Abstrakt

Strukturni proteomika ve spojeni s hmotnostni spektrometrii je rychle se rozvijejici védecké
odvétvi, které se zabyva charakterizaci trojrozmérnych struktur proteinti, ale také jejich
dynamiky. Soucasné standardni postupy vyzaduji, zvlasté v ptipadech, kdy jsou strukturni data
ziskavana analyzou peptidl, ziskanych proteolytickym Stépenim studované molekuly, velké
mnozstvi navzajem oddé€lenych procesnich kroki.

Tato prace cili na vyvoj a ptipravu proteolytickych nosi¢ti vhodnych pro ptimou analyzu za
pomoci hmotnostniho spektrometru s MALDI iontovym zdrojem a jejich vyuziti v oblasti
strukturni proteomiky. Tyto modifikované povrchy umoziuji v ramci jedné aktivni pozice
provést jak Stépeni studovaného proteinu, tak i krystalizaci ioniza¢ni matrice a naslednou
hmotnostné-spektrometrickou analyzu. Technikou vhodnou pro modifikaci vodivych povrchi
biologicky aktivnimi latkami se ukézala byt mékkéd depozice iontlh provaddénd za
atmosférického tlaku. Tato technika umoznuje pomoci elektrospreje modifikovat rovné, hladké
a vodivé nosice, tedy ty, které se vyuzivaji i v MALDI iontovém zdroji.

Vysoké mnozstvi aktivnich pozic na jednom Cipu umoziuje soucasné testovat velké
mnozstvi vzorkli. Nizké pracovni objemy aplikovaného vzorku nebo c¢inidla zhaSejiciho
proteolytickou reakci prispivaji k vysoké opakovatelnosti vyslednych meétfeni. Zminéné
parametry jsou velmi vhodné pro metody limitované proteolyzu. Pouziti téchto povrhl i pro
analyzu produkti vodik deuteriové vymeény se zdalo byt v porovnani s piistrojovou naro¢nosti
standardni hmotnostni detekce ve spojeni s kapalinovou chromatografii velmi vyhodné, avSak
vysokéd mira zpétné vymény deuterii vlivem vzdusni vlhkosti se ukdzala byt neptekonatelnou
prekazkou. Nicméné, kromé limitované proteolyzy lze protedzou funkcializované povrchy
vyuzit i pro jiné strukturné proteomické aplikace, jako naptiklad lokalizace disulfidovych vazeb
¢i ovétrovani identity proteinu.

Pro zpracovani velké mnoZstvi naméfenych spekter bylo nutné vyvinout a integrovat
spolehlivé postupy pro automatické vyhodnoceni a interpretaci dat. Vyvoj téchto postupt a
softwarovych feSeni byl nedilnou soucasti uvedeni proteolyticky aktivnich povrchii, a nejen

téchto, do praktického vyuziti.
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