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ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Hana Stefanska

Skolitel: PharmDr. Juraj Len¢o, Ph.D

Nazev diplomové prace: Online chemické stépeni proteind pro rychlou analyzu bioléciv

a identifikaci bakterii

Vroce 2023 Dr. Len¢o se svym tymem publikoval rychlou anenarocnou metodu
kapalinové chromatografie spojené s hmotnostni spektrometrii pro analyzu proteind.
Metoda spocivala ve Stépeni proteinu v subkritické okyselené mobilni fazi. Tato metoda
byla Uspésné poutzita pro rychlou detekci ricinu. Dalsi potencialni vyuziti této metody

zahrnuje rychlou charakterizaci proteinovych bioléciv a rychlou identifikaci bakterii.

Proteinova bioléciva, ktera vychazeji z monoklonalnich protilatek, jsou vysoce ulinna
a bezpecna. Tato léciva se vyuzivaji zejména pfi |[éCbé zavainych onemocnéni, jako jsou
onkologickd onemocnéni a autoimunitni poruchy. ZvySeny pocet schvalenych
protilatkovych léCiv v neddvnych letech doklada jejich vyznamny terapeuticky potencial.
Jistou nevyhodou je jejich komplexni struktura a s tim souvisejici potfeba dikladné
analyzy a monitorovani kvality, kde by rychla online pfiprava vzorkd mohla prinést urcité

vyhody.

V soucasnosti se v klinické diagnostice bakterii uplathuje predevSim hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF, ktera dokaze zméfit specifickd spektra i pro pfibuzné
bakterie. Tato spektra vSak neposkytuji Zadné informace o sekvenci. Pokud by
hmotnostni spektra obsahovala sekvenéni informace, identifikace bakterii by se stala

mnohem jistéjsi. Tim by se také odstranila zavislost na knihovnach MALDI-TOF spekter.

Tato diplomovda prace se zaméruje na dalsi optimalizaci metody Stépeni protein
v subkritické okyselené mobilni fazi a rozsifeni jejiho mozného uplatnéni. Abychom toho
dosahli, vyuzili jsme tuto metodu k analyze péti biolé¢iv na bazi monoklonalnich
protilatek (panitumumabu, bevacizumabu, cetuximabu, trastuzumabu a afliberceptu)

a tri bakterialnich kment (B. subtilis, E. coli, S. aureus).
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Béhem optimalizace metody byla pdvodni suchd lazen nahrazena vyhfivanym blokem.
Ackoliv tento prechod vedl| k nizsimu poctu identifikovanych peptidl, vyrazné zvysil
pohodli a bezpecnost prace. Metoda prokdzala urcitou pouzitelnost pfi analyze
protilatkovych bioléciv, aviak jeji uc¢innost byla vyrazné omezena vznikem nezddoucich
modifikaci peptidU. V oblasti identifikace bakterii predstavovalo nejvétsi vyzvu nalezeni
univerzalniho postupu pro efektivni a rychlou pfipravu celobunécného lyzatu. Nejlepsi
vysledky byly dosaZzeny pfi pouZiti lyzacniho roztoku sestavajiciho ze 100% kyseliny

mravenci.

Vzhledem k tomu, Ze tvorba nezadoucich modifikaci pfi online Stépeni protein(
v subkritické okyselené mobilni fazi zna¢né omezovala mozZnost efektivni kontroly
kvality proteinovych biolécéiv, byla metoda presmérovana na aplikaci v rychlé
a sekvencné specifické identifikaci bakterii. Vysledky experiment(i ukazuji, Ze online
Stépeni proteind v subkritické okyselené mobilni fazi mize nabidnout zajimavou

alternativu k tradi¢ni diagnostice zaloZzené na MALDI-TOF hmotnostni spektrometrii.

Klicova slova: proteiny, peptidy, online Stépeni, protildtkova bioléciva, identifikace

bakterii, LC/MS
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Candidate: Bc. Han Stefanskd

Supervisor: PharmDr. Juraj Lenco, Ph.D.

Title of diploma thesis: Online chemical cleavage of proteins for rapid analysis

of biopharmaceuticals and identification of bacteria

In 2023, Dr. Len¢o and his team published a fast and easy method of liquid
chromatography coupled with mass spectrometry for protein analysis. The method
consisted of the cleavage of proteins in a subcritical acidified mobile phase. This method
demonstrated success in the rapid detection of ricin. Other potential applications of the
method may include the rapid characterization of protein biopharmaceuticals and the

rapid identification of bacteria.

Protein biotherapeutics based on monoclonal antibodies are highly effective and safe.
These drugs are particularly used to treat serious diseases such as oncological and
autoimmune disorders. The increased number of approved antibody-based drugs
compared to conventional chemical therapies in recent years demonstrates their
significant therapeutic potential. A certain disadvantage is their complex structure and
the related need for thorough analysis and quality monitoring, where rapid online

sample preparation could bring certain advantages.

Currently, the main method in clinical diagnostics of bacteria is MALDI-TOF mass
spectrometry, which can record specific spectra even for related bacteria. However,
these spectra do not provide any sequence information. If the mass spectra contained
sequence information, the identification of bacteria would become much more certain.

This would also remove the dependence on libraries of MALDI-TOF spectra.

This thesis focuses on further optimization of the method of protein cleavage in the
subcritical acidified mobile phase and the extension of its possible applications. To this

end, we have used this method to analyze five monoclonal antibody-based



biotherapeutics (panitumumab, bevacizumab, cetuximab, trastuzumab, and aflibercept)

and three bacterial strains (B. subtilis, E. coli, and S. aureus).

During optimizing the method, the original dry bath was replaced by a heated block.
Although this transition resulted in a lower number of identified peptides, it greatly
improved the convenience and safety of the work. The method demonstrated some
applicability in the analysis of antibody-based biologics, but its performance was
severely limited by the occurrence of undesirable peptide modifications. In the field
of bacterial identification, the greatest challenge was to find a universal procedure
for efficient and rapid preparation of whole cell lysate. The best results were obtained

using a lysis solution consisting of 100% formic acid.

Since the formation of unwanted modifications during online protein cleavage
in the subcritical acidified mobile phase severely limited the possibility of effective
quality control of protein biotherapeutics, the method was redirected to applications
in rapid and sequence-specific identification of bacteria. Experimental results show that
online protein cleavage in subcritical acidified mobile phase may offer an interesting

alternative to traditional MALDI-TOF mass spectrometry-based diagnostics.

Keywords: proteins, peptides, online cleavage, antibody biomedicines, bacterial

identification, LC/MS
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1. Uvod

V poslednich letech zaznamenala kapalinova chromatografie ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii vyznamny pokrok, zejména v oblasti analyzy protein(. Tato instrumentace
dnes dokaze identifikovat tisice vzork( z nékolika desitek ng materialu a takovych analyz
je schopna provadét vyssi desitky béhem 24 hodin. S rychlosti téchto analyz jiz nedokaze

drZet krok pfiprava vzorka.

Nova metoda, kterou v roce 2023 publikoval tym vedeny Dr. Lenéem se zamérfuje
na online Stépeni proteinl v subkritické okyselené mobilni fazi. Tato technika umoziuje
rychlou detekci toxin(, jako je ricin, a nabizi potencial pro aplikaci v oblasti bioléciv
a identifikace bakterii, jakozto i dalSich oblasti analyzy protein(.

BioléCiva zaloZzend na monoklonalnich protildtkdch se v mediciné stavaji stale
analyza vSak vyZaduje dikladné monitorovani kvality kvuli jejich komplexni molekule.
Tradi¢ni metody identifikace bakterii, jako MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie, sice
poskytuji rychlé vysledky, ale nenabizeji sekvencné specifické informace, které by

zlepsily presnost diagnostiky, jako je tomu napfiklad pti pouziti PCR.

Tato prace se zaméruje na dalsi optimalizaci a rozsifeni metody vyvinuté Dr. Lencem, se
zaméfenim na mozZnost analyzovat vybrana biolééiva a identifikovat bakterialni

patogeny.
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1.1 Proteiny

Proteiny patfi spolu s nukleovymi kyselinami, lipidy a polysacharidy mezi ¢tyfi hlavni
biomolekuly. VSechny tyto rozsahlé skupiny jsou oznacovany jako makromolekuly, coz
jsou komplexni slouceniny na bazi uhliku. VyuZivaji slabé, reverzibilni interakce k jejich
sestavovani a interakci s cilovymi strukturami. To dava molekuldm a jejich komplex{im

rozmanité tvary a dynamiku [1].

Proteiny jsou polymery. Typicky se skladaji ze stovek aminokyselin, které jsou propojeny
peptidovymi vazbami. Kaidd aminokyselina ma svou charakteristickou strukturu
s centralnim a-uhlikovym atomem (Ca), ktery je propojeny s aminoskupinou (-NH3)
a karboxylovou skupinou (-COOH). Obé skupiny slouzi k vytvareni peptidovych
vazeb [1][2].

Navzdory tomu, Ze v pfirodé, zvlasté v rostlindch, existuje vice néz 100 rdznych
aminokyselin, vétSina proteinl obsahuje pouze 20 variant. Jednotlivé struktury téchto
dvaceti nejbéznéjsich aminokyselin jsou znazornény na obrazku 1. Déli se na neutrdlni
hydrofilni (napf. serin), neutrdlni hydrofébni (napf. leucin), kyselé (napf. kyselina
asparagova) anebo zdsadité (napf. histidin). Je to pravé bocni retézec, ktery je
zodpovédny za vytvareni nechténych artefaktl béhem jejich analyzy za neoptimalnich

podminek [2][3][4].
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1.1.1 Struktura proteint

Struktura proteinQ je organizovana do ctyr hlavnich Urovni. Tato diplomova prace se
zamérila pouze na analyzu primdrni strukturu protein(. Primdarni struktura proteinu
predstavuje poradi aminokyselin v polypeptidovém fetézci. Neposkytuje informace
o konformaci peptidového fetézce v prostoru, ackoliv ji vyrazné predurcuje.

Tato struktura tedy podminuje vlastnosti proteind a jejich biologickou funkci [1].

Peptidovy fetézec zacina volnou aminoskupinou, ktera urcuje N-konec proteinu, zatimco
na opacném konci retézce je volna karboxylova skupina, ktera definuje C-konec. Jako
soucast primarni struktury se povaZzuje také umisténi disulfidovych vazeb, které
kovalentné spojuji rizné ¢asti polypeptidového retézce dohromady. Tyto vazby vznikaji
mezi dvéma cysteinovymi zbytky prostifednictvim jejich thiolovych skupin postrannich

fetézcl (-SH) a vyznamné stabilizuji strukturu proteina [1][3][5].

1.1.2 Lécebny a terapeuticky potencial proteint

Terapeuticky potencidl protilatek byl poprvé identifikovdan na konci 19. stoleti béhem
vyzkumu zaméreného na Iécbu zaskrtu pomoci sérové terapie. Proteinova terapeutika
jsou v klinické praxi vysoce uc¢inna a nachazeji Siroké uplatnéni. Proteiny maji klicovou
roli v riznych biologickych procesech v lidském téle, proto jsou vyuZivany k |écbé rady
onemocnéni, jako jsou genetické poruchy, autoimunitni choroby, zanéty a malignity.
Mezi hlavni vyhody téchto terapeutik patfi vysoka specifita, nizkd toxicita a dobra
rozpustnost. Nicméné jejich klinické vyuZiti provazeji iurcité vyzvy, jako je kratky
biologicky polocas, riziko imunogenicity a omezend permeabilita, coZ mlze sniZzovat
jejich ucinnost. Modifikace struktury proteinovych terapeutik, napfiklad zvétSenim jejich

molekulové velikosti, mUzZe zlepsit stabilitu a prodlouzit jejich polocas v plazmé [6][7].

Moderni terapeutické proteiny zahrnuji predevsim monoklondlni protilatky, vakciny,
nékteré rekombinantni proteiny a interferony. Zvlastni kategorii tvofi enzymy. Vétsina
dostupnych terapeutickych proteint na trhu je rekombinantniho plvodu. V pribéhu
poslednich ¢tyr desetileti schvalila FDA vice nez 200 terapeutickych proteind pro klinické
poutziti. V poslednich dvou dekadach se jedna predevsim o |éCiva na bazi monoklonalnich

protilatek [6][7].
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Proteiny jsou vyuZivany také k diagnostice. Existuje celd fada marker( proteinové
povahy, které se dnes rutinné klinicky stanovuji. Mezi diagnostické markery patfi také
nékteré proteiny bakterii, které umoznuji upresnit plvodce infekénich onemocnéni.
Tuto ulohu vSak dnes prevzaly jiné metody, pfedevsim PCR a biotypizace bakterii pomoci

hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF (viz dale) [6][7].

1.2 Analyza proteint

Mezi nejpouzivanéjsi metody ke zkoumadni a analyze proteinl a peptidl dnes patfi
kapalinova chromatografie nejcastéji v kombinaci s hmotnostni spektrometrii. Pomoci
téchto metod lze proteiny analyzovat na rdznych uUrovnich — od puvodni intaktni
molekuly aZ po uroven jednotlivych aminokyselin vzniklych totalni hydrolyzou proteind.
Velice ¢asto se pouZiva analyza na Urovni peptidd, které z proteinl vznikaji chemickym
nebo enzymatickym Stépenim. Nejcastéji se pouzivaji sekvencné specifické zplsoby

Stépeni. Tento typ analyz se oznacuje jako mapovani peptida [8].

Pro mapovani peptidd a identifikaci proteind je vhodné vyuzZivat chromatografii
na reverzni fazi, ktera zajistuje ucinnou separaci s relativné vysokym rozlisenim. Tento
chromatograficky mod se rovnéz vyuzivda béiné krutinni analyze monoklondlnich

protilatek (mAbs) a jejich fetézcl a podjednotek (napf. Fab a Fc) [8].

1.2.1 Pr¥iprava vzorkd

Vzhledem k vysoké sloZitosti proteomu neexistuje univerzalni metoda pro pfipravu
proteinovych vzorkd k analyze pomoci hmotnostni spektrometrie. PouZité protokoly se
lisi v zavislosti na typu vzorku, experimentalnim zdméru a aplikované analytické
technice. Pfi ndvrhu strategii pro pfipravu vzorku je nutné zohlednit fadu faktord, véetné
zdroje vzorku, typu proteinu, jeho fyzikalné-chemickych vlastnosti (rozpustnost,

izoelektricky bod, molekulova hmotnost), mnozstvi, slozitosti a bunééného umisténi [9].

Ptiprava protein( pro separaci zahrnuje nékolik zasadnich kroku, které jsou klicové
pro optimalizaci nasledné analyzy. Tento proces zahrnuje izolaci protein( ze vzorku,
jejich denaturaci, odstranéni nezadoucich kontaminantl a ¢asto také redukci a alkylaci
disulfidovych mustk(l. Volba vhodné metody pfipravy vzorki je pfizplisobena specifické

separacni technice, jako je gelova elektroforéza ¢i chromatografie [9].
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Bunécna lyza je prvnim krokem pfi pfipravé protein(i k analyze. Pro efektivni extrakci
bunécnych proteinl je ¢asto nutné vyuZit jak fyzikalni metody, tak metody zaloZené
na pouziti chemickych cinidel, coZ zavisi na typu bunék a sloZeni jejich membran
Ci bunécnych stén. Fyzikalni metody, jako je ultrazvuk, vyZaduji specializovana zafizeni
a mohou vykazovat variabilitu mezi rlUznymi pfistroji, coz komplikuje jejich
reprodukovatelnost. Naopak metody zaloZzené na plsobeni chemickych Ccinidel,
vyuzivajici detergenty, nejenze efektivné lyzuji bunky, ale také solubilizuji membranové
proteiny. Optimalizace bunécné lyzy zahrnuje pouziti vhodnych pufrd, detergentd, soli
a redukénich Cinidel, aby byly zajiStény co nejlepsi vytézky pro dany typ bunék

¢i proteinovou frakci [9][10].

