
Univerzita Karlova v  Praze 

PŚ²rodovŊdeck§ fakulta, katedra biochemie 

studijn² program Biochemie 

 

Mgr. KateŚina Pavl§skov§ 

Hmotnostn² spektrometrie v proteomice: 

strukturn² biologie a klinick® aplikace 

Disertaļn² pr§ce 

Ġkolitel: Doc. RNDr. Miroslav Ġulc, PhD. 

Praha 2011 



 

 

 

2 

Prohl§ġen²: 

ĂProhlaġuji, ģe jsem disertaļn² pr§ci zpracovala samostatnŊ a ģe jsem uvedla vġechny 

pouģit® informaļn² zdroje a literaturu. Tato pr§ce ani jej² podstatn§ ļ§st nebyla pŚedloģena 

k z²sk§n² jin®ho nebo stejn®ho akademick®ho titulu.ñ 

V Praze dne:         Podpis: 



 

 

 

3 

PodŊkov§n²: 

M® podŊkov§n² patŚ² ġkoliteli Doc. RNDr. Miroslavu Ġulcovi, PhD. za cenn® rady a 

dlouhodob® pŚ§telstv². 

DŊkuji vġem kolegŢm z LaboratoŚe charakterizace molekul§rn² struktury na MBĐ AV ĻR 

v.v.i. za pomoc a pŚ²jemnou pracovn² atmosf®ru. 

DŊkuji tak® sv® rodinŊ za jejich podporu a trpŊlivost. 

Tato pr§ce byla finanļnŊ podpoŚena grantovĨmi agenturami GAUK (258179), GAĻR 

(303/06/0928), MĠMT (LC07017 a LC545) a institucion§ln²m z§mŊrem MBĐ AV ĻR 

v.v.i. (AVOZ50200510), kterĨm t²mto dŊkuji.



 

 

 

4 

Abstrakt  

 Hmotnostn² spektrometrie (MS) je rychl§, specifick§, citliv§ a experiment§lnŊ 

variabiln² metoda, kterou lze s ¼spŊchem pouģ²t v cel® ŚadŊ proteomickĨch aplikac², napŚ. 

pŚi identifikaci a Śeġen² prim§rn² struktury proteinŢ nebo pro studium terci§rn² struktury a 

protein-proteinovĨch interakc². Zaveden² tzv. mŊkkĨch ionizaļn²ch technik na konci 80. let 

minul®ho stolet² umoģnil ionizovat bez neģ§douc² fragmentace biologick® makromolekuly 

jako jsou proteiny, oligosacharidy nebo nukleov® kyseliny, a tak nejv²ce ovlivnil vyuģit² 

hmotnostn² spektrometrie na poli proteomiky. 

 C²lem t®to pr§ce bylo pouģit² souļasnĨch  pŚ²stupŢ hmotnostn² spektrometrie pŚi 

Śeġen² nŊkolika proteomickĨch ot§zek. Prvn² ļ§st pr§ce je zamŊŚena na  studium terci§rn² 

struktury a protein-proteinovĨch interakc² pomoc² kombinace techniky chemick®ho 

zes²tŊn² s MS analĨzou ve  tŚech modelovĨch syst®mech: (1) homodimeru lidsk®ho 

regulaļn²ho proteinu 14-3-3z, (2) syst®mu proteinu 14-3-3z s regulaļn² dom®nou 

tyrosinhydroxylasy, a (3) syst®mu dvou membr§novĨch proteinŢ ¼ļastn²c²ch se 

biotransformace xenobiotik ï cytochromu P450 2B4 a cytochromu b5. Tento metodickĨ 

pŚ²stup pracuje s proteiny ve vodnĨch roztoc²ch za fyziologickĨch podm²nek a zachov§v§ 

tak jejich nativn² struktury.  

 Ve druh® ļ§sti pr§ce byly pomoc² MS studov§ny proteinov® profily houbovĨch 

sp·r kmenŢ Aspergillus a Pseudallescheria. Byly hled§ny peptidov®/proteinov® 

diagnostick® znaky, kter® by bylo moģn® vyuģ²t pro vļasnou detekci invazivn²ch myk·z 

zpŢsobovanĨch tŊmito pl²snŊmi. 

 TŚet² ļ§st pr§ce pŚedstavuje MS pŚ²stupy pouģit® pŚi Śeġen² nŊkolika konkr®tn²ch 

proteomickĨch a lipidomickĨch projektŢ. D²lļ²mi c²ly t®to ļ§sti bylo (1) urļit polohu 

dvojn® vazby v molekul§ch peptidŢ nebo lipidŢ, (2) identifikovat nov® alergeny v pġeniļn® 

mouce, (3) sledovat zmŊny v proteomu lidskĨch leukemickĨch bunŊk (mimo jin® izoforem 

14-3-3 proteinu) po pod§n² l®ļiva indukuj²c²ho apopt·zu. 



 

 

 

5 

Abstract 

 Mass spectrometry (MS) is a rapid, specific and very sensitive analytical method 

with a broad spectrum of proteomic applications such as protein identification and 

sequencing, 3D protein structure characterization or study of protein-protein interaction. 

The introduction of two ionization techniques in late 1980ôs that are able to ionize the large 

biomolecules such as proteins, oligosaccharides or nucleic acids with no or low 

fragmentation has started the rapidly expanding field of MS-based proteomics. 

 The presented thesis was aimed at the application of mass spectrometric approaches 

to answer several proteomic questions. Firstly we have employed the chemical cross-

linking in combination with MS analysis to solve the 3D structure and protein-protein 

interactions of three model systems: (1) homodimeric human regulatory protein 14-3-3z, 

(2) model of 14-3-3z and regulatory domain of tyrosine hydroxylase, and (3) system of 

two membrane proteins, cytochrome P450 2B4 and cytochrome b5, involved in xenobiotics 

biotransformation. This approach works in aqueous solutions under physiological 

conditions and thus preserves native structure of the investigated proteins. 

 The second part of the thesis was focused on MS identification of proteins/peptides 

in fungal spores of Aspergillus and Pseudallescheria strains, namely on discovery and 

characterization of new biomarkers for early stage detection of serious invasive mycoses 

caused by these molds. 

 The last part was devoted to the elucidation of particular problems in proteomic and 

lipidomic projects such as (1) localization of double bond in peptides or lipids by MS, (2) 

identification of new wheat flour allergens, and (3) determination of proteome changes in 

leukemic cells during apoptosis induced by medical treatment (including changes in the 

expression of 14-3-3 proteins). 



Pouģit² hmotnostn² spektrometrie ve strukturn² proteomice 

 

 

6 

Obsah: 
 

Pouģit® zkratky ............................................................................................................... 7 

1. Đvod a metody ........................................................................................................... 9 

1.1. Hmotnostn² spektrometrie ................................................................................... 10 
1.1.1. Ionizace MALDI ........................................................................................ 12 
1.1.2. Ionizace ESI ............................................................................................... 13 

1.1.3. Analyz§tor iontŢ TOF ................................................................................ 14 
1.1.4. Analyz§tor iontŢ FT-ICR ........................................................................... 15 

1.2. Metody pro urļov§n² proteinov® struktury pomoc² hmotnostn² spektrometrie .. 17 
1.2.1. Peptidov® mapov§n² a tandemov§ hmotnostn² spektrometrie ................... 17 

1.2.2. S²Šovac² reakce .......................................................................................... 19 
1.3. Modelov® syst®my .............................................................................................. 22 

1.3.1. Dimer proteinu 14-3-3 ............................................................................... 22 
1.3.2. Cytochrom P450 2B4 a cytochrom b5 ....................................................... 24 

1.3.3. Vl§knit® houby rodu Aspergillus ............................................................... 27 
1.3.4. Patogenn² houby druhu Pseudallescheria boydii ....................................... 28 

2. C²le pr§ce ................................................................................................................. 30 

3. VĨsledky ................................................................................................................... 31 

3.1. Protein-proteinov® interakce studovan® pomoc² s²Šovac²ch reakc² s n§slednou 

MS identifikac² ........................................................................................................... 31 

3.1.1. Mapov§n² interakc² v homodimeru lidsk®ho proteinu 14-3-3z ................. 31 
3.1.2. Mapov§n² interakc² mezi membr§novĨmi proteiny cytochromem b5 a 

cytochromem P450 2B4 .......................................................................................... 49 

3.2. Charakterizace a identifikace fung§ln²ch proteinŢ a peptidŢ pomoc² hmotnostn² 
spektrometrie .............................................................................................................. 74 

3.2.1. Proteinov® profily z§stupcŢ rodu Aspergillus ............................................ 74 
3.2.2. Pseudacykliny jako potenci§ln² Ămarkeryñ onemocnŊn² zpŢsobenĨch 
Pseudallescheria boydii .......................................................................................... 82 

3.3. Ostatn² proteomick® a lipidomick® projekty a klinick® aplikace ........................ 89 
3.3.1. Oxidace bŊhem NALDI-TOF MS jako n§stroj pro urļov§n² polohy 

dvojnĨch vazeb ....................................................................................................... 89 

3.3.2. Identifikace alergenŢ v proteomu pġenice ................................................. 95 
3.3.3. ProteinovĨ profil leukemickĨch bunŊk JURL-MK1 v apopt·ze ............. 109 

4. Diskuze ................................................................................................................... 123 

4.1. Protein-proteinov® interakce ............................................................................. 123 
4.2. Charakterizace a identifikace fung§ln²ch proteinŢ a peptidŢ ............................ 133 

4.3. Ostatn² proteomick® a lipidomick® projekty a klinick® aplikace ...................... 135 

5. Z§vŊry .................................................................................................................... 139 

6. Seznam publikac² .................................................................................................. 140 

7. Pouģit§ literatura .................................................................................................. 141 

 



Pouģit® zkratky 

 

 

7 

Pouģit® zkratky 

ACN    acetonitril 

API ionizace za atmosf®rick®ho tlaku (z angl. Atmospheric 

Pressure Ionization) 

CCA    a-kyano-4-hydroxy-trans-skoŚicov§ kyselina 

CCF    sb²rka kultur hub (z angl. Culture Collection of Fungi) 

CD spektroskopie  spektroskopie mŊŚ²c² cirkul§rn² dichroismus molekul 

CID    fragmentace molekul v hmotnostn²m analyz§toru   

    v pŚ²tomnosti kolizn²ho plynu (z angl. Collision Induced  

    Dissociation) 

