato repetice je motiv MRIJPS, ktery se opakuje
58x s dominanci tripeptidového Dinucleotide Repeat Motif (DRM) [15, 20]. Celkova délka
oblasti opakovani v MRIJPS5 je 174 aminokyselin, coZ je del§i nez u MRJP3 o 100 aminokyselin
[20].
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Také u MRJP5 byl zjistén polymorfismus spojeny s geneticky podminénou délkovou
variabilitou. U Apis mellifera byly dosud zjistény pouze dvé riizné alely. Opakovana oblast
tripeptidu DRM byla také nalezena u Apis cerana (pét raznych alel) a afrikanizovanych vcel
(Sest riznych alel) s piiblizné€ stejnou velikosti jako u Apis mellifera. U véel Apis dorsata méla
oblast tripeptidovych repetic pouze 23 opakovani [15].

Stejn¢ jako MRJP4 je i MRJPS kontinualné exprimovan ve vSech stadiich Apis mellifera
[26]. Rovnéz poskytuje v MK vyzivné slozky, jako jsou esencialni aminokyseliny [20]. Podle
studie od Santos a kol. byly v sekretu hypofaryngeélni zlazy vcely u proteinu MRIJP5 zjistény
tfi razné formy s molekulovou hmotnosti v rozmezi od 79 075 do 79 471 Da a hodnotami pl
v rozmezi od 6,34 do 6,80 [21]. U evropskych a africkych vcel byly zjiStény ctyfi a sedm
ruznych izoforem [18]. Navzdory témto vice formam ma vceli genom jedinou kopii genu mrjp-
5, coz naznacuje, Ze tento protein mize byt citlivy na posttranslacni modifikace [21]. Mohlo by
se tedy jednat o produkty proteolyzy nebo glykosylce / deglykosylace béhem skladovani MK
[20].

2.6. MRIJP6

MRIJP6 je sloZen ze 417 aminokyselin, coZz predstavuje pifiblizné 42% sloZeni, a mezi
hlavni AMK patii leucin. Jeho molekulova hmotnost je 47,58 kDa a pl 6,01 [15, 20]. V MK
Apis mellifera se vyskytuje ve stopovém mnozstvi [5]. U Apis cerana je neustale exprimovan
ve vysokych hladinach z hypofaryngealni Zlazy ve vSech vyvojovych stadii vcel, predevSim
u délnic a létavek, avSak nema Zadnou nutri¢ni hodnotu [20, 26]. Pfi proteomické analyze MK
Apis mellifera byla zjiSténa pouze jedna forma MRJP6 [21]. Podle Sano et al. v roce 2004
MRJP6 nebyl nalezen v proteomu v MK. Avsak stale nebyla identifikovana fada proteinovych

skvrn, které by tomuto proteinu mohly odpovidat [18].

2.77. MRJP7

Aminokyseliny tvoii pfiblizné 48,3% slozeni MRJP7 [20]. Obsahuje tedy 426 AMK z toho
je leucin hlavni aminokyselinou, jeho molekulova hmotnost je 48,66 kDa a pl 4,85 [15, 20].
Stejné jako MRJP6 ani MRJP7 nema nutri¢ni roli u Apis cerana. Je konstantné exprimovan
hypofaryngedlni Zlazou vcel a byl i detekovan v mozku veel oSettovatelek [20]. U Apis mellifera
byla detekovana pouze jedna forma [21]. Oproti tomu podle Sano et al. nebyl pozorovan
v protecomu MK. I pfesto by se mohl v proteomu vyskytovat, jelikoZ doposud nebyla

identifikovana fada proteinovych skvrn [18].
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2.8. MRIJP8

MRIJP8 o molekulové hmotnosti 45,06 kDa obsahuje 49,5 % aminokyselin, coZ je asi
400 AMK. Hlavni aminokyselinou je leucin a izoelektricky bod nabyva hodnoty 5,81 [15, 20].
U MRIJP8 se predpoklada, ze se jedna o predchidce proteini MRJP [20]. Oproti ostatnim
proteinim MRIJP se vyskytuje ve velmi malém mnozstvi. VSechny MRJP kromé¢ MRJP8
se vyskytuji v MK Apis mellifera. Dle Buttstedt ho nalezneme v MK pouze
u afroamerizovanych vcel [15]. Santos uvadi ptitomnost MRJP8 v MK u africkych vcel [21].
U Apis cerana je exprimovan z hypofaryngealni zlazy vcel ve stadiu 1étavek [26]. Je mozné ho

detekovat i ve véelim jedu [20].

2.9. MRIJP9

Obsah aminokyselin v MRJP9 je 403, coz odpovida asi 47,3 % a molekulové hmotnosti
46,27 kDa. Hlavni aminokyselinou je izoleucin. Izoelektricky bod pro tento protein je piiblizné
8,62 [15, 20]. MRIJPY je obsazen 1 ve v€elim jedu nejen v MK. Stejné¢ jako u MRIJP8
se 1 u MRJP9 predpoklada, Ze se jedna o ptvodni protein MRJP [20]. Dle studie z roku 2007
nema MRJP9 v MK africkych vcel zddnou nutri¢ni hodnotu, avSak je imunosenzibilizujicim

Einidlem [29].

2.10. Ostatni proteiny

Dalsi proteiny, které jsou pfitomny v mens$im mnozstvi neZ MRJP jsou royalisin, jelleiny,
aspimin a royalactin [10]. Tyto proteiny jsou tzv. antimikrobidlni (AMP) a predstavuji
molekuly obrany hostitele v organismech a hraji dillezitou roli ve vrozeném imunitnim systému
organismil véetné hmyzu [30]. Jednou ze skupin AMP jsou defensiny, které ptisobi proti fadé
mikroorganismu a tvofi obranny systém vétSiny organismu vcetné vcel [31]. Hmyzi defensiny
obsahuji 28—54 aminokyselin, které maji obdobnou strukturu, jako je amino-koncovéa smycka,
jedna o-Sroubovice a dvé antiparalelni [B-vlakna stabilizovana tfemi disulfidovymi

vazbami [30].