Pro ochranu proteinl pred degradaci béhem izolace je klicové pouZiti protedzovych
inhibitor(. Nasledné dochazi k denaturaci proteint, aby byly rozloZzeny do svych
linedrnich forem, coZ zajistuje konzistentni a efektivni separaci. Tento krok obvykle
zahrnuje pouziti denaturacnich Cinidel, jako je SDS (dodecyl siran sodny, z angl. sodium
dodecyl sulfate) nebo mocovina. Pro odstranéni nezadoucich kontaminantd, jako jsou
lipidy, nukleové kyseliny ¢i soli, se bézné pouzivaji metody, jako je precipitace protein(
pomoci organickych rozpoustédel (napt. aceton). Pro optimalizaci separace proteint se
Casto provadi redukce disulfidovych mlstkd pomoci ¢inidel, jako je dithiothreitol (DTT)
nebo PB-merkaptoethanol, nasledovana alkylaci cysteinovych zbytkl napfiklad

jodacetamidem, aby se zabranilo jejich opétovnému spojeni [9][10].

1.2.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinovd chromatografie (LC, z angl. liquid chromatography) je separa¢ni metoda,
ktera probihd mezi pevnou a kapalnou fazi. Vzorek je rozdélen na analyty diky interakcim
mezi mobilni fazi (proudici kapalina) a pevnou staciondrni fazi (sorbenty uloZzené uvnitf
kolony). Tento proces rozdéleni mize probihat prostiednictvim rozdélovani, adsorpce
nebo jinych typl nekovalentnich interakci. Nej¢astéjSim prikladem mobilni faze muze
byt organické rozpoustédlo (napt. hexan) a stacionarni fazi mohou byt porézni ¢astice

ze silikagelu (SiO2) [8].

Vysokoucinnd kapalinovd chromatografie (HPLC, z angl. high performance liquid

chromatography) je moderni verze kapalinové chromatografie, ktera vyuziva kolony
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s malymi c¢asticemi a mobilni fazi Cerpa pod vysokym tlakem. Jedna se o univerzalni
analytickou metodu pouZivanou k separaci rlznych latek, véetné lécCiv, biomolekul
a polymer(. Tato technika je Siroce rozsifena a nachdzi vyuziti v mnoha oblastech védy

a primyslu [8].

Ultra-vysokoucinna kapalinova chromatografie (UHPLC, z angl. ultra-high performance
liqguid chromatography) je velmi podobnda HPLC. UHPLC se pouzZivd zejména
pro identifikaci, kvantifikaci a separaci slozek smési. Na rozdil od HPLC, ktera pouziva
kolony s c¢asticemi velikosti 3 az 5 um, UHPLC vyuzZiva ¢astice mensi nez 2 um, coz
umoznuje lepsi separaci sloZzek. Tyto mensi ¢astice viak vyZaduji vyssi tlaky cerpadla
k dosazeni optimalnich vysledk(i. Kombinace UHPLC s hmotnostni spektrometrii (MS)
poskytuje vyrazné vyhody v oblasti selektivity, citlivosti a vysoké propustnosti
pfianalyze sloZitych vzorkd. Za neoptimdlnich podminek vSak UHPLC neposkytuje

vysledky vyrazné lepsi nez HPLC za optimalnich podminek [11].

Kapalinova chromatografie na reverznich fazich

U kapalinové chromatografie na reverznich fazich (RPLC) probiha separace na zakladé
preferenci analytl mezi polarni mobilni fazi a nepolarni, tedy hydrofébni stacionarnifazi.
Typickou stacionarni fazi jsou silikagelové castice z oxidu kifemicitého kovalentné
pokryté hydrofobnimi alifatickymi fetézci, jako je Cis. Analyty svysSsi polaritou jsou
eluovany jako prvni, zatimco analyty s nizsi polaritou jsou eluovany pozdéji. Zpozdéni
je zpUsobeno jejich silnéjsi interakci s hydrofobnimi skupinami Cis, které virtualné
vytvari jakousi kapalnou vrstvu kolem pevného nosice oxidu kfemicitého. Toto poradi
eluce je opacné nez u chromatografie na normalnich fazich (NPLC), a proto se vyuZiva
termin chromatografie na reverznich fazich. Na obrazku 9 je zjednodusené schéma

chromatografie na normalnich a reverznich fazich [8][12].
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Obrazek 9 — Normalni a reverzni faze chromatografie (pfevzato z HPLC and UHPLC
for practicing scientists. Second edition, ISBN 978-111-9313-762.)

Chromatografie na normalnich a reverznich fazich spolu souvisi, ale jsou zaloZeny
na odlisnych fyzikalnich principech. V chromatografii na normdlnich fazich dochazi
k retenci latek diky jejich adsorpci na povrchu stacionarni faze, zatimco v chromatografii
na reverznich fazich je retence nejcastéji zplsobena rozdélenim rozpusténych latek
do kapalné stacionarni faze, kterd obklopuje povrch nosnych ¢asti. Nicméné mira
retence rozpusténé latky vRPLC i NPLC je urcena vzajemnymi nekovalentnimi
interakcemi mezi rozpusténou latkou a mobilni fazi ve srovnani s interakcemi

se staciondrni fazi [12].

Jako mobilni faze se v RPLC obvykle vyuziva smés methanolu nebo acetonitrilu s vodou.
Hlavni mechanismus separace a retence rozpusténé latky je zaloZen na hydrofobnich
interakcich mezi molekulami analytu a staciondrni fazi. RPLC je velmi rozsifenou
a preferovanou metodou kapalinové chromatografie. Lze ji vyuzit pro analyzu Sirokého
spektra latek, zahrnujici polarni, stfedné polarni a nékteré nepolarni analyty. Uplathuje
se v rliznych oblastech védy a technologie. Je vyuzivana napfiklad k analyze potravin
a ve farmaceutickém primyslu. PouZivd se ke zpracovani surovin a l|éCiv, méreni
fyzikalné-chemickych vlastnosti lécivych latek a kseparaci peptidd, proteint
a nukleovych kyselin [8][13].

Pro analyzu proteinli a peptidd jsou béziné vyuZivany metody reverzni fazové
chromatografie s pouZitim kolon Cs4, Cg, ale nejéastéji Cis. Jsou separovany na zdkladé
jejich interakce s hydrofobnimi ligandy ve stacionarni fazi. Mobilni faze se obvykle sklada
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z vody a acetonitrilu, doplnénd o kys. trifluoroctovou (TFA) nebo kys. mravenci jako
aditiva pro zlepSeni separace. Aby se minimalizoval pfenos mezi analyzami, ¢asto se
pracuje pfi vyssich teplotach kolon, v extrémech dosahujicich az 110 °C. Pro separaci
mensich proteinl a peptidd je nutné najit kompromis mezi ucinnou chromatografii
a stabilitou analyt(. Dale je také podstatna velikost poru nosného materialu. Pro velké
proteiny, jako jsou protilatky, se ¢asto pouzivaji materialy s péry o velikosti 300-1000 A,
zatimco pro separaci peptidd jsou vhodnéjsi materidly s mensimi pdry, naptiklad

120 A [8][13].

Kromé béZnych kyselych mobilnich fazi se pro separaci mensich proteinl a peptidud
vyuzivaji také alkalické pufry. Jejich vysoké pH poskytuje jedine¢nou selektivitu, coz se
Casto vyuziva pro frakcionaci komplexnich peptidovych smési prfed RPLC v kyselém

pH [13].

Gradientova eluce

Gradientova eluce se pouzivd v pfipadé, Ze vzorky obsahujici analyty s riznou polaritou,
jejichz eluce vyZzaduje uzké rozmezi slozeni mobilni faze, a rozsah jejich retence
prekracuje optimadlni parametry pro isokratickou separaci. BEhem gradientové eluce se
na rozdil od isokratické eluce v ¢ase postupné zvysuje podil komponenty mobilni faze
s vyssi elucni silou, jako je metanol nebo acetonitril. V analyze proteind a peptidd se
kapalinova chromatografie pouzivd vyhradné s gradientovou eluci, protoze vzorky
obsahuji velké mnozstvi analytl srozdilnou polaritou (napf. smési peptidd
pro peptidové mapovani) nebo obsahuji analyty s velmi tzkym oknem sloZzeni mobilni
faze pro jejich ucinnou eluci (napf. intaktni nebo na retézce redukovand protilatkova

|éCiva) [8].

Gradientova eluce ma nékolik vyhod, ale zarovert ma své nevyhody. Jak jiz bylo zminéno,
tato metoda je idealni pro vzorky, které obsahuji analyty s rliznou polaritou. Kromé toho
je vhodna také pro kvantifikaci vice analytd v jednom vzorku. Zlepsuje rozliSeni mezi
¢asnymi a pozdnimi eluénimi piky a udrZzuje konzistentni Sifku piku po celou dobu
analyzy. Tim poskytuje lepsi citlivost pro pozdné eluujici analyty a zvysuje kapacitu pika,
coz umoznuje lepsi detekci analytli. Mezi nevyhody patti potifeba slozitéjSiho HPLC

pfistroje s binarnim cerpadlem. Pro michani komponent mobilni faze jsou nejcastéji
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vyuzivany vysokotlaké systémy. Nizkotlaké systémy se pouZivaji, pokud je nutné misit
a vyzaduje vice casu. Pfenos gradientnich metod mezi laboratofemi muze byt
problematicky. Kromé toho je do c¢asu analyzy potreba zapoditat cas nutny
pro ekvilibraci kolony. Pfi vyvoji gradientové metody je nutné optimalizovat nékolik
parametrq, jako jsou pocatecni a konecné sloZeni mobilni faze, doba trvani gradientu,

pratok apod [8].

Detektory v kapalinové chromatografii

Detektor v kapalinové chromatografii prevadi urcité fyzikdlné-chemické vlastnosti
analytu na méfitelny signdl. Nékteré detektory jsou univerzalni a dokdzou detekovat
Sirokou Skalu analytQ, zatimco jiné jsou specifické a zaméruji se pouze na urcité tridy
latek. Nejcastéji vyuZivany je UV detektor, ktery zaznamenadva absorbanci latek
prochazejici pratokovou detekéni celou v UV oblasti zareni. Pokud je potfeba
separované latky také identifikovat, je potfeba pouzit sloZitéjsi detektory, které
zaznamenavaji jednoznacné charakteristiky latek. V analyze proteind a peptidd se
k tomuto Ucelu nejcastéji vyuZivaji hmotnostni spektrometry, které lze pfi takovém

pouziti oznacit jako hmotnostni detektor [8].

1.2.3 Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometr je pfistroj, ktery dokaze rozlisit ionty v plynné fazi na zakladé
jejich poméru hmotnosti k naboji (m/z). Aby se tato kombinace stala funkénim
hmotnostnim spektrometrem vhodnym pro analytické ucely, je nezbytné propojit ji
s vhodnym zdrojem iontU. Existuje nékolik typd hmotnostnich spektrometr(, které se
liSi ve zpUsobu ionizace, analyzatoru iontl a detektoru. Nejc¢astéjsim zplsobem ionizace
je dnes ionizace elektrosprejem. V analyze proteind se lze ¢asto setkat také s ionizaci
laserem zprostfedkovanou matrici (MALDI, z angl. matrix assisted laser desorption-
ionization) [8][12].

Mezi béZné typy analyzatoru patfi jednoduchy kvadrupdl (Q), iontova past (IT, z angl. ion
trap), trojity kvadrupdl (QqQ), analyzator ¢asu letu (TOF, z angl. time of flight), orbitdlni

elektrostatickda past (zndmd jako orbitrap) a iontovd cyklotronovd rezonance

20



s Fourierovou transformaci (FT-ICR). VétsSina systém( Q nebo IT obvykle dosahuje
jednotkového rozliSeni a pokryva hmotnostni rozsah do 3000. Naopak systémy FTI-ICR,
TOF a orbitrap jsou schopny dosdhnout vyssiho hmotnostniho rozsahu a mnohem
vyssiho rozliseni, které standardné prekracuje hodnotu 10 000, ale v extrémech mUze

dosahnout i 1 000 000 [12].

Rozdéleni iontll mUZe byt dosazeno bud' v ¢asové nebo prostorové dimenzi. Nékteré
typy hmotnostnich analyzator( umoznuji sou¢asnou detekci vSech iontd, jako napfiklad
FT-ICR. Dalsi typy hmotnostnich analyzatoru, jako je napfiklad kvadrupélovy hmotnostni
analyzator, funguji jako hmotnostni filtry. Signal tedy mohou v daném okamziku
produkovat pouze ionty s urcitym pomérem m/z. Hmotnostni analyzator typu TOF
vyzaduje, aby vSechny ionty byly urychleny na stejnou kinetickou energii soucasné

pred jejich oddélenim v letové trubici [14].

Hmotnosti spektrometry jsou v soucasné dobé nejcastéji preferovanymi detektory
v kapalinové chromatografii protein( a peptidd. MS detekce se stala béznym detekénim
systémem také pro bioanalytické postupy, jako je analyza farmaceutickych sloucenin
v biologickych systémech. V porovnani s béznymi detektory HPLC, MS detekce poskytuje
vyssi citlivost, specifiénost a definitivni informace o hmotnosti a u slozitéjsich pfristroju

také strukture analytl [8].

Kvadrupodl

Kvadrupdl je analyzator, ktery vyuziva stabilni trajektorie iontl k separaci podle jejich
poméru hmotnosti a ndboje (m/z). Kvadrupdlovy analyzator se sklada ze Ctyr tyCovych
elektrod, které maji hyperbolicky nebo valcovity tvar. Tyto elektrody jsou nejcastéji
usporadany do CEtverce rovnobéiné a ve stejnych vzddlenostech kolem centralni osy.
lontovy svazek je smérovan doll podél osy pole, pricemz na diagonalné protilehlé tyce
je aplikovan elektricky potencial s konstantni radiofrekvencni slozkou. Na ion pUsobi
pritazliva sila jedné z tydi, jejiz naboj je opacny nez naboj iontu. Na tyéovych elektrodach

je udrzovano konstantni napéti [12][16].

Kvadrupodlové pristroje dosahuji rozsahu m/z az 2000. Pfedevsim v provedeni QqQ jsou
béiné pouzivany vLC/MS analyzich jako rutinni nastroje pro svoji robustnost

a citlivost [16].
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Obrazek 2 — Kvadrupal
(pFevzato z https://en.wikipedia.org/wiki/Quadrupole_mass_analyzer)

Orbitalni elektrostaticka past

Orbitalni elektrostatickd past, i kdyZ se fadi mezi iontové pasti, se od ostatnich lisi tim,
Ze v ni nedochazi k radiofrekvencni excitaci, kterd by iniciovala pohyb iont( v pasti.
V orbitrapu jsou ionty zachycovdny pomoci elektrostatické pfitazlivosti centralni
elektrody ve tvaru vietena, kdyz vstupuji do zachytného pole pod tangencidlnim dhlem.
Tato elektrostatickd pfritazlivost k centralni elektrodé je vyvdzena odstredivou silou,
kterd vznikd z pocatecni rychlosti iontl. Optimdlniho vstfikovani iontli s ohledem
na jejich kinetickou energii, prostorovou fokusaci a synchronizaci se dosahuje pomoci
radidlniho vystupu iontovych svazkd z jednoduché iontové pasti ve tvaru pismene C.
Pohyb iontd v orbitrapu je vysledkem kombinace cirkulace kolem centraini elektrody
a oscilace podél jeji osy. Tato oscilace vznika diky gradientu elektrického pole podél osy
vietena. Tento pohyb iontl je detekovdn v ¢ase pomoci proudu méreného dvéma
vnéjsSimi elektrodami. Frekvence zaznamenaného signdlu je ndasledné zpracovana
pomoci Fourierovy transformace a vysledné spektrum je pouZzito k ur¢eni m/z poméru
a zastoupeni iontll v orbitrapu. Analyzator Orbitrap™, uvedeny na trh spolecnosti
Thermo Fisher Scientific vroce 2005, nabizi vysoké rozliSeni a presné méreni

hmotnosti [16].
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Obrazek 3 — Orbitrap
(pFevzato z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3134075/)

Tandemovy analyzator kvadrupél-orbitrap (Q-Orbitrap)

Orbitrap ma nesporné vyhody. Jeho omezenim ale je, Ze nedokaze izolovat prekurzory
k fragmentaci. Za timto ucelem se nejéastéji kombinuje s kvadrupdélem do hybridniho
tandemového spektrometru. Q-Orbitrap umozniuje nastaveni hmotnostniho rozliseni
pomoci vstfikovani prekurzorovych/produktovych iont do hmotnostniho analyzatoru
orbitrap pomoci C-pasti. Toto poskytuje potencialni vyhodu vylepSeni citlivosti analyzy.
V Q-Orbitrapu jsou ionty nejprve akumulovany anebo fragmentovany v pélu smérovani

iontU a poté preneseny do C-pasti [16][17].