CPR      NADPH:cytochrom P450 oxidoreduktasa (EC 1.6.2.4) 

CYP    cytochrom P450 (EC 1.14.14.1) 

Da    Dalton, jednotka hmotnosti  

DLPC     1,2-dilauroylfosfatidylcholin  

EDC 1-ethyl-3-[3-dimethyl(aminopropyl)] karbodiimid 

hydrochlorid 

ESI MS   hmotnostn² spektrometrie s ionizac² za pomoci elektrospreje 

    (z angl. Electrospray Ionization Mass Spectrometry) 

FT-ICR   iontov§ cyklotronov§ rezonance s Fourierovou transformac² 

    (z angl. Fourier Transform - Ion Cyclotron Resonance) 

GC    plynov§ chromatografie (z angl. Gas chromatography) 

H/D vĨmŊna   izotopov§ vod²k - deuteriov§ vĨmŊna 

IEF    isoelektrick§ fokusace 

IPTG    isopropyl-1-thio-b-D-galaktopyranosid 

LC    kapalinov§ chromatografie (z angl. Liquid Chromatography) 

MALDI M S   hmotnostn² spektrometrie s desorpc²/ionizac² laserem za  

    ¼ļasti matrice (z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/  

    Ionization  Mass Spectrometry) 

MFO    syst®m oxygenas se sm²ġenou funkc² (z angl. Mixed Function 

    Oxidases) 

MS     hmotnostn² spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry) 

MS/MS   tandemov§ hmotnostn² spektrometrie 

MW    molekulov§ hmotnost (z angl. Molecular Weight)  

NADPH    nikotinamidadenindinukleotid fosf§t, redukovan§ forma 

NALDI MS   hmotnostn² spektrometrie s desorpc²/ionizac² laserem za  

    ¼ļasti nanostruktur (z angl. Nanostructure Assisted Laser  

    Desorption/Ionization Mass Spectrometry) 

NHis14-3-3z rekombinantn² protein 14-3-3z s purifikaļn² 6Ĭ histidinovou 

znaļkou na N-konci 

NiNTA   afinitn² kolona nikl-nitrilotrioctov§ kyselina  

NMR    nukle§rn² magnetick§ rezonance 
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Orn    aminokyselina ornithin 

PCR    polymer§zov§ ŚetŊzov§ reakce 

PKA    cAMP-dependentn² protein kinasa (Promega) 

PMF    peptidov® mapov§n² pomoc² MS (z angl. Peptide Mass  

    Fingerprinting)  

pSer, pS   fosforylovanĨ serin 

pThr, pT   fosforylovanĨ threonin 

QQQ    trojitĨ kvadrup·lovĨ hmotnostn² analyz§tor 

RP-HPLC vysoko¼ļinn§ kapalinov§ chromatografie na kolonŊ 

s obr§cenou f§z² 

SDS    dodecylsulf§t sodnĨ 

SDS-PAGE   diskontinu§ln² elektrofor®za na polyakrylamidov®m gelu  

    v pŚ²tomnosti SDS 

TH1R    regulaļn² dom®na lidsk® tyrosinhydroxylasy (EC 1.14.16.2) 

dPTH1R   difosforylovan§ regulaļn² dom®na tyrosinhydroxylasy  

(pSer19), pSer40) 

TOF hmotnostn² analyz§tor mŊŚ²c² dobu letu (z angl. Time of 

Flight) 

WT    pŚirozen§ forma proteinu (z angl. Wild Type) 

14-3-3zS58D mutovanĨ protein 14-3-3z se z§mŊnou Ser58 za Asp58 

14-3-3zDHis rekombinantn² protein 14-3-3z po odġtŊpen² purifikaļn² 6Ĭ 

histidinov® znaļky na N-konci 

2DE dvoudimenzion§ln² elektrofor®za 
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1. Đvod a metody 

 Proteomika se zabĨv§ studiem cel®ho bunŊļn®ho proteomu (souboru vġech 

proteinŢ v buŔce v konkr®tn²m ļase a za danĨch podm²nek) ve smyslu Śeġen² struktury a 

funkce jednotlivĨch proteinŢ. BunŊļnĨ proteom je velmi dynamickĨ syst®m, kterĨ odr§ģ² 

fyziologickĨ stav buŔky ovlivnŊn® okoln²m prostŚed²m. Ten se mŢģe projevit napŚ. 

zmŊnŊnou expres² konkr®tn²ch proteinŢ, posttranslaļn²mi modifikacemi nebo zmŊnou 

v subcelul§rn² lokalizaci proteinŢ. Sledov§n² zmŊn v proteomu bunŊk zdrav® a nemocn® 

populace mŢģe v®st napŚ. k identifikaci diagnostick®ho znaku n§dorov®ho onemocnŊn² a 

vĨvoj biochemickĨch technik pro vļasnou detekci nemoci i nalezen² ¼ļinn®ho l®ļebn®ho 

postupu. Hmotnostn² spektrometrie jako rychl§, citliv§ a specifick§ metoda je v souļasn® 

dobŊ vyuģ²v§na prakticky ve vġech takovĨch projektech [Aebersold 2003].  

 Vġechny biochemick® procesy, kter® prob²haj² v ģiv® buŔce jsou zcela z§visl® 

na strukturn²ch vlastnostech proteinŢ a jejich komplexŢ (aŠ uģ se jedn§ o enzymovŊ 

katalyzovan® ļi imunitn² reakce, odpovŊŅ buŔky na stres nebo zd§nlivŊ m®nŊ dŢleģit® 

funkce b²lkovin jako pŚenaġeļŢ a stavebn²ch kamenŢ). Strukturn² proteomika se snaģ² 

identifikovat vġechny proteiny v proteinovĨch komplexech nebo organel§ch, urļit jejich 

lokalizaci a charakterizovat vġechny protein-proteinov® interakce [Graves 2002]. Studiem 

prostorov® struktury vġech biomolekul se zabĨv§ strukturn² bioinformatika . Tento obor 

zahrnuje jednak metody umoģŔuj²c² zkoumat strukturu proteinŢ, tak i pŚ²stup pro 

zpracov§n² z²skanĨch dat a jejich pŚeveden² do pŚehledn® a vġeobecnŊ pouģiteln® formy. 

Poznatky z²skan® vyŚeġen²m prim§rn², sekund§rn², terci§rn² i kvart®rn² struktury proteinŢ 

se zn§mĨmi funkcemi mohou bĨt ¼spŊġnŊ vyuģity k predikci funkce nezn§mĨch proteinŢ 

za pŚedpokladu, ģe jejich prim§rn² sekvence jsou vz§jemnŊ homologick® [Altman 2003]. 

Mezi bŊģn® metody pouģ²van® pro urļov§n² struktury proteinŢ patŚ²: 

¶ pro urļov§n² prim§rn² struktury: Edmanovo odbour§v§n², cDNA sekvenace, 

enzymatick® ġtŊpen² ve spojen² s peptidovĨm mapov§n²m pomoc² hmotnostn² 

spektrometrie nebo s tandemovou hmotnostn² spektrometri² 

¶ pro urļov§n² sekund§rn² struktury: spektroskopick® metody (CD spektroskopie, 

Ramanova spektroskopie aj.) 
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¶ pro urļov§n² terci§rn² struktury: rentgenov§ krystalografie, NMR, elektronov§ 

mikroskopie; hmotnostn² spektrometrie v kombinaci s chemickĨmi modifikacemi nebo 

s izotopovou vod²k-deuteriovou (H/D) vĨmŊnou 

¶ pro urļov§n² kvart®rn² struktury: chemick® modifikace a hmotnostn² 

spektrometrie, poļ²taļov® modelov§n² na z§kladŊ znalosti terci§rn²ch struktur vġech 

komponent v komplexu. 

1.1. Hmotnostn² spektrometrie 

Hmotnostn² spektrometrie (z angl. Mass Spectrometry, MS) je analytick§ metoda, 

kter§ umoģŔuje charakterizovat (nejen) biologick® molekuly na z§kladŊ chov§n² jejich 

molekulovĨch iontŢ a fragmentŢ v elektrick®m nebo magnetick®m poli. Jedn§ se o metodu 

rychlou, efektivn² a citlivou, kter§ nalezla v dneġn² dobŊ mnoho aplikac² v klinick® 

biochemii a molekul§rn² biologii. Zejm®na d²ky sv® citlivosti a rychlosti analĨzy se 

hmotnostn² spektrometrie Śad² mezi hlavn² analytick® metody pouģ²van® v metabolomice, 

lipidomice i proteomice. Velkou experiment§ln² variabilitu lze ilustrovat pŚ²klady, kdy je 

hmotnostn² spektrometrie napŚ. schopna vyhodnotit zmŊny v proteinov®m profilu bunŊk 

v dŢsledku pŢsoben² rŢznĨch l®ļiv [Kuģelov§ 2010], charakterizovat potenci§ln² 

diagnostick® znaky houbovĨch infekc² (aspergil·z) [Ġulc 2009] nebo popsat polohu 

dvojnĨch vazeb v ŚetŊzc²ch mastnĨch kyselin [Pavl§skov§ 2011]. Nav²c, vhodnĨmi 

experimenty, napŚ. izotopovou H/D vĨmŊnou nebo chemickou s²Šovac² reakc² prov§dŊnou 

na proteinovĨch komplexech s n§slednou MS analĨzou, lze z²skat tak® informace o 

terci§rn² struktuŚe proteinŢ a protein-proteinovĨch interakc²ch [publikace ļ. 7].  

 Souļ§st² kaģd®ho hmotnostn²ho spektrometru je: iontovĨ zdroj, analyz§tor 

iontŢ a detektor, kdy minim§lnŊ posledn² dvŊ jmenovan® ļ§sti jsou um²stŊny ve vysok®m 

vakuu zajiġŠuj²c²m vysokou pŚesnost mŊŚen² (Obr§zek 1A, str. 11). VĨstupem mŊŚen² je 

hmotnostn² spektrum, kter® zn§zorŔuje pomŊr hmotnosti kaģd®ho jednotliv®ho 

analyzovan®ho iontov®ho druhu na jeho n§boji (m/z) vynesenĨ proti relativn² intenzitŊ 

pŚ²sluġnĨch iontŢ (I). Podle zpŢsobu ionizace vzorku rozliġujeme dva z§kladn² typy 

iontovĨch zdrojŢ pouģ²van® v proteomice ï MALDI a ESI (viz kap. 1.1.1 a kap. 1.1.2; 

Obr§zek 1B, str. 11), jejichģ zaveden² v 80. letech minul®ho stolet² umoģnilo aplikovat 

hmotnostn² spektrometrii tak® na biomolekuly (peptidy, proteiny, nukleov® kyseliny, 

oligosacharidy) bez jejich neģ§douc² fragmentace. Mezi z§kladn² typy analyz§torŢ iontŢ, 
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kter® jsou schopny dŊlit ionty studovan®ho analytu (nikoliv neutr§ln² molekuly) pŚed 

dopadem na detektor, patŚ² prŢletovĨ analyz§tor (TOF; viz kap.1.1.3; Obr§zek 1C), iontov§ 

past, kvadrup·lovĨ analyz§tor (a jejich kombinace), orbitrap a FT-ICR (viz kap. 1.1.4; 

Obr§zek 1C).  