2.10.1. Royalisin
Royalisiny jsou amfipatické proteiny (hydrofobni i1 hydrofilni vlastnosti) jejichZz
molekulova hmotnost je 5523 Da, sklddaji se z 51 aminokyselin, ve kterych Sest cysteinovych
zbytkl tvofi tfi intramolekularni disulfidové vazby, coz vede ke kompaktni globuldrni struktute
[10, 30]. Tyto disulfidové mustky mohou poskytnout kompaktni strukturu vykazujici vysokou
stabilitu pii nizkém pH a vysoké teploté [10]. U royalisinu byl zji$tén 1 inhibi¢ni U¢inek na

houby, nékteré gramnegativni bakterie a larvy Paenibacillus. Paenibacillus je v¢eli patogen,
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ktery zptsobuje smrtelnou nemoc larev véel. Bylo zjisténo, ze royalisin je béZnou slozkou medu

a podili se na antimikrobidlnich G¢incich medu pii hojeni ran [30].

2.10.2. Jelleiny

Tvorba jelleintt mtize byt vysledkem tryptického Stépeni MRJP1 specifickymi proteazami.
Jelleiny maji strukturni zaklad antimikrobidlnich proteinti a vyznacuji se hydrofobnimi zbytky.
Prokazaly své antimikrobialni ucinky in vitro [32]. Byly vyselektovany cCtyfi typy jelleint
(Jellein I —Jellein IV) v MK. Jellein I (PFKISIHL-NH>) se 1i$i od Jellein II (TPFKISIHL-NH>)
pouze diky Thr (T) zbytku v C-termindalni ¢asti. Zda se, ze tato modifikace méni antibakterialni
aktivitu, jelikoz Jellein I ma vySs$i antibakterialni aktivitu nez Jelleine II. Pfi odstranéni zbytku
Leu (L) na N-konci Jelleinu II za vzniku Jelleinu IV (TPFKISIH-NH?) dojde k uplné ztraté
antimikrobidlni aktivity. U Jelleinu III (EPFKISIHL-NH) byla prokdzana nizsi aktivita oproti
Jelleinu II z divodu nahrazeni Thr (T) na C-termindlnim konci za Glu (E). Vzhledem
k ptitomnosti zbytku Arg (R) v poloze 373 a zbytku Thr (T) v poloze 374 primarni sekvence
MRIJP1 lze predpokladat, Ze Jellein II miize byt produktem traveni MRJP1. Piisobeni
exo-proteindzy jak na C-koncovy, tak na N-koncovy trypticky fragment by mohlo vést k tvorbé

Jelleindi I a IV [10, 33].

2.10.3. Apisimin
Apisimin je peptid jehoz molekulovd hmotnost je 5540,4 Da. Obsahuje nékolik
strukturnich prvki: 34 % a-helikalni, 20% B-list, 11% B-otocka, 30% nahodna struktura. Dobie
definovand sekundarni struktura, jejiz vyskyt je 65 %, v tak malém peptidu se sklada z jedné
aromatické aminokyseliny a je bez disulfidovych mistkd. N-koncovd aminokyselinova
sekvence ptirodniho peptidu apisiminu purifikovaného z MK je K-T-S-1-S-V-K. Zraly apisimin
je tvofen 54 aminokyselinami. Je bohaty na valin (18,5 %) a serin (16,7 %) a obsahuje pouze

jednu aromatickou aminokyselinu, fenylalanin [34].

2.10.4. Royalactin
Royalactin je monomerni formou proteinu MRJP1, ktery se hojné vyskytuje v MK [35].
Jeho molekulova hmotnost je pfiblizné 57 kDa. Indukuje diferenciaci larev vcel na kralovny.

Ma vliv na zvétSeni velikosti téla, vyvoj vajecniki a zkracuje dobu vyvoje u vcel [36].

3. Posttransla¢ni modifikace MRJP

Syntézou polypeptidovych fetézci na ribozomech se obvykle neziské pln€ funkéni protein.
Nové vytvoreny polypeptidovy fetézec musi podstoupit urcité chemické modifikace mimo
ribozom. Tyto modifikace jsou nej€astéji fizeny enzymy a dochédzi k nim po piecteni informaci
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poskytnutych templatovou RNA (mRNA), tedy po piekladu mRNA. Tyto dal§i procesy

se nazyvaji posttranslacni upravy.

Procesy posttranslacni modifikace proteinu lze rozdé¢lit do dvou hlavnich skupin. Prvni
skupina jsou proteolytické procesy, jedna se tedy hlavné o §t€peni urcitych peptidovych vazeb,
coz vede k odstranéni nékterych vytvofenych polypeptidovych fragmenti. Druhad skupina
se sklada z procest, které modifikuji postranni fetézce aminokyselinovych zbytki a obvykle
neinterferuji s hlavnim fetézcem polypeptidu. Chemicka podstata a funkce téchto modifikaci je
ruznorodd. Kromé toho je kazdy typ modifikace charakteristicky pro urcité skupiny
aminokyselinovych zbytkll. Vysledkem téchto procest je, Ze je proteom bunky nebo organismu

obohacen o dalsi slozky nez jsou pouze ty, které jsou kodovany geny.

Existuji ¢tyfi hlavni skupiny proteinovych funkei, které vyzaduji posttranslacni modifikace
aminokyselinovych zbytkovych fetézcli. Funkéni aktivita velkého poctu proteinli vyzaduje
pfitomnost urcitych protetickych skupin kovalentné vazanych na polypeptidovy fetézec. Jsou
to nejCastéji slozité organické molekuly, které se pfimo podileji na aktivité bilkovin.
Transformace neaktivnich apoproteinti do enzymi je jednou z téchto modifikaci. Dalsi dalezita
skupina posttranslaénich modifikaci reguluje biochemické procesy zménami enzymatické
aktivity. Dal$i velkd skupina uprav jsou proteinovd znaceni, kterd zajiStuji intracelularni
lokalizaci proteint, v€etné znaceni proteinli pro transport do proteazomu, kde jsou néasledné
hydrolyzovany a naStépeny. N¢ckteré posttranslaéni upravy piimo resp. nepiimo ovliviiuji

prostorovou strukturu nové syntetizovanych proteint [37].