Analyzator orbitrap se stal jednim z kliCovych analyzatorl v proteomice zalozené
na hmotnostni spektrometrii. PouZziti spojeni kvadrupodl-orbitrap zfady Exactive™
v proteomickych aplikacich pfineslo vyrazné zlepseni vykonu. Hybridni kvadrupdlovy
orbitrap Q Exactive HF-X obsahuje novy algoritmus pro vybér pikd, zdokonaleny iontovy
zdroj a optimalizovany prenos iontl. Tato vylepseni vedla k vyznamnému zrychleni
identifikace peptidl a protein(, a to az o 50 % pfti pouziti kratkych LC/MS gradientd.
Takto lze identifikovat vice nez 1000 unikatnich peptidd za minutu [18].

Béhem dlouhodobého provozu mize dojit ke vstupu kontaminantl do analyzatoru, coz
muze zpUsobit mistni nabijeni a sniZeni citlivosti MS/MS. Tim muZe byt ovlivnén vykon
pristroje. Proto je nezbytné provadét pravidelné Cisténi a preventivni Udrzbu, aby byla

zachovana jeho vysokd ucinnost [18].

Typy ziskavani MS dat v analyze proteinu

U necilenych analyz proteind, v kterych je cilem identifikovat a pfipadné i kvantifikovat

neznamé peptidy, potazmo proteiny, se vyuziva dvou hlavnich typa sbéru MS dat [19].
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U datové zavislych analyz (DDA, z angl. data-dependent acquisition), se nejprve méfi
souhrnné spektrum vsech peptidt vstupujicich do hmotnostniho spektrometru (MS
spektrum). Pomoci nastavenych parametrd, jako je minimdlni MS intenzita
a uprednostnovany ndboj, se z tohoto spektra vybere stanoveny maximalni pocet iontq,
které budou postupné fragmentovany. Fragmenty kazdého vybraného iontu jsou
zaznamendany ve vilastnim MS/MS spektru. Méreni MS a MS/MS spekter se cyklicky
opakuje béhem celé analyzy [8][12][20].

U datové nezdvislych analyz (DIA, z angl. data-independent acquisition) nedochazi
ke specifickému vybéru iont(l, ale dochazi v kazdém chromatografickém ¢asovém bodé
v definovaném rozsahu m/z k detekci vSech fragmentacnich iontl. DIA predstavuje
efektivni pfistup pro systematickou analyzu peptidovych smési. Hlavni vyhodou DIA je

schopnost analyzovat vSechny prekurzorové ionty [8][12][20].

1.2.4 Bioinformaticky software

Nezavisle na typu sbéru MS dat, je nutné po ziskani fragmentacnich spekter z nich urcit
sekvence peptid(l. Tento proces lze realizovat dvéma odliSnymi pfistupy: porovndvanim
fragmentacnich spekter s hodnotami vypocitanych z proteinovych databdzi a de novo
sekvenovanim protein(. V rdmci pfistupu zaloZzeného na porovnavani hodnot z databazi
se nejprve vytvori cilova databaze, ktera obsahuje in silico Stépené sekvence vsech
hypotetickych proteinl urcitého organismu ¢i organism(. Nasledné se pro kazidé
fragmentacdni spektrum vypocita skdre shody peptidového spektra (PSM) v porovnani se
vSemi teoretickymi fragmentacnimi spektry z databaze. Peptid s nejvyssim skére PSM je

vybran pro identifikaci [19][20].

Klicovym krokem je vybér adekvatnich vyhledavacich algoritmu, které umozni dosazeni
presnych a spolehlivych vysledk(l shody peptidového spektra. Tradi¢ni vyhleddvace
proteinovych databdzi, naptiklad SEQUEST, vyuZivaji skoérovaci funkci zaloZzenou
na normalizované kfiZzové korelaci mezi pomérem hmotnosti k naboji (m/z) teoretickych
fragment( z databazovych sekvenci aminokyselin a detekovanymi fragmentovymi ionty
z hmotnostniho spektra. SEQUEST vyuZivda dvé skérovaci funkce: prvni se pouZiva

k omezeni mnoziny kandidatnich peptidld pro kazdé spektrum (Sp), zatimco druha
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funkce aplikuje kfizovou korelaci mezi experimentalné ziskanym a teoreticky

predpovézenym spektrem (Xcorr) [19][20].

Dalsi hojné vyuzivany software je MASCOT, ktery generuje skére zaloiené
na pravdépodobnosti pro identifikaci protein(. Mezi hlavni parametry patfi tolerance
hmotnosti prekurzoru a fragmentovych iontd, jejichz precizni nastaveni je nezbytné

pro dosazeni pfesnych a spolehlivych vysledkd [19][20].

Dalsi Siroce pouzivany algoritmus je MS-Tag, ktery zahrnuje extrakci kratkého,
unikatniho Useku aminokyselinové sekvence peptidu z experimentdlnich dat. Tento Usek
se nasledné kombinuje s namérfenou hmotnosti peptidu pro identifikaci plvodniho

proteinu [19][20].

Algoritmy pro de novo sekvenovani jsou vypocetné ndrocné a vyzaduji vysoce kvalitni
DDA data. V dusledku toho je v ramci vysokokapacitnich proteomickych studii
identifikace proteinl casto omezena na ty, jejichz sekvence jsou obsazeny
v prohledavané databazi. To znamena, Ze mnoho posttranslacné modifikovanych
nebo mutovanych protein mlze byt pfehlédnuto. Pfi de novo sekvenovanim peptidu
se sekvence urcuji na zakladé dat zfragmentacnich spekter a vlastnosti metody
fragmentace. Mezi hlavni analytické pristupy v této oblasti patii metody zalozené
na grafickych pravdépodobnostnich modelech a skrytych Markovovych modelech, jako

jsou nastroje PepNovo a NovoHMM [19][20].

1.3 Protilatky

Protilatky, zndmé také jako imunoglobuliny, jsou glykoproteiny, které maji vyznamnou
roli vobrané organismu. Jejich primarnim uUkolem je identifikovat a neutralizovat
cizorodé makromolekuly, nazyvané antigeny. Ty mohou byt rlizné povahy, casto se
jednd o proteiny, ale mUzZe jit také o sacharidy s vyssi molekulovou hmotnosti. Protilatky
jsou produkovany specifickou skupinou bilych krvinek nazyvanych B-lymfocyty. Kazda
protilatka vytvorena témito burikami je vysoce specifickd. To znamenad, Ze se dokdaze
vazat pouze na jeden konkrétni antigen. V poslednich dvou dekadach se protilatky staly

predlohou fady velice uéinnych léciv [21][22][23].
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1.3.1 Struktura protilatek

Imunoglobulinovd molekula ma strukturu podobnou pismenu ,Y“. Funkéni protilatka
s molekulovou hmotnosti pfiblizné 150 kDa se sklada ze ¢tyf polypeptidovych fetézcu:
dvou lehkych a dvou tézkych. Kazda dvojice je identickd. Lehky fetézec ma hmotnost
priblizné 25 kDa, zatimco tézky retézec ma hmotnost kolem 50 kDa. Tyto dva typy
fetézcl jsou vzajemné propojeny kovalentnimi disulfidovymi vazbami a nekovalentnimi

interakcemi [21][24].

Lehké a tézké retézce obsahuji dvé variabilni (VL a VH) a ¢tyfi imunoglobulinové (CL, CH1,
CH2 a CH3) domény, sefazené v ur¢eném poradi. Aminokonce obou fetézcli se nachazeji
ve variabilnich doménach, které tvofi misto pro vazbu antigenu, jehoz specifi¢nost se
méni. V oblasti variabilni domény se nachazi oblast urcujici komplementaritu (CDR),

zatimco oblast, kterd z(istava stabilni, se nazyva oblast zakladni struktury (FW) [21].

Lehké fetézce

1 Antigen Amigenl
Tézké fetézce

Variabilni oblasti -— —

lehkych a té2kych fetézcl F(ab),

E . Pantova oblast
Konstantni oblasti

lehkych a tézkych fetézcl
Fe

Tézke retézce

Obrazek 4 — Struktura protilatky
(pfevzato z https://labguide.cz/reagencie/protilatky/)

Existuji rGzné varianty protilatek nabizejici Siroké spektrum moZnosti, od plvodnich,
nepozménénych verzi ziskanych z mysi ¢i lidskych zdrojd, az po upravené typy, jako jsou
chimérické, humanizované a fragmentované protilatky vytvorené diky proteinovému
inZzenyrstvi. Specifickou skupinu protilatkovych [é¢iv tvofi jejich konjugaty s vysoce
uc¢innymi toxiny ¢i radionuklidy. Zaklady pro moderni vyvoj terapeutickych protilatek
byly poloZzeny mysimi IgG monoklondlnimi protilatkami. Jejich struktura je podobna
lidskym protilatkam [21].
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1.3.2 Monoklonalni protilatky

Protilatky vynikaji svou schopnosti identifikovat a vazat se na specifické cile zdjmu.
Pro vyzkumné ucely jsou dostupné dva typy konvencnich protilatek: polyklonalni
a monoklonalni. | kdyZz v prlibéhu ¢asu byly provedeny urcité modifikace a vylepseni,
metody generovani téchto protilatek se v poslednich 40 letech zdsadné nezlepsily.
Pro moderni terapeutika se pouZivaji monoklonalni protilatky [25].

Monoklonalni protilatky jsou definovany jako monospecifické protilatky, které vychazeji
z identickych imunitnich bunék, jez jsou klonovany z jedné rodicovské burky. V roce
1986 schvalil americky Ufad pro kontrolu potravin a Ié&iv prvni monoklonalni protilatku
pro lécbu akutniho odmitnuti transplantdtu ledvin &i srdce. Tato protilatka je znama
pod ndzvem Muromonab-CD3 (OKT3) [21][23][26][27].

Monoklonadlni protildtky jsou v laboratofi vyrabéné technologii hybridoma.
V sedmdesatych letech 20. stoleti prinesla tato technologie, vyvinuta Koéhlerem
a Milsteinem, revoluéni zmény [23][25].

Za produkci monoklondlnich protilatek, které se specializuji na rozpoznani a vazani
specifickych antigen(, jsou zodpovédné B-lymfocyty. Konkrétné se tyto protilatky
vytvareji fuzi normalniho B-lymfocytu produkujiciho protilatky s nadorovou bunécénou
linii s neomezenou Zivotnosti. K vytvoreni téchto pro antigen specifickych B-lymfocytu
je nezbytnd imunizace zvifete danym antigenem. Obvykle se pouziva mys, potkan
nebo kiecek. B-lymfocyty se ziskdvaji ze sleziny po usmrceni zvifete, a to obvykle
po nékolika imunizacnich cyklech. B-lymfocyty produkuji protilatky fdzovany
s nevylucujicimi  myelomovymi (hybridomovymi) burnkami. Vysledny produkt

je nasledné klonovan a podroben testlim na antigenni specificnost [21][22].

Vysledné hybridomy maji schopnost vytvaret pouze jeden unikatni klon protilatek.
Tuto protilatku oznacujeme jako monoklonalni. Tato vlastnost predstavuje vyznamnou
vyhodu oproti polyklondlnim protilatkdm. Monoklondlni protilatky jsou schopny
identifikovat specifické epitopy s vysokou afinitou a minimalizovat riziko zkfizené
reaktivity. Ddle, hybridomové bunécné linie mohou produkovat konzistentni mnozstvi
identickych protilatek, ¢imz odstranuji variabilitu mezi Sarzemi. Avsak i monoklonalni
protilatky jsou nachylné k moinym kontaminacim jinymi nezaddoucimi protilatkovymi

fetézci [25].
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monoklonélni protilatky hybridom

protilatka

Obrazek 5 — Schématické zndzornéni produkce monoklondlni protilatky
(pfevzato z https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323461436000257)

-----

nez mysi ¢i chimérické varianty. Tyto protilatky jsou tudiZz povazovany za bezpecné
a dobfe tolerované u lidi. Vyvoj humanizaéni technologie umoznil redukovat
imunogenicitu spojenou s pouzitim hlodavcich protilatek nebo ji alespon snizit
na pfijatelnou uUroven pro klinické pouziti. To otevielo cestu pro SirSi pouziti

monoklondlnich protilatek v |é¢bé lidskych onemocnéni [28].

Cilem humanizace protilatek je prenést zbytky CDR a minimadlni pocet klicovych
aminokyselin z mySich monoklondlnich protilatek na lidskou zakladni strukturu tak,
aby se zachovala afinita vici antigenu a specifiénost. Tento proces vyzaduje znalosti
zejména v oblastech trojrozmérného modelovani proteinovych struktur a genetického

inZenyrstvi [28].

Prvni humanizovanou protilatkou schvdlenou FDA pro terapeutické pouziti u lidi v USA
je daclizumab. Tato humanizovand forma IgGl je odvozena z mysi monoklonalni
protilatky anti-Tac, kterd cili na a-fetézce receptoru lidského IL-2. Daclizumab ziskal

schvaleni v roce 1997 pro prevenci odmitnuti rendlniho alostépu [28].
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mysi hybridomova burika
klonovani a sekvenovani VH a VL

v

navrh humanizovaného WVH a VL

exprese humanizovanych protilatek
potvrzeni vazebnych vlastnosti

Obrdzek 6 — Schéma humanizace protilatky (pfevzato z
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/51046202305000174?via%3

Dihub)

K srpnu 2024 existuje vice nez 100 schvdlenych terapeutickych monoklonalnich
protilatek, mezi které patfi napfiklad panitumumab, bevacizumab, cetuximab,

trastuzumab a aflibercept, které byly pouzity v rdmci této diplomové prace [29].

Panitumumab

Panitumumab (Vectibix) predstavuje humanizovanou monoklonalni protilatku 1gG,,
ktera zabranuje aktivaci receptoru pro epidermalni rGstovy faktor (EGFR), jenz
je exprimovan v rliznych typech nadoru. Tento |ék spadd do kategorie cilené terapie.
Od béiné pouzivané chemoterapie se lisi tim, Ze mda nizsSi toxicitu zamérenou
na konkrétni cil [30][31].

U&innost panitumumabu se sleduje u tumor(l exprimujicich EGFR. Panitumumab
prokazal svou ucinnost jak v monoterapii, tak i v kombinaci s chemoterapii. Mezi dalsi
potencialni cilové oblasti patfi napriklad lokalné pokrocilé spinocelularni karcinomy

hlavy a krku nebo nemalobunécné karcinomy plic [30][32].
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Bevacizumab

Bevacizumab (Avastin) predstavuje humanizovanou monoklondlni protilatku typu IgGs,

ktera cili na vaskularni endotelidlni rastovy faktor (VEGF) kli¢ovy pro angiogenezi [24].

Potlacdeni angiogeneze pomoci bevacizumabu zpomaluje rlist nddoru a snizZuje tvorbu
metastdz. Tato vlastnost urcuje jeho vyuZiti v [é¢bé nadord. Tento |ék je vyroben pomoci
rekombinantni technologie na burnkach ovaria cinskych krecka. Priblizné 93 %
aminokyselinovych sekvenci pochazi z lidského imunoglobulinu, zatimco 7 % tvori mysi

protilatka [33][34].

Bevacizumab je dulezZitou soucasti komplexni |écby kolorektdlniho karcinomu, protoze
v kombinaci se standardni chemoterapii posiluje protinddorovy  Gcinek.
Je pravdépodobné, Ze by mohl byt uclinny i pfi Iécbé dalSich typd nadorovych

onemocnéni, zejména karcinomu prsu, pankreatu a plic [33].

Cetuximab

Cetuximab (Erbitux) je specifickd chimérickd monoklondlni protilatka tridy 1gG:
zamérena proti receptoru epidermalniho rlstového faktoru (EGFR). Vedle kompetitivni
blokady tohoto receptoru muZe cetuximab vyvolavat i imunologické odpovédi, které

prispivaji k jeho protinddorovému ucinku [25][31][33].