 V dalġ²m textu budou detailnŊji pŚedstaveny pouze ty analyz§tory a techniky, kter® 

byly pouģity pro experimenty souvisej²c² s touto disertaļn² prac². Konkr®tnŊ se jednalo o 

techniky MALDI-TOF/TOF MS, NALDI-TOF MS a LC ESI-FT-ICR MS. 

 

 

 

Obr§zek 1. Hmotnosn² spektrometry pouģ²van® v proteomickĨch aplikac²ch. A. Sch®ma hmotnostn²ho 

spektrometru. B. Sch®ma ionizaļn²ch technik MALDI (z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) 

a ESI (z angl. ElectroSpray Ionization). C. Sch®ma analyz§toru TOF/TOF (z angl. Time of Flight) a FT-ICR 

(z angl. Fourier Transform - Ion Cyclotron Resonance). Upraveno podle [Aebersold 2003]. 
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1.1.1. Ionizace MALDI  

 Ionizaļn² technika MALDI (z angl. Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization) 

patŚ² (stejnŊ jako ionizace elektrosprejem, ESI) mezi tzv. mŊkk® ionizaļn² techniky, kter® 

jsou schopny ġetrnŊ pŚev§dŊt pol§rn² vzorek do plynn® f§ze, aniģ by doch§zelo k jeho 

neģ§douc² fragmentaci. MALDI ionizace byla vyvinuta a pŚedstavena v 80. letech 

minul®ho stolet² hned dvŊma skupinami vŊdcŢ (Karas a Hillenkamp v NŊmecku a Tanaka 

a spol. v Japonsku, kterĨ za ni z²skal v roce 2002 Nobelovu cenu) [Karas 1988; Tanaka 

1988] a znamenala rozġ²Śen² pouģit² hmotnostn² spektrometrie napŚ. pŚi studiu a 

charakterizaci biomolekul.  

 Technika MALDI vyuģ²v§ pro ġetrn® pŚeveden² analytu do plynn® f§ze pŚ²tomnost 

n²zkomolekul§rn² aromatick® kyseliny, tzv. matrice, kter§ v nadbytku asi 10 000:1 

pŢsob² jako rozpouġtŊdlo efektivnŊ od sebe oddŊluj²c² molekuly analytu (viz Obr§zek 1B, 

str. 11). Matrice z§roveŔ absorbuje vŊtġinu energie pulzu laseru po oz§Śen² smŊsi vzorku a 

matrice, takģe nedoch§z² k neģ§douc² fragmentaci vzorku. Z²skanou energii n§slednŊ 

pŚed§v§ na molekuly analytu za jeho souļasn® protonace ļi deprotonace, ļ²mģ vznikaj² 

pŚev§ģnŊ jedenkr§t nabit® kladn® a z§porn® ionty molekul vzorku. Matrice pouģ²van® pro 

MALDI ionizaci mus² splŔovat n§sleduj²c² krit®ria: mus² m²t absorpļn² maxima co nejbl²ģe 

vlnov® d®lce pouģit®ho laseru, snadno se m²sit se vzorky a krystalizovat s nimi, a bĨt 

schopny analyzovanĨ vzorek s vysokou ¼ļinnost² protonovat nebo deprotonovat za vzniku 

mŊŚitelnĨch molekulovĨch iontŢ [Dass 2007a]. Volbou vhodn® matrice a intenzity laseru 

nedoch§z² k nechtŊn® fragmentaci vzorku a z²skan§ MALDI hmotnostn² spektra si 

zachov§vaj² pŢsobivou jednoduchost interpretace, kdyģ u iontŢ nesouc²ch pouze jeden 

n§boj odpov²d§ jejich m/z pŚ²mo hmotnosti iontu [Aebersold 2003].  Tabulka 1 na str. 13 

shrnuje nejļastŊji pouģ²van® matrice pro biologick® aplikace [Dass 2007a]. 

VĨznamnou vĨhodou MALDI ionizace (oproti ESI) je kromŊ jednoduch® 

interpretace hmotnostn²ch spekter iontŢ nesouc²ch jeden n§boj tak® moģnost analyzovat 

vzorky obsahuj²c² pŚ²mŊsi sol² nebo jinĨch souļ§st² pufrŢ (v milimol§rn²ch koncentrac²ch). 

Proto je v nejrŢznŊjġ²ch proteomickĨch projektech MALDI MS prim§rn² volbou pro 

identifikaci proteinŢ na z§kladŊ mapov§n² jejich peptidovĨch profilŢ (PMF, z angl. 

Peptide-Mass Fingerprinting; kap. 1.2.1, str. 17) [Kuģelov§ 2010]. 
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Tabulka 1. NejļastŊji pouģ²van® matrice pro MALDI MS. 

 

  Pro analĨzu n²zkomolekul§rn²ch l§tek byla ned§vno pŚedstavena modifikovan§ 

technika laserov® ionizace bez pŚ²tomnosti matrice, tzv. technika NALDI (z angl.  

Nanostructure-Assisted Laser Desorption/Ionization). Zat²mco v MALDI experimentu je 

velmi obt²ģn® detekovat l§tky menġ² neģ 700 Da v dŢsledku interference iontŢ samotn® 

matrice, NALDI povrchy dosahuj² v t®to oblasti aģ 10-kr§t niģġ²ch detekļn²ch limitŢ 

[Daniels 2008]. KomerļnŊ dostupn® nosiļe (Bruker Daltonics) jsou pokryty vrstvenou 

strukturou nanovl§ken a hydrofobn² organickou vrstvou na povrchu, kter§ umoģŔuje 

nan§ġen² vzorkŢ v bŊģnĨch pufrech a vodnĨch roztoc²ch. KromŊ vzorkŢ ve formŊ roztoku 

lze pomoc² NALDI ¼spŊġnŊ analyzovat i cel® tk§Ŕov® Śezy nebo jejich otisky a porovn§vat 

napŚ. lipidov® profily rŢznĨch tk§n² [Vidov§ 2010]. 

1.1.2. Ionizace ESI  
 

Techniky ionizace za atmosf®rick®ho tlaku (API, z angl. Atmospheric Pressure 

Ionization), mezi kter® se Śad² tak® ionizace elektrosprejem (ESI, z angl. ElectroSpray 

Ionization) patŚ² v souļasn® dobŊ mezi vŢbec nejļastŊjġ² zpŢsoby ionizace vzorku pŚed 

vstupem do hmotnostn²ho analyz§toru. Tak® vĨvoj t®to techniky, kter§ pomohla rozġ²Śen² 

hmotnostn² spektrometrie pro biologick® aplikace, byl ocenŊn v roce 2002 Nobelovou 

MALDI Matrice RozpouġtŊdlo Pouģit² pro 

DHB ACN, methanol, voda, 
chloroform, aceton 

oligosacharidy, peptidy, proteiny 
2,5-dihydroxybenzoov§ kys. 

5-hydroxy-2-methoxybenzoov§ kys. ACN, voda lipidy 

HABA 
ACN, methanol, voda  proteiny, lipidy 

2[4-hydroxyfenylazo] benzoov§ kys. 

CCA ACN, voda, ethanol, 
aceton 

peptidy, lipidy, nukleotidy 
a-kyano-4-hydroxyskoŚicov§ kys. 

SA ACN, voda, aceton, 
chloroform 

lipidy, peptidy, proteiny 
3,5-dimethoxy-4-hydroxyskoŚicov§ kys. 

FA 
ACN, propanol, voda proteiny, glykoproteiny 

4-hydroxy-3-methoxyskoŚicov§ kys. 

DHAP 
ACN, voda proteiny, oligonukleotidy 

2,6-dihydroxyacetofenon 

PA 
ethanol nukleotidy, oligonukleotidy 

pyridin-2-karboxylov§ kys. 
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cenou [Fenn 1989]. Na rozd²l od MALDI techniky, kter§ ionizuje vzorky v pevn®m stavu, 

ESI ionizace vych§z² z roztoku analytu, kterĨ je rozstŚikov§n z vyhŚ²van® kapil§ry do 

oblasti s vysokĨm napŊt²m, kde kapiļky vzorku z²skaj² elektrickĨ n§boj. OdpaŚov§n²m a 

zmenġov§n²m kapek napŚ. pomoc² suġ²c²ho inertn²ho plynu dojde nakonec k pŚekon§n² sil 

drģ²c²ch kapku s ionty pohromadŊ a vznikl® ionty jsou emitov§ny do oblasti hmotnostn²ho 

analyz§toru (Obr§zek 1B, str. 11). 

Kvalitu ESI ionizace ovlivŔuje chemickĨ charakter analyzovan® l§tky, pouģit§ 

rozpouġtŊdla, prŢtok vzorku a pomocnĨch plynŢ (napŚ. suġ²c² plyn v okol² sprejovac² 

kapil§ry), typ kapil§ry i napŊt² na jej²m hrotu. ESI ionizace je ve srovn§n² s MALDI 

citlivŊjġ² na ļistotu analyzovanĨch vzorkŢ a pŚ²tomnost sol², neļistot, detergentŢ ļi 

organickĨch pufrŢ. Vġechny pŚ²padn® kontaminace sniģuj² citlivost analĨzy a mohou se 

vzorkem tvoŚit neģ§douc² adukty a zvyġovat tak sloģitost hmotnostn²ho spektra, jehoģ 

interpretace je pak velmi obt²ģn§. I v pŚ²padŊ analĨzy ļistĨch vzorkŢ je interpretace ESI 

hmotnostn²ch spekter obt²ģnŊjġ² neģ v pŚ²padŊ MALDI spekter, protoģe ESI ionizac² 

velkĨch biomolekul vģdy vznikaj² v²cen§sobnŊ nabit® ionty a jedin§ l§tka je tak 

distribuov§na v rozsahu rŢznĨch hmotnost² m/z, kdyģ z odpov²d§ n§bojov®mu stavu napŚ. 

