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Nové pristupy v analyze intaktnych proteinov
v komplexnych biologickych vzorkach

»Nie, nie a stokrét nie! Za ziadnych okol-
nosti nesmiete dovolit, aby sa tieto proteiny
privasej praci akokolvek nastiepili! Musite ich
analyzovat tak, ako st — intaktné. Iba tak zis-
kate vysledky, ktoré vim budi maximaélne uzi-
to¢né.“ To sa lahko povie na predniske, ale
ovela tazsie sa to robi v praxi. A prave ndro¢-
nost tejto vyzvy ma priviedla k zédkladnému
vyskumu a vyvoju vysokouinnych separaé-
nych metéd na analyzu intaktnych proteinov
v zlozZitych biologickych matriciach s cielom
vyvinit metddy, ktoré by boli vhodné na kvan-
titativnu analyzu klinicky vyznamnych
biomolekul.

S analyzami proteinov pomocou hmot-
nostnej spektrometrie sa zacalo uz niekedy

v 80. rokoch minulého storocia, ked boli vyvi-
nuté dva ioniza¢né zdroje vhodné pre analy-
zu biomolekul: ionizécia/desorpcia laserom
za Ulasti matrice (MALDI, matrix-assisted
laser desorption/ionization) a ionizicia elektro-
sprejom (ESI, electrospray ionization). Nésled-
ne sa analyze proteinov venovalo najmi na

urovni tzv. bottom-up proteomiky, kedy sa pro-
teiny Stiepia na peptidy a potom analyzuju (¢o

je v sucasnosti stile viac prebadany sposob,
podporovany viacerymi softvérmi, databdza-
mi atd). Postupne sa vyvijala aj tzv. fop-down

proteomika, pri ktorej sa analyzuju proteiny
bez predchddzajiceho Stiepenia a stile sa zdo-
konaluju separaéné techniky na ich analyzu,
vyvijaju nové softvéry a databazy. Pokrok ide
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Rastové faktory vo vzorke plazmy pri réznej Gprave vzoriek.

Analyza pomocou kapilarnej elektroforézy
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stile dopredu, ale este sme daleko od nejaké-
ho bezného pouzivania fgp-down proteomic-
kych pristupov.

Vyvoj spolahlivych analytickych metéd na
detekciu a kvantifikdciu intaktnych proteinov
v roznych biologickych vzorkdch predstavuje
klacovy zdujem v biologickych, lekdrskych
a farmaceutickych vedach. Premenlivé zasta-
penie proteinov v organizme moze poskytnut
informadcie o patofyziolégii roznych ochore-
ni a potencidl na sledovanie rozvoja ochore-
nia a jeho reakcie na liecbu.

Moja téma je pokracovanim vyskumu prof.
Kevina A. Schuga z Texaskej univerzity
v Arlingtone, u ktorého som stravila dva pol-
ro¢né $tipendijné pobyty a kde som na tejto
téme zacala pracovat. Prof. Schug sa spolu so
svojim timom pred niekolkymi rokmi zacal
intenzivnejsie venovat vyuzitiu hmotnostnej
spektrometrii na baze trojitého kvadrupdlu
pre kvantitativnu analyzu intaktnych protei-
nov. Preto aj nd§ tim na Farmaceutickej fakul-
te Univerzity Komenského v Bratislave spo-
lupracuje — zatial na drovni zdkladného
vyskumu — préve s prof. K. Schugom a jeho
timom. Po¢as mojho $tipendijného pobytu
v Spojenych $titoch sme spolupracovali aj
s prof. Alexom J. Raiom, od ktorého sme mali
niekolko testovacich klinickych vzoriek.

Novy pristup je prave vo vyuziti jednak
hmotnostnej spektrometrie na trovni trojité-
ho kvadrupélu, ¢o nie je pre proteomiku vel-
mi bezné. Vicsinou je poziadavka pouzivat tzv.
vysokorozlisovacie hmotnostné spektromet-
re, tie st véak ndro¢nejsie aj z hladiska finan-
cif aj ovlddania, takze trojité kvadrupély by
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mohli byt uplatnitelné viac do praxe. A dalej
je to vyuzivanie neimunoafinitnych pristupov
na extrakciu a zakoncentrovanie intaktnych
proteinov aj v komplexnych biologickych
matriciach s ciefom vyvoja univerzalnejsich
pristupov pre §irsiu skupinu proteinov s roz-
nymi charakteristikami v rdmci jednej
analyzy.

Pouzivame elektroforetické a chromato-
grafické separa¢né met6dy spolu s detekciou
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na bize hmotnostnej spektrometrie. Netra- %;
di¢né je stile pouzivanie trojitého kvadrupé- %%
lu a rezimu sledovania viacerych reakeii 050 | é ‘2
(MRM, multiple reaction monitoring) pre A | RS
intaktné proteiny, kedZe jeho pouzitie pre bio- I
molekuly ma stale viacero uskali. K dispozicii 0.00 ' 2
mime aj vysokorozliSovacie hmotnostné ; : ; y ; o - .
spektrometre na baze Q-TOF (quadrupole 00 1.0 20 3.0 40 50 6.0 7.0 min
time-of~flight, kvadrupdl — analyzitor doby ~ Zaznamy z LC-MS analyzy proteinu TNF (tumor nekrotizujdci faktor) v sére
letu).
Vyzvy sa rie§ia postupne, krok za krokom. noduchsich metodik, ktoré by boli vhod- uplne univerzilne, ale skor na niektoré
[:Tplne sa problém vyriesit este nepodarilo, nejsie na pouzitie v klinickej praxi, kedze  $pecifické aplikicie.
kvantitativna analyza intaktnych proteinovje  pristroje su lacnejsie a aj procesy predupravy Vyvoj novych metéd by mal napoméoct
stéle eSte na zaciatku a potrebujeme k tomu st na bdze jednoduchsich automatizova- k zjednoduseniu celkového procesu analyzy.
nielen vyvoj metodik, ale aj vyvoj v oblasti  telnych postupov, ktoré by mali byt viac ~ Zdroven nové poznatky napomahaju dalsie-
analytickej inStrumentdcie, softvérov  reprodukovatelné ajz hladiska porovndvania  mu vyvoju a zlepSovaniu. Pevne verim, Ze sa
a databaz. medzi jednotlivymi laboratériami. Zdroven  podari vyvinit aj metodiky, ktoré budu tspes-
COje teda cielom ndsho usilia? Vyvojjed- treba ale dodat, Ze metodiky nebudu asi  ne aplikované aj na redlne klinické vzorky.
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