Mezi nejcastéjSi posttranslacni modifikace u MRIJP patii fosforylace, glykosylace
a deamidace. Pravé tyto posttranslacni modifikace (PTM) by mohly mit za nasledek rizné
hodnoty izoelektrickych bodl, které byly zjist€ény u MRIJP1-5 pii dvourozméré gelové
elektroforéze (2-DE) [38]. U vsech deviti proteini mateti kaSicky, MRJP1-9, bylo detekovano
nékolik fosforylacnich a glykosylacnich mist. V dalsi praci studujici posttransla¢ni modifikace
u MRJP, byly zjistény N-vazané oligosacharidy typu manoézy (72 %), biantenarniho typu (8 %)
a struktury hybridniho typu (3 %) [15]. Ve studii od Zhang z roku 2012 bylo pomoci metody
2-DE ziskéno celkem 32 skvrn (obr. ¢. 4) s molekulovou hmotnosti od 49 do 80 kDa a pl
od 4,00 do 9,00. Téchto 32 skvrn bylo identifikovano jako MRJP1-5 [38].
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Obrdzek 4: Separace protein( materi kasicky metodou 2D-PAGE (Zhang, 2012)

3.1. Glykosylace

Glykosylace je nejcastéjsi modifikacni cestou v posttranslaéni modifikaci proteinu.
Odhaduje se, ze vice nez 50 % proteini v pfirod¢ je glykosylovano; z toho je vice nez 70%
glykoproteini  N-glykosylovanych. N-vazané glykany jsou kovalentné vazany
k asparaginovému (N) postrannimu fetézci s motivem Asn-X-Ser / Thr a lze je rozdélit do tfi
tfid podle slozeni monosacharidi a jejich vétveni. Glykosylace proteinti hraje velmi dilezitou
roli pii regulaci mnoha biologickych procest, véetné¢ bunécné proliferace, bunécného ristu
a imunitni aktivity. Normalni fyziologicka funkce glykoproteinu pfimo souvisi s povahou
monomeru glykanového fetézce na jeho proteinu. PfestoZze jsou MRJP oznaCovany jako

glykoproteiny, bylo v MK identifikovdno pouze 12 riznych N-glykant [39].

MRIP1 je N-vazany glykoprotein, u kterého mize glykosylace probihat na tfech riiznych
mistech. Tato mista nachdzime v sekvencich ESLNKSL, jednd se o jedine¢nou strukturu

komplexniho typu ukryvajici T-antigen, VAVNATT a GLVNNTQ (obé& struktury typu
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manozy). U MRJP2 muze probihat glykosylace na dvou riznych mistech. U MRIJP2,
ktery obsahuje N-vazany cukerny fetézec typicky pro man6zu, a u homologu MRJP2, MRJP2a.
Tomuto homologu MRJP2 chybi prvni ¢tyfi a poslednich dvacet Ctyii aminokyselin. Jde
0 GLVNRTYV (N-vézany typ, struktury biantennarniho nebo triantennarniho typu) a IAVNATT
(struktura mandzového typu). Pro MRIJP3 bylo prokazano, ze se jedna o N-vazany

glykoprotein [15].

3.2. Fosforylace

které ve vetsin€ ptipada probihaji na postrannich fetézcich zbytka serinu, treoninu a tyrozinu
[40, 38]. Hraje klicovou roli v mnoha biologickych procesech jako je bunééné déleni, signalni
transdukce, regulace lokalizace proteinli a regulace aktivity enzymi. Kromé toho miize
fosforylace v sekrecnich proteinech, jako je kasein v mléce, stabilizovat vysoké hladiny
fosforeCnanu vépenatého pro tvorbu micel, coz zvySuje nutricni hodnotu proteint.
Proto se ptedpoklada, ze fosforylované MRJP1 a MRJP2 podporuji vydatnéjsi vyzivu, ktera je
vyzadovana pro vysoké nutri¢ni naroky rychle rostoucich larev vcel a aktivni kralovny
snasejicich vajicka [38]. Pti fosforylaci miize dojit ke zméné pl proteinu ze zasaditého na kysely
poskytnutim zadporného néboje postrannim fetézctiim serinovych, threoninovych a tyrosinovych
zbytk [40, 38]. Fosforylace byla nalezena kromé u MRJP1-2 i u MRJP7, ale nebyla prok4zana
u MRJP3-5 [15, 38].

3.3. Methylace

Methylace bilkovin obvykle probihd na atomech kysliku v karboxylatech postranniho
fetézce kyseliny asparagové a kyseliny glutamové nebo nékdy na nukleofilnich postrannich
feté¢zcich amidovych dusikl asparaginu, glutaminu, e-aminu lyzinu a imidazolového kruhu
histidinu. Pfi této reakci dochazi ke zvySeni hydrofobicity bilkovin [38]. Pfekrytim negativniho
naboje na postrannim fetézci karboxylatu vysSe uvedenych aminokyselin miize methylace
zmeénit pl proteinu z kyselého na bazicky. Kromé toho dochazi k deamidaci bilkovin na zbytcich
glutaminylu a asparaginylu, coz miiZze zménit strukturu bilkovin a tim dale ovlivnit jejich
vlastnosti. Methylace ve vétSiné MRIJP naznacuje, ze maji hlavni roli pfi tvorbé vysoce
viskoznich micel v MK [40, 38]. Methyla¢ni modifikace mize zvysit nizkou reaktivitu dusiku
karboxamidové skupiny asparaginu N-glykosylaci proteintl, tj. modifikace methylem by tim

tedy mohla zvysit glykosylaci proteinti [40].
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U MRJP1-5 a stejné tak i u MRJP7 dochazi k methylaci [15]. Potencialni methylace MRJP
ukdzala, ze t¢émé&f vSechny proteinové skvrny na 2-DE byly methylace kyseliny asparagové (D)
nebo kyseliny glutamové (E) [15, 38]. Z analyzy PTM MRJP v praci Zhang a kol. (2012)
vyplyva, Ze ve spotech 1-5 (obr. 4) (MRJP1) bylo pozorovano 11, 3, 8, 9 a 6 methylovanych
mist. Ve spotech 612 (obr. 4) (MRJP2) byla pozorovana 2, 4, 5, 5, 3, 3 a 3 methyla¢ni mista.
Skvrny 14—19 (obr. 4) (MRJIP3) mély 2, 2, 3, 2, 5 a 5 methylacnich mist, pfestoze zadna nebyla
pozorovana v misté 13. Kromée toho skvrny 21-23 (obr. 4) (MRJP 4) mély 1, 2 a 2 methyla¢ni
mista, zatimco skvrna 20 (obr. 4) (MRJP4) zadné neméla. Na misté¢ 24 (obr. 4) (MRJPS)
nedoslo k zadné methylaci, ale mista 25-28 (obr. 4) méla 1, 2, 3 a 3 metylacni mista. U skvrn

29-32 (obr. 4) (MRIJP 3) byly pozorovany 0, 1, 2 a 3 methylacni mista [38].