V terapeutické praxi je cetuximab registrovan pro [é¢bu metastatického kolorektalniho
karcinomu po selhani standardni chemoterapie. Také se vyuZiva prilécbé pokrocilych
karcinomu hlavy a krku, ¢asto v kombinaci s radioterapii. Cetuximab, ackoliv prokazuje
uréitou ucinnost jako samostatna terapie, dosahuje svého maximalniho potencialu

ve spojeni s cytotoxickymi chemoterapeutiky nebo radioterapii [35][36].

Cetuximab kombinuje oblast Fv od mysiho plvodu, kterd je zodpovédna za vazbu

na antigen, s konstantnimi oblastmi molekuly protilatky humanniho plvodu [35].

Trastuzumab

Trastuzumab (Herpecin) predstavuje humanizovanou monoklonalni protilatku tridy I1gGa

navrzenou tak, aby specificky integrovala s extracelularni ¢asti receptoru 2 pro lidsky
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epidermalni rastovy faktor (HER2). Pouziva se pfedevsim u HER2-pozitivniho karcinomu

prsu, kde vyrazné zlepsi dlouhodobou progndézu pacientek [24][37].

Trastuzumab se vyrabi pomoci rekombinantni DNA technologie, ktera vyuziva bunééné
linie savéich bunék ziskanych z ovarii ¢inskych kfeckl. Po této fazi ndsleduje proces

c¢isténi protilatky pomoci béznych chromatografickych a filtra¢nich postupt [25].

Trastuzumab se stal prvnim cilenym biologickym lékem v boji proti karcinomu prsu.
Od roku 1998 se uplatiuje v klinické praxi v USA, od roku 2000 v Evropé a od roku 2001
v Ceské republice. Jeho podani, bud samostatné nebo v kombinaci s chemoterapii,
vyrazné prodluZuje preZiti pacientek s metastatickym karcinomem prsu. Plvodné byl
indikovan pouze pro pacientky s metastazemi, avSak od roku 2006 je také doporucovan
jako adjuvantni terapie. Trastuzumab rovnéZz predstavuje prvni cilenou biologickou
léCbu, kterd prokazatelné prodluzuje Zivotnost pacientd s karcinomem Zaludku

v pokrocilém stadiu [37].

Aflibercept

Aflibercept spadd do skupiny inhibitord vaskularniho endotelového ristového faktoru
(VEGF) urcenych pro nitroo¢ni aplikaci. Je schvalen klécbé vlhké formy makuldrni
degenerace souvisejici s vékem a makularniho edému vznikajiciho v disledku uzavéry

centralni sitnicové zily [38][39].

Aflibercept je rekombinantni fuzni protein, ktery kombinuje extracelularni domény
receptorli 1 a 2 pro VGF, které jsou spojeny s Fc fragmentem lidského 1gG1. Tento lék,
znamy také jako , VEGF past”, mda schopnost plsobit jako falesSny receptor, ktery vaze
vsechny izoformy VEGF-A, dale VEGF-B a placentarni rlistovy faktor (PIGF). Brani
proliferaci endotelovych bunék a inhibuje rist novych cév. Tento Iék pronika vsemi

vrstvami sitnice [39][40].

Aflibercept je dimerni glykoprotein, jehoZ proteinova ¢ast ma molekulovou hmotnost

97 kDa. Diky glykosylaci se celkova hmotnost zvySuje o 15 % na 115 kDa [39][41].
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1.4 Bakterie

Kromé terapeutického potencidlu nesou proteiny také vyznam pro diagnostiku. V této
diplomové praci jsme se zabyvali moznosti vyuZit online chemické $tépeni protein(
v subkritické mobilni fazi pro presnéjsi identifikaci bakterii. Pro ucely této diplomové

prace byly vybrany tfi reprezentativni bakterie.

1.4.1 Bacillus subtilis

B. subtilis je grampozitivni sporulujici bakterie, ktera preferuje aerobni prostredi. Jeji
tyCinkovité buriky obvykle dosahuji délky 2-6 um a priiméru mensiho nez 1 um. Diky
vynikajicim fyziologickym vlastnostem a vysoce adaptabilnimu metabolismu B. subtilis
roste snadno na levnych substratech. Fermentacni cyklus je proto kratsi, obvykle kolem
48 hodin. B. subtilis pfedstavuje typovy kmen radu Bacillales a zakladni organismus

celého kmene Firmicutes [42][43].

B. subtilis patfi mezi prvni organismy, u nichZ byl Uspés$né proveden popis genomu.
V akademickém prostiedi se kmen 168 B. subtilis stal klicovym mikroorganismem
pro zkoumani fyziologickych vlastnosti, vcetné analyzy proteomu, mechanismu
proteinové sekrece a translokace, bunécného déleni a vyvoje minimalnich bunécénych
struktur. V primyslu je B. subtilis dobfe znamy pro svou bezpecnost. Tato bakterie je
béZné pouZivana jako pramyslovy mikroorganismus pro vyrobu vitamind, inositolu,

acetoinu, hyaluronanu a dalSich produktl [43][44].

B. subtilis byl do experimentl vybran, protoZe je zndmy svou rezistenci k riznym

lyza¢nim CinidlGm a nepfiznivym vliviim prostredi.

1.4.2 Escherichia coli

E. coli patfi mezi nejlépe adaptované a patogenicky rozmanité bakterie. Tato bakterie
patfi mezi gramnegativni tycinky, které jsou fakultativné anaerobni. Méfi obvykle kolem

1 um na délku a 0,35 um na Sitku. Spada do ¢eledi Enterobacteriaceae [45].

E. coli je prevainé nepatogenni bakterie. V fadé studiich zabyvajicich se dospélymi

jedinci se E. coli vyskytuje ve stfevnim mikrobiomu u vice nez 90 % jedincl. Nicméné
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nékteré kmeny vyvolavaji razné infekce u lidi, vcetné gastrointestinalnich

a extraintestinalnich onemocnéni [45][46][47][48].

E. coli rychle roste jak v kapalnych, tak v pevnych mediich rGznych druhd. Pro E. coli je
optimalni teplota ristu 37 °C za anaerobnich podminek. DokazZe prezit az 3 mésice
pfi teploté 4 °C na pevném médiu. Rovnéz je schopna rist v Sirokém rozmezi pH. Typicky
rast a udrZovani se provadi pfi neutrdlnim pH 7. BéZzné laboratorni kmeny E. coli maji
dobrfe charakterizované fenotypy a genotypy, coZ umoziuje jejich vyuziti jako

modelového organismu pro vyuku a vyzkum [49][50]

Bakterie E. coli byla do experiment( vybrana jako prototyp gramnegativni bakterie.

1.4.3 Staphylococcus aureus

S. aureus je grampozitivni bakterie a oportunni patogen, ktery se bézné vyskytuje na klzi
a sliznicich asi 30 % zdravé dospélé populace. S. aureus bezptiznakové kolonizuje nosni
dutinu nebo nosohltan. Teprve po poruseni slizni¢ni imunity dojde k rozvoji
onemocnéni. Poprvé byl S. aureus identifikovan v purulentni tekutiné z abscesu nohy

skotskym chirurgem a profesorem Alexandrem Ogstonem [51][52][53].

S. aureus ma kulovity tvar a seskupuje se do shlukl, které pripominaji hrozny.
Tato bakterie je schopna rlst na médiich az v 10% soli. Jeji kolonie maji charakteristické
zlaté nebo Zluté zbarveni. Mohou rust jak v aerobnim, tak v anaerobnim prostredi

pfiteplotach 18 °C az 40 °C [52][53].

Tato bakterie mlze vyvolat celou fadu onemocnéni, od mirnych koznich infekci az
po zivot ohrozujici pneumonie a sepse. Tento mikroorganismus je rovnéZz spojen
s chirurgickymi, nozokomidlnimi a kardiovaskuldrnimi infekcemi. S. aureus se obvykle
prenasi pfimym kontaktem. Lécba byva narocna, predevsim kvuli nardstajici rezistenci
bakterii vici 1ékam. Zvlasté problematickym kmenem je meticilin-rezistentni S. aureus
(MRSA). Nicméné i nadale zlstava penicilin a vankomycin béZnymi volbami

lécby [52][53].

Bakterie S. aureus byla do experimentl vybrana jako prototyp grampozitivni bakterie

s velmi odolnou bunécnou sténou.
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2. Cile prace

Cilem této diplomové priace bylo ddle optimalizovat metodu Stépeni protein
v subkritické okyselené mobilni fazi a rozsifit moznosti jejiho potenciondlniho uplatnéni.
Soucasti prace tedy bylo porovndani dvou zafizeni pro superkritickou okyselenou mobilni
fazi, konkrétné blokového termostatu a suché lazné. DalSim cilem bylo ovéfit, zda tuto
metodu lze pouZit pro charakterizaci protilatkovych bioléciv a identifikaci bakterii

a stanovit nejvhodnéjsi postupy pro jejich pfipravu.
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3. Experimentalni ¢ast

Tato diplomova prace vychdazi ze studie publikované tymem Dr. Lenca, kterd se
zamérovala vyvoj metody Stépeni proteinu v subkritické kyselé mobilni fazi pomoci
suché lazné s aplikaci na rychlou detekci ricinu. Tato vyvinutd metoda se ukazala jako
jednoduchd, levnd, Ucinnd a schopna bezproblémové interagovat s LC-MS. Nabizi
rychlou identifikaci proteind s minimalni manipulaci vzork(, coZ ji pfisuzuje vyznamny
potencial pro proteomické a diagnostické aplikace. Aby byla tato metoda plné vyuzitelna
v praxi, je nezbytné provést modifikaci spocivajici v nahrazeni suché lazné blokovym
termostatem. MozZny potencial pro vyuzZiti metody je charakterizace terapeutickych
monoklondlnich protilatek a rychla identifikace bakterii v klinickém prostfedi. Oba tyto

potencialy byly v této diplomové préci zkoumany.

3.1 Material

3.1.1 Chemikalie

Guanidin hydrochlorid (zkracené guanidin) — 8M, pH 8,5 (Sigma—Aldrich)
Kyselina mravenc¢i — LC/MS (Fisher chemicals)

Voda — HPLC grade (VWR chemicals)

Acetonitril — LC/MS grade (Fisher Scientific)

Dithithreitol (DTT) — > 98 % (Sigma-Aldrich)

Tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid (TCEP) — (Sigma-Aldrich)

3.1.2 Protilatkova bioléciva

Trastuzumab (Herceptin) — Roche; 21 mg/mL
Aflibercept (Zaltrap) — Sanofi-aventis; 25 mg/mL
Bevacizumab (Avastin) — Roche; 25 mg/mL
Cetuximab (Erbitux) — Merck Europe B.V.; 5 mg/mL

Panitumumab (Vectibix) — Amgen Europe B. V.; 20 mg/mL
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3.1.3 Bakterie
B. subtilis (Ehrenberg 1835) Cohn 1872A-— CCM 2217
E. coli (Migula 1895) Castellani and Chalmers 19194 — CCM 7929

S. aureus subsp. aureus (Rosenbach 1884”') De La Fuente et al. 1985Y" — CCM 4516

3.1.4 Chromatografické kolony
HALO 160 A, ES-C18, 2,7 um, 1,5 x 150 mm (¢&. 1) — Advanced Materials Technology
BioResolve RP mAb Polyphenyl, 450 A, 2,7 um, 2,1 x 100 mm (¢. 1) — Waters

BioResolve RP mAb Polyphenyl, 450 A, 2,7 um, 2,1 x 100 mm (&. 2) — Waters

3.1.5 Pristroje a zarizeni

Q Exactive HF-X mass spectrometer with H-ESI Il ion source and Thermo Scientific™
Vanquish™ UHPLC Systém (viz. pfiloha 1)

e Autosampler

e Pumpa

e Kolonovy termostat

e Viper Inline Filter — 2261.1045 (filtr slouzici k precisténi)

Blokovy termostat (viz. pfiloha 2) — MBT-250 (Kleinfeld LaborTechnik, Némecko)

e Pred zahajenim analyzy byl termostat zahrat na 195 °C

Sucha lazen (viz. ptiloha 3)
e Kuli¢ky z oxidu hlinitého
o Dvé kapilary
» Viper MP35N P/N 6042.2395 IDxL 0,10 x 950 mm
=  Viper MP35N P/N 6042.2373 IDxL 0,13 x 750 mm
e Zavazi 2 kg (kapilary se nesmi prekryvat na dné suché |azné)
e Pred zahdjenim analyzy byla suchda lazen zahrata na 195 °C, pficemz teplotu

kontrolovaly dva teploméry a teplotni sonda (IKA Werke ETS-D4 Fuzzy)
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3.1.6 Mobilni faze

Pro RPLC separaci na kolonach uvedenych vyse byly pouzity dvé slozky mobilni faze.
Slozka A mobilni faze obsahovala vodu a 0,1% kyselinu mravenci. SloZzka B mobilni faze
byla slozena z acetonitrilu a 0,1% kyseliny mravenci. Obé slozky se pripravovaly

pro analyzu jednotlivych sad vzorku vzdy cerstvé dedikovanym laboratornim sklem.

3.2 Priprava redukovanych protilatkovych bioléciv

V této diplomové praci bylo vyuZito pét biolécCiv na bazi monoklonalnich protilatek
(panitumumab, bevacizumab, cetuximab, trastuzumab a aflibercept). VSechny tyto
protilatky byly pred vlastni analyzou redukovany zdlvodu snazsi identifikace

jednotlivych peptidd.

Celkové mnozstvi pfipraveného protilatkového biologického léciva Cinilo vidy 400 pg.
Nejprve byla protildtka o urcité koncentraci smichana s8 M guanidinem (GuHCI)
v poméru 1:3. Nasledovala inkubace po dobu 5 minut pfi60°C. Poté byl pridan
dithiothreitol (DTT) o koncentraci 20 mM tak, aby jeho finalni koncentrace dosahla
200 mM. Po dalsich 30 minutdch inkubace pfi 60 °C a 1000 otackdch za minutu byla
pridana voda, aby byla dosaZena konec¢na koncentrace 1 pg/uL. Priprava jednotlivych

redukovanych protilatkovych bioléciv je shrnuta v nasledujici tabulce 1.

Tabulka 1 — Rozpis reagencii pro pripravu redukovanych protilatkovych bioléciv

protilatkové koncentrace objem objem objem objem
biolécivo biolé¢iva (mg/mL) | bioléciva (ul) | GUHCI (ul) | DTT (ul) | H20 (ul)
panitumumab 20 20 60 8,89 311,11
bevacizumab 25 16 48 7,11 328,89

cetuximab 5 80 240 35,56 44,44
trastuzumab 21 19,05 57,14 8,47 315,34
aflibercept 25 16 48 7,11 328,89
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3.3 Priprava bakterii

Byly vyzkousSena rizna Cinidla a techniky pro pripravu bakterii s cilem nalézt univerzalni
postup pro uéinnou a rychlou pfipravu celobunécéného lyzatu. Tento lyzat byl nezbytny

pro komplexni analyzu vnitini struktury bakterii.

Kultivaci jednotlivych bakterii provadéla PharmDr. Michaela Hympanovd, Ph.D
a pfipravu celobunééného lyzatu postupné realizoval Mgr. Ivo Fabrik ve Fakultni
nemocnici v Hradci Krdlové. Pfesné postupy pfipravy lyzatu jsou struéné popsany

v jednotlivych protokolech v ptilohach 4-10.

3.4 Parametry HPLC/MS analyz

3.4.1 Analyzy redukovanych monoklonalnich bioléciv

Pred zahajenim findlnich experimentl bylo potieba ovéfrit, zda doslo ke spravné redukci
protilatkovych bioléciv, ktera byla provedena za pouZiti guanidinu a dithiothreitolu.
Davkovany objem byl 2 pL. Vzhledem k vysoké koncentraci guanidinu ve vzorku byl
vyuzit prepinaci ventil k odklonéni toku mobilni faze do odpadu. Tim se minimalizovalo
znecdisténi a zvysila se citlivost detekce. Doba trvani metody byla 18 minut pfi pratok
0,300 mL/min. Tok mobilni faze byl smérovan do hmotnostniho spektrometru
vintervalu od 1,8 do 15,10 minuty béhem analyzy. Teplota kolony byla nastavena

na 70 °C. Byla poutzita gradientova eluce s délkou 10 minut (viz. tabulka 2).

