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Abstrakt

Cilem této diplomové prace bylo pfipravit a charakterizovat pritokové reaktory zalozené na
imobilizaci alternativnich aspartitovych proteaz — mucorpepsinu a rhizopuspepsinu — a
otestovat jejich vyuzitelnost pfi $tépeni modelovych proteini a terapeutické monoklonalni
protilatky Trastuzumabu. Tyto protedzy pochazejici z vlaknitych hub byly vybrany diky své
schopnosti efektivné $tépit proteiny za kyselych podminek a za pfitomnosti denaturacnich ¢i
redukénich cCinidel, coz je ¢ini vhodnymi pro proteomické aplikace a strukturni analyzy. V
experimentalni ¢asti byla nejprve analyzovana proteolytickd aktivita obou enzymi v zavislosti
na pH, pfidavku TCEP a denaturacnich ¢inidel pomoci SDS-PAGE. Vysledky ukazaly, ze
optimalni pH aktivity obou proteaz se pohybuje mezi 2,5 a 4,0, pficemz mucorpepsin vykazoval
vysSi substratovou selektivitu nez rhizopuspepsin. Nésledné byla enzymaticka wc¢innost
potvrzena LC-MS/MS analyzou, ktera poskytla detailni informace o pokryti sekvence, poctu
unikatnich peptidi a preferencich S$tépeni. Byly pfipraveny pratokové reaktory s
imobilizovanymi enzymy na nosi¢ POROS™ 20 AL a testovana jejich G¢innost pii St€peni
vybranych proteinil. NejlepSich vysledki pii Stépeni Trastuzumabu v pritokovém formatu bylo
dosazeno s mucorpepsinem pii pH 3,5 a 25 °C po piidavku TCEPu. Prace ukazuje potencial
alternativnich protedz v kombinaci s pritokovou technologii a poukazuje na nutnost dalsi
optimalizace imobilizacnich podminek pro zajisténi reprodukovatelného a efektivniho

proteolytického systému pro proteomické tucely.
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Abstract

The aim of this thesis was to develop and characterize flow-through reactors based on the
immobilization of alternative aspartic proteases—mucorpepsin and rhizopuspepsin—and to
evaluate their applicability for the digestion of model proteins and the therapeutic monoclonal
antibody Trastuzumab. These proteases, derived from filamentous fungi, were selected for their
ability to efficiently cleave proteins under acidic conditions and in the presence of denaturing
or reducing agents, making them suitable for proteomic applications and structural analyses. In
the experimental part, the proteolytic activity of both enzymes was first analyzed using SDS-
PAGE under varying pH conditions and in the presence of TCEP and denaturing agents. The
results showed that the optimal pH for both proteases ranged between 2.5 and 4.0, with
mucorpepsin displaying higher substrate selectivity compared to the more unspecific cleavage
pattern of rthizopuspepsin. Enzymatic efficiency was further confirmed by LC-MS/MS analysis,
which provided detailed data on sequence coverage, the number of unique peptides, and
cleavage site preferences. Flow-through reactors with immobilized enzymes on POROS™ 20
AL resin were prepared and tested for their ability to digest selected proteins. The best results
for Trastuzumab digestion in the flow-through format were obtained using mucorpepsin at pH
3.5 and 25 °C with TCEP. This work demonstrates the potential of alternative proteases in
combination with flow-through technology and highlights the need for further optimization of
immobilization protocols to ensure a reproducible and efficient proteolytic system for

proteomic applications.
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Protease, liquid chromatography, mass spectrometry, protein therapeutics, monoclonal

antibodies



Obsah

SeZNAM ZKIALEK ...o.eviiiiiiiiiieece e 9
VO 1ottt 10
R o (0710 011 ISP PRTRPP 11
1.1.  Analytické metody pouzZivang€ v prote€OmMICE .........ccuvereeeruvrereersiuireeeerierereeeseveeeennnns 12
1.1.1. Chromatografick€ Mmetody ..........coccviiiieriiiiiieiiiiee e 12
1.1.2. Imunochemické metody...........coeeviiiiiiiiiiiiiiiii e 13
1.1.3. Elektroforetick€ Mmetody .........ceiveiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiee e 13
1.1.4. Hmotnostni spektrometrie (MS) ......cceviiiiiiiiiiieieee e 13

1.2, Proteomika v MEdICINE........ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 14
1.2.1. Identifikace biomarkertl...........ooeiiiiiiiiiiiiiiii e 14
1.2.2. Vyvoj lé¢iv a novych terapeutickych cilli pomoci proteomiky ....................... 14

2. Hmotnostni Spektrometrie v prot@OMICE. ........uuuuriirreeeeeeriiiiirrereeeeeeeeerrreeeeeeeeessnnsnnneees 17
2.1.  Princip hmotnostni Spektrometri€..........uuvuiiiieeiieieiiiiiiiiee e 17
2.1.1. LOMIZACE ...ttt e 17
2.1.2. Hmotnostni analyZatory...........ceeeevieiiiiiiiiiiee e e 19

2.2.  Ptistupy v proteomice zaloZzené na hmotnostni spektrometrii...........cccceeeeeeuvnnnnnn.. 23
2.2.1. TOP-dOWN ProtEOMIKA. ... ..eviieeiieeiiiiiiieee e e e eeeeite e e e e e e e e e e e e e eeaveeeeas 23

2.3, Bottom-up proteOmIiKa ...........eeeiieiieiiiiiiiiiiiieeeeeeeeciiiie e ee e e e e eeeirrere e e e e e e e eenanaeeeeas 24
2.3.1. Proteazy pouzité v ramci diplomove prace..........c.eeeeevueeeeeiiiiieieeeiiiieeeeieeennn 27

3. ImODbIlZACE ENZYMTUL....cciiiiiiiiiiiiiie ettt e et e e e ee e 31
3.1, Metody IMODIIZACE. .....ocuueiiiiiiiiie e 32
3.1.1. Kovalentni Vazba.........coocuiiiiiiiiiiii e 32
301,20 AdSOTPCE ettt e et e e e e e e e 33
3.1.3.  Zachyceni a enkapsulace ..........cccceeeviiiiiiiiiiiiieiiiie e 33
3.1.4.  Funkcionalizace povrchill a afinitni interakce s KOVY .......oocveeriiiiiniiiiniecnnnn. 34

3.2.  Typy reaktort s imobilizovanym enzymem (IMERS)..........cccccociiiniiiinniiinniennne. 34



32,1, Monolitick€ IMERY .......cccuutiiiiiiiiie ettt 35

3.2.2.  IMERy plnéné ¢asticemi (particle-packed IMERS) ........ccccceeriiiiinieiininennnne 35
3.2.3. Membranové a filtraci zaloZzené IMERY............cccovviiiiiiiiiiiiiie e, 35
3.2.4.  Mikrofluidni IMERY (UW-IMERS).....ccoociiiiiiiiiiiiiie e 36

4. TraStUZUMAD ....eeiiiiiiiiii it e ettt e e et e e e et e e e e ebeeeeeeaaee 37
TR ) 1 S o) - T ST UPRRSPPPPPRRN 38
6. Pouzité pristroje, chemikalie a rOZtoKY.......cccvvviiiiiiiiiiiiieee e 39
6.1.  Prehled potiebnych pristrojli @ Vybaveni..........cccccvvvierriiiiieeeriiiiee e 39
6.2.  Prehled pouzitych chemikalii .........ccovviiiiiiiiiiiiiiiee e 40
6.3, SeZNAM TOZEOKTL .. ..uviieiiiiiiee ettt e e et e e et e e e 41

7. POUZIEE MEIOAY ..o e ettt e e e e e e e e e e e e e e e s nataaeaeaeeeeeannnsssaaeeeas 42
7.1.  Vymeéna pufru pomoci gravitacni geloveé filtrace ..........coeeeuvvvvieieeeieeincciiiieeeeeen, 42
7.2.  Stépeni modelovych proteint v roztoku pii rizném pH .........cccccovvioieeeeeeeeeeenn. 42
7.3, SDS-PAGE ... e e 42

7.4.  Stépeni modelovych proteinti v roztoku v pfitomnosti denaturaéniho a redukéniho

CINIALA TCEP ..ottt e e e et e e et e e nna e e snneeennnes 43
7.5.  Stépeni protilatky TraStuZUMAD ............ccccoiuiuiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 43
7.6.  Optimalizace pH pro proteolytické st€peni na zakladé analyzy LC-MS/MS........... 44

7.7.  Imobilizace rhizopuspepsinu a mucorpepsinu na aldehydem aktivovany nosi¢

POROST 20 AL ..ottt ettt et e e ettt e e e ettt e e e entteeeeeennneeaeeaes 45
7.8, PINENT KOLOM ...eiiiiiiiiiiiii e 47
7.9.  Stépeni protilatky Trastuzumab analyzované prostiednictvim LC-MS/MS ............ 47
7.10. Stépeni modelovych proteini v pritokovém reaktoru s imobilizovanym
rhizopuspepsinem a jejich analyza pomoci LC-MS/MS ..o 48

7.11. Stépeni modelovych proteini v pritokovém reaktoru s imobilizovanym

mucorpepsinem a jejich analyza pomoci LC-MS/MS.......c.ccccoiiiiiiiiiiniiiiiceeceee 49

7.12. Stépeni protilatky Trastuzumab v pritokovém reaktoru s imobilizovanym

mucorpepsinem a jeji analyza pomoci LC-MS/MS .........coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 50



7.13. Zpracovani LC-MS/MS dat.........ccveiieiiiiiiieiiiee e 50

8. VYSIEdKY @ diSKUSE ...ccvviiiieeiiiiiie et et e e 52

8.1.  Analyza optimalniho pH protedz pomoci SDS-PAGE..........ccccoveiiiiiiiiiiniieee. 52

8.2.  Analyza vlivu reduk¢niho ¢inidla TCEP na §tépeni proteinii protedzami pomoci SDS-
PAGE 52

8.3.  Analyza vlivu denaturacniho €inidla na $tépeni proteinli protedzami pomoci SDS-
PAGE 54

8.4.  Optimalizace pH a urceni preferenci §té€peni protedz pomoci LC-MS/MS.............. 55

8.5.  Analyza §t€peni modelovych proteinti v pritokovém reaktoru pomoci LC-MS/MS
60

8.6.  Analyza Stépeni protilatky Trastuzumab pomoci SDS-PAGE...........cccccccvvviiiennis 68

8.7.  Analyza Stépeni protilatky Trastuzumab pomoci LC-MS/MS .........ccooviviiiiiiiinnns 72

8.8.  Analyza sté€peni protilatky Trastuzumab v priitokovém reaktoru pomoci LC-MS/MS
78

T < PSPPSR 81

10 4§ (o ) [ SRR PPPRPRRRIN 83

11. Dodatek ke Kapitole 8.7.....ccceeieiiiiiiiiiee e e e e 88



Seznam zkratek

AFP
AL
AP-MS
bCA
CID
DDA
DIA
DTT
ECD
EP

ESI
ETD
FISH
HCD
IMERs
LC
LC-MS/MS
MALDI
MYG
PSA
PTM
PYGM
RF
SRM
TCEP
TFA
TOF
PP
UVPD
u-IMERs

alfa-fetoprotein

aldehydové funkéni skupiny

afinitni purifikace spojena s hmotnostni spektrometrii
karbonicka anhydraza

kolizné indukovana disociace

data-dependent acquisition

data-independent acquisition

dithiotreitol

electron capture dissociation

epoxidové funkéni skupiny

elektrospejova ionizace

electron transfer dissociation

fluorescencni in situ hybridizace

higher-energy collisional dissociation
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termalni proteomicka profilace

ultraviolet photodissociation

mikrofluidni imobilizovany enzymové reaktory



Uvod

V poslednich desetiletich doslo k vyznamnému rozvoji metod analytické biochemie, které
umoziuji hlub$i porozuméni biologickym procesim na molekuldrni trovni. Mezi témito
pristupy zaujiméa proteomika klicové postaveni diky své schopnosti analyzovat kompletni
soubor proteini exprimovanych v daném biologickém systému. Na rozdil od genomu, ktery
zustava relativné stabilni, je proteom dynamicky a jeho slozeni se méni v zavislosti na
bunéném typu, vyvojovém stadiu nebo fyziologickém a patologickém stavu organismu.
Proteomické metody se tak staly nenahraditelnym nastrojem ve vyzkumu nemoci, vyvoji lé¢iv

a biotechnologickych aplikacich.

Jednou z nejucinnéjSich technologii vyuzivanych v moderni proteomice je hmotnostni
spektrometrie (MS), ktera umoziuje vysoce citlivou a specifickou identifikaci proteini a jejich
modifikaci. MS techniky se uplatiiuji zeyména v kombinaci s metodami enzymatického Stépenti,
pri¢emz tradi¢n€ nejpouzivanéjsi enzym — trypsin — vykazuje omezenou substratovou specifitu,
coz muze vést k nedostatecnému pokryti sekvence nekterych proteinti. V reakci na tyto limity
narsta zdjem o alternativni proteazy s odliSnymi specifitami, které mohou rozsifit

proteomickou analyzu o dosud obtizn¢ identifikovatelné regiony proteint.

Paralelné s tim dochazi k vyvoji novych pfistupli v oblasti proteolytickych workflow, véetné
technologii pratokovych reaktorti s imobilizovanymi enzymy. Imobilizace enzymii na pevny
nosic¢ piinasi fadu vyhod, jako je opakovatelnost, stabilita, pfesna kontrola reak¢nich podminek
a kompatibilita s automatizovanymi systémy. Zejména v oblasti analyzy kapalinové
chromatografie spojené standemovou hmotnostni spektrometri (LC-MS/MS) pftispivaji
prutokové reaktory k vyssi reprodukovatelnosti a efektivité¢ proteolyzy, coz je kliCové pro

vysokopriichodové analyzy a validaci biologickych 1é¢iv.

Cilem této diplomové prace je ptiprava a charakterizace pritokového reaktoru zalozené¢ho na
imobilizaci alternativnich protedz, konkrétné mucorpepsinu a rhizopuspepsinu, a jejich aplikace
na modelové proteiny i terapeutickou monoklonélni protilatku Trastuzumab. Tyto aspartatové
protedzy pochézejici z vldknitych hub rodu Rhizomucor piedstavuji slibnou alternativu k
pepsinu diky své stabilit¢ za kyselych podminek, vysoké aktivité pii nizkych teplotach a
schopnosti efektivniho Stépeni 1 ve ztizenych podminkach, jako je pfitomnost denaturacnich

nebo redukénich ¢inidel.
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1. Proteomika

Proteomika pfedstavuje interdisciplinarni oblast vyzkumu, ktera se zamétuje na komplexni
analyzu proteini v bunkach, tkanich a organismech. Soucasti této védni discipliny je
identifikace, kvantifikace, charakterizace struktury a funkce proteind, stejné jako jejich
interakce a posttranslacni modifikace. Proteomika rovnéz doplnuje genomiku a transkriptomiku
a umoznuje hlubsi porozumeéni biologickym procestim, které zaviseji na proteinové expresi a
regulaci. Proteomické analyzy jsou zdsadni pro pochopeni dynamiky bunécnych procesu a
zaroven poskytuji dalezité¢ informace o fyziologickych a patologickych stavech organismi

(Aslam et al., 2017).

Termin proteom oznacuje kompletni soubor proteini exprimovanych v daném case a za
konkrétnich podminek. Na rozdil od genomu, ktery je relativné stabilni, je proteom vysoce
dynamicky a neustale se méni v zavislosti na bunééném stavu, podminkach prostiedi a riiznych
dalSich wvnéjSich stimulech. To pifedstavuje jednu z hlavnich vyzev proteomiky, nebot
identifikace a kvantifikace veSkerych proteinii v buitkach vyzaduje sofistikované analytické

pristupy s vysokou citlivosti a rozliSovaci schopnosti (Aslam et al., 2017).

Proteomické technologie nachézeji Siroké uplatnéni v biomedicing, farmaceutickém priumyslu,
biotechnologiich a rovnéz v agronomii. V oblasti medicinského vyzkumu se proteomika
vyuziva k identifikaci biomarkert, které mohou slouzit k diagnostice a progndze riznych
onemocnéni, véetné rakoviny, neurodegenerativnich poruch a infek¢nich nemoci. Prikladem je
analyza proteinovych profilti v télnich tekutinach, jako je krev nebo mozkomisni mok, ktera
muze napomoci identifikaci specifickych proteinii asociovanych s patologickymi stavy, coz
umoziuje vcasnou diagnostiku a monitorovani onemocnéni. Krom¢é toho se proteomické
metody uplatituji pfi vyvoji cilené terapie, kde se zkoumaji interakce mezi terapeutickymi
latkami a proteiny s cilem optimalizovat Gi€innost a minimalizovat vedlejsi u¢inky 1é€iv (Aslam

et al., 2017).

V biotechnologiich a potravinarském primyslu se proteomické metody vyuZivaji k optimalizaci
bioprodukénich procest, napiiklad pii vyrobé enzymi, vakcin a dalSich biologicky aktivnich
molekul. Proteomickd analyza mikroorganismi pouZivanych v biotechnologickych aplikacich
umoziuje lepsi porozuméni metabolickym drahdm a identifikaci faktord, které mohou pfispét
ke zvyseni produkce pozadovanych proteint. V agronomii a rostlinnych védéach se proteomika
pouziva ke studiu proteinovych odpovédi rostlin na environmentalni stresory, jako jsou sucho,
zasoleni ¢i patogeny, coz pfispiva k vyvoji odolnéjSich plodin (Aslam et al., 2017).
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Navzdory svému obrovskému potencidlu ¢eli proteomika nékolika vyzvam. Jak bylo zminéno
spektrum fyzikalné-chemickych vlastnosti, jako je hydrofobicita, razné izoelektrické body a
vysoky dynamicky rozsah exprese. Kromé toho mohou proteiny podléhat riznym
posttranslaénim modifikacim, které vyznamné ovliviiuji jejich funkci. Technologicky pokrok v
oblasti hmotnostni spektrometrie a pokrocilé bioinformatické nastroje umoziuji efektivnéjsi
analyzu proteinli a postupné snizuji omezeni spojend s proteomickymi experimenty (Aslam et

al., 2017).

1.1. Analytické metody pouZzivané v proteomice

Proteomika vyuziva Siroké spektrum analytickych technik, které umoznuji identifikaci,
kvantifikaci a funk¢ni charakterizaci proteinii. Mezi hlavni skupiny patii chromatografické a
elektroforetické metody, hmotnostni spektrometrie, imunochemické metody a bioinformaticka

analyza.

1.1.1. Chromatografické metody

Chromatografie je zakladni metodou pro separaci proteinii na zakladé jejich fyzikalng-

chemickych vlastnosti, jako jsou néboj, velikost nebo afinita ke specifickym ligandim.

1.1.1.1.  lonexova chromatografie (IEC z anglického ion exchange chromatography)

IEC je separacni metoda zaloZena na elektrostatickych interakcich mezi analytmi a stacionarni
fazi, kterd obsahuje ionexovou pryskyftici. Mobilni faze pouzivana v IEC je tvofena vodnym
pufrovacim roztokem. V tomto systému jsou pfitomny protiionty, které se nachazeji v
dynamické rovnovaze mezi mobilni a stacionarni fazi. Na zéklad¢ charakteru vyménovanych
iontl 1ze rozlisit dva hlavni formaty IEC: anex a kationex. Pfi pouZiti kationexu dochéazi k

vyméng kationtl, zatimco pfi pouZiti anexu dochazi k vymeén¢ aniontt (Thikekar et al., 2023).

1.1.1.2.  Wlucovaci chromatografie (SEC z anglického size exclusion chromatography)

SEC, znadma také jako gelova filtrace, umoZiluje separaci proteinil na zaklad¢ jejich molekulové
velikosti. Princip spo€iva v pouziti porézni stacionarni faze, ve které malé¢ molekuly pronikaji
do porti a setrvavaji v nich déle, zatimco vétsi molekuly prochazeji skrze kolonu rychleji. Tato
metoda je Casto pouZzivana k preciSténi vzorkd pfed analyzou hmotnostni spektrometrii

(Thikekar et al., 2023).
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1.1.1.3.  Afinitni chromatografie
Afinitni chromatografie je vysoce selektivni separacni technika, kterd vyuziva specifické
interakce mezi proteinem a imobilizovanym ligandem na povrchu chromatografické kolony.
Ligandem muze byt napiiklad protilatka, receptor nebo specificka chemicka skupina, ktera se
selektivné vaze na cilovy protein. Po navazani proteinu na ligand jsou nespecificky navazané

proteiny odplaveny a pozadovany protein je nasledné z kolony uvolnén eluci (Thikekar et al.,

2023).

1.1.2. Imunochemické metody

1.1.2.1.  ELISA (z anglického enzyme-linked immunosorbent assay)
ELISA je vysoce citliva metoda pouzivana k detekci a kvantifikaci proteinti v biologickych
vzorcich. Princip spociva v navazani specifickych protilatek na cilovy protein, ktery je nasledné
detekovan pomoci enzymatické reakce generujici barevny signal. Existuje nékolik variant

ELISA, jako je ptima, nepifima, sendviCova a kompetitivni metoda (Thikekar et al., 2023).

1.1.2.2. Western blot

Western blot je dal$i Siroce pouzivanou technikou pro detekci specifickych proteini v
komplexnich vzorcich. Metoda zahrnuje separaci proteinti pomoci elektroforézy v
polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE), nasledny pfenos proteint
na membranu a jejich detekci pomoci protilatek (Thikekar et al., 2023).