3.4. Deamidace

Deamidace v proteinech je spontdnni neenzymatickd reakce, ke které dochazi
na glutaminylovych a asparaginylovych zbytcich, kdyz u proteini dochazi k degradaci.
Deamidace byla zjisténa u vétSiny MRJP. Kromé¢ MRJP3 mély vSechny ostatni MRJP miry
deamidace (pocet deamidovanych peptidi / celkovy pocet peptidi) vyssi nez 25 %. Rychlost
deamidace proteinil zavisi naptiklad na primarni sekvenci proteinu a teploté [38]. Vys§i mira
deamidace (> 25 %) vSech MRJP, kromé¢ MRJP3, naznacuje, ze deamidacni reakci 1ze snadno
zah4jit vysokou teplotou, ¢imz se snizi kvalita degradace proteint matefi kaSicky. MK je citliva
na teplotu a pfi kratkodobém udrzovani pifi pokojové teploté vyznamné degraduje [41].
Relativné niz§i rychlost deamidace v MRIP3 naznacuje, Ze se jednd o zdsobarnu
zpracovatelného dusiku, ktera vyzaduje relativné vétsi stabilitu [41, 38]. Vzhledem k této
biochemické povaze by méla byt mateti kasSicka udrZzovéana za niZsi teploty, aby se udrzela

kvalita a aby se zabranilo deamidacni reakci [41].

4. Metody analyzy MRJP

Pomoci elektroforetickych a chromatografickych metod miizeme separovat a identifikovat
tisice proteinti, ale Zadna jednotlivd metoda nemulize rozlisit vSechny proteiny v proteomu
vzhledem k jejich velkému poctu a koncentraénimu rozsahu [42]. Proteomicky vyzkum
zahrnuje pfipravu vzorkd, separaci proteinll, jejich identifikaci a interpretaci dat. Ptiprava
vzorku je prvnim kritickym krokem, ktery ovliviiuje vysledek celé proteomické analyzy.
DalSim krokem je separace proteini. VyuZivaji se multidimenzionalni separacni techniky,

které jsou schopny poskytnout rozliSeni tisicti proteinovych druhti. Patii mezi né¢ dvourozmérna
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elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) a kapalinova chromatografie spojena
s hmotnostni spektrometrii (LC — MS) [43].

4.1. Izolace MRJP

Abychom mohli MRJP analyzovat, musime je nejprve extrahovat z MK. V soucasné dobé
je nejcastéji pouzivanou metodou izolace bilkovin dialyza s destilovanou vodou, miize
nasledovat lyofilizace dialyzatu. Tato metoda odstrafiuje nizkomolekularni a interferujici
slouceniny, jako jsou napft. cukry, pasivné selektivni difuzi skrze semipermeabilni membranu
[1]. Pfi extrakci rozpustnych proteini MK (SRJP) po dialyze nasleduje samotna extrakce
disoluci. Izolace cilové frakce z MK dialyzou je vSak Casov€é ndroc¢nd. Dialyzaéni systém
vyzaduje nejméné 7 dni na dokonceni procesu extrakce. Dalsi nevyhodou této extrakéni metody
zalozené na dialyze je nizky vytézek [16]. Existuji i dal§i metody k izolaci proteint,
které vyuZzivaji slouceniny jako je wolframan sodny, siran amonny nebo srdzeni acetonem.

Pouziva se 1 kombinace dialyzy bilkovin a sraZeni [1].

V roce 2019 Bocian vyvinul novou extrakéni metodu s pouzitim nasycené¢ho roztoku
fenolu. Extrakce fenolem byla provedena u vzorki medu. Vzorky medu zfedéné deionizovanou
vodou byly smichany s fenolem a vortexovdny po dobu 15 minut. Poté byly odstiedény
a ponechany srazet ptes noc roztokem octanu amonného v methanolu. Bylo provedeno dalsi
odstfedéni, rozpusténi v pufru a takto pfipravené vzorky byly pfipraveny k analyze pomoci

2D elektroforézy [1].

Metoda, ktera zpracovdva MK nejprve ultracentrifugaci, je oproti dalsim metodam
extrakce MRJP technicky méné¢ ndrocnd a vytéZnost této metody je vysS$i. AvSak
z ekonomického hlediska je naro¢né z diivodu vysokych nakladii na ultracentifugacni zatizeni.
Tato metoda poskytla vodné roztoky MRIJP, u kterych byla vysledna koncentrace proteinu vice
nez 1,7krat vyssi neZ koncentrace ziskana sedmidenni dialyzou. Vysledny vytézek mnozstvi

celkovych proteinti pomoci této metody byl vice nez 10krat vyssi nez vytézek ziskany dialyzou.

Ultracentrifugace MK po dobu 1 hodiny vedla k viditelné tfivrstvé separaci supernatantu
viz obrazek €. 5. Horni a stfedni vrstva méla vysoky obsah MRJP2 (52 kDa) a MRJP3
(60-70 kDa). MRIJP1 (55 kDa), ktery mél podobnou molekulovou hmotnost jako MRJP2

a MRJP3, byl pfitomen ve spodni vrstvé ve form¢ oligomeru [44].
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Obrazek 5: Ultracentrifugace a dvojrozmérnd elektroforéza MK - barveno Coomassie Brilliant Blue (Nozaki, 2012)

Li a kol. pouzili pro ptipravu proteinti pied elektroforetickym stanovenim ultrazvukovou
extrakci do fosfatového pufru (pH 7,6). Po odstfedéni byl supernatant pieveden do zkumavky
s lyzacnim pufrem (8 M mocovina, 2 M thiomocovina, 4% CHAPS, 20 mM Tris-baze, 30 mM
DTT a 2% biolytu pro pH v rozmezi 3 - 10), opét ultrazvukovan a odstfedén. K supernatantu
byla pfidana kyselina trichloroctova a poté byla smés udrZovana na ledu, aby doslo k vysrazeni
a odsolovani proteinu. Nasledovala dvé odstfedéni, homogenizace a uprava pH na hodnotu 7,0

pomoci NaOH. Tento extrakt musi byt do doby analyzy uchovavan piti -70 °C. [41].