2+, 3+ a 4+ [Dass 2007a]. I pŚes vġechna uveden§ ¼skal², je ESI technika ionizace vysoce 

¼ļinn§ a v MS experimentech ļasto pouģ²van§. Objevuje se v nejrŢznŊjġ²ch uspoŚ§d§n²ch 

hmotnostnŊ spektrometrickĨch experimentŢ a mŢģe bĨt spojena prakticky se vġemi 

analyz§tory (s TOF, s kvadrup·lovĨm analyz§torem, trojitĨm kvadrup·lem, iontovou past² 

i FT-ICR celou). 

Velkou vĨhodou ESI ionizace ve strukturn² analĨze proteinŢ a biologickĨch 

makromolekul je moģnost jej²ho pŚ²m®ho spojen² s kapalinovou chromatografi². PŚi pouģit² 

vodnĨch rozpouġtŊdel s hodnotami pH bl²zkĨmi fyziologickĨm podm²nk§m nedoch§z² 

v proteinovĨch komplexech k poruġen² kovalentn²ch vazeb ani vŊtġiny nekovalentn²ch 

interakc² [Hernandez 2001]. Spojen²m LC-MS vznik§ velmi citlivĨ a efektivn² n§stroj pro 

analĨzu proteinŢ a peptidŢ i ve sloģitĨch biologickĨch smŊs²ch.  

1.1.3. Analyz§tor iontŢ TOF  

 PrŢletovĨ analyz§tor TOF (z angl. Time of Flight) mŊŚ² dobu letu iontŢ z iontov®ho 

zdroje k detektoru a bĨv§ nejļastŊji spojov§n s MALDI iontovĨm zdrojem. Detektor 

zaznamen§v§ intenzitu sign§lu v ļase I(t) a pŚev§d² ji do hmotnostn² m/z dom®ny. 
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Doba letu t je ¼mŊrn§ hmotnosti iontu m/z podle vztahu 

 

m/z = 2eU(t
2
/L

2
)        (1) 

 

kde m je hmotnost iontu, z je jeho n§boj, e je element§rn² n§boj, U je urychlovac² napŊt² a 

L je d®lka trubice analyz§toru. Protoģe vġem iontŢm je pŚi vĨstupu z iontov®ho zdroje 

udŊlen stejnĨ urychlovac² impuls a element§rn² n§boj i d®lka trubice jsou pro vġechny 

ionty konstatn², vyplĨv§ z rovnice (1), ģe doba letu je pŚ²mo ¼mŊrn§ hmotnosti iontu m/z. 

Tedy ionty s niģġ² hmotnost² dopadnou na detektor dŚ²ve neģ ionty s vŊtġ² hmotnost² [Dass 

2007b]. 

 Hlavn² vĨhody pro pouģ²v§n² TOF analyz§toru jsou jeho teoreticky neomezenĨ 

hmotnostn² rozsah (mŊŚ² se doba letu iontŢ), jednoduchost, citlivost a kr§tk§ doba z§znamu 

spektra (~10
-4

 s). V t®to souvislosti je ļasto vyuģ²v§no spojen² TOF analyz§toru s pulsn² 

ionizac² MALDI, protoģe bŊhem kaģd®ho z napŚ. 500 pulsŢ laseru je TOF schopen 

zaznamenat cel® hmotnostn² spektrum [Dass 2007b]. 

Vyġġ²ho rozliġen² a pŚesnosti mŊŚen² u TOF analyz§torŢ lze dos§hnout zvĨġen²m 

urychlovac²ho napŊt², zpoģdŊnou extrakc² nebo pŚid§n²m iontov®ho zrcadla, tzv. reflektoru, 

do letov® trubice (Obr§zek 1C, str. 11). Reflektor je schopen fokusovat ionty o stejn® m/z 

ale rozd²ln® kinetick® energii (kter§ vznik§ pŚi vstupu do hmotnostn²ho analyz§toru 

distribuc² urychlovac²ho napŊt²) tak, aby na detektor dopadly v uģġ²m ļasov®m intervalu. 

Odezvou v hmotnostn²m spektru jsou pak uģġ² p²ky pro kaģdĨ sign§l m/z a tedy celkovŊ 

vyġġ² rozliġen² a lepġ² pŚesnost. 

1.1.4. Analyz§tor iontŢ FT-ICR  

 Iontov§ cyklotronov§ resonance s vyuģit²m Fourierovy transformace (FT-ICR, 

z angl. Fourier Transform - Ion Cyclotron Resonance) patŚ² v souļasn® dobŊ mezi 

analyz§tory iontŢ s nejvyġġ²m moģnĨm rozliġen²m a pŚesnost². FT-ICR dosahuje pŚesnosti 

mŊŚen² niģġ² neģ 1 ppm, kter§ umoģŔuje snadnŊjġ² identifikaci velkĨch biologickĨch 

makromolekul, jakĨmi jsou proteiny a jejich komplexy. Mezi souļasnĨmi hmotnostn²mi 

analyz§tory iontŢ dosahuje FT-ICR nejvyġġ² pŚesnosti, citlivosti a rozliġen². 

 Aļkoliv byl princip FT-ICR zn§m jiģ v polovinŊ minul®ho stolet², teprve pr§ce A. 

Marshalla a M. Comisarowa v 70. letech 20. stolet² vedly k jeho vŊtġ²mu rozġ²Śen² 

[Comisarow 1974]. FT-ICR analyz§tor prim§rnŊ a s vysokou pŚesnost² zaznamen§v§ 
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frekvenci proudu generovan®ho ionty osciluj²c²mi v ICR cele. Frekvenļn² z§znam je pot® 

ve dvou d²lļ²ch kroc²ch pŚeveden pomoc² Fourierovy transformace a hmotnostn² kalibrace 

na klasick® hmotnostn² spektrum (Obr§zek 2). Pro v²ce detailŢ o principu FT-ICR 

doporuļuji ļeskĨ souhrnnĨ ļl§nek [Boh§ļ 2005].  

Z uveden®ho principu z§roveŔ vyplĨv§, ģe FT-ICR hmotnostn² analyz§tor je stejnŊ 

jako iontov§ past typ nedestruktivn²ho analyz§toru a po prvn²m mŊŚen² mohou bĨt ionty 

v ICR cele vyuģity pro dalġ² experimenty (napŚ. tandemovou hmotnostn² spektrometrii 

MS/MS) [Dass 2007b]. 

 

  

 

Obr§zek 2. Sch®matick® zn§zornŊn² FT-ICR hmotnostn²ho analyz§toru a vznik sign§lu v MS 

experimentu.  RŢzn® ionty v ICR cele jsou excitovan® rŢznĨmi frekvencemi radiofrekvenļn²ho (RF) napŊt² 

a detekļn² elektrody po obvodu cely zaznamen§vaj² hodnotu frekvence ionty indukovan®ho proudu. Ta je 

n§slednŊ pŚevedena Fourierovou transformac² (FT) na dekonvoluovan® frekvenļn² spektrum a to je pomoc² 

hmotnostn² kalibrace (MC) pŚevedeno na klasick® hmotnostn² spektrum z§vislosti m/z na intenzitŊ I. Obr§zek 

byl pŚevzat ze souhrnn®ho ļl§nku [Boh§ļ 2005]. 
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1.2.  Metody pro urļov§n² proteinov® struktury pomoc² hmotnostn² 

spektrometrie 

Hmotnostn² spektrometrie (MS) je v proteomice vyuģ²v§na pŚedevġ²m k identifikaci 

a urļov§n² prim§rn² struktury proteinovĨch molekul (urļov§n² sekvence, mutac², 

posttranslaļn²ch modifikac²) pomoc² pŚ²stupŢ peptidov®ho mapov§n² a tandemov® 

hmotnostn² spektrometrie. Vyuģijeme-li kombinaci MS s technikami chemick®ho 

zes²tŊn² a izotopovou H/D vĨmŊnou, mŢģeme z MS experimentu z²skat cenn® informace 

tak® o terci§rn² struktuŚe proteinŢ a o interakc²ch v proteinovĨch komplexech. 

1.2.1. Peptidov® mapov§n² a tandemov§ hmotnostn² spektrometrie 

Technika peptidov®ho mapov§n² (z angl. Peptide Mass Fingerprinting, PMF) 

identifikuje proteiny na z§kladŊ unik§tn²ch hmotnostn²ch profilŢ jejich peptidŢ, kter® jsou 

pro kaģdĨ protein jakĨmsi univerz§ln²m Ăotiskem prstuñ. MS analĨze pŚedch§z² purifikaļn² 

krok, nejļastŊji elektroforetick® dŊlen² na 1D nebo 2D gelov® elektrofor®ze, a enzymatick® 

ġtŊpen² vybranĨch proteinovĨch prouģkŢ nebo skvrn z 2D gelu specifickĨmi proteasami 

[Kocher 2007]. ZmŊŚen§ peptidov§ mapa je porovn§na s teoretickĨmi mapami peptidŢ 

vġech proteinŢ v datab§zi a vĨsledek je pŚiŚazen na z§kladŊ nejlepġ² shody (Obr§zek 3) 

[Dass 2007c]. 

 

Obr§zek 3. Sch®ma peptidov®ho mapov§n² (PMF) pomoc² hmotnostn² spektrometrie. AnalyzovanĨ 

protein je nejprve rozġtŊpen specifickou proteasou (trypsin) na peptidy, kter® jsou d§le analyzov§ny pomoc² 

hmotnostn² spektrometrie. Hmotnosti m/z ze z²skan® peptidov® mapy jsou porovn§ny s teoretickĨmi mapami 

vġech proteinŢ v datab§zi (napŚ. SwissProt) a vĨsledek je pŚiŚazen na z§kladŊ nejlepġ² shody. 
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Peptidov® mapov§n² v kombinaci s tandemovou hmotnostn² spektrometri² je 

¼ļinn§ metoda pro urļov§n² prim§rn² struktury proteinŢ. Na rozd²l od ostatn²ch technik 

(napŚ. Edmanova odbour§v§n²) je schopna charakterizovat tak® posttranslaļn² modifikace. 