1.1.3. Elektroforetické metody

1.1.3.1.  Dvourozmeérna gelova elektroforéza (2D-PAGE)

Princip 2D-PAGE spociva ve dvoustupiiové separaci proteind. Prvni dimenzi je isoelektricka
fokusace, pfi niz se proteiny separuji na zaklad¢ jejich isoelektrického bodu (pl), coz znamena,
ze se v elektrickém poli pohybuji, dokud nedoséhnou pH odpovidajiciho jejich nulovému
¢istému néaboji. Druhou dimenzi je SDS-PAGE, pii které jsou proteiny po separaci podle pl déle
rozdeleny na zakladé¢ jejich molekulové hmotnosti. Po separaci jsou proteiny vizualizovany
barvenim (napf. Coomassie Brilliant Blue) a analyzovany pomoci softwaru k detekci rozdilt v

expresnich profilech (Thikekar et al., 2023).

1.1.4. Hmotnostni spektrometrie (MS)

MS je jednou z nejvyznamnéjSich technologii v moderni proteomice, ktera umoziuje
identifikaci proteind, jejich posttranslaénich modifikaci a kvantifikaci. Hlavni princip MS

spociva v ionizaci proteind nebo peptidul, separaci na zakladé poméeru hmotnosti k naboji (m/z)
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a detekci iontid (Thikekar et al., 2023). Vice o hmotnostni spektrometrii bude uvedeno v kapitole

2.

1.2. Proteomika v medicine

V mediciné nachazi proteomika Siroké uplatnéni zejména pfi vyvoji novych diagnostickych
metod, hledani biomarkert onemocnéni, vyvoji 1é¢iv a objevovani novych terapeutickych cila.
Detailni analyza proteini v biologickych vzorcich umoziuje lepsi porozuméni
patofyziologickym mechanismim chorob a poskytuje cenné informace pro klinickd rozhodnuti.
Moderni proteomické technologie umoziuji identifikaci proteinti spojenych s konkrétnimi
patologickymi stavy, coz otevira dvefe k inovativnim diagnostickym a terapeutickym ptistuptim

(Al-Amrani et al., 2021).

1.2.1. Identifikace biomarkera

Biomarker je méfitelny indikator normélniho nebo patologického procesu, ktery miize byt
vyuzit v diagnostice, prognoéze nebo sledovani onemocnéni a jeho odpovédi na IéCbu.
Proteomicka analyza umoziiuje objevovani novych biomarkert v t€lnich tekutinach, jako jsou
krev, mo¢, sliny nebo mozkomis$ni mok, coz snizuje invazivitu diagnostickych postupti.
Ptikladem je objev biomarkert pro onkologickd onemocnéni, jako je HER2 pii rakoviné prsu,
PSA (prostaticky specificky antigen) pii karcinomu prostaty a AFP (alfa-fetoprotein) pfi
hepatocelularnim karcinomu (D. Jia et al., 2024). Krom¢ onkologie jsou proteinové biomarkery
zkoumany také v oblasti neurodegenerativnich onemocnéni, kde se identifikuji proteiny
asociované¢ s Alzheimerovou chorobou (napi. tau protein nebo beta amyloid), ale také u

autoimunitnich onemocnéni, jako je roztrouSena skleréza (Al-Amrani et al., 2021).

1.2.2. Vyvoj 1é¢iv a novych terapeutickych cilii pomoci proteomiky

V n¢kolika fazich vyvoje 1é€iv, od raného vyzkumu az po klinické testovani, hraje klicovou roli
hmotnostni spektrometrie (MS). Diky schopnosti pfesn¢ analyzovat proteiny a metabolity
umoznuje identifikaci terapeutickych cili, optimalizaci vlastnosti 1é¢iv a sledovani jejich

ucinkid na bunéény proteom.

Jednou z hlavnich aplikaci MS ve vyvoji novych 1éCiv je kvantitativni proteomika, ktera
umoziuje meéfeni exprese proteinil za riznych experimentalnich podminek. Kvantitativni
techniky, jako je znaceni aminokyselin stabilnimi izotopy v bun&cné kultufe a kvantitativni
bezznackova proteomika, se pouzivaji k detekci proteinovych zmén v dusledku patologickych

procest nebo farmakologickych zasahti (Rahmani et al., 2025).
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DalSim kli¢ovym aspektem farmakologie je interakce mezi 1éCivy a cilovymi proteiny. MS
umoznuje identifikaci proteind, na které se 1é¢ivo vaze, a podrobnou analyzu jejich vlivu na

bunéény proteom (Kim & Nita-Lazar, 2024).

1.2.2.1.  Afinitni purifikace spojena s hmotnostni spektrometrii
Jednou z dulezitych metod pouzivanych ke studiu interakci mezi proteiny a k identifikaci
proteint, které mohou byt cili pro nova léCiva, je afinitni purifikace spojena s hmotnostni
spektrometrii (AP-MS). Tato metoda zahrnuje nékolik krokl, pocinaje znacenim nebo
exprimaci cilového proteinu s afinitnim tagem (napt. His-tag) v buiikach. Nésleduje afinitni
purifikace, pfi niZ je cilovy protein spolu se svymi interagujicimi partnery zachycovan na
specialni povrch (afinitni matrici). Tato matrice obsahuje protilatky nebo specifické chemickeé
slouceniny, které selektivné vazou cilovy protein a jeho interakéni partnery. V poslednim kroku
dochazi k eluaci proteinovych komplexi, které jsou nésledné analyzovany pomoci MS (Kim &
Nita-Lazar, 2024). Kim a Nita-Lazar ve své studii prokazali, ze AP-MS je mimotfadné uzitecna
pii zkoumani proteinovych interakci v imunitnim systému, coz naznacuje jeji Siroky potencial

1 v oblasti vyvoje imunoterapii.

1.2.2.2.  Termalni proteomicka profilace

Dalsi metodou je termalni proteomicka profilace (TPP). Tato metoda umoziuje identifikaci
proteinovych cilii 1é¢iv bez nutnosti jejich genetické nebo chemické modifikace. Princip
metody spociva v tom, ze vazba léCiva na protein méni jeho stabilitu vici tepelné denaturaci,

coz lze kvantifikovat pomoci MS.

Postup metody TPP je nasledujici: bunky nebo bunécné lyzaty jsou inkubovany s testovanym
1é¢ivem. Nasledné jsou vzorky zahtaty na rtizné teploty, ¢imz dochézi k postupné denaturaci
proteini. Po centrifugaci jsou denaturované, nerozpustné proteiny oddéleny od rozpustné
frakce. V poslednim kroku je rozpustnad frakce analyzovana pomoci MS, kterd umoZiiuje
kvantifikaci mnozstvi stabilnich proteinti pfi kazdé teplote. Pokud se 1é¢ivo navaze na ur€ity
protein, miiZze to zménit jeho stabilitu — protein se miZze stat odolngj$im nebo citlivéj$im na
teplotni denaturaci. Tento posun v bod¢ denaturace lze detekovat pomoci MS a vyuzit jej k
identifikaci proteind, které jsou cili daného léCiva. Tato metoda byla uspéSné vyuzita pii
identifikaci cilovych proteini pfi vyvoji 1é¢iv proti neurodegenerativnim onemocnénim a

rakoviné (Kim & Nita-Lazar, 2024).
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1.2.2.3.  Farmakokinetika a farmakodynamika
Farmakokinetika a farmakodynamika jsou neoddé¢litelnymi aspekty vyvoje 1é€iv, které urcuji
jejich ucinnost a bezpe¢nost. Farmakokinetika zkouma4, jak se 1é¢ivo chova v organismu — od
absorpce, distribuce, metabolismu az po eliminaci (ADME). MS je opét klicovou metodou,
kterd umoziuje sledovani koncentraci 1é¢iv v krvi a tkénich, coz je nezbytné pro stanoveni
optimalniho davkovani (Hossain et al., 2025). Metabolismus 1é¢iv, k némuz dochézi zejména v
jatrech, mize vést k tvorbé aktivnich nebo toxickych metabolitd. MS je nezbytna pro detekci
téchto metaboliti a vyhodnoceni jejich bezpecnosti (Prajapati et al., 2025).
Farmakodynamika se naopak zabyva Uc¢inkem 1é¢iv na bunky a tkan€. Proteomické analyzy,
jako je TPP, pomahaji urcit, na které proteiny se 1é¢ivo vaze, a zaroven objasnit, jakym

zpusobem ovliviiuje jejich funkei v burice (Ketron et al., 2025).

1.2.2.4.  Posttranslacni modifikace a jejich role ve vyvoji léciv
Posttranslacni modifikace (PTMs) jsou chemické zmény proteint, které ovliviiuji jejich funkei,
stabilitu a interakce. Jsou kli¢ové v regulaci bunéénych procest a hraji dilezitou roli ve vyvoji
1é¢iv. Fosforylace reguluje bunéénou signalizaci a je cilem mnoha inhibitort kindz pouzivanych
v protinadorové 1é¢bé (Guo et al., 2025). Glykosylace ovliviiuje stabilitu terapeutickych
protilatek a vakcin, pfiCemz jeji pfesnd analyza pomoci MS je nezbytna pro biofarmaceutika
(F. Jia et al., 2025). Ubikvitinace je klicova pro degradaci proteinil, coZ umoziiuje vyvoj léciv

zaméienych na selektivni odstranéni patologickych proteinti (Abdeen et al., 2025).
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2. Hmotnostni spektrometrie v proteomice

Proteomika, jak jiz bylo n€kolikrat zminéno, je védni obor zaméteny na komplexni studium
proteint v organismech a v poslednich letech zaznamenala obrovsky pokrok prave diky vyuziti
hmotnostni spektrometrie (MS). Ta se etablovala jako hlavni analytickd metoda umoziujici
identifikaci, kvantifikaci a charakterizaci proteini v riiznych biologickych vzorcich. Kromé
toho se MS pouziva v Siroké Skale experimentalnich strategii a umoziuje analyzu tisicl
proteind v ramci jednoho vzorku, coz je obzvlasté dulezité pti studiu slozitych biologickych

systému (Shuken, 2023).

Vyvoj MS byl zésadni pro rozvoj proteomiky, nebot’ umoznuje identifikaci proteinti na zakladé
jejich molekulové hmotnosti a charakterizaci jejich sekvence prostfednictvim fragmentacni
analyzy. Tradi¢ni metody studia, jako je dvourozmérna gelova elektroforéza, jiz nepostacuji
soucasnym pozadavkim na hloubkovou analyzu, nebot’ jsou Casové naroné a maji omezeny

dynamicky rozsah.

Hlavnimi vyhodami MS v proteomice jsou vysoka citlivost, kterd umoznuje detekci proteinti i
ve stopovych mnozstvich, za urcitych podminek i kvantitativni ptesnost, diky niz lze piesné
stanovit relativni mnoZzstvi proteint v biologickych vzorcich, specificnost, kdy analyza peptidi
a jejich fragmenti umoznuje spolehlivou identifikaci proteinti a jejich modifikaci, vSestrannost,

protoze MS analyza je aplikovatelna na rizné typy vzorka (Shuken, 2023).

2.1. Princip hmotnostni spektrometrie

MS je analytickd metoda slouZzici k urceni molekulové hmotnosti chemickych latek na zakladé
pomeru jejich hmotnosti k naboji (m/z). V kontextu proteomiky se vyuziva k analyze proteina
a peptidd, ptfiCemZ poskytuje informace o jejich sekvenci a posttranslacnich modifikacich
(Shuken, 2023). Proces analyzy pomoci MS se skldda ze tii hlavnich krokt: ionizace, separace

a detekce iontu.

2.1.1. Ionizace

Ionizace je prvnim krokem v hmotnostni spektrometrii, béhem n¢hoZ se neutralni molekuly
proteinii nebo peptidi pfeménuji na nabité ionty. Tento proces je kli€ovy, protoze pouze nabité

ionty mohou byt nasledné analyzovany pomoci MS (Shuken, 2023).

17



2.1.1.1.  Elektrosprejova ionizace (ESI)
Elektrosprejova ionizace (ESI) je jednou z nejbéznéjsich ioniza¢nich metod vyuzivanych v
proteomice, nejéastéji ve spojeni s kapalinovou chromatografii (LC), a umoznuje efektivni

analyzu Sirokého spektra biomolekul (Nanni et al., 2022).

Mechanismus ESI je zalozen na sérii fyzikalné-chemickych procesi, které vedou k tvorbé
stabilnich ionti vhodnych pro MS analyzu. Cely proces zacind rozpuSténim analyzované
vzorky, obvykle ve smési vody a organického rozpoustédla, jako je methanol nebo acetonitril.
Tato smés je poté vystavena silnému elektrickému poli, které vytvaii malé nabité kapénky
obsahujici molekuly analytu. Postupnym odpatrovanim rozpoustédla dochazi k redukeci velikosti
kapének a v kritickém momentu tzv. Coulombova rozpadu se kapénky explozivné rozpadnou
na mensi nabité fragmenty, aZ nakonec zistanou izolované ionty analytickych molekul. Tyto
ionty jsou elektrostaticky urychlovany do hmotnostniho analyzatoru, kde probiha jejich

separace a detekce (Shuken, 2023).

Vyhodou ESI je jeji schopnost produkovat vicenasobné nabité ionty, coZ umoznuje analyzu
velkych molekul, jako jsou proteiny — ty se diky vicendsobnym nabojim dostavaji do rozsahu
detekce vétSiny MS zatfizeni. ESI je navic mékka ionizacni technika, ktera minimalizuje
fragmentaci proteintl a peptidii, ¢imZ umoznuje piesnou identifikaci analyzovanych latek. ESI
je také idealni pro kvantitativni proteomiku a analyzu posttranslacnich modifikaci, nebot’ v

kombinaci s LC umoziiuje vysoce rozliSujici analyzu komplexnich biologickych vzorka

(Shuken, 2023).

Nevyhodou ESI je jeji citlivost na kontaminaci solemi, které mohou interferovat s ionizaci
analyzovanych molekul, coz vede ke vzniku nespravnych signalii ve spektru, snizeni citlivosti
a tvorb¢ aduktl, které mohou zkreslit presnost uréeni molekulové hmotnosti analytii (O’ Neill,
2019). Dale ESI generuje vicenasobné nabité ionty, coz mize komplikovat interpretaci spektra
— zejména pii analyze komplexnich proteinovych smési mize dochazet k piekryvani signala

jednotlivych iontd (Shuken, 2023).

2.1.1.2.  Laserova desorpce/ionizace za pritomnosti matrice (MALDI)
MALDI patii rovnéZ mezi vyznamné ionizacni metody vyuzivané v proteomice. Na rozdil od
ESI, kde se analyzované latky nachazeji v kapalné fazi, pfi MALDI se vzorek nejprve

krystalizuje v pfitomnosti organické matrice, kterd nasledné absorbuje laserovou energii a

rrrrr
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efektivni analyzu velkych biomolekul s minimalni fragmentaci, coz je vyhodné pti identifikaci

intaktnich proteinti a PTM (O’Neill, 2019).

Mechanismus ionizace pomoci MALDI zacina piipravou vzorku, pfi které se analyzovana latka
smisi se specidlni matrici, jako je kyselina sinapova nebo kyselina a-cyano-4-hydroxy-
skoficovd, a nanese se na ter¢ik. Po naneseni se smés nechd odpatit, ¢imz vzniknou krystalické
struktury obsahujici analyzované molekuly rovnomérné rozptylené v matrici. V dal§im kroku
dochazi k laserové excitaci — kratky pulz laserového zéateni excituje matrici, ktera absorbuje
energii a nasledn¢ ji pfedava analyzovanym molekuldm. Tento proces zpusobuje desorpci a
ionizaci vzorku, pficemzZ ionty jsou uvolnény do plynné faze a vstupuji do hmotnostniho

analyzatoru, kde probiha jejich separace a detekce (Nanni et al., 2022).

Vyhodou MALDI je jednoducha ptiprava vzorku a skute¢nost, Ze se jedna o mekkou ionizacni
techniku, ktera zptsobuje pouze minimalni fragmentaci, coz umoziuje zachovani intaktni
proteinové struktury a presnou identifikaci velkych molekul. MALDI se rovnéZ vyznacuje
vysokou rychlosti analyzy — vysledky lze ziskat béhem néckolika sekund. Dalsi vyhodou je
vysoka citlivost, ktera umoziuje detekci 1 velmi nizkych koncentraci biomolekul (O’Neill,

2019; Shuken, 2023).

Jednim z hlavnich omezeni MALDI je jeji nekompatibilita s LC, coz znamena, Ze slozité
proteinové smési nelze efektivné analyzovat v redlném case, jak je tomu u LC-MS analyz. To
omezuje jeji vyuziti v aplikacich, kde je nezbytnd ptfedchozi separace komplexnich
proteinovych vzorkii. Dalsi nevyhodou je citlivost na tzv. matricové efekty — nevhodna volba
matrice miize vést k nepresnym vysledkim nebo k uplnému potlaceni signalu analyzovanych
molekul. Proto je pfi pouziti MALDI dulezité optimalizovat vybér matrice a experimentalnich

podminek tak, aby byla zajiSténa maximalni efektivita ionizace a piesnost detekce (Han et al.,

2008).

2.1.2. Hmotnostni analyzatory

Ulohou hmotnostnich analyzatorti je separace iontil na zakladé jejich poméru hmotnosti k
naboji (m/z). Jejich vybér ovlivituje rozliSenti, citlivost, rychlost analyzy a pfesnost identifikace
proteintl, pfi¢emz riizné typy analyzatori nabizeji rizné vyhody a omezeni v zavislosti na
konkrétni aplikaci. Nejcastéji pouzivanymi analyzatory v proteomice jsou kvadrupolové, TOF
a orbitrap analyzéatory. Kazdy z té€chto typt mé své specifické vlastnosti a uplatnéni v riznych

oblastech proteomického vyzkumu (Shuken, 2023).
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2.1.2.1.  Kvadrupolovy analyzator

Kvadrupolovy hmotnostni analyzator se sklada ze Ctyt paralelnich tyc¢i, které mohou mit
valcovy nebo hyperbolicky tvar. Idedlni hyperbolické tyCe jsou potfebné pro vytvoreni
dokonale homogenniho hyperbolického elektrického pole, avsak jejich vyroba je technicky
naro¢na. V praxi se proto ¢astéji pouzivaji valcové tyce, které umoziuji pfibliznou simulaci

tohoto pole (Gross, 2017).

Princip fungovani kvadrupdlu spoc¢iva ve vybéru iontd na zékladé hodnoty stejnosmérného
napéti a amplitudy stfidavého napéti. lonty, které se pohybuji stabilni trajektorii, jsou
smérovany do detektoru, zatimco nestabilni ionty jsou vychyleny a detektoru nedosdhnou

(Gross, 2017).

Kvadrup6l mize pracovat ve dvou reZimech. Prvnim je reZim priichodu ionti, kde se elektrické
pole plynule méni, coZ umoznuje rychlé skenovani vSech hodnot m/z v kratkém Casovém
intervalu. Tento reZim je zaloZen vyhradné na radiofrekvenénim (RF) napéti. Casto se vyuziva
v kombinaci s iontovymi zdroji pracujicimi za atmosférického tlaku. RF pole propousti do
analyzatoru pouze nabité ionty, zatimco neutrdlni molekuly jsou odstraiiovany vakuovymi
pumpami. Uvniti kvadrupolu se formuje ochlazeny oblak ionti s nizkou kinetickou energii,
ktery se organizuje do koncentrickych valcovych vrstev. Tyto vrstvy sdruzuji ionty se stejnym
m/z — ionty s vyS$§im m/z se soustfed’uji ve vnéjSich vrstvach, zatimco ionty s nizSim m/z jsou
tlaceny blize ke stfedu v dasledku ti¢inného zaostfovani RF pole. Tento proces snizuje vzajemné
odpuzovani zplisobené prostorovym ndbojem a stabilizuje distribuci iont. Zvyseni linearni
hustoty iontli mize vést k rozsifeni oblaku a zvySeni pravdépodobnosti kolize iontd s vyssi
hodnotou m/z s tyCemi kvadrupolu. Na rozdil od analyzator doby letu (TOF) nebo
magnetickych sektorovych spektrometrii obsahuje kvadrup6l kolizni buiiky, které umoznuji
kolizn€ indukovanou disociaci (CID) pfi energii 5-100 eV. Tyto buniky jsou Casto zakiivené,
coz prodluzuje dréhu letu iontli skrze kolizni oblast, zvySuje ucinnost fragmentace a zaroven

odstraiiuje neutralni ¢astice a fotony, ¢imz se snizuje Sum ve spektru (Gross, 2017).

Druhym rezimem je SRM (single reaction monitoring), pti kterém je elektrické pole nastaveno
tak, aby skrze kvadrupdl prochézely pouze ionty s pfesné definovanou hodnotou m/z. Na jeden
par protilehlych elektrod se pfivadi stejnosmérné napéti, zatimco na druhy par je aplikovano
RF napéti. Stabilita trajektorie konkrétniho iontu je tak fizena témito parametry.
Jak jiz bylo zminéno, ideélni kvadrupdlovy analyzator by m¢l mit elektrody s hyperbolickym

prafezem, aby vzniklo co nejpresnéjsi pole. Nicméné vzhledem k technologickym a vyrobnim
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omezenim se vétSinou pouzivaji valcové tyce, jejichz primér je optimalizovan tak, aby co
nejveérnéji simuloval hyperbolické pole. I drobné odchylky od idealniho tvaru, zpisobené
napiiklad interferencemi s vnéjSimi poli, nizkou mechanickou piesnosti nebo nevhodnym
tvarem elektrod, mohou vést k vyraznym ztratdm ptenosu iontd a poklesu rozliseni (Gross,

2017).