4.2. Elektroforetické metody

Elektroforéza je pomérné jednoduchd, rychla a velmi citlivd metoda, které se vyuziva
ke studiu vlastnosti proteinii. Separace proteini je zaloZena na faktu, Ze nabité molekuly migruji
skrze gel diky elektrickému poli, které je vytvareno elektrodami. Nejobvyklejsim typem gelu
je agardzovy Ci polyakrylamidovy. Agaréza je predevsim vyuzivdna k separaci velkych
makromolekul jako jsou naptiklad nukleové kyseliny, kdezto polyakrylamidovy gel se vyuziva
k separaci proteind. Polyakrylamidovy gel miize byt pouzit ke zjisténi velikosti, mnozstvi,
Cistoty a izoelektrického bodu polypeptidl a proteint [45]. Elektroforéza v polyakrylamidovém
gelu se béZné nazyva zkratkou PAGE.
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4.2.1. Dvourozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Jednorozmérné separace jsou pro ucinné rozdeleni komplexnich proteinovych smési
nedostate¢né. Kombinace dvou elektroforetickych procesti na gelu v pravém thlu by méla
poskytnout mnohem vétsi miru rozliseni, nez je mozné u obou samostatné [42]. Dvourozmérna
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (2D-PAGE) je ucinnd separacni technika,
ktera umoznuje rozliSeni tisich proteint. Jeji schopnost vysokého rozliSeni vychazi
ze skutecnosti, ze prvni a druhy rozmér jsou zalozeny na dvou nezavislych charakteristikach
proteinu [46]. Proteiny jsou rozdéleny na gelu pomoci izoelektrick¢ fokusace (IEF),
kterd odd¢luje proteiny v prvni dimenzi podle jejich izoelektrického bodu, adile je
nasledovana elektroforézou ve druhé dimenzi v pfitomnosti dodecylsiranu sodné¢ho (SDS),

ktery oddéluje proteiny podle jejich molekulové hmotnosti [42].

Zavedenim imobilizovanych pH gradientovych geli pro IEF, které jsou komercné
dostupné, je mozné oddélit dostate¢né mnozstvi proteint pro dalsi charakterizaci a generovat
vysoce reprodukovatelné 2D mapy. Po separaci jsou proteiny ve 2D gelech obvykle barveny
Coomassie Brilliant Blue (CBB) nebo modifikovanym stfibrnym barvenim, které je
kompatibilni s naslednou analyzou MS. 2D gely jsou digitalizovany a vysledné gelové obrazy
jsou kvalitativné a kvantitativné analyzovany pomoci specializovanych softwarovych
programu. Timto zplsobem lze kvantifikovat proteiny a srovndvat a porovnavat bodové vzory
ve vice gelech. Statistickou analyzu lze provadét na skupinach prvka (skvrn) v sadach geli a Ize

hodnotit variace, rozdily a podobnosti [46].

Na obrazku 4 (str. 23) bylo zobrazeno rozdéleni proteinii mateti kaSicky pomoci
dvourozmérné gelové elektroforézy. Vzorek proteinu byl podroben 2D-PAGE a proteiny byly
obarveny CBB G-250. K identifikaci byla pouZzita vysokoucinna kapalinova chromatografie

ve spojeni s hmotnostni spektrometrii (HPLC-MS).

4.2.1.1. Imobilizovany pH gradient

Imobilizovany pH gradient (IPG) umoziiuje tvorbu stabilnich a reprodukovatelnych
gradientd pH schopnych fokusovat kyselé a bazické proteiny na jediném gelu, ktery je
v Sirokém rozmezi pH. V IPG jsou nosné amfolyty pfipojeny k molekulam akrylamidu
a odlévany do gelii za vzniku fixniho gradientu pH. Fixace gradientu brani driftu v gelu a také
zajiStuje, ze mohou byt odlévany efektivnim a reprodukovatelnym zplsobem. Pouziti IPG
stripti s izkym rozsahem umoznilo odd¢lit vétsi pocCet proteinti, neZ bylo mozné u standardni

2D-PAGE, protoze uzsi rozsah pH byl rozlozen na vétsi fyzickou vzdalenost. Toto rozsifeni
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umoznilo oddélit proteiny s podobnymi hodnotami izoelektrickych bodl (pl) s vysSim

rozliSenim [42].

4.2.1.2. lIzoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace (IEF) je separacni metoda pro amfoterni molekuly a biocastice,
neboli ¢astice schopné vykazovat pozitivni, negativni nebo nulovy elektricky naboj jako funkci
pH. V ptitomnosti elektrického pole a gradientu pH nabité castice elektroforeticky migruji,
dokud nejsou kondenzovany nebo zaostteny v poloze, kterd odpovida jejich izoelektrickému
bodu, kde se jejich Cisty naboj blizi nule. Malé molekuly, komplexni makromolekuly
a bioCastice lze tedy oddélit, pokud se jejich izoelektrické body (pH s nulovym nabojem)
1isi [47].

4.2.1.3. Jednorozmérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

Nejcastéji pouzivanym elektroforetickym uspotadanim je jednorozmérné elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu, kterd je pomérné jednoduchou a cenové dostupnou metodou.
Existuje velké mnozstvi variant [45]. Nejcastéji se provadi v polyakrylamidovych gelovych
tyCinkach, sklenénych nebo plastovych zkumavkéach obsahujicich amfolyty [42]. Tento typ
elektroforézy s polyakrylamidovym gelem a dodecylsiranem sodnym se oznacuje jako
SDS-PAGE. Pii této metod¢ dochazi k denaturaci proteinti a vysledkem analyzy je piesné

rozdé¢leni proteint podle jejich molekulové hmotnosti [45].

Ve studii Cakira z roku 2019 byla frakce supernatantu pouzita pro profily proteind
z 9 vzorkl mateti kaSicky klasickou SDS-PAGE. Mateii kaSicka byla rozpusténa v roztoku
NaCl a odstfedéna. Gelova elektroforéza byla provedena pfi laboratorni teploté, pii 40-50 mA
abézela piiblizné 3 hodiny. Po elektroforéze byly gelové desky obarveny CBB R-25.
Proteinovy marker byl proveden paraleln¢ se vzorkem vceliho jedu stanovenym Sirin et al.,
2016. V Cakirové studii nedoslo k velmi dobré separaci proteint, ale pouze ke vzniku dvou
velkych skvrn (obr. 6), coz naznacuje, Ze tyto skvrny se soustied’uji ve stejné oblasti u vSech

vzorkll mezi 40 a 70 kDa [48].
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Obrdzek 6: SDS-PAGE vzorkd matefi kasicky (Cakir, 2019)

4.2.1.4. Modra nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza

Modra nativni polyakrylamidova gelova elektroforéza (BN-PAGE) mé vyhody pro studium
multiproteinovych komplexti (MPC) v tom, Ze mlZe poskytovat informace o velikosti, poctu,
sloZzeni bilkovin, stechiometrii nebo relativnim mnoZzstvi MPC. V BN-PAGE se pouziva
barvivo Coomassie Blue (CB), které se nespecificky vaze na v§echny proteiny. Elektroforeticka
mobilita MPC je uréena zidpornym nabojem véazaného barviva CB a velikosti a tvarem
komplexu. Barvivo neplisobi jako detergent a zachovava strukturu MPC. Na rozdil od jinych
nativnich systému gelové elektroforézy jsou MPC oddé€leny nezéavisle na jejich izoelektrickém
bodé¢, a proto lze odhadnout velikost MPC. Kromé toho vazba CB na proteiny snizuje jejich

tendenci k agregaci béhem stohovaciho procesu elektroforézy [49].