Ļasto se pouģ²v§ pro potvrzen² sekvence rekombinantn²ch proteinŢ, pro charakterizaci 

proteinŢ v nekovalentn²ch komplexech nebo pro urļen² zmŊn proteinovĨch profilŢ rŢznĨmi 

l®ļivy ovlivnŊnĨch bunŊļnĨch lini²ch [Kuģelov§ 2010].  

Tandemov§ hmotnostn² spektrometrie (MS/MS) je ¼spŊġnŊ pouģ²v§na pro 

identifikace proteinŢ i pro de novo urļov§n² proteinovĨch sekvenc² nezn§mĨch vzorkŢ, 

rozliġen² v²ce proteinŢ v jedin® skvrnŊ na 2D gelu a v pŚ²padŊ, ģe hledanĨ protein nen² 

zahrnut v prohled§van® datab§zi (Tabulka 2, str. 19) [ĠotkovskĨ 2011]. PŚi MS/MS 

analĨze je v prvn²m MS experimentu vybr§n studovanĨ prekurzor (napŚ. nezn§mĨ sign§l 

m/z v hmotnostn²m spektru) a vġechny ostatn² ionty jsou odst²nŊny. ZvĨġen²m aktivaļn² 

energie doch§z² k excitaci iontŢ prekurzoru a k jejich rozpadu na charakteristick® 

fragmenty, kter® jsou zmŊŚeny ve druh®m MS experimentu. MS/MS spektra mohou bĨt 

mŊŚena na kaģd®m hmotnostn²m spektrometru, kterĨ obsahuje alespoŔ dva iontov® 

analyz§tory (napŚ. TOF/TOF, Q-TOF, QQQ) nebo nedestruktivn² typ analyz§toru, kterĨ je 

schopen uchov§vat ionty (ICR, iontov§ past). 

V pŚ²padŊ peptidŢ a pouģit² fragmentace v pŚ²tomnosti molekul inertn²ho plynu 

(tzv. CID z angl. Collision Induced Dissociation) doch§z² po zvĨġen² aktivaļn² energie 

pŚednostnŊ k fragmentaci na peptidov® vazbŊ, ļemuģ odpov²d§ vznik komplement§rn²ch y- 

a b- iontŢ (nomenklatura viz Obr§zek 4). KaģdĨ sign§l y- ļi b- iontu ve spektru nese 

informaci o charakteristick® ztr§tŊ jedn®, dvou, tŚ² atd. aminokyselin od C- nebo N- konce 

peptidu. Podle rozd²lŢ mezi dvŊma n§sleduj²c²mi y- nebo b- fragmenty lze urļit druh 

pŚ²tomn® aminokyseliny a opakov§n²m tohoto postupu lze odvodit celou prim§rn² sekvenci 

peptidu [Aebersold 2003]. V nŊkterĨch pŚ²padech staļ² k prŢkazn® identifikaci proteinu  

 

  

Obr§zek 4. A. Sch®ma fragmentace peptidŢ a nomenklatura fragmentovĨch iontŢ. B. Seznam y- a b-

iontovĨch s®ri² peptidu proteinu 1433Z_HUMAN o m/z 730.4. 
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odeļ²st z fragmentaļn²ho spektra pouze s®rii nŊkolika aminokyselin, tzv. sekvenļn² znaļku 

(angl. tag), na z§kladŊ kter® lze dohledat moģn® kandid§ty. 

Tabulka 2.  PŚehled dostupnĨch datab§z² pro PMF a MS/MS (upraveno podle Dass 2007c). 

1.2.2. S²Šovac² reakce 

Chemick® s²Šovac² reakce (angl. cross-linking) jsou v kombinaci s hmotnostnŊ 

spektrometrickou analĨzou (MS) pouģ²v§ny pro urļov§n² prostorov® struktury nativn²ch 

proteinŢ a proteinovĨch komplexŢ jiģ od 90. let minul®ho stolet² [Young 2000]. 

V souļasnosti je tato technika na vzestupu, zejm®na d²ky vŊtġ² dostupnosti hmotnostn²ch 

spektrometrŢ s vysokou pŚesnost² a existenci softwarovĨch n§strojŢ pro snadnŊjġ² 

vyhodnocov§n² z²skanĨch MS dat. VĨbŊr nejvhodnŊjġ²ho experiment§ln²ho uspoŚ§d§n² 

s²Šovac² reakce ulehļuje ġirok§ nab²dka s²Šovac²ch ļinidel a pracovn²ch protokolŢ. ObecnĨ 

pŚehled poskytuj² souhrnn® publikace [Back 2003; Sinz 2006]. 

Vġechna pouģ²van§ s²Šovac² ļinidla obsahuj² ve sv® struktuŚe jednu aģ tŚi reaktivn² 

funkļn² skupiny, kter® jsou schopn® vytv§Śet kovalentn² vazbu s rŢznĨmi nebo stejnĨmi 

reakļn²mi skupinami postrann²ch ŚetŊzcŢ aminokyselin v z§vislosti na chemick® reaktivitŊ 

ļinidla. NovŊ vznikl® vazby ¼spŊġnŊ fixuj² proteiny v pŢvodnŊ nekovalentn²ch 

komplexech a umoģŔuj² tak jejich dalġ² studium. PŚedpokladem pro vznik nov® vazby je 

dostateļn® prostorov® pŚibl²ģen² spojovanĨch aminokyselin a z§roveŔ rychl§ reakce 

s²Šovac²ho ļinidla [Hermanson 2005].  

 V souļasnosti existuj² dva hlavn² experiment§ln² pŚ²stupy, jakĨmi prob²haj² s²Šovac² 

reakce a n§sledn§ MS analĨza kovalentnŊ propojenĨch produktŢ. Prvn² pŚ²stup je tzv. Ătop-

downñ, kterĨ mŊŚ² pŚ²mo cel® kovalentnŊ spojen® proteinov® komplexy, bez nutnosti 

Datab§ze Typ Internetov§ adresa Instituce 
a
 

EMBL nukleotidov§ www.embl-heidelberg.de/services/index.html EMBL 

NCBI 
nukleotidov§ 
proteinov§ 

www.ncbi.nlm.nih.gov NCBI 

Swiss-Prot proteinov§ www.ebi.ac.uk/swissprot/ EBI 

TrEMBL proteinov§ www.expasy.org  

OWL proteinov§ www.leeds.ac.uk/bmb/owl/owl.html  

dbEST sekvenļn² tag www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html NCBI 

a 
EMBL, European Molecular Biotechnology Laboratory; NCBI, National Center for Biotechnology Information; 

EBI, European Bioinformatics Institute. 
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pŚedchoz² separace zes²ŠovanĨch komplexŢ (oddŊlen² dimerŢ od monomerŢ prob²h§ pŚ²mo 

v hmotnostn²m analyz§toru). M²ra zes²tŊn² je urļov§na na z§kladŊ d²lļ²ch fragmentac² 

ionizovan® molekuly komplexu rŢznĨmi disociaļn²mi technikami [Nov§k 2003]. Tento 

pŚ²stup lze pouģ²t pouze pro menġ² proteinov® komplexy nebo po pŚedchoz² ļ§steļn® 

proteolĨze komplexu na delġ² peptidy a umoģŔuj² jej pouze analyz§tory s vysokĨm 

rozliġen²m (FT-ICR) [Sinz 2006]. ĻastŊji pouģ²vanĨm experiment§ln²m uspoŚ§d§n²m je 

tzv. Ăbottom-upñ pŚ²stup, kterĨ m²sta spojen² mezi proteiny identifikuje pomoc² MS 

z komplexn² smŊsi peptidŢ po naġtŊpen² zes²Šovan®ho proteinov®ho komplexu specifickou 

proteasou (Obr§zek 5) [Dihazi 2003]. NevĨhodou tohoto pŚ²stupu je nutn§ separace 

zes²ŠovanĨch produktŢ od nezreagovanĨch l§tek (napŚ. 1D elektrofor®za). Vyhodnocen² 

MS dat prob²h§ na z§kladŊ porovn§n² hmotnostn²ch spekter peptidŢ z kontroln²ho vzorku 

bez pŚ²tomnosti s²Šovac²ho ļinidla a ze vzorku po pŢsoben² s²Šovac²ho ļinidla. Nalezen® 

rozd²ly odpov²daj² zes²ŠovanĨm peptidŢm, ve kterĨch jsou konkr®tn² aminokyseliny 

identifikov§ny na z§kladŊ specifity pouģit®ho s²Šovac²ho ļinidla, pouģit® proteasy a 

znalosti proteinov® sekvence. Urļen² pozice aminokyselin vĨraznŊ zjednoduġuje pr§ce s 

MS daty zmŊŚenĨmi s vysokou pŚesnost² (pod 3 ppm) a MS/MS analĨza. 

PŚi urļov§n² prostorovĨch struktur proteinovĨch komplexŢ poskytuj² techniky 

chemick®ho zes²tŊn² velmi cenn® vĨsledky, protoģe pracuj² s proteiny v roztoku a zaruļuj² 

tak studium molekul za fyziologickĨch podm²nek, na rozd²l od bŊģnŊ pouģ²vanĨch technik 

rentgenov® krystalografie nebo nukle§rn² magnetick® rezonance, kter® urļuj² strukturu 

 

 

Obr§zek 5. Sch®ma s²Šovac² reakce v dimeru 14-3-3 s tzv. Ăbottom-upñ MS analĨzou interaguj²c²ch 

aminokyselin. Po pŚid§n² s²Šovac²ho ļinidla (+EDC) do roztoku monomerŢ proteinu 14-3-3 vznikaj² 

kovalentnŊ v§zan® dimery (ļerven§ hvŊzda), kter® jsou od nezreagovanĨch nebo modifikovanĨch monomerŢ 

(modr§ hvŊzda) oddŊleny na SDS-PAGE. Dimery jsou z gelu vyŚ²znuty, naġtŊpeny proteasou a peptidov® 

mapy jsou porovn§ny s kontroln²mi. Aminokyselinov® sekvence jsou vytipovanĨm peptidŢm pŚiŚazeny na 

z§kladŊ parametrŢ specifity pouģit®ho s²Šovac²ho ļinidla a proteasy, popŚ. z MS/MS experimentu.  
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proteinŢ v arteficieln²ch rozpouġtŊdlech [Sinz 2007; Singh 2010]. Poznatky z²skan® 

technikou chemick®ho zes²tŊn² s ¼spŊchem doplŔuj² a upŚesŔuj² strukturn² modely z²skan® 

pr§vŊ tŊmito technikami [publikace ļ. 6 a 7]. Chemick® modifikace jsou napŚ. schopn® 

zachytit nekovalentn² interakce v proteinovĨch komplexech nebo popsat interakce 

flexibiln²ch oblast² proteinŢ, kter® nemohou bĨt ve struktuŚe krystalu zachyceny [Nov§k 

2007; Leitner 2010]. 
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1.3. Modelov® syst®my 

 Tato podkapitola seznamuje s hlavn²mi modelovĨmi syst®my studovanĨmi v r§mci 

prezentovan® disertaļn² pr§ce. 