2.1.2.2.  Priletovy analyzator

Cely proces za¢ind ionizaci vzorku, pfi niZ jsou molekuly excitovany metodami, jako je
MALDI nebo ESI. Nasledné jsou ionty urychleny ptsobenim elektrického pole, ptfi¢emz
kineticka energie ziskana v této fazi zavisi na velikosti napéti a naboji iontll. Protoze vSechny
ionty v analyzovaném vzorku ziskaji pfiblizné stejnou kinetickou energii, jejich vysledna
rychlost se li§i v zavislosti na jejich hmotnosti — leh¢i ionty se pohybuji rychleji a dopadaji na

detektor diive nez t€zsi ionty.

Urychlené ionty poté vstupuji do driftové oblasti, ve které se jiz neméni jejich energie ani smér
pohybu. Za idealnich podminek by m¢ély ionty se stejnou hmotnosti dopadat na detektor
soucasné, coZ umoziuje piesné urceni jejich hmotnosti. V realnych podminkach jsou vSak ionty
ovlivnény drobnymi rozdily v po¢atecni distribuci kinetické energie, coz mtize vést k mirnému

rozostieni spektra (Gross, 2017).

Aby se minimalizovaly interference zpiisobené kolizemi s molekulami vzduchu, driftova oblast
je udrzovana ve vysokém vakuu. Béhem této faze se ionty pohybuji konstantni rychlosti, ktera
je nepfimo umeérna jejich hmotnosti. Po dopadu na detektor dochazi k pfeméné kinetické
energie na méfitelny signal, pficemz nejcastéji pouzivané detektory jsou zalozené na principu

sekundarni emise elektronii, jako naptiklad fotonasobice (Gross, 2017).

Jednou z vyzev TOF analyzatorii je eliminace rozdilii v pocatecni distribuci kinetické energie
iontd, které mohou snizovat rozliSovaci schopnost. Jednou z technik vyvinutych pro tento tcel
je tzv. zpozdeéna extrakce. Tento pfistup spociva v kratkém casovém zpozdéni mezi ionizaci a
urychlenim iontil, coz umoziuje jejich ¢astecné prostorové seskupeni a vyrovndni rozdila v
kinetickych energiich. Vysledkem je pfesnéjsi zaostieni iontového svazku a zvySeni rozliSeni

hmotnostniho spektra (Gross, 2017).

Dal$i moznosti je pouziti reflektronového TOF analyzitoru. Tento systém vyuZziva
elektrostaticky reflektor, ktery prodluzuje drahu iontl v zavislosti na jejich poc¢ate¢ni kinetické
energii. lonty s vyssi energii pronikaji hloubéji do reflektoru, ¢imz se kompenzuji rozdily v
jejich rychlostech, a je zajisténo, ze ionty se stejnou hmotnosti dopadnou na detektor soucasné.
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Timto zpisobem dochézi k vyraznému zvyseni rozliSovaci schopnosti a k ostiejsi definici

hmotnostnich pika (Gross, 2017).

K dalsimu zlepseni rozliSovaci schopnosti pfispiva také ortogonalni akcelerace (0aTOF), ktera
umoznuje presnéjsi kontrolu nad iontovym svazkem pied jeho vstupem do driftové oblasti.
Ionty jsou nejprve vedeny stabilnim proudem rovnobéznym s analyzatorem, a jejich prostorové
i energetické charakteristiky mohou byt pted akceleraci efektivnéji homogenizovany. Kli¢covym
mechanismem zvySujicim rozliSeni je pulzni ortogonalni extrakce iontil z kontinudlniho svazku.
V pravidelnych intervalech je na akceleracni elektrody aplikovano vysoké napéti, které zptisobi
prudké urychleni iontd kolmo k ptivodnimu sméru pohybu. Tento proces zajistuje, ze vSechny
ionty v daném pulzu zacinaji sviyj let soucasn¢, ¢imz se minimalizuji rozdily v jejich pocatecni

kinetické energii. Vysledkem je ostiejsi spektrum a vyssi rozliSovaci schopnost (Gross, 2017).

2.1.2.3.  Orbitrap

Hmotnostni analyzator Orbitrap je vysoce rozliSujici ptistroj, ktery byl pfedstaven spolecnosti
Thermo Fisher Scientific v roce 2005. Od té doby se stal Siroce pouzivanou soucasti
pokrocilych hmotnostné spektrometrickych workflow diky své schopnosti poskytovat presna
mefeni hmotnosti a vynikajici rozliSovaci schopnost. Jednim z charakteristickych rysi
Orbitrapu je jeho ¢innost v Cisté elektrostatickém poli, coz eliminuje potiebu magnetickych

komponent a tim snizuje fyzické rozméry i provozni slozitost systému (Gross, 2017).

Zékladem Orbitrapu je vietenovita centralni elektroda obklopena souosou, sudkovitou vnéjsi
elektrodou rozdélenou do dvou symetrickych polovin. Iony jsou do tohoto uspotradani
vstiikovany tangencidln€, kde jsou vystaveny stabilizujicimu elektrostatickému potencialu.
Vysledkem je superpozice orbitalni rotace kolem centralni elektrody a koherentnich axialnich
oscilaci podél podélné osy. Prave tyto axialni oscilace jsou zdkladem pro hmotnostni analyzu,
jelikoz jejich frekvence ptimo odpovidaji poméru hmotnosti a ndboje (m/z) iontii (Gross, 2017).
Detekéni princip Orbitrapu je zaloZzen na méteni obrazovych proudt indukovanych oscilujicim
mraénem iontd na rozdélenych vnéjSich elektrodach. Tyto signaly jsou snimany v case,
digitalizovany a nésledné pfevedeny do frekvencniho spektra pomoci Fourierovy transformace.
Vysledna data ve frekvenéni doméné jsou poté interpretovana za ucelem ziskani piesnych
hodnot m/z. Vyznamné je, Ze v pasti neni nutnd zadna excitace iontli, coZ pfispiva k vysoké
stabilité¢ a reprodukovatelnosti méteni. Pro dosazeni optimalniho vykonu musi byt ionty do
Orbitrapu zavedeny za peclivé kontrolovanych podminek. To je obvykle zajisténo pomoci tzv.

C-trapu, coz je zakfivend linedrni iontova past slouzici jako zaostfovaci zafizeni. lonty se
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hromadi v C-trapu, jsou ochlazovany pomoci dusikové tlumici atmosféry a nasledné
uvoliovany v kratkych, zaostfenych pulsech do Orbitrap analyzatoru. Kritické parametry, jako
je nacasovani vstiiku, prostorové zaostteni a pocatecni rozdéleni rychlosti iontd, musi byt jemné
nastaveny, aby bylo zajisténo koherentni pohyb iontli a maximalizovano rozliSeni. Hmotnostni
presnost se obvykle pohybuje mezi 0,5 az 3 ppm, coz umozinuje spolehlivou identifikaci a
kvantifikaci analyt i ve slozitych smésich. RozliSovaci schopnost je dana trvanim a koherenci

axialnich oscilaci, pfi¢emz delsi doby méfeni ptinaseji vyssi rozliseni (Gross, 2017).
2.2. Pftistupy v proteomice zaloZen¢ na hmotnostni spektrometrii

MS se v proteomice pouziva v riznych analytickych ptistupech, z nichz kazdy je optimalizovan
pro specifické experimentalni potfeby. Volba ptistupu zavisi na faktorech, jako jsou cile analyzy
proteini, pozadavky na kvantifikaci, rozsah studie a dostupnost vzorkli. Mezi hlavni ptistupy
patii bottom-up a top-down proteomika, data-dependent acquisition (DDA) a data-independent
acquisition (DIA). Kazdy z téchto ptistupti ma své vyhody i1 nevyhody a moderni technologie

umoziuji jejich kombinaci pro dosazeni co nejpiesnéjSich vysledkt (Shuken, 2023).

2.2.1. Top-down proteomika

Na rozdil od pfistupu bottom-up, pii kterém se proteiny $tépi na peptidy jesté pred hmotnostné
spektrometrickou analyzou, top-down proteomika umozinuje studium intaktnich proteinii bez
nutnosti enzymatického Stépeni. Tento piistup poskytuje komplexni pohled na proteoformy —
konkrétni formy proteinti vzniklé kombinaci PTM, alternativniho sestfihu, mutaci nebo

proteolytickych zkraceni — a umoziiuje jejich piimou identifikaci (Po & Eyers, 2023).

Top-down proteomika je mimotfadné cennd pfi studiu proteinovych izoforem a PTM, jejichz
informace byvaji pfi St€peni v pfistupu bottom-up Casto ztraceny. Pouzivaji se zde vysoce
rozliSujici hmotnostni analyzétory, jako je Orbitrap nebo FT-ICR, které¢ umoZziuji pfesné méfeni
hmotnosti velkych biomolekul (Shuken, 2023). Klicovym krokem je fragmentace intaktnich
proteint, kterd musi byt dostate¢né efektivni a rovnomérnd, aby bylo mozné lokalizovat

modifikace na konkrétni mista v sekvenci.

V top-down pfistupu se k fragmentaci intaktnich proteini vyuziva vice typll metod, z nichz
kazda je zaloZena na odliSném fyzikalné-chemickém mechanismu St€peni a ma specificky vliv
na miru a rozloZeni fragmentace v rdmci proteinové sekvence. Fragmentace miiZe probihat na
zaklad€ prenosu elektronil (napf. electron transfer dissociation (ETD), nebo electron capture

dissociation, (ECD)), kolizi s inertnim plynem (napf. higher-energy collisional dissociation,
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HCD) nebo pomoci absorpce fotont (ultraviolet photodissociation, UVPD). Tyto techniky se
1i81 svou schopnosti zachovat labilni posttranslaéni modifikace, rovhomérnosti generovanych
fragmentacnich iontd a efektivitou fragmentace ve stfedni Casti sekvence, kterd byva u
intaktnich proteinti méné dostupna (Po & Eyers, 2023; Toby et al., 2016). Vybér konkrétniho
fragmenta¢niho rezimu zdvisi na typu analyzovaného proteinu, instrumentdlnim vybaveni
laboratotfe a cilech experimentu, zejména pokud jde o lokalizaci modifikaci a dosazeni

vysokého pokryti sekvence (Toby et al., 2016).

Vyhodou tohoto pfistupu je moznost piimé detekce a kvantifikace konkrétnich proteoform,
vcetné jejich posttranslacnich uprav, bez nutnosti rekonstrukce z fragmentovanych peptidii. To
znacn¢ snizuje chyby vyplyvajici z netplného Stépeni nebo Spatné inferenci proteinového
puvodu peptidil (Shuken, 2023). Top-down proteomika se ukazuje jako nepostradatelny néstroj

zejména pii studiu terapeutickych proteind, biomarkert a pfi detailni strukturdlné-funkcni

vvvvvvvvv

vvvvvv

u peptidi. Kromé vysokych pozadavkl na analytické vybaveni (napt. tizkd izola¢ni okna v
kvadrupolu a vysoké rozliSeni pro fragmentaci) je také nutné optimalizovat podminky
fragmentace pro konkrétni proteinové tfidy a jejich modifikacni stavy (Po & Eyers, 2023; Toby
et al., 2016). Prestoze se tento piistup v rutinni praxi zatim neprosadil v takové mife jako

bottom-up, jeho vyznam roste zejména v oblasti klinického vyzkumu a vyvoje bioterapeutik.

2.3. Bottom-up proteomika

Zékladnim krokem v bottom-up proteomice je piiprava vzorkil, kterda ma zasadni vliv na
celkovy tspéch, reprodukovatelnost a citlivost experimentu. Cilem je ucinné pievést komplexni
proteinové vzorky na peptidy vhodné pro analyzu pomoci LC-MS/MS, pticemz je kladen diraz

na minimalizaci kontaminace a ztrat vzorku.

Proces obvykle za¢ina extrakci proteint z bunék, tkani nebo télnich tekutin. Tento krok se ¢asto
provadi za pouZiti lyzacnich pufri obsahujicich silnd denaturaéni Cinidla, jako je mocovina,
sodna siil deoxycholatu nebo guanidin-hydrochlorid, kterad rozrusuji terciarni strukturu proteini
a napomahaji solubilizaci membranoveé vazanych proteinl. V piipadé tkani se pro usnadnéni
lyzy Casto vyuzivaji také mechanické metody, jako je sonikace nebo homogenizace (Duong &

Lee, 2023; Dupree et al., 2020).

Po solubilizaci proteinli nasleduje redukce a alkylace disulfidovych mustk mezi cysteinovymi
zbytky, které stabilizuji tercidrni strukturu a mohou branit ptistupu protedz. K jejich st€peni se

24



pouzivaji redukéni €inidla, jako je dithiotreitol (DTT) nebo tris(2-karboxyetyl)fosfin (TCEP).
Nasledné se aplikuji alkylujici ¢inidla, jako je jodoacetamid, aby se zabranilo opétovnému
vytvoreni disulfidovych vazeb. Tento krok zajist'uje lepsi pristupnost polypeptidového fetézce
k aktivnimu mistu protedzy (Dupree et al., 2020; Willems, b.r.). Cely pracovni postup je

popsany na obrazku 1.

Extrakce proteini |{g=ho c=r> Separace peptidi o MS analyza

Obrazek 1: Pracovni postup v bottom-up proteomike.

DDA je klasicky ptistup ke sbéru dat v MS proteomice, pfi kterém jsou nejintenzivngjsi ionty
z kazdé MS1 analyzy vybrany pro fragmentaci a naslednou MS2 analyzu. Tento selektivni
proces umoziuje ziskani kvalitnich spekter, kterd jsou poté porovnavana s databazemi za
ucelem identifikace proteini. Vyhodou DDA je vysoké piesnost pii identifikaci proteint a
moznost detailni analyzy jejich fragmentacnich spekter. Nevyhodou je vSak preferencni
zaméieni na nejintenzivngj$i ionty, coz muize vést k opomenuti méné hojnych proteinti. Tento
piistup mtize byt rovnéz zavisly na experimentalnich podminkach, coz miize negativné ovlivnit

reprodukovatelnost mezi rtiznymi laboratofemi (Shuken, 2023).

Druhy modernéjsi ptistup v proteomice piedstavuje DIA, pii kterém jsou vSechny detekované
ionty systematicky fragmentovany nezavisle na jejich intenzité. To umoziuje komplexni a
reprodukovatelnou analyzu proteomu bez selektivniho vynechavani iontti. Hlavni vyhodou DIA
je vyssi reprodukovatelnost a komplexnéjsi pokryti proteomu, coz umoziuje presnéjsi
kvantifikaci proteini za riznych biologickych podminek. Nevyhodou je naopak zvySena
komplexnost datové analyzy, kterd vyzaduje pokrocilé bioinformatické zpracovani (Shuken,

2023).

Po denaturaci, redukci a alkylaci jsou proteiny podrobeny enzymatickému S$tépeni, coz
predstavuje klicovy krok bottom-up proteomiky. Nejcastéji pouzivanym enzymem je trypsin,
ktery $té€pi peptidové vazby na karboxylové strané lysinu a argininu, pokud za nimi nenésleduje
prolin. Tato specificita vede k tvorbé peptidl s pozitivné nabitymi konci, které se dobfe ionizuji
a predvidatelné fragmentuji béhem MS/MS analyzy. V zavislosti na komplexnosti vzorku nebo
specifickych experimentalnich pozadavcich mohou byt pouzity i jiné proteazy, jako Lys-C, Glu-

C, chymotrypsin nebo Asp-N, a to bud’ samostatné, nebo v kombinaci s trypsinem. Pouziti vice
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proteaz je zvlasté piinosné v ptipadech, kdy je cilem dosahnout §ir§iho pokryti proteomu nebo

ptresné&jSiho mapovani posttranslacnich modifikaci (Tsiatsiani & Heck, 2015).

Na efektivitu Stépeni ma vliv vice faktort, véetné poméru enzymu k proteinu, pH, teploty a
délky inkubace. Typicky pomér trypsinu k proteinu je 1:20 pro $tépeni pies noc pii 37 °C, ale
vyssi poméry nebo zvysené teploty mohou byt pouzity pro rychlejsi stépeni v fadu minut az
nékolika hodin. Pro udrzeni optimalniho pH (7-9) pro enzymatickou aktivitu se bézn¢ pouzivaji

pufry jako amonny hydrogenuhlicitan nebo Tris (Willems, b.r.).

Navzdory svym vyhodiam ma trypsin i uréitd omezeni. Cast tryptickych peptidi miize byt piilis
kratkd (méné neZz 6 aminokyselin), coZ znemoznuje jejich spolehlivou identifikaci pomoci
hmotnostni spektrometrie. Kromé toho mohou byt proteiny s nizkym obsahem lysinu nebo
argininu nedostatecné pokryty. Pokud se lysin nebo arginin nachazi v blizkosti fosforylované
nebo kyselé aminokyseliny, trypsin miize toto misto vynechat. Dale trypsin nestépi efektivné
na uplném konci proteinu, coZ znamena, Ze tato oblast neni detekovéana (Tsiatsiani & Heck,
2015). Pro piekonani téchto nedostatkii se v proteomice pouzivaji nize zminéné alternativni

proteazy.

Lys-C je serinova proteaza, ktera Stépi na karboxylové strané lysinovych zbytkd. V
denaturacnich podminkéch (napt. 8 M mocovina) je stabiln¢jsi nez trypsin a ¢asto se vyuziva v
dvoukrokovém protokolu, kde nejprve predstépi proteiny pred pridanim trypsinu. Tento postup
minimalizuje pocet neuplnych stépeni a vede k tvorbé delSich peptidl, coz zlepsSuje pokryti

sekvence (Tsiatsiani & Heck, 2015; Willems, b.r.).

Glu-C stépi na karboxylovém konci kyseliny glutamové, a za urcitych podminek (napft. ve
fosfatovém pufru) také po kyselin¢ asparagové. Tato serinova proteaza umoziuje piistup k

kyselym oblastem proteind, které byvaji pti tryptickém Stépeni ¢asto opomenuty (Willems, b.r.).

Chymotrypsin preferuje velké hydrofobni aminokyseliny, jako jsou fenylalanin, tryptofan a
tyrosin, a do urcité miry také leucin a methionin. Diky témto preferencim umoznuje detekci

oblasti proteintll, které by trypsin mohl vynechat — zejména hydrofobnich a membranové

wewvr

Asp-N je metaloprotedza, ktera Stépi na N-koncové stran€ kyseliny asparagové. Je uZite¢na
pfedevsim pii mapovani N-terminalni ¢asti proteini nebo pfi studiu posttransla¢nich modifikaci

(Willems, b.r.).
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Lys-N §tépi na N-termindlni strané lysinu a generuje peptidy s bazickym zbytkem na N-konci.
V kombinaci s ETD fragmentaci tyto peptidy poskytuji ptehledné a informativni fragmentacni
vzory, coZ rozsifuje pokryti proteomu. Naopak Arg-C §tépi za argininem podobné¢ jako trypsin,
ale jeho specifita je nizs$i — n¢kdy Stépi i za lysinem, ackoli by nem¢l. Tato nekonzistentni
aktivita snizuje spolehlivost $tépeni, a proto se Arg-C bézné nepouziva v rutinnich

proteomickych experimentech (Tsiatsiani & Heck, 2015).

Pepsin je aspartatova proteaza s optimalnim pH v rozmezi 1-3. Stdpi proteiny neselektivngé s
preferenci k hydrofobnim a aromatickym aminokyselindm. Vzhledem k neptfedvidatelné tvorbé
peptidl se bézné ve standardni bottom-up proteomice nepouziva. Uplatnéni vSak nachdzi v
experimentech s vyménou vodiku za deuterium (HDX-MS), které slouzi ke studiu dynamiky
proteini. HDX experimenty vyzaduji Stépeni pii nizkém pH a nizké teploté€, aby se zabranilo

zpétné vymeéné deuteria za vodik (Tsiatsiani & Heck, 2015; Willems, b.r.).

Podobnou protedzou je Nepenthesin I aspartatova protedza pochazejici z masozravé rostliny
Nepenthes gracilis, ktera patfi pod pepsinové protedzy. Vyznacuje se Sirokou substratovou
specifitou a je schopna Stépit peptidové vazby na C-koncové strané¢ nékolika
aminokyselinovych zbytkli. Rekombinantni nepenthesin II vykazuje vysokou enzymatickou
stabilitu pii kyselém pH a nizkych teplotach, coz jej ¢ini zvlasté vhodnym pro aplikace HDX-
MS. Ve srovnani s pepsinem vykazuje lepsi odolnost vii¢i denatura¢nim a redukénim ¢inidlim,
jako jsou mocovina, guanidiniumchlorid a TCEP, a lze jej efektivné imobilizovat na pevné

nosice pro opakované pouziti v proteolytickych postupech (Yang et al., 2015).

An-PEP (prolyl endoproteaza z Aspergillus niger) je serinova proteaza se specifickou afinitou
ke Stépeni peptidovych vazeb na C-koncové strané prolinovych zbytkii. Tato jedine¢na Stépici
specificita ji ¢ini mimofddné cennou v aplikacich hmotnostni spektrometrie s vyménou vodiku
za deuterium (HDX-MS), kde umozinuje ti€¢innou proteolyzu za kyselych podminek (optimalni
aktivita pti pH 2,5 a 0 °C), které zachovavaji deuteraci. Na rozdil od pepsinu produkuje An-
PEP kratsi peptidy a poskytuje lepsi sekvencni rozliSeni v oblastech bohatych na prolin
(Tsiatsiani et al., 2017).