Princip BN-PAGE je znazornén na obrazku 7. Proteiny a MPC jsou oddéleny za nativnich
podminek v prvnim rozméru BN-PAGE. Pro dvojrozmérmé BN-PAGE a SDS-PAGE jsou
proteiny a / nebo MPC denaturovany SDS v gelovém prouzku poté, co jsou oddéleny
BN-PAGE. Poté jsou aplikovany na gel druhého rozméru SDS-PAGE. Hyperbolicky tvar
uhlopticky ve dvourozmérném gelu je zpiisoben gradientovym gelem v prvni a linearnim gelem
ve druhé dimenzi. Monomerni proteiny jsou umistény na diagonale a komponenty MPC

pod diagonalou.
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Obrdzek 7: BN PAGE a BN/SDS PAGE proteinovych komplexi (Swamy a kol., 2006)

4.2.1.5. Kombinace 2D BN/SDS-PAGE

Ve studii o oligomeru MRJPlod Tamura, byl protein ve vzorku smichdn s pufrem
pro vzorek NuPAGE dodecylsiranem lithnym (LDS) s 50 mM dithiotreitolu. Nasledné byl
po dobu 5 minut povafen pii 100°C. Smési vzorkl se aplikovaly na NuPAGE 4-12 %
bis-tris polyakrylamidové gely. Running Buffer se pfipravil za pouziti pufru NuPAGE MES
SDS. SDS-PAGE byla provadéna pfi konstantni hodnoté 200 V. Jako marker molekulové
hmotnosti byl pouzit nezbarveny standard Mark 12. Pti barveni pomoci CBB byl oligomer
MRIJP1 detekovan pouze jako skvrna 55 kDa (obr. 8B), zatimco dvé skvrny (55 a 5 kDa) byly
vizualizovany na stejné ose po dvojitém barveni barvenim CBB a stfibrem (obr. 8C).
Pti elektroforetické analyze bylo potvrzeno, Ze 5 kDa protein bylo obtizné detekovat barvenim
CBB z ditvodu nizké afinity k tomuto barvivu. Pfi analyze pomoci BN/SDS-PAGE byl 55 kDa
protein identifikovan jako MRIP1 (Apis mellifera). Tyto vysledky naznacuji, ze oligomer
MRIP1 je slozen ze dvou typl proteinu: monomeru MRJP1 a proteinu 5 kDa. Déle byl také
zkoumén objemovy pomér dvou skvrn na BN/SDS-PAGE sttibrem obarvenych gelech. Pomér
objemii mezi monomerem MRIJP1 a proteinem 5 kDa byl pfiblizn€ 5,17. S nejvétsi
pravdépodobnosti to vychézi z toho, ze béhem tvorby oligomeru je navazano na jeden 5 kDa

protein pét monomerda MRJP1 [17].
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Obradzek 8: Elektroforetickd analyza oligomeru MRJP1 (Tamura a kol., 2009)

4.3. Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie je vhodna zejména pro separaci vysoce polarnich latek a latek
o velké molekulové hmotnosti, tedy i proteiny [50]. Techniky kapalinové chromatografie (napf.
iontova vymeéna, vylucovani podle velikosti, afinitni chromatografie a separace na reverznich
fazich) patii mezi nejcastéjsi metody separace proteini [43]. Nejcastéji vyuzivanou metodou
kapalinové chromatografie pro proteomiku je HPLC (High Performance Liquid
Chromatography, vysokouc¢innd kapalinovd chromatografie). Vzorky pro proteomickou
analyzu jsou k dispozici ve velkych mnozstvich. Analyty jsou vSak pfitomny v nepatrnych
koncentracich, proto byly vyvinuty ¢erpaci systémy pro poskytovani pritoki v rozsahu nl/min.
Vyuziva se prevazné nano-HPLC, kde je pritok 200-300 nl/min skrze separacni kolony
o vnitinim praméru 75-100 pm [51]. Jako dalsi typ kolon se vyuZivaji monolitické kolony,
které se objevily jako alternativa propustného materidlu k minimalizaci protitlaku systému.

Monolity jsou definovany jako souvisla pevna struktura ptfipominajici porézni vyplhovy
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material. Analytické kolony obsahujici monolity vykazuji nizs§i odpor vici pratoku Castic

analytu pii provadéné analyze [52, 53].

Nano-HPLC, ktera muze byt uspotfaddna jako chromatografie na reverznich fazich
(RP-HPLC), vyuziva k separaci proteinti nepolarni stacionarni fazi, jejiz volba ma nejvetsi
dopad na separaci sledovanych proteini a peptidd. Uéinnost separace latek je uréena
vlastnostmi stacionarni faze, jako napft. velikost Castic. Typicky se pro analytickou separaci
proteintl, peptidd nebo jinych molekul pouZivaji velikosti ¢astic 3 a 5 pm. U¢innost separace
se zvySuje o 30—40 %, kdyz se velikost ¢astic snizi z 5 na 3 pm pro stejnou délku kolony.
Castice, které jsou mensi nez 3 pm a které je obtizné vyrobit v jednotné velikosti a naplnit
do kolony, zvySuji protitlak nad mezni hodnotu tlaku vétSiny komeréné dostupnych systému
HPLC [43]. Miniaturizovanou HPLC lze konfigurovat se dvéma nebo vice pumpami, dojde
tedy k odstranéni problému s omezenym mnozstvim rozpoustédla v zasobniku. Navic tato
funkce umoziuje kontinudlni tok mobilni fidze v izokratickém rezimu nebo provadéni

gradientového reZzimu s koneénym objemem rozpoustédla [54].