PŚedstaven§ technika chemick®ho zes²tŊn² s MS analĨzou tvoŚ² hlavn² ļ§st pr§ce a byla 

pouģita pro mapov§n² interakc² a 3D struktury ve dvou vybranĨch modelovĨch syst®mech: 

 1) v dimeru lidsk®ho regulaļn²ho proteinu 14-3-3z,  

 2) v dimerick®m komplexu mezi membr§novĨmi proteiny cytochromem P450 2B4 

a cytochromem b5. 

Pomoc² hmotnostn² spektrometrie byly d§le studov§ny modelov® syst®my vl§knitĨch hub 

rodu Aspergillus a Pseudallescheria s c²lem identifikovat a charakterizovat jejich z§stupce 

mj. z klinickĨch izol§tŢ. Konkr®tnŊ se jednalo o studium:  

 3) proteomu sp·r klinickĨch izol§tŢ a vzorkŢ ze sb²rky CCF hub rodu Aspergillus, 

 4) cyklickĨch peptidŢ na povrchu sp·r pathogenn²ho druhu Pseudallescheria 

boydii. 

1.3.1. Dimer proteinu 14-3-3 

Protein 14-3-3 patŚ² mezi dŢleģit® regulaļn² molekuly d²ky sv® schopnosti 

interagovat s proteiny, kter® se ¼ļastn² dŢleģitĨch sign§ln²ch drah bunŊļn® regulace, napŚ. 

pŚi regulaci bunŊļn®ho cyklu, pŚi transkripci, transportu molekul mezi organelami, ale i 

DNA replikaci a malignantn² transformaci [Tzivion 2002; Obġilov§ 2008]. Do souļasn® 

doby bylo pops§no nŊkolik stovek molekul interaguj²c²ch se 14-3-3 proteiny. RŢzn® 

koncentrace 14-3-3 byly nalezeny tak® u neurodegenerativn²ch onemocnŊn² jakĨmi jsou 

Alzheimerova choroba, Creutzfeld-Jakobova choroba nebo Parkinsonova nemoc [Wilker 

2004; Mackie 2005]. Role 14-3-3 proteinu v buŔce je velmi vĨznamn§ a pro pochopen² 

jeho funkce v organismu je kl²ļov® zn§t detailnŊ jeho prostorovou strukturu. 

 LidskĨ protein 14-3-3 je dimerick§ molekula, jej²ģ kaģdĨ monomer (30 kDa) je 

sloģen z dev²ti antiparaleln²ch helixŢ spojenĨch kr§tkĨmi smyļkami s centr§ln²m 

vazebnĨm kan§lem. PŚi ļeln²m pohledu pŚipom²n§ tvar molekuly dimeru koŔskou podkovu 

(Obr§zek 6, str. 23). U ļlovŊka je 14-3-3 exprimov§n v sedmi rŢznĨch isoform§ch 

(b, g, e, h, s, t a z), kter® se liġ² aminokyselinovou sekvenc², substr§tovou specifitou i 

ļetnost² vĨskytu v rŢznĨch tk§n²ch [Woodcock 2003]. Vġechny isoformy mohou vytv§Śet 
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in vivo homodimery i heterodimery mezi jednotlivĨmi isoformami (s vyj²mkou isoformy s, 

kter§ tvoŚ² pouze homodimery), ļ²mģ se zvyġuje mnoģstv² kombinac² jednotlivĨch 

substr§tŢ, kter® se mohou v§zat na 14-3-3 dimer a bĨt tak regulov§ny.  

 Nejv²ce konzervovan® aminokyselinov® zbytky mezi vġemi lidskĨmi isoformami 

obecnŊ se nach§zej² ve vazebn®m kan§lu a z vŊtġiny se jedn§ o kladnŊ nabit® 

aminokyseliny. Pr§vŊ kladnĨ n§boj vazebn®ho m²sta pŚedurļuje jako nejvhodnŊjġ² 

substr§ty molekuly se z§pornĨm n§bojem. Jako modelov® vazebn® motivy substr§tŢ pro 

vazbu na 14-3-3 proteiny byly identifikov§ny dva fosforylovan® motivy: RSXpSXP a 

RXY/FXpSXP, kde pS znaļ² fosforylaci serinu [Rittinger 1999]. PozdŊji byl publikov§n 

jeġtŊ dalġ² fosforylovanĨ vazebnĨ motiv na C-konci proteinu 14-3-3 [Coblitz 2006] a 

objevily se tak® pr§ce popisuj²c² vazbu nefosforylovanĨch substr§tŢ [Henriksson 2002]. 

Bylo dok§z§no, ģe C-koncov§ oblast hraje dŢleģitou roli autoinhibitoru, kterĨ je 

v nepŚ²tomnosti substr§tu nav§z§n do vazebn®ho kan§lu a chr§n² jej pŚed vazbou 

nespr§vnĨch substr§tŢ. PŚi interakci se substr§tem autoinhibiļn² C-koncov§ ļ§st odstupuje 

a ¼ļastn² se interakc² koordinuj²c²ch substr§t vŢļi cel® molekule 14-3-3 [Ġilhan 2004]. 

Funkce proteinu 14-3-3 ¼zce souvis² s jeho spont§nn²m seskupov§n²m do dimerŢ. 

PŚestoģe je kaģdĨ monomer schopen v§zat substr§ty samostatnŊ, jedna z jeho 

nejdŢleģitŊjġ²ch katalytickĨch vlastnost² je usnadnŊn² vz§jemn® interakce mezi dvŊma 

rŢznĨmi molekulami nav§zanĨmi na dimer 14-3-3. Dalġ² popsan® funkce jsou ochrana 

v§zan®ho substr§tu pŚed ¼ļinkem nŊkterĨch kinas ļi proteas, nebo vnitrobunŊļnĨ transport 

vybranĨch molekul (napŚ. BAD, Cdc25) do cytosolu, kde je 14-3-3 prim§rnŊ lokalizovanĨ 

[Muslin 2000].  

 DimerickĨ stav proteinu 14-3-3 je udrģov§n na z§kladŊ elektrostatickĨch a 

hydrof·bn²ch interakc² v N-termin§ln²ch oblastech obou podjednotek. Prvn² dva helixy 

 

Obr§zek 6. Dimer proteinu 14-3-3z  pŚi pohledu A. zpŚedu a B. zdola. Kaģd§ podjednotka se skl§d§ z 9 

helixŢ (A-I) spojenĨch osmi kr§tkĨmi smyļkami. N-koncov® helixy A-D kaģd® podjednotky se pod²lej² na 

nekovalentn²ch interakc²ch dimeru (pdb 1A40).  
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 (A1, B1) jednoho monomeru interaguj² s tŚet²m a ļtvrtĨm helixem druh®ho monomeru 

(C2, D2). Fosforylace in vivo na tomto rozhran² (na serinu 58) slouģ² buŔce jako regulaļn² 

krok k rozvolnŊn² dimeru a pŚeruġen² zprostŚedkov§n² interakc² mezi nav§zanĨmi 

substr§ty. Nicm®nŊ, monomerizac² nen² ovlivnŊna schopnost molekul samostatnŊ v§zat 

substr§ty [Woodcock 2003].  

V naġ² pr§ci jsme se zamŊŚili na studium nativn² struktury lidsk® isoformy 

14-3-3z. Jej² struktura byla objasnŊna na z§kladŊ rengenostrukturn² analĨzy jiģ v r. 1995 

[Liu 1995] a brzy n§sledovaly tak® modely s vazebnĨmi substr§ty [Petosa 1998; Obġil 

2001]. Publikovan® krystalografick® modely zachycuj² t®mŊŚ 99 % celkov® sekvence 

proteinu 14-3-3z, vļetnŊ interakc² podjednotek na rozhran² dimeru. VĨjimkou je ale 

N-koncov§ oblast zaļ§tku prvn²ho helixu A, kter§ je pro moģnosti krystalizace pŚ²liġ 

flexibln² a nen² proto zobrazena na rentgenov® difrakci. VĨsledky t®to disertaļn² pr§ce 

detailnŊ popisuj² interakce pr§vŊ t®to N-termin§ln² oblasti, kter® byly z²sk§ny pouģit²m 

kombinace technik chemick® s²Šovac² reakce a H/D vĨmŊny a hmotnostn² spektrometrie a 

ukazuj² na jej² dŢleģitost v mechanismu dimerizace 14-3-3 proteinŢ. 

1.3.2. Cytochrom P450 2B4 a cytochrom b5 

Cytochromy P450 patŚ² mezi kl²ļov® enzymy biotransformaļn²ch reakc² eukaryot i 

prokaryot. Jsou k·dov§ny mnoģstv²m odliġnĨch genŢ, kter® d§vaj² vzniknout cel® rodinŊ 

hemoproteinŢ s odliġnou strukturou i substr§tovou specifitou. Dosud bylo pops§no 57 

lidskĨch forem cytochromu P450 a pŚev§ģn§ ļ§st z nich se ¼ļastn² biosyntetickĨch a 

degradaļn²ch drah sterolŢ, mastnĨch kyselin a vitam²nŢ [Wilderman 2010]. Menġ² ļ§st se 

ale pŚ²mo pod²l² na biotransformaļn²ch reakc²ch cizorodĨch l§tek, jako jsou napŚ. 

l®ļiva ļi chemick® karcinogeny. Pro volbu spr§vn®ho l®ļebn®ho postupu je dŢleģit® zn§t 

mechanismy pŚemŊny podan®ho l®ļiva a pravdŊpodobnost jeho aktivace nebo vylouļen² 

z organismu v z§vislosti na pŢsoben² rŢznĨch forem tohoto enzymu s odliġnĨm 

zastoupen²m u kaģd®ho pacienta [Stiborov§ 1999]. 