Nasledné byly nastaveny parametry hmotnostniho spektrometru. Byl pouzit méd full MS
v rozmezi m/z 1000 aZz 3500. Rozliseni bylo nastaveno na 7500 a doba pro dosazeni

maximalniho mnoZstvi iontd ve skenu byla 50 ms.

Metoda RPLC-MS poskytuje moznost analyzovat protilatkova bioléciva na rGznych
urovnich molekulové hmotnosti. Pfi analyze protein( je zvySena teplota klicova, protoze
zlepsuje difuzi a zrychluje procesy adsorpce a desorpce, coz vede k lepSimu prenosu
hmoty analytll a optimalizaci vytéZnosti. Nicméné, vyssi teplota také zvysSuje riziko
tepelné degradace proteinu. Studie Khalikova a kol. prokazala, Zze teploty nad 60 °C
vyrazné zvysuji riziko vzniku artefaktd protein( a peptid(. Dale ukdzali, Ze kombinace
vysokych teplot a kyselych mobilnich fazi, béiné pouzivanych pti analyze, mize

nepfiznivé ovlivnit Zivotnost chromatografické kolony.
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Tabulka 2 — Program gradientové eluce pro analyzu redukovanych monoklondlnich

bioléciv
¢as |prutok (mL/min)| %B %A
1,00 0,30 1 99
11,00 0,30 51 49
11,25 0,30 80 20
12,75 0,30 80 20
13,00 0,30 1 99

3.4.2 Online stépeni redukovanych monoklonalnich bioléciv

Parametry HPLC-MS analyzy pfi stépeni monoklonalnich bioléciv v subkritické okyselené
mobilni fazi za pouziti suché [dzné nebo termostatu byly obdobné jako predchozi

parametry pfi kontrole redukce monoklonalnich bioléciv.

Opét byl pouzit prepinaci ventil. Doba trvani metody byla 18 minut pfi pratoku
0,300 mL/min. Tok mobilni faze byl sméfovan do hmotnostniho spektrometru
vintervalu od 2,35 do 15,10 minuty béhem analyzy. Teplota kolony byla nastavena

na 70 °C. Gradient byl 10 minut.

Nastaveni parametrd hmotnostniho spektrometru bylo odlisné, protoze MS data byla
ziskavana v DDA médu. Nejprve byl pouzit maéd tzv. full MS, jehoZ rozsah skenovani byl
325 az 2000 m/z. Rozliseni bylo nastaveno na 60 000 a maximalni doba pro zachyceni
co nejvétsiho mnozstvi iontl v orbitrapu byla 60 ms. Ze spekter ziskanych v pfedchozim
maodu byly vybrany maximalné tfi prekurzory na zakladé stanovenych parametrd. Mezi
tyto parametry patfila jejich minimalni intenzita 2,5-10°. Dal$imi parametry byla
minimalniintenzita iontového signélu 3,75-10% a tzv. apex trigger, reagujici na maximalni
intenzitu iontového signdlu (vrchol signdlu), byl nastaven na 1 az 3 sekundy. Dalsi klicovy
parametr ovliviiujici vybér iontl pro fragmentacni analyzu je izola¢ni okno, které
bylo stanoveno na 2,5 m/z s posunem o 0,3 m/z. Tyto prekurzory byly podrobeny
fragmentaci v kolizni cele pomoci normalizované kolizni energie 27 a dusiku
jako kolizniho plynu. RozliSeni bylo nastaveno na 30 000 a maximalni doba pro zachyceni

co nejvétsiho mnozstvi iontll v orbitrapu byla 150 ms.
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3.4.3 Analyza proteint B. subtilis stépeného pomaoci trypsinu

Aby se urychlilo bioinformatické hodnoceni DDA dat, omezil se prohledavaci prostor tim,
Ze byla vytvorena proteinova databaze pouze z protein(, u kterych bylo jednoznacné
potvrzeno, ze dochazi k jejich produkci. Za timto ucelem se provedla standardni analyza
B. subtilis, pfi které byly jeji proteiny Stépeny trypsinem. Trypsin je proteolyticky enzym,
ktery Stépi proteiny na mensi peptidy. To umoznuje analyzu specifickych ¢asti proteind,
které jsou snaze detekovatelné a analyzovatelné [54].

Doba trvani metody byla 46 minut pfi prGtoku 115 pL/min. Teplota kolony byla

nastavena na 55 °C. Byla pouzZita gradientovd eluce sdélkou 30 + 2 minuty

(viz tabulka 3). Pfi této metodé nebyl pouzit pfepinaci ventil.

Tabulka 3 — Nastaveni gradientové eluce u analyzy proteint B. subtilis specificky
Stépeného pomoci trypsinu

¢as | prutok (mL/min) | %B %A
0,00 0,115 2 98
30,00 0,115 50 50
32,00 0,115 60 40
32,25 0,115 95 5
33,75 0,115 95 5
34,00 0,115 2 98

Nasledné byly nastaveny parametry hmotnostniho analyzatoru pro DDA metodu. Byl
pouzit mod full MS v rozmezi m/z 350 az 1500. Rozliseni bylo nastaveno na 60 000
a maximalni doba pro zachyceni co nejvétsiho mnozstvi iont(l v orbitrapu byla 110 ms.
Ze spekter ziskanych v predchozim modu bylo vybrano deset prekurzorl na zakladé
stanovenych parametrd. Mezi tyto parametry patfila jejich minimalni intenzita 1:10°
a minimalni intenzita iontového signalu 5-103. Dalsi kli¢ovy parametr, ovliviiujici vybér
iontl pro fragmentacéni analyzu, je izola¢ni okno, které bylo stanoveno na 1,8 m/z
s posunem o 0,3 m/z. Tyto prekurzory byly podrobeny fragmentaci v kolizni cele pomoci
normalizované kolizni energie 27 a dusiku jako kolizniho plynu. Rozliseni bylo nastaveno
na 15 000 a maximalni doba pro zachyceni co nejvétsiho mnozZstvi iontl v orbitrapu byla

50 ms.
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Bioinformatické hodnoceni provadél Dr. Lenco, protoze jako jediny mél pfistup k serveru
s bioinformatickym ndstrojem Byonic. Vysledkem hodnoceni bylo vytvoreni omezené
proteinové databdze, ktera byla pouzita pro hodnoceni dat z online chemického Stépeni
proteinl v subkritické mobilni fazi. Pozdéji vSak bylo zjisténo, Ze takovato omezena

databaze nepfinasi vyznamné urychleni.

3.4.4 Analyza pripravenych sad bakterii

Doba trvani metody byla 20 minut pfi pratoku 300 pL/min. Teplota kolony byla
nastavena na 60 °C. Byla pouzZita gradientova eluce s délkou 10 minut (viz. tabulka 4).
Opét byl pouzit prepinaci ventil. Tok mobilni faze byl sméfovan do hmotnostniho
spektrometru v intervalu od 5,25 do 15,10 minuty béhem analyzy. Nastaveni parametra

hmotnostniho spektrometru bylo stejné jako pfi Stépeni monoklondlnich bioléciv.

Tabulka 4 — Nastaveni gradientové eluce u analyzy stépeni bakterii

cas prutok (mL/min) | %B %A
3,00 0,300 1 99
12,00 0,300 51 49
13,25 0,300 80 20
14,75 0,300 80 20
15,00 0,300 1 99

3.5 Softwarova analyza LC/MS dat

Ziskana data byla vyhodnocovana ve dvou softwarech, Skyline a Byonic. Zpracovani

vysledk(l v softwaru Byonic provadél Dr. Lenco z dlivodu uvedeného vyse.

3.5.1 Analyza monoklonalnich bioléciv

Primarni data zLC/MS analyz byla prenesena a zpracovana v softwaru Skyline
ve verzi 22.2. Bylo nezbytné vytvofit FASTA soubory obsahujici sekvence protilatek,
které slouzily jako vstupni format pro analyzu v programu. Tento soubor je klicovy
pro bioinformatické analyzy, jako je identifikace proteini. FASTA format je standardni
format pro uchovavani sekvenci, coz umoziuje jejich snadnou manipulaci a analyzu.

Jednotlivé sekvence monoklondlnich bioléciv byly ziskany z webovych stranek DrugBank
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nebo Protein Data Bank in Europe. Takto zpracovana data byla pouzita k vytvoreni

knihoven pro jednotlivé monoklonalni bioléciva.

Dalsi ziskand data byla vyhodnocovana Dr. Lenéem v programu Byonic. Opét bylo
zapotrebi FASTA souboru obsahujici sekvence bioléciv. Diky tomuto postupu bylo mozné
provést porovnani peptidovych sekvenci nasSich vzorkd stémi vytvorenymi z FASTA
souboru a pfiradit odpovidajici pocet identifikovanych peptidi k chromatogramim

z LC-MS analyzy.

3.5.2 Analyza bakterii

Vyhodnoceni analyz bakterii bylo provedeno obdobnym zptsobem. Primarni data byla
zpracovana v programu Byonic Dr. Len¢em. K tomu bylo nutné mit k dispozici FASTA
soubor obsahujici sekvence protein(i jednotlivych bakterii. Tyto FASTA soubory byly
stazeny z webové stranky UniProt. Ndsledovalo porovnani hodnot vyétenych z MS
a MS/MS spekter ziskanych z naSich vzork( s teoretickymi hodnotami vytvorenymi

z FASTA souboru programem Byonic.
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4. Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace online stépeni

Prvnim cilem diplomové prace byla optimalizace pfistrojového vybaveni
k online chemickému S$tépeni proteinl. K optimalizaci chemického Stépeni proteint

v subkritické mobilni fazi byly vyuzity protilatkova Iéciva v redukované formé.

4.1.1 Ovéreni redukce monoklonalnich bioléciv

Redukce monoklondlnich biolé¢iv pfed analyzou je nezbytnd. BiolécCiva jsou velké,
komplexni proteiny sloZzené z nékolika fetézcl drienych pohromadé disulfidovymi
vazbami. Redukci téchto disulfidovych vazeb se oddéli tézké a lehké fetézce, coz
umoznuje jejich podrobnéjsi analyzu. Pokud neni provedena redukce nebo je provedena
nedokonale, mlze byt obtizné pokryt konkrétni oblasti protilatky, véetné téch, které

jsou upraveny disulfidickymi vazbami nebo posttransla¢nimi modifikacemi.

Na obrdzku 7 je zobrazen ukazkovy chromatogram redukovaného trastuzumabu
zobrazujici dva hlavni piky pro lehké (8.18 min) a tézké retézce (8.43 min) trastuzumabu.
Na zakladé chromatograml vsech redukovanych protilatek bylo potvrzeno spravné

provedeni redukce vzorkd.

RT :0.00-18.00 SM: 3MM Base Peak m/z= 1000.000-1500.000 MS HS010_Trastuzumab_DTT_1uGul_01

8.18
BP: 1066.561
2 5E8
2.0E8
2 3
g 1.5E3; 843
= ] BP: 1209571
= 1.0E8 14.02
3 BP- 1020.265
5.0E7 '
0_

Obrazek 7 — Chromatogram redukovaného trastuzumabu

43



4.1.2 Stépeni monoklonalnich bioléciv v subkritické okyselené mobilni
fazi

Metoda stépeni jednotlivych protilatkovych bioléciv v subkritické okyselené mobilni fazi

byla realizovana dvéma odlisSnymi zpUsoby. V prvnim ptipadé vyuzit blokovy termostat

nastaveny na teplotu 195 °C. Druhy pfistup spocival ve vyuZiti plivodni suché [azné, ktera

byla opét nastavena na teplotu 195 °C.

Ziskana data jsou shrnuta vtabulce 5. Tato tabulka poskytuje informace o poctu
identifikovanych peptid(, véetné spekter shodujicich se s peptidy a pokryti sekvence
(angl. coverage). VSechna méreni byla provedena v duplikdtu pro zajisténi vyssi

spolehlivosti vysledk(l. Hodnoty mezi replikaty se vyrazné nelisily.

Tabulka 5 — Porovndni pouZiti blokového termostatu a suché lazné ke stépeni
proteini v subkritické okyselené mobilni fazi

protilatkové pocet unikatnich spektra shodujici se s )
. . . pokryti sekvence (%)
biolécivo peptidt peptidy
b. sucha b. L b. L.
L. suchd lazen suchd lazen
termostat lazen termostat termostat
trastuzumab 334,5 354,5 489 498,5 99,9 99,*
aflibercept 295,5 261 394,5 349 100 99,*
bevacizumab 389,5 374 578,5 541,5 100 100
cetuximab 319,5 320,5 470 468,5 96,8 96,9
panitumumab 296 283,5 428 396,5 98,4 98,4

Zjisténé rozdily nejsou pfilis vyrazné a odpovidaji zaznamenanym chromatogramim (viz
reprezentativni chromatogramy ziskané ztrastuzumabu naobrazku 8). V pripadé
afliberceptu, bevacizumabu a panitumumabu bylo nalezeno vice peptidl pfi pouziti
termostatu. Naopak u trastuzumabu a cetuximabu se situace obratila. Pokryti proteint
predstavuje, kolik procent aminokyselin v sekvenci pokryly identifikované peptidy.
Vyjadtuje, jak ucinné analytickd metoda dokazie zmapovat protein. VSechny nase
vysledky vykazuji vysoké procento pokryti, coz potvrzuje schopnost pouzité metody
zachytit a identifikovat podstatnou ¢ast proteinu a jisty potencial pro vyuziti v rychlé

charakterizaci IéCivych pripravkd obsahujicich monoklonalni protilatky.

44



873

BP: 1104.573
3 Sucha lazen
2.5E9 9.47
5 BP- 1329 675
20895 6.57
= 3 BP: 809.900
g 15E93
] ]
c -]
= = 554 972
10893 BP: 660.523 ’ BP: 1370.320
5.0E8 k | ||\ |
T (]
02 | | ijl _..vu-L el
8.72
BP: 1104.573
1 Termostat o 46
25893 BP: 1329.676
2.0E9—]
= 5.62
= 3 BP- 752 570
g 15695 9.69
3 ] BP: 1549502
£ 40E93 5.h5 .
= BP: 660 522 9.91 14.80
5.0E8 BP: 1441.472 BP: 1754.219
02 L

Obrdzek 8 — Srovndni LC/MS chromatogramii trastuzumabu po jeho stépeni
v subkritické okyselené mobilni fazi pomoci blokového termostatu a suché Idzné

4.2 Vyuziti online stépeni v analyze monoklonalnich bioléciv

Vyvoj a vyroba terapeutik, jako jsou monoklonalni protilatky, vyZzaduje vysoce vykonnou
analyzu vzork( a vysoce kvalitni data. Napfiklad posttranslaéni modifikace mohou mit
zasadni dopad na kvalitu a uc¢innost konec¢ného produktu, a proto je tfeba je sledovat.
Mapovani peptid( je povaZzovano za zlaty standard pro analyzu protilatkovych bioléciv,
protoZze poskytuje informace o mnoha atributech jejich uéinnosti a bezpecnosti

na urovni peptidl v rdmci jediné analyzy [55][56].

Online Stépeni je zplsob pripravy vzorkl, ktery Ize potencidlné vyuzit k detailnimu
vyhodnoceni protilatkovych bioléciv. Tato metoda by mohla umoznit monitorovani
strukturdlnich a stabilitnich vlastnosti bioléciv v realném ¢ase, ¢imz by poskytla cenné
informace o jejich molekuldrni struktufe. V praxi by online stépeni mohlo umoznit
sledovat degradaci a fragmentaci protilatkovych bioléciv za rlznych podminek, coz? je
klicové pro posouzeni jejich stability a Zivotnosti. Tato technika by mohla byt zasadni
pro optimalizaci vyrobnich podminek. Nicméné béhem detailnéjsSiho hodnoceni dat
Dr. Len¢o odhalil, Ze ackoliv online chemické stépeni v subkritické mobilni fazi rychle

pfineslo informace o primarni struktufe analyzovanych bioléciv, podminky Stépeni
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modifikovaly nékteré aminokyseliny. Jednalo se zejména o dehydrataci kys. asparagové
a tvorbu pyroglutamatu z nékterych N-koncovych aminokyselin. Tento nalez vyrazné
omezuje pouZiti testovaného zplsobu Stépeni pro kontrolu kvality protilatkovych

léciv [55][56].

