Abstrakt

Modifikace proteina lipidovou strukturou je pomérné bézné post-translacni modifikace,
ktera ovliviiuje vlastnosti proteind a méa piimy vliv na vazbu modifikovanych proteinti do
bunéénych membran. Nékteré lipidované proteiny hraji roli v riznych patologickych
procesech. Pii proteomické analyze téchto proteinli je zkoumany vzorek nejprve nastépen
pomoci proteazy. Vznikly hydrolyzat obsahuje jak nemodifikované peptidy, tak 1 peptidy
nesouci lipidovou modifikaci. Pfi nasledné chromatografické separaci se lipopeptidy od téch
nemodifikovanych vyrazné 1isi svym chovanim. Z tohoto diivodu je analyza lipopeptidi,

potazmo lipoproteint, z hlediska separace a detekce problematicka.

Predmétem této diplomové prace byla optimalizace analyzy lipoproteini pomoci
kapalinové chromatografie s hmotnostni detekci. Postupy byly testovany na lipoproteinech Cya
A (bifunkéni adenylat-cyklazovy toxin baterie Bordetella pertussis) a MMTV (matrixovy
protein viru mysiho tumoru prsnich z14z).

Nejprve byly testovany rtizné postupy piipravy vzorkl zahrnujici proteolytické Stépeni.
Pfi enzymatickém S$tépeni trypsinem na filtru (eéFASP) doslo k zachyceni lipidové modifikace
s vysokou mirou spolehlivosti. V dal§im kroku bylo testovano nastaveni gradientoveé eluce pro
chromatografickou metodu. Jako vhodny byl zvolen gradient dlouhy 70 minut (0-5 min 5 % B,
do 25. min 25 % B, do 50. min 100 % B, 50-55 min 100 % B, 56-70 min 5 % B), organickou
slozkou mobilni faze byl 100% ACN s piidavkem 0,1% FA. Nasledn¢ byla optimalizovana
metoda hmotnostni detekce. Pro nalezeni optimalnich podminek MS detekce lipopeptidi byly
fragmentovany standardni roztoky syntetizovanych lipopeptidi. Pro ziskani strukturné
bohatych MS/MS spekter byla zvolena HCD fragmentace s kolizni energii 30 a 45 eV. Tato
metoda poskytovala MS/MS spektra obsahujici informace jak o struktufe peptidu, tak i
indikac¢ni ionty N-termindlni myristoylace. Dale byl ve spolupraci s Ing. Kamilou Clarovou

navrzen skript pro vyhodnocovani spekter peptida s cilenim na N-terminalni myristoylace.

Cely optimalizovany postup byl aplikovan na vzorek proteinu MAPPhis (matrixovy protein
Mason-Pfizer opi¢iho viru s histidinovou znackou). Cilem tohoto experimentu bylo ovéteni

funk¢nosti systému a nalezeni N-terminalni myristoylace daného proteinu.