Na rozd²l od rozpustnĨch prokaryotickĨch forem jsou eukaryotick® cytochromy 

P450 inkorporov§ny do membr§ny endoplazmatick®ho retikula a mitochondri² [Nelson 

1987], kde jsou souļ§st² v²cesloģkov®ho syst®mu tzv. oxygenas se sm²ġenou funkc² (z angl. 

Mixed Function Oxidases, MFO). Cytochrom P450 je monooxygenasa schopn§ oxidovat 

hydrof·bn² substr§t (Obr§zek 7, str. 25) d²ky spolupŢsoben² NADPH:cytochrom P450 
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reduktasy (CPR), kter§ poskytuje ve dvou kroc²ch dva elektrony - nejdŚ²ve k rozġtŊpen² 

biatomick® molekuly kysl²ku a pot® k inkorporaci jednoho atomu kysl²ku do molekuly 

substr§tu [Porter 1991; Coon 1992]. VzniklĨ produkt je pol§rnŊjġ² neģ pŢvodn² substr§t a 

pomoc² dalġ²ch konjugaļn²ch reakc² mŢģe bĨt snadnŊji vylouļen z organismu [Stiborov§ 

2004]. KromŊ NADPH:cytochrom P450 reduktasy mŢģe druhĨ elektron potŚebnĨ k oxidaci 

substr§tu cytochromu P450 poskytovat tak® cytochrom b5. V z§vislosti na rŢznĨch 

faktorech (substr§t, isoforma P450) pak mŢģe oxidaci substr§tu pŚ²tomnost cytochromu b5 

aktivovat [Zhang 2007], inhibovat nebo zmŊnit kvalitu vznikaj²c²ch produktŢ [Stiborov§ 

2006]. 

Cytochromy P450 se podle rŢzn®ho stupnŊ homologie dŊl² do genetickĨch rodin a 

podrodin, kter® jsou oznaļov§ny zkratkou CYP [Nelson 2006]. Cytochrom P450 2B4 

(CYP2B4) je pŢvodem kr§liļ² protein, ortholog lidsk® isoformy CYP2B6, kter§ se 

¼ļastn² metabolismu nŊkterĨch l®ļiv (napŚ. cyklofosfamid, tamoxifen, diazepam) i aktivace 

nŊkterĨch karcinogenŢ (aflatoxin B1, 6-aminochrysen) [Stiborov§ 1999; Jinno 2003]. 

Rychlost a smŊr pŚemŊny tŊchto l§tek pŢsoben²m CYP2B4 je ovlivŔov§no tak® interakc² s 

cytochromem b5, kterĨ mŢģe inhibovat nebo aktivovat katalytickou aktivitu CYP2B4 

v z§vislosti na koncentraci cytochromu b5, pŚ²tomn®m substr§tu i pŚ²tomnosti ostatn²ch 

sloģek MFO [Zhang 2005; Stiborov§ 2006]. NejvŊtġ² vliv  na smŊr katalĨzy m§ pomŊr mezi 

CPR a cytochromem b5 v interakci s CYP2B4 v MFO syst®mu. Protoģe oba proteiny 

interaguj² s CYP2B4 ve vz§jemnŊ se pŚekrĨvaj²c²ch vazebnĨch oblastech [Bridges 1998] a 

protoģe cytochrom b5 nen² schopen pŚed§vat na CYP2B4 prvn² potŚebnĨ elektron 

v dŢsledku vysok®ho rozd²lu potenci§lŢ mezi proteiny [Zhang 2003], vyġġ² poļet molekul 

cytochromu b5 bude pravdŊpodobnŊ soutŊģit o vazebn® m²sto s CPR na povrchu CYP2B4 

 

 

Obr§zek 7. Sch®ma oxidace substr§tu RH cytochromem P450 za spolupŢsoben² vĨhradnŊ 

NADPH:cytochrom P450 reduktasy (CPR) v prvn²m kroku oxidace a pot® CPR nebo cytochromu b5 ve 

druh®m kroku. 
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a t²m zpŢsobovat inhibici pŚenosu prvn²ho elektronu z CPR na CYP2B4 a tedy i cel®ho 

katalytick®ho cyklu CYP2B4. V pŚ²padŊ, ģe je molekul cytochromu b5 m®nŊ neģ molekul 

CPR, mŢģe v z§vislosti na typu substr§tu doch§zet i k urychlen² katalytick® pŚemŊny aģ 

100-kr§t [Im 2011].
 
 

Interakce mezi CYP2B4 a obŊma redukļn²mi partnery nen² Ś²zena ģ§dnĨm 

specifickĨm vazebnĨm motivem (jako je to napŚ. u molekuly 14-3-3z), ale pŚedpokl§d§ se, 

ģe prob²h§ na z§kladŊ nespecifick®ho elektrostatick®ho p§rov§n² kladnĨch n§bojŢ na 

proxim§ln² stranŊ (v bl²zkosti thiol§tov®ho ligandu hemu) CYP2B4 a z§pornĨch oblast² v 

molekule CPR nebo cytochromu b5. Vazebn§ m²sta obou redoxn²ch partnerŢ nejsou 

pravdŊpodobnŊ identick§, ale vĨraznŊ se vz§jemnŊ pŚekrĨvaj² (Obr§zek 8) [Zhang 2005]. 

V souļasn® dobŊ existuje devŊt strukturnŊ odliġnĨch krystalografickĨch modelŢ 

proteinu CYP2B4 s inkorporovanĨn ligandem, substr§tem ļi volnĨm aktivn²m centrem. 

Bohuģel vġechny tyto struktury byly z²sk§ny studiem rekombinantn²ch proteinŢ 

s pozmŊnŊnou sekvenc² v membr§nov® ļ§sti cytochromu P450. Studie vyuģ²vaj²c² techniku 

izotopov® H/D vĨmŊny s n§slednou identifikac² pomoc² hmotnostn² spektrometrie 

prok§zala, ģe vġechny publikovan® konformace jsou energeticky pŚ²pustn® a v roztoku 

vz§jemnŊ pŚech§zej² [Wilderman 2010]. 

V naġ² pr§ci jsme studovali nativn² proteiny CYP2B4 a cytochrom b5 izolovan® 

vļetnŊ membr§nov® kotvy a rozġ²Śili jsme doposud zn§m® vazebn® m²sto pro cytochrom b5 

na povrchu cytochromu P450 2B4. D§le jsme popsali vliv pŚ²tomnosti cytochromu b5 na 

enzymatickou aktivitu CYP2B4 v dŢsledku pŚenosu elektronu nebo strukturn² modulace. 

[publikace ļ.7].  

 

Obr§zek 8. A. Model interakce mezi CYP2B4 a CPR, B. mezi CYP2B4 a cytochromem b5. PŚevzato ze 

[Zhang 2005]. 
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1.3.3. Vl§knit® houby rodu Aspergillus 

Houby patŚ² mezi nejrozġ²ŚenŊjġ² eukaryotick® heterotrofn² organismy na svŊtŊ. Rod 

Aspergillus se Śad² mezi vŚeckovĨtrusn® houby (Ascomycetes) (Tabulka 3, str. 28), jejichģ 

z§stupci jsou vyuģ²v§ni zejm®na v potravin§Śstv² a v biotechnologickĨch odvŊtv²ch. PatŚ² 

sem ovġem tak® rostlinn² parazit® nebo patogenn² z§stupci zpŢsobuj²c² v lidsk®m 

organismu velmi v§ģn§ onemocnŊn² (otravy, aspergil·za, pneum·nie). 

Se z§stupci rodu Aspergillus se setk§v§me jako s pl²sn² vyskytuj²c² se zejm®na na 

star®m dŚevŊ, listech, na vlhkĨch stŊn§ch budov nebo ġpatnŊ skladovanĨch potravin§ch. 

Pl²seŔ v prŢbŊhu ģivota uvolŔuje do okoln²ho vzduchu miliardy sp·r. Sp·ry (konidie) jsou 

velmi odoln® ¼tvary, kter® se samovolnŊ uvolŔuj² z konidioforŢ na vzduġn®m myceliu a 

prim§rnŊ slouģ² houb§m k asexu§ln²mu rozmnoģov§n². Spory i mycelium obsahuj² rŢzn® 

toxiny, kter® mohou zpŢsobovat alergie a otravy. Aļkoliv zdravĨm jedincŢ kaģdodenn² 

setk§n² se sp·rami ve vdechovan®m vzduchu vŊtġinou nezpŢsobuje z§vaģn® zdravotn² 

probl®my, jinak je tomu u jedincŢ s oslabenou imunitou, napŚ. imunokompromitovanĨch 

pacientŢ po transplantac²ch ļi chemoterapi²ch. U nich mohou vyvolat z§vaģn§ invazivn² 

nebo alergick§ onemocnŊn² souhrnnŊ oznaļovan§ jako aspergil·zy, kter® napadaj² 

zejm®na pl²ce a dĨchac² cesty. NejļastŊjġ²m pŢvodcem je druh Aspergillus fumigatus, 

m®nŊ ļasto A. niger, A. flavus nebo A. terreus [Walsh 2001].  PŚi vļasn® detekci (hodiny aģ 

dny) je nemoc l®ļiteln§ antimykotiky, pŚi pozdŊjġ²m zapoļet² l®ļby bohuģel konļ² ļasto 

smrt² nemocn®ho [Lin 2001].  