2.3.1. Proteazy pouzité v ramci diplomové prace

2.3.1.1.  Mucorpepsin
Mucorpepsin (EC 3.4.23.23) je enzym patiici do skupiny aspartatovych protedz, tedy enzymd,
které katalyzuji hydrolytické Stépeni peptidovych vazeb v bilkovinach prostfednictvim dvou

konzervovanych zbytki kyseliny asparagové v aktivnim misté. Tento enzym je produkovan
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vlaknitymi houbami rodu Rhizomucor, zejména druhy Rhizomucor miehei a Rhizomucor
pusillus (Aktayeva et al.,, 2018; Feijoo-Siota et al., 2014). Struktura mucorpepsinu je

zndzornéna na obrazku 2.

Obrazek 2: Krystalograficka struktura mucorpepsinu.
Dostupné z: https://www.rcsb.org/structure/2ASI

Primérni uplatnéni mucorpepsinu je v mlékarenském primyslu, kde slouzi jako srazeci ¢inidlo
pii vyrobé syra. Jeho ukolem je srazet mléko mechanismem podobnym ucinku piirozené¢ho
teleciho chymosinu, avSak s niz§i tendenci zplisobovat nezaddouci proteolytické Stépeni

mlécnych bilkovin (Feijoo-Siota et al., 2014).

Zéjem o mucorpepsin v prumyslu vzrostl v 60. letech 20. stoleti, kdy doslo k nedostatku teleciho
syfidla. Od té doby se stal vyznamnou alternativou k tradi¢nim Zzivoc¢isSnym koagulantim.
Mechanismus uU¢inku mucorpepsinu je zaloZzen na specifickém Stépeni vazby mezi
fenylalaninem a methioninem v proteinu k-kaseinu, ktery hraje kli¢ovou roli pfi stabilizaci
kaseinovych micel v mléce. Pfidani mucorpepsinu vede k destabilizaci micel a iniciuje tvorbu
syfeniny, coz je zakladni krok pfi vyrobé syra (EFSA Panel on Food Contact Materials,
Enzymes and Processing Aids (CEP) et al., 2024).

Enzym je syntetizovan jako zymogen (neaktivni prekurzor), ktery ziskdva enzymatickou
aktivitu az po odstranéni specifickych segmentli. Zymogen mucorpepsinu se sklada ze tii
funkén€ odliSnych ¢asti: 22aminokyselinového signalniho peptidu (zajistujicitho export
enzymu z builky), 47aminokyselinového propeptidu (udrzujiciho enzym v neaktivnim stavu
béhem translokace) a 36laminokyselinového zralého enzymu, ktery po aktivaci vykonava

katalytickou funkci (Feijoo-Siota et al., 2014).
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Stejné jako jiné aspartatové protedzy vykazuje mucorpepsin maximalni aktivitu v kyselém
prostiedi, pficemz jeho optimalni pH se pohybuje okolo hodnoty 4. Tento fakt je obzvlaste
vyhodny v kontextu syraiské vyroby, kde ptirozené pievladd mirn¢ kyselé prosttedi (Feijoo-

Siota et al., 2014).

Jednou z vyzev spojenych s vyuzivanim mucorpepsinu je jeho tepelna stabilita, tedy schopnost
zachovat enzymatickou aktivitu i pfi zvySenych teplotach. Tato vlastnost je vyhodna pfi
tepelném zpracovani mléka, mize vsak byt problematicka béhem zrani syra. Pretrvavajici
aktivita enzymu muze vést k nadmérné proteolyze, coz mlze zplsobit vznik nezadoucich
senzorickych vlastnosti (napt. hotkost), mékkou texturu nebo snizeny vytézek. K odstranéni
téchto nezadoucich U€inkl byly vyvinuty termolabilni varianty mucorpepsinu, které ztraceji
aktivitu pii vysSich teplotach, a tim umoznuji lepsi kontrolu nad proteolytickym procesem.
Jednou z moZnosti je chemickd modifikace, napifiklad oxidace methioninovych zbytk
peroxidem vodiku, ktera snizuje tepelnou stabilitu enzymu. Dal§im piistupem je deglykosylace
glykovanych zbytki enzymu, jeZ ovliviiuje jeho konformaci. MozZnosti je rovnéZ cilena
mutageneze, pii niz jsou specifické aminokyseliny nahrazeny za Ucelem sniZeni stability

(Feijoo-Siota et al., 2014).

Kromé svého primarniho vyuziti pii tvorb¢ syfeniny nachdzi mucorpepsin uplatnéni i v dalSich
oblastech mlékarenskych technologii. Diky selektivni proteolytické aktivité se vyuziva pfi
vyzkumu urychleného zrani syrt, pii vyvoji senzorickych vlastnosti (uvolnovanim chutové
aktivnich peptidi), a také pii produkci bioaktivnich peptidi — tedy kratkych peptidovych
fragmenttl, jimZ jsou pfipisovany potencidlné€ ptiznivé ucinky na lidské zdravi, jako je napiiklad

snizeni krevniho tlaku (Mamo & Assefa, 2018).

2.3.1.2.  Rhizopuspepsin
Rhizopuspepsin je, podobné jako mucorpepsin, aspartatova protedza, ktera je sekretovana
houbou Rhizopus chinensis a je klasifikovana Cislem EC 3.4.23.21 (Dunn, 2013). Na trovni
sekvence i enzymatické funkce je homologni se sav€éim pepsinem, piestoze je produkovéna
extracelularn€ houbovym organismem (Ohtsuru et al., 1982). Na obrazku 3 je znédzornéna jeho

struktura.
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Obrazek 3: Krystalograficka struktura rhizopuspepsinu.
Dostupné z: https://www.rcsb.org/structure/ 1TUH7

Enzym se obvykle izoluje z tekutych kultur R. chinensis pomoci vicestupiiového protokolu,
ktery zahrnuje srazeni siranem amonnym, afinitni chromatografii s pepstatinem navazanym na
sefar6zu a separaci izoenzymi izoelektrickou fokusaci (Ohtsuru et al., 1982). Takto byly
ziskany rizné izoformy s odlisSnymi pl, pficemz nejvyznamnéjsi formy vykazuji pI 5,1 a 5,8.
Byly identifikovany také dalsi, méné zastoupené izoformy s pl 7,35; 7,41 a 7,9, které vsak

dosud nejsou detailn€ji charakterizovany.

Navzdory rozdilim v pl maji hlavni izoenzymy rhizopuspepsinu témétr identické
aminokyselinové slozeni a molekulovou hmotnost ptiblizn¢ 34 000 Da, a vykazuji podobné
enzymatické vlastnosti, vcetné schopnosti hydrolyzovat kasein a aktivovat trypsinogen
(Ohtsuru et al., 1982). Tato zjisténi potvrzuji, Ze izoformy jsou funkéné ekvivalentni a

pozorované rozdily jsou zplisobeny pfedevsim drobnymi zménami v ndboji molekuly.

Katalytické chovani rhizopuspepsinu odpovidd typickym vlastnostem houbovych
aspartatovych protedz. Maximalni aktivita byla pozorovéana v kyselém pH rozmezi 2,9 az 4,5 v
zavislosti na pouzitém substratu. Studie substratové specificity prokazaly vyraznou preferenci
St€peni za hydrofobnimi nebo aromatickymi aminokyselinami, coz je b&zné pro aspartatoveé

proteazy (Dunn, 2013).
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3. Imobilizace enzyml

Imobilizace enzymti je proces jejich ukotveni na stacionarni fazi pti zachovani jejich katalytické
aktivity, coz umoznuje jejich opakované nebo kontinudlni vyuziti v riznych biologickych
procesech (Khan, 2021; Wouters et al., 2021). V kontextu proteomiky a dal$ich analytickych
disciplin si tento ptistup ziskal zna¢nou pozornost diky své schopnosti zlepsit stabilitu enzymd,
usnadnit automatizaci a zajistit lepsi kontrolu nad enzymatickymi reakcemi. Imobilizované
enzymy jsou Casto integrovany do priatokovych reaktorti (IMERs), ve kterych mohou probihat
enzymatické reakce bud za kontinualnich, nebo pierusovanych priatokovych podminek v

zavislosti na konkrétni aplikaci (Wouters et al., 2021).

Tradi¢ni Stépeni proteinli v bottom-up proteomice probiha v roztoku za pfitomnosti volné
rozpusténych protedz. Tento ptistup vSak pifinasi n€kolik omezeni, véetné¢ dlouhého trvani
reakce (Casto az 24 hodin), béhem n€hoz miiZze dochdzet k autolyze enzymu, coz vede ke vzniku
nezadoucich peptidit v konecné smési a tim negativné ovliviiuje reprodukovatelnost analyz

(Safdar et al., 2014; Wouters et al., 2021).

Imobilizace enzymil ptinasi fadu praktickych vyhod, mezi které patii zvySend odolnost vici
zménam pH a teploty, snizena nachylnost k autolyze a moznost opakované¢ho pouziti enzymu
v n€kolika cyklech, coz je zvlasté vyhodné pii praci s draz§imi protedzami (Khan, 2021; Santos
et al.,, 2024). Imobilizované enzymy také Casto vykazuji lepsi toleranci vic¢i organickym
rozpoustédlim a denatura¢nim c¢inidlim, ¢imz se rozSifuje jejich vyuzitelnost v riznych
analytickych aplikacich (80031400993 20AL EPBulkMedia Pl pdf, b.r.; Safdar et al., 2014).
Dalsi vyhodou v hmotnostné spektrometrické proteomice je eliminace kontaminace produkty
autolyzy enzymu, coz prispiva k CistSim peptidovym smeésim a vyssi kvalité ziskanych spekter

(Wouters et al., 2021).

Z praktického hlediska imobilizace umoziuje stabilni integraci enzymi do riznych formata,
jako jsou mikroreaktory, naplnéné kolonky, membrany nebo mikrofluidni Cipy, které jsou
kompatibilni s online analytickymi pracovnimi postupy vcetné¢ LC-MS/MS. Tyto formaty
podporuji piesnou kontrolu parametrii, jako jsou pritokova rychlost a reten¢ni ¢as. V dusledku
toho nepfedstavuji imobilizované enzymy pouze nastroje pro efektivni proteolyzu, ale také
klicovou soucast modernich a automatizovanych bioanalytickych systémi vhodnych pro rychlé
a reprodukovatelné proteomické analyzy (Nagy et al., 2022; Safdar et al., 2014; Wouters et al.,
2021).
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3.1. Metody imobilizace

Imobilizace protedz muze byt realizovana chemickymi nebo fyzikalnimi pfistupy, pficemz
kazdy z nich ma specifické disledky pro aktivitu a stabilitu enzymu. Volba vhodné metody
zavisi na vlastnostech samotného enzymu, typu nosi¢ového materidlu a planovaném zptisobu

pouziti (Khan, 2021; Santos et al., 2024).

3.1.1. Kovalentni vazba

Kovalentni vazba patii mezi nejCastéji vyuzivané strategie imobilizace enzymu, zejména v
aplikacich, kde je klicova jejich stabilita a opakované pouziti. Tato metoda byla rovnéz vyuzita
1 v ramci tohoto projektu. Spociva ve vytvareni stabilnich kovalentnich vazeb mezi funk¢énimi
skupinami enzymu a reaktivnimi skupinami pfitomnymi na povrchu nosice. Tyto interakce jsou
za béznych podminek prakticky ireverzibilni, coZ zajistuje pevné uchyceni enzymu na nosici i

pii opakovaném pouZiti (Khan, 2021; Santos et al., 2024; Wouters et al., 2021).

Mezi nejbéznéjsi reaktivni skupiny na povrchu enzymu patii volné aminoskupiny (zejména z
lyzinovych zbytkt), karboxylové skupiny (z kyseliny asparagové a glutamové), hydroxylové
skupiny (ze serinu nebo threoninu), sulfhydrylové skupiny (z cysteinu) a imidazolova skupina
histidinu. Pfitomnost a dostupnost téchto skupin zavisi na terciarni struktuie enzymu a také na

pH a iontové sile imobiliza¢niho pufru (Khan, 2021).

Pro kovalentni navazani byly vyvinuty razné chemické metody aktivace pevnych nosicu.
Jednim z nejrozsifenéjsSich systému jsou nosice obsahujici aldehydové skupiny, jako naptiklad
POROS™ 20 AL. Tyto nosi¢e reaguji s aminoskupinami na povrchu enzymu za vzniku
Schiffovych bazi, které se nasledné stabilizuji reduk¢ni aminaci pomoci sodné soli
kyanoborohydridu, ¢imz vznikaji stabilni sekundarni aminové vazby

(80031400993 204L EPBulkMedia_PIpdf, b.r.).

Alternativné Ize pouzit epoxidem aktivované nosice (napi. POROS™ 20 EP), které reaguji s
nukleofilnimi skupinami enzymu, jako jsou aminoskupiny, thiolové nebo hydroxylové skupiny,
prostiednictvim nukleofilni substituce. Epoxidova imobilizace se ¢asto provadi za alkalického
pH, které podporuje nukleofilni atak, ackoli v nékterych ptipadech miiZze negativné ovlivnit
stabilitu enzymu, pokud neni cely proces spravné optimalizovan

(80031400993 204L EPBulkMedia_PIpdf, b.r.).

Pro zvySeni UC€innosti imobilizace se casto vyuZzivaji vysolovaci podminky s pouZitim

antichaotropnich soli, jako je siran sodny. Tyto soli zptisobuji precipitaci enzymu na povrchu
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nosice a tim zvysuji jeho lokalni koncentraci na rozhrani, ¢imz se zvysuje vytéznost navazani i

povrchové hustota imobilizovaného enzymu (80031400993 204AL EPBulkMedia Pl pdf,b.r.).

Navzdory ¢etnym vyhoddm mutize kovalentni imobilizace pfedstavovat riziko pro enzymatickou
aktivitu, zejména pokud jsou béhem procesu modifikovany reaktivni skupiny piimo zapojené
do katalyzy nebo skupiny dulezité pro strukturdlni stabilitu enzymu. Ke snizeni téchto rizik je
tieba peclivé optimalizovat parametry navazani, jako je pomér enzymu k nosici, reakéni doba
a pH. V nékterych ptipadech se pouziva tzv. spacer (spojovaci mustek), ktery zlepsSuje

ptistupnost aktivniho mista po imobilizaci (Khan, 2021; Santos et al., 2024).

3.1.2. Adsorpce

Adsorpce predstavuje jednoduchou a nizkonakladovou metodu imobilizace enzymu zaloZenou
na slabych nekovalentnich interakcich, jako jsou elektrostatické sily, vodikové vazby a
hydrofobni interakce mezi enzymem a povrchem nosi¢ového materialu. Tato metoda
nevyzaduje Zadnou chemickou modifikaci, coz napomahé zachovani nativni struktury a aktivity
enzymu, a je proto zvlasté vhodna pro citlivé protedzy (Khan, 2021; Wouters et al., 2021).
Utinnost imobilizace prostfednictvim adsorpce zavisi na pH, iontové sile a povrchovych
vlastnostech jak enzymu, tak nosic¢e. Hlavni nevyhodou této metody je vSak nizka stabilita —
enzymy se mohou z povrchu nosi¢e uvoliiovat béhem priatoku, oplachovani nebo pifi zméné

pufrovacich podminek (Khan, 2021; Wouters et al., 2021).

3.1.3. Zachyceni a enkapsulace

Zachyceni a enkapsulace jsou fyzikalni metody imobilizace, pfi nichz jsou enzymy uzavieny
do porézni matrice nebo membrany bez pfimého kovalentniho navazani na nosic. Tyto metody
se zakladaji na fyzickém omezeni pohybu enzymu, pfi€emz umoziuji volnou difuzi substrati
a produktt dovnitf a ven z matrice, zatimco samotny enzym zlstava zachycen v systému (Khan,

2021; Wouters et al., 2021).

Zachyceni se obvykle provadi pomoci polymernich geli, sol-gel matric nebo poréznich kulicek.
Matrice se vytvafi v pfitomnosti enzymu, ¢imz dochazi k jeho fyzickému uzamceni v porovité
struktufe. Tento forméat dokaZe enzym chranit pfed nepfiznivymi chemickymi nebo
environmentalnimi podminkami, jako jsou zmény pH nebo pfitomnost organickych
rozpoustédel. Je vhodny také v pfipadech, kdy je tfeba zachovat nativni strukturu enzymu

(Khan, 2021).
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Enkapsulace se konkrétnéji vztahuje k uzavieni enzymu do polopropustnych membran nebo
mikrokapsli. Tyto systémy mohou byt nasledn¢ integrovany do mikrofluidnich zatfizeni nebo

zabudovany do prutokovych reaktorti, kde poskytuji stabilni prostredi (Nagy et al., 2022).

Hlavnim omezenim téchto systému je difuzni odpor. Poéry matrice musi byt dostate¢né velké,
aby umoznily prichod substrati a produkti, ale zaroven dostatecné malé, aby udrzely enzym
uvnitt. U komplexnich proteinovych substrati, bézn¢ analyzovanych v proteomice, muze
omezeny piistup k enzymu vést ke snizené¢ UCinnosti reakce. Kromé toho miZe variabilita
velikosti a distribuce port ovlivnit reprodukovatelnost a vykonnost imobilizovaného enzymu

(Wouters et al., 2021).

3.1.4. Funkcionalizace povrchi a afinitni interakce s kovy

Alternativou ke kovalentni nebo fyzikalni imobilizaci je vyuziti funkcionalizovanych povrchii,
které umoznuji afinitné¢ zalozenou imobilizaci, jako je naptiklad koordinace s kovovymi ionty
nebo pouZiti chemicky modifikovanych material. Tyto metody umozZiuji imobilizaci enzymt
prostfednictvim specifickych interakci bez nutnosti chemické reakce (Khan, 2021; Santos et al.,

2024).

Jednim z nejcastéjSich piistupt je imobilizace enzymt na zaklad¢ afinity ke kovovym iontim
(napt. Ni**, Cu?"), které¢ jsou koordinovany na povrchu nosi¢e. Tato metoda vyuziva
aminokyselinové zbytky, jako jsou histidin a cystein, jez interaguji s kovovymi centry, ¢imz
umoziuji orientované a Casto reverzibilni navazani enzymu. To je obzvlasté vyhodné pro
proteazy, u nichz je zaddouci, aby aktivni misto ztistalo béhem imobilizace voln¢ piistupné —

interakce s kovem mutize pomoci udrzet funk¢ni orientaci enzymu (Santos et al., 2024).

Dalsi perspektivni technikou je chemicka modifikace povrchii materiald, jako je aktivni uhli,
za ucelem zlepSeni jejich interakce s enzymy. Aktivni uhli je pfirozené porézni a hydrofilni, a
jeho povrch lze dale modifikovat karboxylovymi, hydroxylovymi nebo glutaraldehydovymi
skupinami, které zvySuji schopnost zachytit enzym (Khan, 2021).

3.2. Typy reaktorli s imobilizovanym enzymem (IMERSs)

IMERs jsou pritokové systémy, ve kterych jsou enzymy imobilizovany uvnitf nebo na povrchu
pevného nosice, skrze ktery nasledné protékaji substraty podléhajici enzymatické konverzi. V
oblasti proteomiky umoznuji rychlou, kontrolovanou a reprodukovatelnou proteolyzu piimo
napojenou na LC-MS/MS. Format IMERu vyrazné ovliviiuje jeho vykon z hlediska u¢innosti

Stépeni, odolnosti viici tlaku a kompatibility s analytickymi systémy. Z tohoto diivodu bylo
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vyvinuto nékolik typd IMER®, z nichz kazdy ma své specifické vyhody (Safdar et al., 2014;
Wouters et al., 2021).

3.2.1. Monolitické IMERy

Monolitické reaktory s imobilizovanym enzymem se skladaji z kontinualni porézni struktury,
obvykle na bazi polymert nebo hybridnich organicko-anorganickych materialti, kterd je
pripravovana in situ polymeraci piimo v kapilarach nebo kolonkach. Vysoce propojena sit’ port
umoziuje konvekéni tok, ¢imz se zlepSuje pfenos hmoty mezi imobilizovanym enzymem a
substratem, coz vede k rychlejSimu a efektivnéj$Simu Stépeni (Safdar et al., 2014; Wouters et al.,

2021).

Tyto reaktory mohou byt chemicky funkcionalizovany béhem nebo po polymeraci za Gcelem
zavedeni reaktivnich skupin pro kovalentni imobilizaci enzymii, naptiklad epoxidovych skupin.
Monolitickd struktura nabizi nizky protiproudovy odpor a vysokou propustnost, diky cemuz je
vhodna pro integraci se syst¢émy LC-MS vyuzivanymi v proteomice (Safdar et al., 2014;

Wouters et al., 2021).

3.2.2. IMERYy plnéné ¢asticemi (particle-packed IMERSs)

IMERy plnéné casticemi se sklddaji z chromatografickych kolon naplnénych poréznimi
¢asticemi, na jejichZ povrch jsou enzymy kovalentné navazany (Wouters et al., 2021). Tyto
nosice poskytuji velkou povrchovou plochu pro imobilizaci enzyma a jsou kompatibilni s
vysokotlakymi kapalinovymi chromatografickymi systémy bézné pouzivanymi v proteomice.
Casto pouzivanym médiem je POROS™ 20, a to bud’ s aldehydovymi (AL), nebo epoxidovymi
(EP) funk¢nimi skupinami. Ty umoziiuji stabilni kovalentni navazani proteaz prostfednictvim

aminoskupin nebo thiolovych zbytka (80031400993 20AL EPBulkMedia PLpdf, b.r.).