4.3 Analyza online stépeni proteinu bakterii

Po ovéreni ucinnosti metody online Stépeni proteinl v subkritické okyselené mobilni fazi
na protildtkovych biolécivech jsme presli k analyze bakterii. V této aplikaci by nemély

mit odhalené artefakty vzniklé béhem online stépeni vyrazny negativni vliv.

4.3.1 Prvni sada vzorku bakterii (1F229)

V prvni sadé vzorkU byla pouZita bakterie B. subtilis. Jednalo se o prvni analyzy takového
druhu vibec. Pfed samotnou analyzou byly proto vzorky pfipravené podle protokolu
IF229 bezpecné naredény. Jeden zpUsob zredil plivodni vzorek 100x (198 pL H,0 + 2 uL
vzorku), zatimco druhy jej natedil 20x (95 pL H,0 a 5 uL vzorku). V obou ptipadech byl
davkovany objem 2 pL. Nasledné byl u téchto vzork( sledovan vliv redukce pomoci TCEP.

V tomto pfipadé bylo smichano 10 pL vzorku s 10 uL 100 mM TCEP (pomér 1:1).

Prvni méfeni skoncilo neuspéchem. Ve vyslednych chromatogramech nebylo
detekovano nic relevantniho. Jednalo se pfevdiné o Sum. Pfi¢inou byla pravdépodobné
naakumulovand kontaminace iontového zdroje. Proto bylo provedeno jeho cisténi
s naslednou kalibraci hmotnostniho spektrometru. Druhym vysvétlenim byl nizky obsah
proteinl v naredénych vzorcich. Proto jsme se rozhodli vzorky pfipravené kolegy

ve Fakultni nemocnici jiz neredit.

Druhé méfeni, které se zaméfilo na sledovani vlivu redukce pomoci TCEP, pfineslo
uspokojivéjsi vysledky. V tabulce 6 jsou zaznamendny vysledné pocty identifikovanych
peptidl. Z hodnot Ize vycist, Ze nejvyssi pocet peptidl byl identifikovan u vzorkd bakterie
B. subtilis lyzované difluorocotvou kyselinou (DFA) a kyselinou mravenci v kombinaci
s anhydridem kyseliny octové (FA/AAH). Vyznamny pocet peptidd byl také zaznamenan
u vzorkd pripravenych v kys. mravenci s tris(hydroxymethyl)aminomethanem (FA/Tris)

a 50% trifluoroethanolem (TFE). Naopak nizZsi pocet peptidd byl zjistén u vzork(
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s kys. trifluoroctovou (TFA) a 6 M guanidinem (Gau). U ostatnich vzork( byl zjistén velmi

nizky pocet peptida.

Tabulka 6 — Pocet identifikovanych peptidi u prvni sady bakterii (B. subtilis) po redukci

TCEP
oznaceni . . pocet unikatnich
charakterizace (lyzacni ¢inidlo) .
vzorku peptidu
TFA 100% TFA 234,0
DFA 100% DFA 457,5
FA/AAH smés kys. mravenci a acetanhydridu 458,5
) smés kys. mravenci s
FA/Tris ) ] 405,0
tris(hydroxymethyl)aminomethanem
Ac Acid 100% kys. octova 56,0
Pro Acid 100% kys. propionova 22,0
6M Gua roztok 6M guanidin chloridu 145,5
6M NaTCA roztok 6M trichloracetatu sodného 2,5
50% TFE 50% trifluoroethanol 383,0
100% IL 100% 1-ethyl-3-methylimidazolium acetat 23,5
90% IL 90% 1-ethyl-3-methylimidazolium acetat 9,5

4.3.2 Druha sada vzorkul bakterii (IF246)

V ramci druhé sady vzork( byla zopakovana priprava tfi vzorkl z prvni sady (FA/AAH,
FA/Tris a Ac/acid). V ramci méfeni byla poprvé sledovana také mira formylace peptidQ
v dUsledku poutziti vysoké koncentrace kys. mravenci. Aby se zamezilo prohleddvani
exponencidlné zvétSeného prohledavaciho prostoru, nejprve bylo provedeno méreni
vzorkd pfipravenych pomoci trypsinu. K analyze vzorkd Stépenych pomoci trypsinu
nebyla zapotrebi subkriticka okyselena mobilni faze.

Jak jiz bylo dfive uvedeno, trypsin je proteolyticky enzym, ktery stépi proteiny na mensi
peptidy. Pouziva se pro standardni proteomické analyzy. Tato analyza byla v nasem
pfipadé pouzita pro omezeni FASTA databaze jen na proteiny, které se v bakterii
nachazeji ze 100% jistotou. Tato strategie nam umoznila zmensit teoreticky prohledavaci
prostor a zkratit tak prohledavaci ¢as a zvysit pravdépodobnost spravné identifikace

formylovanych peptidd.
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Tabulka 7 — Pocet identifikovanych peptidi B. subtilis specificky stépené pomoci

trypsinu
pocet vybranych fragmentd | pocet unikatnich
v DDA metodé peptidd
B. subtilis 10 2930,5
B. subtilis 15 2493,5

Pro analyzu byly pouzity dvé DDA metody liSici se po¢tem vybiranych prekurzord, bud’
10 nebo 15. Z tabulky 7 vyplyva, Ze bylo nalezeno nejvice 2930,5 unikdatnich peptidd.
Soubor B. subtilis s potem vybranych fragmentd 10, z ddvodu nejvyssiho obsahu
peptidl, byl pouZit k vytvoreni cilového FASTA souboru. Tento soubor pak slouZil
k identifikaci peptid v nové pripravenych vzorcich. Davkovany objem byl 2 pL.

Tabulka 8 obsahuje celkovy pocet identifikovanych peptidd, a to jak s formylacemi, tak
bez nich. Timto zplsobem poskytuje prehled o rozsahu formylaci v analyze. Pro bakterie
je charakteristické, Ze vétsSina jejich proteind ma na svych N-koncich N-formylmethionin,
ktery je nezbytny pro zahajeni proteosyntézy. Tato modifikace vyznamné ovlivni
strukturdlni usporddani a funkci proteinl, ¢imZ ovliviuje jejich aktivitu a interakce
s dalSimi molekulami. Formylace také ovliviiuje stabilitu proteinG. V nasich analyzach
vsak byla formylace sledovana z jiného dlivod(i. Kys. mravendi je reaktivni Cinidlo, které
mUzZe za béZnych podminek formylovat proteiny a peptidy dokonce ve velmi nizkych
koncentracich [57]. Takova formylace se mlzZe vyskytnout hned na nékolika mistech
v peptidech (N-konec peptidu, postranni fetézce lyzinu, serinu a threoninu) a vyrazné
tak komplikuje vyhodnocovani namérenych spekter. Reakce totiz neprobiha se 100%
vytéZnosti a pfi hodnoceni se musi tedy brat vidvahu jak formylované, tak
neformylované formy jednotlivych mist. Pfi pfitomnosti tfi potenciondlné
formylovanych mist v peptidu se tak musi spektrum hodnotit proti 2x2x2 moznym
kombinacim. Z tohoto divodu bylo velké usili kolegl z Fakultni nemocnice vénovano
moznostem, jak tyto formylace potlacit. Vysledky ukazuji, Ze nezaddouci formylace
mohou pfedstavovat problém ve vyuZziti online chemického stépeni v subkritické mobilni

fazi a zadné z protiopatieni tomuto problému nezamezilo.
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Tabulka 8 — Pocet identifikovanych peptidi u B. subtilis (druhd sada vzorkii)

oznaceni . e . . L .
charakterizace (lyzacni cinidlo) pocet unikatnich peptidu
vzorku
bez s jen
formylaci | formylacemi | formylace
FA/AAH | smés kys. mravenci a acetanhydridu 520 606,5 123
) smés kys. mravenci s
FA/Tris . . 479,5 527 88
tris(hydroxymethyl)aminomethanem
Ac Acid 100% kys. octova 99,5 102 8

4.3.3 Treti sada vzorkl bakterii (IF257)

Vzhledem k tomu, Ze analyza prvni sady bakterii (IF229) odhalila nejvétsi pocet
identifikovanych peptidd ve vzorcich pfipravenych s lyzaénimi cinidly obsahujici
kys. mravenceni, derivaty kys. octové a trifluorethanolu, byly tyto roztoky zvoleny
pro dalsi pfipravu vzork( bakterie B. subtilis (IF257). PoufZiti téchto Cinidel zaroven
predstavovalo potencialni zplsob minimalizace nezadoucich formylaci. Filtrace vzork
pfipravenych s lyza¢nim pufrem obsahujicim trifluorethanol byla provedena na zakladé
pfedchozi, podeziele vysoké vytéZnosti s cilem ovéfit, Ze v minulosti nedoslo
k nedostatecné sedimentaci nezlyzovanych bakterii a naslednému nadavkovani
suspenze.

Déavkovany objem vzork( bakterie B. subtilis (50% TFE, FA/AAH a FA/DFA) byl 2 pL.
Vzorky bakterie lyzované pomoci 100% kyselin (100% TFA, 100% DFA a 100% FA) byly
davkovany v objemu 10 pL. V tabulce 9 jsou uvedeny pocty identifikovanych peptidd

u vzorkl bakterie B. subtilis.
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Tabulka 9 — Pocet identifikovanych peptidi u B. subtilis (tfeti sada vzorkii)

pocet unikatnich

oznaceni vzorku charakterizace (lyzacni ¢inidlo) .
peptidul

50% TFE — normal 50% trifluoroethanol, centrifugace 0

) ] 50% trifluoroethanol, filtrace pres
50% TFE — syringe filtr o 0
stiikackovy filtr

o 50% trifluoroethanol, filtrace pres
50% TFE — via vials . Lo 0
centrifugacni filtr

FA/AAH smés kys. mravenci a acetanhydridu 8

FA/DFA smés kys. mravenci a DFA 10
100% TFA 100% TFA 0
100% DFA 100% DFA 2,5
100% FA 100% kys. mravenci 4

V pribéhu experimentu bylo zjisténo, Zze doslo k zdméné bakterie B. subtilis za bakterii
E. coli. Proto byly ziskand LC-MS data vyhodnocen znovu v softwaru Byonic pro bakterii
E. coli. Vysledky vyhodnoceni skutecné potvrdily, Ze doslo k zdméné bakterie na strané
spolupracovnik(i z Fakultni nemocnice v Hradci Kralové. To znamena, Ze vysledky jsou
mnohem uZite€néjsi a prinosnéjsi, pokud jde o pocet identifikovanych peptida.
V tabulce 10 jsou uvedeny pocty ziskanych peptidl po analyze dat s FASTA sekvencemi
bakterie E. coli. Vzhledem k zaméné bakterii nebylo mozné potvrdit, zda tato lyzaéni
Cinidla u¢inné minimalizuji nezadouci formylace. Také nebylo mozZné ovéfit, zda pouziti

filtr( prokazalo dostatecnou separaci vzorkUl s trifluoroethanolem z predchozi sady.

Tabulka 10 — Pocet nalezenych peptidii u E. coli (tfeti sada vzorkii)

oznaceni vzorku | pocet unikatnich peptidi
100% TFA 72
100% DFA 196,5
100% FA 330,5

Z vysledkl je patrné, ze nejvétsi mnozstvi identifikovanych peptidd bylo zaznamenano
u vzorku bakterie E. coli lyzované 100% kys. mravenci. Nasledoval vzorek se 100% DFA

a nejméné identifikovanych peptidd bylo zjisténo u vzorku se 100% TFA
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4.3.4 Ctvrta sada vzorkd bakterii (IF261)

Vzhledem k tomu, Ze vzorky bakterii lyzované kys. mravenci opakované poskytovaly
vysoky pocet identifikovanych peptid(, byly v této sadé pouzity tfi rGzné koncentrace
kyseliny mravendi scilem zjistit, jestli snizend koncentrace kys. mravenéi nesnizi
nezaddouci formylace.

Vzorky bakterie B. subtilis lyzovany 75%, 80% a 85% FA byly davkovany v objemu 20 pL.
Analyza nevedla k uspokojivym vysledkiim. Vysledné chromatogramy obsahovaly pouze
Sum a necistoty z mobilni faze. Z tohoto dlvodu byly pfipraveny nové mobilni faze
a méreni bylo opakovano. Pfi druhém pokusu byla kromé bakterie B. subtilis pouzita
také i bakterie E. coli. Zaroven byly k analyze ptidany vzorky z pfedchozich sad. Tabulky
11 a 12 shrnuji vysledky analyzy, tedy pocet identifikovanych peptidd u bakterii
B. subtilis a E. coli.

Tabulka 11 — Pocet identifikovanych peptidi u B. subtilis (ctvrta sada vzorkii)

oznaceni vzorku | pocet unikatnich peptidia

75% FA 11
80% FA 9,5
85% FA 12

50% TFE_TCEP
50% TFE_normal
50% TFE_syringe

50% TFE_vials

FA/AAH
FA/DFA_mixture

N| 0o O|lO|O| O

Tabulka 12 — Pocet identifikovanych peptidi u E. coli (Ctvrtd sada vzorkii)

oznaceni vzorku | pocet unikatnich peptida
75% FA 796,5
80% FA 821
85% FA 899
50% TFE_TCEP | nezbyl vzorek v HPLC vialce
50% TFE_normal 31,5
50% TFE_syringe 27,5
50% TFE_vials 28
FA/AAH 490
FA/DFA_mixture 607
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Z vysledk(i uvedenych tabulkdch 11 a 12 vyplyvd, Ze tato konkrétni metoda pfipravy
vzorkl prokazala vétsi ucinnost pti analyze bakterie E. coli oproti B. subtilis. Nejvyssi
pocet peptidd byl identifikovan u vzorkl pfipravenych v 85%, 80% a 75% kys. mravenci.
Dale byl pozorovan vyssi pocet identifikovanych peptidd uvzorkl obsahujici
kys. mravendi s acetanhydridem a smés kys. mravenci s DFA ve srovnani s ostatnimi

vzorky.

Dale bylo potvrzeno, Ze u bakterie B. subtilis lyzované 50% TFE v predchozich
experimentech doslo k nedostate¢né sedimentaci a naslednému nadavkovani suspenze
do LC-MS systému. Tento problém byl identifikovan pouZitim filtr0 béhem pfipravy
vzork( (IF257), které mély za ukol tento nedostatek odhalit. Vramci nechténého
naddvkovani bakteridlni suspenze bylo odhaleno, Ze subkritickd mobilni faze dokazala
bakterie v suspenzi dokonale dezintegrovat, protoze béhem analyzy nedoslo k ucpani

kolony ani k vyraznému narUstu zpétného tlaku v systému.

4.3.5 Pata sada vzorkul bakterii (IF268)

V predchozim experimentu vzorky lyzované kys. mravenci prokdzaly vysoky pocet
identifikovanych peptidd. V této sadé bakterii byly proto pouzity vyssi koncentrace
kys. mravendi s cilem zjistit, zda dojde ke zlepSeni vytéznosti. Dale byla také zahrnuta

kys. trifluoroctova, ktera rovnéz poskytovala vysoké hodnoty identifikovanych peptidu.

V této sadé byly pouzity tfi druhy bakterii, a to B. subtilis, E. coli a S. aureus. V\Sechny tyto
bakterie byly pfipraveny stejné a lyzovany pomoci 100% TFA a 100%, 90% a 85%
kys. mravenci. Vzorky v kys. mravenci byly pfipravovany za minimdlni nemrznouci
teploty: 100% kys. mravenci za laboratorni teploty, 90% kys. mravenci pfi 0 °C a 85%

kys. mravendi pfi -20 °C. Davkovany objem byl 10 pL.