Ve struktuŚe houbovĨch sp·r je pŚ²tomno nŊkolik typŢ l§tek, kter® mohou 

zpŢsobovat hypersenzitivitu imunitn²ho syst®mu. Jsou to mykotoxiny (napŚ. aflatoxiny 

druhu A. flavus), glykoproteiny (galaktomannan), povrchov® proteiny a n²zkomolekul§rn² 

l§tky. Souļasn§ spolehliv§ diagnostika aspergil·zy je po zjiġtŊn² z§kladn²ch symptomŢ 

(dĨchac² probl®my, bolest na prsou, horeļka) zaloģena na imunologick®m stanoven² 

hladiny protil§tek proti galaktomannanu, kterĨ je specifickĨm diagnostickĨm znakem pro 

aspergil·zy, d§le na ovŊŚen² pŚ²tomnosti koloni² aspergillŢ na histopatologick®m n§lezu, a 

na mikrobiologick® kultivaci [Alexander 2002]. Tyto metody jsou ale ļasovŊ n§roļn® a 

nejsou schopny zachytit aspergil·zu v ļasn®m st§diu, kdy je jeġtŊ moģn® pouģ²t ¼spŊġnŊ 

antimykotika. D§le se pouģ²v§ rentgen hrudn²ku nebo poļ²taļov§ tomografie (CT), ale ani 

tyto pŚ²stupy nepatŚ² mezi metody vļasn® diagnostiky a nav²c nejsou dostateļnŊ specifick® 

pro onemocnŊn² zpŢsoben§ houbami rodu Aspergillus [Walsh 2008]. 
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Slibnou moģnost vļasn® a specifick® diagnostiky pŚedstavuje metoda PCR uveden§ 

v roce 2006, kter§ je zaloģen§ na amplifikaci specifickĨch genŢ rodu Aspergillus 

[Donnelly 2006]. Bohuģel dodnes nen² tato metoda standardizov§na a nen² ani komerļnŊ 

dostupn§. Nad§le tedy pŚetrv§v§ potŚeba nal®zt metodu vļasn® a specifick® detekce 

aspergil·zy, kter§ by umoģŔovala rychlejġ² nasazen² l®ļby a tud²ģ i lepġ² progn·zu pro 

pacienty.  

Tabulka 3. Taxonomick® zaŚazen² hub rodŢ Aspergillus a Pseudallescheria. 

ř²ġe Fungi Fungi 

Kmen Ascomycetes Ascomycetes 

TŚ²da Euascomycetes Euascomycetes 

ř§d Eurotiales Microascales 

ĻeleŅ Trichocomaceae Microascaceae 

Rod Aspergillus Pseudallescheria 

1.3.4. Patogenn² houby druhu Pseudallescheria boydii 

Z§stupci rodu Pseudallescheria patŚ² stejnŊ jako rod Aspergillus mezi 

vŚeckovĨtrusn® houby (Ascomycetes) (viz Tabulka 3) a  jsou tak® v§ģnĨmi lidskĨmi 

patogeny. Vyskytuj² se zejm®na v pŢdŊ, hnoji, zneļiġtŊnĨch vod§ch a rozmnoģuj² se 

sporami, kter® uvolŔuj² do vzduchu (Obr§zek 10, str. 29). Ģivotn² cyklus t®to vl§knit® 

houby m§ dvŊ rŢzn§ st§dia - pohlavnŊ se rozmnoģuj²c² P. boydii (tzv. teleomorf) a 

mitoticky se rozmnoģuj²c² Scedosporium apiospermum nebo Graphium eumorphum (tzv. 

anamorf). ObŊ st§dia jsou nez§visl§, vznikaj² v rŢznĨch ļasech a rŢznĨch podm²nk§ch. 

S. apiospermum a S. prolificans zpŢsobuj² z§vaģn® syst®mov® myk·zy (nŊkdy 

souhrnŊ oznaļovan® jako scedospori·zy) respiraļn²ho traktu a centr§ln² nervov® soustavy 

u imunokompromitovanĨch pacientŢ (asi 1 % z celkov®ho poļtu invazivn²ch fung§ln²ch 

myk·z) s ¼mrtnost² nad 75 % pŚi rozs§hlejġ² infekci [Sedl§ļek 2008].
 
L®ļba je zaloģena na 

pod§v§n² antifung§ln²ch l®ļiv, popŚ. odstranŊn² postiģen® tk§nŊ, s dobrou progn·zou 

uzdraven², je-li nasazena brzy po propuknut² onemocnŊn² [Cardoso 2009]. Bohuģel, stejnŊ 

jako u aspergil·z ani u myk·z zpŢsobenĨch S. apiospermum neexistuje dodnes spolehliv§ 

a pŚedevġ²m vļasn§ diagnostika. Souļasn® metody spol®haj² na biopsii zasaģen® tk§nŊ a 

kultivaci houby, kter® jsou pŚ²liġ zdlouhav®. Situaci nav²c komplikuje zn§m§ rezistence P. 

boydii a S. prolificans na mnoho antifung§ln²ch prepar§tŢ (napŚ. Amfotericin B), kter® jsou 
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nasazov§ny v l®ļbŊ aspergil·z, s nimiģ m§ scedospori·za na prvn² pohled stejn® pŚ²znaky 

[OôBrian 2005]. 

V souļasnosti se zkoumaj² dostateļnŊ citliv®, rychl® a specifick® metody, kter® by 

byly schopn® detekovat v re§ln®m vzorku napŚ. sacharidov® antigeny v bunŊļnĨch stŊn§ch 

sp·r [Thornton 2009], hydrolytick® enzymy nebo mal® metabolity unik§tn² pro P. boydii 

[Pavl§skov§ 2010]. Znalost tŊchto povrchovĨch antigenŢ stejnŊ jako sekretovanĨch 

molekul, kter® mohou bĨt virulentn²mi faktory, umoģn² l®pe porozumŊt mechanismu, 

jakĨm P. boydii a S. apiospermum interaguj² s hostitelskou buŔkou a n§slednŊ mohou 

pomoci pŚi vļasn® l®ļbŊ [Santos 2009]. 

 

  

Obr§zek 10. Vzduġn® mycelium a konidie kmene Pseudallescheria boydii CCF 3082 (RNDr. O. Benada, 

CSc., MBĐ AV ĻR v.v.i., 2006). 
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2. C²le pr§ce 

C²lem t®to pr§ce bylo pouģit² souļasnĨch pŚ²stupŢ hmotnostn² spektrometrie pŚi 

Śeġen² nŊkolika proteomickĨch ot§zek. Prvn² ļ§st byla zamŊŚena na studium protein-

proteinovĨch interakc² pomoc² nestandardn² metodiky zaloģen® na kovalentn²m zes²tŊn² 

proteinovĨch komplexŢ s jejich n§slednou analĨzou pomoc² hmotnostn² spektrometrie. 

Konkr®tnŊ jsme studovali protein-proteinov® interakce v tŊchto modelovĨch syst®mech: 

1. V dimerick®m komplexu lidsk®ho regulaļn²ho proteinu 14-3-3z, jehoģ publikovan§ 

krystalov§ struktura neobsahuje informace o flexibiln²ch C- a N- koncovĨch 

dom®n§ch (kap. 3.1.1, str. 31). 

2. V komplexu proteinu 14-3-3z s jeho pŚirozenĨm substr§tem,  tyrosinhydroxylasou 

(resp. jej² regulaļn² dom®nou, jej²ģ interakce se 14-3-3 proteiny je regulov§na 

fosforylac²)  (kap. 4.1, str. 123). 

3. V syst®mu dvou membr§novĨch proteinŢ cytochromu P450 2B4 a cytochromu b5, 

kter® se ¼ļastn² biotransformace cizorodĨch l§tek v kr§liļ²m MFO syst®mu a 

jejichģ interaguj²c² oblasti st§le nebyly jednoznaļnŊ pops§ny (kap.3.1.2, str. 49). 

Druh§ ļ§st pr§ce mŊla za c²l pouģit² hmotnostn² spektrometrii pro identifikaci a 

charakterizaci fung§ln²ch proteinŢ a peptidŢ, s dŢrazem na hled§n² specifickĨch 

diagnostickĨch znakŢ pro potŚeby vļasn® detekce z§vaģnĨch houbovĨch infekc² 

zpŢsobovanĨch: 

4. Z§stupci vl§knitĨch hub rodu Aspergillus (kap. 3.2.1, str. 74). 

5. Z§stupci vl§knitĨch hub rodu Pseudallescheria (kap. 3.2.2, str. 82). 

C²lem posledn² ļ§sti pr§ce bylo pouģit² hmotnostn² spektrometrie pro charakterizaci 

proteinŢ nebo lipidŢ a mŊn²c²ch se proteinovĨch profilŢ v dalġ²ch proteomickĨch a 

lipidomickĨch projektech. Konkr®tnŊ byly stanoveny tyto d²lļ² c²le: 

6. Nal®zt moģnost rychl®ho urļov§n² polohy dvojnĨch vazeb v molekul§ch peptidŢ 

nebo lipidŢ (kap. 3.3.1, str. 89). 

7. Identifikovat nov® alergeny v pġeniļn® mouce (kap. 3.3.2, str. 95). 

8. Popsat zmŊny v proteomu lidskĨch leukemickĨch bunŊk JURL-MK1 v apopt·ze 

(kap. 3.3.3, str. 109). 
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3. VĨsledky 

3.1. Protein-proteinov® interakce studovan® pomoc² s²Šovac²ch reakc² 

s n§slednou MS identifikac² 

3.1.1. Mapov§n² interakc² v homodimeru lidsk®ho proteinu 14-3-3z 

v publikaci 

The Combination of H/D Exchange and Chemical Cross-linking with Mass Spectrometry: 

Mapping of Human 14-3-3z Homodimer Interaction 

Pavl§skov§ K., Mr§zek H., Jeļmen T., Halada P., Man P., Nov§k P., Obġil T., Ġulc M. 

Biochem Biophys Res Commun. (pŚipraveno k odesl§n²) 

Prohl§ġen² spoluautorŢ 

ĂProhlaġuji, ģe KateŚina Pavl§skov§ se patŚiļnŊ pod²lela (80 %) na pl§nov§n² experimentŢ, 

jejich mŊŚen², interpretaci vĨsledkŢ a sepisov§n² t®to publikace.ñ  

V Praze dne: 

Doc. RNDr. Miroslav Ġulc, PhD.   
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3.1.2. Mapov§n² interakc² mezi membr§novĨmi proteiny cytochromem b5 a 

cytochromem P450 2B4 

v publikaci 

Mapping of Interaction between Two Membrane Proteins, Cytochrome b5 and P450 2B4 - 

Enlargement of P450 2B4 Binding Site for Cytochrome b5 

Ġulc M., Pavl§skov§ K., Jeļmen T., Nov§k P., Mart²nek V., Stiborov§ M., Hudeļek J., 

Hodek P. 

Arch Biochem Biophys. (odesl§no do redakce dne 16.7.2011) 

Prohl§ġen² spoluautorŢ 

ĂProhlaġuji, ģe KateŚina Pavl§skov§ se patŚiļnŊ pod²lela (40 %) na pl§nov§n² experimentŢ, 

jejich mŊŚen², interpretaci vĨsledkŢ a sepisov§n² t®to publikace.ñ  

V Praze dne: 

Doc. RNDr. Miroslav Ġulc, PhD.   
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