Particle-packed IMERYy jsou komeréné dostupné a velmi vhodné pro online §tépeni v ramci LC-
MS/MS analyz, pficemz poskytuji vysoce reprodukovatelné vysledky. Navic jsou mechanicky
stabilni a odolavaji vysokym pritokiim i tlakiim (80031400993 20AL EPBulkMedia Pl .pdf,
b.r.; Safdar et al., 2014).

3.2.3. Membranov¢ a filtraci zalozené IMERy

IMERYy zaloZené na filtrech a membranach vyuZivaji tenké a porézni materidly k imobilizaci
enzymu. V téchto systémech jsou proteazy navazany bud’ na povrchu membrany, nebo

zachyceny v jeji porézni struktufe. Jakmile vzorek protékd membranou nebo po jejim povrchu,
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substratové proteiny piichdzeji do pfimého kontaktu s imobilizovanymi enzymy, coZ umoziuje

ucinnou proteolyzu (Nagy et al., 2022).

Diky tenké a porézni povaze membrany je difuzni draha, kterou musi substraty piekonat, velmi
kratka. Zaroven velka plocha membrany v poméru k jejimu objemu umoznuje vystaveni vétsiho
mnozstvi enzymu najednou. Tyto vlastnosti zlepSuji pfenos hmoty a vedou k rychlejsimu a

ucinngjSimu traveni, zejména ve zatizenich s kontinudlnim pratokem (Wouters et al., 2021).

Membranové IMERy jsou vhodné pro zpracovani malych objemt vzorkd a lze je snadno
integrovat do kompaktnich zatizeni, jako jsou pratokové kazety. Jejich jednoduchy design,
kratka doba Sté€peni a kompatibilita s nizkoobjemovymi pracovnimi postupy z nich ¢ini uZite¢ny
nastroj v proteomice, zejména v piipadech, kdy je mnozstvi vzorku omezené (Nagy et al.,

2022).

3.2.4. Mikrofluidni IMERy (pu-IMERS)

p-IMERy jsou miniaturni systémy, v nichz jsou enzymy imobilizovany v kandlcich nebo
komorach mikrometrovych rozmérii vytvorenych na mikrofluidnich ¢ipech. Tato zatizeni jsou
navrzena pro zpracovani extrémné malych objemt vzorkidi a umoziuji presnou kontrolu nad
prutokem, teplotou a délkou reakce, coz je ¢ini vhodnymi pro integraci do automatizovanych

analytickych pracovnich postupt (Nagy et al., 2022).

Enzymy v p-IMERech mohou byt imobilizovany riiznymi strategiemi — nanesenim na vnitini
stény mikrokanaldi, naplnénim kanalk Casticemi s navazanymi enzymy nebo vytvorenim
monolitickych struktur piimo v ¢ipu. Diky vysokému poméru povrchu k objemu umoziuji p-
IMERYy rychlou proteolyzu a ¢asto dosahuji ti¢inného Stépeni béhem nekolika sekund (Wouters

et al., 2021).
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4. Trastuzumab

Trastuzumab je humanizovana monoklondlni protilatka, komeréné zndma jako Herceptin, ktera
se primarn¢ vyuziva pii 1é¢beé HER2-pozitivniho karcinomu prsu. HER2 (lidsky receptor pro
epidermalni ristovy faktor 2), znamy také jako ErbB2, je transmembranova receptorova
tyrosinkindza pattici do rodiny receptori ErbB, mezi které dale nalezi HER1, HER3 a HER4.
Tyto receptory sdileji podobnou strukturu, sestavajici ze tfi domén: extracelularni domény
vazajici ligand, transmembranové domény a intracelularni domény s tyrosinkinazovou

aktivitou (Gemmete & Mukherji, 2011; Harries & Smith, 2002).

HER?2 je mezi ¢leny rodiny ErbB unikatni tim, ze nema znamy piirozeny ligand. Jeho nadmérna
exprese vSak podporuje spontdnni dimerizaci s jinymi ErbB receptory, coz vede k trvalé aktivaci
downstream signalnich drah zapojenych do bunécné proliferace, diferenciace, angiogeneze a
inhibice apoptdzy. Amplifikace genu HER2, ¢asto detekovatelnd pomoci fluorescenéni in situ
hybridizace (FISH), je molekularnim zdkladem této nadmérné exprese a vyskytuje se piiblizné

u 20-30 % invazivnich karcinomt prsu (Gemmete & Mukherji, 2011; Harries & Smith, 2002).

Trastuzumab byl vyvinut k selektivnimu zacileni na extracelularni doménu receptoru HER2. Je
odvozen od mysi protilatky 4D5, ktera vykazovala inhibi¢ni u¢inek na riist HER2-pozitivnich
bunéénych linii karcinomu prsu. Za ucelem sniZzeni imunogenicity u Clovéka byla mysi
protilatka humanizovana transplantaci oblasti vazajicich antigen do lidského skeletu tfidy [gG1,

¢imz vznikla molekula s pfiblizné 95% lidskou strukturou (Harries & Smith, 2002).

Mechanismus ucinku Trastuzumabu je mnohostranny. V prvni fad¢ se protilatka vaze s vysokou
afinitou na doménu IV extracelularni ¢asti HER2 receptoru. Tato vazba zabranuje dimerizaci
receptord, ¢imz dochdzi k blokad¢ aktivace intracelularnich tyrosinkinaz a signdlnich drah jako
MAPK a PI3K-Akt, které jsou kli¢ové pro bunéény cyklus a preziti bun¢k. Vysledkem lécby je
zastaveni bunééného cyklu v G1 fazi. Trastuzumab rovnéZ podporuje internalizaci a degradaci
receptoru HER2, ¢imz snizuje jeho dostupnost na povrchu bun¢k (Gemmete & Mukherji, 2011;

Harries & Smith, 2002).

Kromé pfimé inhibice signalni transdukce Trastuzumab aktivuje i imunitni efektorové
mechanismy. MlZe indukovat protilatkami zavislou bun&nou cytotoxicitu (ADCC), pii niz
jsou imunitni bunky, napfiklad pfirozeni zabijeci (NK buiky), pfitahovany k nadorovym
bunikdm pokrytym protilatkami a dochézi k jejich zniceni (Gemmete & Mukherji, 2011; Harries
& Smith, 2002).

37



5. Cile prace

Cilem diplomové prace byla optimalizace Stépeni modelovych proteint a protilatky pomoci
mucorpepsinu a rhizopuspepsinu pii riznych hodnotach pH a pii riznych koncentracich
redukéniho a denatura¢niho ¢inidla. Druhym cilem byla ptiprava a charakterizace priitokovych

reaktord s imobilizovanymi protedazami pro validaci biologickych 1éCiv.
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6. Pouzité pristroje, chemikalie a roztoky

6.1. Prehled potiebnych ptistrojii a vybaveni

Analyticka kolona pro Agilent 1290 Infinity 11
Luna® Omega Polar C18 (100 x 1 mm)

Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA

Analytickd kolona pre EvosepOne PepSep
C18 (4 cm x 150 pm)

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Némecko

Analytickd kolona pre Vanquish UHPLC
PepSep C18 (15 cm % 150 um)

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Némecko

Analyticka vaha NewClassic ML

Mettler-Toledo
Svajciarsko

GmbH, Greifensee,

Analyticka véha Entris 11

Sartorius, Gottingen, Némecko

Automatické pipety Rainin Instrument, LLC, Oakland, CA, USA
Centrifuga 5920 R Eppendorf, Hamburg, Némecko
Centrifuga Minispin Eppendorf, Hamburg, Nemecko

Centrifuga sigma 3-18K

Sigma Laborzentrifugen Gmbh, Osterode am
Harz, Némecko

Elektroforéza Powerpac HC

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Evosep One

Evosep Biosystems, Odense, Dansko

Evotips (Evotipy)

Evosep Biosystems, Odense, Dansko

Hmotnostni spektrometr Maxis

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Némecko

Hmotnostni spektrometr TimsTOF SCP

Bruker Daltonik GmbH, Bremen, Némecko

Kapalinovy 1290

Infinity II

chromatograf Agilent

Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA

Tiepacka MR-12

Biosan SIA, Riga, LotySsko

mini-centrifuga Fisherbrand™ model
HS120621

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Odsolovaci kolona PD-10

Cytiva, Marlborough, MA, USA

pH metr Hanna edge

Hanna Instruments, Woonsocket, RI, USA

prekastované gely Mini-PROTEAN®

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

termostat MB-102

Bioer Technology Co., Ltd., Hangzhou, Cina

UV/VIS spektrofotometr Jenway 7205

Jenway, Staffordshire, Spojené kralovstvi

Vanquish UHPLC

Thermo Fisher Scientific, MA, USA

Zachytavaci kolona Luna® Omega Polar C18
(20 x 0,3 mm) (Agilent 1290 Infinity II)

Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA

Zachytéavaci kolona Micro Trap Positive C18
(10 x 0,3 mm) (Vanquish UHPLC)

Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA
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6.2. Piehled pouzitych chemikalii

2-merkaptoethanol

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Acetonitril

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Amoniak 25% vodny roztok

Lachner, s.r.0., Neratovice, Cesko

Coomassie Brilliant blue R250

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Ethanol VWR International, Leuven, Belgicko

Etanolamin Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Nemecko

Fromase® 220 TL BF DSM Food Specialties B.V., Delft,
Holandsko

Guanidin hydrochlorid Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Herzuma Celltrion Healthcare Co., Ltd., Incheon,
South Korea

Hydroxid sodny Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Isopropanol Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Karbonicka anhydréaza z hovézich erytrocyt | Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Kyanoborohydrid sodny Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Kyselina citronova Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Kyselina chlorovodikova Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Némecko

Kyselina mravenci

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Kyselina octova

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Leammli vzorkovy pufr

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Mocovina

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Myoglobin z koniského srdce

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

Fosforylasa B z zajeciho svalu

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

POROS™ 20 AL Aldehyde Activated Resin

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

Rhizopuspepsin

1?r. Daniel
Cesko

Rozbesky, rozbezkylab.org,

Siran sodny

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko
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Thiomocovina

VWR International, Leuven, Belgicko

Tris(2-carboxyethyl)phosphine hydrochlorid

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

TRIS/glycin SDS pufr

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA,
USA

Voda pre LC/MS (LiChrosolv®)

Sigma-Aldrich (Merck KGaA), Darmstadt,
Némecko

6.3. Seznam roztoku

e Promyvaci roztok 20 mM citrat amonny pH 5,0

e Barvici roztok (1 L) — 1 g Coomassie Brilliant blue R250, 10% kyselina octova (100
mL), 40% etanol (400 mL) a voda (500 mL)
e (Odfarbovaci roztok (1 L) — 10% kyselina octova (100 mL), 30% etanol (300 mL) a voda

(600 mL)

e 20 mM mravencan amonny pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0

e 0,2% a 0,4% kyselina mravenci

e Quench pufr pouzity pri imobilizacii protedz — 2M ethanolamin, 100mM NaBH3;CN

a 50mM citrat sodny pH 5,0

e 1. promyvaci pufr pouzity pti imobilizaci protedz — S0OmM acetat sodny pH 5,0

e 2. promyvaci pufr pouzity pii imobilizaci proteaz — 50mM acetéat sodny s 1M NaCl pH

5,0

e 3. promyvaci pufr pouzity pii imobilizaci protedz — SOmM citrat sodny

e Running buffer — 10 krat nafedény TRIS/glycinovy pufr

e Vzorkovy pufr Leammli s 10 krat nafedénym merkaptoethanolem

41




7.Pouzité metody

7.1.  Vymeéna pufru pomoci gravitacni gelové filtrace

K vyméné pufrového prostiedi byla vyuzita kolona PD-10, ktera byla pfedem ekvilibrovana 25
mL 20 mM citratem amonnym pH 5,0. Na pfipravenu kolonu bylo nasledn¢ naneseno 2,5 mL
roztoku Fromase 220TL a rhizopuspepsinu. Po absorbovani vzorku do gelu byla provedena
eluce proteaz pomoci 3,5 mL stejného citratového pufru. Eluované frakce byly zachyceny do
15 plastovych zkumavek a déale analyzovany. Stanoveni koncentrace protedz probéhlo

spektrofotometricky pri 280 nm absorbancii.

7.2. Stépeni modelovych proteint v roztoku pii rizném pH

Stépeni modelovych proteinti Myoglobin (MYG) (c = 10 mg/mL), karbonické anhydraza (bCA)
(c = 10 mg/mL) a glykogen fosforylasa (PYGM) (¢ = 10 mg/mL) protedzami mucorpepsin a
rhizopuspepsin bylo provadéno v 20 mM citratu amonném pii pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5;
5,0; 5,5. Méteni bylo provedeno v duplikatu. Do Eppendorfovy zkumavky bylo napipetovano
36 pL pufru (20 mM amonny citrat s pH upravenym pomoci 12,5% NH4OH a HCI), 2 pL. smési
tii proteini (kazdy o koncentraci 10 mg/mL) a 2 pL protedzy o koncentraci 0,1 mg/mL.
Paraleln& byly piipraveny i kontrolni vzorky bez p¥itomnosti proteaz. Stépeni probihalo pfi
laboratorni teploté po dobu 30 minut. Nasledn¢ byla reakce zastavena alkalizaci vzorku pomoci
12,5% NH4OH. Z reak¢ni smési bylo nésledné odebrano 12 pL, ke kterym byly pfidany 4 pL
vzorkového pufru. Vzorky byly pfed analyzou pomoci SDS-PAGE zahtaty na 95 °C po dobu 5

minut v termobloku.

7.3. SDS-PAGE

K vyhodnoceni G¢innosti proteolyzy byla pouZita metoda SDS-PAGE. K separaci byly pouzity
predlité¢ gradientové gely s deseti jamkami o koncentraci 4-20 % a dvanacti jamkami o
koncentraci 8—-16 % (Bio-Rad).. SDS dodava proteinlim jednotny zaporny naboj a zajistuje
jejich denaturaci, zatimco merkaptethanol redukuje disulfidické mustky mezi cysteinovymi
zbytky. Po denaturaci byly jednotlivé vzorky naneseny do jamek gelu, ktery byl ponofen do
elektroforetického pufru uvniti elektroforetické vany. Spolu se vzorky byl do gelu aplikovan
také marker s definovanymi molekulovymi hmotnostmi. Elektroforetickd vana byla pfipojena
ke zdroji napéti, které bylo nejprve nastaveno na 100 V a po migraci vzorkl do gelu zvyseno

na 140 V. Po dokonceni elektroforézy byl gel vyjmut a obarven roztokem Coomassie Brilliant
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Blue za ucelem vizualizace proteinovych past. Nasledn¢ byl nékolikrat promyt odbarvovacim

roztokem, aby se odstranilo pozadi, a uskladnén v 1% kyselin€ octové.

7.4. Stépeni modelovych proteinii v roztoku v pfitomnosti
denaturacniho a reduk¢niho ¢inidla TCEP

Stépeni modelovych proteintt MYG (¢ = 10 mg/mL), bCA (¢ = 10 mg/mL) a PYGM (c = 10
mg/mL) protedzami mucorpepsin a rhizopuspepsin bylo provadéno v roztoku o pH 2,5; 3,5 a
4,5. Pro kazd¢ z téchto pH byly pfipraveny Sest variant vzorki jako je popsané v tabulce 1, s tim

ze vzorky bez mocoviny a TCEP byly pfichystany dva krat. Méteni bylo provedeno v duplikatu.

Paralelné byly pfipraveny i kontrolni vzorky bez pfitomnosti proteaz.

Stipec1 1 M mocovina 3 M mocovina 10 mM TCEP 100 MM TCEP
1. podminka 2,5 - = - -
2. podminka 2,5 + - - -
3. podminka 2,5 - + - -
4. podminka 2,5 - - + -
5. podminka 2,5 - - - +
6. podminka 3,5 - - - -
7. podminka 3,5 + = - -
8. podminka 3,5 - + - -
9. podminka 3,5 - - + .
10. podminka 3,5 - - - +
11. podminka 4,5 - = - -
12. podminka 4,5 + - - -
13. podminka 4,5 - + - -
14. podminka 4,5 - - + -
15. podminka 4,5 - - - +

Tabulka 1: Podminky §tépeni modelovych proteinii mucorpepsinem a rhizopuspepsinem.

Stépeni probihalo pii laboratorni teploté po dobu 30 minut. Nésledn& byla reakce zastavena
alkalizaci vzorku pomoci 12,5% NH4OH. Z reakéni smési bylo odebrano 12 puL, ke kterym byly
pfidany 4 uL vzorkového pufru. Vzorky byly nasledné zahtaty na 95 °C po dobu 5 minut
v termobloku a analyzovany pomoci SDS-PAGE.

7.5. Stépeni protilatky Trastuzumab

Stépeni protilatky Trastuzumab protedzami mucorpepsin a rhizopuspepsin bylo provadéno v
roztoku o pH 2,5 a 3,5 pfi tiech rlznych teplotach: 4 °C, 25 °C a 30 °C. Pro kazdé pH bylo

pfipraveno deset variant vzorki, které su popsané v tabulce 2.
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1M mocovina +

100 mM 3M 0,5M 1M mocovina+1 2Mmocovina+1
Stipec1 TCEP mocovina thiomocovina M thiomocovina M thiomocovina

.podminka 2,5 - - = - -

.podminka 2,5 + - - - -
.podminka 2,5 - + - - -
.podminka 2,5 + + - - -
.podminka 2,5 - - + - -
.podminka 2,5 - - - + -
.podminka 2,5 - - - - +
.podminka 2,5 +

.podminka 2,5 + - - + -
.podminka 2,5 +

.podminka 3,5 - - = - ;
.podminka 3,5 + - - - -
.podminka 3,5 - + = - -
.podminka 3,5 + + - - -
.podminka 3,5 - = + - -
.podminka 3,5 - - - + -
.podminka 3,5 - - = - +
.podminka 3,5 + - + - -
.podminka 3,5 + - - + -
20. podminka 3,5 + - - - +
Tabulka 2: Podminky $té€peni protilatky Trastuzumab mucorpepsinem a rhizopuspepsinem.
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Meéieni bylo provedeno v duplikatu. Kromé toho byly pfipraveny i kontrolni vzorky bez
piitomnosti protedz. Stépeni bylo provedeno pii laboratorni teploté po dobu 30 minut. Po
uplynuti této doby byla reakce zastavena alkalizaci vzorku pomoci 12,5% NHsOH. Z reakéni
smési bylo odebrano 12 pL, ke kterym byly ptfidany 4 pL vzorkového pufru. Vzorky byly
zahtaty na 95 °C po dobu 5 minut v termobloku a analyzovany metodou SDS-PAGE.

7.6. Optimalizace pH pro proteolytické Stépeni na zéklad¢ analyzy
LC-MS/MS

Vzorky byly ptipraveny obdobné jako v kapitole 7.2. Stépeni modelovych proteinti v roztoku
pfi rizném pH. Pred analyzou pomoci syst¢ému Thermo Scientific™ Vanquish™ UHPLC
spojeného s hmotnostnim spektrometrem Bruker timsTOF byly vzorky 20krat natfedény 0,1%
kyselinou trifluoroctovou (TFA). Spojeni téchto dvou analytickych néstrojii umoznilo vysoce
rozliSovaci chromatografickou separaci a zaroven citlivou a presnou detekci iontd.
Chromatografické separace probihala na koloné s reverzni fazi C18 (150 mm x 150 pm), ktera
byla udrzovana pifi konstantni teploté za ucelem zajiSténi stabilnich retencnich casi a

reprodukovatelnosti piki. Mobilni faze se skladala z rozpoustédla A (LC-MS voda s 0,1%
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kyselinou mravenci) a rozpoustédla B (98% acetonitril s 0,1% kyselinou mravenci). Peptidy
byly eluovany linearnim gradientem po dobu 20 minut, pfi¢emz se postupné zvysoval podil
organického rozpoustédla, aby doslo k eluovani peptidi na zaklad¢ jejich hydrofobicity (03
min 5 % B /95 % A; 4-18 min 35 % B/ 65 % A; 19-20 min 90 % B). Systém Vanquish byl
pfimo napojen na hmotnostni spektrometr Bruker timsTOF, ktery pracoval v rezimu paralelni
akumulace a sériové fragmentace. Tento akvizi¢ni rezim vyuziva kombinaci separace iontl
podle mobility a TOF detekce, ¢imz umoziuje vysokou rychlost a citlivost sekvenovani. Pro
hmotnostn¢ spektrometrickou analyzu byla pouzita metoda zavedend v ramci laboratote.
Rozsah hmotnostnich skentt v MS1 byl nastaven na m/z 100 az 1700, coz umoziuje zachytit
Siroké spektrum peptidovych iontl. lonty byly separovany na zéklad¢ jejich mobility v rozsahu
1/Ko 0d 0,7 do 1,66 (V-s)/cm?. Behem kazdého cyklu bylo zaznamenano pét PASEF skentl, coz
umoznilo vysokou rychlost sekvenovani. Fragmentace prekurzorovych iontl byla realizovana

pomoci kolizn¢ indukované disociace (CID).

