Abstrakt

Metody vyzkumu protein zalozené na hmotnostni spektrometrii pfibyvaji v poslednich
letech na svém vyznamu. Pro takzvany bottom-up pfistup je zdsadni proteolyticky krok, ktery
urcuje uspésnost a relevanci identifikace a charakterizace proteinu, sekvencni pokryti a ve
vodik/deuteriové vyméné spojené s hmotnostni spektrometrii (HDX-MS) prostorové
rozliSeni. B€Zné pouzivané protedzy maji ale své limitace. Z tohoto diivodu je snahou najit
alternativy, které maji predevs§im jiné $tépné preference a aktivitni profil. AnPEP proteaza
(prolyl endoprotedza z Aspergillus niger) je vyhodna v tom, ze je mozné¢ ji ziskat komercné
ve velkém mnozstvi a vyznafuje se St€penim za prolinem, v blizkosti kterého mnohé
proteazy nestépi.

Tato prace se zabyva optimalizaci $tépeni AnPEP protedzou ziskanou z komer¢niho
preparatu Gluten Rid with Tolerase G. Nejprve bylo provedeno stépeni AnPEP protedzou za
riznych podminek na modelovém proteinu (bovinni karbonicka anhydréza 2) a snahou bylo
zjistit, jak se pfi zméné podminek (teploty, pH, koncentrace protedzy na nosi¢i nebo
v roztoku) méni efektivita Stépeni a Stépné preference této proteazy. Provedené experimenty
ukazaly, ze je AnPEP vhodny pro vodik/deuteriovou vymeénu spojenou s hmotnostni
spektrometrii v imobilizované form¢ i1 v roztoku. Naopak méné vhodny je z divodu
nespecifického a redundantniho Stépeni pii vysSich teplotdich (20-50 °C) pro metody
vyzkumu proteinti jako je proteomika, chemické siténi ¢i rychla fotochemické oxidace. Na
rekombinantnim fosforylovaném proteinu (translokaza 34 vnéj$i mitochontridlni membrany)

byla ovéiena aplikace této protedzy v analyze fosforylace.