Méreni byla opakovdna za pouziti filtru Viper Inline Filter s cilem zlepSsit spolehlivost
namérenych dat. Tento filtr slouzi k filtraci vzork(l po nadavkovani a obecné chrani
LC-MS instrumentaci pred ucpanim a poskozenim zplsobenym nerozpusténymi
Casticemi ve vzorcich. Vysledna data tak nemohou byt ovlivnéna nedokonalou

sedimentaci nezlyzovanych bakterii.
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Tabulka 13 — Pocet identifikovanych peptidii u E. coli (pdtd sada vzorkii)

oznacen pocet unikatnich peptida

vzorku

celkovy pocet pocet celkovy pocet | pocet formylaci
peptidl formylaci | peptidd s filtrem s filtrem

85% FA 958,5 8,0 957,5 8,5

90% FA 985,5 8,5 1033,5 8,5

100% FA 1128,0 19,5 1040,5 14,0
100% TFA 651,0 0,5 0 0

Tabulka 14 — Pocet identifikovanych peptidi u B. subtilis (pata sada vzorkii)

oznacen pocet unikatnich peptida
vzorku
celkovy pocet pocet celkovy pocet | pocet formylaci
peptidl formylaci | peptidl s filtrem s filtrem
85% FA 42 0,5 36 0,5
90% FA 89,5 2,5 67 1
100% FA 238 7,5 213,5 6
100% TFA 253,5 0,5 0 0

Tabulka 15 — Pocet identifikovanych peptidii u S. aureus (patd sada vzorkii)

oznacen pocet unikatnich peptidu
vzorku
celkovy pocet pocet celkovy pocet | pocet formylaci
peptidl formylaci | peptidl s filtrem s filtrem
85% FA 120,5 1,0 173,5 2,0
90% FA 221,5 3,0 215,5 3,0
100% FA 237,0 2,5 276,5 3,0
100% TFA 73,5 2,0 0 0

Tento postup pripravy vzorkd znovu prokdazal vyssi Ucinnost pfiidentifikaci peptidd

bakterie E. coli ve srovnani s B. subtilis a S. aureus. Obecné bylo zaznamendno vice

identifikovanych peptidd ve vzorcich obsahujici kys. mravenci nez TFA. Vyjimkou byla

situace u B. subtilis, kdy byl pocet peptidl pfi pouZiti TFA vyssi.
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Mezi vysledky analyz s filtrem a bez filtru nebyl zaznamendn rozdil, coz naznacuje, ze
v tomto konkrétnim pripadé nebyl filtr z hlediska vysledkU efektivni. Pokud byly vzorky
dobfe pripraveny a neobsahovaly vyznamné mnozstvi kontaminantd, vliv filtrace byl
zanedbatelny. Vyjimkou byly vzorky se 100% TFA, kde nebyly pfi aplikaci filtru

detekovany zadné peptidy. Tento nalez se nepodafilo uspokojivé vysvétlit.

Z uvedenych vysledk(l se zd3, Ze sniZzeni koncentrace kys. mravenci a pouZiti minimalni

teploty Uc¢inné miru nechténé formylace snizilo.

4.3.6 Sesta sada vzorkd bakterii (IF280)

Béhem analyz predchozich sad vzork( bakterii bylo opakované sledovdno rychlé
znecisténi iontového zdroje hmotnostniho spektrometru. V dalSich experimentech jsme
se proto soustfedili na moZnosti, jak proteiny v lyzatech bakterii precistit a kontaminaci
zdroje omezit.

V Sesté sadé bylo zkoumano precisténi protein( bakterie E. coli lyzované kyselinou
mravenci pomoci extrakce na tuhé fazi pfi poutziti silného katexu (SCX, z angl. strong
cation exchange). V proteomice se c¢asto vyuzivd kombinace SCX chromatografie
RPLC-MS k frakcionaci vzork(i pred jejich vlastni analyzou. SCX separuje peptidy
na zakladé jejich ndaboje, zatimco RPL-HPLC je tfidi podle jejich hydrofobicity.
Tato kombinace umozZiuje lepsi identifikaci a kvantifikaci protein(i, vcetné téch
s posttranslaénimi modifikacemi a také zajistuje vyssi rozliSeni a citlivost pfi nasledné
analyze pomoci hmotnostni spektrometrie. Peptidy a proteiny jsou nejprve injikovany
do kolony, kde se ionty separuji na zakladé sily jejich ndboje. Poté jsou eluovany pomoci
mobilni faze, kterda méni iontovou silu nebo pH, ¢imz se uvolfuji molekuly podle jejich
naboje.

K vytvoreni SCX eluatd byly vyuZity r(izné koncentrace guanidin hydrochloridu. Jedna se
o silné denaturacni cCinidlo, které naruSuje strukturu proteinl. Zaroven napomahd
stabilizovat peptidy a proteiny béhem jejich zpracovani. Zaroven nese naboj, a proto jej
Ize vyuzit pfi SCX. Na zavér pripravy vzork( byl vyuzit také chlorid draselny, ktery se
pro SCX pouziva standardné.

V puvodnich SCX eludtech nebyly identifikovany zadné peptidy. V kontrolnim vzorku

bylo identifikovano 818 a 881 peptid(, takZe lyzace probéhla spravné. Poté byly z tohoto
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kontrolniho vzorku vytvofeny SCX eluaty s vyssi koncentraci guanidinu. Davkovany

objem byl 10 pL.

Tabulka 16 — Pocet identifikovanych peptidii u SCX eludtii bakterie E. coli s vyssi
koncentraci GuaHCI (Sesta sada vzorkii)

oznaceni vzorku charakterizace pocet unikatnich peptida
1M GuaHCl frakce eluovana z SCX 1M guanidinem 34,0
2M GuaHCl frakce eluovana z SCX 2M guanidinem 127,5
4M GuaHClI frakce eluovana z SCX 4M guanidinem 187,0
6M GuaHCl frakce eluovana z SCX 6M guanidinem 4,0
8M GuaHCl frakce eluovana z SCX 8M guanidinem 1,5

0,5 M KCl na zavér frakce eluovana z SCX 0,5M KCl 0
1 M KCl na zavér frakce eluovana z SCX 1M KClI 0

Podle téchto vysledkl bylo efektivnéjsi pouzit vyssi koncentrace guanidinu pro vytvoreni
SCX eluatd. Nejvyssi pocet identifikovanych peptid( byl dosazen pti koncentraci 4 M
identifikovanych peptidl. Nicméné tento zplUsob precisténi vzorkll nezamezil
kontaminaci iontového zdroje, coz bylo prvotnim smyslem jeho pouziti. Postup byl proto

v dalsi sadé optimalizovan.

4.3.7 Sedma sada vzorkt bakterii (IF287)

V této sadé bylo opét sledovano precisténi proteini bakterie E. coli lyzované
kys. mravenci pomoci SCX kolonky. V pfedchozim experimentu bylo zjisténo, Ze nejvétsi
mnozstvi peptidl bylo ziskano pri pouZiti 4 M guanidinu, a proto byla tato koncentrace
zvolena pro pripravu vzorku v této sadé. Dale byly pfipraveny eluaty pomoci kombinace
KCl a guanidinu. Davkovany objem byl 10 upL. Tabulky 17 a 18 uddavaji pocty
identifikovanych peptidl u E. coli za pouziti subkritické okyselené mobilni faze. V tomto
pokusu byly vyuZity opét obé metody Stépeni proteinl v subkritické okyselené mobilni

fazi s cilem postihnou pripadny vliv téchto metod pfi pouziti komplexniho vzorku.
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Tabulka 17 — Pocet identifikovanych peptidii u E. coli (sedmda sada vzorkii) za pouZiti
suché ldazné

pocet
oznaceni vzorku charakterizace unikatnich
peptidi
C kontrolni vzorek bez SCX 1135
KCl frakce eluovana 1M KCl 2
GuaHCl frakce eluovana 4M guanidinem 574
frakce eluovana 4M guanidinem s 0,5M
GuaHCI/KCl 534
KCl
frakce eluovana 4M guanidinem s 0,5M
GuaHCI/KCI/FA ., 507
KCl a 1% kys. mravenci

Tabulka 18 — Pocet identifikovanych peptidii u E. coli (sedmad sada vzorkii) za pouZiti
blokového termostatu

L. . pocet unikatnich
oznaceni vzorku charakterizace .
peptidl
C kontrolni vzorek bez SCX 1256
KCl frakce eluovana 1M KCl 3
GuaHCl frakce eluovand 4M guanidinem 722
GuaHCI/KCl frakce eluovana 4M guanidinem s 0,5M KCl 678
frakce eluovana 4M guanidinem s 0,5M KCl a
GuaHCI/KCI/FA 5 538
1% kys. mravenci

Nejvice peptidl bylo v obou pfipadech identifikovano v kontrolnich vzorcich. Naopak
nejméné peptidd bylo nalezeno ve frakci eluované 1M KCl. Pfi analyze téchto SCX frakci
bylo identifikovano vice peptidl pfi pouziti blokového termostatu v porovnani se suchou
lazni. Nicméné to byl pravé tento experiment, ktery odhalil, Ze kontaminace v ioniza¢nim
zdroji opakované pozorovana béhem analyz bakteridlnich vzorkd byla patrné zptsobena
korodujici kapilarou v blokovém termostatu. Toto podezieni pozdéji Dr. Lenco potvrdil

mimo ramec této diplomové prace.
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4.4 Vyuziti online stépeni pro rychlou identifikaci bakterii

Aby bylo moiné efektivné I|éCit pacienty, je klicové spravné identifikovat
mikroorganismy, které zpuUsobuji infekci. Tradi¢ni metody pro identifikaci patogen(
zahrnuiji kultivaci mikroorganismu, sérologické testy a molekularné biologické techniky,
jako je amplifikace nukleovych kyselin. AvSak ne vSechny bakterie lze efektivné
kultivovat v diagnostickych laboratotich a amplifikace nukleovych kyselin nemusi vidy
detekovat nové nebo nezndmé patogeny. Z tohoto didvodu byla vyvinuta moderni
metoda MALDI-TOF pro rychlou a pfesnou identifikaci mikroorganism(, véetné bakterii

a plisni. Tato technologie se pouzivad v mikrobiologii a klinickych laboratofich [58][59].

V ramci proteomické analyzy se pouZiva jako alternativa k MALDI-TOF online $tépeni
k analyze proteinovych profili bakterii. RGzné bakterie maji specifické proteomové
vzory, které mohou byt identifikovany a charakterizovany pomoci online Stépeni

a hmotnostni spektrometrie [58][59].

Online stépeni v kombinaci s chromatografii a spektrometrii umozniuje rychlé a efektivni
testovani vzorkl, coZ je uZitecné pri urgentni detekci bakterii v klinickych

nebo primyslovych prostredich [58][59].
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5. Zaveér

Proteiny jsou z mnoha pohledu velice zajimavé analyty. K jejich analyze se dnes vyuZivaji
moderni metody analytické chemie. Mezi nimi maji predni postaveni kapalinova
chromatografie, a predevSim hmotnostni spektrometrie, ktera v posledni dekadé
prodélala velmi dynamicky rozvoj. Diky pokrok( v této analytické technologii je dnes
mozné identifikovat z jedné eukaryotni buriky nékolik tisic proteint a takovych analyz
provadét az nékolik desitek ¢i stovek denné. V prlichodnosti vzorkd zacdina byt hlavni
limitaci ¢as potifebny k ptipravé vzorkl. Na tomto misté je nutné zdlraznit, Ze pfiprava
vzorkl pro proteomické analyzy, tedy Stépeni proteini na peptidy, se standardné

provadi pres noc.

V roce 2023 tym Dr. Lenca zjistil, Ze proteiny lze Stépit chemicky pfimo v mobilni fazi
klasicky pouzivané pro RPLC peptidli, pokud se zahreje na 195 °C a proteiny jsou v ni
inkubovany po dobu 35 s. Toho lze dosahnout zahfivanim smycky z kapilary o vnitfnim
praméru 0.5 mm instalovanou pred chromatografickou kolonu, ktera vyviji dostatecny
tlak, aby mobilni faze z(stal v kapalném skupenstvi. Proteiny se tak Stépi v subkritické
mobilni fazi. Tento zplsob rychlé online pfipravy vzork( byl Uspésné aplikovan napft.

na rychlou detekci nebezpecného proteinového toxinu ricinu.

NaplIni této diplomové prace bylo ovérit, jestli vyvinutd metod nemuize najit uplatnéni
i v jinych oblastech, v kterych je analyza proteint vyznamna. Prvné se jednalo o oblast
analyzy protilatkovych Ié¢iv, kde by metoda mohla byt pouZita pro rychlé online
monitorovani produkce bioléciv v bioreaktorech. Experimentalni vysledky skutecné
potvrdily, Ze metoda dokaze velice rychle poskytnout informace o témér celé primarni
strukture vybranych protilatkovych bioléciv, coz mlze byt vyuZito k rychlému potvrzeni
spravné sekvence aminokyselin produkovaného bioléciva. Nicméné kombinace vysoké
teploty a nizkého pH kromé Stépeni proteind navozuje také nékteré chemické zmény
v postrannich fetézcich aminokyselin, jejichZ pfitomnost u tak striktné kontrolovanych
produktl neni pfipustna. Jejich tvorba béhem Stépeni zamezuje odhaleni jejich plivodu.
Z tohoto pohledu je potencidl vyuziti chemického online Stépeni v subkritické mobilni

fazi v této oblasti spiSe omezeny.
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Jako dalsi oblast pro potencionalni vyuziti metody se nabizi rychla, sekvencné specificka
identifikace bakterii na zakladé jejich proteinového sloZeni. Aby takovd metoda méla
smysl, musi byt zplsob pripravy bakterii velice rychly a univerzdlni. Proto se v ramci
tohoto mozného uplatnéni experimenty soustiedily na nalezeni optimalniho zpUsobu
lyzace bakterii, ktery bude pIné kompatibilni s online chemickym Stépenim v subkritické
okyselené mobilni fazi. Jako nejucinné;jsi zplsoby pfipravy bakterii se ukazalo rozpusténi
v kyseliné mravenci. Kyselina mravenci je vysoce ucéinné a nepravem prehlizené
rozpoustédlo pro rozpousténi proteinl. Svoji Ucinnost prokazalo i na velice odolné

bakterii B. subtilis.

Kyselina mravenc¢i ma bohuzel velice reaktivni molekulu. Dokaze ucinné formylovat
amino- i hydroxyskupiny na peptidech, coz vyrazné komplikuje vyhodnocovani dat kv(li
exponencidlnimu narlstu prohledavaciho prostoru. Z tohoto dlvodu byla znacné cast
experimentll vénovdna moznostem, jak tyto nezadouci formylace potlacit. Optimalizaci
rozpousténi bakterii v kyseliné mravenci se podafilo snizit vyskyt formylaci na peptidech

pod hranic 5%, coz je velice pfijatelna mira.

Aby mohla byt metoda chemického online Stépeni proteinli v subkritické mobilni fazi
Siroce poutzitelna, je nutné také vylepsit pavodni primitivni usporadani k jeho provadéni.
Proto bylo vramci diplomové prace porovnavdno plvodni provedeni s provedenim
v blokovém termostatu. Nebyly zaznamendny vyraznéjsi rozdily mezi puvodnim
a vylepSenou verzi aparatury k chemickému Stépeni. Provedeni v blokovém termostatu
vSak vyrazné zvysilo bezpeénost metody a celkovy dojem z jejiho provadéni.