7.7. Imobilizace rhizopuspepsinu a mucorpepsinu na aldehydem
aktivovany nosi¢ POROS™ 20 AL

Proteéza rhizopuspepsin byla ptivodné dodana v pufru obsahujicim 15 mM Tris-HCl a 150 mM
NaCl upraveném na pH 8,0 v celkovém objemu 5 ml a ptfed samotnou imobilizaci bylo nutné
jeji aktivaci a naslednd koncentrace. Pro iniciaci enzymatické aktivity za mirné kyselych
podminek bylo k roztoku piidano 700 pL IM glycinu. Smés byla jemné promichdna a
inkubovana pfi laboratorni teplot¢ po dobu 30 minut. Po ukonceni inkubace byl enzymovy
roztok prenesen do filtracni jednotky Amicon® Ultra s mezni molekulovou hmotnosti 10 kDa
a centrifugovan pii 4000 g az do snizeni objemu piiblizn¢ na 2,5 mL. Tento krok slouzil k
zahusténi enzymu a zdroven umoznil ¢aste¢né odstranéni nizkomolekularnich latek. Nasledné
byl enzymovy roztok podroben vyméné pufru pomoci odsolovaci kolony PD-10, kter4 byla
predem ekvilibrovana 25 mL pufru s 50 mM amonného citratu upraveného na pH 5,0.
Rhizopuspepsin byl poté eluovan do 3,5 mL téhoZz pufru. Po purifikaci byla jeho koncentrace
spektrofotometricky zméfena pii absorbanci na vinové délce 280 nm. Na zakladé¢ zmétené
koncentrace bylo nasledné odvézeno pozadované mnozstvi nosi¢e POROS™ 20 AL tak, aby

byl zachovan hmotnostni pomér 25 mg nosice na 1 mg enzymu.

Mucorpepsin byl pfipraven z komeréné dostupné smeési Fromase 220TL, z které bylo odebrano
20 ml do filtra¢ni jednotky Amicon® Ultra s molekulovou hmotnostni cut-off 10 kDa a

centrifugovéano pii 4000 x g az do zmenSeni objemu piiblizn¢ na 5 ml. Tento krok slouzil k
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zakoncentrovani enzymu a zarovein umoznil ¢astecné odstranéni nizkomolekularnich latek.
Nasledné bylo 5 ml roztoku enzymu podrobeno vyméné pufru pomoci odsolovaci kolony PD-
10, ktera byla pfedem ekvilibrovana 25 ml pufru 50 mM citratu amonného upravené¢ho na pH
5,0. Mucorpepsin byl poté eluovan do 7 ml stejného pufru. Po purifikaci byla koncentrace

enzymu spektrofotometricky urcena pfi absorbanci na vinové délce 280 nm.

Na zaklad¢ naméfené koncentrace bylo nasledn¢ odvazeno pozadované mnozstvi POROS™ 20
AL tak, aby byl zachovan hmotnostni pomér 5 mg nosice na 1 mg enzymu. Po navéazeni byl
nosi¢ piimo ptidan do roztoku enzymu a smes byla dikladné promichana. Pro podporu tvorby
Schiffovy baze mezi aldehydovymi skupinami nosice a aminoskupinami enzymu byl do reakcni
smési pridan siran sodny v poméru 1:1 k objemu suspenze enzym-nosi¢. Pfidavani probihalo
po 100 pL, aby se ptedeslo lokalni srdzeni nebo vzniku koncentraénich gradientii. Smés byla
nasledné¢ inkubovana po dobu 30 minut pii laboratorni teploté na rotacnim tiepacce, ktera
zajiStovala rovnomérné promichévani. Po 30 minutach byl do reakéni smési pfidan NaBHs;CN,
jehoz ulohou byla stabilizace vytvotenych Schiffovych bazi prostiednictvim redukéni aminace.
Cerstvé pripraveny roztok NaBH:;CN v pufru s 50 mM amonnym citratem upravenym na pH
5,0 byl pfidan tak, aby konecna koncentrace ¢inila 46 pg NaBH3CN na 1 ml celkového objemu
reakce. Roztok byl jemné promichan a zkumavka byla utésnéna parafilmem. Pfipravena smés

byla promichavéna na rotacni tfepacce ptes noc pii laboratorni teploté v digestofi.

Nasledujici den po ukonceni imobiliza¢ni reakce byly zbylé reaktivni aldehydové skupiny na
nosici POROS™ 20 AL zablokovany, aby se piedeslo nespecifické vazbé proteintit béhem
naslednych aplikaci. K tomuto ucelu byl pouzit Cerstvé piipraveny zastavovaci roztok (2 M
ethanolamin, 100 mM NaBHsCN a 50 mM pufr citratu sodného upraveny na pH 5,0 pomoci
HCI), ktery byl pfidan k reakéni smési v poméru 320 puL na 1 ml celkového objemu imobilizacni
reakce. Vysledna smés byla inkubovéana po dobu dvou hodin pfi laboratorni teploté za stalého
michdni na rotacni tfepacce, ¢imz bylo zajiSt€éno Uplné¢ zablokovani nezreagovanych

aldehydovych mist prostfednictvim redukéni aminace.

Po ukonceni blokace reaktivnich aldehydovych skupin byla reakéni smés obsahujici
imobilizovany rhizopuspepsin prenesena do 50ml centrifugaéni zkumavky a natedéna pufrem
50 mM octanu amonného (pH = 5,0) na konecny objem 50 ml. Suspenze byla centrifugovana
pii 1000 x g po dobu 10 minut pii 20 °C za Gi€elem sedimentace nosice. Pro minimalizaci ztraty
nosice bylo pouZito dvou zkumavkové promyvani. Po kazdé centrifugaci (10 min, 1000 x g, 20
°C) byl supernatant pienesen do druhé zkumavky, ze které byl po nasledné centrifugaci vylit
do odpadu. Pelet (usazeny nosic¢) v hlavni zkumavce byl resuspendovan v promyvacich pufrech
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podle nasledujiciho postupu: dvakrat pufrem 50 mM octanu sodného (pH 5,0) pro odstranéni
voln€ navazanych latek; jednou pufrem 50 mM octanu sodného s 1 M NaCl (pH 5,0); opét
pufrem 50 mM octanu sodného (pH 5,0). Nasledn¢ byly peletové Castice z obou zkumavek
spojeny a preneseny do 15ml centrifugani zkumavky, kde byl nosi¢ jesté¢ dvakrat promyt
pufrem 50 mM citratu sodného (pH 5,0). Nakonec byl nosi¢ resuspendovan v citratovém pufru

(50 mM, pH 5,0) v poméru nosic : pufr = 1:4 a uchovavan pti 4 °C az do dalsiho pouziti.

7.8. Plnéni kolon

Po imobilizaci proteaz byly pfipraveny dvé kolony uréené k enzymatickému Stépeni proteini.
Jedna obsahovala suspenzi nosi¢e POROS™ 20 AL s imobilizovanym rhizopuspepsinem a

druhd s mucorpepsinem.

Na jeden konec préazdné kolony byla nasazena frita, kterd zajiStovala zadrzeni nosice, zatimco
druhy konec byl uzavien plastovym krouzkem bez frity, ke kterému byla pfipojena plnici
hadicka. Prostfednictvim injek¢ni stiikacky Hamilton byla ptes tuto hadi€ku do kolony pomalu
zavadéna suspenze nosice s imobilizovanou protedzou. Po naplnéni byly kolony promyty
pufrem 50 mM citratu amonného (pH 5,0), aby se stabilizovalo prostiedi pied jejich pouzitim

pii Stépeni proteinli v kontinudlnim rezimu.

7.9. Stépeni protilatky Trastuzumab analyzované prostfednictvim

LC-MS/MS

Reakéni smés byla pfipravovana v 96 jamkové destiCce a podminky Stépeni odpovidaly
kapitole 10.6., s tim rozdilem, Ze objem byl 20 uL a finadlni mnozstvi protilatky ¢inilo 5 pug a
enzymu 0,05 ng. Inkubace vzorka pti pH 2,5 a 3,5 probihala pfi teploté 25 °C, a pii pH 2,5
navic 1 pfi teploté 4 °C. Reakce byla zastavena ptiddnim 180 puL 0,5 M TRIS pufru upraveného
na pH 8,0. Pro samotnou analyzu bylo z reakéni smési odebrano 10 pL, které byly naneseny na
Evotipy, jez byly nejprve aktivovany postupnym nanesenim a néslednou centrifugaci
jednotlivych roztokli. Nejprve bylo ptidano 20 pL isopropanolu (IPA) a S$picky byly
centrifugovany pii 700 x g po dobu 80 sekund. Poté bylo ptfidano 50 pL acetonitrilu a pouzity
stejné podminky centrifugace. Nakonec bylo pfidano 50 pL roztoku 0,1 % kyseliny mravenci
(FA). Po téchto krocich bylo na Evotip naneseno 10 pL vzorku obsahujiciho peptidy, které byly
opét centrifugovany za stejnych podminek. Po naneseni peptidi byl Evotip promyt 50 uL
roztoku 0,1 % FA a nakonec byla provedena kratka centrifugace se 100 uL roztoku 0,1 % FA,

¢imz byla ptiprava vzorku dokoncena. Vysoce vykonna proteomické analyza byla provedena
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pomoci systému Evosep One propojeného s hmotnostnim spektrometrem timsTOF SCP.
Systém pracoval podle piednastavené metody 200 vzork za den, ktera se vyznacuje 5,6
minutovym chromatografickym gradientem a celkovym ¢asem analyzy pfiblizné 7,2 minut na
vzorek, coz umoznuje efektivni a rozsahlou analyzu vzorkl. Chromatograficka separace
probihala na kolon¢ C18 optimalizované pro rychlé gradienty (4 cm x 150 um, ¢astice o
velikosti 1,9 um). Pouzité mobilni faze byly rozpoustédlo A (voda s 0,1 % kyseliny mravenci)
arozpoustédlo B (98 % acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenci). Pfeddefinovany gradient Evosep

nebyl upravovan, coz zajistilo reprodukovatelnost ve vSech cyklech.

Analyza hmotnostni spektrometrii byla provedena na pftistroji timsTOF SCP pomoci reZimu
PASEF. Pfistroj byl nakonfigurovan s plnym rozsahem skenovani MS1 od m/z 100 do 1700 a
rozsahem separace pohyblivosti ionti (1/Ko) od 0,7 do 1,6 (V-s)/cm?. Kazdy akvizi¢ni cyklus
zahrnoval pét PASEF skenl, coZ umoznilo rychlou a citlivou fragmentaci iontovych
prekurzori. Fragmentace byla dosazena pomoci CID s aktivovanou dynamickou exkluzi.
Ziskana data byla zpracovdna pomoci softwaru Bruker DataAnalysis, kde byly seznamy piki
exportovany ve formatu *.mgf a podrobeny databdzovému prohleddvani pomoci nastroje

Mascot.

7.10. Stépeni modelovych proteind v pritokovém reaktoru
s imobilizovanym rhizopuspepsinem a jejich analyza pomoci
LC-MS/MS

Vzorky pro analyzu v pratokovém reaktoru byly piipravovany pomoci robotického
autosampleru PAL systém, ktery je standardné konfigurovan pro analyzy vymény vodiku za
deuterium (HDX). V tomto pifipad¢ vSak byl upraven pro online enzymatické Stépeni RNDr.
Petrem Pompachem, Ph.D. Automaticky pipetovaci systém nasaval 90 uL pufru a 10 pL roztoku
proteinll ze zdsobniho roztoku o koncentraci 10 pM. Nésledné byla vzorka injektovana do
pratokového reaktoru, kde byla posouvana pomoci izokratického cerpadla s mobilni fazi
obsahujici 0,2 % kyseliny mravenci ve vod¢ pii pritoku 100 pL/min. Vstiiknuté vzorky tedy
nejprve proSly pies Stépici kolonu obsahujici imobilizovanou protedzu rhizopuspepsin
uchovavanou pii 4 °C. Vzniklé peptidy byly nasledné zachyceny na C18 zachytavaci koloné
(20 mm x 0,3 mm). Béhem faze zachytavani byly vSechny nenavazané slozky smérovany do

odpadu, ¢imz doslo k odstranéni nezddoucich komponent.
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Po pocatecni pétiminutové fazi zachytavani byl aktivovan ptepinaci ventil, ktery do systému
zavedl gradient mobilni faze, ¢imz se umoznila eluce navazanych peptidd na analytickou C18
(100 x 1 mm) kolonu a jejich separaci na zaklad¢ hydrofobicity. Chromatografickéd separace
probihala béhem 50minutového gradientu s mobilni fazi A (voda s 0,1 % kyseliny mravenci) a
B (98 % acetonitril s 0,1 % kyseliny mravenci). Gradient byl nésledujici: 0—5 min 5 % B / 95
% A; 6-39 min 35 % B / 65 % A; 4042 min 90 % B / 10 % A; posledni minuty probihala
reekvilibrace kolony na 5 % B /95 % A. Hmotnostni spektrometrie byla realizovana na pfistroji
Bruker Maxis v pozitivnim ioniza¢nim reZzimu s pouZzitim ESI. MS1 spektra byla
zaznamenavana v rozsahu m/z 200—-1700, nasledovana akvizici MS/MS spekter metodou DDA
s vyuzitim CID fragmentace. Pro maximalizaci pokryti proteomu byla pouzita dynamicka
exkluze, kterd omezovala opakované sekvenovani tychz prekurzorovych ionti. Ziskana data
byla zpracovana pomoci softwaru Bruker Compass DataAnalysis. Seznam pikii byl exportovan

ve formatu *.mgf a nasledn¢ podroben databdzovému prohledavani pomoci nastroje Mascot.

7.11. Stépeni modelovych proteinti v pritokovém reaktoru s
imobilizovanym mucorpepsinem a jejich analyza pomoci LC-
MS/MS

Pti experimentech zahrnujicich S§tépeni pomoci imobilizovaného mucorpepsinu byl pouzit
modifikovany LC-MS/MS postup z diitvodu nedostupnosti autosampleru PAL System. V tomto
uspotadani bylo vstfikovani vzorkl realizovano piimo pfes autosampler integrovany do
systému kapalinové chromatografie. Injektovano bylo 5 pL roztoku obsahujiciho pfiblizné 12
pmol proteinu a jeho transport byl zajistén pomoci izokratické pumpy obsahujici 0,2% kyselinu
mravenci pti priatoku 50 uL/min. Stejné jako v ptfedchozich experimentech vzorek nejprve
prochazel pritokovym reaktorem s imobilizovanou proteazou, kde dochazelo k online Stépeni.
Vytvorené peptidy byly zachyceny na C18 zachytavaci koloné (20 mm X 2,1 mm), zatimco
nezachycené slozky byly odvadény do odpadu. Po pétiminutové fazi zachycovani byl aktivovan
ptepinaci ventil, kterym byl zaveden gradient mobilni fize umoZziujici eluci peptidi na
analytickou C18 kolonu a chromatografickou separaci navazanych peptiddi pro naslednou MS

analyzu, kterd probihala stejné jako v kapitole 7.12.

Kromé nedostupnosti autosampleru PAL Systemu byl dal$im divodem tohoto uspotadani
pozadavek na Stépeni pii kontrolované teploté. Kolona s imobilizovanou proteazou byla

udrzovana bud’ pfi laboratorni teploté, nebo pii 40 °C s cilem zvysit enzymatickou aktivitu.
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Ackoliv by bylo mozné misto autosampleru PAL pouzit manualni injektovani, z divodu lepsi

kompatibility s nastavenim zvysené teploty kolony byl pouzit LC autosampler.

7.12. Stépeni protilatky Trastuzumab v pritokovém reaktoru s
imobilizovanym mucorpepsinem a jeji analyza pomoci LC-
MS/MS

V posledni sérii experimentti byl stejny LC-MS/MS systém jako v kapitole 7.13. pouzit pro
Stépeni a analyzu monoklonalni protilatky Trastuzumab. Jedinym rozdilem bylo, Ze na zaklad¢
piedchozich zkuSenosti neprobihalo Stépeni pfi 40 °C. Zbytek metodického postupu se
shodoval s kapitolou 7.13.

7.13. Zpracovani LC-MS/MS dat

Surova data z LC-MS/MS analyz byla nejprve zpracovdna v softwaru DataAnalysis (Bruker
Daltonics), kde byly extrahovany seznamy pikl a exportovany ve formatu Mascot Generic
Format (*.mgf) pomoci metody Shotgun PASEF. Vysledné *.mgf soubory byly nasledné
podrobeny databazovému vyhledavani pomoci nastroje Mascot (Matrix Science), ktery byl
spustén prostfednictvim programu ProteinScape. Pro vyhodnoceni vysledkii byly pouzity dveé

odlisné konfigurace Mascot vyhledavani v zavislosti na typu analyzovaného vzorku.

Pro smés modelovych proteint (MYG, PYGM a bCA) byla pouzita vlastni FASTA databaze.
Enzymatické specificita nebyla definovana a byl povolen maximalné jeden vynechany stépny
bod. Tolerance pro ptfesnost hmotnosti peptidu byla £10 ppm a fragmentac¢ni tolerance MS/MS
byla nastavena na #0,05 Da. Jako variabilni modifikace byla zohlednéna N-terminalni
acetylace. Pfi zpracovani byly brany v uvahu peptidové ndboje 1+, 2+ a 3+. Minimalni délka

peptidu byla nastavena na 4 aminokyseliny.

Pro vzorky ze $té€peni Trastuzumabu byla rovnéZ pouZita vlastni FASTA databaze. Bylo zvoleno
nespecifické enzymatické §tépeni s maximalné€ jednim vynechanym $tépnym bodem. Tolerance
hmotnosti peptidu byla nastavena na +15 ppm a fragmentacni tolerance na £0,1 Da a nebyly
vybrany zadné posttranslacni modifikace. Zohlednovany byly peptidové naboje 1+, 2+ a 3+ a

minimalni délka peptidu byla nastavena na 3 aminokyseliny.

Po identifikaci byly vysledky z Mascot vyhledavani exportovany ve formatu *.csv a déle

zpracovany pomoci softwaru Digdig, vyvinutého v ramci laboratofe. Tento néstroj umoznil
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podrobnou analyzu stépnych preferenci, vizualizaci pokryti sekvence a porovnani uc¢innosti

Stépeni mezi riznymi podminkami.
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8. Vysledky a diskuse

8.1. Analyza optimalniho pH proteaz pomoci SDS-PAGE

Schopnost proteaz mucorpepsinu (obrazek 4 A)) a rhizopuspepsinu (obrazek 4 B)) stépit pii pH
2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5 byla analyzovana pomoci SDS-PAGE. Jako substrat byly
pouzity tfi modelové proteiny: bCA2 (Mr = 29,3 kDa), MYG (Mr = 17,1 kDa) a PYGM (Mr =
97,2 kDa). Postup ptipravy reakéni smési byl popsan v kapitole 7.2. Na gelu bylo ziejmé, ze
obé protedzy, mucorpepsin i rhizopuspepsin, ucinné¢ Stépily proteiny pii nizkém pH.
Nejvhodnéjsi rozmezi pH se ukazalo byt mezi 2,5 a 4,0. Pii pH 4,5 a vys$§im byla pozorovana
snizena aktivita Sté€peni, zejména u bCA2 a MYG. Naopak PYGM byla zdanlivé dobte Stépena
1 pfi vys$Sim pH, coz naznacuje, Ze enzymy byly stéale aktivni a zména pH pravdépodobné vedla
k vyrazné zméné konformace bCA2 a MYG. SniZena ucinnost sté€peni tak mohla byt diisledkem
nejen niz§i aktivity enzymd, ale i zménéné dostupnosti Stépnych mist v duisledku pH-

indukované konformacni zmény substratu.
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Obrazek 4: Na obrazku A) je zobrazen vysledek §tépeni mucorpepsinem. Na obrazku B) je zobrazen
vysledek $tépeni rhizopuspepsinem. V obou gelech byl do prvniho sloupce nanesen marker Precision
Plus Protein™ Standards. Sloupce oznacené Cisly 2—9 pfedstavuji $t€pné reakce za pfitomnosti protedzy
a smesi tii proteintt (MY G, bCA a PYGM) pti pH postupné 2.0; 2.5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0 a2 5,5. Sloupec
oznaceny ¢islem 10 obsahuje smés tii proteinli bez pfitomnosti protedz.

8.2. Analyza vlivu redukéniho ¢inidla TCEP na §tépeni proteinti
proteazami pomoci SDS-PAGE

Vliv pfitomnosti redukéniho ¢inidla TCEP na mucorpepsin (obrazek 5 A)), rhizopuspepsin
(obrazek 5 B)) a také na samotné proteiny byl, stejné jako v pfedchozi kapitole, analyzovan
pomoci SDS-PAGE. Stépeni jednotlivych vzorkii probihalo pfi trech riiznych pH: 2,5; 3,5 a 4,5.
Pro kazdé pH byly testovany tfi podminky: bez piidavku TCEP, s 10 mM TCEP nebo se 100
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mM TCEP. Substratem byla stejnad smés proteint jako v kapitole 8.1. Ptiprava reakéni smési
byla popsana v kapitole 7.4. Z vysledkii SDS-PAGE se na prvni pohled zdélo, ze ptidani 100
mM TCEP napomohlo $tépeni proteinil, coz bylo nejzietelnéji pozorovano pti pH 4,5 (sloupec
11 na obrazku A) a sloupec 9 na obrazku B)). TCEP je vSak primarné urcen k redukci
disulfidovych mustki, a protoze tyto tfi modelové proteiny takové vazby neobsahuji, uvedeny
vysledek nebyl zcela spravny. Nejpravdépodobnéjsim diivodem bylo, ze TCEP nebyl upraven
na kazdé z testovanych pH, ale byl odebiran z jednoho zdsobniho roztoku, jehoz pH bylo
orientacné urc¢eno pH papirkem na pfiblizn€ 3,0. To mohlo ovlivnit pH ve finalni reakéni smési
— pti pH 2,5 doslo k mirnému zvyseni, pti pH 3,5 k mirnému snizeni a pii pH 4,5 k vyraznému
poklesu, coz podpofilo proteolytickou aktivitu. Pro ucely této diplomové prace to vSak nebylo

zasadni, protoze cilem experimentu bylo prozkoumat vliv TCEPu na stabilitu a funkci

pouzitych proteaz.