Schematicky diagram zakladniho systému HPLC je uveden na obr. 9. Mezi hlavni soucasti
tohoto systému patii ¢erpadlo, injektor, kolona, detektor a pocita¢. Diilezité jsou také zasobniky
mobilni faze a sbéra¢ frakei, ktery se pouziva, pokud je zapotiebi dalsi analyza oddélenych
slozek [55]. V kapilarni, nano nebo ¢ipové LC byly pouzity dalsi techniky detekce, jako jsou
svételné diody, laserem indukovana fluorescence a elektrochemicka detekce. Nevyhodou jsou

neadekvatni kvalitativni informace o cilovych slouceninéach [54].
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Obrdzek 9: Schéma systému HPLC (Reuhs, 2017)

4.3.1. Dvourozmérna kapalinova chromatografie

V tradi¢ni dvourozmérné kapalinové chromatografii (2D LC) je k dispozici témét jakéakoli
kombinace stacionarnich fazi s rliznymi retencnimi vlastnostmi (obr. 10). Jelikoz vétSina
souCasnych 2D LC systému je propojena s hmotnostnimi spektrometry, musi byt vybér
pro separaci prvni dimenze doplnén chromatografii s reverzni fazi ve druhé dimenzi,
protoze v tomto piipad¢ jsou vzorky eluované z kolony RP v nejzadanéjsi formé pro nastiik
do hmotnostniho spektrometru. V tomto typu analyzy jsou nejvhodngj$i pro primarni
chromatografickou separaci molekulova vylucovaci chromatografie a iontové vymeénna

chromatografie [43].

34



Detektor e Sbérag
—{ 25— Detektor—~
T [ Lcmsms
on-line
analyza
Prvni rozmeér Druhy rozmeér Detekce

Obrdzek 10: Dvourozmérnd kapalinova chromatografie (Neverova, 2005)

4.4. Hmotnostni spektrometrie
Hmotnostni spektrometrie (MS) je analyticka technika pouzivana ke stanoveni hmotnosti
atomli nebo molekul. Diky fragmentaci iontl poskytuje také strukturdlni informace [56].
Analyza biomolekul, jako jsou proteiny a peptidy, v hmotnostnim spektrometru vyZzaduje,
aby analyt tvofil nabity iont v plynné fazi. Vyvoj G¢innych nedestruktivnich ioniza¢nich metod
umoziuje analyzu intaktnich biomolekul pomoci MS bez vyznamné degradace vzorku.
Nejcastéji pouzivanymi postupy téchto ionizaci jsou ionizace elektrosprejem (ESI) a matricova

laserova desorpéni (MALDI) [57].

Nejbéznéjsi metodou pro studium proteinli zaloZenou na MS je metoda bottom-up
nebo shotgun. Ve studiich proteomiky bottom-up je izolovdna smés proteind enzymaticky
nebo chemicky S$tépena na peptidy. Vyslednd smés komplexnich peptidi se frakcionuje
za pouziti chromatografie a dalSich metod. Po chromatografické separaci na reverzni fazi jsou
peptidy eluované z chromatografické kolony ionizovany elektrosprejovou ionizaci (ESI)
a analyzovany pomoci MS. Pfednost MS nespociva jen v pfesnosti méfeni hmotnosti v ¢astech
na milion (ppm), ale ve schopnosti provadét tandemova méteni MS (MS/MS), ktera poskytuji
dalsi informace specifické pro peptidovou aminokyselinovou sekvenci. Typicka LC MS/MS
zahrnuje ziskani pfedbézného hmotnostniho spektra intaktniho peptidu, disociaci

pozadovaného izolovaného prekurzorového iontu na mensi fragmenty a naslednou hmotnostni

35



analyzu fragmentii. Fragmentace peptidl je obvykle vysledkem srazky vyvolané disociace
nebo alternativnich technik, jako je disociace elektronového zachytu nebo disociace
elektronového prenosu. Obé metody elektronové fragmentace poskytuji lepsi pokryti sekvenci

vetsich analyta [58].

MS je preferovanou technikou pro charakterizaci a kontrolu kvality rekombinantnich
proteint a dalSi makromolekuly. Je také bézné pouzivana pro identifikaci proteint.
Protoze pomoci MS se stanovuje molekulovd hmotnost proteinu, je tato metoda volena
pro detekci a charakterizaci posttranslacnich modifikaci a potencidlné muze identifikovat
jakoukoli kovalentni modifikaci, kterd méni hmotnost proteinu. V MS lze vyuzit riizné principy
separace iontil, napf. analyzator doby letu (TOF), tzv. kvadrupdl nebo separaci selektivnim
vypuzovanim iontd ze tfi dimenzionalniho zachycovaciho pole (iontova past nebo iontovy

cyklotron s Fourierovou transformaci) [59].

Hmotnostni spektrometr je zafizeni, které se skladd z iontového zdroje, hmotnostniho
analyzatoru a detektoru. lontovy zdroj se pouziva k vyrob¢ iontl v plynné fazi, hmotnostni
analyzator oddéli ionty podle jejich poméru m/z (hmotnosti k naboji) a detektor registruje ionty
pro kazdy pomér m/z. Hmotnostni spektrometr mtize nebo i nemusi byt spojen s nékterou
separacéni technikou: plynovou nebo kapalinovou chromatografii nebo kapilarni elektroforézou

[56].

4.4.1. MALDI

Matricova laserova desorpc¢ni ionizace je metoda ,,m&kké ionizace*. Ke generovani plynné
faze, protonovanych molekul, velkého pfebytku matricového materidlu je soucasné vysrazen
s molekulami analytu (tj. s molekulami, které maji byt analyzovany) pipetovanim
submikrolitrového objemu smési na kovovy substrat a nechava se vyschnout. Vysledna pevna
latka je pak ozafena nanosekundovymi laserovymi pulzy, obvykle z malych dusikovych laserti
s vilnovou délkou 337 nm. Matrice je obvykle mala organickd molekula s absorbci na vinové
délce pouzitého laseru. Pii praci s biomolekulami se témét vyluéné pouzivaji matrice kyseliny
a-kyano-4-hydroxyskotficové nebo kyseliny dihydroxybenzoové (DHB). Matrice se lisi
v mnozstvi energie, které dodavaji biomolekuldm béhem desorpce a ionizace, a tim zptsobuji
stupent fragmentace (unimolekularni rozpad). Pro MALDI existuji rizné moznosti pfipravy
vzorku. Napiiklad matrice miiZze byt nanesena v mikrokrystalickém tenkém filmu na podklad,
coz vede k lepsi pfilnavosti, aby bylo moZné vzorek 1épe umyt, a které také predstavuje vetsi

krystalicky povrch, ze kterého mohou byt ionty desorbovany. Pfimés s matrici mtze byt
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prospésnd; naptiklad nitrocelul6za zvySuje rovnomérné zastoupeni peptidl a fruktéza miize

snizit energeticky stav desorbovanych iontd [57].