V ramci diplomové prdace se podafrilo vylepsit pfistrojové vybaveni pro chemické online
Stépeni proteinli v subkritické mobilni fazi a potvrdit jeho potencidl pro rychlou
identifikaci bakterii pomoci spojeni kapalinové chromatografie a hmotnostni

spektrometrie.
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6. Seznam zkratek

DDA — datové zavisla analyza (z angl. data-dependent acquisition)

DIA — datové nezdvisla analyza (z angl. data-independent acquisition)
FDA — Utad pro kontrolu potravin a lé¢iv (Food and Drug Administration)
FW — oblast zakladni struktury

HPLC — vysokoucinna kapalinovd chromatografie (z angl. high-performance liquid

chromatography)

IT — iontova past

LC — Kapalinovd chromatografie (z angl. liquid chromatography)
mAb — monoklondlni protilatka

MS — hmotnostni spektrometrie

NPLC — chromatografie na normalni fazi

RPLC — chromatografie na reverzni fazi

Q — jednoduchy kvadrupdl

TOF — hmotnostni analyzator doby letu

QqQ — trojity kvadrupdl

60


https://www.fda.gov/
https://www.fda.gov/

7. Seznam obrazku

Obrazek 1 — Vzorce zakladnich aminokyselin ...........ccueiiiiiiiiciiieecce e 13
(0] o] ¥4] QA V7 [o [ (U] o 1o | PPN 22
(0] o] P4 QR Rl @ o 11 4 o F PR 23
Obrazek 4 — Struktura ProtilatKy.......c.eee i 26
Obrazek 5 — Schématické znazornéni produkce monoklondlni protildatky........cccccevvvveeerineennn. 28
Obrazek 6 — Schéma humanizace Protilatky ........ccceciiiiiciiei e 29
Obrazek 7 — Chromatogram redukovaného trastuzumabu ..........ccceccuveeieiiieeecicieee e, 43

Obrazek 8 — Srovnani LC/MS chromatogramu trastuzumabu po jeho $tépeni v subkritické
okyselené mobilni fazi pomoci blokového termostatu a suché 1azné ..........cccceeeeeiiiieennnnnnn. 45

61



8. Seznam tabulek

Tabulka 1 — Rozpis reagencii pro ptipravu redukovanych protilatkovych bioléciv..................... 37
Tabulka 2 — Program gradientové eluce pro analyzu redukovanych monoklondlnich bioléciv.. 39
Tabulka 3 — Nastaveni gradientové eluce u analyzy proteinl B. subtilis specificky stépeného
[oYeY g To Yol IR 4 Y] o 1 1 o [V [P U PUPRRNE 40
Tabulka 4 — Nastaveni gradientové eluce u analyzy Stépeni bakterii......ccccococeveviiieeiiicieniineen, 41
Tabulka 5 — Porovnani pouZiti blokového termostatu a suché Iazné ke stépeni proteinf

v subkritické okyselené Mobilni fAzi..........coocciiiiiciii e 44
Tabulka 6 — Pocet identifikovanych peptid(l u prvni sady bakterii (B. subtilis) po redukci TCEP 47
Tabulka 7 — Pocet identifikovanych peptid(i B. subtilis specificky Stépené pomoci trypsinu..... 48

Tabulka 8 — Pocet identifikovanych peptid(l u B. subtilis (druha sada vzork()........c...cccueeeuneenne 49
Tabulka 9 — Pocet identifikovanych peptid(i u B. subtilis (tfeti sada vzorkd) ........c.ccceevveervnnnnns 50
Tabulka 10 — Pocet nalezenych peptid(i u E. coli (tfeti sada vzorkll).......c.ccecvvveeeeieeeeeccneeeeenneen. 50
Tabulka 11 — Pocet identifikovanych peptid( u B. subtilis (Ctvrtd sada vzorkd)..........ccceeeuneee. 51
Tabulka 12 — Pocet identifikovanych peptid( u E. coli (Ctvrta sada vzorkll).......cccveeeeevveeeennen. 51
Tabulka 13 — Pocet identifikovanych peptidl u E. coli (patd sada vzorkd).......cccceeeevveecrveerneennns 53
Tabulka 14 — Pocet identifikovanych peptid( u B. subtilis (pata sada vzork()........c.ccevvveeunennnee 53
Tabulka 15 — Pocet identifikovanych peptidG u S. aureus (pata sada vzork().........cccceeveeeurennns 53

Tabulka 16 — Pocet identifikovanych peptid( u SCX eluat bakterie E. coli s vyssi koncentraci
GUAHCI (358 5Sada VZOIKU) ...eoouvieeiiieciee ettt et et e e et e e re e eteeesree s 55
Tabulka 17 — Pocet identifikovanych peptid( u E. coli (sedma sada vzork() za pouZiti suché

=4 V=TSO 56
Tabulka 18 — Pocet identifikovanych peptidl u E. coli (sedma sada vzork() za pouZiti blokového
L] 0 010 1Y =) A PSP P PP UPPPPTPPINN 56

62



9. Seznam priloh

Pfiloha 1 — Q Exactive HF-X mass spectrometer with H-ESI Il ion source and Thermo

ScientificTM VanquiShTIM UHPLC SYStEM.......cuiiriniriireireee sttt eseeseeesre st st e e e essesassenes 64
PFiloha 2 — BIOKOVY tErMOSEAt....cccii ettt sttt st st st e s st e ene 64
PFiloha 3 — PFIPrava SUChE [AZNE............ouiiiieieieee ettt st st e s et 65
PFIIONA 4 — ProtoKOI IF229.......cuiiiieee ettt ettt sttt ete st st st es st ss s esesse et st ses seesessansasens 65
PFIIONA 5 = ProtOKOI IF246.......c.oiiieeeeeeie ettt ettt sttt ete st st st e bes st ss s e e sse st st ses seesessansasens 66
PHION@ 6 = PrOtOKOI IF257 ...ttt ettt et s b et st sbe s b st ebe sesses s ass sessnsssness ses 67
PFIONA 7 = ProtOKOI IF26L......ucuiiiieee ettt ettt st seete st st st as sttt e ssasesne et st ses seesessansasens 67
PFIIONa 8 — ProtOKOI IF2B8.......c.ooiireieieeesie sttt sttt eve st st st e bes s et ss s e e sse st st ses seesessansasens 68
PF10h@ 9 — ProtOKOI IF280.....c.cueiiirieiieris sttt ettt et seter e st seses e ssesesses s ase sessessnsass seessssssess ses 69
PFIIONA 10 — ProtOKOI IF287.....veieieie ettt ettt ettt st e es et et et ee e ebe st se ste e e sansebeseenes 70

63



10. Pfilohy

Priloha 1 — Q Exactive HF-X mass spectrometer with H-ESI Il ion source and Thermo
ScientificTM VanquishTM UHPLC Systém
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Priloha 3 — Priprava suché lazné

Priloha 4 — Protokol IF229

KaZdy wzorek byl pfipraven ze 2 mL bakterialni suspenze (OD kolem 1), peleta byla
lyzovana ve 100 pl &inidla pfi 100 °C/5 min. Nasledné se vie stofilo pfi 10000g/5 min

a supernatant byl odebran jako lyzat.

ginidla pro lyzu Bacillus subtilis oznaéeni vialek
Trifluoroctova kyselina TFA
Difluorocotva kyselina DFA
Kyselina mravenéi/kyselina octova anhydrid (9:1) FA AAH
Kyselina mravenéi/0,5 Tris FA Tris
Kyselina octova Ac acid
Kyselina propanova Pro acid
6M guanidin thiokynat/200 mM TCEP 6M Guan
6M trichloracetat sodny 6M NaTCA
50% trifluoroethanol 50% TFE
100% 1-ethyl-3-methylimidazolium acetét 100% IL
90% 1-etnyl-3-methylimidazolium acetat 90% IL

65



Priloha 5 — Protokol IF246

Bakterie B. subtilis byla odebrana z LB agaru a nasledné byl pfipraven roztok
o koncentraci 1,5 OD v PBS s celkovym objemem 4 mL. Poté byl ztohoto roztoku
odebran 1 mL alikvotu, kiery byl zcentrifugovan pfi otacékach 4000g po dobu 5 minut.
Po centrifugaci byla peleta op&tovné suspendovana ve 200 pL PBS a tyto suspenze byly
spojeny aznovu zcentrifugovany pfi 4000g po dobu 5 minut. Lyza byla provedena
pomoci TFA, kdy bylo smichdno 30 pL pelety se 120 uL TFA. Vznikly lyzat byl ohfan
na 70 "C po dobu 5 minut. Po této lyze nasledovala centrifugace po dobu 5 minut
pfi otackach 14000 RPM a vznikly supernatant byl prenesen do nové zkumawky.
Pro neutralizaci TFA v lyzdtu bylo pfidano 1200 pL 2 M Trizma. 200 pg lyzétu bylo
prenesenc do 5 mL zkumavky a byla provedena redukce pomoci TCEP s konecnou

koncentraci 10 mM pfi 37 °C po dobu 60 minut.

Poté byla provedena alkylace pomoci 20,5 pL 800 mM 1AA s konednou koncentraci
40 mM po dobu 30 minut ve tmé. A nasledné potlateni 1AA opakovanym pfidanim
TCEP po dobu 15 minut pfi pokojové teploté. Lyzat byl zfedén pomoci 291,5 pL
TEA/2M Trizma tak, aby dosdhl koncentrace proteinu 0,25 pg/pL a nasledné bylo
pfidano 3638 L vody. Poté bylo pfidano 4 pl roztoku trypsin/Lys-C (pomér enzymy
k proteinu 1:50) a inkubovanc pfes noc pfi 37 °C. Ke itépeni bylo pfidano 87,7 uL TFA
(cca 2%), a nasledné bylo provedeno prefisténi pomoci Empore C18-SD (4 mm/1 mL).
Nakonec byl wvzorek wysuden wve wvakuovém koncentratoru speed-vac askladovan

pfi -80 °C.

cinidla pro lyzu Bacillus subtilis | oznaeni vialek

Trifluoroctova kyselina

Tris{hydroxymethyljaminomethan TRA+Trs

66



Priloha 6 — Protokol IF257

Byla pfipravena bhakteridlni suspenze o koncentraci 1,00 * 0,02 OD s celkovym
objemem 12 mL Tato suspenze hyla pfenesena do eppendorfky a nasledné byla
centrifugovana pfi otatkach 4000 RPM po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl odstranén
supernatant a provedena lyza ve 100 pL Cinidla. Poté nasledovala dal3i centrifugace
pii otackach 14000 RPM po dobu 5 minut a supernatant byl pfenesen do nowvé
eppendorflky. Lyzaty byly uchovany do analyzy pfi-80 °C.

Pro vzorek sdcinidlem 50% TFE byl supernatant znové eppendorfky znowvu
zcentrifugovan a poté rozdélen na 3 x 100 pL. Jeden vzorek byl ponechan bez daliiho
zpracovani, druhy byl pfefiltrovan pomeci stfikacky s filtrem a tfeti byl prefiltrovan

pomoci filtracni nadoby s filtrem.

cinidla pro lyzu Bacillus subtilis oznaceni vialek
Trifluoroctova kyselina 100% TFA
Difluorocotva kyselina 100% DFA
Kyselina mravenéi/kyselina octova anhydrid FA AAH
Kyselina mravenci 100% FA
Kyselina mraventi/difluorocotva kyselina (98:2) FA/DFA
50% trifluorosthanal 50% TFE
50% trifluocroethanol - syringe filter 50% TFE syringe
50% trifluorosthanal - via vials 50% TFE vials

Priloha 7 — Protokol IF261

Byla pfipravena bakterialni suspenze o koncentraci 1,00 + 0,02 OD (minimalné & mL).
Suspenze byla pfenesena do mikrozkumavky. Centrifugace pfi 4000 RPM po dobu
5 minut. Supernatant byl odsat a peleta vloZena do lednice (-20 °C) po dobu 10 minut.
Peleta spolu s pfisludnym lyzacnim pufrem byla z lednicky pfenese na led v digestofi.
Peleta byla lyzovana 100 pL pufru. Bylo tfeba pracovat rychle na ledu. Lyzat byl znova
umistén do lednice na 10 minut. Nakonec bylo pfidano 900 pL vody. Centrifugace
pii 14000 RPM podobu 5 minut a pfi pokojové teploté. Lyzaty byly uchovany
do analyzy pii -80 °C.

Cinidla pro lyzu B. subtilis oznateni vialek
85% kyselina mravendi 85% FA
80% kyselina mravendi 30% FA
75% kyselina mravendi 75% FA

67



Priloha 8 — Protokol IF268

Vitomto postupu byly poudity jiZ tfi bakterie — B. subtilis, E. coli a 5. oureus. Byla
pfipravena bakteridlni suspenze o koncentraci 1,00 £ 0,02 OD s celkovym objemem
12 mL. Tato suspenze byla pfenesena do mikrozkumavky a nésledné byla
centrifugovana pii otaékach 4000 RPM po dobu 5 minut. Po centrifugaci byl odstrann
supernatant a provedena lyza ve 100 pL Cinidla. Poté nasledovala daldi centrifugace

pfi otackach 14000 RPM po dobu 5 minut a supernatant byl pfenesen do nowvé

mikrozkumavky. Lyzaty byly uchavany do analyzy pfi -80 °C.

tinidla pro lyzu bakterii

oznadeni vialek

Kyselina mravenéi (RT)
Kyselina mravenéi (ice bath)
Kyselina mravenéi (freezer)
Trifluoroctova kyselina (RT)

95% TFA
S0% TFA
85% TFA
100% TFA
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Priloha 9 — Protokol IF280

E coli byla odebréna zdestiCky wuchovane vlednici. Byla pfipravena suspenze
o koncentraci OD 1,00 + 0,02 (nejméné & ml). Tato suspenze hbyla pfenesena
do mikrozkumavky & nasledné byla centrifugovana phi otackach 4000 RMP po dobu

5 minut. Po centrifugaci byl odstranén supernatant a provedena lyza v 80 plL Cinidla.

Mejprve byl pripraven kontrolni vzorek. K supernatantu bylo pfidano 80 pL 100% Fa
{RT). Zamichani na vortexu a ponechani 10 minut pfi pokojové teploté. Nasledovalo
pridani 320 ulL H.0. Centrifugace pfi otackéch 14000 RPFM po dobu 5 minut.

Supernatant byl pfenesen do nové mikrozkumnavky.

Masledné bylo pfidéno 400 pL 20% FA do SCY kolony se shérmou zkumavkou.
Centrifugace pri 2000 RPM po dobu 5 min. Poté byl odstranén odpad. Cely lyzat byl
prenasen do kolony a centrifugovan pfi 2000 RPM po dobu 5 min. Tekuting byla
pienasena do nové mikrozkumavky, vznikl vzorek FT. PRidanim 400 plL 20% Fa
do kolony, centrifugaci 2000g/5 min a prenesenim do nové mikrozkumavky vznikl
vzorek W1, Stejnym postupem vznikl vzorek W2. Makonec byla pfidana jednotlivd
elutni Cinidla. Centrifugace pfi 2000 RPM po dobu 5 min. Lyzdty byly uchovény
do analyzy pri-80 °C.

cinidla pro lyzu E. coli oznaceni vialek
100% F& [RT) - control C
100% FA [RT) + 400 uL 20% FA + 5CX FT
100% FA [RT) + 400 pL 20% FA + 5CX Wi
100% FA [RT) + 400 pl 20% FA + SCX W2
10 mb GuaHCl 10
25 mh GuaHCl 25
50 mM GuaHCl 50
100 mM GuaHCI 1040
200 mM GuaHCI 200
400 mM GuaHCl 400
600 mM GuaHCI 600
BOD mM GuaHCl BOD
1000 mM GuaHCI 1000
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Priloha 10 — Protokol IF287

Byla pfipravena suspenze o koncentraci 1,00 £ 0,02 OD (minimalné 8 mL). Suspenze
byla pfenesena do mikrozkumavky. Centrifugace pfi 4000 RPM po dobu 5 min.
Nasledovala resuspendace vPBS a viechny suspenze byly pfeneseny do jedné
mikrozkumavky. Opét nasledovala centrifugace. Odsati supernatantu a lyza v 480 pL
100% FA pii pokojové teplotd. Promichani na vortexu a ponechani 10 minut
pfi pokojové teploté, Pfipraveni 5 alikvotdl po 80 pL, do kaidého z nich bylo pfiddno
320 pL vody. Centrifugace 14000 RPM po dobu 5 minut. PFeneseni do nové
mikrozkumavky. Nédsledné byl kaZdy alikvot zpracovéan jinym zplsobem. Jeden alikvot,
oznafeny ,C" byl pouze ponechan na ledu do zamrznuti na -80 *C. K daliim alikvotdm
bylo pfidano 400 pL 20% FA na SCX kolonku, centrifugace pii 2000 RPM po dobu 5 min.
Celé mnoistvi lyzatu bylo pfeneseno na kolonu a centrifugovana pfi 2000 RPM
po dobu 5 min. Odstranéni proteklé tekutiny. Nasledné bylo pfidano 400 plL 20% FA
na kolonu. Centrifugace pfi 2000 RPM po dobu 3 min. Odstranéni proteklé tekutiny
a zopakovani. Preneseni 5CX kolonky do nové mikrozkumavky. Nakonec bylo pfidano
400 pL pfisluiného Einidla. Centrifugace pfi 2000 RPM po dobu 5 min. Lyzaty byly
uchovany do analyzy pfi-80 °C.

tinidla pro lyzu E. coli oznateni vialek
Kontrolni vzorek C
1M chlorid draselny KCl
4AM guanidin hydrochlorid GuaHCl
AM guanidin hydrochlorid/0,5M chlorid draselny GuaHCI/KC
AN GuaHClf0,5M KCl/1% kyselina mravendi GuaHCI/KCI/FA
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