Obrazek 5: Obrazek A) — vysledek stépeni proteinti mucorpepsinem po pfidani TCEPu. 1 — smés tii
proteintl bez pfitomnosti proteazy; 2 — prazdny sloupec; od 3 do 11 smés tii proteinll s mucorpepsinem
bud’ bez nebo s pfidanym TCEPem pfi rizném pH; 3 — bez pridaného TCEPu pfi pH 2,5; 4 — s pfidanym
10 mM TCEPem pfi pH 2,5; 5 — s pfidanym 100 mM TCEPem pfi pH 2,5; 6 — bez pfidaného TCEPu
pti pH 3,5; 7 — s pfidanym 10 mM TCEPem pti pH 3,5; 8 — s pfidanym 100 mM TCEPem pfi pH 3,5; 9
— bez ptidaného TCEPu pfi pH 4,5; 10 — s pfidanym 10 mM TCEPem pfi pH 4,5; 11 — s pfidanym 100
mM TCEPem pfi pH 4,5; 12 — Precision Plus Protein™ Standards. Obrazek B) — vysledek Stépeni
proteint rthizopuspepsinem po pridani TCEPu; od 1 do 9 smés tii proteint s rhizopuspepsinem bud’ bez
nebo s pridanym TCEPem pfi razném pH; 1 — bez pfidaného TCEPu pfi pH 2,5; 2 — s pfidanym 10 mM
TCEPem pfi pH 2,5; 3 — s pfidanym 100 mM TCEPem pfi pH 2,5; 4 — bez ptidaného TCEPu pti pH
3,5; 5 — s pfidanym 10 mM TCEPem pfi pH 3,5; 6 — s pfidanym 100 mM TCEPem pfi pH 3,5; 7 — bez
pfidaného TCEPu pfti pH 4,5; 8 — s pfidanym 10 mM TCEPem pfi pH 4,5; 9 — s ptfidanym 100 mM
TCEPem pfi pH 4,5; 10 — prazdny sloupec; 11 — smés tii proteinii bez pfitomnosti protedzy; 12 —
Precision Plus Protein™ Standards.
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8.3. Analyza vlivu denaturacniho c¢inidla na S$tépeni proteinti
proteazami pomoci SDS-PAGE

Dalsim krokem bylo sledovani vlivu moc¢oviny na $tépeni proteinii mucorpepsinem (obrazek 6
A)) a rhizopuspepsinem (obrazek 6 B)). Pfiprava reakéni smési byla popsana v kapitole 7.5 a
vysledky byly analyzovany pomoci SDS-PAGE. Z vysledku je patrné, ze pti reakcich pti pH
2,5 a 3,5 (sloupce 4, 5, 7, 8 obrazek 6 A) a sloupce 2, 3, 5, 6 obrazek 6 B)) ptidavek mocoviny
vyrazné neovlivnil §t€peni proteinti obéma protedzami. Pti pH 4,5 jiz byl pozorovan ucinek
pfidané 1M mocoviny na Sté€peni proteini rhizopuspepsinem. Po ptidani 3M mocoviny pii pH
4,5 (sloupec 11 obrazek 6 A) a sloupec 9 obrazek 6 B)) byl pozorovan vyrazny vliv na Stépeni
proteinti obéma protedzami. To potvrzovalo piedchozi Gvahu, ze protedzy jsou aktivni i pfi
vysSim pH, ale nedoslo ke zméné konformace proteind, které se tak nedostaly do aktivniho
mista proteaz. Vlivem mocoviny doslo k denaturaci téchto proteinti, coz umoznilo jejich

Stépeni.
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Obrazek 6: Obrazek A) — vysledek Stépeni proteini mucorpepsinem. 1 — smés tii proteinli bez
pfitomnosti protedzy; 2 — prazdny sloupec; od 3 do 11 smés tii proteint s mucorpepsinem bud’ bez nebo
s ptidanou mocovinou pii rizném pH; 3 — bez pfidané mocoviny pii pH 2,5; 4 — s pfidanou 1M
mocovinou pii pH 2,5; 5 — s pfidanou 3M mocovinou pii pH 2,5; 6 — bez pfidané mocoviny pii pH 3,5;
7 — s ptidanou 1M mocovinou pii pH 3,5; 8 — s pfidanou 3M mocovinou pfi pH 3,5; 9 — bez ptidané
mocoviny pfi pH 4,5; 10 — s pfidanou 1M mocovinou pfi pH 4,5; 11 — s pfidanou 3M mocovinou pii pH
4,5; 12 — Precision Plus Protein™ Standards. Obrazek B) — vysledek stépeni proteinil rhizopuspepsinem
po pridani mocoviny. Od 1 do 9 smés tii proteind s rhizopuspepsinem bud’ bez nebo s ptidanou
mocovinou pii rizném pH; 1 — bez pfidané mocoviny pii pH 2,5; 2 — s pfidanou 1M mocovinou pii pH
2,5; 3 — s pfidanou 3M mocovinou pii pH 2,5; 4 — bez pfidané mocoviny pii pH 3,5; 5 — s pfidanou 1M
mocovinou pii pH 3,5; 6 — s pfidanou 3M mocovinou pii pH 3,5; 7 — bez pfidané mocoviny pii pH 4,5;
8 — s pfidanou 1M mocovinou pii pH 4,5; 9 — s pfidanou 3M mocovinou pii pH 4,5; 10 — prazdny
sloupec; 11 — smés tii proteinll bez ptitomnosti protedzy; 12 — Precision Plus Protein™ Standards.
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8.4. Optimalizace pH a urceni preferenci $tépeni protedz pomoci
LC-MS/MS

Po optimalizaci riznych podminek $t€peni pomoci SDS-PAGE nasledovala analyza vzorki s
osmi riaznymi hodnotami pH pomoci metody LC-MS/MS, s cilem zjistit §tépné preference
protedz. Ptiprava vzorkli a zpracovani vysledkl byly popsany v kapitolach 7.7 a 7.15. Po
vlozeni zpracovanych dat do softwaru Digdig byly vytvofeny grafy preferenci Stépeni
mucorpepsinem (obrdzek 7 a 8) a rhizopuspepsinem (obrazek 9 a 10). Na obrazku 7
znazoriujicim $tépeni modelovych proteinli mucorpepsinem bylo mozné pozorovat zvysené
preference $tépeni za ¢tyfmi aminokyselinami: F — fenylalanin, L — leucin, M — methionin a Y
— tyrosin.

A C D E F G H [ K L M N P a R 5 T W W A

Obrézek 7: Preference §t&peni mucorpepsinem. Cervené je oznageno §tépeni pii pH 2,0; modie pii pH
2,5; zelené pti pH 3,0 a oranzové pii pH 3,5. Na ose x jsou uvedeny jednotlivé aminokyseliny a osa y
znazoriiuje normalizované obohaceni kazdé aminokyseliny, coZz znamena, jak casto se dana
aminokyselina vyskytuje v misté St€peni protedzou ve srovnani s jejim obecnym vyskytem v
proteinovych sekvencich.
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Obrazek 8: Preference §tépeni mucorpepsinem. Cervené je oznageno §tépeni pti pH 4,0; modfe pii pH
4,5; zelené pii pH 5,0 a oranzove pii pH 5,5. Na ose x jsou uvedeny jednotlivé aminokyseliny a osa y
znazoriuje normalizované obohaceni kazdé aminokyseliny, coZ znamena, jak cCasto se dana
aminokyselina vyskytuje v misté St€peni proteazou ve srovnani s jejim obecnym vyskytem v
proteinovych sekvencich.

Na zéklad¢ dalsich dat z programu Digdig byla stanovena ucinnost Stépeni jednotlivych
proteini. PYGM (tabulka 3) byl nejlépe Stépen mucorpepsinem pii pH v rozmezi 2,0 az 3,5.
Pti vysSich hodnotéach pH jiz dochazelo k vyraznému poklesu jak pokryti sekvence, tak poctu
unikatnich peptidi. bCA (tabulka 4) byla dobfe Stépena pii pH od 2,5 do 4,0. Prestoze pocet
identifikovanych peptidi nad pH 4,0 vyrazné klesl, pokryti sekvence zlistalo téméf nezmeénéno,
coz nekorespondovalo s ocekavanim vyplyvajicim z ptedchozich vysledkit SDS-PAGE geli.
MYG (tabulka 5) byl optimalné Stépen v rozmezi pH 2,5 az 4,5. Od pH 5,0 doslo ke znatelnému

poklesu poctu unikéatnich peptidl, avSak pokryti sekvence zistalo témét beze zmény. Tyto

vysledky potvrzuji predchozi zjisténi, Ze optimalni pH pro mucorpepsin se pohybuje v rozmezi

2,5az4,0.

Pocet unikatnich peptid Pokryti sekvence [% ] Priimérna délka peptida
pH 2,0 198 73,75 18,08
pH 2,5 216 82,07 17,78
pH 3,0 172 72,68 17,13
pH 3,5 158 67,58 16,32
pH 4,0 102 49,29 14,36
pH 4,5 74 26,96 13,22
pH 5,0 65 23,75 12,83
pH 5,5 60 27,43 13,17

Tabulka 3: Pokryti sekvence PYGM, pocet unikatnich peptidi a jejich primérna délka.
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Pocet unikatnich peptidt Pokryti sekvence [% ] Priimérna délka peptida

pH 2,0 113 100 20,69
pH 2,5 140 100 20,2
pH 3,0 148 84,94 19,57
pH 3,5 192 84,17 20,17
pH 4,0 198 84,94 18,93
pH 4,5 79 81,85 18,24
pH 5,0 39 80,31 17,72
pH 5,5 20 74,9 17,3

Tabulka 4: Pokryti sekvence bCA, pocet unikatnich peptidii a jejich primérna délka.

Pocet unikatnich peptidd Pokryti sekvence [% ] Primérna délka peptida
pH 2,0 83 100 23,39
pH 2,5 105 100 20,8
pH 3,0 138 100 20,01
pH 3,5 144 100 18,92
pH 4,0 155 100 18,25
pH 4,5 147 100 16,95
pH 5,0 58 100 17,88
pH 5,5 30 90,2 17,67

Tabulka 5: Pokryti sekvence MYG, pocet unikatnich peptidi a jejich primérna délka.

Pti rhizopuspepsinu nebyly pozorovany zddné preference Stépeni, jak je patrné na obrazcich 9
a 10. Normalizované hodnoty obohaceni pro vétSinu aminokyselin zustaly blizko hodnoty 1,0,
coz naznacuje, ze frekvence jednotlivych aminokyselin v mistech Stépeni zhruba odpovida
jejich prirozenému vyskytu v proteinovych sekvencich. Mirné zvyseni bylo pozorovano pouze
u aminokyselin K — lysin a L — leucin, avSak ani jedna z téchto hodnot nebyla statisticky ¢i
funk¢éné vyznamna. Tyto vysledky naznacuji, ze rhizopuspepsin vykazuje Sirokou substratovou
toleranci a funguje jako nespecifickd aspartdtova proteaza, na rozdil od mucorpepsinu, ktery

prokazoval vyrazné preference stépeni v mistech hydrofobnich zbytkd.
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Obrazek 9: Preference §tépeni rhizopuspepsinem. Cervené je ozna¢eno §tépeni pii pH 2,0; modie pii pH
2,5; zelené pii pH 3,0 a oranzove pii pH 3,5. Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé aminokyseliny a osa 'y
znazoriuje normalizované obohaceni kazdé aminokyseliny, coz vyjadiuje, jak casto se dana
aminokyselina vyskytuje v misté §tépeni protedzou ve srovnani s jejim obecnym vyskytem v
proteinovych sekvencich.
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Obrézek 10: Preference tépeni rhizopuspepsinem. Cervené je oznateno §tépeni pti pH 4,0; modfe pii
pH 4,5; zelen¢ pti pH 5,0 a oranzové€ pii pH 5,5. Na ose x jsou vyznaceny jednotlivé aminokyseliny a
osa y zndzoriiuje normalizované obohaceni kazdé aminokyseliny, coz vyjadiuje, jak Casto se dana
aminokyselina vyskytuje v misté Stépeni protedazou ve srovnani s jejim obecnym vyskytem v
proteinovych sekvencich.
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Z dalsich dat bylo ur¢ovéano pokryti jednotlivych proteinovych sekvenci, pocet unikatnich
peptidl a jejich primérna délka. PYGM (tabulka 6) byla nejucinnégji St€pena v rozmezi pH 2,0
az 3,5, coz se projevilo vysokym pokrytim sekvence a velkym poctem unikétnich peptidii. Pti
vyssich hodnotach pH (4,0-5,5) enzymaticka aktivita klesala, protoze vznikalo mensi mnozstvi
peptidt a pokryti sekvence bylo nizsi. bCA (tabulka 7) byla efektivné §té€pena v rozsahu pH od
2,0 do 4,0, pricemz nejvice unikatnich peptidt vzniklo pti pH 4,0. Se zvySujicim se pH aktivita
klesala, coz se nejvice projevilo na poctu unikatnich peptidi. Pti stépeni MYG (tabulka 8) bylo
nejvyssi pokryti sekvence a pocet unikatnich peptidi dosazeno pii pH 2,5-4,5. Efektivita

Stépeni MYG pfti vyssim pH opét klesala, coz se odrazilo na niz§im poc¢tu unikatnich peptidu.

Pocet unikatnich peptidd Pokryti sekvence [% ] Primérna délka peptida

pH 2,0 415 85,99 14,41
pH 2,5 416 86,1 12,77
pH 3,0 335 87,89 12,14
pH 3,5 341 87,17 11,91
pH 4,0 239 71,85 12,03
pH 4,5 176 61,52 12,02
pH 5,0 269 78,03 10,87
pH 5,5 270 67,1 11,2

Tabulka 6: Pokryti sekvence PYGM, pocet unikatnich peptidi a jejich primérna délka.

Pocet unikatnich peptida Pokryti sekvence [% ] Priimérna délka peptida

pH 2,0 221 100 18,16
pH 2,5 294 100 17,51
pH 3,0 266 100 16,22
pH 3,5 315 100 15,61
pH 4,0 373 99,23 16,66
pH 4,5 232 98,84 14,88
pH 5,0 136 98,84 13,36
pH 5,5 67 94,59 14,43

Tabulka 7: Pokryti sekvence bCA, pocet unikétnich peptidi a jejich primérna délka.

Pocet unikatnich peptida Pokryti sekvence [% ] Priimérna délka peptida

pH 2,0 112 100 17,9
pH 2,5 145 98,69 17,62
pH 3,0 137 100 16,18
pH 3,5 140 100 14,83
pH 4,0 133 100 13,32
pH 4,5 164 100 12,46
pH 5,0 87 98,04 12,31
pH 5,5 37 92,16 12,49

Tabulka 8: Pokryti sekvence MYG, pocet unikatnich peptidi a jejich primérna délka.
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8.5. Analyza Stépeni modelovych proteinti v pritokovém reaktoru

pomoci LC-MS/MS

Pro vyhodnoceni ¢innosti imobilizovaného rhizopuspepsinu v kontinualnim priatokovém
reaktoru byla smés tii proteinti (PYGM, bCA, MYG) stépena pti 4 °C. Celkem bylo testovano
14 podminek zahrnujicich rizné koncentrace guanidinhydrochloridu, mocoviny a TCEPu —

bud’ samostatn¢, nebo v kombinaci. Identifikace peptidli byla provedena pomoci LC-MS/MS.

Nejvyssi ucinnost stépeni PYGM rhizopuspepsinem byla dosazena po ptidani 1 M mocoviny
(obrazek 11), coz vedlo k identifikaci nejvyssiho poctu unikatnich peptidi (112) a 63,3%
pokryti sekvence. Stépeni za nativnich podminek rovnéz probihalo dobie, s 108 peptidy a
61,88% pokrytim (tabulka 9). Pfidani 100 mM TCEPu mirné zlepSilo vykonnost oproti 10 mM.
Vysoké koncentrace denaturanti (3 M mocovina nebo guanidin) a jejich kombinace s vysokym
mnozstvim TCEPu vedly k horSimu Stépeni, pravdépodobné kvili inhibici enzymu nebo
agregaci PYGM v pratokovém systému. Nejnizsi pokryti sekvence (15,8 %) a nejnizsi pocet

peptida (17) bylo pozorovano pii pouziti 200 mM TCEPu s 3 M guanidinhydrochloridem. Na

obrazku 17 je graficky znazornéné pokryti sekvence PYGM pii dvou podminkach.

Pocet unikatnich Pokryti Priimérna délka
peptidi sekvence [% ] peptidi

nativni podminky 108 61,88 8,93
1 M guanidinhydrochlorid 101 63,3 8,81
3 M guanidinhydrochlorid 67 47,03 9,24
1 M mocovina 112 63,3 9,15
3 M mocovina 83 49,17 8,9
10 mM TCEP 88 56,41 8,8
100 mM TCEP 88 60,57 9
200 MM TCEP 68 48,34 8,69
10 MM TCEP, 1 M
guanidinhydrochlorid 73 51,54 8,64
100 MM TCEP, 1 M
guanidinhydrochlorid 76 53,92 8,74
200 MM TCEP, 1 M
guanidinhydrochlorid 47 35,15 8,04
10 MM TCEP, 3 M
guanidinhydrochlorid 38 33,25 8,58
100 mM TCEP, 3M
guanidinhydrochlorid 43 36,94 8,4
200 MM TCEP, 3 M
guanidinhydrochlorid 17 15,8 9,06

Tabulka 9: Pokryti sekvence PYGM, pocet unikatnich peptidi a jejich priméra délka.
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Obrazek 11: Pokryti sekvence PYGM po §tépeni mucorpepsinem. Cervenou je oznadené $tépeni bez

pritomnosti dalSich latek. Modrou je oznacené §té€peni za pritomnosti 1 M moc¢oviny.

Nejlepsi podminky Stépeni bCA byly pozorovéany pii 10 mM TCEPu (obrazek 12), ktery vedl
k 93,44% pokryti sekvence a 86 unikatnim peptidiim (tabulka 10). Nejvyssi pocet peptidi (87)
byl zaznamenan po piidani 1 M mocoviny. Silnd denaturace (3 M mocovina nebo guanidin)
zhorsila vysledky a vSechny kombinace guanidinu s TCEPem vedly k niz§imu pokryti sekvence
ve srovnani s nativnimi podminkami. Nejhorsi vysledek byl zaznamenan pii pouziti 200 mM
TCEPu s 3 M guanidinem, kdy pokryti kleslo na 55,6 % a bylo identifikovano pouze 18
unikatnich peptidd.
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Pocet unikatnich Pokryti Primérna délka

peptidd sekvence [% ] peptidu
nativni podminky 67 91,89 9,81
1 M guanidinhydrochlorid 66 89,19 10,32
3 M guanidinhydrochlorid 42 74,9 11,62
1 M mocCovina 87 91,51 10,43
3 M mocovina 59 80,69 10,46
10 MM TCEP 86 93,44 10,34
100 mM TCEP 79 91,89 10,25
200 MM TCEP 50 77,22 10,42
10 MM TCEP, 1 M
guanidinhydrochlorid 48 78,38 10,6
100 MM TCEP, 1M
guanidinhydrochlorid 54 85,33 10,54
200 MM TCEP, 1 M
guanidinhydrochlorid 35 71,43 10,2
10 MM TCEP, 3 M
guanidinhydrochlorid 30 63,71 11
100 MM TCEP, 3 M
guanidinhydrochlorid 35 72,2 11,94
200 MM TCEP, 3 M
guanidinhydrochlorid 18 55,6 11,83

Tabulka 10: Pokryti sekvence bCA, pocet unikatnich peptidt a jejich primérna délka.
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Obrazek 12: Pokryti sekvence PYGM po $tépeni mucorpepsinem. Cervenou je oznaéené §tépeniza

pfitomnosti 10 mM TCEP. Modrou je oznacené §té€peni za pfitomnosti 1 M mocoviny.

MY G dosahl nejlepsiho pokryti sekvence (96,08 %) (obrazek 13) a nejvyssiho poctu unikétnich
peptidi (35) po pouziti 1 M mocoviny (tabulka 11). Dobré vysledky poskytly i1 nativni
podminky, 10 mM TCEP a 1 M guanidinhydrochlorid. Silné;si denatura¢ni podminky, zejména
ty kombinujici TCEP s guanidinem, vedly k vyrazné€ snizené u¢innosti $t€peni. Nejnizsi pokryti

sekvence (51,63 %) bylo zaznamenano pti 200 mM TCEPu s 3 M guanidinem.
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Pocet unikatnich Pokryti Primérna délka

peptidd sekvence [% ] peptidu

nativni podminky 29 84,97 8,9
1 M guanidinhydrochlorid 27 84,31 9,63
3 M guanidinhydrochlorid 23 65,36 9,61
1 M mocCovina 35 96,08 9,74
3 M mocovina 30 78,43 9,93
10 MM TCEP 27 90,85 9,81
100 mM TCEP 28 78,34 9,36
200 MM TCEP 17 51,63 9,06
10 MM TCEP, 1 M

guanidinhydrochlorid 23 69,93 9,35
100 MM TCEP, 1M

guanidinhydrochlorid 24 70,59 9,33
200 MM TCEP, 1 M

guanidinhydrochlorid 23 71,9 9,65
10 MM TCEP, 3 M

guanidinhydrochlorid 18 56,21 9,39
100 MM TCEP, 3 M

guanidinhydrochlorid 23 62,75 9,57
200 MM TCEP, 3 M

guanidinhydrochlorid 16 51,63 9,69

Tabulka 11: Pokryti sekvence MYG, pocet unikatnich peptidii a jejich primérna délka.
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Obrazek 13: Pokryti sekvence PYGM po $tépeni mucorpepsinem. Cervenou je oznatené §tépeni bez

pfitomnosti dalsich latek. Modrou je oznacené §té€peni za pfitomnosti 1 M mocoviny.