4.4.2. Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem (ESI-MS) byla vyvinuta pro pouziti
v hmotnostni spektrometrii biologickych vzorkti. Kapalina obsahujici analyt je cerpana
pfi nizkych rychlostech (mikrolitr za minutu) hypodermickou jehlou pii vysokém napéti vici
elektrostatickému rozptylu nebo elektrosprejem, ktery tvoii mikrometrické kapicky, které se
rychle odpartuji a které piedavaji svlij naboj molekulam analytu. Tento ioniza¢ni proces probiha

ve vakuu a je proto velmi citlivy (bez fragmentace analytovych iontl v plynné fazi) [57].

Ve studii z roku 2012 byly proteiny MK separovany na 2-DE obarveny CBB a vzniklé
skvrny (obr. 4 str. 23) byly dale analyzovany. Skvrny 1-5 (obr. 4) byly pomoci hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem jednoznaéné uréeny jako MRIP1 (pokryti
sekvence > 70%), se stejnou teoretickou molekulovou hmotnosti (49,31 kDa) a pl (5,10),
ackoli jejich experimentalni pl se posunulo (5,10 — 5,47). Skvrny 6 — 12 (obr. 4) byly stanoveny
jako prekurzor MRJP2 (pokryti sekvence ~ 70%), se stejnymi hodnotami teoretické
molekulové hmotnosti (51,44 kDa) a pI (6,83). Zde se experimentalni pI (6,51-7,51) stale lisilo.
Skvrny 13-19 (obr. 4) byly identifikovany jako MRJIP3 (pokryti sekvence ~ 50 %) vykazujici
stejnou teoretickou molekulovou hmotnost (61,62 kDa) a posunuty pl (teoreticky ~ 6,47
a experimentalni 6,76-8,25). Skvrny 20-23 (obr. 4) byly identifikovany jako MRJP4 (pokryti
sekvence ~ 50 %) vykazujici stejnou teoretickou molekulovou hmotnost (53,32 kDa)
a posunuty pl (teoreticky ~ 5,89 a experimentalni 6,28-6,43). Spoty 24-28 (obr. 4) byly
detekovany jako MRIJP5 (pokryti sekvence 34-47 %) se stejnou teoretickou molekulovou
hmotnosti (70,48 kDa) a posunutym pl (teoreticky ~ 6,11 a experimentalni 6,45-6,79). Skvrny
29-32 (obr. 4) byly také identifikovany jako MRJP3 (pokryti sekvence ~ 50 %) a vykazovaly
stejnou teoretickou molekulovou hmotnost (61,62 kDa) a posunuty pl (teoreticky ~ 6,47
a experimentalni 6,77-7,34). Tyto vysledky potvrdily PTM vzniklé fosforylaci, methylaci
a deamidaci u MRJP1-5 [38].

4.4.3. Hmotnostni spektrogram peptidu MK

Na obrazku 11 jsou zobrazena hmotnostni spektra methylovaného peptidu mateti kasicky.
Kde (1) jsou tandemova hmotnostni spektra methylovaného peptidu YFDYDFGSEEmetR
ziskaného z MK pomoci dvourozmérné gelové elektroforézy a (2) jsou tandemova hmotnostni

spektra syntetického methylovaného peptidu YFDYDFGSEEmetR. Spektra jsou oznacCena
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riznymi barevnymi kody, kde modré, zelena a Gervena predstavuji ionty a, b a y. Seda je

prekurzorovy ion a je oznacen jako [M] [38].
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Obrdzek 11: Hmotnostni spektra methylovaného peptidu materi kasicky (Zhang, 2012)
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5. Zavér

Pfi analyze proteomu medu a mateti kasicky bylo zjisténo, ze asi 90 % proteinil tvori
tzv. MRJP. Do této skupiny patii devét proteinit znacenych MRJP1-9. Pomoci dvourozmérné
elektroforézy a nésledné hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem bylo zjisténo,
ze molekulova hmotnost proteinit v MK se pohybuje v rozmezi 49-70 kDa a izoelektricky bod
5,1-7,5. U proteini bylo zjisténo, ze béhem zrani a skladovani mateii kaSicky ¢i medu,
prochazi riznymi reakcemi, jako jsou glykosylace, fosforylace, methylace a deamidace.
U MRJP1 byla zjisténa tii mista, na kterych dochazi ke glykosylaci, a u MRJP2 dvé
glykosyla¢ni mista. K fosforylaci nedochazi u MRJP3-5. K methylaci dochazi u MRJP1-5
au MRJP7. VSechny MRJP prochdzi deamidaci, avSak u MRJP3 je mira deamidace oproti

ostatnim proteiniim nizsi.

Vzhledem k vyvoji metod pouzivanych v proteomice, doSlo i k vyvoji rychlejSich
aucinnéjSich metod k izolaci proteini ze vzorku medu ¢i matefi kasicky. Mezi takovéto metody
patii naptiklad metoda izolace pomoci ultracentrifugace, ktera je vSak ekonomicky narocna.
Dalsi metodou je extrakce fenolem, kterou v roce 2019 pouzil Bocian. Pii analyze proteinu
medu a matefi kaSicky je nejpouzivanéjSi technikou dvourozmérna -elektroforéza
v polyakrylamidovém gelu s barvenim pomoci barviva CBB. Vysledkem je vznik skvrn,
které jsou vyfezany a podrobeny dalsi analyze. Dalsi hojné vyuZivanou technikou je kapalinova
chromatografie, predev§im nano-HPLC, pii které se v koloné vyuZivaji ¢astice stacionarni faze
o velikosti 3 um, a tim je moZné dosahnout pomérné vysoké ti¢innosti separace jednotlivych
proteini. K identifikaci jednotlivych proteinli se vyuziva hmotnostni spektrometrie nejCasteji
s 1onizaci elektrosprejem. Pii ionizaci dojde k nastépeni proteinu na jednotlivé peptidy a ty jsou
dale rozdéleny dle jejich poméru m/z. Vysledkem analyzy je hmotnostni spektrogram,

ktery se porovnava se spektry jednotlivych peptidl v databazi.
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