Pro urCeni efektivity §t€peni imobilizovaného mucorpepsinu byl jako substrat pouzit mix tii
proteinii za riznych podminek pH a teploty. Cilem bylo zhodnotit, zda zvySeni teploty z 25 °C
na 40 °C a zména pH mohou zlepsit t¢innost St€peni. Bylo testovano také Sté€peni pii 4 °C, pfi
kterém vznikalo pouze zanedbatelné mnozstvi peptidi. Mcfeni probihala ve Ctyfnasobném

opakovani, pfi¢emz pro zpracovani dat byly pouzity tii nejlepsi vysledky.

PYGM byl nejlépe Stépen pii pH 3,0 a teploté¢ 25 °C (tabulka 12), ¢imZ bylo dosaZeno
nejvyssiho pokryti sekvence 63,03 % a nejvyssiho poctu unikatnich peptidi (105). ZvySeni
teploty pii tomto pH $tépeni nezlepsilo. Naopak, pfi pH 2,5 a 3,5 bylo §tépeni mirné lepsi. Pti
pH 4,0 efektivita St€peni prudce klesla bez ohledu na teplotu.
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Pocet unikatnich peptidi

Pokryti sekvence [% ]

Priimérna délka peptida

pH 2,5; 25°C 78 53,09 9,64
pH 2,5;40°C 81 53,68 9,8

pH 3,0; 25°C 105 63,03 9,45
pH 3,0;40°C 79 58,31 9,85
pH 3,5; 25°C 77 52,97 9,36
pH 3,5;40°C 80 54,28 9,62
pH 4,0; 25°C 24 22,8 10,17
pH 4,0;40°C 7 7,36 8,86

Tabulka 12: Pokryti sekvence PYGM, pocet unikatnich peptidi a jejich primérna délka.

Nejlepsi podminkou pro Stépeni bCA bylo pH 4,0 a teplota 40 °C (tabulka 13), kde pokryti
sekvence dosahlo 66,02 % a pocet unikatnich peptidid 36. Tento vysledek je v kontrastu se
Stépenim PYGM, kde pH 4,0 vedlo k dramatickému poklesu proteolyzy. Pii pH 3,5 a teploté 40
°C bylo pokryti sekvence bCA nejnizsi (50,58 %). V tomto piipadé bylo Stépeni ucinnéjsi pii
nizsi teploté (pokryti 62,16 %). Pti pH 3,0 byly vysledky mirné lepsi pfti teploté 25 °C a pti pH
2,5 bylo stépeni efektivnéjsi pii 40 °C.

Pocet unikatnich peptidii  Pokryti sekvence [% ] Primérna délka peptida

pH 2,5; 25°C 26 53,97 12,08
pH 2,5;40°C 31 64,48 11,06
pH 3,0; 25°C 32 59,85 11

pH 3,0; 40°C 24 54,83 11,5
pH 3,5; 25°C 30 62,16 11,1
pH 3,5; 40°C 23 50,58 9,87
pH 4,0; 25°C 31 63,32 10,71
pH 4,0; 40°C 36 66,02 9,53

Tabulka 13: Pokryti sekvence bCA, pocet unikatnich peptidl a jejich primérna délka.

Nejlepsi vysledek stépeni MYG byl pozorovan pii pH 3,5 a teploté¢ 25 °C (tabulka 14) se
76,47% pokrytim sekvence a 32 unikatnimi peptidy. Pfi pH 2,5 a 40 °C bylo dosaZeno stejného
pokryti sekvence, avSak s niz§im poctem unikatnich peptidi (23). Pfi pH 3,0 bylo Stépeni
ucinngjsi pii teploté 25 °C a pii pH 4,0 bylo o néco lepsi pfi teploté 40 °C.
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Pocet unikatnich peptidii  Pokryti sekvence [% ] Primérna délka peptidi

pH 2,5; 25°C 20 67,97 11,65
pH 2,5;40°C 23 76,47 10,17
pH 3,0; 25°C 23 71,9 10,09
pH 3,0; 40°C 18 68,63 10

pH 3,5; 25°C 32 76,47 9,75
pH 3,5;40°C 19 71,24 10,47
pH 4,0; 25°C 25 67,32 8,88
pH 4,0;40°C 29 73,2 9,34

Tabulka 14: Pokryti sekvence MYG, pocet unikatnich peptidd a jejich primérna délka.

Ackoli Stépeni pi1 40 °C misty vedlo k mirné vys§Simu pokryti sekvenci ve srovnéni s 25 °C,
celkové zlepSeni nebylo konzistentni napti¢ vS§emi proteiny a podminkami. Dlouhodoby provoz
pii zvysené teploté navic negativné ovliviioval stabilitu a Zivotnost kolony s imobilizovanym

zajiSt'uje spolehlivou Uc€innost Stépeni pii zachovani integrity kolony.

Zaucelem zlepSeni ucinnosti imobilizovaného mucorpepsinu byla testovana fada denaturac¢nich
podminek s nebo bez TCEPu pii pH 2,5 nebo 3,5 a teploté 25 °C. U vSech tii proteint a téméet
vSech chemickych podminek bylo pfi pH 3,5 dosazeno vyssiho pokryti sekvence a poctu
peptidl nez pii stejné uprave pii pH 2,5. PYGM doséhl nejlepSiho pokryti sekvence (68,05 %)
pii 2 M mocoviné a 1 M thiomocoviné pti pH 3,5 (tabulka 15), zatimco pfi pH 2,5 za stejnych
podminek pokryti ¢inilo pouze 40,02 % (obrazek 14). U bCA bylo pokryti sekvence nejvyssi
(71,04 %) po ptfidani 1 M mocoviny a 0,5 M thiomocoviny (tabulka 16), pfi¢emz pii pH 2,5
bylo pokryti jen 50,58 % (obrazek 15). MYG dosahl nejlepsiho pokryti sekvence (98,04 %) pti
1 M mocoving a 0,5 M thiomocovin¢ (tabulka 17), coz bylo oproti podminkédm pii pH 2,5 za

stejnych podminek témeét dvojnasobné (obrazek 16).

Tyto vysledky tedy naznacuji, Ze mucorpepsin §tépi ucinnéji pii pH 3,5 nez pfi pH 2,5, a to
zejména v pritomnosti denatura¢nich ¢inidel. A€koli je mucorpepsin stabilni i pii pH 2,5, jeho

kombinace s denatura¢nimi latkami mlze snizovat jeho katalytickou Gc¢innost.
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Pocet unikatnich Pokryti Primérna délka

peptidd sekvence [% ] peptidu

1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina pH

2,5 55 45,37 10,71
1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina pH

3,5 73 54,04 9,53
2 M mocovina + 1 M thiomocovina pH 2,5 56 40,02 10,14
2 M mocovina + 1 M thiomocovina pH 3,5 106 68,05 9,26
1 M mocCovina + 0,5 M thiomocovina + 100

mM TCEP pH 2,5 64 55,34 10,59
1 M mocCovina + 0,5 M thiomocovina + 100

mM TCEP pH 3,5 80 56,29 9,46
2 M mocovina + 1 M thiomocovina + 100

mM TCEP pH 2,5 61 50,36 10,33
2 M mocovina + 1 M thiomocovina + 100

mM TCEP pH 3,5 76 58,43 9,24
2 M guanidinhydrochlorid pH 2,5 35 37,05 10,43
2 M guanidinhydrochlorid pH 3,5 64 49,76 11,06
2 M guanidinhydrochlorid + 100 mM TCEP

pH 2,5 56 50,59 10,21
2 M guanidinhydrochlorid + 100 mM TCEP

pH 3,5 50 46,2 9,6
Tabulka 15: Pokryti sekvence PYGM, pocet unikatnich peptidi a jejich primérna délka.
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Obrazek 14: Pokryti sekvence PYGM po §t&peni mucorpepsinem. Cervenou je oznaéené §t&peni pii pH
2,5 s 2 M mocovinou a 1 M thiomoc¢ovinou. Modrou je oznacené Stépeni pti pH 3,5 s 2 M mocovinou a

1 M thiomoc¢ovinou.
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Pocet unikatnich Pokryti Priimérna délka

peptidt sekvence [% ] peptidi
1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina pH
2,5 19 50,58 12,89
1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina pH
3,5 37 71,04 10,84
2 M mocovina + 1 M thiomocovina pH 2,5 10 33,98 13,5
2 M mocovina + 1 M thiomocovina pH 3,5 37 70,27 11,35
1 M mocCovina + 0,5 M thiomocovina + 100
mM TCEP pH 2,5 23 57,53 12,52
1 M mocCovina + 0,5 M thiomocovina + 100
mM TCEP pH 3,5 23 55,98 12,26
2 M mocovina + 1 M thiomocovina + 100
mM TCEP pH 2,5 19 49,42 12,26
2 M mocovina + 1 M thiomocovina + 100
mMTCEP pH 3,5 36 67,95 12,22
2 M guanidinhydrochlorid pH 2,5 15 50,97 13,33
2 M guanidinhydrochlorid pH 3,5 26 57,53 10,92
2 M guanidinhydrochlorid + 200 mM TCEP
pH 2,5 23 62,55 13,09
2 M guanidinhydrochlorid + 100 mM TCEP
pH 3,5 25 63,71 11,24

Tabulka 16: Pokryti sekvence bCA, pocet unikatnich peptidt a jejich primérna délka.
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Obrazek 15: Pokryti sekvence bCA po $tépeni mucorpepsinem. Cervenou je oznagené $tépeni pii pH

2,5 s 1 M mocovinou a 0,5 M thiomo€ovinou. Modrou je oznacené Stépeni pii pH 3,5 s 1 M mocovinou

a 0,5 M thiomocovinou.
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Pocet unikatnich Pokryti Primérna délka

peptidd sekvence [% ] peptidu

1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina pH

2,5 12 56,21 11,67
1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina pH

3,5 29 98,04 10,48
2 M mocovina + 1 M thiomocovina pH 2,5 7 59,48 13,14
2 M mocovina + 1 M thiomocovina pH 3,5 28 86,93 10,68
1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina +

100 MM TCEP pH 2,5 16 71,24 11,81
1 M mocovina + 0,5 M thiomocovina +

100 mMTCEP pH 3,5 23 79,74 11,09
2 M mocovina + 1 M thiomocCovina + 100

mM TCEP pH 2,5 14 63,4 11,5
2 M mocovina + 1 M thiomocCovina + 100

mMTCEP pH 3,5 24 75,82 11,17
2 M guanidinhydrochlorid pH 2,5 15 68,63 11,47
2 M guanidinhydrochlorid pH 3,5 34 85,62 10,24
2 M guanidinhydrochlorid + 100 mM TCEP

pH 2,5 15 73,2 11,73
2 M guanidinhydrochlorid + 100 mM TCEP

pH 3,5 31 75,82 10,03

Tabulka 17: Pokryti sekvence MY G, pocet unikatnich peptidd a jejich praimérna délka.

GLSDGEWOQOQVLNVWGKVEAD IAGHGQEVL IRLFTGHPETLEKFDKFKHLKTEAEMKASEDLKKHGTWVLTALGGILKKKGHHEAELKPLAQSHATKHKIP
10 20 30 40 50 &0 o 80 %0 100

ey —— ———

IKYLEFISDAI IHVLHSKHPGDFGADAQOGAMTKALELFRNDIAAKYKELGFOG
1 121 130 141 150 153

Obrazek 16: Pokryti sekvence MYG po §tépeni mucorpepsinem. Cervenou je oznaéené §tépeni pii pH

2,5 s 1 M mocovinou a 0,5 M thiomo€ovinou. Modrou je oznacené Stépeni pii pH 3,5 s 1| M mocovinou

a 0,5 M thiomocovinou.

8.6. Analyza Stépeni protilatky Trastuzumab pomoci SDS-PAGE

Po optimalizaci podminek $tépeni tfi modelovych proteini nasledovalo Stépeni protilatky
Trastuzumab. Pfiprava reakéni smési byla popsana v kapitole 7.6 a vysledky byly analyzovany
pomoci SDS-PAGE. Z gelli bylo zjisténo, Ze téZky fetézec byl dobfe nastépen pii pH 2,5 i
samotnymi protedzami bez pfidavku redukéniho nebo denatura¢niho c¢inidla (sloupec 2
Obrazek 17 A); C); E) a sloupec 2 Obrazek 18 A); C); E)). Naopak pti pH 3,5 protedzy nebyly
schopny $tépit ani jeden z fetézci bez pridavku redukénich nebo denaturacnich latek (sloupec

2 Obrazek 17 B); D); F) a sloupec 2 Obrazek 18 B); D); F)). Z vysledkit SDS-PAGE bylo déle
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zjisténo, Ze nejvetsi vliv na Stépeni protildtky mélo ptidani redukéniho ¢inidla TCEP (sloupce
3;5;9;10; 11 Obrazek 17 A); B); C); D); E); F) a obrazek 18 A); B); C); D); E); F)). Pii stépeni
protilatky mucorpepsinem za ptitomnosti denaturacnich ¢inidel — bud’ samotné 3M mocoviny
nebo kombinace riznych koncentraci mocoviny a thiomocoviny — pii pH 2,5 doslo ke zhorSeni
ucinnosti Stépeni tézkého fetézce (sloupce 4; 6; 7; 8 Obrazek 17 A); C); E)), zatimco lehky
fetézec byl za téchto podminek stépen 1épe. Pridani mocoviny a jeji kombinace s thiomocovinou
pti pH 2,5 nejvice prispély ke Stépeni obou fetézct pti teploté 30 °C a nejlepsi podminky se
jevily po ptfidani 3M mocoviny (sloupec 4 Obrazek 17 E)) a 1M mocoviny s 500 mM
thiomocovinou (sloupec 6 Obrazek 17 E)). Zvyseni teploty na 30 °C negativné ovlivnilo Stépeni
pti pH 2,5 za pfitomnosti 2M mocoviny, 1M thiomocoviny a 100 mM TCEPu (sloupec 11
Obrazek 17 E)).

Ptidani denaturacnich ¢inidel napomohlo Stépeni pii pH 3,5 ve vSech teplotnich podminkéach
(sloupce 4; 6; 7; 8 Obrazek 17 B); D); F)), a to v porovnani se §tépenim pii pH 2,5. Se zvysSujici

se teplotou rostla uc¢innost Stépeni po pfidani denaturacnich ¢inidel pii pH 3,5, pti¢emz jako

nejvhodnéjsi podminka se jevilo pfidani 2 M mocoviny s 1 M thiomocovinou (sloupec 8

Obrazek 17 F)).
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Obrazek 17: Obrazek A) Stépeni protilatky mucorpepsinem pfi teploté 4 °C a pH 2,5 a Obrazek B)
Stépeni protilatky mucorpepsinem pii teplot¢ 4 °C a pH 3,5. Obrazek C) Stépeni protilatky
mucorpepsinem pii teploté 25 °C a pH 2,5 a Obrazek D) Stépeni protilatky mucorpepsinem pii teploté
25 °C a pH 3,5. Obrazek E) stépeni protilatky mucorpepsinem pfi teploté 30 °C a pH 2,5 a Obrazek
F) §tépeni protilatky mucorpepsinem pii teploté 30 °C a pH 3,5. Cisly jsou na viech obrazcich ozna¢eny
stejné podminky. 1 — Precision Plus Protein™ Standards; od 2 do 11 protilatka s mucorpepsinem za
riznych podminek; 2 — proteaza s protilatkou; 3 — s ptidanym 100 mM TCEPem; 4 — s pfidanou 3M
mocovinou; 5 — s pfidanou 3M mocovinou a 100 mM TCEPem; 6 — s ptidanou 1 M mocovinou a 500
mM thiomocovinou; 7 — s pfidanou 1M mocovinou a 1 M thiomoc¢ovinou; 8 — s pfidanou 2M mocovinou
a 1 M thiomocovinou; 9 — s pfidanou 1 M mocovinou, 500 mM thiomocovinou a 100 mM TCEPem; 10
— s ptidanou 1M mocovinou, 1 M thiomoc¢ovinou a 100 mM TCEPem; 11 — s pfidanou 2M mocovinou,
1 M thiomocovinou a 100 mM TCEPem; 12 — protilatka bez ptidané proteazy.

Rhizopuspepsin byl po pfidani redukéniho nebo denaturaéniho ¢inidla pfi pH 2,5 schopen dobie
Stépit téZky fetézec a CasteCné 1 lehky fetézec za vSech podminek. Efektivita §tépeni lehkého
tetézce rostla se zvySujici se teplotou, coz je patrné pii teploté 30 °C (obrazek 18 E)), kde se v
gelu nenachéazely vyrazné peptidové pasy. Pii pH 3,5 byl lehky fetézec St€pen po pridani
samotné¢ho 100 mM TCEPu nebo jeho kombinace s denatura¢nimi €inidly (sloupec 3; 5; 9; 10;
11 obrézek 18 B); D); F)) a po pfidani 2 M mocoviny s 1 M thiomocovinou (sloupec 8 obrazek
18 B); D); F)). Zména teploty nehrala u rhizopuspepsinu vyznamnou roli. Pfi nizkém pH vSak

misty dochdzelo k vysrazeni protilatky (sloupec 3 obrazek 18 A) a sloupec 3 a 7 obrazek 18
C)).
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Obrazek 18: Obrazek A) stépeni protilatky rhizopuspepsinem pii teploté 4 °C a pH 2,5 a Obrazek B)
Stépeni protilatky rhizopuspepsinem pii teploté 4 °C a pH 3,5. Obrazek C) Stépeni protilatky
rhizopuspepsinem pii teploté 25 °C a pH 2,5 a Obrazek D) Stépeni protilatky rhizopuspepsinem pii
teploté 25 °C a pH 3,5. Obrazek E) Stépeni protilatky rhizopuspepsinem pfi teploté 30 °C apH 2,5 a
Obrizek F) stépeni protilatky mucorpepsinem pii teploté 30 °C a pH 3,5. Cisly jsou na viech obrazcich
oznaceny stejné podminky. 1 — Precision Plus Protein™ Standards; od 2 do 11 protilatka s
rhizopuspepsinem za riznych podminek; 2 — protedza s protilatkou; 3 — s pfidanym 100 mM TCEPem;
4 — s ptidanou 3M mocovinou; 5 — s pfidanou 3M mocovinou a 100 mM TCEPem; 6 — s pfidanou 1 M
mocovinou a 500 mM thiomocovinou; 7 — s ptfidanou 1M mocovinou a 1 M thiomocovinou; 8 — s
pfidanou 2M mocovinou a 1 M thiomocovinou; 9 — s piidanou 1 M mocovinou, 500 mM thiomocovinou
a 100 mM TCEPem; 10 — s pfidanou 1M mocovinou, 1 M thiomocovinou a 100 mM TCEPem; 11 —s
pridanou 2M mocovinou, 1 M thiomoc¢ovinou a 100 mM TCEPem; 12 — protilatka bez ptidané proteazy.

71



8.7. Analyza Sté€peni protilatky Trastuzumab pomoci LC-MS/MS

Pro zhodnoceni vlivu denaturacnich a redukénich podminek na enzymatické Stépeni
Trastuzumabu byly ptvodné naplanovany experimenty pii vice hodnotach pH a teplotach.
Konkrétné byly testovany podminky Stépeni pti pH 2,5 a 3,5 vzdy pii 4 °C a 25 °C, aby se
posoudilo, jak riznd hodnota pH a teplota ovliviuji Sté€peni protilatky. Z divodu casovych
omezeni a dostupnosti MS systému vsak nebylo mozné dokoncit $tépeni pii pH 3,5 a 4 °C.
Kromé toho, aby byla zachovana ptehlednost a hlavni ¢ast prace nebyla zatiZzena nadmérnym
mnozstvim vizudlnich dat, jsou podrobné uvedeny pouze vysledky ze dvou nejzajimavéjSich
podminek pii pH 2,5 a teplot¢ 25 °C. Divodem bylo, ze tyto podminky poskytly
nejkonzistentnéjsi vysledky ze vSech testovanych, zatimco ostatni budou shrnuty do tabulky v
dodatku. Pro ovéfeni GCinnosti St€peni Trastuzumabu za riznych podminek byly pomoci
programu Digdig vypocitany statistické parametry na urovni peptidi. Kazdd podminka byla
analyzovana ve tfech opakovénich, pfi¢emz pro analyzu dat byla pouzita 100% troven
spolehlivosti. Ackoli byl experiment ptivodné proveden ve ¢tyfech opakovanich, nejhorsi z nich

bylo vylou¢eno, aby uvedené hodnoty 1épe odpovidaly skute¢nému trendu.

Stépeni tézkého fetézce Trastuzumabu dosahlo nejlepsiho sekvenéniho pokryti (90,22 %) a
nejvysSiho poctu unikatnich peptidi (229) v nativnich podminkach (tabulka 18). Ptidani
samotného redukéniho Cinidla vysledky nezlepsSilo a vSechny denatura¢ni podminky vedly k
nizS§imu pokryti sekvence a menSimu poctu jedine¢nych peptidii ve srovnani s nativnim
Stépenim. Se zvySujici se koncentraci mocoviny a thiomocCoviny ucinnost Stépeni vyrazné
klesala, coz mohlo byt zplisobeno agregaci nebo suboptimalni dostupnosti substratu

mucorpepsinu. Na obrazku 19 je graficky znazornéné pokryti sekvence tézkého fetéz